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Dedicato a tutti gli speleologi,
ultimi esploratori romantici
del pianeta Terra.
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MARCHIGIANA

La Federazione Speleologica Marchi-
giana (FSM), costituita dai Gruppi Spe-
leologici Federati della Regione Marche,
nasce come associazione non riconosciu-
ta il 24 marzo 1968 a Macerata, per poi
essere ufficializzata il 27 settembre 1999
a Senigallia. Attualmente ha sede legale
aJesi, in Via Papa Giovanni XXIIl, 3.

Il Compito che la FSM si & assunta
nellambito della speleologia regionale
é quello di rappresentare tutti i gruppi
ad essa aderenti; non ha scopo di lucro,
@ apartitica e aconfessionale. Promuove
attivita speleologica in tutte le sue forme,
dallo studio di problematiche a carattere
speleologico nellambito della Regione e
fuori, alla tutela dellambiente ipogeo e
carsico in generale.

Grazie allimpegno dei Gruppi Spele-
ologici Federati il 23 febbraio 2000 la Re-
gione Marche ha varato le Legge 12/2000
“Norme sulla Speleologia”, che sancisce
unavolta pertutte la tutela del patrimonio
carsico e speleologico. Successivamente
la FSM ha stipulato una convenzione con
la Regione Marche per laggiornamento,
la conservazione e la revisione del Cata-
sto Regioneale delle Grotte, delle Forre e
delle Aree Carsiche. Alla data odierna si
sta inoltre attivando un Catasto Regiona-
le delle Cavita Artificiali.

Oltre a curare i rapporti con privati
ed Enti pubblici una delle attivita sta-
tutarie della FSM & la promozione della
Spelologia, che realizza anche attraverso
la redazione di articoli scientifici su rivi-
ste specializzate, bollettini informativi e
pubblicazioni.

IL libro “Stigobionti” raccoglie i frutti
di oltre 5 anni di ricerche sugli organismi
acquatici ipogei del complesso carsico
di Frasassi, promosse e coordinate dalla
FSM con il supporto scientifico dell'Os-
servatorio Geologico di Coldigioco.

Il Presidente della FSM
SimoNE CERIONI
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ALESSANDRO MONTANARI
(Ancona, 1954)

E Direttore dell'Osservatorio Geo-
logico di Coldigioco, un centro privato
fondato nel 1992 nei pressi di Apiro (Ma-
cerata) con David Bice e Walter Alvarez.
Premio Rotary Gubbio (1992), Ufficiale
dell'Ordine al Merito della Repubblica
(1994), Premio Portonovo (2001), Sabbati-
cal Award U. C. Berkeley Geology (2005),
EGU Medaglia Jean Baptiste Lamarck
(2007). Laureato in Geologia ad Urbino
nel 1979, ha conseguito il PhD alla U. C.
Berkeley nel 1986 dove & rimasto come
ricercatore associato fino al 1993.

Come docente é stato Teaching Assi-
stanta Berkeley in vari corsi di geologia di
campagna, professore a contratto in corsi
di tettonica a zolle a Perugia (1984), se-
dimentologia a Stanford (1988), geologia
regionale a Berkeley (1990), stratigrafia
a Camerino (1993), professore aggiunto
all'Ecole des Mines de Paris (1993-1996),
e professore a contratto a Chieti (2006-
2007). Come professore a contratto per
varie universita statunitensi ed euro-
pee, dal 1993 insegna a Coldigioco in
corsi ad hoc di rilevamento geologico,
stratigrafia, sedimentologia, tettonica,
geologia strutturale e geologia regiona-
le (Appenino settentrionale, Dolomiti,
Garfagnana, Croazia).

Organizzatore di alcuni convegni
scientifici internazionali (IUGS-SPS 1987,
IUGS-SOG 1992, ESF 1995, RETREAT
2005, Penrose 2007, FSM 2009), &€ mem-
bro di commissioni stratigrafiche e gruppi
di lavoro della Unione Internazionale
delle Scienze Geologiche. E autore di
un centinaio di articoli tecnici in riviste
scientifiche internazionali, atti di con-
vegni e monografie stratigrafiche (IUGS,
Elsevier, Springer, Giornale di Geologia,
GSA), di alcuni testi di divulgazione
scientifica (“Le Rocce del Conero Rac-
contano”, “Balla con la Terra”, “Gocce di
Tempo”), e progetti di conservazione di
siti geologici (Parco del Conero, Comu-
nita Montana del San Vicino, Parco della
Rossa e di Frasassi), e ha collaborato in
alcuni programmi televisivi di divulga-
zione scientifica italiani e stranieri.

Collabora in vari progetti di ricerca
sulla stratigrafia integrata e paleoclima-
tologia del Cretaceo-Neogene, il Quater-
nario speleotemico e sulla biologia delle
grotte di Frasassi con istituti europei e
statunitensi. E stato correlatore e super-
visore di tesi di laurea e di PhD per una
cinquantina di studenti di vari istituti
italiani e stranieri, inclusi il Carleton Col-
lege, U'Ecole des Mines de Paris, I'Univer-
sita di Vienna, 'Universita di Amsterdam,
['Universita di Camerino e ['Universita di
Chieti, consulente tecnico per la Chevron
Overseas Petroleum Co. (1987-1989) e per
laboratori di analisi petrografica del cal-
cestruzzo.

Tiene occasionalmente seminari in-
tegrativi in licei e istituti delle Marche e
ha collaborato con ['Associazione Nazio-
nale degli Insegnanti di Scienze Naturali
tra il 2000 e il 2002. Divenuto membro
del Gruppo Speleologico Marchigiano di
Ancona nel 1968, ha partecipato alle pri-
me esplorazioni della Grotta Grande del
Vento scoperta dal GSM nel 1971 e conti-
nuato lattivita speleologica fino alla fine
degli anni settanta. Una volta tornato in
Italia dopo la lunga residenza negli Sta-
ti Uniti, ha riesumato lattivita di ricerca
speleologica nel 2002 collaborando con
i gruppi della Federazione Speleologica
Marchigiana in progetti di ricerca sulla
biospeleologia e la neotettonica del com-
plesso carsico di Frasassi.
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Noi ricidemmo il cerchio a l'altra riva
sovr'una fonte che bolle e riversa
per un fossato che da lei deriva.

102

L'acqua era buia assai pil che persa;
e noi, in compagnia de l'onde bige,
intrammo giti per una via diversa.
105

In la palude va c’ha nome Stige
questo tristo ruscel, quand’é disceso
al pié de le maligne piagge grige.
108

E io, che di mirare stava inteso,
vidi genti fangose in quel pantano,
ignude tutte, con sembiante offeso.

11

Queste si percotean non pur con mano,
ma con la testa e col petto e coi piedi,
troncandosi co’ denti a brano a brano.

114

Lo buon maestro disse: “Figlio, or vedi
l'anime di color cui vinse lira;

e anche vo' che tu per certo credi

117

che sotto lacqua & gente che sospira,

e fanno pullular quest'acqua al summo,
come l'occhio ti dice, u’ che s'aggira.

120

Fitti nel limo dicon: “Tristi fummo
ne l'aere dolce che dal sol s'allegra,
portando dentro accidioso fummo:

123

or ci attristiam ne la belletta negra”.
Quest’inno si gorgoglian ne la strozza,
ché dir nol posson con parola integra”.
126

Cosi girammo de la lorda pozza
grand‘arco, tra la ripa secca e ‘l mézzo,
con li occhi volti a chi del fango ingozza.






Conosciamo meglio alcune aree della Luna o di Marte rispetto a quello che si
nasconde solo a pochissimi metri sotto i nostri piedi. Eppure il mondo nascosto delle
grotte ha tanto da raccontarci. Entrare nelle Grotte di Frasassi significa iniziare uno
straordinario viaggio nella geologia, nell'evoluzione e in generale nella Scienza.
Ricordo molto bene la profonda impressione che mi ha lasciato la prima volta che vi
sono entrato per effettuare delle riprese. E difficile trovare un luogo al mondo di cosi
rara bellezza. E una cattedrale del tempo, frutto di un lavoro immenso della Natura.
Solo pochi si accorgono di quanto possa raccontare anche un singolo dettaglio di
questo sistema di grotte, anche il piti piccolo.

Questo volume ne & un esempio. Vi prende per mano e nel farvi incontrare i
vari abitanti di Frasassi, vi racconta la storia della vita sulla Terra. Tuttattorno a noi,
infatti, sono rimasti tutti i pionieri e i protagonisti della nostra evoluzione: dai batteri,
agli invertebrati, agli esseri viventi superiori. Molti di essi si trovano anche nelle
grotte di Frasassi, sorprendendo i visitatori che ignorano che ci possa esserci vita
in questi ambienti bui e silenziosi. Prendendo spunto da essi, & possibile viaggiare
lungo i miliardi di anni del nostro passato e raccontare quella che é forse la storia
piu bella: l'evoluzione della vita sul nostro pianeta. Esattamente come hanno fatto
tutti i ricercatori e gli speleologi che hanno collaborato alla stesura di quest'opera,
coordinata da Alessandro Montanari.

Il merito di questo lavoro € di avvicinare il lettore, in modo sintetico e chiaro,
alle scoperte che nel corso delle generazioni hanno chiarito il cammino della vita. Ma
ha anche il merito di rendere meno buio lambiente delle grotte, svelando le piccole
meraviglie che si nascondono nelle sue acque.

Sorprende infatti pensare che lo spettacolare mondo delle grotte sia in realta un
mondo intimamente legato allacqua. Il cuore di molte montagne, in effetti, nasconde
torrenti e laghi sepolti: la loro acqua proviene dalle piogge e dalle nevi cadute sui
rilievi, che s'infila nelle viscere delle montagne per sgorgare spesso a valle, sotto forma
di sorgenti che alimentano cittadine e citta. Quello che sorprende & la durata di questo
viaggio. Non & come quello dell'acqua piovana che scorre su di un tetto infilandosi in
pochi secondi nelle grondaie. | tempi possono essere sorprendentemente lunghi. Un
esempio riguarda la citta di Roma: lacqua che esce dai suoi rubinetti proviene dalle
piogge e dalle nevi cadute circa 30-40 anni fa sugli Appennini. Insomma, lacqua di
un bicchiere nella nostra capitale ha cominciato il suo percorso quando luomo non
era ancora andato sulla Luna. E lo stesso accade per molte altre sorgenti sparse nella
nostra penisola.

Ma questa é solo una delle curiosita del mondo nascosto delle grotte. Le altre, le
scoprirete ora. Buon viaggio!

Alberto Angela






Gli operatori della ricerca descritta in questo libretto si sono premurati di rendere
accessibili al pubblico le nuove conoscenze sugli stigobionti di Frasassi, oltre che a
proporre la lettura di articoli scientifici specialistici che perd sono spesso scritti in
un linguaggio algebrico di difficile comprensione per chi non lavora nel campo della
ricerca scientifica. Per questo motivo si & voluto curare la pubblicazione di questo
libretto usando un linguaggio divulgativo accessibile a tutti pur mantenendo il
pitl possibile la correttezza scientifica. Si vuole perd sottolineare che molte delle
informazioni e scoperte documentate in questo libro non sono state ancora pubblicate,
nella loro pienezza, in riviste specialistiche referenziate, e quindi non hanno ancora
passato il vaglio ufficiale della revisione da parte della comunita scientifica. Ci si
limita dunque a riportare e documentare, con illustrazioni, foto originali e rapporti
preliminari forniti dai vari collaboratori scientifici, le faune acquatiche delle grotte
di Frasassi molte delle quali, fino a qualche anno fa, non se ne conosceva nemmeno
lesistenza.






Durante una spedizione congiun-
ta del Gruppo Speleologico CAIl di
Fabriano (GSF) e del Gruppo Spele-
ologico Marchigiano CAl di Ancona
(GSM), nel 2001 fu scoperto un nuo-
vo grande ramo carsico nella parte
piu interna della Grotta del Fiume,
a Frasassi, che si addentra orizzon-
talmente nelle viscere di Monte Val-
montagnana per circa un chilometro
e mezzo. Questo nuovo sviluppo ipo-
geo, battezzato dagli speleologi New
Mexico, & caratterizzato da una serie
di grandi laghi (figura 1) popolati dal
Niphargus ictus, un piccolo crosta-

ceo anfipode simile ad un gambe-
retto e gia riscontrato in quasi tutti i
laghi e laghetti del complesso carsico
di Frasassi comprendente il sistema
Grotta del Fiume-Grotta Grande del
Vento (figura 2). Ma il ritrovamento
piu sensazionale ed inconsueto fatto
in questa nuova parte di grotta, anco-
ra vergine, di difficile accesso e tutta
da esplorare, fu un gran numero di
resti subfossili di anguille lunghe fino
a 70 cm, stranamente appiccicate,
come fossero stampate, sulle spon-
de rocciose e quasi verticali di que-
sti laghi fino ad un’altezza di 5 metri
sopra il livello della falda acquifera
(figura 3A, B). Tale scoperta, del tut-

to unica nel suo genere, suscitd non
pochi interrogativi: Sono davvero an-
guille? E da dove sono venute? Sono
forse endemiche della grotta? Come
hanno fatto a salire sulle pareti visci-
de e subverticali fino a cinque metri
di altezza e rimanere appiccicate ?
E quando sarebbe successo questo
fatto? Fu cosi che gli esploratori ot-
tennero il supporto di uno speleologo
veterano del GSF, il dr. Maurizio Bo-
rioni, al tempo Vice Presidente Ese-
cutivo dell’'industria fabrianese ELICA
s.p.a. di Francesco Casoli, che pro-
mosse un finanziamento a favore dei

due gruppi speleologici da parte della
Fondazione Casoli per intraprendere
una ricerca scientifica e trovare ri-
sposte a questi intriganti interrogativi.
Chiesero al dr. Alessandro Montanari,
uno speleologo veterano del GSM e
Direttore dell’Osservatorio Geologico
di Coldigioco (Comune di Apiro, Ma-
cerata), di assumere il ruolo di coordi-
natore scientifico.

La ricerca ebbe inizio nel 2002 ed
oltre al geologo dr. Maurizio Mainiero
del GSM e il dr. Sandro Mariani del
GSF, al tempo laureando in geolo-
gia all’Universta di Camerino, furo-
no coinvolti colleghi specialisti delle

Figura 1 - Veduta panoramica
del Lago delle Anguille.
Foto di S. Mariani
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Universita di Utrecht, Amsterdam e
Perugia. Il lavoro di ricerca fu lungo,
complesso e interdisciplinare, ma
porto a dei risultati inattesi e di un cer-
to valore scientifico tanto che furono
poi pubblicati in Earth and Planetary
Science Letters, una prestigiosa rivi-
sta scientifica internazionale (Mariani
et al. 2007). In breve, stando alla mor-
fologia dello scheletro, e in particolare
del cranio, e alla forma e disposizio-
ne dei denti (figura 4A, C) le nostre

anguille apparterrebbero alla comune
specie europea Anguilla anguilla, e
sembra siano penetrate nella grotta in
tempi diversi durante gli ultimi 8.000
anni, probabilmente attraverso fessu-
re 0 comungue passaggi comunicanti
con il Fiume Sentino. Incapaci di ritro-
vare la via d’uscita, queste anguille si
sarebbero adattate a vivere nei laghi
ipogei per un certo periodo di tempo,
cibandosi di organismi endemici del-
la grotta come i sopra citati anfipodi

FIGURA 2 (A SINISTRA)

A) Planimetria del complesso carsico
Grotta Grande del Vento-Grotta del
Fiume e indicazione dei laghi ipogei
studiati; B) sezione idealizzata della
grotta con indicate le quote

dei piani carsici.

Da Mariani et al., 2007.

FIGURA 3 (A FIANCO)

A) Anguille subfossili rinvenute sulle
sponde del Lago delle Anguille;

B) particolare di anguille subfossili
giacenti a circa 2 metri sopra

il livello della falda freatica.

Foto di S. Mariani.

FIGURA & (IN BAsS0) - A) Radiografia
ai raggi X di un'anguilla subfossile
del Lago delle Anguille (cortesia
del Dr. A. De Luca dellAmbulatorio
Veterinario Barigelli di Jesi); B)
Cranio di anguilla subfossile del
Lago delle Anguille; C) particolare
della mandibola di unanguilla
subfossile mostrante la forma
arcuata e acuminata dei denti e la
disposizione a pit file degli alveoli
dentali, caratteristiche tipiche della
specie Angulla anguilla.

Foto di A. Montanari.




