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Negli ultimi decenni, la Comunita scientifica nazionale ed internazionale ha indirizzato i propri
studi in maggior misura sulla componente biologica dell’ecosistema, al fine di valutare la stato di
qualita dell’ambiente. Tale componente, infatti, pud rispondere ad alterazioni ambientali con
differenti gradi di sensibilita, fornendo un prezioso strumento di valutazione dell’integrita
ecosistemica, sia da un punto di vista qualitativo che quantitativo.

Normative comunitarie come la Water Framework Directive (2000/60/EC) e la Marine Strategy
Framework Directive (2008/56/EC) pongono, infatti, particolare attenzione alle componenti
biotiche dell’ecosistema, rispondendo all’esigenza di un contesto normativo finalizzato
all’innalzamento della qualita dell’ecosistema acquatico attraverso una chiave di lettura ecologica.
Lo studio della componente biologica riveste, quindi, un ruolo centrale sia per la definizione dello
stato ambientale nel suo complesso sia per la raccolta delle informazioni di base utili alla
conservazione e alla gestione degli ecosistemi marino costieri, nell’ottica di uno sviluppo
sostenibile.

All’interno della matrice biotica ¢ sovente il “benthos” ad essere usato per tali finalita. Con il
termine “benthos” si intende I’insieme degli organismi che vivono a stretto contatto con il fondo
marino, costituito sia da organismi animali (zoobenthos) che vegetali (fitobenthos), in particolare le
comunita macrozoobentoniche dei fondi mobili, costituite da organismi con dimensioni superiori a
1 mm (Cognetti e Sara 1972), vengono considerate un valido descrittore sintetico dell’ambiente.

Le caratteristiche che le rendono tali sono:

» presenza di organismi sedentari o poco vagili che hanno dunque una stretta relazione con il
fondo;

» diversa sensibilita a vari tipi di inquinanti che si accumulano proprio a livello dei sedimenti;

» cicli vitali relativamente lunghi, che permettono una risposta integrata nel tempo alle
variazioni ambientali;

» presenza di specie con diversi ruoli trofici e con differente tolleranza allo stress.

Le motivazioni per le quali gli invertebrati del macrozoobenthos di fondi mobili rivestono un ruolo

primario nello studio dei sistemi marino costieri sono, dunque, molteplici. Tali organismi
4
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rappresentano una delle vie principali nel ciclo dei nutrienti e partecipano allo scambio di sostanze
tra 1 sedimenti, la colonna d’acqua ed i diversi livelli trofici, attraverso vari meccanismi quali
I’ingestione dei pellets, il trasporto verticale del detrito organico dallo strato ridotto all’interfaccia
acqua-sedimento e la risospensione del sedimento (Bilyard, 1987). Anche la bioturbazione, che essi
operano, contribuisce allo scambio di sostanze tra sedimenti, colonna d’acqua e i diversi livelli
trofici, rimettendo in circolo le sostanze mineralizzate nel sedimento (Montagna, 2005). Inoltre,
I’estrema eterogeneita trofico-funzionale delle specie che compongono tali comunita fa dello studio

della struttura dei popolamenti un prezioso strumento di valutazione dello stato ambientale.

La strutturazione di una comunita macrozoobentonica dipende sia fattori biotici che abiotici, come
ad esempio le relazioni inter- ed intra-specifiche, I’idrodinamismo, le caratteristiche del sedimento
(tra le altre la granulometria), la presenza di sostanze inquinanti (Castelli et al., 2003): se una di
queste caratteristiche subisce wuna variazione si pud assistere ad una conseguente
modificazione/alterazione dell’aspetto della comunita (Pearson e Rosenberg, 1978; Gray, 1981;
Gray et al., 1990; Warwick e Clarke, 1991).

Dunque, lo studio del macrozoobenthos di fondo mobile rappresenta un importante strumento per il
monitoraggio dell’ambiente marino, soprattutto per quel che riguarda gli ambienti costieri dove
insistono la maggior parte delle attivita antropiche e dove le fluttuazioni delle variabili ambientali

sono piu evidenti (Castelli et al., 2003).
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Il presente lavoro di Tesi si inserisce nell’ambito del Progetto di Ricerca Adriatic LNG Terminal
(ALNG), che riguarda la costruzione e 1’esercizio di un Terminale offshore per la rigassificazione di
Gas Naturale Liquefatto (GNL) e della relativa Condotta di connessione alla rete nazionale di
distribuzione (Edison, 1998; ICRAM, 2005a) che ISPRA (Istituto Superiore per la Protezione e la
Ricerca Ambientale) porta avanti dal 2005.

Complessivamente 1’opera consiste nella messa in esercizio delle seguenti infrastrutture:

v un Terminale marino, che consente 1’accosto e 1’ormeggio di navi metaniere, lo scarico, lo
stoccaggio e la rigassificazione del Gas Naturale Liquefatto (GNL), ubicato a circa 15 km di

distanza dalla costa al largo di Porto Levante;

v" una Condotta per I’invio del gas a terra, costituita da un tratto a mare (off-shore), lungo circa

15,3 km (dal Terminale alla costa), e un tratto a terra (on-shore);
v' una Cabina di riduzione e misura gas a monte del collegamento con la rete nazionale.

La condotta, che si sviluppa lungo il tracciato sottomarino interrato (off-shore), collega il Terminale
con la costa, in localita Porto Levante, procedendo dalla piattaforma al punto di approdo in
direzione Sud-Ovest, e attraversando un tratto di mare caratterizzato da batimetrie che variano da 28
metri a pochi metri (3-5 m) in prossimita della costa.

Da un punto di vista operativo, la tecnica costruttiva nel tratto a mare ha previsto la posa della
condotta sul fondo, seguita da un post-scavo per I’interramento in trincea, le cui dimensioni sono di
circa 3-4 metri di larghezza, e dal successivo ricoprimento.

Il piano di monitoraggio di tipo integrato, prevede, oltre a diverse indagini chimiche e fisiche, anche

indagini nel comparto biotico, tra le quali lo studio delle comunita bentoniche di fondo mobile.

Le comunita bentoniche sono costituite da un elevato numero di specie, ed una loro accurata
identificazione implica un notevole dispendio di risorse, sia in termini intellettivi, per il
raggiungimento del livello di conoscenze tassonomiche necessario, sia in termini puramente
economici. Pertanto, accade sovente che, nell’ambito di studi che riguardano tali popolamenti, al

fine di raggiungere un’ottimizzazione nell’utilizzo delle risorse summenzionate, ci si limiti
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all’analisi dei gruppi qualitativamente e quantitativamente dominanti, come Policheti, Molluschi,
Crostacei ed Echinodermi (Morri et al., 2003).

Tra questi, potrebbe essere addirittura impiegato anche un solo syntaxon, in grado di descrivere in
maniera esaustiva la struttura dell’intero popolamento: Molluschi e Policheti, ad esempio, sono taxa
particolarmente idonei a svolgere questo ruolo di descrittore efficace delle comunita (Gambi et al.,
1982; Morri et al., 2003), anche nel caso di studi che riguardano la dinamica o I’evoluzione della
struttura del popolamento, in funzione di fattori ambientali naturali /o antropici.

Esistono infatti numerosi studi sui nostri mari, riguardanti la comunita bentonica con i suoi gruppi
principali o riguardanti singoli taxa, usati come strumento per indagare gli effetti prodotti da
perturbazioni di origine antropica (Nicoletti et al., 2004; Martin et al., 2005; Bertasi et al., 2005;
Simonini et al., 2005; 2007; Colosio et al., 2007; Marusso et al. 2007; Trabucco et al. 2008; La
Porta et al. 2009; Tomassetti et al. 2009; La Valle et al., 2011). La maggior parte dei lavori su
singoli taxa sono relativi a Molluschi e Policheti.

Sicuramente meno numerosi sono invece 1 lavori che riguardano gli altri grandi gruppi,
caratterizzanti 1 popolamenti bentonici di fondi mobili, quali Echinodermi e Crostacei. In
particolare, per quest’ultimo le ricerche trattano principalmente 1’Ordine dei Decapodi (e.g. Garcia
Raso et al., 2002)

Un gruppo di Crostacei, invece, che a nostro avviso meriterebbe maggiore attenzione ¢ il taxon dei
Peracaridi, Superordine di Crostacei Malacostraci, poiché essi rappresentano circa il 40% di tutti 1
Crostacei; negli ambienti marini della piattaforma e della scarpata continentale essi superano spesso
in numero e diversitd in specie tutti gli altra taxa di Crostacei; rappresentano, inoltre, una
componente primaria del macrobenthos di profondita. Infine, mancando di uno stadio larvale
pelagico e avendo esigenze specifiche riguardo i parametri abiotici, 1 Peracaridi mostrano bassi tassi
di dispersione, rendendosi cosi eccellenti candidati per studi di tipo ecologico e biogeografico
(Thomas, 1993).

Questo taxon ¢ costituito da diversi Ordini, tra 1 quali Anfipodi, Isopodi, Cumacei e Tanaidacei.
Esistono studi che individuano 1 singoli Ordini, o specie ad essi appartenenti, come potenziali
descrittori: i Cumacei sono buoni indicatori degli effetti dell’eutrofizzazione (Corbera et al. 1995);
tra 1 Tanaidacei, alcune specie descrivono I’arricchimento organico (De-la-ossa-Carretero, 2010);
infine, tra gli Anfipodi sono presenti specie indicatrici di idrocarburi ( Conradi et al 1997; Gomez-

Gesteira et al. 2000; De-la-ossa-Carretero et al, 2012).
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Tuttavia, esistono pochi studi in cui ¢ indagata 1’intera comunita dei Peracaridi, e tali lavori si
limitano a descriverne la struttura da un punto di vista quali-quantitativo (e.g. Thiel et al. 2003;
Lourido et al. 2008; Moreira et al. 2008; Stransky et al. 2010), ma raramente a studiarne le risposte
ecologiche in relazione ad eventi di perturbazione (e.g. Lewis et al., 2002; Marusso et al., 2013 in
press)

Scopo primario di questo lavoro ¢ stato, quindi, quello di ampliare le conoscenze ecologiche su
questo Superordine di Crostacei, verificando in particolare se si dimostrano buoni indicatori delle
variazioni ambientali, al pari dell’intera comunita bentonica.

L’idea ¢ di vedere se, tramite lo studio di questa specifica frazione dello zoobenthos di fondo
mobile, possa essere perseguito 1’obiettivo di riconoscere eventuali patterns riferibili ad alterazioni
prodotte dalla posa della condotta off-shore.

Successivamente, poiché I’abbondanza degli Anfipodi, ed in particolare delle specie appartenenti al
genere Ampelisca, ¢ risultata particolarmente elevata, ¢ stato molto interessante avviare un ulteriore
indagine su questo gruppo. Lo scopo iniziale del nostro lavoro di Tesi ¢ stato, infatti, ampliato
quando si sono osservati 1 primi risultati delle analisi ecologiche.

Come primo obiettivo, dunque, di questa seconda parte del lavoro, ¢ stata analizzata in maniera piu
approfondita la struttura del popolamento ad Ampelisca, in relazione agli eventuali effetti prodotti
su tale comunita dalla posa della condotta off-shore.

Secondariamente, poiché le specie appartenenti a tale genere sono organismi di piccole dimensioni
(max 12-15 mm), la cui determinazione si basa sull’osservazione di caratteri morfologici quali
antenne, urosomi, telson, presenza di piccole spine/peli, etc., capita sovente che I’organismo
esaminato possieda buona parte dei caratteri diagnostici che la assocerebbero ad una specie, ma altri
che la classificherebbero come diversa, generando confusione e portando ad un’identificazione
dubbia. Pertanto, al fine di corroborare e supportare una corretta identificazione tassonomica a
livello di specie, e non in ultimo anche la “curiosita” di comprendere 1’effettiva diversita intra- ed
inter-specifica di questo taxon, allo strumento classificatorio classico, basato sull’analisi di caratteri
morfologici dell’animale, si ¢ deciso di provare ad affiancare un ulteriore strumento di analisi
formale, effettuando indagini di tipo genetico su un certo numero di specie appartenenti ad
Ampelisca. La nostra attenzione si ¢ concentrata sull’utilizzo del DNA mitocondriale, poiché
particolarmente idoneo per lo studio del differenziamento dei taxa; in particolare ¢ stato indagato il
gene della Citocromo Ossidasi I che consente di effettuare indagini sui rapporti filogenetici tra i

taxa.



2. SCOPO DEL LAVORO

Le analisi genetiche potranno chiarire se ci troviamo di fronte a specie polimorfiche o a piu specie
distinte, inoltre si procedera a confrotere individui raccolti durante le campagne nel Mar Adriatico
con individui provenienti dal Mar Tirreno per verificare quale relazioni esistono tra le popolazioni
dei due bacini.

In questo contesto I’approfondimento della tematica relativa alla tassonomia sistematica, supportata
dall’analisi genetica, pud rivelarsi prezioso ai fini dell’identificazione delle diverse specie
appartenenti alla comunita bentonica, in quanto potrebbe ottimizzare la strategia di campionamento
ed analisi del benthos, in un contesto di monitoraggio ambientale “routinario”.

Ad oggi ¢ stato verificato che non ¢ stato ancora approntato uno studio di questo tipo, nei nostri
mari, che in modo esaustivo qualifichi la struttura dei popolamenti a Crostacei Peracaridi,
popolamenti tra i pit importanti nel comparto bentonico in termini qualitativi e quantitativi.

Tale studio potrebbe avere carattere “pionieristico”, ovvero successivamente si potrebbe allargare il
quadro di indagine ai principali taxa macrozoobentonici, molti dei quali ancora attendono un’analisi

sistematico—tassonomico piu attenta ed approfondita.
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3.1 Inquadramento area di studio

L’area di studio ¢ parte integrante della piattaforma continentale dell’alto Adriatico ed ¢ situata tra
le foci del Po di Levante, a Nord, e la foce del Po di Maistra, a Sud, a largo della costa veneta
(Figura 3.1).

L’area di posa della condotta offshore interessa il tratto di fondale che si estende dalla costa sino
all’area di installazione del Terminale a una distanza dalla costa di circa 15 km , dove si raggiunge

una profondita di circa 29 m.
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Figura 3.1- Area di studio siti di posa della condotta off-shore e del Terminale GNL (Alto Adriatico).

