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Riassunto

Recenti ricerche hanno messo in evidenza in numerosi gruppi di invertebrati marini la presenza,
all’interno di quelle classicamente definite su base morfologica come singole specie, di diverse
specie criptiche. Tale diversificazione ¢ talvolta legata ad ambienti le cui caratteristiche fisiche
determinano forti spinte selettive sugli organismi che li popolano, quali ad esempio gli ambienti
salmastri, in altri casi ¢ semplicemente determinata dalla distanza geografica o dalla presenza di
barriere alla dispersione. Syllis gracilis Grube, 1840, ¢ un polichete che vive nelle concrezioni
biogene dei fondi duri superficiali in ambienti costieri marini e salmastri di tutto il Mar
Mediterraneo. Allo scopo di approfondire le conoscenze su questa specie a larga ripartizione
ecologica e geografica, nel corso di due anni sono stati effettuati numerosi campionamenti in
diverse localita Iungo le coste italiane; la specie in questione, infatti, non ¢ di semplice
reperimento, in quanto presenta una distribuzione non uniforme molto probabilmente legata a
piccole variazioni di parametri ambientali, ed ¢ stato possibile raccoglierla solo in 13 localita
situate nel Mar Ligure, nel Mar Tirreno, nel Mar di Sardegna e nel Mar Adriatico. Quattro delle 13
popolazioni raccolte provengono da ambienti di transizione (ambienti salmastri e porti), le altre
nove da ambienti marini costieri. In otto localita (due salmastre e sei marine) ¢ stato possibile
raccogliere un numero rappresentativo di esemplari (N>10). Si prevede di caratterizzare gli
individui di Syllis gracilis campionati sia morfologicamente, attraverso caratteri semi-quantitativi di
univoco rilevamento anche sugli esemplari fissati, sia geneticamente, utilizzando marcatori
mitocondriali. Attraverso I’approccio morfologico e genetico si intende testare 1’ipotesi di una
separazione a livello specifico tra diverse popolazioni e in particolare tra quelle di ambiente marino

e di ambiente salmastro, gia emersa in precedenti studi.
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1. Introduzione

1.1 Gli ambienti salmastri come hot spot per i processi microevolutivi e la presenza di sibling
species

Gli ambienti salmastri rappresentano aree di transizione tra 1’ambiente dulciacquicolo e quello
marino, e presentano peculiari caratteristiche fisiche, che influiscono sugli organismi che li
popolano. In queste aree si riscontra una notevole variazione della salinita, che, a causa
dell’evaporazione nei mesi estivi, dell’influsso di precipitazioni e dell’eventuale presenza di
immissari, assume un intervallo di valori molto pit ampio rispetto a quanto si osserva nell’ambiente
marino o in quello dulciacquicolo. Si osserva un’ampia variazione anche a livello della temperatura,
del pH e della concentrazione di ossigeno disciolto, che influiscono sulla biologia di questi
ambienti; infine, anche I’eventuale immissione di inquinanti organici o inorganici ha un effetto
molto maggiore rispetto a quanto si osserva in ambienti marini, a causa della limitatezza dell’area,
della profondita generalmente bassa e dello scarso ricambio d’acqua. Gli ambienti salmastri, quindi,
si configurano in linea generale come ambienti stressati, esposti a rischi di eutrofizzazione, ipossia
ed inquinamento; per questo, essi hanno una notevole influenza sui processi microevolutivi, che in
queste aree assumono entita e velocita tendenzialmente maggiori rispetto a quanto si osserva in
ambienti propriamente marini (Cognetti, 1982; 1994; Cognetti & Maltagliati, 2000; Cognetti et al.,
2008).

Nonostante le forze selettive in questi ambienti siano forti, un’impostazione classica li considera
troppo instabili per permettere veri e propri processi di speciazione, per cui la pressione ambientale
si esplicherebbe in un differenziamento, pitt 0 meno marcato e tendenzialmente piu morfologico che
genetico (plasticita fenotipica), della popolazione nell’ambiente salmastro rispetto a quella marina
(Cognetti, 1982). Negli ultimi anni, tuttavia, questo paradigma ¢ stato parzialmente rovesciato, in
quanto in molti casi si ¢ giunti a stabilire 1’esistenza, all’interno di quelle considerate classicamente
come singole specie, di entita riproduttivamente isolate e chiaramente associate ad ambienti
salmastri, sia per quanto riguarda gli invertebrati (Maltagliati et al., 2000; 2001; lannotta et al.,
2009), sia per quanto riguarda i vertebrati, che in teoria, avendo generazioni piu lunghe, dovrebbero
essere meno propensi a questo tipo di speciazione (Trabelsi et al., 2002a; 2002b). Questi organismi,
che si configurano come vere e proprie specie distinte, sono tuttavia spesso difficili o impossibili da
distinguere senza ricorrere a strumenti molecolari, per un’effettiva congruenza di caratteristiche
morfologiche o per la sovrapposizione di caratteri tra specie differenti, che rende di fatto inaffidabili
i caratteri morfologici al fine della determinazione (Iannotta et al., 2009; Couceiro et al., 2011).
L’esistenza di sibling species, ossia specie strettamente imparentate, riproduttivamente isolate ma

impossibili da distinguere su base morfologica (Dobzhansky, 1972; Steyskal, 1972), ¢ stata rilevata



in primo luogo nei protisti (Sonneborn, 1939), ma ¢ diventata presto un’evidenza anche per quanto
riguarda 1 metazoi (Mayr, 1942), nell’ambito dei quali sono stati rilevati numerosi casi, legati a
fenomeni di speciazione geografica, di speciazione ecologica oppure semplicemente all’assenza di
elementi morfologici affidabili. In questo caso quella che su base morfologica era considerata una
specie si rivela essere, invece, un complesso di specie, pit 0 meno isolate a livello riproduttivo, e
piu o meno distinte a livello di caratteri morfologici. Talora un complesso di specie pud essere
individuato semplicemente prendendo in considerazione caratteri o combinazioni di caratteri
morfologici non considerati nelle precedenti descrizioni (Faulwetter et al., 2011; Nygren & Pleijel,
2011), tuttavia sovente ¢ impossibile trovare elementi morfologici che garantiscano una sicura
distinzione tra specie differenti, anche se queste sono riproduttivamente separate € possono
presentare fenotipi univocamente attribuibili ad una o all’altra specie, in quanto si riscontra un certo
grado di sovrapposizione morfologica (Petraccioli et al., 2010; Sanna et al., 2011; Couceiro et al.,
2011). Questo ¢ tanto piu vero in ambiente salmastro, dove la forte pressione selettiva tendera a
spingere verso pochi fenotipi resistenti, a prescindere da quanto siano geneticamente vicine le
popolazioni considerate.

I policheti rappresentano un gruppo molto interessante dal punto di vista di questo tipo di studi, in
quanto comprendono molte specie tradizionalmente definite su base morfologica, la cui
distribuzione, gli habitat che frequentano, le profondita cui si ritrovano spesso fanno sospettare la
presenza di complessi di specie. Mentre studi genetici, pit 0 meno approfonditi, sono stati condotti
per quanto riguarda le famiglie Capitellidac (Grassle & Grassle, 1976), Opheliidae (Britton-
Davidian & Amoureux, 1982; Maltagliati et al., 2004; 2005), Arenicolidac (Cadman & Nelson-
Smith, 1990), Spionidae (Manchenko & Radashevsky, 1993; 1994; 1998; 2002; Rdohner et al.,
1996), Nereididae (Rohner et al., 1997; Sato & Masuda, 1997; Maltagliati et al., 2001; Virgilio et
al., 2004; Cossu et al., 2012; Glasby et al., 2013), Parergodrilidae (Schmidt & Westheide, 2000),
Orbiniidae (Kruse et al., 2003), Phyllodocidae (Nygren et al., 2009; Nygren & Pleijel, 2011) e
Amphinomidae (Barroso et al., 2010), la famiglia Syllidae ¢ ancora abbastanza poco conosciuta da
questo punto di vista, e la massima parte degli studi si concentra su caratteri morfologici, la cui
validita tuttavia non ¢ usualmente comprovata su base genetica (Martin et al., 2003; Lattig et al.,
2007; Faulwetter et al., 2011). Ad oggi, la caratterizzazione della struttura di popolazione e
I’individuazione di eventuali sibling species sono state effettuate su base molecolare solo per quanto
riguarda Petitia amphophthalma (von Soosten et al., 1998), che ha rivelato una buona connettivita
tra popolazioni lontane, che si configurano quindi come chiaramente conspecifiche, e Syllis gracilis

(Maltagliati et al., 2000), I’oggetto di questa tesi.



1.2 Caratteristiche della specie studiata

Syllis gracilis Grube, 1840 (fig. 1) ¢ un polichete considerato molto comune (anche se non
abbondante) tanto in ambienti marini quanto in ambienti salmastri, dove frequenta fondi duri a
partire dalla zona di marea fino a oltre 300 m di profondita (San Martin, 2003). Si tratta di una
Syllis di dimensioni medie, superando, seppur raramente, i 30 mm di lunghezza totale, per 0,5 mm
di larghezza e oltre 140 chetigeri. La specie si riconosce con facilita in quanto dopo il proventricolo
il numero di chete di cui € provvisto il parapodio si riduce drasticamente, e le poche che rimangono,
oltre a risultare notevolmente piu spesse, risultano modificate per fusione dell’articolo con il pezzo
basale ed assumono una struttura a Y (fig. 2b). Le chete composte presenti ai primi chetigeri sono
provviste di articoli vistosamente bidentati, in evidente gradazione dorso-ventrale (2a); verso il
pigidio si assiste alla scomparsa delle chete a Y, che vengono di nuovo sostituite da chete composte
simili a quelle della parte anteriore. Altri caratteri tipici di questa specie sono i cirri dorsali
decisamente brevi, provvisti di 8-10 articoli, e la presenza di due bande scure trasversali su ogni
chetigero anteriore, via via piu sbiadite andando verso la parte posteriore del corpo. L’unico
carattere realmente diagnostico ¢ la presenza delle chete a Y, per quanto probabilmente anch’esso
sia stato sopravvalutato (vedi cap. 4.3). Talora i giovanili sono sprovvisti di chete ad Y, o ne
presentano solo accenni, per cui possono essere confusi con facilita con Syllis armillaris (Miiller,
1771) o Syllis hyalina Grube, 1863, piuttosto simili per quanto riguarda la struttura di acicule, chete
composte e cirri dorsali. Per quanto la maggior parte delle Syllis gracilis sia provvista di strie
trasversali decisamente marcate che non sbiadiscono in alcol, la colorazione risulta un elemento di
scarsa affidabilita, sia perché la sfumatura di fondo, che determina in parte I’accentuazione delle
strie, dipende fortemente dall’alimentazione dell’animale, e conseguentemente dall’habitat in cui
vive, sia perché ¢ abbastanza comune trovare individui che sono sprovvisti di fasce trasversali, ma
sono indubitabilmente attribuibili a questa specie (Fig. 1b). Inoltre, il pattern con due strie
trasversali su ogni chetigero ¢ condiviso da altre specie del genere Syllis, anche non strettamente

imparentate con S. gracilis.



Figura 1 —a: Syllis gracilis nella forma tipica, provvista di due bande trasversali scure su ogni chetigero (Sassoscritto);

b: Syllis gracilis nella forma priva di bande trasversali scure (porto di Livorno).

Figura 2: a — chete composte di Syllis gracilis (chetigero 12-13); b — chete a Y e di transizione di Syllis gracilis (chetigero 17-18). Si

intravede in secondo piano il cirro dorsale; ambedue le fotografie sono riferite all’esemplare ritratto in Fig. 1b.

Syllis gracilis ¢ una specie legata a concrezioni biogene ¢ a comunita caratterizzate da organismi
biocostruttori; in ambiente marino si trova comunemente in concrezioni algali (San Martin, 2003),
spugne (Voultsiadou-Koukoura et al., 1987), reef a vermetidi (Ben Eliahu, 1977) o a Sabellaria
(Cole & Chapman, 2007) e concrezioni coralligene basate su rodofite ¢ metazoi ermatipici
(Casellato & Stefanon, 2008), mentre in ambienti salmastri ¢ un caratteristico abitatore degli
agglomerati di serpulidi, costruiti da Hydroides sp. e Ficopomatus enigmaticus (Nonnis Marzano et
al., 2007). In ambiente salmastro pud essere sporadicamente trovata su fondo mobile, tuttavia non
con le densita che raggiunge su fondo duro; risulta parimenti una specie sporadica nelle comunita

dominate da Mytilus sp., dove sono piu frequenti altre specie di Syllis (osservazioni personali). La



specie ¢ moderatamente tollerante nei confronti dell’inquinamento organico ed inorganico, e si
trova comunemente nelle comunita di fondo duro delle aree portuali (Bedini et al., 2003 e presente
studio).

Per quanto riguarda la biogeografia, Syllis gracilis ¢ comunemente considerata una specie
cosmopolita, presente in mari temperati e tropicali (San Martin, 2003) ma segnalata anche in acque
decisamente piu fredde (Stewart et al., 1985; Hansson, 1987). Per quanto riguarda il bacino atlanto-
mediterraneo risulta segnalata per I’intero Mediterraneo (Musco & Giangrande, 2005a), per il Mar
Nero (Sahin & Cinar, 2012), per I’Atlantico orientale, sia settentrionale (Hansson, 1987; Muller,
2004; Cacabelos et al., 2010) che meridionale (Day, 1967) e per I’Atlantico occidentale,
settentrionale (Wenner et al., 1984; Stewart et al., 1985), centrale (Fauchald et al., 2009; Lifero-
Arana & Diaz Diaz, 2011) e meridionale (Elias et al., 2006). La specie ¢ tuttavia nota anche per
I’Oceano Pacifico, settentrionale (Imajima, 2003), centrale (Fauchald, 1977; Capa et al., 2001;
Hernandez-Alcantara et al., 2003) e meridionale (Ehlers, 1901; Hutchings & Murray, 1984), nonché
per 1’Oceano Indiano, orientale (Tan & Chou, 1993) ed occidentale (Al-Farraj et al., 2012),
compreso il Mar Rosso (Gravier, 1900), e per 1’ Antartide (Hartman, 1964). Per quanto siano note,
tra i policheti, specie che presentano al contempo un’ampia distribuzione e una buona connettivita
tra popolazioni distanti (Schmidt & Westheide, 2000), I’ampia distribuzione di questa specie porta a
sospettare che si tratti, in realta, di un complesso di specie. Peraltro, la forma dell’Oceano Pacifico ¢
stata descritta con altri nomi (Grube, 1868; Gravier, 1900; Ehlers, 1901) e risulta probabilmente
distinguibile a livello morfologico, anche tenendo conto che una recente ricostruzione filogenetica
ha messo in evidenza la polifilia di Syllis gracilis come odiernamente inteso, in quanto le
popolazioni dell’Oceano Pacifico sono piu strettamente imparentate con Syllis ypsiloides Aguado et
al., 2008 che non con le Syllis gracilis atlantiche esaminate (Aguado et al., 2012).