FIGURA 5 - A) Conchiglie di
gasteropodi e B) di ostracodi
rinvenute fra i resti subfossili di
anguilla al Lago delle Anguille.
Foto di A. Montanari.

ma anche delle mucillagini di colonie
solfobatteriche che sono abbondanti
nelle acque sulfidiche ipogee di Fra-
sassi. Cid e dimostrato dal fatto che
la composizione isotopica del carbo-
nio nei resti delle anguille & la stessa
di quella degli organismi endemici
del’ambiente chemiosintetico e auto-
trofo della grotta, anfipodi compresi,
ed & molto diversa da quella di un
qualsiasi altro organismo che vive
all’esterno, sotto la luce del sole, in
un ecosistema fotosintetico. La data-
zione radioisotopica col metodo del
carbonio 14 ha poi indicato che le an-
guille campionate piu in alto sul livello
del lago hanno un’eta piu vecchia di
quelle campionate piu in basso. Da
qui si e concluso che le anguille, dopo
la loro morte, siano rimaste a galla
gonfie di gas prodotti dalla decompo-
sizione, per finire poi contro le spon-
de del lago sotterraneo sospinte dalla
debole corrente del flusso vadoso, ri-
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manendo attaccate alla roccia duran-
te il lento processo di putrefazione.
Dunque, se ora un’anguilla vecchia di
7.600 anni si ritrova incollata a circa
quattro metri di altezza, significa che il
livello della falda acquifera si € abbas-
sato di altrettanti metri durante que-
sto periodo. Cio € spiegabile dal fatto
che dalla fine dell’'ultima glaciazione
(ovvero l'inizio dell’Olocene), il Fiume
Sentino ha inciso il letto della Gola di
Frasassi in risposta al continuo e len-
to sollevamento tettonico dell’ Appen-
nino. Stando alle eta radioisotopiche
delle anguille subfossili, la velocita
media di approfondimento dell’alveo
del Sentino a Frasassi nell’ultimo
periodo post-glaciale € calcolabile

intorno ai 0,5-0,6 millimetri al’anno.
Da studi geologici recenti si sa pero
che il sollevamento tettonico in que-
sta parte del’Appennino & di circa
0,2-0,3 millimetri al’anno (200 o 300
metri per milione di anni). Dunque,
I'abbassamento della falda acquifera
nel periodo post-glaciale implica non
solo I'incisione da parte del Fiume
Sentino del suo letto roccioso, cosa
che avviene attualmente, ma anche la
rimozione di detrito sciolto che si era
formato durante 'ultima glaciazione e
che aveva ingolfato, con uno strato
probabilmente spesso alcuni metri, il
suo alveo.

Durante la preparazione dei cam-
pioni destinati alle analisi isotopiche,
ci si & accorti che i resti di pelle e di
ossa delle anguille subfossili racchiu-
devano dei minuscoli gusci calca-
rei di organismi quali gasteropodi e
ostracodi (figura 5A, B). Quest’ultimi
sono dei crostacei sub-millimetrici
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racchiusi in una conchiglia bivalve
trapezoidale od ovoidale simile, per
forma, ad una minuscola cozza. Fino
a quel momento non si conosceva
I'esistenza di ostracodi nelle grotte di
Frasassi. | gusci di gasteropodi, delle
dimensioni intorno al millimetro, po-
tevano invece riferirsi ad una specie
endemica gia segnalata da Galdenzi
e Sarbu (2000) in un laghetto della
Grotta Solfurea e attribuita alla specie
Islamia pusilla. Questa scoperta ispi-
ro un progetto di ricerca sulle faune
acquatiche del complesso carsico di
Frasassi, allora poco conosciute e li-
mitate alle segnalazioni di Galdenzi e
Sarbu (2000) riguardo ai sopracitati
anfipodi e micro-gasteropodi.



Nel 2005 la Federazione Speleo-
logica Marchigiana (FSM), su iniziativa
di Maurizio Mainiero e di Sandro Ma-
riani, ottenne un finanziamento dalla
Regione Marche (Assessorato Aree
Protette, Protocollo di Kioto e Riqua-
lificazione Urbana) per intraprendere il
lavoro preliminare di ricerca sugli sti-
gobionti (da Stige = mitologico fiume
infernale e bionte = essere vivente in
greco antico), ovvero le faune acqua-
tiche delle grotte di Frasassi. Furono
cosi contattati alcuni specialisti zoolo-
gi, paleontologi e microbiologi a cui si
chiese la collaborazione per lo studio
e l'identificazione degli organismi gia
individuati, negli anni precedenti, nei
laghi della Grotta del Fiume.

La prof.ssa Jenn Macalady, tito-
lare del laboratorio di microbiologia
molecolare della Pennsylvania Sta-
te University e gia da anni membro
del circolo di scienziati facenti capo
all’Osservatorio  Geologico di Col-
digioco, aveva iniziato indipenden-
temente una ricerca sui solfobatteri
di Frasassi con l'aiuto del suo folto
gruppo di studenti ricercatori e con
la collaborazione di Sandro Mariani
e dello stesso Galdenzi. La Macalady
allesti un laboratorio di geo-micro-
biologia in una stanza della sua casa
nel piccolo borgo di Coldigioco dove
poter effettuare in situ la preparazio-
ne dei campioni prelevati in grotta e
le analisi microbiologiche e chimiche
preliminari. Il complesso lavoro di
identificazione genetica delle biomas-
se batteriche delle grotte di Frasassi
fu pubblicato nella rivista specialistica
Applied and Environmental Microbio-
logy nell’agosto del 2006 (Macalady
et al., 2006).

All'inizio della ricerca, quando an-
cora si cercavano spiegazioni circa le
anguille, era stato contattato il prof.
Richard Borowsky, zoologo dell’lsti-
tuto di Biospeleologia dell’Universita
di New York e specialista in pesci
troglobiti. Pur confermando su base
prettamente morfologica I'apparte-
nenza alla specie anguilla, una sua
analisi preliminare del DNA dei resti
subfossili di Frasassi diede esito ne-
gativo probabilmente a causa dello

scarso stato di conservazione della
materia organica. Ma per un caso
del tutto fortuito venne fuori che sua
moglie, dr.ssa Betty Borowsky, inse-
gnante di biologia al Nassau Commu-
nity College di Garden City (New York)
era una specialista di anfipodi. Sicché
la Borowsky fu invitata a collaborare
con il nostro gruppo di ricerca e inizio
subito, gia nell’estate del 2005, le sue
osservazioni circa il comportamento
e la fisiologia del Niphargus ictus di
Frasassi. Parallelamente, la Macalady
con la sua assistente dr.ssa Sharmi-
shtha Dattagupta, ora professoressa
al’'Universita Georg August di Gottin-
gen (Germania), intrapresero un’in-
dagine sulla genetica del Niphargus
collaborando con un altro gruppo di
ricerca coordinato dal dr. Sandro Gal-
denzi di Jesi. Questa ricerca congiun-
ta, che & ancora in corso, ha come
principale scopo quello di verificare
I’'omogeneita genotipica di questi an-
fipodi in diversi laghi freatici del com-
plesso carsico di Frasassi.

All'inizio del 2008, il dr. Montanari,
durante un sabbatico all’Universita di
Berkeley in California, ebbe I'occa-
sione di contattare la dr.ssa Dawn
Peterson, una micropaleontologa
nota per i suoi contributi scientifici
alla conoscenza e alla classificazione
degli ostracodi. La Peterson accetto
con entusiasmo di collaborare nella
ricerca e gia da una visione prelimina-
re di alcuni campioni che il Montanari
si era portato con sé, si accorse che
la fauna ostracode della grotta dove-
va essere complessa e diversificata.
Nel frattempo, gli speleologi del GSF
e del GSM proposero ed ottennero,
in veste di Federazione Speleologica
Marchigiana (FSM), un finanziamen-
to dal’Assessorato Aree Protette,
Protocollo di Kioto e Riqualificazione
Urbana della Regione Marche per
sviluppare un programma trienna-
le di ricerca sulle faune acquatiche
del complesso carsico di Frasassi.
Sin da quel momento si pianifico un
programma di esplorazione e cam-
pionamento sistematico in vari laghi
della grotta, nonché nella Sorgente



FIGURA 6 - A) Veduta panoramica
del mesocosmo da 100 litri di
Coldigioco; B) profilo della
concentrazione di idrogeno
solforato e C) del pH e modello
idrochimico del mesocosmo
(profili chimici di D. Jones).

Foto di A. Montanari.

Solfurea che sgorga sul Sentino in
prossimita dell'ingresso della Grotta
del Fiume. Fu allora contattato il dr.
Marco Bodon, noto specialista di
gasteropodi che anni addietro aveva
individuato una nuova specie di mi-
crogasteropode, Islamia sp. 2, in un
campione proveniente dalla Grotta
Solfurea.

All'inizio del 2007 fu allestito, in
una vecchia cantina-grotta dell’Os-
servatorio Geologico di Coldigioco,
un mesocosmo da 100 litri nel quale
si e cercato di riprodurre al meglio le
condizioni ambientali di un lago ipo-
geo sulfidico. Si & ottenuto cio prele-
vando dell’acqua sulfidica, frammenti
di roccia calcarea e alcuni chilogram-
mi di fango batterico dal Lago Verde,
nonché una mezza dozzina di anfi-
podi adulti. I mesocosmo avrebbe
permesso I'osservazione dal vivo
dei comportamenti della fisiologia
del nostro Niphargus ictus, cosa al-
quanto difficile se non impossibile da
fare nell’lambiente naturale della grot-
ta. Lambiente nella cantina-grotta &
permanentemente e completamente
buio e la temperatura varia da un mi-
nimo di 8 °C in febbraio, ad un mas-
simo di 16 °C in luglio. Per la maggior
parte dell’anno, la temperatura si ag-

gira intorno ai 12,5 °C, dunque simile
alla temperatura costante di 13,5 °C
delle acque freatiche di Frasassi.

Una volta decantato il fango in
sospensione (figura 6A), si & passati
ad effettuare un’analisi chimica con
una sonda elettronica per stabilire la
concentrazione dell’idrogeno solfora-
to (H,S) e il grado di acidita (pH) nella

colonna d’acqua. Da questa analisi si
& subito visto che I'acqua del meso-
cosmo si era stratificata, formando un
orizzonte sulfidico sul fondo dell’ac-
quario, spesso alcuni centimetri e
leggermente acido (figura 39B). In
pratica nel piccolo del mesocosmo si
sono ricreate condizioni simili a quelle
osservate e misurate nei laghi ipogei
(vedi figure 19 e 20C).Il problema
stava che con il tempo I'ossidazione
dell'idrogeno solforato causata dalla
diffusione dell’ossigeno proveniente
dall’esterno portava ad un assottiglia-
mento dell’orizzonte sulfidico e quindi
alla eliminazione graduale di solfobat-
teri ossidanti che necessitano del’'H,S
per il loro metabolismo chemiosinteti-
co. Questo fenomeno si manifestava
dapprima in aree leggermente piu
elevate del fondale che gradualmente
si sbiancavano o addirittura si arros-
savano per la formazione di ossidi di



ferro (vedi parte destra del mesoco-
smo in figura 6A in contrasto con
la parte sinistra scura). Dunque, per
non lasciare gli anfipodi senza cibo,
e stato necessario cambiare periodi-
camente parte dell’acqua della vasca
rimpiazzandola con acqua sulfidica
fresca prelevata al Lago Verde, op-
pure aggiungendo alcuni grammi di
solfuro di sodio (Na,S) che reagisce in
acqua producendo idrogeno solfora-
to, e/o aggiungendo alla vasca fango
e filamenti batterici prelevati in grotta.

Nel frattempo, proseguirono i
campionamenti di sedimento in vari
specchi d’acqua della grotta per ve-
rificare la presenza di organismi sti-
gobionti. In questi campioni analizzati
dalla dr.ssa Peterson vennero indivi-
duate le valve di decine di specie di
orstracodi regolarmente accompa-
gnate da gusci del microgasteropo-
de Islamia sp. 2. Inizialmente solo al
Lago Verde furono ritrovati alcuni rari
esemplari vivi di ostracode, mentre
nessun individuo vivo di microgaste-
ropode fu allora riscontrato in nessu-
no dei laghi campionati nella Grotta
del Fiume. | numerosi gusci dell’ani-
male venivano trovati sempre vuoti.
Infine, sia la dr.ssa Dattagupta che
la dr.ssa Peterson riscontrarono, nei
campioni di sedimento prelevati nei
laghi della Grotta del Fiume, la pre-
senza di piccoli vermi probabilmente
appartenenti alla famiglia dei Naida-
dae. Allora la Dattagupta si rivolse
ad un collega svedese, specialista
dei vermi oligocheti, il prof. Christer
Erséus, del Dipartimento di Zoologia
dell’'Universita di Gothenburg, ed al
suo piu stretto collaboratore il prof.
Tarmo Timm, titolare della Stazione di
Limnologia dell’Universita di Agraria
di Tartumaa, in Estonia. Da un’analisi
del DNA di campioni di vermi prele-
vati al Ramo Solfureo della Grotta del
Fiume, I'Erséus scopri che si trattava
molto probabilmente di un verme del
genere Potamothrix la cui specie do-
veva ancora essere determinata, ma
che comunque non corrispondeva
geneticamente a nessuna delle spe-
cie di naidadi da lui conosciute sot-

to il profilo genetico. Dunque, molto
probabilmente il nostro Potamothrix
rappresenta una nuova specie.

Nella prima settimana di gennaio
del 2008 un felice evento allieto il me-
socosmo di Coldigioco: una femmina
di Niphargus ictus diede alla luce, o
meglio al buio, sei piccoli anfipodi.
Una seconda figliata di otto picco-
li Niphargus avvenne poco dopo,
all’inizio di febbraio. Nel frattempo
il gruppo di ricerca della Pennsylva-
nia State University effettuava nuove
scoperte nel mondo degli organismi
unicellulari della grotta (Macalady et
al., 2008a). Ormai era chiaro che la
diversita batterica delle acque sulfidi-
che di Frasassi era straordinariamente
elevata e rappresentata da migliaia di
specie. Intanto la Peterson a Berke-
ley riconosceva e documentava una
ventina di diverse specie di ostracodi
tra le quali due nuove specie mai viste
prima ed esclusivamente endemiche
di Frasassi.

All'inizio  del’anno il Montanari
contatto la dr.ssa Antonietta La Terza,
del laboratorio di Microbiologia Mo-
lecolare dell’Universita di Camerino,
dopo aver saputo che in collabora-
zione con il dr. Claudio Ortensi ed il
dr. Federico Buonanno dell’Universita
di Macerata, aveva iniziato un’indagi-
ne sui protozoi del Lago Verde. Due
diverse specie di protozoi ciliati erano
gia state individuate nelle acque sulfi-
diche del Lago Verde, aggiungendosi
cosi al gia ricco bestiario stigobitico di
Frasassi. Si penso allora di organizza-
re un incontro informale all’ Osserva-
torio Geologico di Coldigioco fra tutti
i ricercatori coinvolti in questa ricerca.
Lo scopo era quello di scambiarsi in-
formazioni circa lo stato della ricerca
individuale ma anche di spiegarsi, tra
i vari colleghi interdisciplinari, i metodi
e gli scopi delle loro indagini speciali-
stiche. Il meeting ebbe luogo alla fine
di giugno con il nome di “Biospeleo
Pow-wow” e la maggior parte dei
ricercatori e collaboratori vi parteci-
parono. La dr.ssa Borowsky, con il
marito Richard e con una sua stu-
dentessa laureanda, Minda Gowarty,



ebbe l'occasione di osservare, per
una decina di giorni, i comportamenti
degli anfipodi nel mesocosmo allesti-
to all'Osservatorio Geologico di Coldi-
gioco. Fu organizzata una spedizione
ad hoc al Lago Verde e al Pozzo dei
Cristalli per catturare una quarantina
di anfipodi che furono utilizzati per un
complesso esperimento sul loro com-
portamento di interazione di coppia e
per verificare la loro reazione alla luce.
Nella cantina-grotta di Coldigioco fu
allestito un laboratorio dove, in una
ventina di capsule Petri da 120 mm,
furono sistemati in ciascuna una cop-
pia di anfipodi. Oltre ad aver potuto
osservare dal vivo la muta del cara-
pace in diversi individui, ed addirittura
ad assistere alla nascita di altri piccoli
anfipodi nel mesocosmo, la Borowsky
fece un gran numero di prove crono-
metrate in ambiente controllato che
dimostrarono che il nostro Niphargus
ictus, nonostante sia completamente
privo di occhi, reagisce se investito da
un fascio luminoso.

All'inizio di luglio, fu organizzata
una spedizione conoscitiva al Lago
Claudia, nella parte piu interna della
Grotta Grande del Vento. Infatti il dr.
Galdenzi durante il meeting ci infor-
mo che, anni addietro, aveva notato
la presenza di microgasteropodi vivi
in questo lago ipogeo. Furono pre-
levati dei campioni d’acqua e anche
del sedimento utilizzando una piccola
pompa idrovora provvista di filtro per
la cattura di particelle e microorgani-
smi che furono immediatamente ana-
lizzati al centro di Coldigioco. Questa
verra ricordata come la pesca mira-
colosa di tutto il programma di ricerca
in quanto furono rinvenuti, in questi
primi- campioni di assaggio, tutti gli
animali vivi fin ora identificati negli altri
laghi della grotta, incluso un esempla-
re di verme piatto che solo una volta
era stato riscontrato dalla dr.ssa Dat-
tagupta in un campione proveniente
dalla Grotta Solfurea. Oltre a questi
gia noti organismi, il Lago Claudia &
risultato essere popolato da un nuovo
gruppo di crostacei planctonici mai
riscontrati prima nella grotta: i cope-
podi. Fu dunque allestito un nuovo

piccolo mesocosmo da 15 litri nella
cantina-grotta di Coldigioco apposi-
tamente ideato per osservare diret-
tamente dal vivo il comportamento
di microrganismi che compongono la
cosiddetta meiofauna, quali i proto-
z0i, i copepodi, i gasteropodi, i vermi
e gli ostracodi che altrimenti, essendo
cosi minuti, si sarebbero persi nel me-
socosmo da 100 litri.

