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1.INTRODUZIONE

1.1 Léambiente | agunare e | itorale di

La Laguna di Venezia si trova nella parte settentrionale del Mar Aediaitgiu grande

ambiente di traizione del Mar Mediterraneo, con una superficie totale di circa taBi&oat

al, 2009). La laguna veneta puo essere suddivisa in tre principali bacini: il bacino nord, il bacino
centrale e il bacino sud, i quali ricevono acqua dol#4 aifluenti(Zuliani et al 2005)e
comunicano con il Mar Adriatico attraverso tre bocche di poit@cca di porto di Lido (S.

Nicolo), la bocca di porto di Malamocco e la bocca di porto di Cligfgigaet al 2009). La

laguna e un ambiente eterogeneoofarmita media € di circ®1,2 m, ma i canali principali e

le bocche di porto arrivano ad una profondita di cir@® H0, con un massimo di 50 m nella

bocca di porto di Malamocco, punto piu profondo del nord Adriatico (&freo2009).

L 8 e s ceudr marea media annua é di + 31 cm (Pirazzoli, 1974), anche se in condizioni
metereologiche particolarirahgdi marea puo essere molto piu elevateB@@am a +160 cm)

(Sfrisoet al , 2009) . La temperatura del #58Gawmaa | ac
massima di +30 (+33)°C con una salinita che varia da 3&@& 8Be nel periodo estivo puod
arrivare a circa 43 psu nelle zone di barena e si abbassa notevolmente in vicinanza degli affluenti
(18,5 psufCurielet al 2002Sfrisoet al 2@9)arrivando a valori inferiori a 10 psu presso le foci
Léalta wvariabilit”™ |baguba @ Nenezin @ respbnsabilédethta t t e r |
biodiversita di specie animali e vegetali che colonizzano queste aree.

A partire dalla seconda meth®e@o0, ld_aguna di Venezia e stata affetta da un gran numero di
pressioni antropiche, cCome, ad esempi o, | o
commerciali e la pratica delle monocolture nelle campagne adiacenti, che hanno causato |l
mutanento delle condizioni ambientali sia da un punto di vista fisico che chimico. In particolare,
laLaguna di Venezia é caratterizzata da un intenso traffico Inaesda, infatti, sono presenti

due principali aree portuali: tenminaiommerciale a Poridarghera ed utermingbasseggeri

per le navi da crociera a Marittima con due punti di accesso separati, la bocca di porto di

Malamocco e la bocca di porto di S. Nicolo (Lido di Vefwwia)port.venice)it



Inoltre, la laguna di Venezia ospita svaliavamenti di molluschitili, vongolesd ostriche

(Orel et al 2000)ol t re a mercat.i di vendita alldingr
importaziongChioggia e Venezi#t) generalele attivita portuali e di acquacoltura influenzano

la biodiversita degli ecosistemi lagunari del Mar Adriatico settentrionale in quanto collegate
all dintroduzione di specie non indigene (NI ¢
con il piu alto numero di specie alloctone marine di cui grea gono rappresentate da
macroalgheCecereet al 2011; Curiedt al 2002, 2002005; Occhipirthmbrogiet al 2011,

Sfrisoet al 2009, 2012a, 2012b, 20 B4riso & Marchini, 201Marchiniet al 2015; Wolét al

2011b, 2012, 2014). @Ghnkguenza, in questo ambiente la biodiversita della flora € in continuo

mutamento.

1.2 Lo studio della biodiversita macroalgale in Laguna di Venezia

La Laguna di Venezia e la flora macroalgale di questo ambiente sono state trattate, direttamente
ed indirethmente, da numerosi autori. Infatti, a partire da un primo saggio di Olivi del 1794,
riguardante una nuova specigldaLinnaeusfino al gennaio 2009 ci sono stati @d2articoli

che hanno trattato le macrofite dedguna di Venezi&f(isoet al 2009. Da quanto riportato
nellacheekstdi Sfriso e collaboratori del 2009, risulta che nella Laguna di Venezia siano presenti
300taxadi macroalghe di cui 163 specie di Rhodophyta, che rappresdita&?% del totale,

seguite da 78 specie di Chipdyta (26%) e dalle Ochrophyta con 59 specie (19a%).

numero € tuttora in costante aumento (Sétsal 2010, 2012b, 2014a; Sfriso & Facca, 2011,

2013; Wolet al 2011a, 2011b, 2012, 2014; Marehali 2015).

Molti degli studi sulle macrgla¢ sono stati effettuati durantXIiX e il XX secolo e le piu
consistenti informazioni sulla flora della laguna veneta sono di Zanardini, che tra il 1841 e il 1871
ha scrittoseimonografie sulla flora mediterrandaatica. Molti altri studi si songsseguiti tra

la fine dell d0ttocento e |l a fine del secol o
Pignatti & Wikus (196ZFignatti & Pignatti (1966) e La Rocca (1976). In ogni caso la maggior
parte della letteratura e stata prodotta dugiiraeni Ottanta del Novecento e la praneckst

di questo periodo e stata redatta da Sfriso (1987) che studio le macroalghe trovate nella laguna e

sulla | inea di costa dell i sol a del Li do. S



una ompleta revisione delle specie trovate haljmna di Venezia fino al 2004, la quale
riportava 277axa

La maggior distribuzione macroalgale e stata raggiunta néglr@girobabilmente a causa

dal | 6aument o de lLdguine di Verzia tleglizand @ i emgaegldlaeni 6 al t a
produzione primaverikrastata seguiggerodaintensi fenomeni dinossiacausa dkil morte di

pesci e di organismi bentongalauna marcata riduzione della biodiversita lagunare ¢5&iso

2009) Nei primi annd 9l&0laguna& stataaffetta da altri stress antropici, connessi alla pesca del
molluscoRuditapes philippingddams & Reeve)a pesca di questo bivalve causatda

distruzione dei fondali, riducendo la biodiversita della macrefeamsando la risospensione di

una grande quantita di sedimenti (@tedl 2000), con drammatiche conseguenze ambientali
(Sfrisoet al 2005)alcune delle qudlannoportao, in aggiunta ad una riduzione della biomassa

di fitoplarcton e di micrbtobenthos, anche ad udaasticariduzione della biomassa delle
macrofite (Faccat al 2002a200D).