Il Mar Adriatico € lungo circa 800 km e largo da 90 km a 200 km e presenta una notevole variabilita
delle condizioni meteo-marine, ¢ inoltre un bacino epicontinentale semi-chiuso, con una piattaforma
a bassissima pendenza nei settori settentrionale e centrale e un maggiore gradiente nel settore
meridionale (Correggiani et al., 1996).

Nell’Alto Adriatico la fascia marina costiera ¢ caratterizzata da sabbie, per la maggior parte di

origine fluviale, che costituiscono la naturale prosecuzione delle sabbie emerse (sabbie costiere). A

10



3.MATERIALI E METODI

profondita maggiori di 8-10 m si passa a una estesa fascia a granulometria molto fine costituita da
limi argillosi. Spostandosi verso il largo, si passa da una sedimento limoso a sabbie e sabbie-
argillose (sabbie relitte di piattaforma).

Le biocenosi di macroinvertebrati bentonici dell’Alto Adriatico si susseguono in fasce con
andamento parallelo alla costa, secondo la distribuzione dei sedimenti, essendo la granulometria un
parametro ecologico fondamentale per il benthos di fondi mobili. Si parte dalle spiagge sabbiose
occidentali, procedendo con la fascia limosa, poi la zona di transizione con sabbia limosa, limo
sabbioso e loam, e infine con i fondi prevalentemente fangosi del largo (secondo classificazione di
Shepard, 1954).

A ridosso delle coste sabbiose troviamo la biocenosi delle Sabbie Fini Superficiali (SFS).

I substrati incoerenti infralitorali sono popolati dalla biocenosi delle Sabbie Fini Ben Calibrate
(SFBC), contraddistinta dalla grande presenza di molluschi bivalvi, e in quest’area in particolare da
Chamelea gallina (zoocenosi Chione gallina di Vatova, 1949).

Alcuni Autori, inoltre, indicano la sequenza SFBC-DCE, biocenosi delle Sabbie Fini Ben Calibrate

e biocenosi del Detritico Infangato, (Peres&Picard, 1964).

11



3.MATERIALI E METODI

3.2 Piano di campionamento

I1 prelievo dei campioni di macrozoobenthos, per le analisi ecologiche, ¢ avvenuta in tre periodi
differenti: durante il mese di Agosto 2006 (Campagna A di bianco) prima della posa della condotta
offshore, ad Agosto 2008 (campagna B di cantiere) una seconda campagna, subito dopo la fine dei
lavori di posa ed infine un ultimo prelievo un anno dopo la fine dei lavori a Settembre 2010
(campagna E di esercizio) quando il Terminale e la condotta hanno iniziato la loro attivita.

Le 10 stazioni (3, 7, 10, 13, 16, 19, 23, 27, 29, 31) per le analisi sia biotiche che abiotiche del
sedimento sono state posizionate lungo il tracciato della condotta, le attivita di prelievo si sono
svolte a bordo del R/V Astrea dell’ISPRA (Figura 3.2.1), mentre per la stazione piu costiera 3 ¢
stato utilizzato un mezzo nautico d’ausilio.

La figura 3.2.2 mostra la posizione della condotta dalla costa fino al Terminale GNL, mentre nelle
figure (3.2.3, 3.2.4, 3.2.5) successive sono mostrate le stazioni in dettaglio.

La tabella I mostra le stazioni, la loro distanza dalla costa e le profondita.

Figura 3.2.1 - Veduta dell’area di lavoro a poppa della N/O Astrea.

12
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CONDOTTA

N = B -
Figura 3.2.2 - Tracciato della Condotta off shore sottomarina di collegamento al Terminale GNL.

16

Figura 3.2.3 - Posizione delle stazioni di campionamento lungo il tracciato della Condotta. (dalla stazione 3

alla 16).
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23

19

Figura 3.2.4 - Posizione delle stazioni di campionamento lungo il tracciato della condotta. (dalla stazione 19

alla 23).
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31

29

27

Figura 3.2.5 - Posizione delle stazioni di campionamento lungo il tracciato della condotta. (dalla stazione 27

alla 31).
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Tabella I - Elenco delle stazioni con relativa distanza dalla costa, dal Terminale e batimetria.

Stazione Posizione (m) Prof. (m)
3 400m da costa 2,8
7 600m da costa 3,4
10 660m da costa 4
13 1000m da costa 5
16 Circa 2650m da costa 12
19 Circa a 4290m da costa 18,2
23 Circa a 7500m da costa 26
27 Circa a 10800m da costa 28
29 Circa 12500m da costa 28
31 Circa a 14800m da costa 28,5

Il sedimento per le analisi del popolamento bentonico, ¢ stato campionato con una benna Van Veen
con area di presa di 0,1 m” ed una capacita di 25 litri, prelevando in ogni stazione due repliche. Gli
organismi del macrozoobenthos sono stati immediatamente separati dal sedimento tramite
risciacquo in acqua marina corrente su un setaccio con maglia di 1 mm (Figura 3.2.6) e la frazione
trattenuta ¢ stata fissata in una miscela di acqua di mare e formaldeide al 4% tamponata con CaCOj,
conservata in contenitori di polietilene, etichettati con il nome della stazione, il numero della replica
e la data.

Si proceduto all’attivita di sorting, una volta giunti in laboratorio, gli organismi appartenenti ai taxa
dei Policheti, Molluschi Crostacei ed Echinodermi sono stati separati dal sedimento e
successivamente identificati al piu basso livello tassonomico possibile (la specie per la maggior
parte degli esemplari), mediante osservazione con stereomicroscopio binoculare e microscopio
ottico, per I’identificazione sono state usate chiavi dicotomiche e bibliografia ecologico
tassonomica.

Per le analisi genetiche sono stati raccolti esemplari di Ampelisca nel Mar Adriatico nel Luglio del
2012 (nelle medesime stazioni in cui sono stati racconti i campioni per le analisi ecologiche) mentre

gli organismi del Mar Tirreno sono stati campionati tra il 2010 ed il 2011 in un area antistante le
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coste laziali (Anzio) in Mar Tirreno, trai 6 € 1 39 metri.
In entrambe le aree le specie sono state raccolte e conservate in alcool 70% e identificate fino al

livello di specie (Ruffo 1982), prima di effettuare le analisi genetiche.

Figura 3.2.6 - Benna Van Veen (0,1 m% 25 1) e setaccio con maglia 1mm.

I campioni per le analisi del sedimento (i primi 2 centimetri) sono stati raccolti e conservati in
contenitori di plastica ad una temperatura ambiente per le analisi granulometriche, mentre per le
analisi chimiche (sostanza organica totale) a -20°. Tutte le analisi granulometriche per la
determinazione delle caratteristiche tessiturali del sedimento sono state eseguite dal Laboratorio di
Sedimentologia dell’ISPRA, seguendo le metodiche riportate in Cicero e Di Girolamo (2001). Per
le analisi dell contenuto di sostanza organica nel sedimento si € ricorso ad un metodo gravimetrico

basato sulla perdita in peso (L.O.I., Loss on Ignition).
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3.3 Analisi ecologiche

Dell’intero popolamento bentonico le analisi sono state condotte solo per il Taxon dei Peracaridi,
che nei nostri campioni ¢ risultato essere formato da 4 Ordini: Anfipodi, Cumacei, Isopodi e
Tanaidacei.

Per ciascuna stazione le repliche sono state accorpate ed attraverso una matrice specie x stazioni i
dati sono stati elaborati con tecniche di analisi statistica uni e multivariata.

E stata calcolata I’abbondanza (A) e il numero di specie (S) ed 1 principali indici ecologici.

L’indice di Ricchezza specifica di Margalef (d) (Margalef, 1958), ¢ funzione del rapporto tra il
numero di specie totali ed il numero totale di individui. Quante piu specie sono presenti nel
campione, tanto piu alto sara il suo valore.

L’Equitabilita di Pielou (J) (Pielou, 1974) ¢ compreso tra 0 ed 1 e prende in considerazione la
distribuzione degli individui nell’ambito delle varie specie che compongono una comunita. Tale
indice presenta il valore massimo nel caso teorico in cui tutte le specie siano presenti con la stessa
abbondanza, mentre presenta valori bassi nel caso in cui ci sia una sola specie abbondante e
numerose specie rare.

Infine I’indice di Diversita specifica di Shannon-Wiener (H’), (Shannon & Weaver, 1949) il cui
valore ¢ compreso tra 0 e teoricamente + oo che tiene conto sia del numero di specie presenti che del
modo in cui gli individui sono distribuiti fra le diverse specie.

Tutte le analisi statistiche sono state condotte sulla matrice di abbondanza specie x stazioni, del
popolamento dei Peracaridi, 1 cui dati sono stati precedentemente trasformati con radice quadrata ed
attraverso I’indice si Similarita di Bray Curtys (Bray & Curtis, 1957).

Per comprendere quali fattori influenzano il popolamento e se esistono interazioni tra di loro ¢ stata
effettuata I’analisi PERMANOVA (Anderson, 2001).

La procedura BIOENV (Clarke e Ainsworth, 1993) ¢ stata condotta per ogni singola campagna (A,
B ed E) ed applicata all’intero set di dati e sulla matrice relativa ai parametri ambientali
normalizzati (granulometria e sostanza organica totale) al fine di valutare quali di essi
contribuissero maggiormente all’ordinamento dei popolamenti. Primer 6.1.6 (Clarke & Gorley,
2006).

L’analisi Canonica delle Coordinate Principali (CAP), ¢ stata effettuata per distinguere la risposta
del popolamento alla perturbazione, prima (A), durante (B) e dopo (E), e per valutare quali specie

evidenziano questa differenziazione (Anderson & Robinson, 2003; Anderson & Willis, 2003).
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L’analisi multivariata nMDS (non-metric Multidimensional Scaling) e la Cluster analysis
(algoritmo del legame medio) sono state condotte attraverso il software Primer 6.1.6 (Clarke &
Gorley, 2006).

La Cluster analysis ¢ una tecnica di classificazione che raggruppa i campioni in gruppi gerarchici
sulla base della matrice di similarita.

Il metodo di MDS non metrico, ¢ una tecnica di ordinamento che ha come punto di partenza una
matrice triangolare di similarita tra campioni. L’algoritmo di MDS mappa i vari punti campione
tramite il perfezionamento successivo delle loro posizioni affinché essi soddisfino il piu possibile le
relazioni di similarita o dissimilarita. Quindi se sul grafico il punto che rappresenta la stazione 1
appare piu vicino al punto che rappresenta la stazione 2, rispetto a quello che rappresenta la stazione
3, questo implica che nella matrice di similarita originale 1 risulta piu simile a 2 che non a 3. Non
esiste perd proporzionalita tra la distanza geometrica dei punti e I’effettivo valore del coefficiente di
similarita. Il grado di corrispondenza tra la matrice di similarita e la disposizione dei punti nel
diagramma MDS si misura tramite un Coefficiente di Stress.

Le analisi delle caratteristiche granulometriche sono state effettuate seguendo la scala di Udden-

Wentworth (sabbia: 2mm - 63um, limo: 63 - 4um, argilla: <4um).
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3.4Analisi genetiche

Lo screening genetico ¢ stato condotto sugli esemplari del genere Ampelisca identificate fino al
livello di specie su base morfologica (Ruffo 1982, 1989, 1993), prima di effettuare le analisi
genetiche.

Sono stati presi in considerazione 13 individui provenienti dal Mar Adriatico e 23 dal Mar Tirreno,
¢ stato scelto come marcatore molecolare il gene Citocromo Ossidasi I (COI), per il quale sono noti
primer universali che si sono dimostrati affidabili nell’amplificare DNA di crostacei ed anfipodi
(Folmer et al., 1994).

Il Dna ¢ stato estratto da ogni individuo usando il metodo C-TAB/phenol-chloroform (Doyle &
Doyle 1987) parzialmente modificato.

E’ stato amplificato, tramite PCR, un frammento parziale della regione COI costituito da 525 bp
grazie ai primer COIF 5' TGATAGTAACAGCTCATGCT 3'e HCO 5' TAA ACT TCA GGG TGA
CCA AAA AAT CA 3' (reverse) (Folmer et al., 1994).

La reazione della PCR ¢ stata condotta su un volume di 25 pl contenenti 20ng di templato, 2.5ul di
tampone di reazione 10x, 3ul di MgCl2, 0.5ul di ANTP, 5 pmol/L per ogni primer e una unita di 7aq
DNA polymerase (Promega).

Inizialmente le PCR sono state condotte con un ciclo di denaturazione di 1 minuto, seguito da 40
cicli da 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 48°C, 1.5 minuti a 72°C ¢ un ciclo finale di estensione da 10
minuti a 72°C.

I prodotti della PCR sono stati visualizzati su gel di agarosio all’1.8% mediante bromuro di etidio
allo 0.01%; 1 prodotti sono stati successivamente purificati e il sequenziamento ¢ stato affidato a
una ditta esterna (Macrogen Europa).

Le sequenze ottenute sono state verificate con Chromas 2.13 (McCarthy-Technelysium Pty.) e
allineate usando Clustal X 1.83 (Thompson et al., 1997); la correttezza dell’allineamento ¢ stata poi
verificata al livello degli amminoacidi.

Alcuni degli aplotipi osservati per gli individui del Tirreno sono disponibili su GenBank (numeri di
accesso JQ653138-49, JX100837-39).

La diversita aplotipica e nucleotidica ¢ stata calcolata usando il software DnaSP v.5 (Rozas et al.,
2003), mentre le distanze genetiche sono state calcolate usando 1’algoritmo Kimura-2-paramentri
(K2P) sono state calcolate mediante il programma MEGA 2.1 (Kumar et al., 2000); tale distanza ¢
stata usata per ottenere 1’albero filogenetico Neighbour-Joining calcolato su 10000 repliche di

bootstrap. Per riuscire a determinare la struttura genetica osservata a livello mitocondriale nelle
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popolazioni ¢ stato utilizzato principalmente il metodo statistico Fs di Fu (Fu, 1997), il quale valuta
la presenza di mutazioni recenti (e percio anche di alleli rari) rispetto a quella attesa in condizioni di
equilibrio. La selezione in atto o un’espansione demografica della popolazione potrebbero generare
un eccesso di tali mutazioni, rilevabili da valori negativi e significativi di Fs. Allo scopo di valutare
la significativita del valore ottenuto, ¢ stata generata una distribuzione empirica del parametro, con
il programma DnaSP, tramite simulazioni basate sul processo di coalescenza, software ARLEQUIN
2.0 (Shneider et al., 2000).