Il 2009 segna il termine del pro-
gramma di ricerca triennale della FSM
supportato dal finanziamento della
Regione Marche. Non che i ricercatori
abbiano abbandonato all'improwviso i
loro studi ed investigazioni specialisti-
che sulla biologia stigobitica di Fra-
sassi. Al contrario, ricerche specifiche
sui vari gruppi di organismi si sono
intensificate durante quest’anno ed
hanno portato a nuove scoperte. Jan
Bauermeister e Jean-Francois Flot,
ricercatori all’Universita di Gottingen,
definirono su basi genetiche che nelle
grotte di Frasassi sono presenti, oltre
al Niphargus ictus, altre tre specie
diverse di anfipodi, apparentemen-
te nuove ed endemiche di queste
grotte. La stessa conclusione venne
raggiunta, su basi biologiche, da Bet-
ty Borowsky in collaborazione con lo
specialista zoologo prof. Gordan Ka-
raman del’Accademia delle Scienze
del Montenegro, lo stesso che nel
1985 defini la specie Niphargus ictus.
Intanto i ricercatori del gruppo di Ca-
merino confermarono la presenza di
protozoi ciliati in altri laghi della grotta
appartenenti ad almeno sei diverse
specie, tutte ancora da definire su
base genetica. Grazie alla collabora-
zione della dr.ssa Diana Galassi, della
sua assistente dr.ssa Barbara Fia-
sca e della studentessa Debora De
Michele del Dipartimento di Scienze
Ambientali dell’Universita dell’Aquila,
tutte specialiste in copepodi stigobi,
venne determinato che questi picco-
li crostacei popolano praticamente
tutti gli specchi d’acqua freatica del
complesso carsico di Frasassi com-
prendendo numerose nuove specie
endemiche ancora da definire.

Come previsto dal programma
della FSM, a settembre fu organizza-



to un convegno all’Hotel Frasassi di
Genga dove, grazie al supporto del-
la Regione Marche e della Cassa di
Risparmio di Fabriano e Cupramon-
tana, furono convocati una trentina
di ricercatori interdisciplinari che pre-
sentarono i risultati preliminari delle
loro ricerche, svolte nel’lambito dei
vari rami specialistici, sull’incredibile
ecosistema stigobitico delle grotte.

In sintesi, questi anni di ricerche
interdisciplinari sui vari aspetti bio-
logici ed eco-ambientali del mondo
sotterraneo di Frasassi hanno porta-
to alla luce un ecosistema stigobitico
incredibilmente ricco e differenziato,
con specie uniche che nel corso di
millenni si sono adattate e specializ-
zate in questo che potremmo definire
una Galapagos sotterranea unica al
mondo. | risultati di queste ricerche
sono in via di pubblicazione in riviste
scientifiche specializzate internazio-
nali difficilmente accessibili al pub-
blico. Si & quindi ritenuto opportuno
illustrare, in chiave divulgativa, le me-
raviglie di questo mondo biotico sot-
terraneo in questo libretto.






Inquadramento geologico

[I'complesso carsico di Frasassi
si sviluppa all’interno dell’anticlina-
le di Monte Valmontagnana-Monte
Frasassi con un labirinto di passaggi
lungo circa 25 chilometri. Per anti-
clinale s’intende una piega tettonica
delle formazioni rocciose stratificate
che costituiscono la parte superfi-
ciale della crosta terrestre dove al
nucleo della piega si trovano gli strati
pit antichi mentre all’esterno quelli
di formazioni piu recenti (figura 7A,
B). Questa piega anticlinalica, avente
un’asse con direzione nordovest-su-
dest (caratteristica direzione tettonica
appenninica), presenta dunque strati
inclinati in senso opposto rispetto
all’asse, owvvero verso nordest sul
versante orientale e verso sudovest
sul versante occidentale (vedi figura
7B). Il nucleo dell’anticlinale & costitu-
ito dalla Formazione del Calcare Mas-
siccio, un calcare compatto, bianco,
molto puro in quanto essenzialmente
fatto di carbonato di calcio (ovvero di
calcite con formula CaCO,) che si &
formato nel Giurassico Inferiore (tra
circa 200 e 196 milioni di anni fa) in
un ambiente di mare molto basso pa-
ragonabile, ad esempio, agli odierni
banchi corallini e alle piattaforme car-
bonatiche delle Bahamas e della Flo-
rida. Il Calcare Massiccio poggia sulla
Formazione delle Anidriti del Burano,
del Triassico Superiore, spessa fino a
due chilometri e costituita da un’alter-
nanza di strati calcarei, marne, calcari
bituminosi (ovvero ricchi di sostanza
organica e idrocarburi) e anidrite, un
minerale di solfato di calcio (CaSO,)
simile per composizione al gesso ma
privo di acqua. Queste rocce sedi-
mentarie si sono depositate tra 203 e
200 milioni di anni fa circa in un baci-
no di mare molto basso dove la forte
evaporazione ha causato la precipita-
zione di sali minerali tra cui, appunto,
I’anidrite. Le Anidriti del Burano non
affiorano nella zona di Frasassi ma,
come vedremo in seguito, hanno
avuto ed hanno tuttora un ruolo es-
senziale nel processo di carsificazio-
ne del sovrastante Calcare Massiccio

e la conseguente formazione delle
Grotte di Frasassi.

Al Calcare Massiccio fa segui-
to una successione ben stratificata
di formazioni policrome costituite
da calcari pit © meno puri, a volte
contenenti noduli e strati di selce, e
marne (rocce calcaree con una cer-
ta componente argillosa), sedimenti
questi che si sono formati in seguito
al lento accumulo, in un ambiente di
mare profondo, di gusci e scheletri
di microrganismi planctonici. Questa
successione sedimentaria, che rap-
presenta un arco di tempo deposizio-
nale che va dai 196 ai 40 milioni di
anni fa circa, affiora in cima al Monte
Valmontagnana e al Monte Frasassi,
nonché sui fianchi dell’anticlinale.

Suggeriamo ai lettori e alle lettrici
che ne fossero interessati di consul-
tare le pubblicazioni divulgative del
Parco Naturale della Gola della Rossa
e di Frasassi (2000), di Montanari et
al. (2002) e di Galdenzi (2004a) per
avere una descrizione piu dettagliata
della geologia e dell’evoluzione sedi-
mentaria e tettonica dell’area di Fra-
sassi. Per cid che riguarda invece il
soggetto specifico delle grotte, consi-
gliamo la lettura di Galdenzi (2004b),
che include una serie di articoli tecnici
di vari autori sugli aspetti della spele-
ogenesi e delle caratteristiche chimi-
che, fisiche e biologiche del comples-
so carsico di Frasassi. Perseguendo
il tema della presente pubblicazione,
Ci premuriamo comunque di dare una
breve spiegazione di come si sia for-
mato I'ambiente ipogeo di Frasassi
che ospita un cosi complesso e di-
versificato ecosistema stigobitico.

'evoluzione carsica di Frasassi
e strettamente legata all’evoluzione
tettonica e morfologica degli ultimi
tre milioni di anni di storia geologica
appenninica. Il processo di defor-
mazione tettonica della successione
sedimentaria dell’Appennino umbro-
marchigiano inizio nel tardo Mioce-
ne, ovvero intorno ai cinque milioni
di anni fa, quando, in risposta ad
un regime tettonico compressivo, la
parte superiore della crosta terrestre
inizio a fagliarsi e corrugarsi forman-



STIGOBIONTI: vita acquatica nelle Grotte di Frasassi
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do grandi pieghe anticlinaliche e sin-
clinaliche. Il processo deformativo fu
accompagnato da un generale sol-
levamento tettonico regionale che,
alla fine, condusse all’emersione dei
sedimenti marini stratificati che si era-
no accumulati nei 200 milioni di anni
precedenti ed erano ormai compatta-
ti e cementati in formazioni rocciose
stratificate. Col procedere di questa
emersione, le formazioni rocciose ve-
nivano sottoposte a processi di alte-
razione e di erosione da parte degli
agenti atmosferici e si vennero cosi a
formare le prime valli fluviali ed i primi
rilievi montuosi.

Le formazioni che per prime ven-
nero attaccate e modellate dalla ero-
sione furono owviamente quelle piu
giovani, ovvero le ultime ad essersi
formate nel lungo processo di accu-
mulo della successione sedimentaria.
Man mano che il sollevamento proce-
deva, le valli fluviali si allargavano e si
approfondivano fino a che I'erosione
fluviale raggiunse le rocce piu antiche,
di eta giurassica, costituite da calcari
piuttosto duri e resistenti. A questo
punto si vennero a formare le prime
gole, strette e via via piu profonde,
data 'impossibilita per i fiumi di cam-
biare il loro corso in gia ben definite
valli fluviali. Fu cosi che circa due - tre
milioni di anni fa, il letto del Fiume
Sentino raggiunse la parte sommi-
tale della formazione pit antica della
successione sedimentaria esposta,
il Calcare Massiccio, e comincio ad
incidere la Gola di Frasassi.

Come accennato sopra, il Calcare
Massiccio € costituito da carbonato di
calcio praticamente puro, ed € quin-
di particolarmente soggetto a disso-
luzione carsica ad opera di acque
meteoriche. Queste, arricchendosi
nell’atmosfera e nel suolo di anidride
carbonica (CO,) e formando quindi
acido carbonico (H,CO,), percolano
nella massa calcarea attraverso fissu-
razioni della roccia (faglie e fratture) e
la disciolgono formando cavita carsi-
che. In gergo speleogeologico, que-
sto processo di formazione di cavita
carsiche viene chiamato epigenico in
quanto awviene per dissoluzione da

parte di acque aggressive provenienti
dall’alto e che hanno quindi un effetto
importante nella parte piu superficiale
della massa calcarea. Man mano che
le fissurazioni si allargano in seguito
alla dissoluzione del calcare, le ac-
que di infiltrazione, dette vadose, si
arricchiscono del carbonato di calcio
disciolto e lo riprecipitano nelle cavita
carsiche precedentemente formate
sotto forma di concrezioni calcaree
dette speleotemi (le stalagmiti e le
stalattiti).

Con il progredire del solleva-
mento tettonico e del conseguente
approfondimento della Gola di Fra-
sassi, inizio, allinterno del massic-
cio calcareo, un nuovo processo di
dissoluzione non piu epigenico ma
ipogenico. Successe che una falda
acquifera profonda formatasi nelle
Anidriti del Burano e contenente idro-
geno solforato (H,S) fu raggiunta dalla
falda acquifera carbonatica che, per
via dell’'approfondimento della gola,
si era nel frattempo abbassata. Pra-
ticamente la falda sulfidica raggiunse
il cosiddetto livello piezometrico, cor-
rispondente alla quota di flusso del
Fiume Sentino. Il miscelamento delle
due diverse acque ed in particolare il
contatto dell’acqua sufidica con I'os-
sigeno dell’atmosfera della grotta,
porta alla formazione di acido solfo-
rico (H,S0,), un agente molto piu ag-
gressivo dell’acido carbonico e quindi
molto piu efficiente nel dissolvere il
calcare. Stando alle dimensioni delle
caverne e alla presenza di depositi
residui di gesso microcristallino pro-
dotto dalla reazione in ambiente su-
baereo dei vapori d’idrogeno solfora-
to con il calcare, sembra che questo
processo ipogenico sia iniziato quan-
do il livello piezometrico aveva rag-
giunto la quota della grotta del Buco
Cattivo, il cui ingresso & oggi ubicato
a circa 200 metri sopra I'attuale livel-
lo piezometrico. In termini di tempo,
considerando una velocita media di
sollevamento tettonico di circa 0,2-
0,3 millimetri all’'anno, il carsismo sul-
fidico a Frasassi sarebbe iniziato tra i
settecento mila e un milione di anni
fa. Con il carsismo ipogenico sulfidico

FIGURA 7 - A) Carta geologica
semplificata e B) profilo
strutturale dell'area di Frasassi.
Da Mariani et al., 2007.



FIGURA 8 - Modello schematico del
sistema idrochimico delle grotte di
Frasassi. Suggerito da G. Druschel.
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s’instauro, nei laghi freatici di Frasas-
si, I'ecosistema stigobionte che ci ac-
cingiamo a descrivere. Occorre pero
dare prima una breve spiegazione di
come il carsismo sulfifdico si relazio-
na, in termini biochimici, con lo svilup-
po di un ecosistema chemiosintetico
e autotrofo.

Carsismo ipogenico sulfidico
ed ecosistema autotrofo

Acque di origine meteorica scese
in profondita attraverso fratture e fa-
glie delle formazioni rocciose superfi-
ciali entrano in contatto con le rocce
della Formazione delle Anidriti del Bu-
rano, in un ambiente interstiziale privo
di ossigeno. La presenza di solfato di
calcio (I'anidrite descritta sopra) e del-
le marne bituminose ricche di carbo-
nio organico fossile che costituiscono
questa formazione, rappresentano
i presupposti per una reazione di ri-
duzione da parte di batteri anaero-
bici che vivono in questo ambiente
interstiziale profondo. Si viene cosi
a formare I'idrogeno solforato (H,S)
che, sciolto nell’acqua, risale per un
effetto artesiano lungo fratture asso-
ciate ad una grossa faglia che taglia
I'anticlinale di Frasassi sul suo lato

calcare fratturato

orientale, praticamente all’'uscita della
Gola di Frasassi. E proprio in questo
luogo, all'intersezione tra la faglia ed |l
letto del Fiume Sentino, che la risalita
di idrogeno solforato si manifesta con
alcune sorgenti cosiddette solfuree
(vedi figura 7A, B). L'azione batteri-
ca in questa reazione di riduzione del
solfato di calcio & necessaria in quan-
to I'H,S non pud formarsi inorganica-
mente a temperature inferiori ai 200
°C, mentre la temperatura delle acque
sulfidiche a Frasassi sono decisamen-
te fredde aventi esse una temperatura
costante di circa 13,5 °C.

Allinterno del massiccio calcareo
di Frasassi, I'acqua sulfidica forma
una falda ipogea che raggiunge il li-
vello piezometrico entrando in con-
tatto con I'acqua carbonatica e ben
ossigenata della falda freatica (vedi
modello grafico in figura 8).

A questo punto I'H,S interagisce
con l'ossigeno creando le condizioni
ideali a solfobatteri ossidanti per ac-
celerare la reazione di ossidazione
liberando H* e formando acido sol-
forico (H,S +2 O, —> SO* + 2H* =
H?SO#). La continua produzione di
acido solforico nella falda freatica,
che sarebbe estremamente limitata
se non fosse per I'azione dei solfobat-




teri, causa la dissoluzione del calcare
e la precipitazione di gesso (CaSO, +
H,0). Il gesso pero e solubile in ac-
qua ed & quindi evacuato dal sistema
idrico della grotta con il lento ma con-
tinuo ricambio vadoso. In alcuni casi,
I'idrogeno solforato esala dalla super-
ficie della falda acquifera e si disperde
nel’atmosfera della grotta. Questa
esalazione sulfidica causa la corro-
sione delle volte rocciose della grot-
ta con la conseguente formazione di
depositi di gesso microcristallino e la
crescita di biofilm mucillaginosi pen-
duli (le mucaoliti) estremamente acidi
(pH 0-0,5 - vedi Galdenzi e Maruoka,
2003 e Macalady et al., 2007).

In conclusione, il complesso ipo-
geo di Frasassi e il risultato di car-
sismo sulfidico ipogenico nel quale
solfobatteri ossidanti hanno, da centi-
naia di migliaia di anni a questa parte,
un ruolo primario nella intensa corro-
sione del Calcare Massiccio (Galden-
zi et al., 1999, 2008; Macalady et al.,
2006, 2008). In pratica, 'origine delle
grotte di Frasassi € dovuta ad un pro-
€esso biologico e non tanto a un puro
fenomeno inorganico di dissoluzione
chimica del calcare. La continua ed
abbondante produzione di materiale
organico da parte dei batteri chemio-
autotrofi, ovvero organismi che sono
capaci di sintetizzare il loro cibo da
sostanze inorganiche usando energia
chimica (nel nostro caso I'ossidazio-
ne dell’H,S), costituisce la base di un
complesso e diversificato ecosistema
stigobitico nel quale organismi supe-
riori si sono adattati a vivere senza
dover dipendere dalla fotosintesi.
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Tassonomia e filogenesi

Per meglio apprezzare la diversita
biologica e la complessita ecologica
delle grotte di Frasassi, vogliamo in-
trodurre e spiegare, nel piu semplice
modo possibile, i principi fondamen-
tali della suddivisione e della classifi-
cazione degli organismi viventi.

Fin dai tempi dell’antichita, i bio-
logi si sono impegnati a classificare
gli organismi ordinandoli in gruppi nei
quali differenti specie hanno caratteri-
stiche comuni o delle assomiglianze
tra loro (piante, animali, mammiferi,
rettili, uccelli, erbivori, carnivori, ecc.).
Inizialmente, lo scopo principale era
quello di una facile e diretta identifica-
zione di organismi mai studiati prima
che, man mano, si aggiungevano al
sempre crescente numero di forme
di vita conosciute nel nostro piane-
ta. Lo svedese Carl Nilsson Linnaeus
(1707-1778), alias Linneo, € consi-
derato il padre della moderna clas-
sificazione scientifica degli organismi
viventi. Il merito maggiore del Linneo
fu la definizione e I'introduzione della
nomenclatura binominale nel sistema
di classificazione delle piante e degli
animali.

La portata dell'innovazione lin-
neana fu enorme. Precedentemente
il sistema di nomenclatura era sem-
plicemente basato su un’estesa de-
scrizione e distinzione di ogni pianta
o animale, sulla base dei caratteri dia-
gnostici ritenuti rilevanti, in modo del
tutto arbitrario, da ogni classificatore.