Al giorno doéoggi , | eutrofizzazione e i Suo
taxadella flora locale sta aumentando, nonostante piowmmaumero di specie caratteristiche di
ambienti di alta qualit? siano scompar se. 4
| agunar e, ma anche all dintensificarsi dei m
nuovitaxache, anno dopo an, sono stati aggiunti allzeckstlocale (Sfriset al 2009).

Un altro fattore che ha notevolmente influenzato la biodiversita macroalgale nel corso degli

ultimidecenniéstat 6i ntroduzi one di nuove specode all o
organi s mi esotici nell 6ambiente marino sono
attivit?’ di acquacol tur a. |l nsi eme, guest. \

introduzioni di macroalghalloctone Ribera Siguan, 2Q0@/illiams & Smith, 200) Tali
meccanismi includono:fdulingil trasporto di organismi planctonici o frammeingrganismi

nell dacqua di zavorra delle navi, [ trasfer.i
alimentari viyicongelatio disidratati, il trasporto di organismi algali associati alletapgstie

degli allevamenti di acquacoltWval(entinus, 20QRibera Siguan, 2003).

Con il termindoulingi si riferisce agli organismi che usano gli scafi delle navi come substrato di
attacco durante teaversate (Carlton & Hodder, 1995). Come ripdrtaiao studiali Ribera

Siguan (2003), dei 18&adi alghe marine aliene e angiosperme presenti in tutto il mondo, 39



sono state introdotte attraversdolllinglegli scafi. Nonosite le misure preventive contro

| 6i nqui nameNaylooet &4 PO®) lo@a cpuacol tura ri mane un'
del | 6alto numer o di i ntroduzi on,isoprdtiutomeax c r o a |
quanto riguarda gli allevamettbivalvi. In particolare, alcune introduzioni algélaguna di

Venezia si sono verificate come conseguenza della loro associazione con vongole della specie
Ruditapes philippinaniradotte massivamente in laguna agli inizi degli@niolf et al

2011b, 2014frisoet al 2014h)l nol t r e, | aumento dell e temper
mari ne, osservato nel corso degl:i ul ti mi Ci
provenienti da zone tropicali attraverso un aumentorddassi di crescita erdclutamento
(Stachowicet al 2002; Wolét al 2014).

E tuttavia possibile che alcune di queste specie macfosdgati gia presenti in passato, ma

non sianomai state registrate per svariati motivi quali: pochi shiaij tassonomiche non
aggiornate, piccola taglia o scarsa distribuzione della specie, metodi di campionamento e

identificazion@on sempre approprid8frisoet al 2009).

1.3ll genere CeramiumRoth (Ceramiaceae, Rhodophyta)

CeramiurRoth € uno deigner i con il maggi or numer o di
Rhodophyta (Chet al 2003a; Wolét al 2013). Infatti, attualmente esistob@9 nomi di

specie, sottospecie e variet&eliamiuyndi cui pero solamente124ono stati accettati come

validi a livello tassonomicaGyiry & Guiry, 2018 Questo genere ha una distribuzione
cosmopolita e molte specie sono presenti nelle zone eulitorali o subtidali di aree costiere di climi
tropicali e temperditieddi (Maggst al , 2002) . P r o istabbzioherdella specie | 6 a m
appartenenti a questo genere e dallggdoro capacitén partedi aderire allo scafo delle navi
(foulinge ai substrati di vari prodotti ittioa parted i sopravvivere all din
zavorra. In questo modo leesie diCeramiusono in grado di colonizeaauovi ambienti al di

fuori del loro areale di distribuzione di origfagorite dai traffici navali e dalle attivita di
acquacolturéBoudouresque & Verlaque, 200heuret al 2007 Grosholzet al 201% Dal

momento della costituzione del ger@&eamiumel 1797 da parte di A.W. Roth, ci sono state

molte modifiche a livello tassonomico e nomenclaturale e, sebbene siano stati effettuati numerosi



studi, la sistematica di questo genere é tuttora molttessafMaggst al 2002; Chet al

2003a, 2008; Skageal 2005; BarreBarretoet al 2006; Wolét al 2013).

Le specie di questo genere presentano talli filamentosi di forma cilindrica o leggermente
compressa caratterizzati da assi monositircaindati da altre cellule a formare una struttura
chiamatecortexLa corticazione puo essere limitata ai nodi, oppure le cellule corticali possono
avvolgere anche la zona degli internodi dando origine a un tallo completamente corticato (Maggs

& Hommessand, 1993}g. J.

100 ym

Figurd. A) Esempio di tallo completamente corticato. B) Esempio di tallo parzialmente corticato. Immagini tratte da W
2011a.

Il tallo puo essere eretto, raggiungendo altezze fino 80cowg 0 pud essere parzialmente o
interamente prostrato e aderisce al substrato tramite rizoidi (unicellulari o pluricellulari) che
spesso terminano in dischi basali (Maggs & Hommersand, 1993). Le ramificazioni del tallo
variano da alternatistiche a geudodicotomiche, con le estremita degli assi che possono essere
dritte, incurvate o involute (Maggs & Hommersand, 1993).

Le caratteristiche morfologiche che pgrmett c
patterrdi ramificazione2) la presnza/assenza di spine cortjicd)i il diametro degli assi

principali 4) il numero di cellule periasstliil grado di corticazion@) le caratteristiche di

alcune strutture riproduttive quali i tetrasporangi (Dixon, 1960; Womersley, 1978; Cribb, 1983



Millar, 1990; Maggs & Hommersand, 1993; BBawsto & Yoneshigtdalentin, 2001; Chet
al, 2001).