Utilizzando questo software ¢ stata eseguita 1’analisi molecolare della varianza (AMOVA).
L’AMOVA ¢ uno strumento utile per verificare come sia distribuita la variabilitda genetica tra
popolazioni, utilizzando le distanze molecolari dei diversi aplotipi. L’AMOVA produce stime delle
componenti della varianza ed analoghi dell’F-statistico, designati come Q-statistico, che riflettono
la correlazione dei diversi aplotipi per i differenti livelli di suddivisione della popolazione
(individui, popolazioni e gruppi di popolazioni). La significativita dei componenti della varianza (e
quindi la distanza genetica) e del Q —statistico viene testata usando 1000 o 10000 permutazioni dei
dati di partenza (Excoffer et al., 1992). La struttura della popolazione ¢ quantificata da un termine
statistico noto come Fst. Per valori di Fst compresi tra 0 e 0.01 si individua una assente o piccola
divergenza tra le popolazioni, per valori superiori a 0.1 vi ¢ una grande divergenza.

Come outgroup ¢ stata usata una sequenza di COI del Crostaceo Decapode Scylla olivacea

(GenBank accession number: JQ062904.1)
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4.RISULTATI

4.1Risultati analisi ecologiche

4.1.1Parametri ambientali

Le caratteristiche del sedimento dell’area investigata sono mostrate nelle figure 4.1.1.1, 4.1.1.2,
4.1.1.3: nella campagna A si osserva come in tutte le stazioni, ad eccezione di A19 e A23 la
percentuale della componente sabbiosa ¢ superiore al 70 %, raggiungendo valori intorno al 90%
nelle stazioni A03, A07, A10 e A13; la componente limosa invece ¢ minima ( < 5%) nelle stazioni a
profondita inferiori ai 18 metri, fatta eccezione per A13 in cui si osserva una percentuale pari al
15%, nelle stazioni a maggiore profondita la percentuale oscilla tra di 10% e il 40%.

La componente argillosa segue lo stesso andamento di quella limosa.

La percentuale della sostanza organica totale nel sedimento presenta valori bassi in corrispondenza
di elevate concentrazioni di sabbia, viceversa valori che raggiungono circa il 90% in corrispondenza

di percentuali di limo ed argilla importanti.
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Figura 4.1.1.1 - Composizione granulomentrica del sedimento della campagna A espresso in percentuale
relativa. La linea mostra I’andamento della percentuale di sostanza organica totale.
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Nella figura 4.1.1.2 sono mostate le caratteristiche del sedimento relativo alla campagna B: tutte le

frazioni granulometriche mostrano dei cambiamenti rispetto alla campagna A, la componente

sabbiosa ¢ superiore al 80% solo nelle stazioni B03, BO7 e B16, in tutte le altre oscilla tra una

percentuale minima di 13% ad una massima di 63%; viceversa la componente limosa ¢ elevata.

La percentuale di argilla e la concentrazione di sostanza organica totale seguono 1’andamento della

componente limosa.
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- Sostanza organica
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Figura 4.1.1.2 - Composizione granulomentrica del sedimento della campagna B espresso in percentuale
relativa. La linea mostra 1’andamento della percentuale di sostanza organica totale.
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Figura 4.1.1.3 - Composizione granulomentrica del sedimento della campagna E espresso in percentuale
relativa. La linea mostra 1’andamento della percentuale di sostanza organica totale.

Nella campagna E (Fig. 4.1.1.3) la componente sabbiosa tende a aumentare nuovamente,
raggiungendo nella maggior parte delle stazioni valori superiori al 70%. Nelle stazioni E07, E10,
E19 ed E23, si osserva un elevato valore della componente limosa.

In questa campagna la componente organica si presenta simile a quella osservata per le altre
campagne: elevati valori nelle stazioni in cui vi € elevata componente piu fine; fa eccezione, in tutte

e tre le campagne, la stazione 16, in cui la % di sostanza organica ¢ sempre piuttosto bassa.
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4.1.2 Popolamento Peracaridi

In tutte e tre le campagne sono presenti 661 individui appartenenti ad 51 specie, e a quattro Ordini:
Cumacei, Tanaidacei Isopodi ed Anfipodi.

In tutte le campagne il Taxon degli Anfipodi risulta essere quello pit abbondante sia per il numero
di individui che per le specie.

Nella figura 4.1.2.1 sono confrontati i valori delle abbondanze e del numero di specie nelle tre

campagne (A, B ed E).
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Figura 4.1.2.1 - Abbondanza (N) e Numero di Specie (S) osservate nelle campagne A, B ed E.

Il valore dell’abbondanza subisce un incremento durate la campagna B (291 individui), in
corrispondenza delle attivita di movimentazione del sedimento, per poi tornare a diminuite
(Campagna E 205) e raggiungere valori pitt 0 meno simili a quello osservati durante la campagna A
(169). Il numero delle specie invece rimane piuttosto simile subendo un lieve incremento nella
campagna B (30).

Nella Fig. 4.1.2.2 si osserva come gli Anfipodi sono il gruppo maggiormente rappresentato in tutte
e tre le campagne, essi costituiscono circa il 90% dell’intero popolamento esaminato. Tale

abbondanza ¢ dovuta prevalentemente alle specie Ampelisca (famiglia Ampeliscidae), segue il
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taxon dei Cumacei. Gli Isopodi mostrano un lieve aumento dei valori di abbondanza dalla

campagna A alla campagna E, 1 Tanaidacei mostrano il massimo valore nella campagna B.

100% -
90% -
80% -
70% -

60% - B Cumacei

= Tanaidacei
50% - )
® [sopodi

40% B Anfipodi
30% -
20% -

10% -

0% -

Figura 4.1.2.2 - Percentuale di Abbondanza dei quattro Ordini di Peracaridi ( Cumacei, Tanaidacei, Isopodi
ed Anfipodi) osservate nelle campagne A, B ed E.
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Figura 4.1.2.3 - Percentuali dei taxon che caratterizzano ogni stazione osservati nella campagna A.
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Le specie di Peracaridi ritrovate nella campagna A sono state raggruppate in base all’Ordine
tassonomico di apparteneza: la figura 4.1.2.3 mostra i risultati per ogni singola stazione.

Il gruppo degli Anfipodi risulta essere il piu abbondante nella maggior parte delle stazione, ad
eccezione della stazione A03 dove non sono stati ritrovati peracaridi e A07 dove il restante 50 % ¢
costituito dai Tanadacei; mentre solo nella stazione A23 compare il taxa degli Isopodi.

Il popolamento rinvenuto durante la campagna B mostra il taxon degli Anfipodi come il piu
abbonadante in tutte le stazioni, ad eccezione della stazione BO7 dove nessun individuo € stato

rinvenuto; sono inoltre presenti sia i Cumacei che gli Isopodi in molte stazioni (Fig. 4.1.2.4).

Campagna B
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Figura 4.1.2.4 - Percentuali dei taxon che costituiscono ogni stazione osservati nella campagna B.
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Campagna E
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Figura 4.1.2.5 - Percentuali dei taxon che costituiscono ogni stazione osservati nella campagna E.

Il popolamento osservato durante la campagna E (Fig. 4.1.2.5) mostra 1’assenza di individui sia
nella stazione EQ7 (come nella campagna B) che in E10.

La stazione E03 ¢ costituita dal solo taxon degli Isopodi, mentre nelle altre stazioni gli Anfipodi
sono il taxon piu abbondante, ad eccezione della stazione E13 in cui circa il 50% del popolamento ¢
costituito da Cumacei.

Per poter meglio comprendere se la struttura del popolamento ha subito delle alterazioni sono di

seguito riportati i valori dei principali indici ecologici calcolati in ogni per ogni stazione.

I valori dell’abbondanza N (Fig. 4.1.2.6) mostrano un generale incremento da costa verso il largo in
tutte e tre le campagne.

Per quanto riguarda le stazioni poste a profondita inferiori ai 5 metri, si osserva una similitudine dei
valori di N in A B e E, mentre a profondita maggiori i valori osservati per la campagna B sono
sempre maggiori rispetto a quelli registrati in A; infine per la campagna E si osservano stazioni in
cui si registra il valore piu alto rispetto alle altre due campagne e stazioni in cui ¢ il piu basso (23 e
31).

28



4 RISULTATI

Abbondanza N
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Figura 4.1.2.6 - Valori dell’ Abbondanza (N) osservati in tutte le stazioni per ogni campagna (A, B e E).
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Figura 4.1.2.7 - Valori del Nunero di Specie (S) osservati in tutte le stazioni per ogni campagna (A, B e E).

Il Numero delle Specie S (Fig. 4.1.2.7 ) mostra un progressivo aumento andando da costa verso

largo per tutte e tre le campagne, I’andamento che si osserva per la campagna A appare il piu
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omogeneo ripetto a quello delle campagne B ed E anche se verosimilmente I’andamento dei valori

della campagna E ricalca meglio quello osservato per A.

L’indice di Margalef (d) (Fig. 4.1.2.8) mostra un andamento di valori crescenti da costa verso largo

in tutte e tre le campagne, inoltre si osserva un andamento pit omogeneo tra le tre campagne nelle

stazioni 13, 16 ¢ 19.

L’Equitabilita (J) (Fig. 4.1.2.9) mostra invece nelle tre campagne differnze tra le stazioni profonde

meno di 5 metri (3, 7 e 10) e un’elevata omogeneita in tutte le altre.

Infine I’Indice di Diversita H* (Fig. 4.1.2.10) mostra un andamento analogo a quello osservato per

I’indice di Margalef.
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Figura 4.1.2.8 - Valori Indice di Margalef (d) osservati in tutte le stazioni per ogni campagna (A, B e E).
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Figura 4.1.2.9 - Valori Indice Equitabilita (J) osservati in tutte le stazioni per ogni campagna (A, B ¢ E).
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Figura 4.1.2.10 - Valori Indice di Diversita (H) osservati in tutte le stazioni per ogni campagna (A, B ¢ E)
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In tutte e tre campagne le specie dominanti appartengono alla famiglia delle Ampeliscidae a cui
appartiene il genere Ampelisca (ordine Anfipodi) ed i relativi valori percentuali sono mostrati nelle
figure 4.1.2.11, 4.1.2.12 e 4.1.2.13: per la campagna A la piu abbondante ¢ Ampelisca sarsi, seguita
da Ampelisca ind., Ampelisca diadema, Ampelisca tenuicornis ed Ampelisca typica, le altre specie,

ad eccezione di Iphinoe tenella che ¢ un Cumaceo, sono anfipodi.

Photis Campagna A
longicaudata

4%

Harpinia
dellavallei
4%

Iphinoe tenella
5%
Ampelisca

typica
12%

Ampelisca sarsi
23%

Ampelisca
tenuicornis
14% Ampelisca
diadema
17%

Figura4.1.2.11 - Specie piu abbondanti rinvenute nella campagna A.
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Figura 4.1.2.12 - Specie piu abbondanti rinvenute nella campagna B

Anche nella Campagna B (Fig. 4.1.2.12) le specie piu abbondanti appartengono prevalentemente alla
famiglia delle Ampeliscidae: Ampelisca diadema e Ampelisca typica sono le piu numerose, seguono
Ampelisca pseudospinimana, Ampelisca tenuicornis, Ampelisca sarsi.

Troviamo inoltre il tanaidaceo Apseudopsis latreillii, 1’isopode Eurydice affinis, ed altri anfipodi
Medicorophium runcicorne e Gammaropsis togoensis.

Nella campagna E (Fig. 4.1.2.13) Ampelisca sarsi torna ad essere dominate, seguita da Ampelisca
diadema e Ampelisca tenuicornis, in questa campagna tra le specie piu abbondanti compare
I’anfipode Leucothoe serraticarpa, segue Ampelisca typica, 1’'isopode Eurydice affinis, il cumaceo

Iphinoe trispinosa e il tanaidaceo Apseudopsis latreillii.
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Figura 4.1.2.13 - Specie piu abbondanti rinvenute nella campagna E

34



4 RISULTATI

E’ stata effettuata I’analisi della PERMANOVA.per poter comprendere quali sono i fattori che,
combinandosi tra di loro, producono la relazione piu significativa.

I fattori individuati sono le tre differenti campagne ‘“before” (bianco campagna A),“during”
(cantiere campagna B) e “after” (esercizio campagna E) e la profondita “shallow” (stazioni da 3 a
13, profondita inferiore a 5 metri) e “deep” (stazioni da 16 a 31, profondita superiore a 5 metri).

La PERMANOVA ha evidenziato che solo per i singoli fattori esistono differenze statisticamente
significative (p < 0,001) (Tab. II) mentre per la loro interazione si osservano valori non statisticamente
significativi.

Il confronto tra le campagne (A, B ed E) effettuato attraverso il Parwise Test (Tab III) mostra che le

campagne A e B sono significativamente differenti (0,0026) ¢ cosi come A ed E (0,0052).

Tabella II - Risultati dell’analisi PERMANOVA i fattori considerati sono la Campagne, Profondita e la loro

interazione.

Source df SS MS Pseudo-F P(perm) Perms
Campagne 2 10981 5490,6 1,9007 0,0032 9888
Profondita 1 12665 12665 4,3842 0,0001 9925

CaxPr 2 7432,3 3716,1 1,2864 0,1403 9885

Tabella III - Risultati dell’analisi Pair Wise Test PERMANOVA in cui sono confrontate le tre campagne A,

BedE
Groups T P(perm) perms
A-B 1,5013 0,0026 9919
A-E 1,4939 0,0052 9926
B-E 1,0869 0,2922 9931
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Sono state condotte diverse analisi statistiche per comprendere in cosa € come 1 popolamenti si si
differenziano nelle tre diverse campagne: ’analisi BIOENV per comprendere quali sono 1 fattori
abiotici a cui il popolamento ¢ maggiormente legato, la CAP per capire quali sono le specie che
distinguono ogni campagna.