TAXON NOME
Regno Animalia
Phylum Arthropoda
Classe Malacostraca
Ordine Amphipoda
Famiglia Niphargidae
Genere Niphargus

Specie ictus (Karaman 1985)

Con il metodo linneano a ciascun or-
ganismo sono attribuiti due nomi (in
latino e scritti in corsivo): il primo si
riferisce al genere di appartenenza
dell’organismo stesso ed e uguale
per tutte le specie che condividono
alcuni caratteri principali; il secondo
termine, che & spesso descrittivo,
designa la specie propriamente det-
ta, ed e seguito dal nome del classi-
ficatore che I'ha definita con la data
della pubblicazione di tale definizione.
Gli individui di ogni specie hanno la
capacita di riprodursi trasferendo il
proprio patrimonio genetico alle nuo-
ve generazioni di individui della stes-
sa specie. Nacque cosi il concetto di
tassonomia (dal greco antico taxis =
ordine, arrangiamento, e nomos =
legge o scienza) con il quale si classi-
ficano gli organismi in ranghi gerarchi-
ci detti taxon (taxa al plurale).

Per dare un esempio di classifica-
zione tassonomica prendiamo il caso
del piu volte citato Niphargus ictus,
I'anfipode che popola i laghi ipogei di
Frasassi.

Con il progredire degli studi bio-
logici e I'invenzione di tecniche e di
strumenti sempre piu sofisticati, dai
microscopi ottici capaci di mettere a
fuoco ed ingrandire oggetti sempre
piu piccoli fino ai moderni microscopi
a scansione elettronica, sono anche
aumentate le capacita per meglio di-
stinguere gli organismi I'uno dall’altro
e classificarli in taxa diversi, sempre
piu definiti. Successe dunque che
organismi una volta ritenuti appar-

ETIMOLOGIA

organismi animati

provvisti di appendici articolate

rivestiti da una crosta molle

con corpo compresso lateralmente

con zampe molto lunghe

nome del genere

specie definita da G. Karaman nel 1985



TaBELLA 1 - Classificazione
dei regni tassonomici.

tenenti allo stesso taxon, ora sono
classificati in gruppi tassonomici di-
versi, e addirittura si & spesso veri-
ficata la necessita di inventare nuovi
taxa e categorie, promuovendo o
degradando un taxon da un rango
gerarchico all’altro. Si crearono cosi
suddivisioni  tassonomiche come |l
Subordine, il Superordine, I'Infraordi-
ne, il Parvordine oppure il Subphylum,
il Superphylum, ecc. Ad esempio, se
una volta il nostro Niphargus rien-
trava nella classe dei Crustacea, poi

gia complesso schema tassonomico
e nei criteri di classificazione biologi-
ca. La struttura stessa del DNA per-
mette ora di risalire alla storia evolutiva
di un organismo e definirne i rapporti
di parentela con altri organismi, a
prescindere dalle similitudini morfo-
logiche o fisiologiche. Insomma, la
classificazione di un organismo oggi
viene fatta sulla base della filogenesi,
owvero sulla definizione di cladi, che
sono come i rami di un albero ognu-
no rappresentante un taxon. Cid ha

Tabella 1 - Classificazione dei regni tassonomic

Linnaeus Haekel
1735 1866
2 regni 3 regni
non ;
Vegetabilia Plantae
Animalia Animalia

Chatton Copeland Whittaker Weoese et al. Woese et al,
1937 1956 1969 1977 1990
2 imperi 4 regni 5 regni & regni 3 domini
Worsra: | Eubacteria Bacteria
Protista Protista
Protista
Eukaryota Fungi Fungi Eukarya
Plantas Plantag Plantae
Animalia Animalia Animalia

FIGuRrA 9 - Modello cladistico
schematico della filogenesi dei tre
domini della vita: batteri, archea

ed eucarioti. | phyla di animali
rappresentati nelle Grotte

di Frasassi sono indicati in rosso.

IL cladio della specie Homo sapiens
diparte originalmente dalla

cellula eucariota.

Sintesi grafica di A. Montanari.

la stessa classe ¢ stata “promossa”
a Subphylum, mentre la classe per
il nostro anfipodo & diventata quella
dei Malacostraca. Questa tendenza
di sempre crescente distinzione e
suddivisione non risparmid nemmeno
il taxon gerarchicamente piu elevato,
il Regno. Ai tempi di Linneo, si rico-
noscevano solo due regni dei viven-
ti: il regno delle piante (Vegetabilia)
e quello degli animali (Animalia). Poi
man mano che nuove specie, gene-
ri, famiglie, ordini, classi, e phyla au-
mentavano con la scoperta di nuovi
organismi e con la migliore definizione
morfologica e fisiologica per poterli
distinguere e raggruppare sulla base
delle loro similitudini biologiche, i re-
gni dei viventi, in due secoli e mezzo
di progresso scientifico, sono divenuti
tre, poi quattro, poi cinque fino a rag-
giungere il numero di sei regni verso la
fine degli anni '70 (tabella 1).
L'avvento della microbiologia mo-
lecolare e la codificazione del DNA ha
portato, negli ultimi decenni, ad una
revisione e ad un certo scompiglio nel

portato alla creazione di un nuovo e
piu alto rango tassonomico, il Domi-
nio (vedi tabella 1), e per la fortuna
degli studenti che devono ricordare
tutte queste cose, per adesso i do-
mini della vita sono solo tre: Bacteria
(batteri), Archaea (archea) ed Eukarya
(eucarioti). In figura 9 vediamo come,
dal ceppo iniziale della prima cellula
procariota con le radici che affonda-
no nel mondo molecolare abiotico, si
dirama poi la filogenesi degli eucarioti
e come da questo nuovo ramo dipar-
tono poi i vari regni, phyla, classi, or-
dini, famiglie e generi, fino ad arrivare
all'ultimo rametto in cima all’albero
della vita: la specie (nel caso parti-
colare la nostra, Homo sapiens, che
in pratica e il frutto di quest’albero, il
risultato ultimo dell’evoluzione partita
da una cellula procariota tre miliardi e
ottocentomila anni fa).
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FIGURA 10 - Diagramma
semplificato dell'evoluzione della

vita nella scala del tempo geologico.

Tratto da Wikipedia.

Origine ed evoluzione
delle cellule viventi

Un grande quesito, forse il piu
grande che 'uomo si sia mai posto, &
quello sull’origine della vita. Nel mon-
do scientifico il quesito fondamentale
sull’origine della vita si traduce nella ri-
cerca del come e del quando, mentre
nel mondo della fede religiosa il come
ed il quando hanno poca importan-
za rispetto alla domanda ancor piu
crucciante del perché dell’esistenza
delle cose. Pur non sottovalutando
I'importanza del Mistero e della medi-
tazione mistica, ci sentiamo obbligati
a rimanere, umilmente, nel ristretto,
seppur ben definito, campo scientifi-
co per cercare di spiegare il come ed
il quando dello straordinario ecosiste-
ma stigobitico di Frasassi.

Con lo scopo di inquadrare nella
scala tempo I'evoluzione della vita sul
nostro pianeta ed i principali eventi
che hanno scandito questa evoluzio-
ne, proponiamo un diagramma estre-
mamente semplificato tratto dalla pa-
gina web Wikipedia (2009) Timeline of
Evolution (figura 10). Il pianeta Terra
si & materializzato nei primi momenti
dell’esplosione stellare che ha porta-
to alla formazione del Sistema Solare,
circa 4,6 mliliardi di anni fa. Il nostro
Sole & una stella relativamente gio-
vane se si considera che, stando alla
Teoria della Relativita, I'universo & ini-
zZiato circa 13,7 miliardi di anni fa con
il Big Bang, allorché si sono definite le
dimensioni del tempo e dello spazio.
Dunque, non esisteva un “cosa” pri-
ma del Big Bang in quanto non esi-
steva ancora il tempo, e quindi non
esisteva un “prima”, né tanto meno
esisteva un “dove” visto che lo spazio
e venuto con il Big Bang. Il “tutto” e
partito da un concetto detto “singo-
larita”. Dal momento del Big Bang ci
sono voluti ben tre minuti per la mate-
ria subatomica appena nata (protoni,
neutroni, elettroni) ad organizzarsi nei
primi atomi di elio e di idrogeno, e da
quel momento il processo di espan-
sione e conseguente raffreddamento
dell’universo si € espresso con la for-
mazione di nuove entita materiali, di

nuovi atomi e aggregazioni, come le
stelle e le galassie. E la vita quando
e cominciata? Nessuno ha questa
risposta in tasca ma qualcosa pos-
siamo azzardare a dire circa I'origine
della vita sul nostro pianeta Terra.

Nel primo miliardo di anni dalla
aggregazione di materia solare che
ha formato la Terra, le condizioni am-
bientali non erano idonee alla nascita
e al sostenimento della vita, ovvero di
organismi fatti di precarie molecole
organiche capaci di riprodursi spon-
taneamente. Ci volle almeno mezzo
miliardo di anni per raggiungere una
temperatura della superficie terrestre
sufficientemente bassa da poter per-
mettere la formazione di una crosta
solida, di masse oceaniche e di un’at-
mosfera seppur ancora infernale. La
prima atmosfera terrestre era essen-
zialmente fatta di idrogeno e di elio,
ma si € poi velocemente arricchita di
altri gas in seguito alla degassazione
vulcanica. Divento cosi estremamen-
te densa e composta da gas come
il vapor d’acqua (H,0), I'anidride car-
bonica (CO,), I'azoto (N,), il cloro (Cl,),
lo zolfo (S,), il monossido di carbonio
(CO), Iranidride solforosa (SO,), 'am-
moniaca (NH,) ed il metano (CH,).
'assenza di ossigeno libero rendeva
questa atmosfera primordiale estre-
mamente riducente. Eppure queste
condizioni estreme potevano gia aver
permesso la formazione delle prime
molecole organiche, come gli ammi-
noacidi, gli idrocarburi e i nucleotidi i
quali, accoppiandosi selettivamente,
formano I'acido ribonucleico (RNA) in
catene elicoidali semplici.

Da evidenze paleontologiche
sembra che le prime semplici cellu-
le viventi siano comparse circa 3,8
miliardi di anni fa, probabilmente da
un processo di autoriproduzione
dell’RNA che richiede I'utilizzo di ener-
gia libera, spazio vitale e 'aggregazio-
ne di altre molecole organiche (protei-
ne, acidi nucleici) che formano vari tipi
di organuli (ribosomi) ognuno con una
sua propria funzione di scambio con
I'ambiente, il tutto incapsulato in un
involucro contenente il DNA. Il DNA,
o acido desossiribonucleico, € una
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FIGURA 11 - A) Modello
semplificato della cellula

procariota e B) di quella eucariota.

Tratto da Wikipedia.

Procariota

macromolecola composta da due
polimeri di nucleotidi avvolti a formare
una doppia elica. Si pu0 dire che i nu-
cleotidi rappresentano 'alfabeto della
vita sulla Terra: infatti il corredo ge-
netico delle cellule & espresso come
una sequenza di nucleotidi. Tramite i
nucleotidi, le due eliche del DNA sono
unite fra loro grazie a deboli legami ad
idrogeno. | nucleotidi contengono 1o
zucchero deossiribosio e le basi azo-
tate adenina (A), citosina (C), guanina
(G) e timina (T). E a questo punto che
€ apparsa la prima cellula viva, molto
probabiimente nelle acque oceani-
che, capace di riprodursi e trasmet-
tere alle nuove generazioni le proprie
caratteristiche organiche, il suo DNA
e le sue strategie biologiche per sfrut-
tare le risorse energetiche e chimiche
del’ambiente.

| primi organismi viventi sono
i procarioti (dal latino pro = avanti,
prima, ed dal greco antico karyon =
noce, nucleo) che includono i batteri
e gli archea. | primi procarioti erano
organismi unicellulari chemioautotro-
fi, parolone che sta a significare la
capacita di nutrirsi autonomamente
utilizzando risorse chimiche fornite
dallambiente, l'anidride carbonica
come risorsa di carbonio e I'ossida-
zione di sostanze inorganiche come
risorsa energetica. Originalmente si
riteneva che gli archea fossero me-
tanogenici ed esclusivamente estre-
mofili, ovvero che vivono in ambienti
estremi per le alte temperature, oppu-
re iperacidi o iperbasici. Oggi invece si
sa che gli archea vivono anche in sva-
riati ambienti non-estremi, sia marini

che terrestri. La differenza tra archea
e batteri risiede piuttosto in partico-
lari dettagli nella loro costituzione del
DNA tanto che rappresentano due
domini separati. Cid che li accomuna
e comunque il fatto di essere unicel-
lulari e che la loro cellula & priva di un
nucleo vero e proprio (figura 11A).
Alcuni batteri, evolvendo in se-
guito ad accidentali cambiamenti
molecolari, si differenziarono da al-
tri per aver sviluppato la capacita di
utilizzare la radiazione solare come
fonte di energia che ¢ alla base del-
la fotosintesi. Dapprima i batteri non
producevano 0ssigeno, ma poi, circa
tre miliardi di anni fa, un nuovo grup-
po, i cianobatteri, impararono ad usa-
re 'acqua come agente riducente e
la radiazione solare come fonte ener-
getica generando ossigeno come
prodotto di scarto. Da quel momento
I'atmosfera terrestre comincio ad ar-
ricchirsi di ossigeno, cosa che non fu
gradita da molte altre specie di bat-
teri che si estinsero, ma cio stimold
ulteriormente I'evoluzione con una
sempre crescente differenziazione di
nuove specie. Bisognera aspettare
fino a 2,1 miliardi di anni fa per vedere
succedere qualcosa di molto impor-
tante alla cellula dei procarioti che
condiziono, irreversibilmente, I'evolu-
zione della vita sul nostro pianeta: la
formazione del nucleo. Nascono cosi
gli eucarioti (il dominio degli Eukarya,
dal greco antico eu = vero, buono, e
karyon = noce, nucleo) che nella loro
cellula, oltre al DNA racchiuso in un
nucleo protetto da una membrana di
nuova invenzione, contengono orga-




nuli aventi funzioni sempre piu spe-
cializzate e differenziate (figura 11B).
Si ipotizza che dli eucarioti si siano
evoluti in seguito ad un processo det-
to fagocitosi, ovvero un battere che si
inghiotte (facogita) un altro ingloban-
dolo completamente in se stesso.

Fino a questo momento gli or-
ganismi si riproducevano tramite un
semplice processo di scissione di loro
stessi ma gia da 1,2 miliardi di anni
fa alcuni eucarioti avevano scoperto
il sesso e la riproduzione sessuata
(meno malel). Altri ancora cominciaro-
no ad aggregarsi a formare nuovi or-
ganismi multicellulari e addirittura ad
associarsi in colonie cellulari seppur
di limitata complessita. Intanto le ca-
ratteristiche fisiche e la composizione
chimica dell’atmosfera era cambiata
proprio a causa della capacita di que-
sti organismi primordiali di utilizzare
I’'ambiente a proprio vantaggio sfrut-
tando I'energia chimica e la fotosin-
tesi, e producendo ossigeno ed altri
prodotti di scarto, tra cui la materia
organica che, per alcuni organismi di
nuova generazione, gli eterotrofi, co-
stituiva una fonte di cibo (praticamen-
te energia pre-confezionata).

La continua evoluzione delle for-
me di vita tendente alla differenziazio-
ne specifica, alle innovazioni strategi-
che e quindi alla produzione di nuovi
organismi porto, a partire da 580 mi-
lioni di anni fa, ad una popolazione di
organismi multicellulari sorprendente-
mente complessa e diversificata. La
maggior parte dei regni e dei phyla
moderni sono gia ben rappresentati
sotto forma di fossili in rocce sedi-
mentarie formatisi tra i 580 ed i 500
milioni di anni fa. L'accumulo nell’at-
mosfera di ossigeno biogenico porto
alla formazione dello strato di ozono
che, bloccando la radiazione ultravio-
letta, permise la colonizzazione della
terra ferma, sia da parte di inverte-
brati marini, sia di pesci primitivi che
divennero anfibi, poi rettili ed infine
mammiferi ed uccelli, sia da parte di
alghe, che divennero piante pronte ad
invadere le terre emerse, accompa-
gnate dai primi funghi, probabilmente
simbionti.

Gli ultimi 580 milioni di anni della
storia della Terra, I'Eon del Fanerozoi-
co, sono ampiamente documentati
dalle rocce sedimentarie che hanno
registrato tutte le caratteristiche fisi-
che, chimiche e biologiche degli am-
bienti e del clima in continua evoluzio-
ne. Nuove specie venivano alla luce
mentre altre si estinguevano, spesso
in massa in seguito a cambiamenti
causati da occasionali impatti di og-
getti extraterrestri (comete ed aste-
roidi), oppure da immani effusioni vul-
caniche, nonché dal riarrangiamento
delle placche litosferiche in continuo
movimento spinte dalle forze endoge-
ne della tettonica globale. Le piante
inventarono il fiore come stratagem-
ma riproduttivo 130 milioni di anni
fa, mentre la comparsa del genere
Homo avvenne solo 2,3 milioni di anni
fa (un duemillesimo della storia della
Terra, I'ultimo seimillesimo del tempo
dall’inizio dell’universo), e specie simili
alla nostra comparvero probabilmente
200 mila anni fa. Noi tutti siamo degli
eucarioti molto molto giovani.



FIGURA 12 - Composizione
isotopica dell'azoto e del carbonio
di organismi troglobiti rinvenuti
nelle Grotte di Frasassi a confronto
con quella di organismi rinvenuti
fuori della grotta oppure in
prossimita dei cumuli di guano.

Da Sarbu et al., 2000.