A livello delle popolazioni atlanto-mediterranee di Syllis gracilis, tuttavia, un’indagine condotta
attraverso marcatori alloenzimatici ha condotto a ritenere che le popolazioni di ambiente salmastro
e le popolazioni di ambiente marino risultino differenziate a livello specifico (Maltagliati et al.,
2000). In questo studio sono state prese in considerazione tre popolazioni salmastre, provenienti dal
Mar di Sardegna (Stagno di Casaraccio, Stagno di Calich) e dal Mar Tirreno settentrionale (Laguna
di Orbetello) e due popolazioni marine, provenienti dal Mar Tirreno occidentale (La Maddalena). Si
¢ riscontrato una maggiore vicinanza genetica tra le popolazioni salmastre, anche se queste
provengono da aree geograficamente ben distinte, ed una distanza genetica tra le popolazioni
salmastre e le popolazioni marine che ricade nell’intervallo di valori tipico per specie congeneriche,
ben maggiore di quanto solitamente riscontrato in popolazioni conspecifiche. Questi dati hanno

portato Maltagliati et al. (2000) a ritenere che nella regione mediterranea Syllis gracilis sia in realta



un complesso di almeno due specie, probabilmente derivate da un antenato comune — a differenza di
quanto si riscontra per la Syllis gracilis del Pacifico — ma ad oggi riproduttivamente isolate, la cui
differenziazione ¢ probabilmente stata mediata dalla pressione selettiva dell’ambiente salmastro. In
realta Maltagliati et al. (2000) hanno messo in evidenza un altro elemento che ad oggi, per assenza
di dati, non ha una spiegazione soddisfacente, ossia la notevole distanza genetica tra le due
popolazioni marine, che pure provengono da due siti a distanza di pochi chilometri. Di fatto ci si
aspetterebbe che popolazioni marine abbiano una maggiore connettivita rispetto a quelle di ambienti
salmastri, e che, di conseguenza, mostrino una maggiore omogeneita.

La presente tesi si propone di approfondire questo argomento, attraverso lo studio di un numero
maggiore, rispetto a quello di Maltagliati et al. (2000), di popolazioni di Syllis gracilis e ad una
scala spaziale piu ampia, e utilizzando un marcatore genetico piu sensibile rispetto agli allozimi,
ossia un gene mitocondriale. Ogni mitocondrio, derivando da un batterio aerobio che ha contratto
un’antica endosimbiosi con pre-eucariote nucleato, contiene una molecola circolare di DNA
mitocondriale (mtDNA). II mtDNA contiene i geni che codificano per I’RNA ribosomale che
struttura i ribosomi del mitocondrio, i geni che codificano per i RNA transfert ed i geni che
codificano per alcuni enzimi della catena respiratoria. Il mtDNA ¢ provvisto di una regione di
controllo (D-Loop) ma ¢ privo di introni e spaziatori tra i geni, per cui risulta quasi completamente
adattativo, con, teoricamente, il solo D-Loop impiegabile come marcatore neutrale, elemento di cui
¢ necessario tenere conto quando si utilizzano i geni mitocondriali per ricostruzioni filogenetiche o
genetica di popolazione. Poiché nei gameti maschili i mitocondri sono concentrati alla base del
flagello, dove hanno un ruolo fondamentale nella propulsione, ¢ usualmente vengono comunque
distrutti a livello della fecondazione, il mtDNA in linea generale viene ereditato esclusivamente
dalla madre, il che permette di ricostruire con una certa sicurezza le linee di ascendenza, a
differenza di quanto si riscontra nel DNA nucleare, presente in doppia copia e ad eredita
biparentale. Questo ¢ tendenzialmente valido per tutti gli animali, le piante e i funghi, anche se
sporadicamente in tutti gli organismi si puo riscontrare ereditd mitocondriale biparentale (Schwartz
& Vissing, 2002), ed in alcuni organismi, principalmente alcuni bivalvi, questo processo ¢ frequente
(Hoeh et al., 1991). Queste caratteristiche rendono il mtDNA ideale per studi di vario tipo, dalla
genetica di popolazione, alle ricostruzioni filogenetiche, alla genetica forense; per quanto riguarda
lo studio della genetica di popolazione, sono molto usati i geni che codificano per il rRNA 1685, per
il citocromo b e per la subunita I della citocromo ossidasi (COI).

In questo studio si intende utilizzare il gene per il 16S rRNA per caratterizzare le popolazioni di
Syllis gracilis. Parallelamente alla caratterizzazione genetica, si intende tentare una

caratterizzazione morfologica facendo uso di alcuni caratteri che possono essere rilevati anche



sull’animale fissato, in modo da capire se le popolazioni marine e salmastre siano distinguibili
anche a livello del fenotipo. In questa maniera intendiamo verificare le conclusioni raggiunte
nell’articolo di Maltagliati et al. (2000) e valutare la connettivita tra le popolazioni marine su una
scala maggiore, per contribuire alla conoscenza della storia evolutiva di Syllis gracilis nel bacino

del Mediterraneo.
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2. Materiali e metodi

2.1 Schema di campionamento e popolazioni campionate
La ricerca di campioni rappresentativi di popolazioni di Syllis gracilis da differenti aree geografiche
¢ stata decisamente impegnativa. In buona parte dei siti campionati la specie non ¢ stata trovata, o
sono stati trovati singoli o pochi individui, che sono stati inseriti comunque nell’analisi. Poiché
Syllis gracilis ¢ un specie tendenzialmente endolitica e tipicamente legata a concrezioni di vario
tipo, si € campionato attraverso un attrezzo per i grattaggi mesolitorali (Fig. 3) o, dove ’eccessiva
irregolarita del substrato rende tale strumento inefficace, con g - e,
martello e scalpello. I campioni sono stati esaminati in ;
laboratorio, estraendo i policheti presenti dalle concrezioni
raccolte. Nei campioni marini sono state campionate 103
specie di policheti, tra cui 40 specie di Syllidae, riconducibili
ad una fauna tipica del litorale roccioso (Abbiati et al., 1987;

1991), mentre in ambiente salmastro sono state campionate

24 specie di policheti, tra cui 8 Syllidae, quasi tutte tipiche di
ambienti salmastri (Cosentino, 2011). Le Syllis gracilis

trovate sono state fissate in etanolo al 96%. I

campionamento ¢ stato condotto cercando di coprire la Figura 3: Lo strumento impiegato per la
raccolta di buona parte dei campioni di
grattaggio mesolitorale. Il righello accanto
misura 15 cm.

massima parte possibile delle coste dei mari italiani (Fig. 4),
sia per quanto riguarda le popolazioni marine, sia per quanto
riguarda le popolazioni salmastre. I principali dati relativi alle popolazioni rinvenute sono trascritte
in tabella 1. Nell’analisi morfologica ¢ stata inserita anche una piccola popolazione fissata su
vetrino, campionata all’inizio degli anni 80 sulle scogliera artificiali antistanti Fiumicino.

Per quanto riguarda il Mar Ligure, la specie ¢ stata cercata in ambiente salmastro a Viareggio
(Canale della Burlamacca) e Montignoso (Foce del Torrente Pannosa), senza successo. In ambiente
marino sono stati effettuati campionamenti sul mesolitorale di Riomaggiore (Cinque Terre), Isola di
Palmaria (Golfo di La Spezia), Viareggio, Marina di Pisa, due siti nella citta di Livorno (porto e
accademia navale), due siti lungo il litorale livornese (Castello del Boccale e Sassoscritto),
Castiglioncello e Isola di Capraia, nonché tra Levanto e Monterosso (SP) ad una profondita di circa
9 m. La specie ¢ stata trovata con campioni con numerosita utile a Palmaria, nei due siti di Calafuria
¢ a Capraia e, con un solo esemplare, anche nel porto di Livorno. Inoltre, in collezione sono presenti

esemplari provenienti dalla foce del Fiume Magra.
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Figura 4: Localita considerate nella ricerca di Syllis gracilis nei mari italiani.

Legenda:

stella rossa: popolazione campionata con almeno 10 esemplari

stella azzurra: popolazione campionata con meno di 10 esemplari

punto interrogativo: localita in cui la specie ¢ stata cercata ma non trovata

C: localita per cui sono presenti esemplari nella collezione del Dipartimento di Biologia di
Pisa.
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Figura 5: Localita considerate nella ricerca di Syllis gracilis nel Mar Ligure e Tirreno settentrionale. Legenda analoga a
Fig. 3.
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Tabella 1: Le popolazioni di Syllis gracilis oggetto del presente studio.

Popolazione Coordinate geografiche | Bacino Ambiente N. individui | Substrato

Palmaria 44°2'42.00"N; Mar Ligure Marino 15 Corallinaceae articolate
9°51'34.69"E

Livorno Porto 43°32'45.79"N; Mar Ligure Marino 1 Mytilus galloprovincialis
10°17'57.18"E

Boccale 43°28'30.22"N; Mar Ligure Marino 11 Corallinaceae articolate
10°19'49.38"E

Sassoscritto 43°27'53.52"N; Mar Ligure Marino 32 Corallinaceae articolate
10°20'30.72"E

Capraia 43°1'46.38"N; Mar Ligure Marino 9 Corallinaceae articolate
9°50'37.08"E

Giannutri 42°15'22.17"N; Mar Tirreno Marino 1 Corallinaceae articolate
11° 5'44.62"E

Orbetello 42°26'11.94"N; Mar Tirreno Salmastro 35 (+20) Ficopomatus enigmaticus
11°12'22.82"E

Fiumicino (vetrini) 41°74°36.51”N; Mar Tirreno Marino 15 Ignoto (scogliere artificiali)
12°22°77.83”E

Porto Torres 40°50'30.36"N; Mar di Sardegna | Marino 20 Corallinaceae articolate
8°24'13.15"E

Stintino 40°56'7.84"N; Mar di Sardegna | Marino 4 Corallinaceae articolate
8°13'47.86"E

Stagno del Calich 40°35'44.01"N; Mar di Sardegna | Salmastro 1 Ficopomatus enigmaticus
8°17'14.80"E

Eraclea Minoa 37°23'18.74"N; Canale di Sicilia | Marino 7 Corallinaceae articolate
13°16'32.88"E

AMP Plemmirio 37°0'12.22"N; Mar Ionio Marino 1 Corallinaceae articolate
15°19'3.41"E

Ancona 43°37'15.66"N; Mar Adriatico Salmastro? 2 Hydroides dianthus
13°30'24.44"E

Pialassa della Baiona | 44°29'15.40"N; Mar Adriatico Salmastro 35 Hymeniacidon sanguineum
12°15'44.34"E

Rovigno 45° 4'14.53"N; Mar Adriatico Marino 35 Corallinaceae articolate
13°38'8.89"E

Nel Mar Tirreno si sono indagati, per le popolazioni salmastre, Castiglione della Pescaia (Diaccia
Botrona) e Orbetello (Laguna di Ponente), trovando un’abbondante popolazione solo nella Laguna
di Orbetello; in ambiente marino sono stati indagati i litorali di Castiglion della Pescaia, Porto Santo
Stefano e Giannutri, ¢ la specie ¢ stata ritrovata con un solo esemplare a Giannutri (Fig. 5).

Per quanto riguarda il Mar di Sardegna, la specie ¢ stata cercata in ambiente salmastro negli stagni
costieri di Casaraccio (Golfo dell’Asinara, Sardegna) e di Calich (Alghero, Sardegna), dove era gia
stata trovata con popolazioni abbondanti (esemplari in collezione e Maltagliati et al., 2000), tuttavia
nello Stagno di Casaraccio la specie non ¢ stata trovata (vicariata da altre specie di Syllis), mentre
nel Calich ricerche condotte per due anni consecutivi hanno finora portato a campionare un solo
esemplare. In ambiente marino la specie ¢ stata ricercata in Sardegna lungo i litorali di Alghero e
Stintino e nel porto di Porto Torres; ¢ stata campionata una popolazione abbastanza consistente da
Porto Torres, ed alcuni individui a Stintino.

Dal sud Italia sono stati ottenuti campioni con relativamente pochi individui; € stato campionato un

solo individuo dall’Area Marina Protetta del Plemmirio (Siracusa, Mar Ionio), e sette individui dal
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sito di Eraclea Minoa, sul Canale di Sicilia. Infine, nel Mar Adriatico sono stati condotti
campionamenti in ambiente salmastro alla Pialassa della Baiona e nelle Valli di Comacchio,
ottenendo una popolazione dalla Pialassa della Baiona, e in ambiente marino a Rovigno (Croazia).
Due esemplari sono stati raccolti in un campione proveniente dal porto di Ancona, fissato in etanolo
assoluto e conservato in congelatore da uno studio precedente, non relativo a questa specie. Sebbene
il porto di Ancona non rappresenti un ambiente propriamente lagunare, probabilmente questi
esemplari devono essere considerati di ambiente salmastro, in quanto il campione si ¢ rivelato ricco
di specie tipicamente lagunari, quali Hediste diversicolor, Carcinus aestuarii ¢ Hydroides dianthus,
insieme a specie tipicamente eurialine, quali Mytilus galloprovincialis e Caulleriella bioculata. I
porti, peraltro, essendo ambienti confinati, soggetti ad un forte stress ambientale e sovente ad un
notevole influsso di acqua dolce, presentano caratteristiche in buona parte congruenti con quelle
degli ambienti salmastri, per cui non ¢ detto che le popolazioni provenienti da aree portuali possano
essere considerate alla stregua delle altre popolazioni marine.

Per quanto riguarda I’habitat in cui sono state rilevate, tutte le popolazioni sono state raccolte nel
mesolitorale, fatta eccezione per la popolazione di Rovigno, campionata a 3 m di profondita, e
I’esemplare dell’AMP del Plemmirio (SR), raccolto a 4 m di profondita. Le popolazioni marine
provengono tipicamente da comunita in cui gli organismi strutturanti sono Corallinaceae articolate,
mentre le popolazioni salmastre si trovano in reef di Ficopomatus enigmaticus (Orbetello) o in
concrezioni strutturate dalla spugna Hymeniacidon sanguineum e dal polichete Hydroides dianthus
(Pialassa della Baiona). Nei porti la specie si trova, piuttosto sporadica, in concrezioni di Hydroides
dianthus e Mytilus galloprovincialis.

Per quanto i campioni ottenuti permettano sicuramente di valutare la variabilita della specie su una
scala spaziale piuttosto ampia, coprendo il Mar Ligure, il Mar Tirreno, il Mar di Sardegna, il Canale
di Sicilia e il Mar Adriatico settentrionale, il campionamento ottenuto non puo essere considerato
del tutto soddisfacente. Questo non ¢ sicuramente dovuto alla limitatezza dello sforzo di
campionamento, quanto piuttosto all’oggettiva difficolta di trovare la specie: su 36 uscite di
campionamento effettuate, solo 17 hanno avuto successo, spesso peraltro permettendo di
campionare solo pochi esemplari. Questo, in relazione anche alla limitata disponibilita di tempo e di
risorse economiche, ha condotto a limitare gli sforzi di campionamento a tre principali aree
geografiche, che sono state coperte in maniera ottimale, mentre buona parte dei mari italiani non

risulta rappresentato.
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2.2 Protocollo di caratterizzazione genetica
Nel presente lavoro sono stati sequenziati in totale 51 esemplari provenienti da 13 popolazioni (a
fronte dei 244 appartenenti a 15 popolazioni caratterizzati morfologicamente — vedi Appendice)

(Tab.2).

Tabella 2: Prospetto delle popolazioni campionate (Tab.l), con aggiunta del codice e del numero di esemplari
sequenziati per ciascuna. I codici delle popolazioni, utilizzati per le sigle degli esemplari, verranno utilizzati da ora in
poi nel testo.