Nelle seguenti tabelle sono riportati i risultati dell’analisi BIOENV effettuate nelle tre campagne A,
BeE.

La Tabella IV mostra i risultati della campagna A in cui sono le variabili argilla e sostanza organica
che presentano la correlazione piu importante con il popolamento bentonico (Spearman rank
Correlation 0,194).

Mentre nella successiva campagna B (Tab.V) tra le variabili che correlano il popolamento troviamo
il gruppo costituito da limo e sostanza organica che mostrano un valore di correlazione pari a 0,396.
Infine il popolamento delle campagna E (Tab.VI) ¢ prevalentemente correlato alla frazione
granulometrica limosa (Spearman rank Correlation 0,321), segue il gruppo sabbia limo (Spearman

rank Correlation 0,251).

Tabella IV - BIOENV risultati ottenuti analizzando le variabili biotiche e abiotiche della Campagna
A.

Best Results Campagna A Corr. Selections
N°.Vars
2 0,194 argilla; sostanza organica

sabbia; argilla; sostanza
3 0,171 ‘
organica
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Tabella V - BIOENYV risultati ottenuti analizzando le variabili biotiche e abiotiche della Campagna
B.

limo; sostanza organica

0,374 sostanza organica

Tabella VI - BIOENYV risultati ottenuti analizzando le variabili biotiche e abiotiche della Campagna
E.

limo

0,251 sabbia; limo
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I popolamenti osservati nelle diverse campagne sono stati analizzati attraverso 1’analisi Canonica
delle Coordinate Principali (CAP), (autovalori asse 1 0.96 asse 2 0.81) come mostra la figura
4.1.2.14, in cui ¢ stato usato come fattore discriminante tra le stazioni il periodo in cui sono state
campionate (Date), inoltre sono mostrate le specie che piu caratterizzano le diverse campagne.

Tra le specie che contraddistinguono la campagna A troviamo Ampelisca brevicornis., Urothoe
pulchella e Atylus massiliensis che prediligono sediementi sabbiosi, mentre Leptocheirus mariae €
legata al sedimento piu fine.

Le specie Ampelisca pseudospinimana, Ampelisca ledoyeri e Iphinoe serrata, caratterizzano la
campagna B, ed appartengono alla biocenosi del Detritico Infangato (DE), mentre il cumaceo
Cumopsis goodsiri vive in sedimenti di sabbia fangosa, 1’anfipode Gammaropsis togoensis
predilige le sabbie mediolitorali.(SM).

Infine le specie Orchomene humilis e Iphinoe trispinosa, caratterizzano la campagna E, esse
prediligono rispettivamente fondi con alghe e spugne la prima e la biocenosi delle Sabbie Fini Ben

Calibrate (SFBC) la seconda.
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Transform: Square root
Resemblance: S17 Bray Curtis similarity
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Figura 4.1.2.14 - Analisi Canonica delle Cordinate Principali (CAP) effettuata sui popolamenti delle
tre campagne (A, B e E), (autovalori asse 1 0.96 asse 2 0.81).
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I risultati dll’analisi statistica multivariata sono mostrati nella figura 4.1.2.15 e 4.1.2.16. La Cluster

Analysis cosi come anche il Plot nMDS, mostrano come non esiste un netto trend di divisione tra le

tre campagne; si nota invece come tutte le stazioni appartenenti alle tre campagne poste a profondita

superiori a 5 metri siano piu simili tra loro, mentre quelle a profondita inferiori mostrano una

generale similitudine all’interno della stessa campagna.

Si rammenta che tali analisi sono state effettuate eliminando alcune stazioni (A7, B7, B10, E7, E10)

poiché presentano valori molto bassi o nulli delle abbondanze.

Group average

Transform: Square root
Resemblance: S17 Bray Curtis similarity

Oﬁ*
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Figura 4.1.2.15 - Cluster Analysi effettuata sulle tre campagne (A, B e E). I triangoli neri

identificano le stazioni superficiali (< 5 metri), i triangoli arancioni identificano le stazioni profonde

(> 5 metri).
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Transform: Square root

Resemblance: S17 Bray Curtis similarity
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Figura 4.1.2.16 - non Multidimensional Analysis (Sterss 0,12) effettuata sulle tre campagne (A, B e

E). I triangoli neri identificano le stazioni superficiali (< 5 metri), i triangoli blu identificano le

stazioni profonde (> 5 metri).
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Dalle analisi effettuate ¢ emerso che la famiglia delle Ampeliscidae ¢ quella che domina 1
popolamenti in tutte e tre le campagne (A, B ¢ E).

Sono state effettuate analisi quantitative di tutte le specie di Ampelisca rinvenute nelle tre
campagne.

La figura 4.1.2.17 relativa alla campagna A mostra che questi oraganismi sono piu abbondanti nelle
stazioni poste a profondita superiori a 12 metri; si osserva un andamento dei valori di abbondanza
piuttosto simili tra tutte e quattro le specie ad eccezione della Ampelisca sarsi che mostra un picco

nella stazione A19.

Campagna A

25

20
15 == Ampelisca diadema
/ \ A == Ampelisca sarsi
10 : Ampelisca tenuicornis
/ == Ampelisca typica
5
0 ]
3 7 10 13 16 19 23 27 29 31

Figura 4.1.2.17 -Valori di Abbondanza osservate per le specie di Ampelisca presenti nella Campagna A.

Le specie apparteneti al genere Ampelisca ritrovate nella campagna B (Fig. 4.1.2.18) sono
innanzitito un numero superiore rispetto alla precedente campagna (A) e mostrano un andamento
estremamente eterogeneo in tutte le stazioni, ad eccezione di quelle sotto 1 5 metri in cui presentano

un andamento simile.

42



4 RISULTATI

Campagna B
25 == Ampelisca diadema
20 =#—Ampelisca sarsi
15 . . .
== Ampelisca tenuicornis
10 . .
== Ampelisca typica
5 .
== Ampelisca
pseudospinimana
0
=@ Ampelisca ledoyeri
3 7 10 13 16 19 23 27 29 31 pel yen

Figura 4.1.2.18 - Valori di Abbondanza osservate per le specie di Ampelisca presenti nella Campagna B.

Infine nella campagna E (Fig 4.1.2.19) il numero delle specie tende a diminuire e la distribuzione
delle abbondanza nelle varie stazioni mostra valori simili nelle stazioni profonde meno di 5 metri,
mentre le altre le specie mostrano un andamento simile, ad eccezione della stazione E19 in cui

Ampelisca sarsi mostra un picco.

Campagna E

60

50

== Ampelisca diadema

o [\

30 l \ —#—Ampelisca sarsi
[\
[\

== Ampelisca tenuicornis

20 Ampelisca typica

10 == Ampelisca rubella

3 7 10 13 16 19 23 27 29 31

Figura 4.1.2.19 - Valori di Abbondanza osservate per le specie di Ampelisca presenti nella Campagna E.
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Cosi come effettuato per I’intera comunita di Peracaridi ¢ stata eseguita 1’Analisi statistica
multivariata sul popolamento delle sole specie di Ampelisca nelle tre campagne.

L’analisi nMDS (Fig 4.1.2.20) mostra una differenza tra le stazioni in base alla profondita, infatti
tutte quelle che sono a piu di 5 metri sono ragguppare in un unico punto, le altre si dispongono sul
piano dell’ordinamento ma non evidenziano differenze tra le tra campagne.

Per comprendere ’andamento delle stazioni piu profonde, ¢ stata effettuata una nuova analisi
nMDS, eliminando alcune stazioni (A3, A7, A10, B3, B7, B10, E3, E7, E10, E13). La figura
4.1.2.21 mostra i risultati.

Si nota come le stazioni appartenenti alla stessa campagna non mostrano similitudine maggiore
rispetto a quelle appartenenti a campagne diverse, si nota invece come le stazioni poste alle stesse

profondita siano disposte piu vicine tra loro nel plot rispetto alle altre.

Transform: Square root
Resemblance: S17 Bray Curtis similarity
5 10 2D stress: 0,01 || Campagne
v AA
v B
E
EO7 A10
B07 E10 A
v L
A07
A BA%3
VA
E13
EO3
A03
A

Figura 4.1.2.20 - non Multidimensional Analysis (Stress 0,01) effettuata sulle matrice “specie Ampelisca x
stazioni” nelle tre campagne (A, B ¢ E).
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Transform: Square root
Resemblance: S17 Bray Curtis similarity
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Figura 4.1.2.21 - non Multidimensional Analysis (Stress 0,13) effettuata sulle matrice “specie Ampelisca x
stazioni” nelle tre campagne (A, B e E) con stazioni eliminate (A3, A7, A10, B3, B7, B10, E3, E7, E10,

E13).
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4.2Risultati analisi genetica

4 RISULTATI

In totale sono stati sequenziati 36 individui appartenenti a diverse specie di Ampelisca determinate

su base morfologica: A. brevicornis, A. typica, A. ledoyeri, A. diadema e A. tenuicornis.

Le analisi sono state condotte sequenziando un frammento di 525 paia di basi del gene Citocromo

Ossidasi I (COI).
SPECIE Siti Sin.g ?li . Sith %G+ Pi Fu’s | Tajima’
n h . . Siti informa Hd

(morfologica) polimorfici variabili tivi C tot (m) Fs sD
A. brevicornis 6 6 56 38 20 32,2 1,00£0,096 0,040 0,049 -1,01
A. typica 14 | 13 183 28 155 333 0,99+0,001 0,140 | 0,831 1,26
A. tenuicornis 9 9 157 61 109 33,2 1,00£0,052 0,013 0,406 0,90
A. ledoyeri 5 3 3 3 0 37,1 0,70+0,220 0,002 | -0,186 -1,05
A diadema 2 2 80 48 32 33,5 1,00+0,500 0,152 | 4,382 n.d.
Overall 36 | 30 206 18 188 33,7 0,99+0,0001 0,156 0,415 0,44

Tabella VII - Stime di diversita genetica: n numero dei campioni sequenziati; h numero di aplotipi; Hd
diversita aplotipica; Pi (m)diversita nucleotidica; Fu’s Fs statistica Fs di Fu; Tajima’s D statistica di Tajima

D.

Le sequenze hanno mostrato 206 siti polimorfici, di cui 188 informativi (Tabella VII).

Complessivamente sono stati osservati 30 diversi aplotipi sulle 36 sequenze ottenute. In questa

prima fase della ricerca gli esemplari sono stati classificati esclusivamente su base morfologica, e

quindi 1 raggruppamenti discussi sono quelli risultanti dalla morfologia.

Il numero di aplotipi per specie ¢ risultato essere elevato, variando da 2 aplotipi (per 2 esemplari

analizzati) in A.diadema a 13 aplotipi su 14 esemplari analizzati in 4. typica (Tab. VII).

La percentuale di G+C totale oscilla tra il 32,2% (A. brevicornis) e il 37,1% (A. ledoyeri), questi

risultati sono in linea con 1 valori medi, trovati da Matzen da Silva et al. (2011) in oltre 1572

sequenze di Decapodi.

I valore della diversita nucleotidica (w) oscilla ampiamente, con valoro compresi tra 0,002 per A.

tenuicornis e 0,152 per A. diadema, mentre per gli altri campioni si hanno valori che variano tra

0,040 ¢ 0,0140 (Tab. VII).

I1 valore della diversita aplotipica (Hd) va da 0,70 per A. ledoyeri a 1,00 per A. brevicornis, A.

tenuicornis € A. diadema.
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I valori di Fgsr ottenuti per i campioni di Ampelisca suddiviso come morfospecie hanno un intervallo
che varia da 0.129 a 0.886. Il valore piu alto ¢ stato riscontrato tra i campioni di A. brevicornis e A.
ledoyeri. I vari confronti a coppie effettuati risultano statisticamente significativi, e quindi indicativi
di eterogeneita genetica, tra tutte le specie, ad eccezione di A. diadema che mostra valori non

significativi a causa del basso numero di individui analizzati (Tab. VIII).

A. typica A. ledoyeri | A. tenuicornis | A. diadema | A. brevicornis

A. typica | —mmm————-
A. ledoyeri 0472 *¥*% | o
ksk sksk
A. tenuicornis 0.129 0.308** 1 _________
A. diadema 0.141ns 0.472ns 0313ns |
0.474*** 0.886*** 0.532%** 0.679**

A. brevicornis | | T | TUTTY4 | T o

Tabella VIII. Valori di F'stcalcolati per ciascuna coppia delle morfospecie analizzate.
* P<0.05;
*#0.05<P<0.01; ***P<0.001; ns = non significativo

I valori di distanza genetica sono stati calcolati, secondo il metodo di Kimura 2 parametri (1993),
sia tra gli individui all’interno delle specie sia tra le specie. Come si puo osservare i valori piu alti
corrispondono al confronto tra A. brevicornis e le altre specie, 1 valori piu bassi si osservano tra A.
diadema e A. ledoyeri (0,09) e tra A. diadema e A. tenuicornis (0,11), valori relativamente affidabili

a causa del basso numero di individui della prima specie.

A. diadema A. typica A. tenuicornis A. ledoyeri A. brevicoris
A. diadema 0,02 0,01 0,01 0,02
A. typica 0,19 0,01 0,02 0,02
A. tenuicornis 0,11 0,17 0,01 0,02
A. ledoyeri 0,09 0,21 0,13 0,02
A. brevicoris 0,23 0,23 0,23 0,24

Tabella IX - Valori di distanza genetica di Kimura 2 parametri (1993) tra le morfospecie di
Ampelisca studiate (al di sotto della diagonale). L’errore standard (al di sopra della diagonale) ¢
stato calcolato utilizzando il “bootstrapping” con 1000 pseudorepliche.
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L’AMOVA ¢ stata eseguita considerando: 1) la varianza tra gli individui all’interno delle
popolazioni; 2) la varianza tra popolazioni. La percentuale maggiore di variazione ¢ risultata
risiedere prevalentemente a livello intraspecifico, con valori percentuali pari al 60%, mentre tra le
popolazioni 1 valori si aggirano intorno al 40%. Questo dato indica un’eterogeneita all’interno dei

gruppi (specie morfologiche) analizzati maggiore di quella rilevata tra i gruppi.