Frasassi: ambiente
estremofilo, vivaio ancestrale

L'ambiente di grotta, qualsiasi
grotta essa sia, non e di per sé un
ambiente estremofilo. Tutto somma-
to in grotta ci si sta bene: c’é silen-
zio, c’e tanta pace, protezione totale
da radiazioni solari nocive (gli UV), la
temperatura € costante e mite, c'e
acqua in abbondanza e, volendo,
per chi si accontenta, c’é anche del
cibo. Cid che manca nella maniera
piu assoluta & la luce. Questo pre-
clude la fotosintesi e quindi la vita per
tutti quegli organismi che dipendono
dallirradiazione solare per espletare il
loro metabolismo, ovvero i cianobat-
teri e le piante. Eppure nelle grotte vi-
vono e si riproducono vari tipi di orga-
nismi, detti troglobiti (dal greco antico
= che vivono in grotta), appartenenti
a generi che normalmente si trovano
all’esterno, nel nostro familiare mon-
do fotosintetico. Questi organismi si
sono adattati a vivere in grotta grazie
al cibo fornito da animali che usano
I’'ambiente sotterraneo solo come ri-
fugio, come tana, per passare la notte
oppure per trascorrere il letargo inver-
nale e per questo detti troglofili (che

amano la grotta), come i pipistrelli, i
roditori ed altri animali di vario gene-
re, inclusi... gli speleologi. | pipistrell,
per esempio, si cibano all’esterno di
insetti o di frutti ma poi finiscono col
defecare in grotta formando cumuli
di guano. Il guano viene poi attacca-
to dall’azione batterica ed i batteri,
in questo caso, costituiscono il cibo
organico per esseri viventi superiori,
come vermi e insetti i quali, aloro volta,
costituiscono il cibo per vertebrati tro-
globiti eterotrofi come lo Speleoman-
tes italicus, un piccolo anfibio simile ad
una salamandra, comune nelle Grotte
di Frasassi e conosciuto con il nome
generico di geotritone italico.

Galdenzi e Sarbu (2000) hanno
individuato, nelle Grotte di Frasassi,
una quindicina di questi invertebrati
endemici, tra cui anche due specie
acquatiche, I'anfipode Niphargus ic-
tus ed un piccolo gasteropode idro-
biide originalmente classificato come
Islamia pusilla ma che sembra ap-
partenere ad una non ancora definita
specie del genere Islamia e prowviso-
riamente indicata come Islamia sp. 2.
Pero molti di questi organismi, inclusi
I'anfipode ed il piccolo gasteropo-
de, hanno composizioni isotopiche
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dell’azoto e del carbonio anomale, ov-
vero che non corrispondono a quelle
di organismi che crescono all’esterno
della grotta o in prossimita del guano
di pipistrello (figura 12). Questi ani-
mali biochimicamente diversi sono
stati rinvenuti nelle zone sulfidiche
della grotta, laddove la falda freatica &
ricca di idrogeno solforato provenien-
te dalle Anidriti del Burano. In queste
acque proliferano batteri chemioauto-
trofi che, come gia si € detto, utilizza-
no il processo d’ossidazione dell’idro-
geno solforato come fonte di energia
per vivere e riprodursi. Va da sé che
questo processo chemiosintetico
porta ad una composizione isotopica
della materia organica differente da
quella degli organismi che dipendono
dal processo fotosintetico. L'idrogeno
solforato & un gas tossico, velenoso e
irrespirabile per organismi che utiliz-
zano 'ossigeno per carburare il loro
metabolismo, ma permette una rile-
vante produzione di materia organica
grazie ai solfobatteri chemiosintetici
che, a loro volta, costituiscono il cibo
per tutto un ecosistema estremofilo.
In sintesi, I'ecosistema estremofilo
delle grotte di Frasassi rappresenta
una realta biologica ancestrale dove
la vita si sviluppa € si sostiene con le
stesse modalita e strategie che ab-
biamo visto succedere miliardi di anni
fa sul nostro pianeta.

Prima di addentrarci nel fantasti-
co mondo stigobitico di Frasassi vo-
gliamo esporre i risultati della ricerca
di uno dei nostri collaboratori, Daniel
Jones, che ha studiato in estremo
dettaglio, come parte della sua tesi di
laurea al Carleton College (Minnesota,
U.S.A)), le mucoliti di Frasassi, quelle
mucillagini pendule che si formano in
seguito all’azione batterica laddove i
vapori d’idrogeno solforato attaccano

A

le volte rocciose della grotta. Questo
ci fa comprendere come la vita pos-
sa essersi sviluppata in un ambiente
estremofilo a dir poco infernale, come
quello che si poteva trovare all’alba
della filogenesi terrestre.

| tre domini della vita
in una goccia di acido

Le mucoliti sono piccoli filamenti
di materia gelatinosa che cola dal-
le pareti umide della grotta laddove
esse sono attaccate da esalazioni di
H,S con una concentrazione di al-
meno 0,2 parti per milione (ppm). A
guardarle da vicino fanno un po’ di
ribrezzo ricordando il classico filo di
mucciolo che penzola dal naso del
ragazzino raffreddato e privo di fazzo-
letto (parafrasario non scientifico ma
efficace nel dare l'idea della cosa). Le
mucoliti a Frasassi furono scoperte
da Galdenzi et al. (1999) che ne rico-
nobbero I'origine batterica ed il ruolo
che questi microorganismi hanno nel
produrre acido solforico tramite I'os-
sidazione dell’H,S, dissolvendo il cal-
care e precipitando gesso (figura 13
A-C). L'estrazione del DNA da que-
ste mucoliti e I'analisi delle sequenze
genetiche del gene ribosomico 16S
rRNA hanno poi consentito Viescea-
nu et al. (2000) di rilevare la presenza
di due diversi tipi di solfobatteri con
forti affinita al genere Thiobacillus.
L’acidita delle mucoliti originariamen-
te misurata da Galdenzi et al. (1999)
e estremamente forte, con un pH di
0-0,5, tanto da far supporre che solo
solfobatteri estremofili potessero vi-
vere in quel’ambiente cosi acido. Ma
non era esattamente cosi.

Lo studio delle mucoliti a Frasassi
fu portato avanti da Jones (2006) e
poi da Macalady et al. (2007) i quali

FIGURA 13 - Mucoliti fotografate in
situ nella Grotta del Fiume:

A) al Pozzo dei Cristalli le mucoliti
colano da una crosta di gesso
microcristallino, oppure

B) da cristalli di gesso selenitico;

C) al Ramo Sulfureo la crosta di
gesso microcristallino contiene zolfo
elementare. Foto di D. Jones.




FIGURA 14 - Esempio di
identificazione genomica per PCR
(sequenza del gene 18S rRNA)
del protozoo ciliato Euplotes
aediculatus rinvenuto nel Lago
Verde. Analisi di F. Buonanno

e C. Ortensi, 2009.

applicarono le piu sofisticate tecniche
analitiche della microbiologia moleco-
lare ed in particolare la tecnica detta
di reazione polimerasi a catena (PCR)
per definire, dal DNA estratto da un
campione organico, una cosiddetta
libreria, ovvero una sequenza di cloni,
di copie del DNA. Questa tecnica &
relativamente semplice e rapida (per
un microbiologo molecolare, s’inten-
de) ed e capace di riprodurre un gran
numero di copie di molecole di DNA
da piccolissime quantita di materiale
organico, anche in casi di scarsa pre-
servazione.

Per lidentificazione delle cellule
procariote, si applica comunemen-
te il clone 16S del’lRNA ribosomico
(rRNA), che & una componente di una
piccola sottounita ribosomica proca-
riotica (30S).

Ognicellulahain sé, nelle sostanze
organiche che la compongono, un
codice diagnostico dato dalla strut-
tura atomica e dall’arrangiamento
strutturale delle proteine e del’RNA
(la sopracitata sequenza delle basi
azotate dei nucleotidi ACGT). Una
volta definito il codice genetico, si
passa al confronto con le sequenze
genetiche gia catalogate nei databa-
se, le cosiddette librerie, e vengono
cosi individuati i singoli soggetti sul-
la base delle somiglianze genetiche
(vedi esempio in figura 14).

Un primo approccio nello studio
di un campione organico consiste di

“fotografare” la situazione microbio-
logica del campione con la tecnica
detta FISH (che sta per fluorescenza
in situ per ibridazione). In parole pove-
re, si tratta di aggiungere al campione
dei marcatori, come ad esempio degli
antibiotici, che attaccano selettiva-
mente particolari proteine contenute
nelle cellule. Batteri, archea ed euca-
rioti hanno caratteristiche proteiche
diverse, alcune uniche per ciascun
tipo di organismo, per cui questa
marcatura, rilevabile con speciali mi-
croscopi a fluorescenza, permette
di evidenziare, con diversi colori, le
diverse proteine attaccate dai mar-
catori e quindi i diversi tipi di cellule,
e addirittura di avere una stima della
loro abbondanza relativa. Diamo un
esempio mostrando I'immagine di un
campione di mucolite prelevato nel
Ramo Solfureo della Grotta del Fiume
da Daniel Jones che rivela la presen-
za di cellule procariote (sia batteri che
archea) ma anche di cellule eucario-
te che non sono state attaccate dal
marcatore (figura 15). Insomma, i
tre domini della vita racchiusi in una
goccia di acido solforico con pH zero
(figura 16).

Le cellule procariote appartengo-
no a diversi gruppi di organismi che,
grazie alla sequenziazione del DNA,
sono stati confrontati con soggetti gia
conosciuti a livello generico (tabella
2). L'Acidithiobacillus thiooxidans &
I'organismo piu importante nelle mu-

gh|ED102618.1| Euplotes asdiculatus strain Lahorensis 185 ribosomal RHA gane,
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Tabella 2 - Procariol identificati nei mucolili dalla Grotta del Fusme

gnuppo di apparienenza

specie

presunta fisiclogia

Bacteria
y-proteobacteria
Actinobacteria
Firmicutes

Linea TME
a-protecbacteria

Archasa
Thermoplasmala
Thermoplasmata

Acidithicbacullus sp
Acidimicrobium sp.,
Firmicutes sp.

Mitochondria

Ferroplasma sp.

C-plasma’

sollo-ossidante, autolrofico
solio-ossidante?

solio ossidante
sconosciuta

organuli

solio/C organico-ossidante?
sollofC organico-ossidante?

Dal confronio con 177 cloni 165rANA di 3 diverse Ebredia (Macalady et al., 2007}

Bacteria

Eukarya

Albero fllogenetico 165 rRANA

[als!

ampione RS2

TABELLA 2 - Procarioti identificati
nei mucoliti della Grotta
del Fiume.

FIGURA 15 - Albero filogenetico
dei microorganismi rinvenuti

in un mucolite della Grotta

del Fiume a seguito dellanalisi
genomica PCR del gene 16S rRNA.
Da Macalady et al., 2007.

FIGURA 16 - Immagine
microfotografica a fluorescenza FISH
di un campione di mucolite del Ramo
Sulfureo mostrante l'associazione di
cellule di archea (in rosso),

di batteri (in verde)

e di eucarioti (in blu).

Da Macalady et al., 2007.



FIGURA 17 - A) Coltura in vitro del
battere estremofilo Acidithiobacillus
thiooxidans, principale costituente
delle mucoliti di Frasassi; B)
particolare della morfologia della
colonia batterica. Foto di D. Jones.

coliti ed € un battere autotrofo che
utilizza I'ossidazione dell’idrogeno
solforato come risorsa di energia ed
il carbonio contenuto nell’atmosfera
della grotta sotto forma di CO, per
costruire la propria biomassa con an-
che una piccola aggiunta di azoto: un
lavoro da cellula, si fa per dire, sem-
plice ma redditizio. Questa specie si
e riprodotta velocemente in coltura
di laboratorio formando cospicui bio-
film e dimostrando che ¢ la principale
responsabile della formazione delle
mucoliti (figura 17 A, B). Al secondo
posto per abbondanza nelle mucoli-
ti di Frasassi ci sono gli archea della

A B filamenti di Acidithiot

famiglia dei Thermoplasmatales. Non
si € ancora riusciti a crescere questi
organismi in colture di laboratorio ma
¢id nonostante le analisi filogenetiche
e genomiche hanno indicato che essi
sono eterotrofi, ovvero che si nutrono
della biomassa prodotta dal solfobat-
tere A. thiooxidans, praticamente cibo
precotto, inscatolato e pronto all’'uso.
Sono stati individuati altri organismi
meno abbondanti di procarioti del
genere Acidimicrobium e forse di altri
generi, nonché di eucarioti ancora da
definire a livello generico. La ricerca
e in corso.
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Passiamo ora alla descrizione
delle varie forme di vita che abbiamo
identificato nelle acque freatiche del
complesso carsico di Frasassi. Pro-
cediamo con ordine partendo dalle
forme piu sempilici, i Procarioti, fino
a passare in rassegna quelle via via
pit complesse che comprendono
vari gruppi tassonomici di Eucari-
oti come i protisti, i vermi, i rotiferi, i
molluschi, per finire con i crostacei.
Abbiamo visto con le mucoliti che al-
cuni tipi di solfobatteri chemiosintetici
ed autotrofi costituiscono il cibo per
archea ed eucarioti associati in que-
sto ambiente subaereo estremofilo, e
rappresentano quindi la base di una
catena alimentare corta ed estrema-
mente semplice. La domanda che ci
si pone € se un simile sistema trofico
possa esistere anche nel’ambiente
stigobitico delle nostre grotte. In-
somma, che succede nelle acque
freatiche sulfidiche di Frasassi? Studi
precedenti confermano senza dubbio
che questo sistema trofico esiste e se
la cavi abbastanza bene (Galdenzi &
Sarbu, 2000; Sarbu et al. 2000). Ci
resta dunque da descrivere come
questo ambiente estremofilo, chemio-
sintetico ed autotrofo si sviluppa nelle
viscere del massiccio di Frasassi.

Procarioti

La storia delle anguille subfossili
della Grotta del Fiume che abbiamo
brevemente riassunto nella cronisto-
ria della nostra ricerca ci aveva fatto
capire che le acque freatiche devono
contenere una cospicua biomassa
sufficiente a mantenere in vita, per un
certo periodo, questi voracissimi pe-
sci. Manifestazioni evidenti di questa
biomassa si ritrovano in numerosi siti

nella grotta, alla superficie di laghetti e
rigagnoli dove I'acqua sulfidica prove-
niente dalle Anidriti del Burano esala
idrogeno solforato dal caratteristico
odoraccio di uova marce. In questi siti
le colonie solfobatteriche formano fila-
menti mucillaginosi biancastri (figura
18A), oppure dei veri e propri tappeti
batterici che galleggiano o ricoprono i
fondali dei laghi freatici (figura 18B).
Ricordano un po’ la coltura batterica
fatta in laboratorio da Daniel Jones
che abbiamo mostrato nella figura
17, ed i flamenti batterici biancastri
che si vedono ondeggiare con la cor-
rente nel ruscello di acqua sulfidica
che sgorga dalla Sorgente Solfurea
sul Fiume Sentino (figura 18C).

Nei grandi laghi del ramo del New
Mexico, nella parte piu interna della
Grotta del Fiume (vedi ubicazione nel-
la mappa in figura 2), che possono
raggiungere i dieci metri di profondita,
non si notano manifestazioni sulfidi-
che in superficie. Eppure ovunque
si vedono chiaramente interi branchi
di anfipodi che nuotano nelle acque
superficiali di questi laghi e ci si chie-
de di che cosa si cibino costoro visto
che non si notano ammassi batteri-
ci. La risposta venne da un esperi-
mento fatto al Lago delle Anguille da
Mariani et al. (2007) i quali lasciaro-
no in uno di questi laghi delle sonde
fatte di dischi pre-pesati di marmo di
Carrara (carbonato di calcio puro),
dal diametro di circa 25 mm, attac-
cati ad intervalli di 10 cm lungo una
sagola di nylon. La sagola fu fissata
ad un chiodo conficcato sulla spon-
da rocciosa del lago e tenuta in tesa
verticalmente nell’acqua da un peso
legato alla fine della sonda. Una prima
sonda fu recuperata dopo un anno
dall’inizio dell’esperimento e i dischi

FIGURA 18 - Sorgenti sulfidiche di
Frasassi: A) Ramo Sulfureo e B)
Pozzo dei Cristalli nella Grotta del
Fiume; C) Sorgente del Pescatore e
Sorgente Sulfurea sul Fiume Sentino.
Si noti il colore biancastro dell'acqua
che fuoriesce dalla Sorgente
Sulfurea dovuto ai filamenti batterici
che qui si sviluppano.

Foto di J. Macalady.




FIGURA 19 - Profili di dissoluzione
del carbonato di calcio
nel Lago delle Anguille.
Da Mariani et al., 2007.

FIGURA 20 - A) Lo speleosub
Giorgio Roscioni si prepara per
limmersione nel Lago Infinito
assistito dallo speleo-geologo
Sandro Mariani. Foto di Simone
Cerioni; B) immagine subacquea
dei cordoni batterici rinvenuti nelle
profondita del Lago Infinito. Il
diametro della sagola di sicurezza
& di 4 mm. Foto di G. Roscioni;

() profili delle caratteristiche
fisiche e chimiche (ossigeno ed
idrogeno solforato) del Lago
Infinito. Da Macalady et al., 2008b;
D) composizione genetica dei
procarioti presenti nelle colonie
microbiotiche del Lago Infinito.

Da Macalady et al., 2008b.

di marmo, dopo essere stati opportu-
namente asciugati con una lampada
all’infrarosso, furono pesati uno ad
uno con una bilancia di precisione.
Il risultato di questo esperimento &
stato che i dischi di marmo nel primo
metro di acqua superficiale avevano

Si trattava ora di verificare, toccando
con mano, la presenza di questa bio-
massa batterica nelle profondita della
falda freatica.