1.4 Caratteri diagnostici vegetativi

| patterndi ramificazione dei filamenti sono uno dei fondamentali caratteri morfologici utilizzati
per discrirmare tra le specie di questo genere. Le ramificazioni di nhumerose specie, come
abbiamo detto, variano da alternate a ps#odtmmiche (Dixon, 1960; Maggs & Hommersand,
1993), ma non esiste una vera dicotomia (South & Skelton, 2000). La crescia alegli as
monopodiale ed avviene da una divisione obliqua delle cellule apicali seguita da un allungamento
della cellula assiale (Maggs & Hommersand, 1993). Le ramificazioni laterali si originano
abassialmente a intervalli piu o meno regolari (Maggs & Homdmé&ees). Molte specie
presentano ramificazioni complanari nelle parti giovani ed in attiva crescifmtiertpled

essere mantenuto indefinitamente in alcune specie, mentre in altre molti rami laterali nascono
occasionalmente da cellule periassiahmo origine a ramificazioni casuali (Womersley, 1978).

Le spine, qualora presenti, sono utili caratteri diagnostici poiché la forma e il numero delle cellule
che le compongono risulta differente tra le varie specie (B&nWomersley, 1978)d.2).

Alcuni studi, perd, hanno suggerito che la presenza di spine canticaliun carattere
diagnostica@he puod essere usato per dedurre le relazioni tra le spesETduitkagest al

2005).

Figura 2. Esempio di tallo con spine corickli4aretlate. Immagine tratta da Wolf et al., 2011a.



Anche | o spessore dell dasse principale, pur
specie, e spesso stato usato come carattere utile a livello tassonomico (Womersley, 1978).

Un altro imprtante carattere diagnostico € il numero delle cellule periassiali da cui si sviluppano
le cellule corticali (Womersley, 1978). In generale, nelle diverse $pm@midnvengono
formatetra®1 0 cel |l ul e peri assi alsiess&spatio, il lora hument e ,
non puo variare che per piu di una cellula (Womersley, 1978). Le cellule periassiali solitamente
producono 2 cellule corticali anteriori e da 1 a 3 (solitamente 2) posteriori (Maggs &

Hommersand, 1993i¢.3).

7 S 0~ ~ 2
- L
S A X

Figura 3A) Sezione trasversale del tallo. Cellule assiali (Ax) e cellule periassiali (P). B) Sezione llordgiladinale del tallo &
corticazione. Immagini tratte da Cho et al., 20Baaret@atrak, 2006.

In molte specie @eramiyni filameto corticale forma bande nodali separate ma in altre specie
esso copre gli assi completamente (BBanwstoet al 2006)Kig. J. La struttura e il grado di
corticazione sono, infatti, altri importanti caratteri utili nella discriminazione traelalispec
CeramiuiWomersley, 1978; Ckbal 2001; Chet al 2002). E interessante notare perod che il

grado di corticazione, in alcune specie, puo dipendere dalla stagione di crescita e dal microhabitat
(Garbaryet al 1978; Cormaci & Motta, 1987). baicazione é spessa da 1 a 3 cellule e puo
essere continua sopra le cellule assiali, o discontinua, formando delle banddeicalale

corticali possono essere piu 0 meno aderenti alla cellula assiale (Maggs & Hommersand, 1993).
Secondo South & 8lkon (2000) e Maggs & Hommersand (1993) anche la curvatura degli apici &

un importante carattere diagnostico, sebbene Womersley (1978)chdfenmesto carattere
debbaessere usato con attenzione. Infatti, gli apici, che crescono attivamente, ioelfmrnegg

delle specie sono involuti, spesso nettamente, ma se la crescita e lenta, o € cessata, gli apic
possono diventare praticamente dritti (Womersley, 1978).
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1.5 Ciclo vitale e caratteri diagnostici riproduttivi

Generalmente le alghe hanno un cidlle bifasico, o quello che viene chiamato un ciclo

aploidediploide Questiorganisnai| t er nano una f ase

una

sessuata do

fase asessuata dove | eliicdeiduidipldideprosucan® di p |

sporeaploidi, chesuccessivamente, si sviluppano in adulti maschili e femminili aploidi chiamati

gametofiti. | gametofiti adulti producono gameti femminili e maschili, la cui fusione produce

adulti diploidi, gli sporofiti, completando il ciclo viGdeamiuncome le altre alghe rosse, ha un

ciclo bifasico modificaté ciclo trifasico (Figd) 8 ¢ o raggiunda di un breve stadio diploide

chiamatocarposporofitacche si formal a | | 6 u gametnaploidd (Edwards, 1973; Garbary,

1988; Thornber, 2008puesto carposporofito vive sul tallo femmird quale acquisisce

nutr

ent i . Esso produce spore diploidsi, chi

sviluppano intetrasporofiti maturi, che vivono liberi. | tetrasporofiti, per merasiugono

tetraspore (ciascuna spora e formata in un gruppo di quattro) che sono rilasciate nella colonna

d 6 a ¢ g u asviluppaaoviregamsetofitiaschili e femminili.

