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Genere: Astroides Quoy and Gaimard, 1827
Specie: Astroides calycularis (Pallas, 1766)

Colonia di Astroides calycularis. Esemplari fotografati all’ingresso della Grotta Azzurra a Capo
Palinuro dal fotografo naturalista Gianni Neto.



I ntroduzione

La riproduzione sessuale gioca un ruolo cruciale nei cicli vitali degli organismi e garantisce la
sopravvivenza e I’evoluzione delle specie (Harrison e Wallace 1990; Hughes et al. 1992) incidendo
sulle caratteristiche demografiche (Harvell e Grosberg 1988; Beiring e Lasker 2000). Le
informazioni sulla riproduzione sessuale sono essenziali per capire la struttura genetica, cosi come
per capire la resistenza e la resilienza delle popolazioni a seguito di disturbi di origine naturale o
antropica (Connell e Keough 1985). Il raggiungimento della maturita sessuale € determinato da un
bilancio tra accrescimento e rischio di mortalita, che a sua volta dipende dall'eta e dalla dimensione
dell'organismo. Le variazioni nell'eta e nella dimensione alla prima riproduzione e le differenze
nella sex ratio influiscono sui tassi di accrescimento delle popolazioni (Harvell e Grosberg 1988;
Dobson 1998; Fujiwara e Caswell 2001). Tali variazioni sono importanti in quanto possono
rappresentare I'inizio di divergenze evolutive (Richmond e Hunter 1990). La conoscenza della
biologia riproduttiva, ottenuta attraverso lo studio della sessualita (ermafrodita 0 gonocorica), del
tipo di fecondazione (interna o esterna) e dello sviluppo embrionale e larvale (Goffredo et a. 2005),
eil primo passo per poter comprendere al meglio la dinamicadi popolazione degli organismi marini
(Santangelo et al. 2003). La maggior parte delle scleractinie studiate risulta ermafrodita (Fadlallah
1983). Secondo Harrison (1985), nell’ordine delle scleractinie la condizione sessuale e un carattere
che tende a mantenersi costante all’interno delle famiglie. Generalmente il ciclo annuale di
gametogenes delle scleractinie culmina in un breve periodo di rilascio delle cellule germinali
nell'ambiente dove avviene la fecondazione (Oliver et al. 1988; Harrison e Wallace 1990;
Richmond e Hunter 1990). La sincronizzazione dello sviluppo e del rilascio dei gameti € importante
per massimizzare la probabilita di fecondazione e di successo riproduttivo, in quanto la rapida
dispersione dei gameti nell'ambiente acquatico diminuisce la probabilita di incontri fertili (Harrison
e Wallace 1990). La regolazione del ciclo riproduttivo € stata messa in relazione con vari fattori
ambientali quali la temperatura dell’acqua, il fotoperiodo, le fasi lunari e le maree (Harrison et al.
1984; Babcock et al. 1986; Harrison e Wallace 1990; Penland et al. 2004). A lungo termine, questi
fattori possono agire come elementi di pressione selettiva sulla sessualita delle popolazioni fino ad
influenzarne la riproduzione (Giese e Pearse 1974; Bacci 1975; Rossi 1975; Loya 1976; Van
Moorsel 1983; Szmant 1986; Tomascik e Sander 1987; Shaw 1989; Fautin 1992; Ward 1992; Fan e
Dai 1995; Acosta e Zea 1997). Mentre alcuni autori suggeriscono che siano le variazioni stagionali



del fotoperiodo e della temperatura i principali fattori regolanti il ciclo annuale di riproduzione
(Giese e Pearse 1974, Babcock et al. 1986; Oliver et al. 1988; Harrison e Wallace 1990; Richmond
e Hunter 1990; Soong 1991; Penland et al. 2004), atri indicano che tali variazioni potrebbero non
operare nella regolazione degli eventi riproduttivi (Beauchamp 1993; Babcock et al. 1994; Fan e
Dai 1995). Levy (2007) ha recentemente scoperto la presenza di particolari proteine fotorecettrici,
cryptocromi, in grado di percepire radiazioni lunari che influenzerebbero la sincronizzazione del
rilascio degli spermatozoi nell”’ambiente marino negli antozoi. Un confronto tra regioni geografiche
differenti a momento di rilascio dei gameti offre un approccio per discernere le risposte delle
specie ale varie condizioni ambientali (Oliver et al. 1988; Harrison e Wallace 1990; Babcock et al.
1994; Fan e Dai 1995).

Le specie di scleractinie delle fasce tropicali e sub-tropicali risultano quelle piu studiate
(Fadlalah 1983; Willis et al. 1985; Babcock et al. 1986; Szmant 1986; Harrison e Wallace 1990;
Richmond e Hunter 1990; Richmond 1997; Lam 2000; Heltzel e Babcock 2002; Neves e Pires
2002). Le informazioni sulla riproduzione sessuale delle specie che vivono nelle zone temperate
risultano scarse (Szmant-Froelich et al. 1980; Tranter et al. 1982; Stoddart e Black 1985; Ward
1992; Beauchamp 1993). In particolare, per I’area del Mediterraneo gli unici dati provengono da
alcune osservazioni di oltre un secolo fa di Lacaze-Duthiers (1873, 1897) sulle specie solitarie
Caryophyllia smithi, Balanophyllia regia, Leptopsammia pruvoti e coloniali, Astroides calycularis e
Cladopsammia rolandi, e da acuni lavori recenti condotti nel laboratori del Dipartimento di
Biologia Evoluzionistica Sperimentale dell’Universita di Bologna sulle specie Balanophyllia
europea e Leptopsammia pruvoti (Goffredo e Teld 1998; Goffredo e Zaccanti 2004; Goffredo et al.
2000, 2002, 20044, b, 2005).