Fu cosi organizzata nel 2004
un’esplorazione  speleologica  su-
bacquea con la collaborazione di un

Differanza % in peso dei dischi di marmo al Lago delle Anguille
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guadagnato peso, owvero si erano
concrezionati di carbonato di calcio
precipitato  dall’acqua carbonatica
vadosa. Al contrario, i dischi tra 1 e
4 metri sotto il livello della falda acqui-
fera avevano perso un po’ di peso, e
quelli ancora piu profondi fino a circa
-7 metri avevano perso un’ancora piu
cospicua massa di carbonato.

A tre anni dall'inizio dell’esperi-
mento la seconda sonda fu prelevata
e i dischetti di marmo pesati con lo
stesso procedimento eseguito in pre-
cedenza; le differenze di peso confer-
marono i risultati ottenuti dalla prima
sonda (figura 19). Da cio si dedusse
che I'acqua di questi laghi ¢ stratifica-
ta e al fondo ¢’e uno strato di acqua
che aggredisce, ovvero scioglie, il
carbonato di calcio. L'ipotesi piu sem-
plice era che 'acqua profonda fosse
ricca di idrogeno solforato e che cio
avesse promosso la proliferazione di
solfobatteri autotrofi ossidanti che a
loro volta producono acido solforico,
lo stesso che viene prodotto dal me-
tabolismo dei batteri mucaolitici. Que-
sta scoperta portd alla quadratura del
modello genetico delle grotte ipogeni-
che di Frasassi sintetizzato in figura 8.

sommozzatore specializzato il quale,
munito di bombole e assicurato ad
una sagola, fu assistito dagli spe-
leologi dei gruppi CAl di Fabriano e
di Ancona mentre si immergeva nel
Lago Infinito. Cid che il coraggioso
speleosub scopri la sotto ha dell'in-
credibile. Nelle profondita del lago si
aprivano enormi caverne sommerse,
riempite da un’intricata foresta di co-
lonie batteriche ramificate, assomi-
glianti ad alberi alti fino a tre metri e
con i rami protesi verso I'alto salda-
mente attaccati alla roccia.

Ora che la biomassa era stata
individuata, bisognava capire di che
cosa fosse esattamente fatta. Una
seconda spedizione fu organizzata
nel 2006 e questa volta lo speleosub
Giorgio Roscioni del Gruppo Speleo-
logico CAl di Fabriano, con I'assisten-
za dei compagni speleologi Simone
Cerioni e Sandro Mariani (figura
20A) s’'immerse nel Lago Infinito mu-
nito dell’occorrente per campionare i
cordoni batterici e scattare fotografie
(figura 20B), mentre si eseguiva un
profilo chimico e fisico dell’acqua con
delle sonde analitiche calate a diverse
profondita (figura 20C). | dati prelimi-



nari delle analisi chimiche e genomi-
che sono stati presentati al convegno
annuale dell’Associazione Geofisica
Americana (AGU) a San Francisco
nell’agosto del 2008 (Macalady et al.,
2008b) che rilevano la presenza di
una complessa associazione proca-
riota costituita da un gran numero di
diversi tipi di batteri e archea (figura
20D), tra i quali un gruppo enigmatico
conosciuto con la sigla MGB-D (Ma-
rine Benthic Group-B), ed altri ancora
che, stando al confronto con la banca
dati, sembrano rappresentare forme
nuove con un metabolismo differente
da quello di specie conosciute.

Le analisi genomiche di questi
campioni sono ancora in corso nel
laboratorio di microbiologia molecola-
re della Pennsylvania State University

ma gia Macalady et al. (2006) ave-
vano condotto accurate analisi delle
biomasse batteriche prelevate in ac-
que sulfidiche superficiali della Grotta
Solfurea e del Ramo Solfureo nella
Grotta del Fiume e monitorate per un
periodo di quattro anni. In queste si
riconoscono due principali forme de-
gli ammassi batterici: una morfologia
piumata, caratteristica di acque sulfi-
diche correnti, ed una cotonata tipica
di acque stagnanti (figura 21A, B).
Macalady e co-autori hanno osserva-
to che i biofilm cotonati si ricompon-
gono rapidamente dopo essere stati
scompigliati durante I'operazione di
campionamento. Questo comporta-
mento non si & manifestato nei bio-
film piumati. Il colore di questi biofilm
e bianco, dovuto probabiimente alla

=
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FIGURA 21 - Tipologie dei film
batterici nelle acque sulfidiche

della Grotta del Fiume, A) tipo
piumato e B) tipo cotonato, con
rispettivi ingrandimenti nei riquadri.
Foto di |. Macalady.

W

FIGURA 22 - Immagini
microfotografiche a fluorescenza
FISH mostranti cellule

batteriche contenute nei biofilm
della Grotta Sulfurea (A) e del Ramo
Sulfureo (B). Le cellule ibridizzate
con EUBMIX appaiono di colore
verde (eucarioti), quelle ibridizzate
con il marcatore DELTA495a
appaiono in rosso (batteri), mentre
quelle ibridizzate con entrambi

i marcatori appaiono con il giallo-
arancio. Da Macalady et al., 2006.
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presenza di piccole particelle di zolfo
elementare. Oltre ad una differenza di
comportamento, i due tipi di biofilm si
differenziano anche per i diversi tipi di
procarioti che li compongono (figura
22A, B). Sono principalmente costi-
tuiti da 13 differenti gruppi di batteri
(figura 23) che a loro volta sono rap-
presentati da migliaia di differenti spe-

renti sono leggermente piu ossigena-
te di quelle stagnanti, e cio favorisce
batteri del tipo Thiothrix che hanno
bisogno di un tasso di ossigeno su-
periore per esplicare il loro metabo-
lismo solfo-ossidante di quello che
e invece richiesto dai Beggiatoa. Ri-
mane il fatto che i solfobatteri domi-
nanti in queste biomasse producono

cie. In questa popolazione batterica
cosi straordinariamente diversificata i
pit abbondanti sono i Proteobacteria.
In particolare, i biofim cotonati sono
dominati da batteri del tipo Baggia-
toa, mentre quelli piumati da quelli del
tipo Thiothrix. Proteobacteria-€ dei
generi Thiobacillus, Arcobacter ed al-
tri ancora costituiscono una frazione
subordinata della biomassa batterica
totale in entrambi i tipi di biofilm. Gli
Archaea costituiscono meno del 3%
della biomassa.

La ragione di queste differenzia-
zioni specifiche risiede principalmente
nel fatto che le acque sulfidiche cor-

-
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in continuazione acido solforico che
viene immediatamente neutralizza-
to dal’lambiente basico della grotta
rappresentato dal calcare. In pratica
su ogni centimetro quadrato di roccia
calcarea attaccata da questi batteri,
15 milligrammi di carbonato di calcio
(CaCO,) si disciolgono ogni anno. Cid
mantiene I'acqua della grotta ad un
livello pressoché neutro (pH 7,3) ma
porta anche alla continua corrosione
del calcare ed allo sviluppo ed allar-
gamento delle cavita freatiche.

In un secondo studio ancor piu
dettagliato, Macalady et al. (2008a)
esaminano i ruoli reciproci che questi
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differenti gruppi di batteri hanno nella
loro cosi complessa comunita ipogea.
Ne viene fuori che non tutti i batteri
sono solfo-ossidanti ma ce ne sono
altri che sono solfo-riducenti. Tutti vi-
vono insieme nello stesso ambiente
ed ognuno ha una funzione biologica
diversa all’interno di questa comples-
sa comunita. La cosa importante rile-
vata dal gruppo di studio di Macalady
€ perd che la composizione di queste
comunita batteriche non & la stessa
nei diversi siti esaminati e addirittura
pud cambiare nel tempo nello stes-
so sito. Cio € dovuto al fatto che le
caratteristiche chimiche di un partico-
lare lago della grotta, o anche di un
rigagnolo sulfidico, cambiano durante
il corso dell’'anno in quanto cambia
la miscelazione tra acqua sulfidica e
acqua carbonatica vadosa in risposta
alle precipitazioni meteoriche. Sicché
in un dato bacino cambia la concen-
trazione dell’ossigeno rispetto a quella
dell’idrogeno solforato e questo favo-
risce la proliferazione di un certo grup-
po di batteri rispetto ad altri. Non ci
sono poi solo solfobatteri chemiosin-
tetici autotrofi, ma anche eterotrofi, e
tutti insieme costituiscono una comu-
nita interdipendente dove ognuno fa il
suo lavoro. | diagrammi in figura 24
danno un’immediata impressione non

[ biofilm piumato
B biofilm cotonato

opi B
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solo della diversita biologica ma anche
delle variazioni nel tempo tra diversi siti
sulfidici di Frasassi.

Protozoi

Tempo fa veniva riconosciuto un
gruppo tassonomico di organismi
eucarioti che essendo diversi sia dai
procarioti che dalle piante, animali o
funghi, costituivano un regno a sé: i
Protisti. La maggior parte degli orga-
nismi che compongono questo grup-
po sono unicellulari ma ne esistono
anche di multicellulari. Alcuni sono
fotosintetici, altri si nutrono di materia
organica. Nella moderna tassonomia
basata sulla filogenesi i Protisti non
vengono piu riconosciuti come un
taxon a sé stante ed i diversi gruppi
di protisti sono oggi accorpati in regni
diversi, come le Piante, le Muffe ed i
Protozoi. Quest’ultimi sono anch’essi
rappresentati da organismi molto di-
versi fra loro per forma, fisiologia, e
caratteristiche trofiche. Pur non man-
cando delle eccezioni, i Protozoi sono
in genere unicellulari, con dimensioni
dai 10 ai 500 wm, si cibano per fago-
citosi e hanno la capacita di muoversi
nell’acqua grazie a cilia e flagelli. Sulla
base delle loro caratteristiche moto-
rie, questi organismi si distinguono

FIGURA 23 - | principali gruppi

di batteri contenuti nei due tipi
morfologici di biofilm (piumato e
cotonato) nella Grotta del Fiume.
Da Macalady et al., 2006.



FIGURA 24 - Abbondanza relativa
dei principali gruppi di organismi
procarioti nei diversi biofilm
analizzati nelle acque sulfidiche di
Frasassi. Da Macalady et al., 2008a.

in quattro gruppi: i Flagellati (dotati
di lunghi flagelli), gli Amoeboidi (con
pseudopodi transienti), i Ciliati (dotati
di corte ciglia vibranti) e gli Sporozoi
(non-mobili ma che producono spore).

Nelle acque e nei sedimenti delle
sorgenti sulfidiche di Frasassi, i Proto-
zoi sono di casa. Sono stati piu volte
riscontrati dai vari ricercatori che han-
no investigato nell’'universo microbio-
logico di Frasassi ma studi approfon-
diti su questo gruppo non sono stati
ancora pubblicati. In un suo rapporto
preliminare sugli ostracodi stigobionti,
la Peterson segnala la presenza, in un
campione di sedimento prelevato alla
Sorgente Solfurea, di alcune specie
di protozoi appartenenti al gruppo dei
Thecamoebia: Arcella sp., Centropy-
Xis aculeata, Difflugia corona, Difflugia
pyriformis, Difflugia sp. e Cyclopyxis
arcelloides.

Per cio che riguarda I'ambiente di
grotta, solo recentemente ci si € resi
conto della diversita e abbondanza
dei protozoi dopo che un campione
di fango carico di batteri € stato pre-
levato in un ruscello di acqua sulfidica
in fondo al Pozzo dei Cristalli e poi
coltivato in mesocosmo a Coldigioco.
Non appena 'acqua del mesocosmo

si e stratificata per un fatto di densita,
formando uno strato sulfidico e anos-
sico sul fondo ed uno d’acqua carbo-
natica ossigenata in superficie (figu-
ra 25A), nel giro di un paio di giorni
sul vetro della vasca immediatamente
al di sotto dellinterfaccia sulfidico-
anossico/carbonatico-ossigenato  si
€ sviluppata una vistosa colonia di
Epsilonprotobatteri  filamentosi  (fi-
gure 25B) e tra i filamenti si & subito
notata una miriade di organismi mi-
croscopici, inclusa una gran varieta di
protozoi, tutti indaffarati a cibarsi dei
batteri (figura 25C). Questa colonia
batterica potrebbe essere paragona-
ta ad una barriera corallina in miniatu-
ra dove grazie a condizioni ambien-
tali ideali di acque chiare, calde, ben
ossigenate ed energizzate dalla luce
solare, € presente la piu alta diversita
biologica del’ambiente marino, fatta
di piante e animali delle piu svariate
specie che convivono in uno straor-
dinario equilibrio di simbiosi, parassi-
tismo e predazione. Nel nostro caso
I'energia non proviene dai raggi del
sole bensi dall’ossidazione dell’idro-
geno solforato la cui energia chimica
viene utilizzata dai solfobatteri ossi-
danti per riprodursi e costituire cosi

Sulfures (2006}
in RCquA. corrents)

PRama Sulfunes (2008)
{bacifilm in acqua cormenie)

Giofta Sulfurea {2002}

Porzo dei Cristali (2008)
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{biofilm cotonato su sedimento)

Pozzo dei Cristalll (2005)
{bealibm in Bequa conenta)
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{bicfilm plumalo su o)
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la base della catena alimentare del
complesso microcosmo  stigobitico
della grotta.

Si sa ancora poco sulla tassono-
mia specifica dei protozoi rinvenuti
nel Pozzo dei Cristalli e coltivati in
mesocosmo a Coldigioco. Per arri-
vare ad una completa classificazione
specifica e stabilire il ruolo ecologico
che ogni specie ha nel complesso
ambiente stigobitico di Frasassi oc-
correrebbero sofisticate analisi ge-
nomiche e biochimiche per ciascuna
forma riconoscibile, il che, a parte
alcuni dati preliminari ottenuti da una
sola specie (vedi piu avanti), € anco-
ra tutto da fare. Ci limitiamo quindi a
mostrare le immagini delle varie forme
fin ora riconosciute dando per ciascu-
na di esse una descrizione somma-
ria ed una collocazione tassonomica
a livello generico. Prima di tutto c’e
da dire che i nostri protozoi di grot-
ta appartengono esclusivamente al
gruppo dei ciliati (Phylum Ciliophora),

i quali nel mondo annoverano circa
7.500 specie diverse, e popolano tutti
i possibili ambienti acquatici, sia ma-
rini che terrestri che interstiziali. Sono
caratterizzati da corte ciglia vibranti
dette cilia (figura 26A) che utilizzano
principalmente per il movimento sia
nelle specie planctoniche, sia nelle
specie bentoniche e/o sessili, ovvero
che sono ancorate ad un substrato.
Variano in dimensione da una decina
di micron a lunghezze massime di due
millimetri. Si cibano principalmente di
minuscole particelle organiche di ori-
gine batterica o algale; alcuni sono
parassiti, altri simbionti, e certamente
sono tra i pit complessi organismi del
regno dei protozoi.

Il piti corposo ciliato planctonico
rinvenuto nel mesocosmo appartiene
al genere Paramecium con la sua ca-
ratteristica forma ovoidale, a confetto,
che grazie ad una serie continua di
corte cilia tutt’attorno al corpo (figura
26B), si muove sul fondo in continua-

FIGURA 25 - A) Veduta panoramica
del mesocosmo da 15 litri di
Coldigioco; B) particolare della
colonia di epsilonprotobatteri
sviluppatasi sul vetro dell'acquario;
C) macrofotografia della colonia
batterica del mesocosmo mostrante
l'associazione di gasteropodi (/slamia
sp. 2), platelminti (Stenostomum
sp.) e protozoi (Stentor coeruleum e
Paramecium). Foto di A. Montanari.




FIGURA 26 - A) Schema anatomico
di un protozoo ciliato: vc, vacuoli
contrattili; tr, tricocisti;

ma, macronucleo; mi micronucleo,
vn, vacuoli nutritivi; pe, peristoma;
cs, citostoma; cf, citofaringe;

ci, cilia (modificato da De Agostini,
1968); microfotografie a luce
trasmessa in vivo di protozoi

ciliati rinvenuti nelle acque
sulfidiche delle grotte di Frasassi:
B) Paramecium sp.; C) Euplotes
aediculatum; e D) di varie forme non
identificate di piccolissimi protozoi.
Foto di A. Montanari.

STIGOBIONTI: vita acquatica nelle Grotte di Frasassi

zione, invertendo spesso la direzione
di marcia ruotando su se stesso, in un
modo simile a quello delle automobili-
ne giocattolo che invertono la direzio-
ne di marcia non appena incontrano
un ostacolo. I Paramecium & anche
un buon nuotatore e si sposta agevol-
mente nell’acqua libera compiendo di
tanto in tanto delle evoluzioni acroba-

molto piu lunghe disposte su un lato
del corpo. Ci sono poi una miriade di
protozoi planctonici piccolissimi che
nuotano velocissimi in tutte le direzio-
ni. Ci € stato per oraimpossibile isolarli
e fotografarli al microscopio per effet-
tuare un riconoscimento tassonomi-
co. Tuttavia in un paio di fotogrammi
fortunati si & riusciti ad immortalarli e

tiche avvitandosi come un aereo da
combattimento.