Codice | Localita Bacino Ambiente N [ Sequenziati
PAL | Palmaria Mar Ligure Marino 15 8
LIV |Livorno Porto Mar Ligure Marino 1 1
BOC |Boccale Mar Ligure Marino 11 2
SSC | Sassoscritto Mar Ligure Marino 34 8
CAP | Capraia Mar Ligure Marino 9 5
GIA | Giannutri Mar Tirreno Marino 1 /
ORB | Orbetello Mar Tirreno Salmastro | 35 5
PTO |PortoTorres Mar di Sardegna Marino 20 6
STI | Stintino Mar di Sardegna Marino 4 1
CAL | Stagno del Calich Mar di Sardegna Salmastro 1 1
EMI |Eraclea Minoa Canale di Sicilia Marino 7 3
PLE | AMP Plemmirio Mar lonio Marino 1 /

ANC |Ancona Mar Adriatico Salmastro?| 2 1
PBA | Pialassa della Baiona |Mar Adriatico Salmastro | 35 4
ROV |Rovigno Mar Adriatico Marino 35 6

Estrazione del DNA: il DNA ¢ stato isolato da 1-2 parapodi staccati agli esemplari utilizzando il kit
Qiagen DNeasy per I’estrazione da tessuti (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA). La concentrazione
del DNA ¢ stata stimata attraverso misure fluorimetriche (rilevando un valore medio di 5 ng/pl per
campione).

Amplificazione attraverso PCR: ¢ stata amplificata una porzione interna del gene mitocondriale per
il 16S rRNA (472 bp), utilizzando i primer descritti in Simon et al. (1994). Le reazioni sono state
effettuate in un volume di 25 pl. Tale volume di miscela di reazione contiene 0,2 uM di ciascun
primer, 1,25 U di Sigma Taq DNA Polimerasi, 1x buffer di reazione e 200 uM di miscela di dNTP.
La concentrazione di MgCl, ¢ stata stabilita a 3 mM. Ad ogni reazione sono stati aggiunti 12,5 pg di

BSA e circa 60 ng di DNA genomico totale.
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L amplificazione del DNA attraverso la PCR ¢ stata ottenuta attraverso il seguente protocollo: una
fase iniziale di denaturazione di 2 min a 94 °C, 35 cicli da 1 min di denaturazione a 94 °C, 1 min di
annealing a 48 °C e 1 min 30 s di estensione a 72 °C ciascuno. I 35 cicli sono stati seguiti da una
fase di allungamento finale per 5 min a 72 °C. Al termine del protocollo gli amplificati sono stati
conservati a 4 °C fino alla fase successiva. Per tutte le reazioni di PCR sono stati inclusi controlli
negativi. Per verificare il successo dell’amplificazione, gli amplificati sono stati sottoposti ad
elettroforesi su un gel di agarosio al 2%, a 4 V/cm per 20 min, utilizzando un tampone 1xSBA (1 g
di sodio tetraborato decaidrato su 1 1 d’acqua) contenente bromuro di etidio (10 mg/ml) per la
colorazione dei frammenti di DNA. I gel sono stati quindi visualizzati tramite transilluminatore a
UV. I prodotti di PCR sono stati purificati utilizzando il kit ExoSAP-IT (USB Corporation) e
sequenziati utilizzando un servizio esterno di sequenziamento (Macrogen Europe, Paesi Bassi).
Ogni amplificato ¢ stato sequenziato sia in direzione forward, sia in direzione reverse, e
I’elettroforesi di sequenziamento ¢ stata ripetuta due volte per verificare I’affidabilita dei risultati.
Negli elettroferogrammi non sono stati osservati doppi picchi, che potrebbero essere interpretati
come prova della presenza di pseudogeni mitocondriali nel nucleo (Numts) o eteroplasmia. I
prodotti di PCR non hanno mostrato alcun fenomeno aspecifico, escludendo la presenza di diverse
sequenze nucleari simili al mtDNA.

Analisi dei dati: Le sequenze sono state allineate utilizzando il programma Clustal W (Thompson et
al., 1994) implementato nel software BioEdit 7.0.5.2 (Hall, 1999). Un’analisi preliminare ¢
consistita nell’allineamento delle sequenze ottenute con quelle presenti in GenBank, in modo da
confermare 1’attribuzione degli individui sequenziali alla specie in questione, attraverso il software
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponibile presso I’indirizzo
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Le relazioni fra i diversi aplotipi individuati sono state ricostruite attraverso un network, ottenuto
attraverso il programma NETWORK 4.6.1.1., che utilizza I’algoritmo median-joining (Bandelt et
al., 1999). Nel network ogni cerchio rappresenta un aplotipo, e il suo diametro ¢ proporzionale alla
frequenza dell’aplotipo stesso nel dataset; le linee di connessione tra aplotipi sono inoltre
proporzionali alla distanza genetica tra di essi.

Al fine di procedere alla costruzione di un albero filogenetico si sono incluse nell’analisi tutte le
sequenze di 16S rRNA attribuite a Syllis gracilis su GenBank. Inoltre, sono state allineate le
sequenze di 16S rRNA relative alle principali specie atlanto-mediterranee del gruppo di Syllis
armillaris. Di seguito sono elencate le specie incluse nell’analisi con il codice con cui sono

depositate in GenBank:
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EF123811.1 = Syllis gracilis (Galizia, Oceano Atlantico)
JF903733.1 = Syllis gracilis (Australia, Oceano Pacifico)
JF903727.1 = Syllis armillaris (Maiorca, Mar Mediterraneo)
JF903741.1 = Syllis pulvinata (Girona, Mar Mediterraneo)
EF123818.1 = Syllis hyalina (Girona, Mar Mediterraneo)
JF903735.1 = Syllis hyalina (Australia, Oceano Pacifico)
JF903726.1 = Syllis alternata (Girona, Mar Mediterraneo)

Il modello di sostituzione nucleotidica con maggior supporto statistico ¢ stato individuato attraverso
il programma jModelTest (Guindon & Gascuel, 2003; Darriba et al., 2012). Sulla base del modello
identificato si ¢ costruito un albero filogenetico attraverso il software MrBayes v. 3.2.1., basato
sull’inferenza bayesiana (Ronquist et al., 2011). Come outgroup si ¢ scelto di utilizzare Syllis
alternata, che secondo Aguado et al. (2012) ricade in un clade sister del gruppo di Syllis armillaris,
temendo che 1’utilizzo di una specie che ricada nel grande clade delle Typosyllis (sensu Aguado et

al., 2012), molto distante, avrebbe potuto rendere poco leggibile I’albero.

2.3 Protocollo di caratterizzazione morfologica

Nella caratterizzazione morfologica degli individui di Syllis gracilis si ¢ tenuto conto dei caratteri
apprezzabili anche nell’animale fissato, il che ha condotto ad escludere 1) la colorazione, che nelle
Syllis vive puo essere fortemente diagnostica ma tende sovente a sbiadire in etanolo, ¢ 2) misure
quantitative relative alla lunghezza corporea, in quanto questi organismi si contraggono
notevolmente durante la fissazione, portando sia ad una scarsa attendibilita delle misure
quantitative, sia all’oggettiva difficolta di effettuare tali misurazioni.

Lo studio si ¢ concentrato quindi su cinque parametri semiquantitativi di rilevamento abbastanza
semplice anche su esemplari fissati, ovvero 1) il numero di chetigeri occupati dal faringe, 2) il
numero di chetigeri occupati dal proventricolo, 3) il chetigero d’inizio delle chete a Y, 4 ¢ 5)
rispettivamente il numero di articoli presenti al cirro dorsale ai chetigeri 10 e 20. L’utilizzo di
quest’ultimo parametro morfologico ¢ agevolato dal fatto che, a differenza di molte specie
congeneriche, Syllis gracilis non presenta alternanza fra cirri corti ¢ lunghi, ed i cirri tendono ad
accorciarsi andando verso il pigidio, raggiungendo tuttavia una lunghezza stabile e costante prima
del ventesimo chetigero. Questi caratteri sono stati scelti anche in quanto sono usualmente
considerati di alto valore diagnostico (San Martin & Aguado, 2012). Non si ¢ tentata una
caratterizzazione morfologica di maggiore minuzia, in quanto [’obiettivo principale della
caratterizzazione morfologica consiste nell’individuazione di eventuali parametri che permettano

una semplice distinzione operativa tra differenti popolazioni di Syllis gracilis.

18



Non ¢ stato possibile valutare tutti i caratteri considerati su tutti gli esemplari; per le popolazioni di
Rovigno ed Orbetello non ¢ stato considerato il numero di articoli presenti ai cirri dorsali dei
chetigeri 10 e 20 (anche se, almeno per quanto riguarda la popolazione di Orbetello si ¢ ovviato a
ci0 prendendo i parametri suddetti su 20 individui aggiuntivi, che, perd, non sono stati
genotipizzati) e in molti casi lo stato di conservazione degli animali non ha permesso di ottenere
alcuni dati. I cirri, infatti, tendono a danneggiarsi con una certa facilita; in esemplari rotti a breve
distanza dal prostomio pud non essere possibile individuare il chetigero d’inizio delle chete a Y.
Talora, infine, la parete corporea ¢ lacerata ed il faringe e il proventricolo escono, oppure il faringe
¢ parzialmente estroflesso, il che non permette di valutarne la lunghezza. Questi caratteri
morfologici, quindi, devono essere considerati con una certa cautela.

In particolare, per quanto riguarda le lunghezze di faringe e proventricolo, poiché queste risultano
fortemente dipendenti dalle dimensioni dell'animale, ossia si sviluppano in maniera non bilanciata
con il resto del corpo, si ¢ deciso di calcolare il rapporto tra le due misure, ritenendo potesse
risultare maggiormente informativo, pur lavorando anche con i valori grezzi. Lo stesso si ¢ fatto per
quanto riguarda la lunghezza dei cirri dorsali, per cui si ¢ ipotizzata la possibilita di riscontrare
differenze nel rapporto tra i cirri del 10° e i cirri del 20° chetigero; in questo caso, tuttavia, ¢
verosimile che il carattere di maggiore rilevanza sia la lunghezza del cirro in numero di articoli.
L’analisi statistica ¢ stata condotta secondo due approcci complementari. Il primo, basato sulla
statistica univariata, si ¢ avvalso del t-test per il confronto tra coppie di medie, corrispondenti a
coppie di popolazioni. Questo test, basato sulla statistica t di Student, permette di confrontare una
media campionaria con una media generale o, come nel nostro caso, due medie campionarie,

calcolando un parametro, detto appunto t
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corrispondente alla differenza tra le medie campionarie standardizzata per la radice quadrata della

somma delle varianze stimate divise per il numero di osservazioni all’interno del campione; il
valore di t ottenuto viene confrontato con un valore tgitco dipendente dai gradi di liberta della
distribuzione, a loro volta legati al numero di osservazioni effettuate. Se il valore ottenuto risulta
superiore al valore di teritico, Si rigetta 1’ipotesi nulla secondo cui le due medie campionarie non
differiscono, altrimenti la si accetta. Un valore di t inferiore al tgitico pud dipendere da una
differenza tra le medie effettivamente bassa, oppure da una varianza molto alta nelle due
distribuzioni considerate, che confonde i risultati e non permette di individuare un pattern definito

nella variazione del parametro considerato; un valore di t superiore al tcritico nel confronto fra due
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medie, invece, permette di asserire che la variabilita all’interno dei due campioni ¢ ripartita in
maniera tale da permettere una netta distinzione tra i due. In questo studio si ¢ utilizzato un
semplice programma di calcolo per effettuare il t-test (Microsoft Excel 2003). Una volta effettuato
il F-test per verificare 1’omoscedasticita dei campioni, vista la presenza di coppie di campioni per
cui tale proprieta non ¢ verificata si ¢ imposta al calcolatore la condizione dell’eteroscedasticita e si
¢ considerato il t-test riferito ad una distribuzione a due code, in quanto non ¢ possibile ipotizzare a
priori se una delle due medie campionarie debba risultare maggiore dell’altra. Il t-test ¢ stato
applicato anche al confronto morfologico fra gruppi di esemplari corrispondenti a cluster genici
rilevati dalla caratterizzazione molecolare, in modo da rilevare eventuali differenze tra i valori medi
dei parametri considerati.

In secondo luogo si ¢ proceduto, attraverso il software PRIMER-E v. 5, ad un’analisi multivariata
della variabilita morfologica, considerando come campioni i singoli individui, e come variabili
alcuni dei parametri morfologici considerati; la scelta ¢ stata limitata ai tre parametri che in base ai
risultati del t-test apparivano maggiormente informativi. Per quanto 1’analisi multivariata sia
classicamente impiegata per studi ecologici, questa tecnica trova anche una notevole applicazione
nell’analisi di caratteri morfologici (Blackith & Reyment, 1971). L’analisi multivariata condotta si
basa sul calcolo di una matrice di distanze fra i vari esemplari caratterizzati, ottenuta, previa una
trasformazione di radice quadrata dei dati per fare in modo che le variabili considerate abbiano lo
stesso ordine di grandezza e non si abbia un effetto maggiore sulla similarita da parte di una

variabile rispetto alle altre, attraverso la distanza di Manhattan (Dekhtyar, 2009):

N
dm(Z, §) = Z |zr — Y|
k=1

Utilizzando tale matrice si ¢ proceduto ad un ordinamento dei campioni secondo il metodo del non
metric Multi Dimensional Scaling (MDS: Clarke, 1993); questo metodo costruisce una mappa dei
campioni — ciog, nel nostro caso, degli esemplari caratterizzati — in due o tre dimensioni non
utilizzando direttamente la matrice di similaritd, ma ordinando i campioni per similarita ed
assegnando ad essi dei ranghi, che verranno utilizzati come distanze. In linea generale nel
considerare una rappresentazione grafica di questo tipo ¢ opportuno fare riferimento ad un
coefficiente di stress (S), che indica quanto la rappresentazione grafica risulti attendibile rispetto alla
matrice di similarita originaria. Per I’indice di stress generalmente viene indicato un valore limite di
s =0,2, al di sopra del quale la rappresentazione grafica viene considerata poco accurata; nel nostro
caso, avendo solo tre variabili, possiamo essere comunque ragionevolmente sicuri dell’accuratezza

della distribuzione dei campioni in due dimensioni.
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Il MDS permette di identificare graficamente un pattern di variazione nei campioni considerati,
tuttavia non risulta informativo riguardo la significativita delle differenze tra di essi; per questo
motivo ¢ stato utilizzato un test statistico per campioni multivariati, I’ANOSIM (ANalysis Of
SIMilarities: Clarke, 1993). Questo test, analogamente al MDS, si basa sulla matrice dei ranghi e
non ¢ parametrico, e si sviluppa in tre fasi; la prima fase consiste nel calcolo di un coefficiente R,
corrispondente alla differenza fra la distanza media tra ogni coppia di campioni all’interno di un
livello del fattore considerato e la distanza media fra coppie di campioni riferiti a livelli differenti
del fattore:
po s =1y)

1

> M
Ove g corrisponde alla distanza media tra i gruppi, mentre fy ¢ la distanza media entro i gruppi
(B= between, W= within). Il termine M dipende da n, ossia dal numero di campioni considerati,

secondo la seguente relazione:

M - nn-=1)

R puo assumere valori compresi fra -1 e +1. Nel caso in cui R tenda a +1, la distanza tra gruppi €
maggiore della distanza entro i gruppi, per cui i gruppi (corrispondenti ai livelli del fattore)
risultano tendenzialmente supportati, mentre un valore di R tendente a 0 indica che la distanza entro
i gruppi ¢ pressoché uguale alla distanza tra i gruppi, e quindi non si osserva una chiara
strutturazione in gruppi. Valori di R negativi si osservano molto raramente, giacché ¢ improbabile
osservare una maggiore diversita all’interno di un livello di un fattore che non tra livelli differenti,
tuttavia si possono presentare in caso di errori di campionamento, in particolare se si considerano
appartenenti al medesimo livello campioni che in realta appartengono a livelli diversi.