La famiglia Dendrophyllidae € cosmopolita, raggruppa sia coralli solitari che coloniali,
comprende 148 specie viventi divise in 19 generi (Avian et al. 1995; Cairns 1999; Cairns et al.
1999). In Mediterraneo vivono sette specie appartenenti a questa famiglia suddivise in 5 generi, 3
dei quali (Astroides, Cladopsammia e Dendrophyllia) sono coloniali (Minelli et al. 1995).

Astroides calycularis era gia conosciuta dai naturalisti del XVII1° che I’hanno caratterizzata
soprattutto per la sua forma coloniae e per il suo colore arancio vivo, distinguendola cosi dalle
altre scleractinie presenti nel Mediterraneo (Zibrowius 1995). Cuvier (1830), nel volume degli
Zoofiti, Régne animal distribué d'apres son organisation, mostra una colonia di polipi aperti
presente sulle coste della Sicilia e Lamarck (1836), nella seconda edizione della Histoire

naturelle des animaux sans vertébres, fa alcune annotazioni su questa specie.

Nel Pleistocene Astroides calycularis era presente in tutto il Mediterraneo occidentale, da
Nord (coste francesi, Corsica; Fig. 1) a Sud (coste dell’Africa, dallo Stretto di Gibilterra ala

Tunisia) come testimoniano alcuni fossili rinvenuti in quelle zone (Seguenza 1864, 1880;



Zibrowius 1991). Nei periodi successivi, la specie e sparita dal settore Nord, probabilmente a
seguito di un raffreddamento climatico generale con conseguente abbassamento della temperatura
dell'acqua del mare di questa zona (Peres 1967). La distribuzione attuale di Astroides calycularis
e segnalata nella parte sud-occidentale e centrale del bacino del Mediterraneo nelle seguenti
localita: in Spagna, dallo Stretto di Gibilterra (Zibrowius 1995; Ocaria et al. 2000; Alvarez-Pérez
et al. 2005; Bianchi 2007) a Capo di Palos (Zibrowius 1983; Cebrian e Ballesteros 2003; Bianchi
2007); nel Nord Africa, dallo Stretto di Gibilterra a Capo Bon in Tunisia, nelle isole attorno la
Sicilia (Pantelleria, Linosa, Malta, Eolie), dallo Stretto di Messina a Golfo di Napoli, a
Ventotene fuori dal golfo di Gaeta (Zibrowius 1980; Bianchi 2007) e all’Isoladel Giglio (Bianchi
e Morri 1994). Negli ultimi anni Astroides calycularis e stato anche avvistato nella parte nord-
orientale del Mare Adriatico nel Golfo di Venezia (Cesellato et al. 2007) e lungo le coste e le
isole della Croazia (Kruzi¢ et a. 2002, 2005; Grubelic et al. 2004; Bianchi 2007). Essenzialmente
mediterranea nella sua distribuzione, Astroides calycularis € anche presente nella parte piu a
Nord della costa Atlantica del Marocco, a sud di Capo Spartel (ad ovest di Tangeri; Zibrowius
1983, 1995; Bianchi 2007) e nella parte Sud della costa Atlantica della Spagna (a sud-ovest di
Cadice, vicino Conil; Zibrowius 1995; Bianchi 2007; Fig. 2). Astroides calycularis & considerata
una specie endemica del Mediterraneo anche se, da un punto di vista biogeografico, s ritrova
fuori dallo Stretto di Gibilterra (Lopez-Gonzalez 1993; Zibrowius 1995; Bianchi 2007). La
presenza della specie lungo le coste atlantiche ai confini con lo stretto di Gibilterra €
verosimilmente da attribuirsi ale correnti uscenti dal Mar Mediterraneo che trasportano le larve
al di fuori dello Stretto e, per questo motivo, non si pud considerare tale specie atlantica (Ocafa
et al. 2000).

Astroides calycularis si trova sia sulle rocce superficiali che fino a circa 50 metri di profondita
(Rossi 1971), ma la sua localizzazione tipica e situata nell'infralitorale superiore (0-15 m di
profondita), su pareti verticali o al'entrata delle grotte, all’interno delle quali pud anche penetrare
(Rossi 1971; Cindlli et a. 1977; Zibrowius 1978; Kruzi¢ et a. 2002). Forma azooxantellata (priva di
dinoflagellati simbionti, detti zooxantelle; Cairns 1999), vive sia alla luce che nell'oscurita e ricerca
luoghi a idrodinamismo accentuato (Cinelli et al. 1977; Zibrowius 1978; Zibrowius 1995; Kruzi¢ et
al. 2002). Le colonie possono raggiungere elevate densita di popolazione, sino a 90% o piu della
coperturadel fondo (S. Goffredo, osservazioni personali). In acuni cas le colonie possono emergere
per larisacca o, in certe zone, come il Sud della Spagna, in cui le maree sono pit importanti, essere
esondate regolarmente (Molinier e Picard 1957).