3 Aploida
D Diploide

H— Tetrasporocisti

Carpaspora
geminante

.
ﬁ Tetraspore {n)

£

. @
@

|
Tatrasporofito
(2n)

Gamelofito
femminile
) !

crestita Carpogonio
{porzione basale
___Giovane del carpogonio ™
carposporalile can nuclea)

Nucleo
delio zigote

Callula
ausiliaria

Figura 4. Schema del ciclo trigenetico. Immagine tratta da Karleskint et al., 2009.
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| tetrasporangi, le strutture riproduttive che, per meiosi, originano le tetraspore, offrono caratteri
tassonomici utili in molte specie (Womersley, 19818 specie non completamente corticate i
tetrasporangi sono prodotti solo dalle cellule periasdis o tre tetrasporangi si originano da

una singola cellula parentale (Nakamura, 196%t @hQ001, 2003anentre nelle specie piu

corticate i tetrasporangi possono originarsi anche dalle cellule corticali e un singolo tetrasporangio
si origina d ogni cellula parentale (Gtal 2003b). Il grado di protezione involucrale dato dai
filamenti corticali varia nelle diverse specie da molto leggera a quasi completa (Womersley, 1978).
Ad esempio, nelle specie con una completa corticazione, i ratigispono solitamente

i mmer si compl et acoe@Momerskey, 1988).nt er no del | a

C6 una considerevole variabilit”™ anche nel
banda corticale (South & Skelton, 20@entre mrlla maggioranza @elpecie i tetrasporangi

sono prodotti in spirali (South & Skelton, 20@0galcune specie con filamenti molto sottili

invecej tetrasporangi si trovano normalmentsimgolafilaed in altreancorasono disposti in

verticilli (Womersley, 197&)id. 5). | tetrasporangi maturi possono considerevolmente variare
per di mensi oni e per |l a modalit™ di di visi o
1978). Per questo motivo tale carattere deve essere considerato in combinazione ad altri caratteri

diagnostici per una corretta discriminazione tra specie (South & Skelton, 2000).

Figura 5. Sezione longitudinale (A) e tB)sdelsalla Cui sono visibili i tetrasporangi (T) nella corticazione. Immagine tratta
da Cho et al., 2003a.



Il caposporangio, la struttura riproduttiva in cui, dopo la fecondazione, si formano le
carpospore, per la maggior parte degli autori non fornisce informazioni che possono essere utili a
livello tassonomico (Womersley, 183f&ggs & Hommersand, 1993; Boo & [16843.

| caratteri morfologici utilizzati per discriminare tra speciegsara molteplici, ma non tutti

sono riconosciuti unanimemente validi dagli esperti, causando confusione a livello sistematico.

1.6 Problematiche nella sistematica del geneteramium

Classicamente, le speci€Cdramiumono state identificate tram
come | dassetto dei filament. corticali, l a n
1963; Abbott, 1999) ed altri caratteri tassonomieim@p descr i t t i . I n gene

delle caratteristiche morfologiche per discriminare tra le specie di questo genere mostra alcuni
limiti.

Secondo numer osi autori guest.i probl emi son
morfolagici usati classicamente per il riconoscimento delle specie (Dixon, 1960; Boo & Lee,
1994; Maggst al 2002; Chet al 2003b). Inoltre, alcuni di questi caratteri presentano delle
difficolta di interpretazione a causa della loro complessita e n@erspne ritenuti validi da

tutti gli autori. Cosi, utilizzando criteri diversi, la discriminazione delle specie non puo risultare
univoca.

Per quanto riguarda le difficolta di interpretazione dei caratteri tassonomici possiamo riportare un
esempio prendendopunt o da uno studio di Di xon (1960
per determinare il corretto numero di cellule periassiali € sezionando il tallo, ma anche allora la
determinazione pud essere difficoltosa se la sezione non passa lungo larpaetedslipe

cellula assiale. Per individuare il corretto numero di cellule pedassiadié fondamentale

operare una sezionelpunto esatto. Un lieve discostamento da questo punto puo quindi portare

ad una errata determinazione del caratteredassonche puo a sua volta essere causa di una
scorretta classificazione a livello di specie.

Ci sono poi altri fattori che concorrono ai problemi tassonomici del Genanauninfatti,

studi colturali hanno evidenziato che le condizioni ambientafigpassevolmente influire sulla
morfologia delle specie di questo genere. Questo fa si che una stessa specie, in condizioni

ambientali diverse, possa sviluppare fenotipi piuttosto differenti. Ad esempio, il grado di
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corticazione, la curvatura degli apidi patternsli ramificazione vengono influenzati dalle
condizioni colturali quali la temperatura, la luce e il fotoperiodo (@aratp78; Suh & Lee,

1984; Cormaci & Motta, 1987; South & Skelton, 2000).

Per alcune specie un altro problema consiftemancanza di campioni tipo, cioé campioni su

cui |l a specie  stata descritta per |l a prim
depositavano il materiale originale in Musei o Orti Botanici ma possedevano collezioni private
che nelémpo si sono persedescrivevano la specie attravdtsirazioni fatte a manQuesto

rende spesso difficile paragonare i campioni freschi con quelli originali di riferimen&t (Maggs

al, 2002).

In aggiunta, spesso le speci€atiamiutmanno dimensni contenute (Womersley, 1978) e si
possono presentare in forma epifitica (South & Skelton, 2000). Va poi ricordato che ci sono
speci e criptiche all dinterno di guesto gen
morfologicamente da non poter esskscriminate tra loro se non a livello genetico.

Sebbene eccellenti flore algald] regionali fo
sulla morfologia, la validita delle specie riconosciute puo essere questionatza{\2a§g3. 1

problema principale, secondo Magjgsl(2002), sta nella mancanza di criteri oggettivi in grado

di stabilire se i di fferent.i fenotipi rappr
rappresentino diversi genotipi.

Come € gia stato acoato, il numero di specie registrate attualmentg, endlesiston679

nomi per le specie del gen€mramiuf®Guiry & Guiry, 2018 Fino al 2011 il numero totale di

specie, sottospecie e varieta arrivava addirittura a 893 nomi (con soli 177 nan(Vslotfettat

al, 20138 . Léevidente discrepanza tra il numer o
all desi stenza di mo |, ton k| sansaguente @resenza dnpiuandmi ger e
una stessa specie o di un unico nome per [ie gpeealta distinte. Era infatti possibile che una
stessa specie presentasse fenotipi diversi ma che questi fossero, in realta, geneticamente identici
che vi venissero attribuiti piu nomi; come era pure possibile identificare sotto lo stesso home piu
specie, geneticamente diverse ma fenotipicamenteEsaraliche comune il caso in cui un