Piu piccoli del Paramecium ma
altrettanto agili nel girovagare senza
sosta sul fondo in un modo che ri-
corda le macchinine dell’autoscontro
in un luna park, gli Euplotes (figura
26C) nuotano anche nell’acqua libera
compiendo evoluzioni e avvitamenti,
usando, come mezzo di propulsione,
una serie di cilia vibranti situate nella
parte anteriore dell’organismo, e cilia

perlomeno a riconoscere che, infatti,
sono degli organismi ciliati, alcuni con
forme allungate ma la maggior parte
con forme subsferiche (figura 26D).
Tra questi ne € stato osservato uno in
vivo dopo essere stato asportato dal
mesocosmo per il tempo necessario
di essere fotografato in movimento al
microscopio. L'organismo ha la forma
di un sacchetto lungo circa 50 um,
nuota lentamente e, ad intervalli re-
golari di qualche secondo, con uno
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scatto fulmineo... pop! si contrae
assumendo la forma di una piccola
sfera (vedi figura 26D).

Nel microcosmo della colonia
batterica sono stati individuati anche
protozoi sessili del genere Vorticella.
Questi non nuotano né deambulano
ma stanno ancorati con un lungo
e sottile stelo al substrato e I'orga-
nismo, che ha una forma di calice,
vibrando le cilia si muove lentamen-
te dondolandosi nell’'acqua (figura
27A). Allimprowviso, con uno scatto
fulmineo, lo stelo si arriccia in spira-
li come fosse una molla, e il calice
dell’organismo si ritira fino a raggiun-
gere il fondo (figura 27B). Poi, piano
piano, lo stelo si ridistende e il cali-
ce del protozoo riprende il suo lento
dondolare spinto dal continuo moto
vibratorio delle cilia.

[l pit elegante dei protozoi fin
ora riconosciuti in grotta € lo Stentor,
probabilmente della specie Stentor
coeruleous, non solo bello da vedere,
ma rimarcabile per il modo con cui si
muove e cambia di forma. Lo Stentor,
a differenza degli altri microorganismi
stigobionti che in genere sono diafa-
ni (ovvero bianchi o incolori), esibisce

sole. Ma il nostro Stentor di Frasassi
di luce non ne vede nemmeno un fo-
tone e quindi sara interessante capi-
re, a seguito di futuri studi biochimici
mirati, che altra funzione possa avere
la stentorina in questo organismo sti-
gobionte.

Lo Stentor vive in gruppo e a vol-
te forma delle colonie (figura 28A).
Come la Vorticella, anch’esso si muo-
ve dondolandosi nell’acqua usando
le cilia vibranti poste nella parte an-
teriore del corpo. A differenza della
Vorticella perd, quello dello Stentor
non € un vero e proprio peduncolo,
uno stelo, bensi la parte posteriore
del corpo che si stira fino a diventare
un filo sottilissimo raggiungendo una
lunghezza di oltre un millimetro. Si ag-
grappa al fondale con delle corte cilia
poste nell’apice posteriore del corpo,
mentre si protrae spingendosi in alto
e allungando il corpo grazie alla pro-
pulsione delle cilia anteriori. Quando
la colonia viene disturbata da qualco-
sa (per esempio quando si introduce
nel’acqua una minipipetta per aspi-
rarli e campionarli facendola strisciare
sul vetro), tutti insieme in un istante gli
stentor si ritirano, accorciandosi fino

FIGURA 27 - Microfotografie in vivo
del protozoo sessile Vorticella sp.
A) forma estesa; B) forma contratta.
Foto di A. Montanari.

un bel colore blu-verde. Certamente
questa colorazione non dipende dalla
clorofilla. Il colore verde dello Stentor
€ dato da un chinone policiclico (un
composto organico aromatico) chia-
mato appunto stentorina. La cosa
strana e che la stentorina € un fotore-
cettore, in quanto sembrerebbe avere
la funzione di far percepire la luce al
protozoo, il che potrebbe sembrare
normale per un organismo che vive
nel mondo esterno sotto la luce del

a diventare delle palline verdi attacca-
te al substrato (figura 28B). Questo
comportamento ricorda un po’ quello
degli anemoni di mare, come I’Actinia
equina, meglio nota come pomodoro
di mare.

Lo Stentor non se ne sta sempre
ancorato al substrato con la sua tipi-
ca forma a trombetta (figura 28C)
ma di quando in quando si stacca
e nuota liberamente nell’acqua con
movimenti dolci e convoluti del corpo
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che ricordano un piccolo fantasma
che volteggia nell’aria (figura 28D), e
il corpo assume una forma a goccia
(figura 28E).

Uno studio dettagliato sui proto-
zoi del complesso carsico di Frasassi
¢ attualmente condotto dai ricercatori
Antonietta La Terza, Santosh Kumar,

campioni di sequenze di DNA nuclea-
re del ciliato codificati per I'RNA ribo-
somale 18S, che sono attualmente in
fase di studio.

Diversamente dall’Urocentrum,
Euplotes si & ben adattato alle condi-
zioni standard di laboratorio, permet-
tendo ai ricercatori di effettuare analisi

1 mm

0.1 mm

FIGURA 28 - Il protozoo Stentor

coeruleus ripreso in vivo

nel mesocosmo di Coldigioco:

A) colonia di forme estese;

B) colonia di forme retratte;

C) veduta laterale dello Stentor
nella sua forma estesa sessile;

D) fotogrammi di uno Stentor
mentre nuota nell'acqua libera;

E) Stentor nella sua forma plancto-
nica mentre nuota nell'acqua libera.

Foto di A. Montanari).

Dazy Bahti e Chandramohan Batra-
chalam dell’Universita di Camerino in
collaborazione con Federico Buonan-
no, Claudio Ortensi e Barbara Di Pre-
torio dell’Universita di Macerata. In un
primo campione di acqua sulfidica
prelevata al Lago Verde della Grot-
ta del Fiume furono riconosciute tre
specie di ciliati appartenenti al genere
Urocentrum (Oligohymenophorea),
ancora da definire al livello di specie
(figura 29A, B), all’Euplotes aedicu-
latus (Heterotrichia), quest’ultimo del
tutto simile all’Euplotes recentemente
trovato al Pozzo dei Cristalli (figura
29C, D, E), e Coleps hirtus (Colepi-
dae) (figura 29F, G). L'Urocentrum
purtroppo non si & adattato alle con-
dizioni di laboratorio € non ha quindi
permesso di effettuare approfondite
ricerche di tipo biochimico, ma solo
una ricognizione di carattere morfo-
logico. Si & potuto tuttavia estrarre

in vivo e in vitro particolarmente ac-
curate. E stato cosi possibile deter-
minarne il morfotipo specifico degli
esemplari raccolti per mezzo della
tecnica del’impregnazione argentica,
descriverne la struttura dell’apparato
macro- e micronucleare della specie,
e isolare cloni cellulari appartenenti a
diversi mating type, fino a definirne la
specie: Euplotes aediculatus.

Per consentire I'inequivocabile
assegnazione degli esemplari raccolti
nel Lago Verde alla specie Euplotes
aediculatus, sono anche state effet-
tuate delle analisi genetico-molecolari
basate sul sequenziamento del gene
SSrRNA (rRNA, 18S), un gene che,
negli ultimi anni, ha largamente con-
tribuito alla ricostruzione delle relazio-
ni filogenetiche all'interno del genere
Euplotes, come pure di altri gruppi
di protozoi ciliati. Per effettuare tale
indagine, iI DNA totale estratto da
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FIGURA 29 - Microfotografie

a luce trasmessa di protozoi

ciliati rinvenuti nelle acque
sulfidiche delle grotte di Frasassi:
A) Urocentrum sp., esemplare

vivo e B) esemplare fissato con
indicato (N) lapparato nucleare;
C) Euplotes aediculatus esemplare
vivo, D) esemplare fissato con
evidenziato apparato nucleare
(foto di C. Ortolani e F. Buonanno)
e E) esemplare tinto in soluzione
argentica (foto di C. Kumar);

F) esemplare di Coleps hirtus

vivo e G) in soluzione argentica

al momento della riproduzione
per scissione; H) Urocentrum sp.,
esemplare vivo e |) con apparato
nucleare in risalto. Foto di C. Kumar.




colture pure di Euplotes ¢ stato sotto-
posto a Reazioni a Catena della Poli-
merasi (PCR), utilizzando una coppia
di oligonucleotidi primer “universali”
per la sequenza del gene codificante
per 'rRNA. Il prodotto della reazione
di PCR pari ad un frammento di DNA
di circa 1800 coppie di basi (bp), €
stato successivamente sottoposto
a reazione di sequenza. Il confronto
della sequenza parziale di circa 200
bp del prodotto di PCR con quelle
di altre sequenze geniche deposita-
te presso la banca dati del National
Center for Biotechnology Information,
ha confermato che gli esemplari rac-
colti al Lago Verde erano effettiva-
mente portatori del gene SSrRNA di
Euplotes aediculatus (figura 14).
Parimenti, da colture massive de-
gli esemplari di Eplotes aediculatus, si
sta cercando ora di isolare gli even-
tuali fattori solubili secreti dal ciliato,
per successive analisi chimiche e di
attivita biologica. Studi recenti hanno
dimostrato che il protozoo ciliato Cli-
macostomum virens (figura 29H, ),
del quale i nostri ricercatori marchigia-
ni hanno raccolto alcuni esemplari nel
Fiume Sentino, all’altezza della Sor-
gente Solfurea, si difende dai poten-
ziali predatori uni- e pluricellulari utiliz-
zando una tossina, rappresentata da
un lipide resorcinolico, che sintetizza
ed accumula in piccole vescicole
(estrusomi) localizzate a ridosso della
membrana citoplasmatica. In caso di
necessita, il ciliato scarica il contenu-
to degli estrusomi contro I'eventuale
predatore che, se non danneggiato
in modo irreversibile, si da alla fuga.
La tossina, denominata climacostol,
¢ stata recentemente isolata, caratte-
rizzata come 5-(2)-non-2-enil-benze-
ne-1,3-diolo e sintetizzata per via chi-
mica. Sulla base delle provate attivita
terapeutiche ed antitumorali degli altri
lipidi resorcinolici, negli ultimi quattro
anni di indagini, si sono testate pre-
parazioni chimiche sintetiche del cli-
macostol su cellule promielocitiche
leucemiche umane (HL60), del carci-
noma sguamoso umano (A431) e su
cellule endoteliali umane non tumorali
(EA.hy926). | risultati, recentemente

pubblicati da Buonanno et al. (2005,
2006 a-b, 2008 e 2009) mostrano
che il climacostol possiede interes-
santi proprieta antitumorali che inco-
raggiano ulteriori studi, sia in vitro sia
in vivo, per valutare I'utilizzo di questa
sostanza nella bio-chemioterapia del
cancro.

Passiamo ora alla descrizione
delle diverse forme di animali multi-
cellulari acquatici che abbiamo rinve-
nuto nelle grotte di Frasassi. Fino ad
ora, abbiamo riconosciuto esponenti
di sei phyla: Platyhelmintes (i cosid-
detti vermi piatti o platelminti), Nema-
thelminthes (i vermi cilindrici o filiformi
detti anche nematodi), gli Annelida (i
vermi segmentati detti anche anellidi),
Rotifera, Mollusca (in particolare una
specie di gasteropode) e gli Arthro-
poda (rappresentati da vari gruppi di
crostacei).

Platelminti

| platelminti sono noti come “ver-
mi piatti” per la forma schiacciata del
corpo ed appartengono al phylum dei
Platyhelmintes. Hanno una simmetria
bilaterale, sono sprowvisti di un appa-
rato circolatorio e non hanno organi
specializzati per la respirazione che
awviene per traspirazione attraverso
la superficie del corpo. Sono privi di
un vero e proprio sistema nervoso
che e rappresentato solo da un paio
di gangli posti nella parte anteriore del
COrpo.

"apparato digerente & solo par-
zialmente presente nel gruppo dei
platelminti turbellari aceli ed & costitu-
ito da una bocca situata centralmen-
te, una faringe ed un intestino a fondo
cieco la cui forma pud variare da un
semplice tubo ad una serie di diver-
ticoli. Gli organi escretori sono molto
sviluppati e consistono di un siste-
ma di canali ramificati che si aprono
al’esterno con uno o piu pori i quali,
riducendosi di calibro, terminano in-
ternamente con una cellula a fiamma.
Tale cellula & spesso caratterizzata da
prolungamenti citoplasmatici che si
estendono nel parenchima, la massa



corporea interna. Il parenchima ¢ for-
mato da una sostanza amorfa in cui
si trovano disperse numerose cellule
capaci di spostarsi con movimenti
ameboidi e ha la funzione di assicu-
rare la distribuzione delle sostanze
nutritive tra i diversi strati del corpo.
Alla base della cellula a fiamma, vi &
un ciuffo di ciglia vibranti che sporgo-
no nella cavita del tubulo terminale. II
movimento delle ciglia facilita I'espul-
sione dei detriti eliminati attraverso la
cellula escretrice. La maggior parte
dei platelminti sono ermafroditi, ov-
vero che ogni individuo & prowvisto
di entrambe le gonadi, gli organi che
producono le cellule riproduttive,
sia femminili (uova) che maschili. In-
somma questi animali pur nella loro
semplicita hanno un’anatomia ed una
fisiologia di gran lunga piu complessa
di quegli organismi unicellulari che ab-
biamo descritto fin qui (figura 30A).
Vivono in tutti gli ambienti, sia marini
che d’acqua dolce o salmastra, ed
anche in ambienti umidi terricoli. Molti
sono parassiti, come la famosa Te-
nia saginata, comunemente detta
“verme solitario”, la quale deposita
le uova nei bovini da dove possono
essere trasferiti nel’'uomo in caso di

ingestione di carne infetta cruda o
mal cotta. Sviluppandosi poi nell’in-
testino del’'uomo, questo platelminta
pud raggiungere una lunghezza di
ben dodici metri. Altre specie hanno
discrete dimensioni come le eleganti
planarie che possono raggiungere di-
versi centimetri di lunghezza.

Nelle Grotte di Frasassi, nel corso
della nostra ricerca e fra i tanti cam-
pioni prelevati in svariati siti, abbiamo
individuato solo alcuni esemplari di
platelminti. Il primo esemplare € stato
scovato da Sharmishtha Dattagup-
ta dell’Universita di Géttingen, in un
campione di sedimento melmoso pre-
levato in una pozza d’acqua sulfidica
nel Ramo Solfureo della Grotta del
Fiume. Ha una forma elongata, piatta
e con contorni ondulati. L'esempla-
re supera di poco i dieci millimetri di
lunghezza ed & di colore biancastro
(figura 30B). Altri esemplari sono
stati individuati nel fango sulfidico del
laghetto della Grotta Solfurea sem-
pre dalla Dattagupta. Un esemplare
unico, del tutto simile ai precedenti,
e stato individuato da Dawn Peterson
dell’'Universita di Berkeley, in un cam-
pione di melma carbonatica prelevato
al Lago Claudia nella Grotta Grande

FIGURA 30 - A) Schema anatomico
di un platelminta: bo, bocca;

fa, faringe; es, esofago; in, intestino;
ag, atrio genitale; po, poro genitale;
do, dotto ovovitellino; pn, pene;

pg, pigmento; gp, ghiandola
prostatica; pe, poro escretore;

vg, vitellogeno; gf, ghiandola
frontale; ep, epidermide; pc, plesso
cerebrale (modificato da De Agostini,
1968); B) microfotografia a luce
riflessa del platelminta tricladide
rinvenuto nel Lago Claudia della
Grotta Grande del Vento;

C) microfono dal vivo del platelminta
catenulide Stenostomum sp.
rinvenuto nel Pozzo dei Cristalli

ed allevato nel mesocosmo di
Coldigioco; D) particolare della
parte caudale dello Stenostomum
mostrante, all'interno del corpo,
delle particelle di colore verde che
sono probabilmente dei frammenti
del protozoo Stentoringerito
dall'animale. Foto di A. Montanari.




del Vento durante la sua meticolosa
ricerca sugli ostracodi. Secondo il
prof. Ulf Jondelius, direttore del Mu-
seo di Storia Naturale di Stoccolma
e biologo specialista di platelminti, il
nostro verme piatto di Frasassi ap-
parterebbe all’ordine dei Tricladida
ma al momento & impossibile de-
terminarne il genere e tanto meno
la specie, il che richiederebbe uno
studio anatomico dettagliato in vivo e
un’analisi del DNA. E evidentemente
un animale raro e richiedera tempo
ed uno studio specialistico accurato
per capire il ruolo che questo organi-
smo ha nell’ecosistema stigobitico di
Frasassi.

Un’altra specie di platelminta &
stata recentemente individuata nel ru-
scello sulfidico del Pozzo dei Cristalli,
nella Grotta del Fiume. In realta que-
sto animale che a mala pena supera
il millimetro di lunghezza (figura 30C)
e stato riconosciuto nel mesocosmo
di Coldigioco ed osservato in vivo
mentre girovagava tra i filamenti della
colonia batterica cibandosi vorace-
mente di tutto cio che incontrava nel
suo continuo strisciare, sia filamenti
batterici che protozoi sessili, incluso
lo Stentor (figura 30D). Addirittu-
ra nel mesocosmo € stato possibile
isolare decine di individui di questa
specie che hanno permesso I'osser-
vazione microscopica dettagliata in
vitro e la preparazione di diversi cam-
pioni per ulteriori analisi anatomiche e
genetiche. Date le sue minute dimen-
sioni, sarebbe stato impossibile rico-
noscere questo animale nel suo am-
biente naturale in grotta ed in questo
caso, come in altri, il mesocosmo si &
rilevato uno strumento utilissimo per
I'individuazione della specie e per os-
servare dal vivo il suo comportamen-
to. Secondo il prof. Jondelius questo
minuscolo platelminta apparterrebbe
al genere Stenostomus dell’ordine dei
Catenulida.