Le colonie presentano generalmente una forma ellissoidale (Fig.re 3, 4; Rossi 1971; Zibrowius
1980) con polipi addensati o separati (forma massiva 0 forma cespugliosa rispettivamente) a

seconda del livello di idrodinamismo (Zibrowius 1980; Kruzi¢ et a. 2002). Dove le acque sono



generalmente pit mosse, ad esempio in prossimita della superficie, le colonie, di forma massiccia,
presentano polipi con un calice poligonale (Fig. 5a; Rossi 1971; Kruzi¢ et al. 2002). In queste
colonie i nuovi individui vanno ad aggiungersi nella parte periferica della colonia (Fig. 4) o ad
inserirsi fra quelli gia esistenti. Dove le acque sono generalmente piu came, ad esempio a
profondita maggiori, le colonie, di forma cespugliosa, presentano polipi con un calice circolare (Fig.
5b; Rossi 1971; Kruzi¢ et a. 2002). In tali colonie, uno stesso polipo puo produrre delle gemme a
divers livelli di atezza del calice. In natura € possibile trovare colonie di aspetto differente vicine
fra loro. Infatti, anche a piccole distanze, le condizioni di idrodinamismo possono essere
sensibilmente diverse in rapporto con la configurazione dellaroccia litoranea (Zibrowius 1980).



Scopo dellaricerca

Questo elaborato prende in esame la riproduzione sessuale del corallo Astroides calycularis nel
Mar Tirreno Meridionale; i campioni sono stati raccolti all’entrata della Grotta Azzurra di Capo
Palinuro in provinciadi Salerno, Campania (40°01,81’N 15°16,74°E).

Lo studio condotto su Astroides calycularis rientra in una ricerca che serve ad aumentare le
conoscenze sulla riproduzione delle scleractinie nel Mediterraneo, oggi limitate quas
esclusivamente ai lavori di oltre un secolo fa di Lacaze-Duthiers (1873, 1897) e ad alcuni lavori
recenti condotti nel laboratori del Dipartimento di Biologia Evoluzionistica Sperimentae
dell’Universita di Bologna (Goffredo e Telo 1998; Goffredo e Zaccanti 2004; Goffredo et al. 2000,
2002, 20044, b, 2005).

In questo elaborato vengono riportati i risultati preliminari dell’analisi quantitativa sul ciclo
annuale di riproduzione sessuale e vengono descritti gli aspetti morfologici della gametogenesi e

dello sviluppo embrionale in Astroides calycularis.



Materiali e metodi

Campionamento

| polipi di Astroides calycularis (Pallas, 1766) sono stati raccolti a Capo Palinuro in 16
campionamenti mensili, eseguiti da Aprile 2004 a Settembre 2005, a una profondita compresafrai 7
e i 10 metri, mediante immersioni effettuate con I’ausilio dell’autorespiratore ad aria. Ogni mese
sono state prelevate 10 colonie, raccolte a una distanza di circa 2 metri I’una dall’atra seguendo una
linea orizzontale immaginaria. Alla fine di ogni immersione gli operatori hanno compilato una
scheda di rilevamento che riportava luogo, data, ora, lunghezza dell’asse maggiore e minore di ogni
singola colonia e temperatura dell’acqua (misurata con un termometro a mercurio ala profondita di
riferimento, direttamente a@ momento del campionamento). Il fotoperiodo € stato calcolato da
amanacchi astronomici. Le colonie prelevate sono state poi immerse in una soluzione fissativa a
base di formalina tamponata e inviate ai laboratori del Dipartimento di Biologia Evoluzionistica

Sperimentale dell’Universita di Bologna.

Anadlisi biometriche

Nel laboratori dell’Universita di Bologna € stata eseguita un’analisi biometrica procedendo alla
misurazione della lunghezza (L, asse maggiore del disco orae), della larghezza (I, asse minore del
disco orale) e dell’altezza (h, asse oro-aborale del polipo) di ogni singolo polipo appartenente ad
ogni colonia utilizzando un calibro sessagesimale. Si € visto che il numero dei polipi per ogni
colonia ha un range di variazione molto elevato (da 6 a piu di 100 individui per colonia). Il volume
(V) del singolo polipo € stato calcolato usando laformula

V=h*(L/2)*(1/12)* =
(Goffredo e al. 2002).

Analis istologiche

Dopo essere state fotografate, tutte le colonie sono state suddivise in due zone (centrae e
periferica), tracciando un’ellisse passante per i punti medi dei due assi della colonia (Fig. 4). La
zona comprendente il punto d’incontro degli assi € stata chiamata centrale, mentre la zona piu
esterna e stata definita periferica; da ognuna delle due zone é stato prelevato almeno un polipo, che
e stato poi messo in un contenitore contrassegnato con i dati dell’individuo (ACLx00/00/00PX).