A seguito del calcolo di R, si pone come ipotesi nulla che non esistano differenze fra i livelli; in
caso questa sia verificata, i gruppi corrispondenti, nel nostro caso, a differenti localita di
campionamento, risultano arbitrari, ed ¢ possibile riorganizzare i campioni in gruppi diversi senza
che si osservino grandi variazioni nel valore di R. Il programma PRIMER effettua una serie di
permutazioni, ricalcolando per ognuna R; generalmente sono sufficienti 999 permutazioni per poter
decidere se i gruppi originari sono confermati a livello statistico, oppure risultano arbitrari (Clarke,
1993; Clarke & Warwick, 2001). Il programma a questo punto costruisce la curva di distribuzione
degli R ottenuti per permutazione, ¢ identifica sulla curva la posizione del coefficiente R calcolato

con i gruppi originari; in caso la probabilita di osservare il valore corrispondente risulti inferiore al
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5%, si rigetta I’ipotesi nulla e si conclude che le differenze tra gruppi sono verificate, altrimenti si
conclude che i gruppi sono arbitrari.

Oltre al test globale, che verifica quanto siano supportati i gruppi in generale, il programma
PRIMER calcola le differenze tra coppie di gruppi, e ne valuta la significativita. Analogamente al
suo corrispondente nella statistica univariata ANOVA, ANOSIM puo essere condotto su un solo
fattore, su piu fattori incrociati o su piu fattori gerarchizzati. Nel nostro caso abbiamo due fattori di
cui intendiamo testare 1’effetto sulla morfologia delle Syllis gracilis, ossia 1’ambiente (marino o
salmastro) e la popolazione campionata; poiché ogni popolazione appartiene ad uno e un solo
livello del fattore ambiente, ¢ cioé o marina o salmastra, il fattore popolazione ¢ gerarchizzato nel
fattore ambiente, per cui imponiamo al programma di effettuare ANOSIM per fattori gerarchizzati

(nested).
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3 Risultati

3.1 Struttura genetica delle popolazioni esaminate

L’analisi dei 51 individui di Syllis gracilis ha permesso di rilevare 11 aplotipi del gene per il 16S

rRNA (Tab.3).

Tabella 3: Aplotipi rilevati per il gene del 16S rRNA nelle Syllis gracilis analizzate; le sigle degli aplotipi sono le
medesime impiegate nell’albero filogenetico di Fig. 7.

Aplotipo  N.esemplari  Esemplari e localita di raccolta

Hap 5 1 CAP06

Hap 6 9 PALO2 PALOS PALO7 CAPO1 CAP0O3 CAP04 CAP0OS PTO19 ANCO1

Hap_7 1 STI04

Hap 8 1 PAL10

Hap 9 2 PALO6 PTO20

Hap 10 1 PAL09

Hap 11 31 PALO3 PALO8 LIVO1 BOC03 SSC02 SSC09 SSC11 SSC17 SSC19 SSC21 ORB02 ORB04 ORB11
ORB13 ORB19 PTO02 PTO12 PTO16 PTO18 CALO1 EMIO1 EMI06 PBA16 PBA33 PBA35
ROV02 ROV03 ROV10 ROV16 ROV19 ROV35

Hap 12 1 SSC15

Hap 14 2 BOCO0S5 PBA11

Hap 15 1 SSC12

Hap 16 1 EMI05

Si nota che la maggior parte degli aplotipi ¢ presente in pochi esemplari (1-2), mentre solo due sono

condivisi da un numero maggiore di esemplari: Hap 6 (N =9) e Hap 11 (N = 31). Il network degli

aplotipi, ottenuto attraverso il software NETWORK v. 4.6.1.1. (Bandelt et al., 1999), ¢

rappresentato in Fig.6:
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Figura 6: Network degli aplotipi del gene per il 16S rRNA rilevati nello studio. I cerchi rappresentano gli aplotipi e la
loro area ¢ proporzionale alla frequenza aplotipica. Sulle linee principali € riportato il numero di step mutazionali che
separano gli aplotipi.



Si identificano quattro aplogruppi (HG); ’'HG1 comprende gli aplotipi Hap 11, Hap 10, Hap 12 ¢
Hap 14 (quest’ultimo separato dal resto del gruppo da 8 mutazioni); I’HG2 comprende gli aplotipi
Hap 6, Hap 7, Hap 8 e Hap 9, distanti I’'uno dall’altro una o due mutazioni; I’lHG3 comprende gli
aplotipi Hap 15 e Hap 16, separati da due mutazioni e corrispondenti ognuno ad un solo individuo;
I’HG4 comprende il solo Hap 5, corrispondente ad un esemplare proveniente da Capraia (CAP06)
(Fig.6). HG2 e HG3 sono separati da HG1 da 25-27 mutazioni (HG1-HG3: 25-27 mutazioni a
seconda se contiamo a partire da Hap 14 o dal resto dell’aplogruppo; HG1-HG2: 26 mutazioni).
Hap 5 ¢ invece separato dall’aplogruppo piu vicino, HG2, da 63 mutazioni, risultando nettamente
distinto (Fig.6).

I BLAST, effettuato attraverso lo strumento disponibile online su GenBank

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), mostra che, mentre tutte le altre sequenze risultano piu o
meno simili alla sequenza depositata per Syllis gracilis atlantica, Hap 5 ha come specie piu vicina
Syllis armillaris o Syllis pulvinata, se pure con un’identita di sequenza pari al 97%, che fa ipotizzare
si tratti di una specie distinta dalle due (ma vedi piu avanti e al cap. 4.1). L’identita di sequenza fra
HGI1 e la sequenza di Syllis gracilis depositata in GenBank ¢ prossima al 100%, mentre per quanto
riguarda HG2 e HG3, mostrano identita di sequenza del 93-94%.

Per quanto riguarda la distribuzione geografica degli aplogruppi e la loro ripartizione nelle
popolazioni, si riscontra una sostanziale varieta di situazioni. Le popolazioni CAP, ANC e STI
risultano incluse nell’HG2 (per quanto il fatto che per le ultime due sia stato sequenziato un solo
individuo non permetta di trarre conclusioni su di una base solida), mentre le popolazioni ORB,
ROV, PBA, BOC, LIV e CAL sono comprese nell’HG1; le popolazioni PAL e PTO consistono di
individui che ricadono sia nell’HG1, sia nel’HG2 (3:5 per PAL, 4:2 per PTO), mentre SSC e EMI
comprendono individui che ricadono nell’HG1 e individui che ricadono nell’HG3 (1:7 per SSC, 1:2
per EMI).

Per quanto riguarda 1’analisi filogenetica, il modello di sostituzione nucleotidica a massimo
supporto statistico ¢ risultato essere TIM2+G. La massima parte delle sequenze ottenute nel corso di
questo studio ricade in un grande cluster a basso supporto statistico, che comprende tre aplogruppi
fortemente supportati dall’analisi (PP > 0.95) e costituiti da aplotipi con distanza genetica molto

bassa (Fig. 7), come gia evidenziato a livello del network (cf. Fig. 6).
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Figura 7: Albero filogenetico degli aplotipi ottenuto a partire dalle sequenze del 16S rRNA di Syllis gracilis. Sui nodi
dell’albero sono riportati i valori delle probabilita a posteriori (PP) dell’analisi Bayesiana.

La sequenza di Syllis gracilis atlantica ottenuta da GenBank ricade nell’lHG1, molto vicina a
Hap 11 e Hap_10; Syllis gracilis pacifica, invece, come suggerito da studi precedenti, non ricade
nel gruppo di Syllis gracilis s.s. e risulta decisamente distante.

Hap 5 ricade, come previsto, in un altro clade con forte supporto statistico che comprende Syllis
armillaris, Syllis pulvinata ed ambedue le sequenze riferite a Syllis hyalina. Syllis armillaris e Syllis
pulvinata hanno distanza genetica molto bassa, comparabile a quella che si riscontra fra due aplotipi
di Syllis gracilis all’interno di un medesimo aplogruppo, mentre Hap 5 risulta differire da ambedue
in misura maggiore, anche se sempre con distanza genetica inferiore rispetto a quella che si rileva
tra due degli aplogruppi di Syllis gracilis identificati da questo studio. Le due Syllis hyalina hanno
elevata distanza genetica sia 1’una rispetto all’altra, sia rispetto al complex di Syllis armillaris, che

risulta molto distante e ben caratterizzato, con elevato supporto statistico.



3.2 Risultato dello studio morfologico

Sono stati caratterizzati a livello morfologico 244 individui di Syllis gracilis appartenenti a 16
popolazioni; il numero di individui caratterizzati morfologicamente per popolazione va da 1 (LIV,
GIA, CAL, PLE) a 54 (ORB). I dati relativi sono riportati in Appendice. Sono state in primo luogo
calcolate media e deviazione standard, riportate in Tab. 3 (dall’analisi sono state escluse le
popolazioni rappresentate da 1-4 esemplari):

Tabella 3: Media + deviazione standard calcolate per i parametri e rapporti utilizzati per I’analisi morfologica degli
esemplari. Legenda: F= lunghezza del faringe in chetigeri; P= lunghezza del pro ventricolo in chetigeri; C10=
lunghezza in articoli del cirro dorsale al 10° chetigero; C20= lunghezza in articoli del cirro dorsale al 20° chetigero; Y=
chetigero d’inizio delle chete a Y; F/P= rapporto fra la lunghezza del faringe e la lunghezza del proventricolo; 10/20=

rapporto fra la lunghezza del cirro al cg. 10 e la lunghezza del cirro al cg. 20. Per le abbreviazioni relative alle localita
di campionamento, vedi Tab.2

F P C10 C20 Y F/P 10/20

PAL 7,33+1,86 5,25+1,44 7,60 £ 1,21 7,11+1,16 16,60+2,06 1,43+0,18 1,07+0,13
BOC 7,78+ 138 6,56+ 1,41 8,70 + 1,64 7,60+097 19,63+2,88 1,19+0,19 1,15+0,10
SSC 8,32+1,56 7,28+1,57 8,72 +1,83 742+1,55 19,13+2,02 1,17+£0,22 1,17+0,19
CAP 8,00+ 1,60 5,40+2,05 9,57 +1,12 7,57+1,12 19,50+ 1,39 1,51+£0,20 1,26+0,13
ORB 9,50+1,53 9,76+1,75 12,70+2,05 10,90+1,80 20,69+2,69 0,99+0,18 1,17+0,11
FIV 8,20+1,61 4,47+0,83 16,73 +2,81 1,86+0,36

PTO 8,18+1,38 5,53+1,25 9,00 + 3,40 795+2,41 20,56+3,14 1,52+0,35 1,13+0,21
PBA 9,13+1,09 7,18+1,56 13,44+1,66 11,09+1,43 2185+240 1,30+0,28 1,22+0,14
EMI 10,14 +1,13 8,00+1,50 11,86+1,29 10,00+1,00 2567+1,11 1,28+0,17 1,19+0,07
ROV 10,34 £ 1,33 4,86+ 0,77 18,06 1,97 2,16+0,32

E stato quindi effettuato il F-test per verificare 1’omoscedasticita in modo da impostare
correttamente il t-test sulle medie. Il risultato (non riportato) non permette di considerare
omoscedastici 1 campioni, conseguentemente si ricorre al t-test per 1’eteroscedasticita. I risultati del
t-test condotto sulle cinque variabili e sui due rapporti calcolati sono riportati in Tab.4.

Per quanto riguarda la lunghezza assoluta di faringe e proventricolo, non ¢ possibile individuare un
pattern specifico nelle differenze tra le medie; di fatto, non si individuano cluster specifici, ma le
differenze significative fra popolazioni sono distribuite in maniera piuttosto casuale. Questo ¢
particolarmente vero per quanto riguarda il faringe, mentre riguardo il proventricolo solo la
popolazione di Orbetello risulta differire significativamente da tutte le altre. Questi risultati
confermano 1’ipotesi che la lunghezza assoluta di faringe e proventricolo non risulti particolarmente
significativa, sia soggetta ad un’ampia variabilita casuale e dipenda molto verosimilmente dalle
dimensioni dell’animale, che tuttavia non possono essere valutate con sicurezza in organismi fissati;
standardizzare tali misure su parametri quantitativi relativi alle dimensioni dell’animale risulta
quindi poco pratico, e in definitiva viziato da notevoli fonti di errore. Per questi motivi si decide di

escludere questi due parametri dall’analisi multivariata.
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Tabella 4: Risultato del t-test effettuato per ciascuna coppia di popolazioni in relazione a ciascun parametro
morfologico (continua alla pag. successiva). Sono riportate direttamente le probabilita, mentre & omesso il valore di t. I
valori significativi sono riportati in grassetto; i valori di probabilita approssimati a 0 corrispondono a valori reali
inferiori allo 0,001%. Per le abbreviazioni relative alle localita di campionamento, vedi Tab.2

Faringe
PAL BOC ssC CAP ORE FIV FTO EMI PBA ROV

PAL
BOC
55C

CAP
OFB
Ry

PTO
EMI
PBA
ROV

Proventricolo
PAL BOC 8sC CAP ORB EIV PTO EMI PBA ROV
PAL
BOC
S5C
CAP
ORB
FIV
PTO
EMI ; 0
PBA 0,03 2006 78,5 3 ) ] 0,001
ROV 3346 12 0 354 ] 134 2.3

Cirro 10
PAL BOC gsC CAP ORB PTO EMI PBA

PAL
BOC
85C

CAP
OFB
PTO
EMI
PBA

[

[
s = 3 o= s

ol

'

Cirro 20

PAL BOC ssC CAP ORB FTO EMI PBA
PAL
BOC 376
S5C 526
CAP 405
ORB 0
PTO 10,7
EMI 0,003 0,007 0,001
FBA 0 0 0 0 69.6 0
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Tabella 4 (continua)

Inizio chetea Y

PAL BOC ssC CAP ORB FIV PIO EMI PBA ROV
PAL
BOC
$5C
CAP
ORB
FIV
PTO 327 ; .
IMI 0 0.003 0,003 0,32 0,006 b 0,002
PBA 0 L3 0,001 134 6.2 0 113
ROV 13 6.3 L6 121 ] 113 02

Rapporto E/P

PAL BOC 55C CAP ORE FIV PIO EMI PBA ROV

PAL
BOC
S&8C

CAP
OFB
FIV

PTO
EMI
PBA
ROV

Rapporto 10/20

PAL BOC SSC CAP ORB PTO EMI PBA
PAL
BOC
SSC
CAP
ORB
PTO
EMI
PBA

Di maggior interesse appaiono gli altri parametri considerati. Per quanto riguarda il cirro dorsale al
chetigero 10, si individua un cluster formato da BOC, SSC, CAP e PTO, che non differiscono
significativamente tra di loro, e per contro sono differenti da tutte le altre. ORB risulta non differire
da PBA ed EMI, che tuttavia differiscono significativamente. PAL, infine, risulta isolata da tutte le
altre popolazioni. Questo pattern ¢ confermato anche dal t-test condotto sul cirro dorsale al
chetigero 20, in cui I'unica differenza consiste nel fatto che PAL si trova nel medesimo gruppo di
BOC, SSC, CAP e PTO, da cui non differisce significativamente.