Fonte di variabilita Somma dei quadrati Comp(?nentl di Perce.n tl!ale di
varianza variazione
Tra morfospecie 583.148 17.89241 39.64
All’interno delle
morfospecie 844.741 27.24972 60.36
Totale 1427.889 45.14212

Tabella X - Struttura delle popolazioni analizzata con ’analisi della varianza molecolare (AMOVA).

Per raffigurare il grado di affinita genetica tra le specie analizzate ¢ stato costruito un Neighbour
Joining basato sulle distanze genetiche calcolate secondo il metodo kimura 2 parametri, utilizzando
come outgroup la sequenza del crostaceo Scylla olivacea (GenBank accession number:
JQ062904.1) dello stesso frammento qui analizzato.

Come si puo osservare in Figura 4.2.1 ¢ possibile distinguere 4 raggruppamenti con valori di
boostrap compresi tra 40 e 100. Nel cluster (1) rientrano prevalentemente esemplari
morfologicamente classificati come A. fypica, assieme ad altri due identificati come A. tenuicornis.
In questo raggruppamento i campioni del Mar Tirreno tendono a clusterizzare assieme, con
I’eccezione dell’esemplare TY 1, che va ad inserirsi tra i campioni adriatici. Questo cluster ha un
valore di boostrap del 56% per tutti i campioni sia adriatici che tirrenici, mentre per i
raggruppamenti specifici si osserva il 99-100%. 11 cluster (2) comprende gli esemplari tirrenici di A4.
ledoyeri ed A. tenuicornis (oltre a due esemplari assegnati morfologicamente ad A. typica e A.
diadema, rispettivamente), tutti molto simili tra di loro geneticamente; il valore di boostrap
corrisponde al 41%. 1l cluster (3) raggruppa tutti gli esemplari di A. tenuicornis del mar Adriatico
(oltre a tre esemplari assegnati morfologicamente ad A. typica (2) e A. diadema, rispettivamente);
anche questo cluster, come il precedente ha un boostrap del 40%. Nell’ultimo cluster (4) troviamo
tutti gli esemplari di A. brevicornis (provenienza Mar Tirreno), in questo caso il boostrap ¢ pari al

62%.
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Figura 4.2.1 - Dendrogramma Neighbour Joining basato sulla distanza K2P, utilizzando come
outgroup il crostaceo Decapode Scylla olivacea.
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Osservando il dendrogramma Neighbour Joining di Fig4.2.1, ¢ possibile rilevare delle discrepanze
tra D’attribuzione morfologica e la clusterizzazione su base genetica. Infatti 1 4 cluster che
compongono il NJ raggruppano esemplari geneticamente affini, che perd sono stati spesso attribuiti
a specie diverse.

Per comprendere se ci sono stati casi di errata attribuzione, a causa di caratteri morfologici di
difficile interpretazione e/o 1’attuale suddivisione a livello specifico del genere Ampelisca necessiti
di una revisione, si ¢ deciso di rielaborare 1 dati raccolti basandoci sui quattro gruppi evidenziati dal

NJ.

I cluster indicati in Fig. 4.2.1 comprendono:
e Cluster 1: 11 esemplari di 4. typica (di cui 4 del Mar Adriatico), 2 A.tenuicornis (di cui 1
del Mar Adriatico)
e Cluster 2: 3 A. tenuicornis, 5 A. ledoyeri, 1 A. diadema, 1 A. typica
e Cluster 3: 4 A. tenuicornis, 2 A. typica, 1 A.diadema (tutti campioni del Mar Adriatico)

e Cluster 4: solo esemplari di A. brevicornis (6)

Rielaborando 1 dati sulla base dei quattro gruppi suddetti si ottiene che la Diversita Nucleotidica (7)
varia da valori molto piccoli 0,005 per il Cluster 2, a valori piu elevati 0,116 per il Cluster 1. Il

valore della Diversita Aplotipica (Hd) ¢ compresa tra 0,87 (Cluster 2) e 1,00 (Cluster 4) (Tab. XI).

Singoli Pi
Siti Siti % G+C Fu’s Tajima’s
SPECIE | n _ | ositi | | Hd L
polimorfici . .. | informativi tot Fs D

variabili ()
Cluster 1 13 158 59 69 11 333 0,98+0,054 0,116 2,271 1,29
Cluster 2 10 12 11 1 7 37,1 0,87+0,107 0,005 -2,338 -1,63
Cluster 3 7 11 11 0 6 29,9 0,95+0,095 0,006 | -2,128 -1,62
Cluster 4 6 56 38 20 6 32,2 1,00+0,096 0,040 0,049 -1,01
Tot 36 206 18 188 30 33,7 0,99+0,0001 0,156 0,415 0,44
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Tabella XI - Stime di diversita genetica: n numero dei campioni; h numero degli aplotipi; Hd
diversita aplotipica; Pi (n) diversita nucleotidica; Fu’s Fs statistica Fs di Fu; Tajima’s D statistica di
Tajima D.

I valori di Fst ottenuti dal confronto dei Cluster hanno un intervallo che varia da 0,553 a 0,963;
il valore piu alto ¢ stato riscontrato tra il Cluster 2 e il Cluster 3 (0,963) il piu basso tra i Cluster 1 -4

Tutti 1 valori osservati sono significativi (P<0,001) (Tab. XII).

Clusterl Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4
Cluster1 | = =—eceeeee-
Cluster 2 0,88774%*** | el
Cluster 3 0,91183%** 0,96321%** | e
Cluster 4 0,55369%** 0,59444%** 0,66359*** | e

Tabella XII - Valori di Fsr calcolati per ciascuna coppia dei cluster analizzati. * P<0,05; *0,05<P<0,01;
**%P<(0,001

I valori di distanza genetica sono stati calcolati, secondo il metodo di Kimura 2 Parametri tra i
Cluster individuati. Come si pud osservare i valori risultano pressoché equiparabili, compresi tra

0,21 (tra Clusterl-2 e 2-4) e 0,24 (Cluster 3-4). Il valore piu basso si osserva tra il Cluster 1 e il 3

(0,17).(Tab. XIII)

Clusterl Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4
Cluster 1 |  cooeeeee 0,02 0,02 0,02
Cluster 2 021 | emmeeee-- 0,02 0,02
Cluster 3 0,17 0,23 | eme———- 0,02
Cluster 4 0,22 0,21 024 | e

Tabella XIII - Valori di distanza genetica di Kimura 2 parametri (1993) tra individui all’interno dei cluster
(al di sotto della diagonale). L’errore standard (al di sopra della diagonale) ¢ stato calcolato utilizzando
“bootstrapping” con 1000 pseudorepliche

L’AMOVA effettuata su base genetica ¢ stata eseguita considerando: la varianza tra gli individui
all’interno delle popolazioni e la varianza tra popolazioni. Rispetto ai risultati ottenuti raggruppando
gli individui su base morfologica, la distribuzione della varianza tra i gruppi ¢ pari a 72,56% (prima
era solo il 40%) mentre all’interno delle popolazioni ¢ distribuito il 27,44% (contro il 60% del
precedente raggruppamento). Quindi la variabilita ¢ distribuita essenzialmente tra le specie e non

all’interno di esse (Tab. XIV).
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Fonte di variabilita Somma dei quadrati Comp?nentl di Perce.n tl!ale di
varianza variazione
LBEI L 989.363 36.23889 72.56
All’interno delle specie 438.526 13.70394 27.44
Totale 1427.889 49.94283

Tabella XIV - Struttura delle popolazioni analizzata con I’analisi della varianza molecolare (AMOVA).

Quindi in base a quanto osservato possiamo denominare i quattro cluster come segue:
e Cluster 1: 4. typica (Mar Tirreno e Mar Adriatico);
e Cluster 2: A. tenuicornis + A. ledoyeri (Mar Tirreno);
e Cluster 3: A. tenuicornis (Mar Adriatico)

e Cluster 4: A. brevicornis (Mar Tirreno)
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5.DUSCUSSIONI

S.DISCUSSIONI

5.1Discussioni dati ecologici

Le modificazioni dei fattori ambientali, sia di origine antropica che naturale, possono determinare
variazioni quantitative e qualitative nella struttura delle comunita bentoniche.

Le analisi effettuate sulla comunita di Peracaridi mostrano che le attivita di posa della condotta
offshore hanno generato alcune modificazioni, seppur lievi, sui popolamenti esaminati; si possono
invece ritenere trascurabili 1 possibili effetti delle variazioni stagionali su tali comunita, in quanto i
periodi in cui sono stati raccolti i campioni sono del tutto confrontabili.

Da un punto di vista temporale si osservano dei cambiamenti nella struttura della comunita durante
le tre campagne, tali differenze sono risultate statisticamente significative (Pairwise Test Tab III) sia
tra le campagne A (di bianco) e B (di cantiere) (0,0026) che tra le campagne A ed E (di esercizio)
(0,0052), ma non tra le campagne B ed E; cio ¢ dovuto al fatto che il popolamento ha subito delle
variazioni in seguito all’escavo per la posa della condotta, ma successivamente ha recuperato la sua
struttura originaria, e conseguentemente i popolamenti delle campagne B ed E sono tra loro piu
simili.

Le attivita di posa hanno generato sostanzialmente un’alterazione della componente granulometrica,
con un aumento della frazione granulometrica piu fine (argilla), a discapito di quella piu grossolana
(sabbia), durante la campagna B (di cantiere), e perdura anche nella campagna E (di esercizio).
Inoltre le analisi BIOENV (Tab V) hanno evidenziato che il popolamento osservato durante la
campagna B ¢ fortemente influenzato sia dalla presenza di argilla che dalla sostanza organica;
quest’ultima pud comparire nel sedimento in seguito alla movimentazione, sia per risospensione sia
generata in seguito alla morte e decomposizione degli organismi bentonici.

Poiché¢ le caratteristiche del sedimento sono considerate un “super parametro” per gli organismi del
benthos (Fresi et al., 1983) le loro modificazioni si rispecchiano sulla struttura dei popolamenti

bentonici, anche nel nostro caso le specie e le loro abbondanze hanno subito alcune modificazioni.

Discutendo dunque la struttura del popolamento e 1’ecologia delle diverse specie di Peracaridi che
lo compongono, comparendo/alternandosi/affiancandosi durante le 3 campagne analizzate, si pud
osservare, iniziando dalla prima campagna, la campagna A di bianco (Tab. X), che il popolamento
¢ caratterizzato, nelle stazioni poste al di sotto dei 5 metri, da specie legate a sedimenti sabbiosi (la

grana della sabbia ¢ fine secondo le classi granulometriche Wentworth): gli anfipodi Ampelisca
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brevicornis e Urothoe pulchella, specie caratteristiche della biocenosi delle Sabbie Fini Ben
Calibrate (SFBC), sensu Pere&Picard, 1964, e il tanaidaceo Apseudopsis latreillii.

In particolare Urothoe pulchella & una specie sabulicola in grado di vivere in un ambiente ad elevata
energia idrodinamica, monotono e poco strutturato; si tratta di una specie sospensivora, che dunque
non necessita della costruzioni di tubi (Scipione 1989). Questa specie ¢ stata rinvenuta solo in
questa campagna e la sua scomparsa ¢ probabilmente dovuta alla risospensione della frazione piu
fine del sedimento.

Il tanaidaceo Apseudopsis latreillii ¢ una specie legata alla componente sabbiosa, che alcuni autori
hanno descritto capace di tollerare il disturbo (Borja et al., 2000; Marin-Guirao et al., 2005;
Simboura and Reizopoulou, 2007), altri come una specie sensibile (J. A. de-la-Ossa-Carretero
2010). Nel nostro caso si osserva un aumento degli individui nella campagna B di cantiere in una
sola stazione, in cui si registra uno dei valori percentuali piu bassi della materia organica .
Spostandosi nelle stazioni poste a maggiori profondita (dai 5 ai 28,5 metri), sempre durante la
campagna A, si € osservato un sedimento misto, ovvero caratterizzato sia una importante
componente fangosa (limo e argilla), che da quella sabbiosa (con grana fine classi granulometriche
Wentworth); qui si trovano, infatti, specie legate a sedimenti fangosi come gli anfipodi Ampelisca
diadema, Ampelisca tenuicornis e Ampelisca typica, riportate in letteratura come specie limicole
tolleranti, tipiche di sedimenti detritici costieri (DC) o Detritici infangati (DE) (Peres&Picard,
1964); specie sabulicole tolleranti, come Ampelisca sarsi, la quale vive sia su substrati con sabbia
fine, che fangosi. Le specie appartenenti al genere Ampelisca sono presenti in tutte le campagne;
probabilmente questa loro capacita ¢ dovuta al tipo di trofismo, sono infatti specie Detritivore—
Sospensivore ossia possono alimentarsi raccogliendo il detrito sul fondo tramite le antenne o
filtrando il materiale organico in sospensione sempre utilizzando le antenne, in base alle condizioni
del substrato (Scipione 1989).

Altre specie rinvenute in questa campagna sono gli anfipodi Atylus massiliensis, Leucothoe
serraticarpa, Perioculodes longimanus longimanus, Westwoodilla rectirostris, e I’isopode Eurydice

affinis, specie caratteristica di fondi mobili (Peres&Picard, 1964).
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Tabella X - Lista delle specie di Peracaridi presenti nelle tre campagne (A, B ed E) e relativa ecologia.