Successivamente i campioni sono stati post-fissati per 48 ore in soluzione di Bouin e poi
immersi in alcol etilico 50% per 24 ore per eliminare ogni traccia della soluzione fissativa. |
campioni sono stati poi stoccati in alcol 70% e quindi si e proceduto con la decalcificazione in
EDTA (acido etilendiamminotetracetico) per almeno 7 ore a seconda delle dimensioni del polipo
(quest’ultimo passaggio permette di eliminare ogni traccia di carbonato di calcio dal polipo). Una
volta decalcificati, i campioni sono stati mantenuti in alcol 70%. Si e passati quindi ala
disidratazione nella serie ascendente degli alcoli dall’alcol 80% all’alcol 100%. | polipi sono stati
poi inclusi in paraffinain una stufa a vuoto e sezionati trasversalmente con un microtomo a 7 um di
spessore, secondo una sequenza seriale dal polo orale a polo aborale e posizionati su vetrini porta-
0ggetti precedentemente lavati in alcool 100% e unti con abumina glicerinata usata come collante.

Infine, i preparati sono stati colorati con emallume di Mayer ed eosina.

Andlis citometriche

Sui preparati istologici, cosi ottenuti, sono stati eseguiti i rilevamenti citometrici mediante un
analizzatore di immagine LEICA Q5001W. Sono stati misurati 1’asse maggiore e minore degli
ovociti in sezione nucleata e degli spermiari. Per quanto riguarda la dimensione di ciascun elemento
riproduttivo, e stata considerata la media tra i due diametri. Gli spermiari sono stati classificati
secondo cinque stadi di maturazione, riconosciuti su base morfologica (Rinkevich e Loya 1979;
Szmantz-Froelich et al. 1980; Fadlallah e Pearse 19823, b; Stoddart e Black 1985; Beauchamp 1993;
Kruger e Schleyer 1998; Kramarsky-Winter e Loya 1998; Glynn et al. 2000; Goffredo et a. 2002).
Si e proceduto ala registrazione della presenza degli embrioni nella cavita celenterica e
all’identificazione del loro stadio di maturazione (Goffredo e Telo 1998; Goffredo et a. 2005). Di
ciascun embrione € stato misurato |I’asse maggiore e minore e la sua dimensione e stata considerata

lamediatrai due e ementi.

Analis statistiche: indice gonadico, maturita sessuale e fertilita

La forma degli ovociti e degli spermiari in sezione e risultata essere ellissoidale, percio e stata
eseguita una stimadel loro volume usando laformula dell’ellissoide di rotazione
Vo=4/3*D/2* (d/2)?,
dove Vy €l volume dell’ovocita o dello spermiario, D e l’asse maggiore e d quello minore. L’indice
di sviluppo gonadico e stato espresso come percentuale di volume corporeo occupato dalle gonadi
(Hall e Hughes 1996; Goffredo et al. 2002).



Lafecondita e stata espressa come numero di ovociti maturi prodotti per polipo per stagione

riproduttiva. Laformula utilizzata per calcolare il numero di ovociti maturi € stata la seguente
F=(A*B)/C

dove F élafeconditd, A élalunghezzadell’”’ovario” (stimata dal numero di sezioni in cui erano

presenti ovociti), B € lafrequenza osservata di ovociti maturi e C € ladimensione degli ovociti

maturi (Kruger e Schleyer 1998; Goffredo et a. 2002).

Leanalisi di correlazione sono state eseguite con I’ausilio del programma SPSS 12.0.



Risultati

Sessudlita

Per questo studio sono state eseguite le analisi istologiche su 67 polipi prelevati da 39 colonie
(Tabelle 1 e 2). | polipi sessualmente maturi presentano o solo cellule germinali maschili
(spermiari) o solo cellule germinali femminili (ovociti). 17 polipi risultano di sesso maschile
(dimensioni corporee comprese tra 3.35 e 6.50 mm di lunghezza), 25 di sesso femminile
(dimensioni corporee comprese tra 3.20 e 6.65 mm di lunghezza) e 25, non mostrando cellule
germinali differenziate, sono stati considerati come polipi inattivi (dimensioni corporee comprese
tra 2.80 e 6.60 mm di lunghezza). Su 15 dei 17 polipi maschili osservati e su 19 dei 25 polipi
femminili osservati e stata effettuata I’analisi citometrica. | polipi maturi provenienti da una stessa
colonia presentano la stessa condizione sessuale (0 sono tutti polipi maschili o sono tutti polipi
femminili) indicando una sessualita gonocorica anche a livello di colonie. Le colonie identificate
come maschili sono 11, quelle femminili 17; le rimanenti 11 colonie risultano essere sessua mente
inattive. La sex ratio delle colonie sessualmente attive sinora analizzate non € significativamente
diversa da 1 (test del chi-quadrato, y* = 1.29, gl=1, p>0.500). In tre polipi femminili sono stati

riscontrati embrioni nel celenteron indicanti una fecondazione ed uno sviluppo interni a polipo.