gruppo di specigenisse i uni t o sotto un uni c@ rubrwnnepeciesc 0 Me
compléx e dC. strictumo species adpmplexG a et lala19%8; Ruess, 1978; Maggs &
Hommersand, 1993; Maggsl 2002; Gabrielsen al 2003).
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Poiché le alghe rosse marine, cofGersamiunsono morfologicamente molto variabili, per una
corretta identificazione e descrizione dei ditsdarisulta necessario ulstudio combinato
della morfologia e delle sequenze genetichee{Gh®003a). In generale, infatti, la validita di
alcune caratteristiche morfologiche per discriminare le s&miandiuenstata messa in dubbio
da risultati di analisi molecolaraggsetal , 2 0 0 2 ) .markethalecalali per delonitadei
le specie, dunque, ha sempre piu importanza per studiare la biodiversita detrgemane
(Maggset al 2002; Chet al 2003a, 2008; Gabrielstnal 2003; Skaget al 2005; Barse
Barretoet al 2006, Wolét al.2013).

1.7 Metodo del DNA Barcoding p er | 6i denti ficazion

macroalgal

I metodo del DNABarcodiggstato proposto da Hebert e collaboratori nel 2003 per far fronte ai
problemi tassonomici derivati dallfficolta di una corretta identificazione delle specie. Egli
sostiene, infatti, che per gual si asi speci
sull danal i si dei sol i caratteri mor fidth ogi ci
fenotipica dei caratteri diagnostici impiegati nel riconoscir@etdopresenza thxacriptici,

comuni in molti gruppi (Knowlton, 1993; Jarman & Elliott, 28D complessita delle chiavi
dicotomiche in uso che le rendono spesso uno strualkenpmrtata di soli esperti sistematici, e

4) la non completezza delle chiavi morfologiche che spesso sono dinntataracolare stadio

di sviluppo per cui molti individui non possono venire identificati.

Piu in particolare, per quanto riguardddeearosse, la difficolta di identificazionetaleié

legata a fattori quali la presenza di morfologie molto semplici, la variabilita fenotipica influenzata
dalle condizioni ambientali e i cicli vitali con alternanza di generazioni eteromorfe (Saunders,
2005 2008; Walkeet a| 2009; Clarkston & Saunders, 2010). E ormai chiaro, quindi, che la
distinzione tra specie effettuata utilizzando dati morfologici vegetativi e/o riproduttivi & spesso
problematica (Leliaegt al 2014). Secondo molti autoriaitif per la descrizione di una specie
dovrebbe venire usato un approccio polifasico che includa una combinazione di caratteri
morfologici, ecologici e molecolari (Saunders, 2008, 2009; Destaliti¥ 0).

Da ormai qualche anno, quindi, molti ricercat avvalgono del metodo del DIBArcodirahe

S i basa sull danal i si di una breve sequenza
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(markemolecolare) come ulteriore strumento diagnostico. La tecnica di base @ardaNihg
prevede HedNA da uaazpicabla porzionecdimpionela successiva amplificazione
tramite la tecnica delRolymerase Chain Refe@#t) del markermolecolare scelte il
sequenziamenttel prodotto ottenut@Nielsen & Matz, 2006).

Uno dei vantaggi di questetodo e che, mentre anche la piu completa analisi morfologica
esamina, al massimo, solo poche decine di caratteairkemolecolare contiene da centinaia a
migliaia di caratteri (Clarkston & Saunders, 2010).

Quest e sequen zbmarcodasergtic wossond essereeammaginate come dei veri e
propri codici a barre, in grado di identificare univocamente a livello di specie il campione in
esame (Clarkston & Saunders, 2010)stégnali tale metodo e stato creat@dnsortium for the

Barcodelafe(CBOL), un consorzio internazionale di vari enti di ricerca che supporta lo sviluppo

del DNABarcodigo me uno standard internazionale per
2005).
¢ i mportante notar e ¢ he mpiae puddssere inlqualziasictadioi g L

di sviluppo o essere costituito anche solo da un piccolo frammento (Nielsen & Matz, 2006). In
questo modo € possibile analizzare anche individui che non presentano chiari caratteri
diagnostici.

Per utilizzare questo todo (Fig. 6)¢ essenziale avere a disposizione una banca dati di sequenze
di riferimento, generata a partire da campioni tipo accuratamente identificati (Netvajaster
2006). Attualmente esistono diverse banche dati di sequenze nucleotidiche w©be vengo
costantemente aggiornate e fanno parte del progettoational Nucleotide Sequence Database
CollaboratjoqualiGenBankrodotta e mantenuta ddhtional Center for Biotechnology nnformatio
(NCBI) statunitense, IRNA DataBankDDBJ) giapponese e European Nucleotide Archive
(ENA) europea. Oltre a queste é stata fondata in Canada nel 2005 una banca dati che raccoglie
solamente sequenze di determimatkeselezionati per il metodo deNB BarcodintgBarcode

of Life Data Sys{&@LD).

Queste banche dati vengono poi utilizzate per confrontare le seqianczedsitenute dagli
organismi in esame con quelle note (Saunders, 2005eRabR806; Maggst al 2007). I

campione &ne identificato in base alla sua percentuale di identita nucleotidica con le sequenze
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presenti nella banca dati (Hajibabtal 2007) tramite il programasit.ocalAlignment Search

Too(BLAST).

f Web-Accessible Data and DNA Barcode \
Specimen Collection Data b oo T

Photograph

w g IR 1 68 BOR R 14 0 R ST 1]
TS 550071 0 S A 190 i

Figura 6. Fasi principali del metodo del Digy.Bamec@djine tratta da Floyd et al., 2010.

Sebbene questa tecnica sia un elemento chiave per le ricerche tassonomiche (Stoeckle, 2003
Tautzet al 2003)essanon pud sostituire completamente la tassonomia descrittiva tradizionale

(Dunn, 2003; Lipscomét al 2003; Sebemt al 2003). Ad esempio, quando un campione

sconosciuto non trova corrispondenza nell a |
anal i si mor fol ogica per | dassegnazi oehdeg di g
2007).