Specie Campagna A | Campagna B | Campagna E Ecologia
Ampelisca brevicornis X X SFBC
Ampelisca diadema X X X DE
Ampelisca ind. X X
Ampelisca ledoyeri X DE
Ampelisca pseudospinimana X DE
Ampelisca rubella X X Roccia e Alghe

Sabbia fine e

Ampelisca sarsi X X X Fango
Ampelisca tenuicornis X X X DC
Ampelisca typica X X X DE
Anthura gracilis X -
Apseudopsis latreillii X X X Sabulicolo
Atylus guttatus X Sabulicolo
Atylus massiliensis X Sabulicolo
Autonoe spiniventris X X Sabulicolo
Bathyporeia guilliansoniana X SFBC
Bodotria scorpioides X SFBC
Cirolana cranchii X -
Cumopsis goodsiri X Sabbia fangosa
Cymonoce truncata X Fondi duri
Diastylis ind. X
Diastylis neapolitana X X X -
Diastylis rugosa X -
Ericthonius brasiliensis X Limicolo
Eudorella ind. X
Eurydice affinis X X X Sabulicolo
Gammaropsis togoensis X X Fondi mobili
Harpinia dellavallei X X Limicolo
Iphinoe serrata X X X DE
Iphinoe tenella X X X Limicolo
Iphinoe trispinosa X X SFBC
Leptocheirus mariae X X Limicolo
Leptocheirus pectinatus X Alghe e Sabbia
Leptocheirus sp. X
Leucothoe oboa X Limicolo

55



5.DUSCUSSIONI

Leucothoe serraticarpa Sabulicolo
Medicorophium rotundirostre Limicolo
Medicorophium runcicorne Limicolo
Megaloropus massiliensis Sabulicolo
Monoculodes acutipes Fangofilo
Monoculodes gibbosus Fangofilo
Monoculodes griseus Fangofilo
Orchomene humilis Alghe e Spugne
Paraphoxus oculatus Fangofilo
Perioculodes longimanus

longimanus SFBC
Photis longicaudata Fangofilo
Phtsica marina LRE
Urothoe pulchella SFBC
Westwoodilla rectirostris Sabulicolo
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Nella campagna B di cantiere si osservano, rispetto alla campagna precedente, alcune modifiche
del popolamento, prevalentemente in termini di numero di individui ed in misura molto minore di
specie.

Le variazioni delle frazioni granulometriche riguardano un po’ tutte le stazioni, sia come valori
percentuali che come grana della sabbia, in particolare le stazioni sotto i 5 metri mostrano una grana
della sabbia che passa da fine a finissima (classi granulometriche Wentworth), ed un aumento della
frazione granulometrica piu sottile.

Quindi, nelle stazioni sotto 1 5 metri la presenza della componente granulometrica piu fine
determina la comparsa di specie legate a questo tipo di substrato, come Ampelisca diadema,
Ampelisca typica, presenti anche nelle stazioni piu profonde.

Sono state rinvenute anche elementi faunistici legati alla frazione sabbiosa, come Bathyporeia
guilliamsoniana (SFBC, Peres&Picar, 1964); quest’ultima ¢ legata ad un tipo di sedimento instabile
ed appartiene alla categoria etologica degli scavatori liberi endopsammici (Marques e Bellan-
Santini, 1993).

Anche nelle stazioni piu profonde si assiste alla comparsa di specie legate a sedimenti sabbiosi
come Autonoe spiniventris, il cumaceo Bodotria scorpioides, caratteristico della Biocenosi delle
Sabbie Fini Ben calibrate (SFBC); gli anfipodi Megaloropus massiliensise e Pthsica marina, specie
a Larga Ripartizione Ecologica (LRE) (Peres&Picard, 1964). Sono state inoltre rinvenuti gli
anfipodi Ampelisca sarsi, Ampelisca tenuicornis, Medicorophium runcicorne, Leucothoe
serraticarpa, Perioculodes longimanus longimanus, il tanaidaceo Apseudopsis latreilli e 1l cumaceo
Iphinoe serrata.

Infine, nella campagna E di esercizio, la sabbia, che ¢ a grana finissima (classi granulometriche
secondo Wentworth), persiste nelle stazioni a meno di 5 metri, mentre in quelle piu profonde si nota
un decremento della componente fine, avvicinandosi ai valori osservati in A.

E’ stato rinvenuto 1’isopode Cymodoce truncata, specie che vive su fondi duri, e I’anfipode
Orchomene humilis, che vive su alghe e spugne; inoltre sono presenti gli anfipodi Ampelisca
rubella, Ampelisca diadema, Ampelisca sarsi, Ampelisca tenuicornis, Ampelisca typica,
Medicorophium runcicorne, Leucothoe serraticarpa, Perioculodes longimanus longimanus,
Autonoe spiniventris, Gammaropsis togoensis, Phtisica marina ed 1 cumacei Iphinoe strispinosa e

Iphinoe serrata 1l tanaidaceo Apseudopsis latreilli.
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In generale si osserva nella campagna A un popolamento con specie legate alla sabbia presenti
soprattutto nelle stazioni sotto 1 5 metri, secondo la bibliografia (Vatova 1949, Peres&Picard, 1964),
dovremmo trovarci nella biocenosi delle Sabbie Fini degli alti Livelli (SFHN) e delle sabbie Fini
Ben Calibrate (SFBC); procedendo verso il largo, si passa ad un popolamento formato sia da specie
sabulicole che fangose, biocenosi del Misto (stazione 16), per poi passare alla biocenosi dei Fanghi
Terrigeni Costieri (VTC) e del Detritico Costiero (DC) (dalla stazione 19 alla 31), in cui sono
presenti prevalentemente specie legate appunto al fango (Peres&Picard, 1964).

Questa situazione si altera durante la campagna B, in cui aumenta la componente fine del sedimento
in tutte le stazioni, facendo anche aumentare 1’area di distribuzione di alcune specie legate al fango,
che troviamo in stazioni in cui prima non erano presenti, come ad esempio le specie Ampelisca
typica € Ampelisca diadema che troviamo fino ai 5 metri.

Infine nella campagna E le condizioni ambientali mostrano un ritorno alla condizione “naturale”
con il parziale recupero della componente sabbiosa e la scomparsa delle specie fangofile dalle
stazioni meno profonde.

Queste osservazioni ci indicano che le specie che ritroviamo dopo I’evento di perturbazione
(campagna B), generato dalla posa della condotta, hanno una buona capacita di adattamento a

variazioni granulometriche di bassa entita.

Le differenze osservate su base ecologica tra i popolamenti dei peracaridi nelle tre campagne,
appaiono poco nette nell’analisi nMDS, infatti sul plot le stazioni si raggruppano in base al fattore
batimetrico piuttosto che in base alla campagna, tuttavia il test della PERMANOVA come gia detto
precedentemente, conferma quanto emerge dall’analisi ecologica del popolamento: le differenze tra
le campagne sono risultate statisticamente significative.

La comunita dei Peracaridi ha dimostrato di avere la capacita di descrivere gli effetti prodotti dalla
perturbazione provocata della posa di una condotta offshore; la coerenza della sua risposta puo’
essere ulteriormente valutata confrontandola con 1’analisi nMDS effettuata sulla comunita
macrozoobentonica (Fig. 5.1.1) (ISPRA Relazione tecnico scientifica 2E Febbraio 2012).

11 plot ottenuto analizzando 1’intero popolamento mostra solo una piu netta divisione delle stazioni
rispetto a quello visualizzato per il popolamento a Peracaridi: in entrambi la maggior parte delle
stazioni poste a profondita maggiore di 5 metri (deep) si raggruppa, cosi come quelle poste a

profondita minori (< 5 metri; shallow).
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Nei due grafici sottostanti, quindi, non si evincono sostanziali differenze tra le tre campagne

osservate.
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Figura 5.1.1 - Analisi nMDS sull’intero popolamento bentonico (a) € popolamento dei Peracaridi (b).
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E’ stato osservato che le specie appartenenti al genere Ampelisca dominano il popolamento in tutte
e tre le campagne, si ¢ voluto dunque valutare se tale taxon fosse in grado di descrivere gli effetti
prodotti dalla posa della condotta offshore al pari dell’intero popolamento a Peracaridi.

Il genere Ampelisca € riconosciuto come indicatore ambientale soprattutto per eventi di
arricchimento organico ed alterazioni della composizione chimica del sedimento (e.g. Gesteira
Gomez, et al. 2000, N’siala Massamba et al 2008).

Per quanto riguarda la famiglia Ampeliscidae, le analisi hanno mostrato che nella campagna A i
taxa piu abbondanti sono Ampelisca sarsi, Ampelisca ind., Ampelisca didema, e Ampelisca
tenuicornis. La movimentazione del fondo, durante la campagna di cantiere B, ha determinato
I’aumento di Ampelisca typica, probabilmente dovuto all’affinita di questa specie con le frazioni piu
fini del sedimento, e appartenente alla biocenosi del Detritico Infangato (DE; Peres&picard, 1964);
contemporaneamente la diminuzione di Ampelisca sarsi, la quale invece € una specie che nel nostro
caso predilige sabbie fini; infine, una lieve diminuzione di Ampelisca tenuicornis, che alcuni Autori
riportano come specie sensibile all’inquinamento (Poggiale et al 2001). In ultimo, nella campagna
E, Ampelisca sarsi ritorna ad essere la specie dominante, seguita da Ampelisca diadema e
Ampelisca tenuicornis, a dimostrazione del fatto che verosimilmente i cambiamenti che il
sedimento ha subito sono stati di lieve entita e di natura transitoria.

In letteratura (Massamba N’Siala et al. 2008), Ampelisca diadema ¢ riportata come specie
bioindicatrice di recupero ambientale, sensibile alle perturbazioni; la sua abbondante presenza nelle
campagna E puo stare quindi ad indicare che il popolamento ¢ in fase di recupero dopo la
perturbazione.

L’analisi statistica condotta sul popolamento delle specie di Ampelisca non mostra differenze tra le
campagne, piuttosto emergono differenze tra le diverse batimetrie in maniera piu netta come si pud
osservare nei grafici di figura 4.1.2.20 ¢ 4.1.2.21.

Tali risultati riproducono quelli precedentemente mostrati (Fig. 5.1.1) sia per il popolamento dei

Peracaridi che per I’intera comunita bentonica.
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Il fatto che gli Anfipodi siano buoni descrittori € noto e documentato, tuttavia per poter descrivere
la struttura del popolamento ¢ necessario che ogni esemplare venga correttamente identificato fino
al livello di specie, cosa non sempre possibile, come per esempio durante la campagna B, di
cantiere, in cui il 21% del popolamento ¢ costituito da Ampelisca ind., in questo caso si ¢ potuto
arrivare ad identificarle solo fino al livello di Genere, ci0 ha determinato una perdita di

informazione durante lo studio del popolamento.
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5.2Discussioni dati genetici

La difficolta o addirittura I’impossibilita di identificare alcune specie su base morfologica ¢
frequente lavorando con organismi di piccole dimensioni. In particolare il genere Ampelisca
presenta alcuni caratteri morfologici usati per 1’identificazione molto piccoli e di difficile
quantificazione e la normale variabilita intraspecifica, che gli organismi mostrano naturalmente,
genera a volte confusione nell’identificazione. In tale contesto, si inserisce lo scopo secondario di
questa tesi di dottorato, che riguarda I’utilizzo di indagini genetiche per comprendere sia la
classificazione tassonomica sia la variabilita del genere Ampelisca.

Le analisi genetiche effettuate attraverso I’approccio molecolare, come il DNA barcoding, hanno lo
scopo di capire e verificare se i risultati dello studio tassonomico sulle Ampelisca, ottenuti su base
morfologica, mostrino una corrispondenza su base genetica (Hebert et al., 2003).

I dati genetici ottenuti, anche se in forma preliminare, forniscono informazioni su questo Genere
formato da circa 20 specie, distribuite nei nostri mari, con un solo endemismo (Ampelisca
intermedia); sono organismi prevalentemente bentonici, scavano nel sedimento, dove costruiscono
tubi in cui vivono, hanno dimensioni piccole, al massimo intorno ai 12-15 mm.

Le specie di Ampelisca esaminate geneticamente sono state 4. brevicornis, A. diadema, A. typica, A.

tenuicornis e A. ledoyeri. (Fig 4.2.1)
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I dati ottenuti hanno mostrato che I’attribuzione degli esemplari di Ampelisca su base morfologica
comporta una frequente mis-identificazione degli stessi, come risulta dall’esame del dendrogramma
NJ (Fig. 4.2.1). Qui ¢ possibile notare come due individui di A. fenuicornis si posizionino nel
Cluster della specie 4. typica, mentre esemplari di A. #ypica si raggruppano in sub cluster di altre
specie, inoltre i due esemplari di A. diadema analizzati vanno a posizionarsi entrambi nel Cluster
del gruppo 4. ledoyeri - A. tenuicornis.

La grande eterogeneita all’interno di alcune morfospecie ¢ evidenziata anche dall’analisi molecolare
della varianza (AMOV A), che mette in evidenza come la maggior parte della varianza, 60,36%, sia
distribuita all’interno delle specie morfologiche, mentre solo il restante 39,64% ¢ spiegato dal
differenziamento tra le specie.

Una volta che gli esemplari sono stati raggruppati sulla base dell’affinita genetica si presentano
quattro gruppi ben distinti, per i quali 1’analisi della varianza molecolare mostra una variabilita
genetica maggiore tra i gruppi, pari al 72,56%, mentre all’interno delle popolazioni risulta del
27,44% (Tab. XIV). Di questi quattro gruppi, uno comprende tutti e solo gli esemplari di 4.
brevicornis, di sola provenienza tirrenica (Cluster 4 in Fig. 4.2.1) ed ¢ un gruppo geneticamente
molto omogeneo (K2P = 0,21-0,24).

Nel Cluster 1 (Fig. 4.2.1) sono raggruppati gli esemplari di 4. typica per i quali la suddivisione tra
popolazioni tirreniche ed adriatiche ¢ abbastanza netta, con la sola eccezione dell’esemplare TY1
che pur essendo di origine tirrenica va a legarsi al sub cluster delle A. typica adriatiche.

I Cluster 2 e 3 rappresentano il gruppo A. ledoyeri - A. tenuicornis, in particolare il primo riunisce
specie tirreniche, il secondo quelle adriatiche.

I risultati ottenuti mostrano come il marcatore molecolare qui utilizzato sia idoneo sia ad
identificare le specie studiate sia ad evidenziare la strutturazione geografica delle specie di
Ampelisca analizzate.

Questi risultati genetici sono ancora preliminari, sia per il basso numero di esemplari studiati sia
perché¢ ¢ stato impiegato un unico marcatore mitocondriale ma fanno rilevare che la sola
identificazione morfologica porti a falsare il numero di individui campionati per specie, con
evidente impatto sul calcolo degli indici che possono essere basati su tale parametro. Infatti come
gia detto in precedenza, I’importanza di identificare correttamente una specie € la base di partenza
per poter usare correttamente gli organismi del benthos come indicatori delle modificazioni

ambientali. Quindi, I’approfondimento della tematica relativa alla tassonomia sistematica supportata
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dall’analisi genetica, pud rivelarsi prezioso ai fini dell’identificazione delle diverse specie
appartenenti alla comunita bentonica.