Il chetigero di inizio delle chete a Y non sembra avere un pattern particolarmente specifico; EMI
differisce significativamente da tutte le altre popolazioni in quanto le chete a Y iniziano
particolarmente distante dal prostomio (in media tra il 25 e il 27 chetigero). Le popolazioni PAL e

FIV, invece, cadono nella parte opposta dell’intervallo dei valori rilevati per questo parametro,

essendo provviste di chete a Y a partire dai chetigeri 15-17, ma non risultano tuttavia differenti da
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CAP, a sua volta non differente da altre popolazioni. Per questo motivo non ¢ possibile individuare
un cluster specifico di popolazioni per cui questo parametro abbia un valore stabile. Questo
parametro risulta abbastanza ben caratterizzato nelle singole popolazioni, ma non sembra avere un
nesso né con la distribuzione geografica, né con I’ambiente in cui ¢ stata campionata la
popolazione.

Il rapporto fra lunghezza del faringe e lunghezza del proventricolo risulta abbastanza informativo
per quanto riguarda le popolazioni. ORB risulta differire significativamente da tutte le altre
popolazioni in quanto tale rapporto ¢ particolarmente basso (circa 1), e lo stesso si pud dire per
ROV, ma per il motivo opposto (il rapporto ¢ superiore a 2). Anche FIV, con un rapporto medio
intorno a 1,9, risulta significativamente differente da tutte le altre popolazioni. Considerando le
restanti popolazioni, non ¢ possibile individuare un pattern specifico che permetta di isolare un
cluster ben caratterizzato, analogamente a quanto si riscontra per il carattere delle chete a Y. Risulta
comunque evidente che questo rapporto pud essere fortemente caratterizzato a livello delle
popolazioni.

Il rapporto fra lunghezza del cirro dorsale al 10° chetigero e lunghezza del cirro al 20° chetigero
risulta differire significativamente soltanto nel confronto PAL-CAP e¢ PAL-PBA; per tutte le
restanti popolazioni non si riscontra alcuna differenza significativa. Questo elemento, insieme
all’osservazione che il risultato del t-test ¢ sostanzialmente congruente per quanto riguarda la
lunghezza del cirro 10 e del cirro 20, porta ad escludere dall’analisi multivariata 1) il rapporto
10/20, in quanto non informativo riguardo eventuali differenze fra popolazioni, e 2) la lunghezza
del cirro 10, in quanto utilizzare ambedue le misure dei cirri come variabili conferirebbe a questo
carattere un peso doppio rispetto agli altri; il cirro dorsale del chetigero 20 risulta tra i due il
parametro piu informativo, in quanto caratterizzato da una minore variabilita, ma anche perch¢ al
chetigero 20 il cirro raggiunge una lunghezza stabile, come gia osservato precedentemente (vedi
cap. 2.3).

In conseguenza delle considerazioni effettuate, 1’analisi multivariata ¢ stata condotta utilizzando
come variabili la lunghezza del cirro dorsale al 20° chetigero, il chetigero d’inizio delle chete a Y e
il rapporto fra lunghezza del faringe e lunghezza del proventricolo. L’impossibilita di rilevare uno o
piu dei parametri su numerosi esemplari ha ridotto a 130 gli esemplari considerati, dai quali sono
stati eliminati altri 7 individui corrispondenti a popolazioni campionate in misura troppo limitata da
poter avere stime di variabilita attendibili. Su questo campione ¢ stato in primo luogo effettuato

I’ordinamento in uno spazio bidimensionale mediante MDS (Fig. 8 € 9)
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Figura 8: MDS relativo a Syllis gracilis da varie popolazioni — sono messi in evidenza i livelli del fattore “ambiente”
(M= marino; S= salmastro)
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Figura 9: MDS relativo a Syllis gracilis da varie popolazioni — sono messi in evidenza i livelli del fattore
“popolazione”

Per quanto riguarda I’ambiente, nel grafico MDS si possono individuare due aree, una in cui vanno
a disporsi prevalentemente le Syllis gracilis di ambiente salmastro, una in cui vanno a disporsi
principalmente le Syllis gracilis di ambiente marino. I due gruppi, tuttavia, non risultano nettamente

delineati, essendo presente un’ampia zona di sovrapposizione; inoltre numerosi esemplari
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provenienti da un ambiente salmastro ricadono nell’area prevalentemente occupata da organismi di
ambiente marino, e viceversa (Fig. 8). A livello delle singole popolazioni il MDS mette in evidenza
una situazione complessivamente poco leggibile. La maggior parte delle popolazioni marine (PAL,
BOC, SSC, CAP) risultano mescolate. Le due popolazioni salmastre PBA e ORB risultano
largamente sovrapposte, ma anche in esse si individuano singoli esemplari fortemente distinti a
livello morfologico; vicino ad essi ricade un gruppo costituito dalla maggior parte degli esemplari di
PTO, ma anche in questo caso diversi altri esemplari sono mescolati alle popolazioni marine. Infine,
un singolo esemplare di SSC risulta molto vicino agli esemplari di PBA e ORB, e gli esemplari di
EMI costituiscono 1’unico gruppo ben caratterizzato e separato dagli altri (Fig. 9). Il coefficiente di
stress S = 0,11 permette di considerare sufficientemente accurata tale rappresentazione grafica.

Poiché I’ordinamento grafico risulta meramente indicativo, si ricorre ad un test statistico,

I’ANOSIM, come descritto nel par. 2.3, di cui vengono riportati i risultati:

TESTS FOR DIFFERENCES BETWEEN Popolazione GROUPS
(across all Ambiente groups)

Global Test

Sample statistic (Global R): 0,248

Significance level of sample statistic: 0,1%

Number of permutations: 999 (Random sample from a large number)
Number of permuted statistics greater than or equal to Global R: 0O

TESTS FOR DIFFERENCES BETWEEN Ambiente GROUPS
(using Popolazione groups as samples)

Global Test
Sample statistic (Global R): 0,219
Significance level of sample statistic: 14,3%

Number of permutations: 28 (All possible permutations)
Number of permuted statistics greater than or equal to Global R: 4

Il test risulta dunque significativo per quanto riguarda le differenze tra le popolazioni, non
significativo per quanto riguarda I’ambiente. Si ¢ altresi condotto il test per coppie di popolazioni,

con 1 risultati in Tab. 5.
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Tabella 5: ANOSIM per coppie di popolazioni. Nella prima colonna ¢ riportata la coppia di gruppi fra i quali viene
condotto il confronto; nella seconda il valore della statistica R; nella terza il livello di significativita del valore rilevato
(in grassetto i valori significativi); nella quarta il numero di possibili permutazioni ¢ nella quinta il numero di
permutazioni effettuate (pari al numero delle possibili se quest’ultimo ¢ inferiore a 999); nella sesta colonna ¢ riportato
il numero di valori campionari di R osservati che risultino maggiori o uguali rispetto al valore riportato in colonna 2

R Significance Possible Actual Number 2
Groups Statistic Level % Permutations Permutations Observed
PAL, BOC 0,187 5,3 6435 999 52
PAL, SSC 0,144 10,3 48903492 999 102
PAL, CAP 0,114 16,5 1287 999 164
PAL, ORB 0,655 0,1 3108105 999 0
PAL, PTO 0,332 0,4 735471 999 3
PAL, EMI 1 0,1 1287 999 0
PAL, PBA 0,764 0,1 76904685 999 0
BOC, SSC -0,043 58,4 10295472 999 583
BOC, CAP 0,01 41 792 792 325
BOC, ORB 0,412 0,2 888030 999 1
BOC, PTO 0,105 15,6 245157 999 155
BOC, EMI 0,864 0,1 792 792 1
BOC, PBA 0,615 0,1 15380937 999 0
SSC, CAP 0,218 7,3 324632 999 72
SSC, ORB 0,568 0,1 Too Many 999 0
SSC, PTO 0,331 0,1 Too Many 999 0
SSC, EMI 0,91 0,1 324632 999 0
SSC, PBA 0,705 0,1 Too Many 999 0
CAP, ORB 0,501 0,4 53130 999 3
CAP, PTO -0,023 51,2 20349 999 511
CAP, EMI 0,788 0,8 126 126 1
CAP, PBA 0,562 0,2 435897 999 1
ORB, PTO 0,434 0,1 Too Many 999 0
ORB, EMI 0,423 0,3 53130 999 2
ORB, PBA 0,143 0,6 Too Many 999 5
PTO, EMI 0,422 0,8 20349 999 7
PTO, PBA 0,419 0,1 Too Many 999 0
EMI, PBA 0,233 5,8 435897 999 57

Nonostante globalmente si possano individuare differenze morfologiche tra le popolazioni
basandosi sulla combinazione dei tre parametri impiegati come variabile, in molti casi non si
riscontra una differenza significativa fra coppie di popolazioni. Le quattro popolazioni di PAL,
SSC, BOC e CAP non risultano distinte tra di loro dal punto di vista morfologico. CAP e BOC
risultano altresi non distinte da PTO, mentre le altre due risultano significativamente differenti. Le
due popolazioni di PBA ed EMI risultano non distinte dal punto di vista morfologico, e per contro
distinte dalle altre popolazioni, infine ORB ¢ significativamente differente da tutte le altre
popolazioni.

Si ¢ infine effettuato il t-test sugli aplogruppi identificati dalla caratterizzazione genetica (vedi cap.
3.1); a causa del basso numero di individui riconducibili agli aplogruppi 3 e 4, sono stati considerati

solo gli aplogruppi 1 e 2 (Tab.6 e Tab. 7):
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Tabella 6: Media + deviazione standard calcolate per i parametri e rapporti utilizzati per 1’analisi morfologica degli
esemplari nei subset corrispondenti ai due aplogruppi HG1 e HG2; legenda come in Tab.3.

F |p [C10 C20 Y | F/p [ 10120 |
HGI 8,15£2,03 635+2,07 9,18+2,58 8,00=1,92 19,063,224 138+0,44 1,16+ 0,18
HG2 7,82+£125 5554129 858+1,68 7,38+1,39 18,00+224 145+026 1,15+0,15

Tabella 7: Risultati del t-test condotto sui gruppi corrispondenti ai due aplogruppi HG1 e HG2 per i vari caratteri
morfologici. Come in Tab. 4 ¢ riportata direttamente la probabilita del valore di t riscontrato.

Faringe 52,4
Proventricolo 13,7
Cirro 10 41,9
Cirro 20 28,8
Inizio chete a Y 24,1
Rapporto F/V 51,6
Rapporto 10/20 81,3

Nessuno dei test condotti per i vari parametri sugli esemplari corrispondenti ai due aplogruppi
conduce a rilevare una differenza significativa ed anzi, tutte le probabilita calcolate risultano ben
lontane dalla significativita (Tab. 7). Se ne conclude che gli esemplari corrispondenti ai due

aplogruppi risultano indistinguibili dal punto di vista morfologico.
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4 Discussione

4.1 Analisi molecolare

Nelle Syllis gracilis sequenziate sono stati individuati tre aplogruppi, separati da 26-28 mutazioni,
riconducibili al complex di Syllis gracilis; inoltre ¢ presente un quarto aplogruppo molto distante,
rappresentato da una sola sequenza, che risulta simile a Syllis armillaris. L’aplogruppo (HG) 3
risulta decisamente raro, perlomeno nelle popolazioni campionate, comprendendo solo due
esemplari, uno proveniente da SSC, I’altro da EMI, gli HG1 e HG2 includono un grande numero di
esemplari, provenienti da piu popolazioni. Nel campionamento si individuano sia popolazioni con
sequenze riconducibili ad un solo aplogruppo, sia popolazioni con sequenze riconducibili a piu
aplogruppi. Sia nel’HG1 che nell’HG2 si individua un aplotipo condiviso da un grande numero di
individui (31 su 35 — 88,6% - per HG1, 9 su 13 — 69,2% - per HG2) ed alcuni aplotipi rari, portati
da 1-2 individui e separati da una sola mutazione dall’aplotipo piu frequente (fatta eccezione per
Hap 14, la cui relazione con HG1 non ¢ tuttavia cosi chiara). Questa struttura lascia ritenere che
Hap 11 e Hap 6 (rispettivamente gli aplotipi piu frequenti nel’HG1 e nell’HG2) siano gli aplotipi
ancestrali, mentre gli aplotipi rari siano derivati solo in tempi relativamente recenti (Avise, 2000).
Tutti e tre gli aplogruppi hanno ampia distribuzione, anche se I’HGI risulta piu diffuso, in quanto ¢
stato ritrovato dall’Adriatico settentrionale (ROV, PBA) al Canale di Sicilia (EMI) fino al Tirreno
settentrionale (ORB, PTO) ed al Mar Ligure (PAL, LIV, SSC, BOC). Inoltre, considerando anche la
sequenza depositata in GenBank, ¢ possibile ampliare la sua diffusione fino a comprendere
I’Oceano Atlantico orientale. L’HG2 ¢ stato trovato principalmente nel Mar Ligure (PAL, CAP) e
nel Mar di Sardegna (PTO, STI), con un solo esemplare proveniente dall’ Adriatico (ANC). L’HG3
ha distribuzione abbastanza ampia, essendo stato trovato sia nel Canale di Sicilia (EMI) sia nel Mar
Ligure (SSC); tuttavia il fatto che sia stato riscontrato solo in due esemplari non permette di trarre
ipotesi che abbiano un minimo supporto sulla sua distribuzione reale.

L’albero filogenetico Bayesiano conferma i tre aplogruppi, che sono fortemente supportati dal
punto di vista statistico; non ¢ invece ben chiara la relazione tra di essi, sebbene si suggerisca che
I’HGS3 sia stata la prima linea filetica a separarsi. Vista I’ampia diffusione e la notevole frequenza
nelle popolazioni campionate dell’HGI1, si ipotizza che sia questo, e in particolare Hap 11,
I’aplotipo ancestrale, e che gli aplotipi dell’HG2 e dell’HG3 ne siano derivati successivamente. La
notevole distanza tra i tre aplogruppi e I’identita genetica relativamente bassa (93-94% di identita di
sequenza per le coppie HG1-HG2 ¢ HG1-HG3, 92% per HG2 ¢ HG3) portano a ritenere che le tre
linee filetiche si configurino alla stregua di vere e proprie specie, perlomeno secondo la definizione
filogenetica di Cracraft (1989), secondo cui “una specie ¢ un gruppo irriducibile (basale) di

organismi, distinto da ogni altro gruppo affine, all’interno del quale si individua una struttura
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parentale di ascendenza e discendenza”. Questo risultato ¢ parzialmente consistente con quanto
rilevato da Maltagliati et al. (2000), che mettono in evidenza attraverso marcatori alloenzimatici
I’esistenza di tre principali linee filetiche, una delle quali corrisponde alle popolazioni salmastre, le
altre due ad altrettante popolazioni marine pressoché simpatriche. Anche nel presente lavoro si
riscontra la simpatria di differenti linee filetiche, il che porta a chiedersi come mai tali supposte
specie non siano mutuamente esclusive, avendo apparentemente le medesime necessita ecologiche.
Una possibile spiegazione ¢ che la distribuzione delle varie sibling species mediterranee
riconducibili al complex di Syllis gracilis sia influenzata da fattori che operano a livello di
microhabitat, su scala estremamente piccola, nell’ordine dei pochi centimetri, quali le caratteristiche
della copertura algale, cui potrebbero essere specificamente legati questi organismi. Tuttavia a
sostegno di questa ipotesi non si hanno né dati, né indizi basati sulle caratteristiche ecologiche della
specie, che apparentemente risulta piuttosto generalista. Tutte le popolazioni in cui si riscontrano
individui riconducibili a piu aplogruppi (PAL, SSC, PTO, EMI) sono marine e, viste le esigenze
ecologiche di Syllis gracilis, legate ad un ambiente fortemente diversificato. Per contro, tanto le
popolazioni di ambienti salmastri (ORB, PBA) quanto la popolazione marina dell’alto Adriatico
(ROV) presentano solo 1’aplotipo ancestrale Hap 11 (con I’eccezione di un esemplare di PBA
corrispondente a Hap 14, anch’esso a distribuzione abbastanza ampia, tenendo conto che ¢ stato
ritrovato anche nella popolazione di BOC). La relativa uniformita genetica delle popolazioni
salmastre ¢ ben spiegata dal fatto che questi ambienti sono soggetti ad un forte stress ambientale,
con la possibilita frequenti eventi di estinzione e ricolonizzazione locali (Cognetti, 1994; Cognetti
& Maltagliati, 2000). Per quanto riguarda il Mar Adriatico, si tratta di un’area ricolonizzata in tempi
piu recenti rispetto al resto del Mar Mediterraneo, in quanto, in seguito all’abbassamento del livello
del mare durante 1’ultima era glaciale, i fondali poco profondi dell’Adriatico Settentrionale sono
rimasti per gran parte e per lungo tempo emersi (Clark et al., 2009; Maselli, 2011).