Gametogenesi maschile

Gli spermiari sono localizzati nel setti mesenterici e sono formati da gruppi di cellule germinali
e delineati da una parete di mesoglea (Fig. 6A). Sono stati riconosciuti 5 stadi di maturazione degli
spermiari noti in bibliografia:

Stadio | - cellule germinali indifferenziate migrano dal gastroderma verso la porzione centrale
del mesentere e nella mesoglea e s raggruppano a formare lo spermiario costituito da un iniziale
aggregato di pochi spermatogoni (Fig. 6B). Il diametro medio degli spermiari e di 47.81 um (ES =
2.68; N = 58).

Stadio Il - lo spermiario e costituito da un ammasso di spermatociti impegnati nel processo di
meiosi. Lo strato di mesoglea intorno allo spermiario non ha ancora formato una vera e propria
parete completa. (Fig. 6B). || diametro medio degli spermiari € di 70.89 um (ES = 1.35; N = 447).

Stadio 11l - lo spermiario, formato da un ammasso di spermatociti impegnati nel processo di
meiosi, € circondato da una parete che ha preso origine dalla mesoglea (Fig. 6C, D). Il diametro
medio degli spermiari édi 149.24 [’m (ES=0.70; N = 7305).



Stadio 1V - gli spermiari presentano sia spermatociti che spermatidi: i primi, formati da cellule
meno mature e di dimensioni maggiori rispetto ai secondi, si trovano alla periferia dello spermiario;
gli spermatidi, invece, sono formati da cellule piu piccole e pit mature e si trovano nella parte
centrale dello spermiario (Fig. 6E). Il diametro medio degli spermiari € di 200.65 [Im (ES=0.77; N
= 9079).

Stadio V - durante questo stadio si formano gli spermatozoi veri e propri e o spermiario assume
una forma a “bouquet” (Fadlallh e Pearse 1982; Glynn et al. 1991, 1996, 2000; Fan e Dai 1998;
Neves e Pires 2002): le code degli spermatozoi, eosinofile, orientandosi tutte nella stessa direzione,
assumono una colorazione rosa intensa, mentre le teste, orientate nella direzione opposta, risultano
nere (Fig. 6F, G). Al massimo stadio di maturazione degli spermiari, si nota la fuoriuscita degli
spermatozoi maturi nel celenteron ed attorno si possono trovare spermiari ormai totalmente vuoti. Il
diametro medio degli spermiari €di 201.99 ['m (ES = 2.04; N = 1514).

Gametogenesi femminile

Gli ovociti sono localizzati nello strato centrale della mesoglea dei mesenteri e hanno unaforma
ovale (Fig. 7A). Il diametro degli ovociti varia da un minimo di 25.53 ['m a un massimo di 1529.03
Im (ES=5.61; N = 785).

Quelli di stadio piu precoce presentano un nucleo sferico localizzato centralmente con un elevato
rapporto fra nucleo e citoplasma (Fig. 7B, C).

Negli stadi intermedi gli ovociti presentano ancora un nucleo sferico; riducono, anche se
sensibilmente, il rapporto nucleo/citoplasma per I’accumularsi di vitello (Fig. 7D, E).

Negli stadi piu avanzati il rapporto nucleo/citoplasma si riduce ulteriormente per il notevole
ammasso di vitello che s vaviaviaad accumulare (Fig. 7F, G). Il nucleo cambia forma e posizione:
la forma, in sezione, passa da circolare a una forma a mezzaluna e migra dal centro ala periferia
della cellula, dove aderisce strettamente alla membrana plasmatica dell’ovocita (Fig. 7H).

Durante I’ovogenesi il nucleolo si trova sempre alla periferiadel nucleo (Fig. 7B, C, E).

In tutti gli stadi dell’ovogenesi si osserva nell’ovoplasma una cospicua presenza di vacuoli
lipidici (Fig. 7B, C, D, E). Il materiale lipidico, di origine esogena, viene accumulato al’interno
dell’ovocita mediante fagocitos (Fig. 7D). Per la maggior parte degli ovociti esaminati, tali vacuoli

si trovano concentrati o alla periferia dell’ovoplasma o attorno alla membrana nucleare (Fig. 7D, E).

Distribuzione delle cellule germinali lungo I’ asse oro-aborale del polipo




La distribuzione delle gonadi lungo I’asse oro-aborale é significativamente differente tra polipi
maschili e polipi femminili (Fig. 11). Mentre la dimensione degli spermiari non risulta correlata con
la distanza dal polo orale, quella degli ovociti presenta una correlazione positiva (Fig. 11). La
distanza media degli spermiari dal polo orale (71.55%, ES = 0.08) risulta essere significativamente
minore di quella degli ovociti (75.25%, ES = 0.29; Student’s t-test, t = 0.46, gl=19186, p<0.500;
Fig. 11).

Dimensioni degli ovociti maturi e fecondita

I diametro degli ovociti maturi varia tra 390 [’m e 1530 ['m (Fig. 12). Sono stati trovati in
media 7.00 ovociti maturi (ES = 5.10) nei polipi femminili con lunghezza media di L = 5.24 mm,
ES=0.34 (I = 487 mm, ES = 0.33; h =557 mm, ES= 0.28; V* = 113.69 mm®, ES= 13.78; N = 9

polipi raccolti duranteil periodo di massimo sviluppo gonadico annuale).