Infine 1 risultati ottenuti suggeriscono che il numero di specie attualmente riconosciute nel genere
Ampelisca possa essere inadeguato rispetto al numero di reali entitd biologiche esistenti (specie
biologiche riproduttivamente isolate). Per avere conferma della necessita di un nuovo assetto
tassonomico bisognera perd analizzare un maggior numero di campioni utilizzando anche marcatori

nucleari.
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6.CONCLUSIONI

Gli effetti sull’ecosistema marino che pud generare la posa di una condotta sommersa possono
essere in parte paragonabili ad altre attivita che producono movimentazione del sedimento, come ad
esempio 1 dragaggi, i cui effetti sono legati alle alterazioni delle percentuali delle frazioni
granulometriche o alla risospensione di sostanze inquinanti ¢ non (e.g idrocarburi, metalli pesanti,
materia organica). Queste alterazioni possono provocare la scomparsa e/o diminuzione di alcune
specie sensibili e la comparsa di altre piu tolleranti, possono, cio¢, determinare modificazioni della
struttura della comunita bentonica in esame (e.g. Deprez et al. 2010, Simonini et al. 2005, Nicoletti
et al. 2006, Marusso et al. 2013).

Nonostante che nei nostri mari siano numerosi gli interventi di posa di condotte sottomarine (sia per
il trasporto di energia elettrica che di idrocarburi), restano molto scarsi gli studi (sia in Italia che
all’estero) che ne descrivono gli effetti sui popolamenti bentonici (e.g. Lewis et al., 2002).

Questa ricerca ha consentito di appurare come il popolamento a Peracaridi sia in grado di descrivere
in maniera piuttosto simile all’intero popolamento bentonico le variazioni ambientali prodotte dalla
posa di una condotta sottomarina durante le tre campagne (bianco A, cantiere B ed esercizio E).

Gli effetti da essa prodotti, identificabili soprattutto con lievi cambiamenti delle caratteristiche
granulometriche, ed in particolare con I’aumento della frazione piu fina, sono si di entita molto
modesta ma che tuttavia tale popolamento ¢ riuscito a registrare.

Il nostro lavoro di Tesi ha mostrato, inoltre, come siano gli Anfipodi a dominare nettamente la
comunita dei Peracaridi e, dalle informazioni rinvenute in letteratura, ¢ nota la capacita di questo
taxon di indicare diversi tipi di impatto come presenza di idrocarburi (Gesteira Gomez, et al., 2000),
variazioni della concentrazione di ossigeno nel sedimento (Massamba N’Siala et al. 2008) o
arricchimento organico (Fernandez-Gonzales & Sanchez-Jerez, 2011). In particolare, il genere
Ampelisca include specie che sono riconosciute come indicatori ambientali (Gesteira-Gomez &
Dauvin, 2000; Occhipinti-Ambrogi et al., 2005; N'Siala et al., 2008, Lowe & Thompson, 1997;
Ingole et al., 2009, Bellan-Santini, 1971; Grahame e Hanna, 1989; Scipione e Lattanzi 1995;
Sanchez-Moyano e Garcia Gomez., 1998; Conradi et al., 2000).

Abbiamo potuto verificare con 1 nostri dati, infatti, come questo genere, rispetto all’intero
popolamento a Peracaridi, descriva gli effetti della perturbazione dovuta alla posa della condotta
off-shore in maniera simile.

Anche altri taxa che appartengono all’Ordine dei Peracaridi sono in grado di indicare alterazioni

ambientali, come alcune specie di Cumacei, per quanto riguarda gli effetti dell’eutrofizzazione
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(Corbera et al. 1995); tra i Tanaidacei alcune descrivono I’arricchimento organico (J. A. de-la-Ossa-
Carretero 2010), mentre tra gli Anfipodi sono indicatori della presenza di idrocarburi (Gomez-
Gesteira et al. 2000), tuttavia il gruppo dei Peracaridi appare poco utilizzato come indicatore.

Infatti 1 pochi lavori che studiano questo taxon si limitano a descriverne la struttura in diversi
ambienti, come ad esempio Moreira et al. 2008 e Lourido et al. 2008 descrivono il popolamento in
acque basse su fondi mobili in Galizia (Spagna), o Thiel et al. 2003 che descrivono i popolamenti di
peracaridi del Cile, Stransky et al. 2010, infine, descrivono le variazioni spaziali e temporali di
questo taxon in Groenlandia. Conradi et al 2001 valutano gli effetti di alcune variabili ambientali
sulla struttura del popolamento dei peracaridi nel sud della penisola Iberica. Per quanto riguarda le
acque italiane, ed in particolare il Mare Adriatico, Paganelli et al. 2005 descrivono i popolamenti di
peracaridi in due lagune in Adriatico

Data 1’esigua bibliografia esistente per il Taxon dei Peracaridi e per il Mare Adriatico, il nostro
Studio puo incrementare le conoscenze sulla presenza e distribuzione delle specie che formano
questo gruppo, con particolare riguardo alla risposta che queste possono fornire rispetto alla
movimentazione del sedimento.

I risultati genetici preliminari, inoltre, ci confortano, stimolandoci a proseguire con questo tipo di
studi, per meglio comprendere le relazioni filogenetiche ed ecologiche esistenti tra le diverse specie
di Ampelisca. Tale studio potrebbe avere carattere “pionieristico”, ovvero successivamente si
potrebbe allargare il quadro di indagine ai principali taxa macrozoobentonici, molti dei quali ancora
attendono un’analisi sistematico—tassonomico piu attenta ed approfondita.

Complessivamente, quindi, i risultati ottenuti da questa Tesi di dottorato confermano, ancora un
volta, come le comunita bentoniche assurgano oramai a valido e riconosciuto strumento di ricerca e
di monitoraggio, attivita per le quali le normative nazionali € comunitarie affinano sempre piu 1 loro
dictata legislativi. Mettere a punto dunque un strumento che sintetizzi la risposta dell’intera
comunita bentonica potrebbe rilevarsi molto utile per tali attivita, sia in termini di tempo che di

costi.
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ALLEGATI

DIVERSE Campagna A

Univariate Diversity indices

Data worksheet

Name: confronto03

Data type: Abundance
Sample selection: All
Variable selection: All

Sample S N d J' H'(loge) l-Lambda'
AO3 O O * Kk kK * Kk k) O * Kk kK
AQ7 2 2 1,443 1 0,6931 1
Alo 1 1 * Kk Kk Xk * kK x O * Kk kk
Al3 2 40,7213 0,8113 0,5623 0,5
Al6 4 6 1,674 0,8962 1,242 0,8
Al9 4 39 0,8189 00,7689 1,066 0,6248
A23 7 15 2,216 0,8785 1,709 0,8381
A27 13 55 2,995 0,8715 2,235 0,8828
A29 6 19 1,698 0,9109 1,632 0,8304
A3l 13 28 3,601 0,9216 2,364 0,9233

DIVERSE Campagna B
Univariate Diversity indices

Data worksheet

Name: Campagna B

Data type: Abundance
Sample selection: All
Variable selection: All

Sample S N d J' H'(loge) l-Lambda'
B0O3 6 18 1,73 0,7505 1,345 0,6993
BO7 O O * Kk Kk Xk * kK k O * Kk kk
B lO 1 1 * Kk kK * Kk k) O * Kk kK
B 13 4 15 1,108 0,7128 0,9882 0,5524
B 16 11 70 2,354 0,8141 1,952 0,841
B 19 7 64 1,443 0,7962 1,549 0,7619
B 23 7 23 1,914 0,8809 1,714 0,8261
B 27 11 51 2,543 0,799 1,916 0,8243
B 29 10 28 2,701 0,8541 1,967 0,8519
B 31 9 21 2,628 0,9423 2,07 0,9048
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ALLEGATI

DIVERSE Campagna E

Univariate Diversity indices

Data worksheet

Name: Campagna E

Data type: Abundance
Sample selection: All
Variable selection: All

Sample S N d J' H'(loge) l-Lambda'
EO3 1 1 * Kk kK * Kk k) O * Kk kK
EO7 O O * Kk Kk Kk * kK Kk O * Kk kK
Elo O O * Kk Kk Xk * kK x O * Kk kk
E13 4 11 1,251 0,895 1,241 0,7455
El6 7 24 1,888 0,9339 1,817 0,8587
E19 8 84 1,58 0,5995 1,247 0,5542
E23 2 3 0,9102 0,9183 0,6365 0,6667
E27 4 18 1,038 00,6376 0,8839 0,4771
E29 16 51 3,815 0,8054 2,233 0,8596
E31 9 13 3,119 0,9366 2,058 0,9231
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PERMANOVA
Permutational MANOVA

Resemblance worksheet

Name: Resem8

Data type: Similarity

Selection: All

Transform: Square root

Resemblance: S17 Bray Curtis similarity

Sums of squares type: Type III (partial)

Fixed effects sum to zero for mixed terms

Permutation method: Permutation of residuals under a reduced model
Number of permutations: 9999

Factors

Name Abbrev. Type Levels
Campagna Ca Fixed 3
profondita pr Fixed 2

PERMANOVA table of results

Unique
Source df SS MS Pseudo-F P (perm) perms
Ca 2 10981 5490,6 1,9007 0,0032 9888
pr 1 12665 12665 4,3842 0,0001 9925
Caxpr 2 7432,3 3716,1 1,2864 0,1403 9885

Res 20 57776 2888,8
Total 25 88366

Details of the expected mean squares (EMS) for the model
Source EMS
Ca 1*V (
Pr 1%V (
Caxpr 1*V (Res
Res 1*V (Res

Res) + 7,2727*S(Ca)
Res) + 10,8*S(pr)
)
)

+ 3,6364*S (Caxpr)

Construction of Pseudo-F ratio(s) from mean squares
Source Numerator Denominator Num.df Den.df

Ca 1*Ca 1*Res 2 20
pr l*pr 1*Res 1 20
Caxpr 1*Caxpr 1*Res 2 20

Estimates of components of variation

Source Estimate Sqg.root
S(Ca) 357,75 18,914
S (pr) 905,2 30,087
S (Caxpr) 227,52 15,084
V (Res) 2888,8 53,748

ALLEGATI
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ALLEGATI

PERMANOVA
Permutational MANOVA

Resemblance worksheet

Name: Resem8

Data type: Similarity

Selection: All

Transform: Square root

Resemblance: S17 Bray Curtis similarity

Sums of squares type: Type III (partial)

Fixed effects sum to zero for mixed terms

Permutation method: Permutation of residuals under a reduced model
Number of permutations: 9999

Factors

Name Abbrev. Type Levels
Campagna Ca Fixed 3
profondita pr Fixed 2

PAIR-WISE TESTS
Term 'Ca'

Unique
Groups t P(perm) perms P (MC)
Before, During 1,5013 0,0019 9923 0,0297
Before, After 1,4939 0,0054 9925 0,0343
During, After 1,0869 0,2917 9920 0,309

Denominators

Groups Denominator Den.df
Before, During 1*Res 14
Before, After 1*Res 13
During, After 1*Res 13

Average Similarity between/within groups
Before During After

Before 16,49

During 14,893 20,875

After 14,849 21,135 21,255
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BEST Campagna A

Biota and/or Environment matching

Data worksheet

Name: Data2

Data type: Environmental
Sample selection: All
Variable selection: All

Resemblance worksheet
Name: Reseml

Data type: Similarity
Selection: All

Parameters

Rank correlation method: Spearman

Method: BIOENV

Maximum number of variables: 5
Resemblance:

Analyse between: Samples

Resemblance measure: D1 Euclidean distance

Variables
1 Sabbia (%)
2 Limo (%)
3 Argilla (%)

4 Sostanza organica totale(% s.s.

Best results
No.Vars Corr. Selections
2 0,194 3;4
3 0,171 1;3;4
1 0,161 3
1 0,122 4
2 0,089 1;
3 0,072 2-
2 0,058 1;
4 0,054 Al
2 0,005 2;
3 -0,013 1
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BEST Campagna B

Biota and/or Environment matching

Data worksheet

Name: Data4d

Data type: Environmental
Sample selection: All
Variable selection: All

Resemblance worksheet
Name: Resem?2

Data type: Similarity
Selection: All

Parameters

Rank correlation method: Spearman

Method: BIOENV

Maximum number of variables: 5
Resemblance:

Analyse between: Samples

Resemblance measure: D1 Euclidean distance

Variables
1 Sabbia (%)
2 Limo (%)
3 Argilla (%)

4 Sostanza organica totale(% s.s.

Best results

No.Vars Corr. Selections
2 0,396 2;4

0,374 4

0,360 2

0,270 1
0,268 2
0,243 1;
0,241 Al
0,179 3;
0,158 1

WNBEDNDWDNDWRR
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BEST Campagna E

Biota and/or Environment matching

Data worksheet

Name: Datab

Data type: Environmental
Sample selection: All
Variable selection: All

Resemblance worksheet
Name: Resem3

Data type: Similarity
Selection: All

Parameters

Rank correlation method: Spearman

Method: BIOENV

Maximum number of variables: 5
Resemblance:

Analyse between: Samples

Resemblance measure: D1 Euclidean distance

Variables
1 Sabbia (%)
2 Limo (%)
3 Argilla (%)
4 Sostanza organica totale(% s.s.)