1.8 Markermolecolari utilizzati

Molte regioni geniche sono state impiegate per la sistematica a livello di specie e dai primi anni
Novanta il numero degli studi sulla validita delle diverse regiombarcode marksayso
aumentati costantemte (Hajibabaet al 2007; Maggd al 2007). Il CBOL, periodicamente, si

riunisce per valutare, alla luce dei piu recenti studi, qualnsikemigliori. Unbarcoaearker

14



per poter essere valjdieve possedere alcune caratteristiche fontdimBer prima cosa deve

essere universale, cioe deve essere presente nel genoma di tutti gli organismi prdsvim esame

poi essere sufficientemente variabile per poter discriminare tra le specie e deve essere presente ir
singol a c¢ odgeaoma Pdruantotriguardaqli adimali e stato seleziomaidkem
universale, un frammento di circa 600 paia di basi del gene mitocondriale citocromo c ossidasi 1
(COIl), mentre per quanto riguarda le piante e stato piu difficile definire unakeie®per ora

sono stat approvat due regioni di geni plastidiali, la maturash#] e la subunitd grande

del | 6enzi @ WRwuB.s)CO (

Per le alghe, sono stati usati mobrkerdi differenti organeéldella cellula (DNA nucleare,
plastidiale, mitocondriale) per studiare le relazioni filogenetiche a livello interspecifico e
intraspecifico (Wolét al 2012). Tra questi, la subunita grande della ribL®Bifiosfato
carbossilasi/ossigenadit() e uno deimarkergsati piu comunemente (Freshwatea| 1994).

Non ci sono i ns ebtaélle aghe rassedcbsb ez | oneameht 6 del
non  ambiguo, facilitando | 6uso diuegesesto ¢
1994; Freshwatet al 1994; Kamiyet al 1998; Leet al 2001; Maggs al 2002; Yang & Boo,

2004) . rdtredmarkeper, il qual@ stab prodotb il maggior numero di sequenze di
riferimento disponibili nella banca GenBnk

Per quanto riguarda le macroalghe rosse é stato propostoarderestandartthe il CObP,

|l a regione 506 del gene qnpoithé a sua @élevata Vamabilitailot o c r
rende efficace anche per la discriminazione tra spetta@am&nte correlate a livello genetico
(Saunders, 2005, 2008). Il CBOL ha accettato {bE©O©bme regiongarcod#andard, dato il

Suo successo nella maggior parte del 5B | i nec¢
in altre linee evolutivei@riotiche deve ancora venire valutata (Clarkston & Saunders, 2010). Per

le alghe rosse, il COP e stato usato molto spesso in studi tassonomici ma non & ancora stato
validato comenarkedi barcod&aunders, 2008008 Robbaet al 2006; Le Gall &aSnders,

2010).

Altrimarkeu t i | i zzat. per studi di sistematica ma
ovvero Internal transcribed spaedr|  oper one r, moblto sisatmipen Istedi dn uc | e
filogeografia e di ecologia molecolare (Haydeaaawd, 2004; Moniz & Kaczmarska, 2010); lo

spaziatore intergenico plastidiblie-rb& tra il genebt e il geneb& (codifica per la subunita
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piccola della ribulosih5bifosfato carbossilasi/ossigenasi) che e stato dimostrato essere un
buonmarkeper | a di scriminazione dell e speci e, e S
estremamente variabile a livello interspecifico €Calb 2003a; Skage al 2005; Wolkt al

20119; e ilmarkeplastidialéufA che codifica per il fattore di ef@zione Tumolto usato per
discriminare tra le specie di alghe verdi (Eaaa2002; Zuccarelkt al 2009; Handelet al

2010).

1.9 Analisi filogenetiche

Tutti gli studi di sistematica molecolare hanno lo scopo di dedurre le relaziorie tealpec

base deipatterrdi sostituzioe di basi nucleotidiche omologteh e v ari ano all 8
determinati gruppi tassonomitirisultato di queste analisi € un alfilrgenetico (Swofforet

al, 1996). Un albero filogenetico € un grafico chie metvidenza le relazioni a livellolutivo

tra specie e il grado di divergenza che separa itdikeetsn par ti col are, al |l 0i
filogenetico urcladé rappresentato da un gruppo di due dagpiache si sono evoluti da un
progenitoe comune e la lunghezza dei rami rappresenta il grado di divergenza che separa una
specidal | 6altra (Erickson & Driskell, 2012).

Le ricostruzioni filogenetiche sono di grande aiuto nel caso in cui si voglia assegnare un campione
sconosciuto a una detemmdat a Sspeci e 0O Qgruppo tassonomico.
specie  resa pi%¥% semplice e vel daredetum ami t e
albero filogenetico contene sequenze appartenenti a specie note (Erickson &I[23k2).

Per la costruzione di un albero filogenetico possono essere usati diversi metodi e nel caso di dati
di DNA Barcodimiene utilizzato il metodo deeighboudoiningNJ) (Kumar & Gadagkar 2000;

Hebertet al 2003)L 6 a | g o r i téstatcreatoda Saitdu & Ne (1987 bail compito di
individuare | dalbero che mini miQuesto metado s o mma
utilizzauna matrice didistangae r | a costr uzi onLadisthezh ¢, it gehdree r o f
il numero dimutazioni che occorrono per passare da una specie ancestrale alla specie in
guestione oppure da una specie ad wunodoaltra.
di genoma molto spesso in modo poco prevedlaledistanzaviene ricavata attraveo

l al l i neament o dullamasqelkistanzestra b isequprea D costruisce una

matrice delle distanze dove vengonoCisemgnati
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diversi modelli evolutipier il calcolo della matridelledistanze che differiscono pemuimero
di parametri utilizzae per la frequenza delle basi. Nel caso del Bédéodingene usato il

modelloKimura con due paramefii2) (Hebertet al 2003).