Sviluppo embrionale e larve

A differenza degli ovociti, trovati sempre nei mesenteri, gli embrioni sono localizzati
esclusivamente nella cavita celenterica (Fig. 8A).

Ad oggi sono stati identificati embrioni sia allo stadio di stereoblastula che a quello di
stereogastrula.

L e stereoblastule mostrano uno strato superficiale segmentato che circonda una massa centrale
ricca di tuorlo (Fig. 8B). Il diametro varia da un minimo di 556.01 um ad un massimo di 964.03
pm.

Durante lo stadio intermedio, quello di stereogastrula, |’ectoderma € chiaramente distinto
dal’endoderma. Lo strato ectodermico, formato da piu strati di cellule, appare chiaramente
differenziato e separato dalla massa centrale endodermale da uno strato mesogleare ben definito
(Fig. 8C). Il diametro delle stereogastrule varia da un minimo di 990.69 pm ad un massimo di
1133.89 um.

Nel corso degli stadi intermedi e avanzati dello sviluppo, gli embrioni evidenziano
un’invaginazione dell’ectoderma, che porta alla formazione dello stomodeo (Fig. 8D, E).

Quando le larve sono rilasciate nell’ambiente acquatico, hanno un colore giallo intenso.
Osservate in natura, al momento dell’espulsione, e larve avevano una formatondeggiante che poi si
allungava quando erano a contatto del substrato in cerca di una zona idonea da colonizzare (Fig. 9).

Lalunghezza delle larve variada un minimo di 1 cm ad un massimo di 4 cm.



Ciclo di riproduzione annua e

Nel campioni ottenuti nei mesi da Novembre a Marzo, gli ovociti nei polipi femminili appaiono
suddivisi in due stocks distinti, uno formato da cellule con dimensioni piu piccole (da 26 a 390 um)
e |’altro da cellule con dimensioni piu grandi (da390 a1530 um; Fig. 12; Tabella 1). In questi mesi,
nei polipi maschili si osservala comparsadegli spermiari e laloro rapida maturazione dallo stadio |
fino agli stadi intermedi-avanzati 111-1V (Fig. 12; Tabella 1). In questo periodo la temperatura
dell’acquaeil fotoperiodo raggiungono il minimo annuale (Fig. 10).

| dati quantitativi ottenuti sulla gametogenesi maschile nei mes di Aprile e Maggio, indicano
una dominanza degli stadi 1V e V (Fig. 12; Tabella 1); per quanto riguarda la gametogenesi
femminile, negli stess mesi, s nota la scomparsa dello stock degli ovociti di dimensioni maggiori
dai setti mesenterici mentre rimane quello formato da ovociti di dimensioni minori; nella cavita
celenterica compaiono gli embrioni (Fig. 12; Tabella 1). In questi mes |a temperatura dell’acqua
aumenta dopo il minimo annuale (Fig. 10).

Nel mesi di Giugno e Luglio non s ritrovano piu gli embrioni nella cavita celenterica (Fig. 12;
Tabella 1) e il fotoperiodo raggiunge il massimo annuale in corrispondenza del solstizio d’estate
(Fig. 10).



Discussione

Sessudlita e modalita riproduttiva

| 67 polipi maturi esaminati fino ad oggi sono risultati tutti a sessi separati, cio permette di
indicare una sessualita gonocorica alivello di polipo ealivello di colonia. Il gonocorismo che s sta
delineando € in contrasto con le osservazioni effettuate da Lacaze-Duthiers (1873; riportate nella
review di Fadlallah 1983), il quale riporta una condizione ermafrodita a livello di polipo. D’altra
parte la condizione gonocorica € prevaente nell’ambito della famiglia Dendrophylliidae a cui la
specie appartiene. Nei Dendrophylliidae, infatti, I’ermafroditismo (trovato nel 18% delle specie
studiate) € una condizione riproduttiva minoritaria (Goffredo et al. 2005). Secondo Szmant (1986),
nelle specie gonocoriche di corali in cui il genere femminile incuba gli embrioni, si dovrebbe
osservare una sex ratio shilanciata verso le femmine. Questa deviazione non € stata riscontrata né
nel nostro caso né in Balanophyllia elegans, Dendrophylliidae, azooxantellato, che vive nelle acque
temperate lungo le coste occidentali del Nord America (Fadlallah e Pearse 1982a). La sex ratio 1:1
suggerisce accoppiamenti casuali che dovrebbero determinare una struttura genetica di popolazione
in equilibrio di Hardy-Weinberg (Maynard-Smith 1978).