A differenza con quando rilevato da Maltagliati et al. (2000), attraverso il 16S rRNA non si
identifica una linea che comprenda solo le popolazioni salmastre. Questo ¢ dovuto, probabilmente,
al disegno di campionamento piu esteso e all’inclusione di un maggior numero di popolazioni nel
presente lavoro. Tuttavia le popolazioni salmastre ricadono tutte nel’HG1 a prescindere dalla loro
localizzazione geografica. L’ipotesi che tutte le popolazioni salmastre ricadano nel medesimo clade
¢ dunque confermata. I cladi corrispondenti all’HG2 e all’HG3 sono invece strettamente marini. In
realta ambedue le asserzioni risultano vere soltanto escludendo 1’individuo di Ancona ANCO1, che
ricade nell’HG2, la cui attribuzione ad una popolazione salmastra ¢ tuttavia dubbia ed effettuata
solo sulla base di prove indiziarie. Ancona rappresenta un risultato di difficile interpretazione anche

dal punto di vista della distribuzione geografica, in quanto amplia notevolmente la distribuzione

35



del’HG2, che altrimenti risulterebbe limitato al Mar di Sardegna e al Mar Ligure. In assenza di altri
individui per questa popolazione, questo dato non permette di trarre ulteriori inferenze.

L’aplotipo Hap 5, corrispondente all’esemplare CAP06 proveniente dall’Isola di Capraia, risulta
molto distante dal complex di Syllis gracilis, mentre si colloca piuttosto vicino alle sequenze di
Syllis armillaris e Syllis pulvinata disponibili in GenBank, con cui ha un’identita di sequenza del
97%. Per quanto riguarda queste due sequenze, si ritiene che molto probabilmente appartengano
alla medesima specie. Cido pud corrispondere ad un errore di determinazione dell’esemplare
identificato come Syllis pulvinata, oppure ad una marcata plasticita fenotipica in Syllis armillaris, di
cui Syllis pulvinata risulterebbe semplicemente un morfotipo. La distanza genetica tra Hap 5 e
Syllis armillaris ¢ piu alta rispetto a quella che si riscontra tra aplotipi di Syllis gracilis appartenenti
al medesimo aplogruppo, ma risulta comunque piu bassa rispetto a quella presente tra aplogruppi
differenti. Questo risultato potrebbe semplicemente essere dovuto 1) alla distanza geografica che
separa le localita di campionamento relative alle sequenze depositate in GenBank (coste
mediterranee spagnole) e I’Isola di Capraia da cui proviene I’esemplare in questione, oppure, 2)
tenendo conto che si tratta di singoli esemplari, all’errore di campionamento, nel qual caso Hap 5
sarebbe semplicemente una Syllis armillaris. Tuttavia ci0 potrebbe anche corrispondere ad
un’effettiva differenza a livello specifico tra le due entita. Non avendo a disposizione un campione
sufficientemente numeroso di Syllis armillaris per valutarne la variabilita, non ¢ possibile
argomentare a favore dell’'una o dell’altra ipotesi. E da rilevare, comunque, che I’individuo
dell’isola di Capraia CAP06, pur essendo in cattive condizioni di conservazione e non essendo
conseguentemente possibile confrontarlo con gli altri esemplari per 1 caratteri considerati
nell’analisi morfologica, ¢ una Syllis provvista di chete a Y, che generalmente sono assenti in Syllis
armillaris, ma presenti nell’affine Syllis mayeri, descritta per I’area caraibica, ma potenzialmente
presente anche nel Mediterraneo (Ben-Eliahu, 1977; Musco & Giangrande, 2005b). Anche in
questo caso si possono dare due interpretazioni di questo dato. La prima interpretazione prende la
mossa dall’ipotesi, ampiamente condivisa, che quanto viene chiamato Syllis armillaris rappresenti,
in realta, un complesso di specie, in maniera non differente da Syllis gracilis (Musco & Giangrande,
2005b). In quest’ottica, si puod ipotizzare che 1’individuo CAPO6 appartenga ad una specie
riconducibile a tale complex, magari di separazione recente, ma non corrispondente a questa specie
in senso stretto, e forse corrispondente proprio a Syllis mayeri, per la quale, purtroppo, non sono
disponibili dati molecolari. Se questo fosse verificato, confermerebbe 1’ipotesi che le tre linee
filetiche di Syllis gracilis corrispondano effettivamente a tre specie criptiche, dato che risultano
molto piu distanti tra di loro. Un’alternativa, che tuttavia non puo essere esclusa, ¢ quella che mette

in gioco la plasticita fenotipica, che potrebbe determinare la comparsa di fenotipi ben caratterizzati
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e nettamente distinti in individui con genotipi simili, in risposta a differenti pressioni ambientali
(Whitman & Agrawal, 2009). Questo fenomeno, ben noto per alcuni phyla, tra cui quello degli
artropodi (Whitman & Agrawal, 2009), nei policheti ¢ relativamente poco studiato ma conosciuto
(Meyer et al., 2008). Per quanto riguarda i risultati del presente lavoro, si puo ipotizzare 1’esistenza
di popolazioni di Syllis armillaris adattate ad un habitat endolitico per comparsa delle chete a Y;
strutture affini (anche se non necessariamente omologhe) sono presenti in specie di Syllidae non
strettamente imparentate, ma che condividono una vita o endolitica (Syllis gracilis, S. amica) o
endosimbiotica all’interno di spugne (S. mayeri, Haplosyllis spp); talora, come nel caso di
Haplosyllis, ’endosimbiosi in spugne ¢ facoltativa e la specie si trova anche con habitus endolitico
non differente da S. gracilis (Abbiati et al., 1987; 1991; San Martin, 2003). La presenza di chete a Y
in popolazioni endolitiche di S. armillaris, tuttavia, non comporta necessariamente un
differenziamento a livello specifico. Di fatto, la stessa Syllis mayeri potrebbe rappresentare
semplicemente un morfotipo di Syllis armillaris, ben caratterizzato a livello morfologico, ma non
supportato da un’eventuale analisi molecolare. Questa ipotesi ¢ supportata dall’assenza di
corrispondenza fra i gruppi identificati dall’analisi morfologica e quelli individuati dall’analisi
molecolare in Syllis gracilis nel presente studio. Non ¢ inverosimile inoltre che la plasticita
fenotipica abbia un ruolo predominante nel determinare le caratteristiche morfologiche di questi
organismi, piuttosto che i rapporti di parentela fra di essi, e conseguentemente le filogenesi costruite
sulla base della morfologia, perlomeno a livello dei rapporti “intragenerici”, risultino poco
realistiche (Scotland et al., 2003; ma vedi anche Wiens, 2004).

Di fatto, I’albero filogenetico costruito sulla base del 16S rRNA mette in evidenza una netta
differenza nelle relazioni tra le specie considerate rispetto alla ricostruzione di Aguado et al. (2012)
(Fig. 10), che si avvale, oltre che di questo gene, del 18S rRNA e della subunita I della citocromo
ossidasi (COI). Le differenze piu eclatanti consistono nella differente posizione di Syllis hyalina del
Pacifico, che di fatto si configura a sua volta come una specie differente rispetto a Syllis hyalina
s.s., atlanto-mediterranea, e di Syllis gracilis del Pacifico. Nella nostra ricostruzione Syllis hyalina
del Pacifico risulta sister di un clade, presente anche in Aguado et al. (2012), che comprende Syllis
hyalina, S. armillaris e S. pulvinata, con alto supporto statistico ¢ non basale alle altre specie
considerate. Syllis gracilis del Pacifico, invece di ramificare insieme al clade precedentemente
descritto, a S. gracilis s.s. ¢ a S. armillaris atlantica, risulta sister del resto delle specie appartenenti
al gruppo di Syllis armillaris considerate in questo studio. In acque atlanto-mediterranee si
individuano dunque due principali gruppi, ossia il gruppo hyalina-armillaris e il gruppo gracilis, la
cui separazione, tenendo conto della presenza di una specie a distribuzione geografica pacifica nel

primo gruppo, ¢ probabilmente molto antica. Chiaramente questa ipotesi riguardo 1’evoluzione di
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questo gruppo deve essere confermata sia da uno studio a piu ampia scala spaziale sulle specie
considerate, sia dall’inclusione di altre specie in esso, tenendo conto del fatto che ¢ plausibile
trovare in questo genere sia specie che, a fronte di caratteristiche morfologiche fortemente
divergenti, risultano congruenti dal punto di vista genetico, sia complex di specie criptiche,

morfologicamente indistinguibili e tradizionalmente considerate alla stregua di un’unica specie.

4.2 Analisi morfologica

Per quanto riguarda la caratterizzazione morfologica, tanto le analisi univariate quanto le analisi
multivariate mettono in evidenza una notevole variabilita tra le popolazioni, che secondo i test
statistici effettuati risultano ad un livello generale significativamente caratterizzate dal punto di
vista morfologico. Per contro, i medesimi test condotti a livello dell’ambiente non mostrano alcuna
significativita, e I’apparente separazione che si osserva nel MDS (Fig. 8) risulta di fatto un artefatto
della differenziazione morfologica fra popolazioni.

Piu interessante ¢ il risultato dei test a coppie; il risultato dei test a coppie effettuati sulla base delle
singole variabili morfologiche e sulla base della combinazione fra variabili risulta in buona parte
congruente, mettendo in evidenza a livello generale due principali gruppi di popolazioni, fra le quali
per la maggior parte dei test non si ha alcuna differenza significativa. Uno dei due gruppi
comprende le popolazioni di PAL, BOC, SSC, CAP, FIV e PTO, mentre il secondo comprende
ORB, EMI e PBA (nonostante per alcuni test vi siano differenze significative anche all’interno, ad
esempio ORB e ROV si distaccano costantemente per il rapporto tra faringe e proventricolo, PAL e
EMI per il punto d’inizio delle chete a Y). Le lunghezze di faringe e proventricolo risultano
fortemente caratterizzate a livello di popolazione. Questo puod essere legato al fatto che le singole
popolazioni sono state campionate in periodi differenti 1’una dall’altra e in finestre temporali
piuttosto ristrette, comprendendo organismi relativamente uniformi per etd e dimensioni. Questo
carattere non sembra, quindi, informativo per quanto riguarda 1’affinita fra popolazioni.

A livello dell’ANOSIM un gruppo risulta costituito da BOC, SSC, CAP, PAL (con un confronto
significativo) e PTO (con due confronti significativi), I’altro ¢ costituito da PBA ed EMI, ed ORB
risulta significativamente differente da tutte le popolazioni. Il parametro morfologico che
caratterizza maggiormente questi gruppi ¢ rappresentato dalla lunghezza del cirro dorsale al
chetigero 20 in numero di articoli; dai risultati del t-test corrispondente si puod ipotizzare che
esistano due morfotipi di Syllis gracilis, uno a cirri corti, corrispondente alle popolazioni PAL,
BOC, SSC, CAP e PTO e uno a cirri lunghi, corrispondente alle popolazioni ORB, EMI e PBA. Nel
caso del cirro 10 PAL risulta significativamente diversa da tutte le popolazioni in quanto il cirro in

media ¢ particolarmente corto, mentre EMI risulta differire in ambedue i casi da PBA,
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probabilmente anche a causa dei pochi esemplari campionati. Considerando il cirro 20, piu
affidabile come parametro in quanto affetto da una minore variabilita all’interno delle popolazioni
(Tab. 3), emerge che il morfotipo a cirri corti ha cirro dorsale del 20° chetigero formato in media da
7-8 articoli, mentre il morfotipo a cirri lunghi ha cirro dorsale del 20° chetigero formato in media da
10-11 articoli. Ambedue i morfotipi hanno ampia distribuzione, per quanto solo il morfotipo a cirri
lunghi si trovi nelle aree dell’ Adriatico e del Canale di Sicilia, ¢ in ambiente salmastro dalle analisi
condotte sembrerebbe essere presente soltanto il morfotipo a cirri lunghi. Tuttavia queste
conclusioni devono essere prese con beneficio d’inventario, in quanto nell’analisi non sono incluse
le popolazioni rappresentate da un basso numero di individui, tra i quali sono presenti sia esemplari
a cirri corti campionati nel Mar Adriatico (ANC), sia esemplari a cirri corti provenienti da ambienti
salmastri (ANC, CAL).

La lunghezza del cirro 20 rappresenta 1’unico parametro che mostri una variazione abbastanza netta
e costante su diverse popolazioni; le restanti variabili considerate risultano invece tendenzialmente
ben caratterizzate a livello della singola popolazione, ma senza un pattern di variazione
identificabile in qualche misura, e lo stesso si riscontra nell’analisi multivariata. La distribuzione
geografica non sembra avere corrispondenza con la variazione dei suddetti parametri, che invece
verosimilmente dipendono dalle caratteristiche specifiche dell’ambiente in cui gli organismi vivono,
cui la popolazione locale risulta morfologicamente strettamente adattata. Questa ipotesi € supportata
dal risultato non significativo del t-test condotto su tutte le variabili per gli organismi corrispondenti
ai due aplogruppi principali, che mette in evidenza come, sulla base dei parametri morfologici
considerati, non sia possibile distinguere fra organismi appartenenti ai due gruppi. Al contrario,
organismi della medesima popolazione appartenenti ad aplogruppi diversi possono risultare
morfologicamente molto simili e strutturare un gruppo coerente e significativamente distinto dagli
altri: si veda, ad esempio, il caso di PAL, significativamente differente da tutte le popolazioni tranne
FIV per il chetigero d’inizio delle chete a Y.