1.1MBiodiversita del genereCeramiumin Laguna d Venezia

Fino al 2011 le specieGeramiumniportate nelleheckstslocali erano state identificate tramite
analisi morfologichfrisoet al 2009)Solamente di recente & stato condotto uno studio di tipo
molecolare sulla biodiversita di questergein Laguna di VeneZimitato tuttavia alle aree
delle bocche di porto di San Nicolo e Malamocco évallf2011a).

Ad oggi,integrando i dati morfologici con quelli molecaligijta chan Laguna di Venezia

sono presenti2specie dCeramiudi seguito elencate

Ceramium ciliafumillis) Ducluzeau;
Ceramium cimbriduitn Petersen;
Ceramium circingiizing) J. Agardh;

Ceramium c@Hii Richards) Feldmahazoyer;

= =/ =2 =4 =

Ceramium derl@dier ex Kitzingidentificato in precedenza co@eamium secundatum

Ceramium rubnem.barbatum
1 Ceramium deslongchahapsiin ex Duby;
1 Ceramium diaphafiughtfoot) Roth;

1 Ceramium nudiusc(#iintzing Rabenhorsfidentificato in precedenza co@eramium

ciliaturear.robustym

1 Ceramium polycékaitzing) Zanardini(identificato in precedenza cor@@ramium
diaphanusensu Harvey);

1 Ceramium siliquo@itzing) MaggstHommersand,

1 Ceramium tenerrig@nMartens) Okamura;

1 Ceramium virgaRoth.
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2. SCOPO

Ceramiuoth € uno dei generi di aglosse (Rhodophyta) con il maggior numero di specie.
Presenta una vasta distribuzione geografica che si estende dalle coste dei mari tropicali a quelle d
climi temperati r ed d i . || genere  caratterizzato d
influenzata dalle condi zioni ambiental.] di cre
specie molto difficilél problema di una corretta identificazione di queste specie algali & ancora
maggiore in aree con un intenso traffico nas@iee la Lagundi Venezian cui nuove specie

alloctone possono essere facilmente introdotte da araeesitesranednoltre, ino al 2011le

specie dCeramiunportate nelleheckstdocali erano state identificatdamentéramite analisi
morfologichee tutora e stato condotto un unico studio molecolare confidatm areale

ristretto della Laguna di Venetia.scopo di questgesi ést at o, perci ., ampl
monitoraggioncludendo piu siti di campionamento e analizzare i cam@enadiiusia da un

punto di vista morfologico sia usando un approccio di tipo mole€ulasto per avere un

guadr o di come  cambiata Il a biodiversit?w
| agunare e monitorare | &i rdctone.thyparticatareeé statdo e v e |
usato il metodo d€INA Barcodimgh e, tramite | danal i si di brev

una rapida e univoca identificazione dei campioni in esame. E stato possibile, quindi, determinare
alcune delle speqeesen i nell 6ambiente | agunare e | itore
segnalate in letteratura fino ad oggi. Oltre a specie comunemente @rsetEDtipossibile
individuarequattrospecie nuove finora mai segnalate in quest&anekeriore scopdi questa

tesi e statogunque, quello di ampliare le conoscenze a livello sistematico di questo genere e
rendere disponibili alla comunita scientifica le sequenze nucleotidiche relativéazapeovi

facilitarne | &6i dengeagfaficeazi one anche in altre
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Campionamenti

| campioni algali dCeramiusono stati raccolti in 6 siti di campionamento, a partire dal mese di

maggio 2017 fino al mese di ottobre 2017,

della Laguna di Venezia (K. Le stazioni di campionamento sono state scelte sia in punti

interni alla laguna sia lungo il litorale marino in base alla distribuzione d€leyanmeven

Laguna di Venezia. Le localita e le coordinate geograficdme sigisono riportate in tabella A.

IStaz. 6

Figura 7. Laguna di Venezia e siti di campionamento.

Tabella A. Elenco delle stazioni di campionamento.

Stazione Localita Coordinate geografiche
. ~ 45°14'26.88"N
Stazione 1 Cad Roman, 12°17'24 56"E
Stazione 2 Santa Maria del Mare, 45°19'56.00"N
Pellestna 12°19'2.89"E
Stazione 3 Diga Alberoni Faro, Lido di 45°20'8.35"N
Venezia 12°20'14.16"E
: . . 45°20'55.81"N
Stazione 4 Torson di Sotto, Venezia 12°14'56.63"E
. L : . 45°23'35.22"N
Stazione 5 Murazzi, Lido di Venezia 12°21'31 23"E
Stazione 6 Diga Farali San Nicolo, Lidc 45°25'21.87"'N
di Venezia 12°25'10.86"E
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Gli esemplari algali sono stati raccolti a profondita comprekest@am attraverso attivita di
snorkelingn condizioni di bassa marea i campioni sono stati prelevati dagli scoglianella zon
intertidale a pochi centimetri dalla superficie del mare. Oltre a campioni attaccati al substrato
duro, quali rocce e gusci di animali, sono stati raccolti diversi esemplari presenti in forma epifitica

su fanerogame marine qdalstera marlianaeus

3.2 Sortinge conservazione del materiale algale

Una volta raccolto, il materiale e stato mantenuto refrigerato duragpieribtma laboratorio ed

stato poi selezionato attraverso undatte
stereomicroscopi(Euromex Olandd. Questa prima analisi morfologica mi ha permesso di
separare i campioni appartenenti al g&emmiutha s peci e al |l dapparenza
esempio, quelle del gen€entrocetdistzing Dopo aver opportunamente liberatcainpione
da impurita e da alghe epifite che avrebbero compromesso le analisi genetiche, una parte di ogni
campione e stata conservata in gel di silice, per le analisi molecolari, mentre una parte e stata
conservata in una soluzione al 4% formaldeide/acquard, in modo da poter effettuare,

gualora si fosse reso necessario, ulteriori osservazioni morfologiche piu dettagliate.