Gli stadi della gametogenesi maschile sono morfologicamente corrispondenti a quelli di altre
specie della famiglia Dendrophylliidae. Per esempio, gli aspetti della gametogenesi maschile
riscontrati in Astroides calycularis sono stati descritti anche nei coralli gonocorici Heteropsammia
aequicostatus e Heteropsammia cochlea (Harriott 1983), Leptopsammia pruvoti (Goffredo et. a
2005), Balanophyllia elegans (Fadlallah e Pearse 1982a; Beauchamp 1993) ed ermafroditi come
Balanophyllia europaea (Goffredo et al. 2002) della stessa famiglia dei Dendrophyllidae o in specie
di famiglie diverse da questa come Fungiacyathus marenzelleri (Fungiacyathidae; Waller et al.
2002), Monomyces rubrum (Flabellidae; Heltzel e Babcock 2002) e Mussimilia hispida (Mussidag;
Neves e Pires 2002). Gli stadi della gametogenesi femminile, invece, si differenziano da quelli di
altre specie dellafamiglia dei Dendrophyllidae per la presenza di vacuoli lipidici (Fig. 7B, C, D, E),
che sono stati pero descritti in altre famiglie, ad esempio Pocilloporidae, Poritidae, Mussidae
(Chornesky e Peters 1987; Kruger e Schleyer 1998; Neves e Pires 2002; Vermeij et al. 2004). Nel
genere ovoviviparo Madracis (Pocilloporidage) e stato ipotizzato cheil tuorlo ricco di vacuoli lipidici
abbia una funzione troficain grado di incrementare la capacita di dispersione larvale (Vermeij et al.
2004).



Distribuzione oro-aborale del processi gametogenici

E’ stata osservata una distribuzione degli el ementi riproduttivi lungo I’ asse oro-aborale nei polipi
gonocorici Astroides calycularis del tutto simile a quella osservata nel polipi gonocorici di un altro
Dendrophylliidae, Leptopsammia pruvoti (Goffredo et al. 2005). Nelle specie Leptopsammia pruvoti
e Astroides calycularis, la mancanza di una distribuzione differenziale degli spermiari lungo I’asse
oro-aborale potrebbe essere collegabile con la condizione sessuale gonocorica che garantisce una
separazione fisica del process gametogenetici maschili da quelli femminili in individui separati e
ass cura una fecondazione incrociata.

Nel Dendrophylliidae ermafrodita Balanophyllia europaea si osserva, invece, una distribuzione
differente da quella osservata nelle due specie gonocoriche. Nella specie ermafrodita, gli spermiari
maturi tendono a distribuirsi verso il polo orale, mentre gli ovociti maturi si distribuiscono verso il
polo aborale (Goffredo et al. 2002). Questo tipo di disposizione potrebbe diminuire gli incontri frai
gameti di sesso opposto producendo nello stesso individuo una “barriera statistica” all’auto-
fecondazione (Goffredo et al. 2005).

Ciclo annuale di riproduzione sessuae

| dati quantitativi preliminari sulla gametogenesi indicano una fecondazione primaverile, in
guanto nel campioni raccolti nei mesi di Aprile e Maggio s evidenziava un trend maturativo degli
spermiari con la dominanza degli stadi piu avanzati di maturazione e la presenza di embrioni
al’interno della cavita celentericadei polipi femminili (Fig. 12).

Gli eventi riproduttivi sembrano essere influenzati dalle variazioni stagionali della temperatura
dell’acqua e del fotoperiodo, cosi com’e suggerito per molti altri Antozoi (Richmond e Hunter
1990; Soong 1991, Clayton e Collins 1992; Coma et al. 1995; Steiner 1995; Tanner 1996; Glynn et
al. 2000; Levy et a. 2007). In inverno, il raggiungimento del minimo annuale sia del fotoperiodo sia
della temperatura dell’acqua, potrebbe rappresentare un segnale per |’attivazione dello sviluppo
gonadico, mentre, in primavera, I’innalzamento di fotoperiodo e temperatura dell’acqua, potrebbe
attivare il processo di fecondazione; in estate, il raggiungimento del massimo fotoperiodo annuale,
in corrispondenza del solstizio d’estate, potrebbe rappresentare uno stimolo alla planulazione (Fig.
10). Per gli atri Dendrophylliidae studiati, esistono diverse interpretazioni sul ruolo che fotoperiodo
e temperatura esercitano sulla regolazione del ciclo annuale di riproduzione sessuale: nelle specie
mediterranee Leptopsammia pruvoti e Balanophyllia europaea € suggerito che entrambi questi
fattori influiscano sullaregolazione dei principali eventi riproduttivi (Goffredo et al. 2002, 2005). In

particolare, il ciclo riproduttivo annuale di Leptopsammia pruvoti e del tutto simile a quello di



Astroides calycularis con un aumento significativo dello sviluppo gonadico da Novembre a Marzo
in corrispondenza del minimo annuale di temperatura e di fotoperiodo; il processo di fecondazione
avviene in Aprile-Maggio, con la temperatura dell’acqua in aumento dal minimo annuale; il
processo di planulazione avviene in Giugno-Luglio quando la temperatura dell’acqua raggiunge il
picco annuale (Goffredo et a. 2005). In Balanophyllia europaea il momento della planulazione e
ritardato al mese di Settembre quando la temperatura dell’acqua comincia a diminuire dopo il picco
annuale di Luglio (Goffredo et al. 2002). Al fine di discriminare quale dei due parametri fra
fotoperiodo e temperatura dell’acqua influisce maggiormente sul ciclo riproduttivo di Astroides
calycularis, bisognerebbe effettuare degli esperimenti di laboratorio allevando delle colonie in
acquario e mantenendole sotto due regimi contrastanti di luce. Si ritiene, infatti, che il ciclo
riproduttivo del Dendrophylliidae Balanophyllia elegans sia regolato solo dalla temperatura
dell’acqua e che non sia in acun modo influenzato dal fotoperiodo (Fadlallah e Pearse 1982a;
Beauchamp 1993).