Il complex di Syllis gracilis mostra quindi una notevole plasticita fenotipica, ¢ la variazione dei
caratteri morfologici sembra essere controllata molto piu dalle caratteristiche ambientali a scala
ridotta che da elementi ereditari e dall’influenza dell’ambiente ad ampia scala. Anche in questo caso
saranno opportuni ulteriori studi per comprendere in quale misura e attraverso quali fattori
I’ambiente influenzi la morfologia di questi organismi. Comprendere quale sia [’effetto
dell’ambiente sulle caratteristiche morfologiche del complex di Syllis gracilis puo avere notevole
rilevanza anche per quanto riguarda lo studio dei Syllidae sulla base dei caratteri morfologici, cui

fino ad oggi ¢ stata data una notevole importanza, probabilmente sopravvalutata.
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4.3 Osservazioni nomenclaturali sul genere Syllis e su Syllis gracilis in particolare

11 genere Syllis, odiernamente uno dei piu ricchi di specie all’interno dei policheti (Musco & Giangrande,
2005a; Castelli et al., 2008), ha avuto nel corso del tempo una certa varieta di interpretazioni. La specie tipo,
cui € riferito il genere, ¢ rappresentata da Syllis monilaris Savigny in Lamarck, 1818. Questo, tuttavia, deve
essere considerato alla stregua di un nomen dubium, in quanto dalla stringata descrizione non ¢ possibile

capire di quale specie si tratti:

“Faringe di media lunghezza, divisa in due parti, con orifizio privo di tentacoli, ma provvisto di un piccolo corno
(dente) solido, avanzato. Mascelle assenti. Tre antenne a molti articoli, moniliformi: le intermedie assenti. Due paia di
cirri tentacolari moniliformi. Gli altri cirri sono superiormente moniliformi, lunghi, inferiormente inarticolati, conici.

OSSERVAZIONI

Cio che ¢ degno di nota nelle Syllis ¢ la presenza di numerose strutture moniliformi, in quanto le tre antenne, i cirri
tentacolari e, tra gli altri cirri del corpo, il superiore di ogni coppia hanno tutti forma simile. Il corpo di questi nereidi &
composto da segmenti molto numerosi, a parapodi semplici, provvisti di un solo ciuffo di sete, ed una sola acicula. Gli
occhi sono evidenti, mentre le branchie non lo sono.

Syllis monilaris
Si trova in Mar Rosso. Corpo molto lungo, poco depresso, insensibilmente ristretto verso la coda, che termina in due
cirri sottili e moniliformi. Da 11 a 341 segmenti corti.”

Dalla descrizione di Lamarck emergono chiaramente le principali caratteristiche della famiglia
Syllidae e della sottofamiglia Syllinae; ¢ altresi possibile, all’interno di quest’ultima, escludere i
generi Trypanosyllis Claparéde, 1864, Opisthosyllis Langerhans, 1879, Paraopisthosyllis
Hartmann-Schroder, 1991, Perkinsyllis San Martin et al., 2009, Xenosyllis Marion & Bobretzky,
1875, Plakosyllis Hartmann-Schroder, 1956 ed Eurysyllis Ehlers, 1864. Tuttavia non vengono
descritte le chete, che hanno una notevole rilevanza per la determinazione a livello specifico di
questi organismi.

Nonostante Savigny (1822) ed Audouin & Milne Edwards (1833) abbiano descritto altre specie
appartenenti al genere Syllis, il primo a prendere in considerazione le chete come carattere
diagnostico ¢ Grube (1840). La sua interpretazione di Syllis monilaris condurra successivamente
alla divisione del genere Syllis in tre-quattro generi, che rimarranno in uso fino alla fine del ‘900.
Secondo Grube (1840) Syllis monilaris — che descrive basandosi su esemplari del Golfo di Napoli,
che verosimilmente sono altro dalla Syllis monilaris descritta da Savigny per il Mar Rosso — ¢

provvista di chete descritte come segue:

“Nelle sete gialle non osservo alcuna articolazione: alcune sembrano aghi robusti, lievemente incurvati, e sporgono
appena al di fuori dell’epidermide, mentre altre, ancora piu spesse, terminano in due punte uncinate, di cui la superiore,
meno incurvata, termina in due dentelli, e non sono dritte, ma sinuose nella parte centrale.”

Appare chiaro come la descrizione di queste chete renda I’interpretazione di Grube (1840),

sostanzialmente congruente con Haplosyllis spongicola (Grube, 1855), il che non spiega come mai
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Grube (1855) abbia sentito la necessita di descrivere la medesima specie con un nome diverso
quindici anni dopo. Per quanto Savigny (1822), e successivamente Audouin & Milne Edwards
(1833), attribuiscano al genere Syllis alcune specie precedentemente descritte — nessuna delle quali
¢ odiernamente posta in questo genere — dopo Syllis monilaris sensu Grube, la prima specie
descritta in maniera da essere chiaramente riconoscibile ¢ Syllis vittata, descritta alla pagina
successiva (Grube, 1840).

Successivamente il genere viene smembrato, principalmente per semplificare la sistematica.
Langerhans (1879) utilizza il genere Syllis per definire soltanto le specie provviste solo di chete
semplici, mentre crea Typosyllis per definire le specie provviste di chete composte in ogni
parapodio; per quanto questa distinzione sia evidentemente artificiosa, questo genere, con Syllis
krohni Ehlers, 1864 come specie tipo, rimane in uso a lungo. Successivamente Czerniavsky (1881)
opera un’ulteriore distinzione, attribuendo le specie con chete composte pseudospinigere al genere
Langerhansia, da alcuni considerato sinonimo di Ehlersia Quatrefages, 1866.

Probabilmente per ovviare all’impossibilita di identificare la specie tipo del genere Syllis, Licher
(1999) trasferisce tutte le specie al genere Typosyllis, di cui invece la specie tipo ¢ ben
caratterizzata. Il genere Langerhansia rappresenta secondo Licher (1999) un gruppo monofiletico,
che tuttavia viene considerato parte di Typosyllis, che altrimenti risulterebbe parafiletico. Questa
situazione viene mantenuta anche attualmente, pur rigettando la proposta di Licher (1999) di
utilizzare Typosyllis, e mantenendo in uso Syllis. Aguado et al. (2012), in uno studio filogenetico
condotto su numerose specie appartenenti alla famiglia con dati molecolari e morfologici, rilevano
come il genere Syllis sia in realta non parafiletico, ma polifiletico, in quanto le specie del genere
Syllis risultano mescolate con specie dei generi Opisthosyllis Langerhans, 1879 ¢ Megasyllis San
Martin et al., 2008 (polifiletici) ¢ con i gruppi monofiletici corrispondenti ai generi Haplosyllis
Langerhans, 1879, Paraopisthosyllis Hartmann-Schroder, 1991 e Branchiosyllis Ehlers, 1887.
Mentre, pur ignorando che cosa sia la specie tipo del genere, al tempo della revisione di Licher
(1999) la situazione risultava piuttosto stabile, e I’unico dubbio era relativo all’opportunita di usare
Typosyllis in luogo di Syllis, con questo lavoro di maggior respiro la sistematica del genere Syllis si
complica, e risulta effettivamente piu pressante decidere se sia opportuno usare Syllis e per quale
sottogruppo. Sicuramente ¢ disponibile il genere Typosyllis, che puo essere attribuito ad un grande
clade che comprende tutte le Megasyllis, le Opisthosyllis ¢ le Paraopisthosyllis, insieme ad un gran
numero di classiche Syllis e Typosyllis, tra cui Typosyllis krohni (specie tipo). Un secondo clade,
che comprende tutte le Syllis con chete pseudo-spinigere ma non solo, risulta sister di un clade che
comprende i due sottocladi corrispondenti ai generi Haplosyllis e Branchiosyllis. Per questo gruppo

potrebbe essere impiegato il genere Langerhansia. Infine, un terzo clade, sister del clade che
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comprende Langerhansia, Haplosyllis e Branchiosyllis, comprende Syllis gracilis e le specie simili,
e risulta piuttosto ben caratterizzato (Fig. 10). Tuttavia non sembra sia disponibile un nome
utilizzabile per questo gruppo, a meno di non stabilizzare a quest’uopo 1’uso di Syllis, il che
necessiterebbe una richiesta alla Commissione Internazionale della Nomenclatura Zoologica

(ICZN:  http://iczn.org/content/quidelines-case-preparation). Questi tre cladi corrispondono

sostanzialmente ai tre gruppi individuati da Licher (1999) nella sua revisione del genere Typosyllis:
il primo corrisponde al gruppo di Syllis prolifera, il secondo al gruppo di Syllis rosea, il terzo al

gruppo di Syllis armillaris.

Typosyllis anoculata

Syllis hyalina 2

Iyposyilis bella

Svilis gracilis 1

Svilis armillaris 1

Svilis ypsiloides

Syllis gracilis 2

Syllis hyalina 1

Svilis pulvinata
-y Svilis armillaris 2

Figura 10: II gruppo di Syllis armillaris (comprendente S. gracilis) come emerge dalla filogenesi di Aguado et al.
(2012)

11 gruppo di Syllis armillaris comprende numerose specie decisamente simili tra di loro, tanto che
talora la distinzione su base morfologica risulta piuttosto difficile e poco sicura. In realta Aguado et
al. (2012) mettono in evidenza come, delle 7 specie attribuite nello studio filogenetico al gruppo, 3,
ossia S. armillaris, S. hyalina e S. gracilis, si rivelino essere in realta gruppi di specie, in nessun
caso direttamente imparentate, ma piuttosto convergenti per i caratteri morfologici considerati.
Questo mette in evidenza come alcuni caratteri tradizionalmente considerati informativi nei
confronti della filogenesi, quali la struttura delle chete e la forma delle acicule (San Martin &
Aguado, 2005), siano stati probabilmente sopravvalutati. In particolare, la caratteristica tipica di
Syllis gracilis, rappresentata dalle chete a Y, sembra essersi evoluta piu volte nell’ambito del clade,
che mostra una certa tendenza a presentare questo tipo di struttura. Esse si riscontrano nelle Syllis
gracilis atlantiche, nelle Syllis gracilis del Pacifico, non imparentate con quelle atlantiche, ma
piuttosto con S. ypsiloides, sempre dell’Oceano Pacifico ¢ provvista di tali chete. Le chete a Y non
si riscontrano in nessuna delle due forme, non imparentate. di S. armillaris, ma si riscontrano in una
specie molto simile a S. armillaris, S. mayeri (Musco & Giangrande, 2005b — non inclusa nella
filogenesi), probabilmente corrispondente agli individui anomali citati da Ben-Eliahu (1977).

L’eccessiva importanza assegnata in passato a questo carattere ha condotto a definire sinonimi di
Syllis gracilis numerosi taxa (Fauvel, 1914; 1923) che probabilmente andrebbero rivisti. Alla specie

del Pacifico, distinta anche a livello morfologico, possono essere riferiti i nomi Syllis vancaurica
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Grube, 1868, Syllis longissima Gravier, 1900 e Syllis palifica Ehlers, 1901. Per quanto riguarda le
forme mediterranee, che sembrano comunque essere distinte a livello di specie (Maltagliati et al.,
2000), potrebbero essere disponibili numerosi nomi di Czerniavsky (1881) (Syllis navicellidens, S.
nigrovittata e S. quadridentata) e Syllis mixtosetosa Bobretzky, 1870, tutti riferiti a forme del Mar
Nero, verosimilmente legate alle popolazioni di acqua salmastra. Tuttavia le caratteristiche
morfologiche su cui sono istituite queste specie non risultano distintive, basandosi sostanzialmente
su differenze nella colorazione in vivo, che a sua volta puo essere fortemente alterata dalla dieta.
Per quanto riguarda le specie appartenenti al complex atlanto-mediterraneo di Syllis gracilis (che in
questo studio sembrano essere almeno tre), non risultano morfologicamente distinguibili (vedi cap.
4.2), ed in ogni caso non possono essere messe in relazione con alcuno dei nomi scientifici

ottocenteschi.
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5 Conclusioni

Secondo il presente studio, tra gli individui campionati come Syllis gracilis si individuano tre
aplogruppi relativamente distanti, corrispondenti probabilmente a tre specie biologiche
riproduttivamente isolate. Lo studio ha portato ad identificare altresi un’altra entita provvista di
chete a Y, morfologicamente simile a S. gracilis, ma geneticamente piu vicina a Syllis armillaris,
che puo essere tentativamente accostata a Syllis mayeri, specie di recente istituzione (Musco &
Giangrande, 2005b). Le tre supposte specie criptiche non sembrano essere differenziate a livello di
habitat di elezione o distribuzione geografica. L’aplogruppo piu rappresentato e a piu ampia
distribuzione comprende tutti gli esemplari di ambiente salmastro, ma anche buona parte degli
organismi di ambiente strettamente marino; gli altri due aplogruppi, che si ipotizzano derivati da
questo in epoca pitl 0 meno remota, sono invece strettamente marini. L’ipotesi di Maltagliati et al.
(2000) che vi siano linee filetiche strettamente marine e salmastre risulta quindi rigettata, ma ¢
possibile individuare una linea filetica eurialina (corrispondente all’HG1) e due linee filetiche
stenoaline (HG2 e HG3). Il numero delle linee filetiche individuate risulta in accordo con i risultati
di Maltagliati et al. (2000). E opportuno sottolineare, tuttavia, che 1’esistenza di una linea di
ambiente salmastro identificata attraverso marcatori alloenzimatici potrebbe non corrispondere ad
un’effettiva differenziazione genetica, ma essere mediato da fenomeni di altro tipo. Due ipotesi non
mutuamente esclusive sono la possibilita che Syllis gracilis eurialine esprimano differenti isoforme
enzimatiche in ambiente salmastro, e la possibilita che a livello di alcuni degli enzimi considerati si
abbia una forte convergenza evolutiva.

Le tre specie criptiche individuate dal presente studio risultano indistinguibili a livello morfologico,
perlomeno per quanto riguarda i parametri considerati. Si osserva, invece, sia considerando
I’insieme dei caratteri, sia per i caratteri singoli, un marcato differenziamento morfologico tra
popolazioni, in alcuni casi anche a prescindere dal genotipo: la popolazione di Palmaria risulta
decisamente omogenea a livello morfologico, nonostante sia composta da esemplari riconducibili
sia all’HG1, sia al’HG2. Per quanto riguarda i caratteri considerati nell’analisi morfologica, la
lunghezza di faringe e proventricolo e il rapporto fra le due lunghezze risultano fortemente
caratterizzati a livello delle popolazioni, ma non sembrano dare alcuna informazione relativa
all’affinita tra popolazioni differenti. Il chetigero di inizio delle chete a Y risulta fortemente
caratterizzante per quanto riguarda alcune popolazioni, mentre per altre risulta un carattere piuttosto
omogeneo. Infine, per quanto riguarda la lunghezza in numero di articoli dei cirri dorsali, ¢
possibile identificare con una certa precisione due morfotipi, uno a cirri corti, formati da 7-8
articoli, ed uno a cirri lunghi, formati da 10-11 articoli. Questi morfotipi non corrispondono a

cluster genici, ¢ per quanto ambedue le popolazioni di ambiente salmastro considerate nell’analisi
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ricadano nel morfotipo a cirri lunghi, in tale ambiente sono anche stati individuati esemplari a cirri
corti. Non ¢ quindi chiaro quale sia il fenomeno che determina I’uno o 1’altro fenotipo.