3.3 Estrazione del DNA genomico

Per | 6estrazione del DNA dai c a nGenomin DNA st a
purifidt i on kit (.Thlea mpr iSmd emasé i dE) | destrazi one
campione disidratato in gel di silic@55ng di materiale algale) in un mortaio per mezzo di un
pestello. Una volta ottenuta una polvere omogenea, sono stati 209 pl di tampone
fisiologico TE (Tris/HCI 10 mM pH 8 e EDTA 1mM pH 8) e si € mescolato fino ad ottenere un
omogeneizzato privo di frammenti visibili. A questo punto sono stati aggiunti al composto 400 pl

di Lysis Solutigfornita dal kit) e si é w@tnuato a mescolare. Questa soluzione a base di
detergenti ha la funzione di lisare il plasmalemma e denaturare le proteine di membrana. Si e
dunque proceduto incubando il campione in un bagnetto termostatico a 65°C per 30 minuti e si
sono aggiunti 600 di cloroformio. Entrambe le operazioni hanno lo scoptemturare le

proteine eventualmente rimaste in soluzMmglesto punto, si € centrifugato il campione per 5

minuti ad una velocita di 11.000 giri al minuto (iprguesto modai formano tre f&: la fase
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superiore € una fase acquosa, contenente il DNA, la fase intermedia contiene le proteine
denaturate, mentre la terza fase, quella inferiore, € una fase organica composta da cloroformio,
proteine e composti aromatici. Nel frattempo, € statargtegda soluzione di precipitazione,
mescolando 720 pl di® milliQ con 80 pul dPrecipitation Solyfamita dal kit). L&recipitation

solutiom base di isopropanolo e sali serve a purificare ulteriormente e concentrare gli acidi
nucleici, che prgstano insieme a parte dei sali e possono essere efficacemente separati da altri
componenti cellulari piu solubili. A questi 800 ul é stata aggiunta la fase acquosa superiore,
contenente il DNA, e si € mescolato il tutto, capovolgendo numerose volteerattea

ambiente per circa2zlminuti. Al termine di questa fase, si e centrifugato ulteriormente a 12.000
rpm per 10 minuti. Dopo questa operazione s
bianco costituito dal DNA. Si e eliminato, a questo pustonatante e si € sciolto il pellet in

100 pl di soluzione NaCl 1,2M (fornita dal kit), con la funzione di rompere ideggenotra

i DNA e | 6acqua. Successi vamentceeinpesewa st at i
di cationiinducemodifiche strutturali nelle molecole di DN&qudi si aggregano e tendono a
precipitarge si e incubato il campione28°C per tutta la notte. Si &€ proceduto poi a una nuova
centrifugazione a 12.000 rpm per Ssdhnosminut.i
aggiunti 300 pl di etanolo 70% che elimina i sali e le impurita rimaste e prepara il DNA alla
reidratazione successiva.O0ODO6popmnpeltt&8r mbnaet
70% é stato eliminatd & pellet ottenuto € staswiolto in 20 pl di tampone TE. Al termine di

guesta operazione il DNA estratto e stato consen2@6G

3.4 Amplificazione del DNA mediante PCR

La reazione a catena della polimepatynierase chain re&gi@h € una tecnica di biologia
molecolae condottan vitracche permette di ottenere molteplici copie di specifiche regioni del
genoma (amplificazione).

Per la reazione di amplificazione del DNA é necessaria una coppia di oligonucleotidi a singolo
filamento primgr che devono avere una segaenucleotidica complementare alle sequenze
adiacenti al frammento di DNA da amplificangrimesi ibridano ai filamenti opposti della

doppia elica, in posizioni adiacenti alla seqtagea
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Léal | un gmimmee natalkzzaitd dallaagDNA polimerasi, un enzima termostabile isolato

dal | 6 eub atThemusoaticiBck & Greaz@Saikiet al. 1988)che utilizza dNTPs

liberi per estendere i due filamenti. Questo enzima € costituito da una singola catena
polipeptidica, con un pesoime c ol are approssimati vo di 95 Kk
velocit”™ per quant o r-*3'gmaamandca di attivieh tesonuelgadica 3' p o | i
>5' (entrambe caratteristiche che rendonordg DNA polimerasi un enzima utile al
sequenzmaent o del DNA). Ldenzima  maggiormente
Al l dinterno di un ter moci cl|-35) dunarge, i qualiovarialan a s
temperatura, avvengono i tre passaggi fondamentali della reazion&idi.®CR

Questo strumento € necessario per mantenere in modo accurato le temperature di incubazione
del campi one e per passare rapidamente da u
sintetizzati ad ogni ciclo serviranno a loro volta da temeiaticli successiin questo modo le

copie della sequenaagataddoppiano ad ogni ciclo.

(R 7 e
prrme W DNA templato E ﬁ dGTP

dTTP

I w

Voo d
Taq DNA & primer

il NN 111111
)

A 95°C il DNA si denatura

o 5 wm)
TJ‘ Il numero di copie di DNA templato = \A \
raddoppia ad ogni ciclo 2

AB7°C i primer si 25 cicli di riscaldamento e
legano ai filamenti raffreddamento produrranno di piu di A75°C la DNA polimerasi
complementari di DNA un milione di copie del DNA originale estende i filamenti
complementari, iniziando
dai primer

Figura 8. A) Immagine di termociclatore. B) Schema dei passaggi della reazione di PCR. Immagine tratta da Roche
Biochemicals: PCR ApplicatioalMa

91 Denaturazione della doppia elica di DNA Per questa reazione &€ necessaria una
temperatura compresa tra 192C, tale da rompere i legagnbgenatra i filamenti di
DNA. E necessario impostare una temperatura cosi alta perché il templatorisi denatu
compl etamente: in caso contrario c¢cd il r
guesto punto tenderebbe a ricongiungersi rapidamente, impedendo un efficiente

allineamento ed estensionepdiener
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