Ulteriori dati in grado di descrivere il ciclo annuale di riproduzione sessuale saranno aggiunti

nel prossimo futuro.



Figureetabelle

Figura 1: colonie appartenenti alla specie Astroides
calycularis preservate dal Pleistocene e rinvenute a
Ponte de la Vieille, nel pressi di Monaco. Si notino i
calici serrati per lo piu poligonali (figura tratta da
Zibrowius 1995).




Figura 2: Areein cui e confermata la presenza a oggi della specie Astroides calycularis:
. Stretto di Gibilterra

: Capo di Palos (Spagna)

: Capo Bon (Tunisia)

Pantelleria

Linosa

Malta

. Isole Eolie

: Stretto di Messina

: Golfo di Napoli

10: Ventotene

11: Golfodi Venezia

12: Croazia

13: Capo Spartel (Marocco)

14: Cadice (Spagna)

15: Capo Palinuro (Campania); luogo in cui sono stati prelevati i

campioni per questaricerca.

Figura 3: Scheletri di Astroides calycularis. Entrambe le colonie presentano una forma ellissoidale;
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la colonia piu grande ha coralli riuniti con calici prevalentemente poligonali, mentre quella di
dimensioni piu ridotte presenta coralli separati con calici per lo piu circolari.



[A: asse maggiore; a: asse minore.

Figura 4: Schemadi suddivisione di una coloniain zona centrale (in grigio) e periferica (in bianco)
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Figura 5, A-B: esempi di colonie della specie Astroides calycularis fotografate nel 1aboratorio del
Dipartimento di Biologia Evoluzionistica dell Universita di Bologna che mettono in evidenza:

A: cordli riuniti con calici poligonali

B: coralli separati con calici circolari




igura 6, A-G: Astroides calycularis. Spermatogenesi. (A) Localizzazione degli spermiari nei setti
mesenterici. (B) Stadio I: lo spermiario € formato da un gruppo di spermatogoni. Stadio I1: o
spermiario e costituito da un ammasso di spermatociti impegnati nel processo di meiosi. (C) Stadio
[11: lo spermiario, formato da un ammasso di spermatociti impegnati nel processo di meiosi, &
circondato da una parete che ha preso origine dalla mesoglea. (D) Stadio I11: particolare della parete
esterna dello spermiario (freccia). (E) Stadio 1V: lo spermiario presenta un ampio strato esterno di
spermatociti e un ammasso centrale di spermatidi. (F) Stadio V: lo spermiario € formato da
spermatozoi. (G) Stadio V: prima di lasciare o spermiario, gli spermatozoi maturi formano un
bouquet con le code orientate tutte nella stessa direzione.

[cc: cavita celenterica; ms. setto mesenterico; sp: spermiario; g: gastroderma; sni: spermatogoni; sti:
spermatociti; sdi: spermatidi; szoi: spermatozoi; c:. code degli spermatozoi; I, II, I, 1V, V: stadi
dello sviluppo degli spermiari]






Figura 7, A-H: Astroides calycularis. Ovogenesi. (A) Localizzazione degli ovociti al interno dei
setti mesenterici. (B) Stadio precoce: ovocita previtellogenico nel gastroderma del mesentere,
caratterizzato da un alto rapporto nucleo-citoplasma. (C) Ovocitanellamesoglea. Si noti la presenza
di vacuoli lipidici nel citoplasma. (D) Stadio intermedio: ovocita vitellogenetico. Il nucleo e di
forma sferica ed € ancora a centro della cellula. 1l citoplasma appare ricco di vacuoli lipidici. S
noti il processo di fagocitos di una gocciolina lipidica (freccia). (E) Stadio vitellogenetico
avanzato: il nucleo dell ovocita, con il proprio nucleolo, comincia a migrare verso la periferia della
cellula, il citoplasma appare eterogeneo con una forte presenza di vacuoli lipidici nella parte
perifericadell ovocita. Si noti la membrana dell ovocita ben definita (freccia). (F) Stadio avanzato:
ovocita maturo di grandi dimensioni; il rapporto nucleo-citoplasma e fortemente diminuito, sono
evidenti le goccioline di tuorlo. (G) Stadio avanzato: dettaglio della membrana dell ovocita
(freccia). (H) Stadio avanzato: dettaglio del nucleo di un ovocita maturo. Il nucleo aformadi U &
localizzato alla periferia della cellula ed aderisce all invaginazione della membrana plasmatica
dell ovocita. L ooplasma & pieno di goccioline di tuorlo.

[cc: cavita celenterica; ms. setto mesenterico; 0: ovocita; m: mesoglea; N: nucleo; n: nucleolo; g:
gastroderma; |d: vacuolo lipidico; pt: goccioline di tuorlo]