Mentre parte delle domande aperte dallo studio di Maltagliati et al. (2000) hanno trovato una
risposta, almeno parziale, attraverso questo studio, gran parte delle problematiche relative alla storia
evolutiva di Syllis gracilis nel Mar Mediterraneo presentano ancora ampie possibilita di indagine.
Un’inferenza piu solida sulla distribuzione e sull’origine degli aplogruppi individuati pud provenire
dalla genotipizzazione della restante parte del campione raccolto nel corso dello studio e da un
ulteriore ampliamento dell’area di studio. Un’eventuale prosecuzione del progetto (Fig. 11)
potrebbe prevedere 1’introduzione di una popolazione marina ed una salmastra dalle seguenti aree:
Sardegna orientale, Golfo di Napoli, Sicilia orientale, Golfo di Taranto e Gargano; in aggiunta
potrebbe essere utile I’analisi di una popolazione marina dalla Sicilia settentrionale. Particolarmente
importante risulterebbe ottenere esemplari marini dal Golfo di Napoli, che risulta locus typicus per
la specie (Grube, 1840).

L’effettiva impossibilita di distinguere le tre specie criptiche individuate attraverso 1’analisi
morfologica pud essere ulteriormente approfondita, considerando caratteri che possono essere
riscontrati soltanto attraverso un’analisi in vivo dell’organismo, quale il colore, che sembra possa
essere fortemente informativo per quanto riguarda specie criptiche di policheti (Nygren & Pleijel,
2011). Una tecnica recente, ma che promette interessanti sviluppi, consiste nell’analisi oggettiva di
colore e pattern cromatici attraverso fotografie digitali scattate in condizioni standardizzate;
inizialmente sviluppata in ambito ornitologico, con minime modifiche sembra poter essere
fruttuosamente applicata anche ad altri taxa (McKay, 2013).

Un ulteriore campo di ricerca ¢ relativo ai meccanismi fisiologici e biochimici che permettono a
Syllis gracilis la vita in ambiente salmastro. Una volta individuata una linea filetica eurialina ¢ due
apparentemente stenoaline pud essere interessante stabulare esemplari appartenenti a diverse
popolazioni e diversi aplogruppi e valutarne la tolleranza a differenti gradi di salinita, in modo da
capire se vi siano differenze nell’adattabilita ad ambienti di transizione ed eventualmente da quali

processi sia mediato 1’adattamento.
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Figura 11: Ipotesi di ampliamento del presente studio attraverso un campionamento piu esteso che permetta di coprire
tutti 1 mari italiani; ai siti considerati in Fig. 3 sono stati aggiunti punti corrispondenti ad aree da cui sarebbe opportuno
avere un campione rappresentativo di questa specie, da ambiente marino (quadratino verde) o salmastro (quadratino
blu). La posizione dei quadratini ¢ puramente indicativa. Per i restanti simboli, vedi Fig. 3.
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7 Appendice

Dati morfologici relativi agli esemplari di Syllis gracilis considerati nell’analisi. Gli esemplari in
rosso sono stati anche genotipizzati ed inclusi nell’analisi genetica. I codici delle popolazioni
corrispondono a Tab.2, fatta eccezione per FIV, che indica gli esemplari fissati su vetrino
provenienti da Fiumicino, inclusi nell’analisi morfologica, ¢ ORA, che indica gli esemplari di

Orbetello caratterizzati morfologicamente ma non considerati per la genotipizzazione.

Faringe | Proventricolo | N. Art. Cirro [ N. Art. Cirro | Inizio cheteaY | Rapporto | Rapporto
Esemplare (cg.) (cg.) 10 20 (cg.) FIP 10/20

PALO1 9 6 9 - 16 1,50

PALO02 7 5 9 9 15 1,40 1,00
PALO3 7 6 8 - 15 1,17

PAL-R - - - - -

PAL04 9 7 8 8 18 1,29 1,00
PALO5 5 3 - 6 16 1,67

PALO6 8 6 8 8 18 1,33 1,00
PALO7 8 6 8 6 17 1,33 1,33
PALO8 5 3 6 6 16 1,67 1,00
PALQ9 7 4 6 - - 1,75

PAL10 8 6 7 6 - 1,33 1,17
PALI1 8 6 - 8 19 1,33

PALI12 - - - - -

PALI13 7 5 7 7 16 1,40 1,00
PAL14 - - - - -

LIVO1 5 3 7 9 17 1,67 0,78
BOCO1 7 6 10 8 18 1,17 1,25
BOC02 8 6 9 7 19 1,33 1,29
BOCO03 8 8 9 8 19 1,00 1,13
BOC04 7 6 9 9 21 1,17 1,00
BOCO05 5 5 9 7 NO (accenni) 1,00 1,29
BOC06 11 7 8 7 23 1,57 1,14
BOC07 8 8 9 8 19 1,00 1,13
BOC08 5 4 6 5 17 1,25 1,20
BOC-R - - - - -

BOC09 11 9 9 9 NO (gracilis?) [ 1,22 1,00
BOC10 - - 9 8 21 1,13
SSCO1 8 7 9 8 17 1,14 1,13
SSCO02 8 7 9 7 17 1,14 1,29
SSCO03 8 7 10 8 19 1,14 1,25
SSC04 9 7 10 8 17 1,29 1,25
SSCO05 9 7 - - 19 1,29

SSC06 9 7 9 8 20 1,29 1,13
SSCo07 9 8 10 9 17 1,13 1,11
SSCO08 9 7 10 8 19 1,29 1,25
SSC09 8 7 8 8 17 1,14 1,00
SSC10 10 7 9 9 18 1,43 1,00
SSC-R - - - - -

SSC11 7 6 6 6 17 1,17 1,00
SSC12 7 6 8 6 18 1,17 1,33
SSC13 7 6 7 7 17 1,17 1,00
SSC14 7 7 7 6 20 1,00 1,17
SSC15 5 5 8 5 18 1,00 1,60
SSC16 6 7 8 6 20 0,86 1,33

56




SSC17 8 5 8 7 20 1,60 1,14
SSC18 8 7 8 7 22 1,14 1,14
SSC19 - 8 - - -

SSC20 8 8 6 8 21 1,00 0,75
SSC21 8 8 - 6 20 1,00

SSC22 8 5 9 7 19 1,60 1,29
SSC23 8 7 7 6 21 1,14 1,17
SSC24 11 9 14 13 22 1,22 1,08
SSC25 10 6 8 8 21 1,67 1,00
SSC26 8 9 9 7 18 0,89 1,29
SSC27 11 7 13 8 20 1,57 1,63
SSC28 10 9 9 8 20 1,11 1,13
SSC29 - - 8 7 20 1,14
SSC30 7 8 - 6 18 0,88

SSC31 8 8 6 7 21 1,00 0,86
SSC32 8 7 7 6 20 1,14 1,17
SSC33 11 14 13 10 19 0,79 1,30
CAPO1 8 5 12 9 20 1,60 1,33
CAPO2 8 6 10 8 24 1,33 1,25
CAPO3 8 5 10 8 15 1,60 1,25
CAP04 9 7 10 8 20 1,29 1,25
CAPO5 - - 8 6 21 1,33
CAPO06 - - - - -

CAPO7 - - 10 7 - 1,43
CAPO8 7 4 7 7 17 1,75 1,00
CAP-R - - - - -

GIAO1 7 4 - - 24 1,75

ORBO1 10 11 - - 19 0,91

ORBO02 8 11 - - 20 0,73

ORB03 10 11 - - 23 0,91

ORBO04 12 11 - - 24 1,09

ORBO05 12 11 - - 22 1,09

ORB07 9 9 - - 24 1,00

ORBO08 11 9 - - 21 1,22

ORB09 10 9 - - 24 1,11

ORB10 10 11 - - 23 091

ORB11 6 6 - - 16 1,00

ORBI12 7 7 - - 15 1,00

ORB13 9 8 - - 18 1,13

ORB14 9 10 - - 23 0,90

ORB15 8 7 - - 14 1,14

ORBI16 10 7 - - 19 1,43

ORB17 10 9 - - 24 1,11

ORBI8 8 8 - - 19 1,00

ORB19 10 7 - - 20 1,43

ORB20 12 8 - - 21 1,50

ORB21 9 9 - - 22 1,00

ORB22 9 9 - - 22 1,00

ORB23 12 11 - - 22 1,09

ORB24 12 13 - - 23 0,92

ORB25 10 11 - - 22 0,91

ORB26 10 12 - - 21 0,83

ORB27 10 11 - - 22 091
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ORB28 6 10 - - 16 0,60
ORB29 9 11 - - 20 0,82
ORB30 12 10 - - 22 1,20
ORB31 10 13 - - 21 0,77
ORB32 11 11 - - 19 1,00
ORB33 9 11 - - 22 0,82
ORB34 8 11 - - 20 0,73
ORB35 10 13 - - 23 0,77
ORAO01 7 10 14 12 18 0,70 1,17
ORAO02 11 12 16 15 23 0,92 1,07
ORAO03 10 11 15 12 24 0,91 1,25
ORA04 8 8 12 10 21 1,00 1,20
ORAO05 8 10 12 11 22 0,80 1,09
ORA06 10 13 14 12 23 0,77 1,17
ORA07 10 10 14 12 23 1,00 1,17
ORAO08 11 10 12 10 24 1,10 1,20
ORA09 10 10 12 10 22 1,00 1,20
ORA10 10 10 13 11 22 1,00 1,18
ORAI11 7 7 10 10 17 1,00 1,00
ORAI12 10 9 14 10 20 1,11 1,40
ORAI13 8 8 13 10 17 1,00 1,30
ORA14 8 8 13 10 20 1,00 1,30
ORAI15 11 11 17 15 23 1,00 1,13
ORA16 8 10 9 9 17 0,80 1,00
ORA17 10 10 10 9 21 1,00 1,11
ORA18 8 7 10 8 13 1,14 1,25
ORA19 11 9 12 10 21 1,22 1,20
ORA20 9 8 12 12 20 1,13 1,00
FIV163 12 5 - - 21 2,40
FIV164 10 5 - - 19 2,00
FIV133 7 3 - - 14 2,33
FIV158 6 4 - - 13 1,50
FIV156 6 4 - - 12 1,50
FIV169 9 4 - - 18 2,25
FIV167 8 5 - - 17 1,60
FIV85 9 6 - - 17 1,50
FIV108 9 4 - - 21 2,25
FIV113 8 4 - - 16 2,00
FIV166 9 5 - - 20 1,80
FIV127 8 4 - - 16 2,00
FIV75 6 4 - - 14 1,50
FIV11 8 4 - - 15 2,00
FIV107 8 6 - - 18 1,33
PTOO01 9 5 8 8 22 1,80 1,00
PTO02 7 4 7 7 21 1,75 1,00
PTOO03 8 5 8 8 20 1,60 1,00
PTO04 8 7 10 10 22 1,14 1,00
PTO05 - - 8 8 20 1,00
PTO06 10 6 8 8 24 1,67 1,00
PTOO07 11 5 10 10 20 2,20 1,00
PTO08 10 7 10 9 24 1,43 1,11
PTO09 8 7 9 9 21 1,14 1,00
PTO10 8 5 14 9 15 1,60 1,56
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PTO11 8 5 17 10 23 1,60 1,70
PTO12 - - 7 6 19 1,17
PTO13 8 5 7 7 21 1,60 1,00
PTO14 6 6 8 6 15 1,00 1,33
PTO15 5 6 8 - - 0,83

PTO16 9 7 10 8 23 1,29 1,25
PTO17 8 5 8 7 21 1,60 1,14
PTO18 8 5 10 8 22 1,60 1,25
PTO19 8 4 7 7 17 2,00 1,00
PTO20 - - 6 6 NO 1,00
STIO1 12 10 10 10 20 1,20 1,00
STI02 8 7 8 8 19 1,14 1,00
STIO3 10 9 9 9 - 1,11 1,00
STI04 10 7 10 10 18 1,43 1,00
CALO1 4 6 8 7 17 0,67 1,14
EMIOL 11 9 11 9 27 1,22 1,22
EMI02 9 8 13 11 27 1,13 1,18
EMIO03 11 7 13 10 25 1,57 1,30
EMI04 9 8 11 10 - 1,13 1,10
EMI05 10 - 12 10 23 1,20
EMI06 11 8 11 10 26 1,38 1,10
EMIO07 10 8 12 10 26 1,25 1,20
PLEO1 10 12 12 9 23 0,83 1,33
ANCO01 7 7 8 7 21 1,00 1,14
ANCO02 - - - - -

PBAOL 10 5 16 14 25 2,00 1,14
PBA02 8 6 12 10 18 1,33 1,20
PBA03 8 9 14 10 22 0,89 1,40
PBA04 - 6 12 11 20 1,09
PBAOS - - - - -

PBA06 9 5 15 13 24 1,80 1,15
PBA07 6 7 9 9 14 0,86 1,00
PBA08 10 6 12 10 22 1,67 1,20
PBA09 - - 10 8 14 1,25
PBAI10 9 8 12 9 25 1,13 1,33
PBA1l 10 9 13 12 24 1,11 1,08
PBA12 10 8 15 12 25 1,25 1,25
PBAI3 10 7 13 11 22 1,43 1,18
PBA14 8 6 16 13 24 1,33 1,23
PBAI1S 10 7 - 9 16 1,43

PBA16 10 9 15 10 22 111 1,50
PBA17 9 7 14 10 24 1,29 1,40
PBA18 8 10 13 12 24 0,80 1,08
PBAI9 10 7 14 12 23 1,43 1,17
PBA20 10 6 14 12 21 1,67 1,17
PBA21 10 8 18 11 22 1,25 1,64
PBA22 9 6 - 13 20 1,50

PBA23 10 7 13 11 22 1,43 1,18
PBA24 10 9 12 12 23 1,11 1,00
PBA25 11 7 12 10 23 1,57 1,20
PBA26 8 8 12 10 21 1,00 1,20
PBA27 9 9 17 14 24 1,00 1,21
PBA28 10 7 13 9 23 1,43 1,44
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PBA29 9 9 13 11 23 1,00 1,18
PBA30 7 7 14 11 24 1,00 1,27
PBA31 10 7 13 13 24 1,43 1,00
PBA32 8 6 14 11 22 1,33 1,27
PBA33 9 7 12 11 18 1,29 1,09
PBA34 9 6 14 12 24 1,50 1,17
PBA35 8 6 14 11 21 1,33 1,27
ROVO01 10 6 - - 20 1,67
ROV02 6 4 - - 14 1,50
ROV03 10 4 - - 17 2,50
ROV04 10 5 - - 19 2,00
ROVO05 12 6 - - 18 2,00
ROV06 12 5 - - 22 2,40
ROVO07 10 5 - - 17 2,00
ROV08 12 5 - - 22 2,40
ROV09 9 5 - - 17 1,80
ROV10 10 5 - - 17 2,00
ROVI11 11 4 - - 18 2,75
ROV12 10 5 - - 18 2,00
ROVI13 10 5 - - 19 2,00
ROV14 12 5 - - 18 2,40
ROVI1S 9 4 - - 18 2,25
ROV16 10 4 - - 16 2,50
ROV17 12 5 - - 21 2,40
ROV18 12 7 - - 20 1,71
ROV19 10 6 - - 16 1,67
ROV20 9 5 - - 16 1,80
ROV21 10 4 - - 19 2,50
ROV22 9 5 - - 18 1,80
ROV23 12 5 - - 20 2,40
ROV24 10 4 - - 18 2,50
ROV25 10 4 - - 18 2,50
ROV26 10 4 - - 16 2,50
ROV27 9 4 - - 18 2,25
ROV28 11 5 - - 16 2,20
ROV29 10 4 - - 16 2,50
ROV30 9 5 - - 17 1,80
ROV31 10 4 - - 19 2,50
ROV32 12 6 - - 23 2,00
ROV33 12 6 - - 18 2,00
ROV34 12 5 - - 17 2,40
ROV35 10 5 - - 16 2,00
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