Best results

No.Vars Corr. Selections

1 0,321 2

2 0,251 1;2

2 0,200 2;4

3 0,197 1;2;4
3 0,195 1-3

2 0,195 2;3

1 0,179 1

4 0,157 A1l

3 0,148 2-4

2 0,141 1;4
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CAP

Canonical analysis of principal coordinates

Resemblance worksheet

Name: Resem?2

Data type: Similarity

Selection: All

Transform: Square root

Resemblance: S17 Bray Curtis similarity

Factor for groups: date

Number of samples: 26
Choice of m: 15

CANONICAL ANALYSIS

Correlations

Eigenvalue Correlation Corr.Sq.
1 0.9672 0.9355
2 0.81 0.6561

Canonical coordinate scores

Sample CAP1 CAP2
AQ7 -0.1978 0.0185
Al0 -0.3103 -0.039
Al3 -0.2734 -0.0994
Al6 -0.2444 -0.129
Al9 -0.3468 -0.0198
A23 -0.1074 -0.0114
A27 -0.2457 -0.1244
A29 -0.2924 0.263
A31 -0.2359 -0.0436
BO3 0.1535 -0.0876
B 10 0.1928 -0.1922
B 13 0.1627 -0.0551
B 16 0.1301 -0.1808
B 19 0.2044 -0.2123
B 23 0.1399 -0.0242
B 27 0.225 -0.0861
B 29 0.0862 -0.2439
B 31 0.1228 -0.1le61
EO3 0.1031 0.1962
E13 0.096 0.2007
El6 0.1471 0.1745
E19 0.1059 0.071
E23 0.0497 0.276
E27 0.0832 -0.0012
E29 0.1246 0.2354
E31 0.1271 0.2757
DIAGNOSTICS

m prop.G ssres d 172 d 272 S%correct
1 0.2023 2.0529 0.0767 0 38.462
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2 0.3295 2.1655 0.1091 0.0212 34.615
3 0.4422 2.4612 0.1266 0.0318 15.385
4 0.5374 1.8963 0.5932 0.1065 30.769
5 0.6202 1.8774 0.596 0.1896 38.462
6 0.687 1.6978 0.7089 0.2949 38.462
7 0.7492 1.6251 0.7095 0.2956 38.462
8 0.8028 1.6077 0.7803 0.2981 50
9 0.8453 1.5388 0.8154 0.3429 53.846
10 0.8834 1.6027 0.8323 0.3639 50
11 0.9145 1.6281 0.848 0.3955 46.154
12 0.9421 1.8761 0.8639 0.4159 46.154
13 0.9649 2.0756 0.8672 0.4968 42.308
14 0.9852 2.1556 0.9115 0.5972 42.308
15 0.9998 2.1344 0.9355 0.6561 61.538

Cross Validation
Leave-one-out Allocation of Observations to Groups
(for the choice of m: 15)

Classified
Orig. group A B E Total %correct
A 7 0 2 9 77.778
B 0 5 4 9 55.556
E 1 3 4 8 50

Total correct: 16/26 (61.538%)
Mis-classification error: 38.462%

Individual samples that were mis-classified
Sample Orig.group Class.group

A23 A
A29
BO3
B 10
B 13
B 23
EO3
E19
E23
E27

(e I e I e o v Al v o B ve B o B
[ox = vo v vl ca B e e I e B e 3

Outputs
Plot: Graphl
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CLUSTER Popolamento Peracaridi

Hierarchical Cluster analysis

Resemblance worksheet
Name: Resem?2

Data type: Similarity
Selection: All

Samples
1 A07
Al0
Al3
Al6
Al9
A23
A27
A29
9 A3l
10 BO3
11 B 13
12 16
13 19
14 23
15 27
16 29
17 B 31
18 EO3
19 E13
20 E16
21 E19
22 E23
23 E27
24 E29
25 E31

O J o U W N

W wwww

Parameters
Cluster mode: Group average

Combining

1+2 -> 26 at 66,67
14420 -> 27 at 58,11
21+27 -> 28 at 55,61
15+24 -> 29 at 52,8
7+29 -> 30 at 48,77
6+8 -> 31 at 44,47
16+23 -> 32 at 44,41
17425 -> 33 at 43,32
28+31 -> 34 at 42,08
12+30 -> 35 at 42,03
5+13 -> 36 at 41,45
4+11 -> 37 at 41,19
32+35 -> 38 at 38,04
33+38 -> 39 at 36,31
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34439 -> 40 at 35,14
37+40 -> 41 at 30,01
9+41 -> 42 at 25,55
19+22 -> 43 at 22,74
36+42 -> 44 at 19,85
10+18 -> 45 at 19,54
43+44 -> 46 at 9,57
3+45 -> 47 at 8,36
46+47 -> 48 at 6,08
26+48 -> 49 at 0,98

Outputs
Plot: Graph4

MDS Popolamento Peracaridi
Non-metric Multi-Dimensional Scaling

Resemblance worksheet
Name: Resem?2

Data type: Similarity
Selection: All

Parameters
Kruskal stress formula: 1
Minimum stress: 0,01

Best 3-d configuration (Stress: 0,09)

Sample 1 2 3 %
AQ7 1,92 0,01 -0,04 7,0
Al0 2,89 -0,09 -0,11 3,3
Al3 -0,77 -1,08 -0,09 3,5
Al6 -0,74 0,10 0,37 6,9
Al9 -0,51 -0,35 0,62 1,8
A23 -0,26 -0,31 -0,01 2,8
A27 -0,29 0,27 0,30 5,0
A29 0,18 -0,10 -0,23 5,6
A31 -0,57 0,75 -0,20 4,7
BO3 -0,49 -0,46 -0,84 4,0
B 13 0,05 0,56 0,37 4,4
B 16 0,28 0,35 0,12 6,4
B 19 -0,16 -0,41 0,61 7,9
B 23 -0,22 0,03 0,14 1,3
B 27 -0,23 0,52 0,05 2,8
B 29 -0,18 0,29 -0,43 3,4
B 31 -0,68 0,34 -0,01 3,1
EO3 -1,28 -0,25 -0,44 3,4
E13 0,95 -0,28 -0,22 3,0
El6 0,23 0,10 0,10 4,0
E19 0,00 -0,03 10,30 3,1
E23 0,33 -0,85 0,21 1,4
E27 0,06 0,49 -0,21 3,7
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E29 -0,18 0,34 -0,17 3,2
E31 -0,32 0,06 -0,20 4,3

Best 2-d configuration (Stress: 0,12)

Sample 1 2 %
AQ7 1,96 0,01 15,0
Al0 3,43 0,00 8,1
Al3 -1,06 0,75 2,0
Ale -0,56 0,09 6,1
Al9 -0,33 0,56 2,4
A23 -0,32 0,21 3,1
A27 -0,13 -0,11 3,3
A29 0,12 0,09 4,8
A3l -0,38 -0,65 2,8
BO3 -1,08 0,11 7,5
B 13 0,16 -0,38 3,3
B 16 0,26 -0,19 5,6
B 19 -0,18 0,54 5,5
B 23 -0,18 0,00 1,3
B 27 -0,18 -0,38 1,5
B 29 -0,32 -0,41 2,5
B 31 -0,54 -0,32 1,8
EO3 -1,29 -0,25 2,8
E13 0,81 0,25 6,0
E16 0,18 -0,04 4,4
E19 -0,09 0,13 1,8
E23 0,25 0,76 1,7
E27 -0,01 -0,42 1,8
E29 -0,15 -0,26 2,0
E31 -0,37 -0,13 2,9

STRESS VALUES

Repeat 3D 2D
1 0,1 0,13
2 0,09 0,13
3 0,09 0,12
4 0,09 0,13
5 0,09 0,13
6 0,1 0,12
7 0,1 0,12
8 0,1 0,12
9 0,1 0,13

10 0,1 0,13
11 0,09 0,13
12 0,09 0,13
13 0,09 0,13
14 0,09 0,13
15 0,09 0,12
16 0,1 0,13
17 0,09 0,12
18 0,09 0,13
19 0,09 0,12
20 0,09 0,13

21 0,09 0,12



ALLEGATI

22 0,09 0,12
23 0,09 0,13
24 0,09 0,13
25 0,1 0,12
** = Maximum number of iterations used

3-d : Minimum stress: 0,09 occurred 17 times
2-d Minimum stress: 0,12 occurred 10 times

Outputs
Plot: Graphb
Plot: Graph6t

MDS Ampelisca
Non-metric Multi-Dimensional Scaling

Resemblance worksheet
Name: Reseml

Data type: Similarity
Selection: All

Parameters
Kruskal stress formula: 1
Minimum stress: 0,01

Best 3-d configuration (Stress: 0,01)

Sample 1 2 3 %
AQ3 1,08 -0,98 0,47 0,0
AQ7 -1,7¢6 0,35 0,02 0,0
Al0 -0,54 1,45 10,24 0,0
Al3 1,66 1,23 0,19 0,8
Al6 -0,20 -0,13 0,05 9,1
Al9 -0,26 -0,12 0,04 3,5
A23 -0,25 -0,12 0,08 12,1
A27 -0,26 -0,09 0,08 4,2
A29 -0,26 -0,10 0,11 6,0
A3l -0,23 -0,12 0,10 5,2
BO3 1,72 1,24 0,21 0,8
BO7 -1,68 0,12 -0,51 0,0
B 10 1,09 -0,68 -0,67 0,0
B 13 -0,22 -0,11 0,07 4,0
B 16 -0,27 -0,11 0,10 5,5
B 19 -0,30 -0,09 0,07 5,9
B 23 -0,27 -0,13 0,08 3,6
B 27 -0,24 -0,13 0,09 4,06
B 29 -0,26 -0,11 0,07 6,5
B 31 -0,22 -0,14 0,08 3,4
EO3 1,18 -0,90 -0,33 0,0
EQ7 0,25 0,08 -0,36 0,0
E10 0,50 1,01 -0,81 0,0
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E13 1,21 -0,66 0,09 0,0
El6 -0,23 -0,10 0,07 3,9
E19 -0,25 -0,15 0,05 5,2
E23 -0,29 -0,10 0,00 3,9
E27 -0,26 -0,14 0,11 3,4
E29 -0,23 -0,11 0,11 4,4
E31 -0,23 -0,15 0,08 3,9

Best 2-d configuration (Stress: 0,01)

Sample 1 2 %
AQ03 -1,06 -1,99 0,0
AQ7 -1,85 -0,28 0,0
Al0 0,18 0,57 0,0
Al3 -1,14 -0,46 3,1
Al6 0,50 0,11 5,2
Al9 0,44 0,09 6,8
A23 0,45 0,11 5,0
A27 0,47 0,08 5,5
A29 0,45 0,08 5,6
A3l 0,44 0,12 6,8
BO3 -1,21 -0,42 3,1
BO7 -1,66 0,30 0,0
B 10 -1,77 1,67 0,0
B 13 0,49 0,09 5,1
B 16 0,48 0,13 4,8
B 19 0,49 0,12 5,8
B 23 0,47 0,08 4,5
B 27 0,47 0,13 3,0
B 29 0,46 0,11 2,2
B 31 0,49 0,09 6,2
EO3 0,92 -1,43 0,0
EQ7 -0,30 0,57 0,0
E10 -0,53 0,36 0,0
E13 -0,48 -0,90 0,0
El6 0,47 0,10 3,4
E19 0,49 0,10 6,6
E23 0,43 0,09 3,9
E27 0,46 0,10 2,9
E29 0,45 0,13 4,2
E31 0,48 0,13 6,2

STRESS VALUES

Repeat 3D 2D
1 0,01 0,01
2 0,01 0,01
3 0,01 0,01
4 0,01 0,01
5 0,01 0,01
6 0,01 0,01
7 0,01 0,01
8 0,01 0,01
9 0,01 0,01

10 0,01 0,01
11 0,01 0,01
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12 0,01 0,01

13 0,01 0,01

14 0,01 0,01

15 0,01 0,01

16 0,01 0,01

17 0,01 0,01

18 0,01 0,01

19 0,01 0,01

20 0,01 0,01

21 0,01 0,01

22 0,01 0,01

23 0,01 0,01

24 0,01 0,01

25 0,01 0,01
** = Maximum number of iterations used
3-d Minimum stress: 0,01 occurred 25 times
2-d Minimum stress: 0,01 occurred 25 times
Outputs

Plot: Graph2
Plot: Graph3

MDS Ampelisca solo stazioni profonde

Non-metric Multi-Dimensional Scaling

Resemblance worksheet
Name: Resem3

Data type: Similarity
Selection: All
Parameters

Kruskal stress formula:

Minimum stress: 0,01

Best 3-d configuration (Stress:

Sample
Al6
Al9
A23
A27
A29
A31
13
16
19
23
27
29
31

W wwwwww

1
-0,03
-1,24
-0, 68
0,03
0,66
0,54
0,62
0,35
-1,07
-0,06
0,44
0,66
-0,04

2
0,16 -1,
-0,45 -0,
0,73 0,
-0,24 O,
0,55 0,
0,59 -0,
-0,38 -0,
-0,78 0,
-1,22 0,
0,12 0,
-0,33 0,
0,31 0,
-0,03 -0,

1

3
10
15
33 1
39
36
29
63
23
06
35
21
47
98

o
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~

1
1
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El6
E19
E23
E27
E29
E31

Best 2-d configuration (Stress:

Samp
Al6
Al9
A23
A27
A29
A3l
13
16
19
23
27
29
31
El6
E19
E23
E27
E29
E31

0w wwww

w

STRESS

Repe

le

at
1

QO J oy U Wb

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

0,27
-0,37
-1,78

0,96

0,49

0,26

1
1,07
-1,06
-0, 96
-0,16
0,25
0,80
0,90
0,01
-0,91
-0,19
0,25
0,23
0,90
0,15
-0,50
-2,24
0,45
0,31
0,71

VALUES
3D
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,11
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,11
0,08
0,08
0,11
0,08
0,08

0,21 0,06
-0,18 0,65
0,94 0,07
0,05 0,28
-0,28 0,19
0,22 -0,51

2 3
-0,73 10,2
-0,82 6,6

0,47 11,9
0,07
0,78
0,39
-0,21
-0,40 1
-1,43
0,26
0,00
0,71
-0,68
0,29
-0,05
0,51
0,74
0,12
-0,04
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~
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~

2D
0,13
0,13
0,14
0,16
0,13
0,15
0,13
0,14
0,13
0,14
0,15
0,13
0,14
0,13
0,14
0,13
0,14
0,16
0,13
0,15
0,14
0,14
0,14

NP O Ww o
~ N S~ N
S oy ooy N

~ ~

0,13)
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* %

3-d
2-d

24 0,08 0,15
25 0,08 0,13

Maximum number of iterations used

Minimum stress: 0,08 occurred 22 times
Minimum stress: 0,13 occurred 10 times

Outputs
Plot: Graph6
Plot: Graph?7
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