Analisi ancora in corso sull’anato-
mia e la genetica ribosomale di que-
sto piccolo stigobionte di Frasassi ci
permetteranno di stabilire il ruolo che
esso ha nell’ecosistema sulfidico au-
totrofo della grotta.

Nematodi

Il phylum dei Nematoda, dal gre-
co nema = filo e eidos = forma, sono
per I'appunto vermi filiformi, detti an-
che cilindrici, comprendenti almeno
90.000 specie conosciute. Ne esisto-
no di specie libere, che popolano gli
spazi interstiziali dei sedimenti umidi,
fondali acquatici e sorgenti termali, e
si nutrono chi di alghe, chi di batteri
e funghi, chi di altri microorganismi
invertebrati. Ci sono poi specie pa-
rassite che infestano una gran varieta
di piante e di animali. Tra quest’ultime
le specie piu malfamate apparten-
gono al genere Trichinella e sono la
causa della trichinosi, una pericolosa
infezione dell’apparato digerente che
puo estendersi anche al sistema ner-
VOsO causando gravi danni irreversibili
e, raramente, anche la morte. Questi
parassiti vivono e si riproducono in
animali selvatici ma anche in animali
domestici, tipicamente i maiali, e si
trasmettono all’'uomo allorché vengo-
no ingerite carni crude o mal preser-
vate di animali infetti che contengono
le larve di questo nematode. Un altro
nematode famoso & I'Enterobius ver-
micularis, un verme appartenente alla
famiglia Oxyuridae meglio conosciuto
come “il verme dei bambini”. Anche
questo vive nellintestino di alcuni
mammiferi e viene trasmesso ad al-
tri individui, incluso I'uomo, tramite le
uova che eventualmente si schiudo-
no nella parte terminale dell'intestino
causando affezioni pruriginose nella
zona perianale e, nelle femmine, nella
zona vulvare. In particolare i bambini,
sempre a toccare tutto per poi met-
tersi le mani in bocca, tendono ad es-
sere infettati da questo nematode e a
sviluppare il malanno noto col nome
di ossiuriasi.

[’anatomia dei nematodi & un
po’ pit complessa di quella dei pla-
telminti (figura 31AB). Innanzi tutto
sono eterofroditi, ovvero maschi e
femmine sono ben differenziati. Han-
no un sistema nervoso formato da
un gruppo di gangli connessi ad un
anello che circonda l'intestino e dal
quale si diramano cordoni nervosi



sia anteriormente, verso la bocca,
che posteriormente, verso la coda. |l
sistema digerente € formato da una
bocca anatomicamente complessa
(trilobata, con mascelle e labbra), da
un esofago, un intestino e un foro
anale, il tutto azionato da un sistema
muscolare che, tramite contrazioni,
permette 'ingestione ed il passaggio
del cibo attraverso I'apparato dige-
rente fino all’espulsione. La circola-
zione e I'assorbimento delle sostanze
nutritive, nonché gli scambi gassosi
che permettono lattivita metabolica
di questi organismi, avvengono grazie
alla circolazione di un liquido pseudo-
celomatico facilitata dai movimenti
del corpo. La respirazione, ovvero
lo scambio gassoso con I'ambiente
esterno, awviene attraverso pori nella
cuticola esterna del corpo dell’anima-
le. | nematodi sono anche prowvisti di
speciali organi sensoriali, come se-
tole e papille, in grado di percepire
sostanze chimiche disperse nell’am-
biente ed individuare la presenza di
cibo, prede e predatori, nonché di fe-
romoni, ovvero quelle sostanze chimi-
che prodotte dalle femmine per attira-
re I'attenzione dei maschi e innescare
I'accoppiamento. Anche gli apparati
sessuali di questi animali presentano
una certa complessita. | maschi sono
dotati di un testicolo per la produzio-
ne di spermatozoi, connesso tramite
piccole condotte ad un orifizio dotato

di spicole che servono a divaricare il
poro vaginale della femmina durante
I'accoppiamento. Lapparato ripro-
duttore femminile, a sua volta, € co-
stituito da due ovari, da un utero e
da una vagina. | nematodi possono
essere ovipari o vivipari ed i neonati
non hanno uno stadio larvale ma si
sviluppano partendo da stadi giova-
nili morfologicamente simili agli adulti
ed effettuando, nella crescita, alcune
mute della cuticola fino a raggiungere
la massima grandezza.

La presenza di rarissimi esemplari
di nematodi nel’ambiente stigobitico
di Frasassi ¢ stata rilevata solo di re-
cente in un campione di sedimento
del Lago Verde e in un altro prove-
niente dal Lago della Bottiglia, in fon-
do al Pozzo dei Cristalli. Di loro non
si sa praticamente nulla. Questi vermi
raggiungono a malapena un millime-
tro di lunghezza, sono diafani, quasi
trasparenti (figura 31C) e ci vorra
uno studio specialistico per definire la
loro tassonomia ed il ruolo che essi
hanno nell’ecosistema  stigobitico
della grotta.

FIGURA 31 - Schema anatomico del
nematode Enterobius vermicularis
(il verme dei bambini), A) femmina,
B) maschio: 1, faringe; 2, intestino;
3, utero; 4, vagina; 5, ano;

C) microfotografia dal vivo di un
nematode rinvenuto nel Lago della
Bottiglia in fondo al Pozzo dei
Cristalli. Foto di A. Montanari.




FIGURA 32 - A) Sezione longitudinale
di un anellide mostrante la

struttura metamerica; B) schema
anatomico di un anellide in sezione
trasversale: vd, vaso dorsale;

in, intestino; ei, epitelio intestinale;
sd, setole dorsali; cc, cellule
cloragogene; cu, cuticola;

ip, ipoderma; mc¢, muscolatura
circolare; ml, muscolatura
longitudinale; ne, nefridi; sv, setole
ventrali; vv, vaso ventrale; cn, catena
neurale; ll, linea laterale (modificato
da De Agostini, 1968).

Anellidi

Il phylum degli Annelida (gli anel-
lidi) si riferisce a vermi che presenta-
no un’evidente metameria, ovvero un
corpo suddiviso in numerosi anelli, i
metameri, pressoché uguali (figura
32A,B). Un classico esempio cono-
sciuto da tutti & il lombrico. Ci sono
anellidi di dimensioni submillimetriche
con una mezza dozzina di anelli, altri
giganteschi che possono raggiungere
i tre metri di lunghezza e sono costitu-
iti da centinaia di metameri.

La metameria interessa quasi tut-
ti gli apparati importanti tranne quelli
circolatorio e riproduttore. In pratica,
ogni metamero (anello) riproduce un
identico reticolo nervoso che parte da
un sistema centralizzato. Pero il me-
tamero terminale ¢ differente dagli al-
tri in quanto contiene un paio di gangli
cefalici costituendo cosi la testa. Da
qui parte un nastro nervoso che cir-
conda il canale digerente. Hanno un
sistema circolatorio chiuso. Il vaso piu
importante posto dorsalmente lungo
il corpo & detto aorta e contiene del
sangue emoglobinico che fluisce ver-
S0 la testa, In ogni metamero questa
aorta si espande e contrae fungendo
da rudimentale cuore pulsante. Sul
ventre corre un altro vaso in cui afflui-
sce il sangue dall’aorta tramite piccoli
vasi secondari, sangue che fluisce poi
verso I'estremita caudale.

Il sistema digerente € complesso,
parte da una bocca situata nel meta-

mero cefalico e finisce con un’apertu-
ra anale nel metamero finale caudale,
passando per faringe, esofago e tubo
digerente.

Gli anellidi, come tutti gli inver-
tebrati, non hanno scheletro. Ogni
metamero contiene perd una cavi-
ta, detta celoma, riempita di liquido
celomatico, che funge da suppor-
to strutturale del corpo, una specie
di scheletro idraulico. II movimento
del’animale & garantito da due serie
di muscoli presenti in ogni metamero.
Quelli longitudinali fanno accorcia-
re il metamero che quindi aumenta
di diametro mentre quelli trasversali
lo fanno allungare restringendone il
diametro. In questo modo il prover-
biale strisciare del verme si manifesta
come un’onda di contrazione (allun-
gamento seguito da accorciamento)
che parte dal capo e attraversa ogni
singolo metamero fino ad arrivare alla
coda.

Gi anellidi, come i gia visti vermi
piatti, sono ermafroditi contenendo in
sé sia gli organi sessuali femminili che
quelli maschili. Molti si riproducono
per architomia, ovvero si auto-divi-
dono il corpo rigenerando due nuovi
individui. La parte divisa con la testa
rigenera la coda, cosa non molto dif-
ficile da fare, mentre la parte caudale
deve rigenerare una nuova testa, il
che comporta qualche difficolta tec-
nica soprattutto perché in un primo
momento 'organismo, privo di testa
e di bocca, non pud nutrirsi e deve
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quindi sopravvivere un breve periodo
di digiuno.

Nella moderna tassonomia, il
phylum Annelida comprende due
classi principali: Polychaeta e Clitella-
ta. Quest’ultima include due taxa che
in passato venivano distinti in classi
separate: Oligochaeta (comprenden-
te i lombrichi) e Hiruidea (compren-
dente le sanguisughe). Nelle Grotte
di Frasassi, Galdenzi e Sarbu (2000)
segnalano la presenza di vermi oli-
gocheti appartenenti alla famiglia
Lumbriculidae e molto probabilmen-
te rappresentanti una nuova specie
endemica del genere Rhynchelmis.
Questi vermi troglobiti sono stati rin-
venuti sulle pareti umide della grotta
e quindi non sono da considerarsi
stigobionti in senso stretto. Nel corso
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della nostra ricerca abbiamo riscon-
trato numerosi vermiciattoli rossi in
campioni di sedimento provenienti
da vari laghi sulfidici del complesso
carsico di Frasassi. Macalady et al.
(2006) segnalano numerosissimi indi-
vidui frammisti negli ammassi piumati
di biofim batterici del Ramo Solfureo
e della Grotta Solfurea (figura 33A).
Non appena la colonia batterica vie-
ne disturbata, ber esempio durante la
campionatura, tutti questi vermiciat-
toli si dileguano nascondendosi rapi-
damente nel fango sottostante. Sono
lunghi circa un centimetro con un dia-
metro di circa 0,2 mm. Il colore rosso
e dato dall’abbondante emoglobina
che scorre nelle vene, ventrale e dor-
sale, del’animale (figura 33B, C).
’emoglobina & una proteina solubi-

FIGURA 33 - A) Un tappeto batterico
in un rigagnolo di acqua sulfidica
nella Grotta Solfurea sulla superficie
della quale dimorano numerosi
vermi rossi del genere Potamothrix
tutti piti o meno allineati secondo il
flusso della debole corrente (foto di |.
Macalady); B) Microfotografia a luce
riflessa di vermi Potamothrix sp. vivi
prelevati al Lago Claudia;

() dettaglio di un segmento caudale
reciso dove si notano le vene dorsale
e ventrale ancora pulsanti e piene

di liquido emoglobinico; D) tracce di
vermi Potamothrix sp. nel sedimento
del mesocosmo di Coldigioco.

Foto di A. Montanari.




le, normalmente presente nei globuli
rossi del sangue dei vertebrati ed e
responsabile del trasporto dell’ossi-
geno molecolare ai tessuti. Ognuno
dei suoi quattro globuli proteici ha
al suo interno una molecola di ferro
chiamata gruppo eme (da cui emo-
globina) che ne impartisce il colore
rosso. La presenza di emoglobina nei
nostri vermi indicherebbe che essi si
siano adattati a vivere in un ambiente
con scarso 0ssigeno e la produzio-
ne di questa proteina li aiuterebbe a
massimizzare I'uso del poco ossige-
no disponibile.

Un campione prelevato alla Grot-
ta Solfurea fu inviato al prof. Chri-
ster Erséus, specialista di anellidi e
ricercatore genetista della universita
svedese di Gothenburg (vedi Erséus
et al., 2008), il quale ha eseguito per
noi un’analisi del DNA riconoscendo
una fortissima assomiglianza geneti-
ca con un genere di vermi da lui stu-
diati in alcuni laghi scandinavi. | no-
stri vermi rossi apparterrebbero alla
classe Clitelliata, ordine Haplotaxida,
famiglia Naidadae (sinonimo di Tubi-
ficidae), e con tutta probabilita al ge-
nere Potamothrix. La specie & ancora
da definire visto che sembri essere
nuova ed endemica delle Grotte di
Frasassi, mai classificata prima. Per
definirla occorrera attendere le ana-
lisi genetiche che il prof. Erséus sta
conducendo in nuovi campioni pre-
levati in diversi siti nella grotta al fine
di verificare 'omogeneita specifica e
per inquadrare questi vermi nell’eco-
sistema stigobitico sulfidico. L'Erséus
contera sulla collaborazione del prof.
Tarmo Timm, un biologo specialista di
anellidi dell’'universita estone di Tartu-
maa con una grandissima esperienza
nella tassonomia e classificazione dei
vermi clitellati.

Nel frattempo, in uno dei mesoco-
smi di Coldigioco abbiamo introdotto
alcuni esemplari di Potamothrix prele-
vati al Lago Claudia con la speranza
di poterli osservare dal vivo. Dopo
essere stati separati dal sedimento
fangoso ed osservati per un po’ al
microscopio in un piatto Petri, i nostri
vermiciattoli una volta introdotti nel

mesocosmo, non hanno perso tem-
po ad infilarsi nel sedimento melmoso
sparendo rapidamente e per sem-
pre dalla vista. Una sola volta, dopo
diversi giorni, si & scorta la testa di
un verme sbucare dal sedimento ed
agitarsi nel’acqua. Non siamo sicuri
dunque se i vermi si siano adattati allo
stato di cattivita e riprodotti. Certo e
che hanno lasciato un gran numero di
minuscoli tunnel nel sedimento, per-
fettamente visibili attraverso il vetro
dell’'acquario (figura 33D). Si trattera
ora di campionare il fango del meso-
cosmo e studiare la situazione che
si € creata confrontandola con quel-
la che sara riscontrata in campioni
prelevati dagli ambienti naturali della
grotta. La ricerca va avanti.

Rotiferi

Gli appartenenti al Phylum Roti-
fera sono organismi multicellulari di
dimensioni microscopiche (raramente
superano un millimetro di lunghezza),
principalmente di acque dolci, meno
diffusi in acque marine. Alcune spe-
cie vivono negli ambienti umidi dei
muschi e dei licheni, oppure come
parassiti di animali e piante. Hanno la
capacita di incistirsi allorche I'acqua
nel loro ambiente viene a mancare,
come potrebbe avvenire nella stagio-
ne secca in muschi e licheni, per poi
“rifiorire” non appena la condizione
ambientale ritorna ad essere favore-
vole nella stagione umida. Le specie
che vivono in acqua sono per la mag-
gior parte bentoniche (che vivono sul
fondo), o addirittura sessili (che sono
permanentemente fisse al substrato),
ma ne esistono anche di planctoni-
che che nuotano in acqua libera. I
corpo, suddiviso in capo, tronco e
piede, seppur di minuscole dimensio-
ni & costituito da un migliaio di cellule
che compongono un’anatomia com-
plessa fatta di vari organi (cervello,
bocca, occhi, faringe, stomaco, inte-
stino, ecc.), come illustrato schemati-
camente nella figura 34A.

| rotiferi devono il loro nome alla
corona situata sul capo e compo-
sta da cilia che circondano la bocca
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e che, in movimento, ha appunto
I’aspetto di una ruota. Essa crea una
corrente che spinge le particelle ali-
mentari in una faringe filtratrice. Oltre
ad avere la funzione di bocca, la co-
rona ha anche funzione locomotoria
e puo essere retrattie. Nonostante
abbiano i due sessi differenziati, nella
maggior parte delle specie la riprodu-
zione avviene per partenogenesi (dal
greco partenos = vergine, e genesis
= nascita), ovvero riproduzione vergi-
nale tanto che in alcune specie i ma-
schi, di solito molto piu piccoli e meno
numerosi delle femmine, non sono
stati mai individuati. In pratica nella
partenogenesi lo sviluppo dell’'uovo
awiene senza che questo sia stato
fecondato.

Esistono circa 2.200 specie di
rotiferi fin ora conosciute nel mon-
do, ripartite in sole tre classi: Mono-
gononta, Seisonidea e Bdelloidea.
Esemplari appartenenti a quest’ulti-
ma classe sono stati rinvenuti nelle
acque del Pozzo dei Cristalli e os-
servati nel mesocosmo di Coldigioco
(figure 34B, C). Il corpo di questi
piccoli animali presenta un rivesti-
mento cuticolare suddiviso in anelli
parzialmente retroflettibili uno nell’al-
tro a mo’ di cannocchiale tascabile

permettendo all’animale di contrarsi e
allungarsi fino a raggiungere una lun-
ghezza massima di mezzo millimetro.
Sembra che i bdelloidei si riproduca-
no esclusivamente per partenogenesi
in quanto i maschi non sono stati mai
trovati. Nel mesocosmo ne sono stati
osservati diversi esemplari aggrappati
con il piede al substrato nell'intricato
intreccio filamentoso della colonia bat-
terica, e protratti verso I'esterno con il
corpo telescopico allungato al mas-
simo. Spinti dall’azione rotatoria della
corona, piccola e retrattile, filtrano in
continuazione il cibo. In un esempla-
re osservato in vivo al microscopio €
stata notata la presenza di una sorta
di antenna sporgente dal capo e cul-
minante con una piccola corona cilia-
ta, anche questa retrattile. Se distur-
bati, gli animali si contraggono con
uno scatto quasi a nascondersi tra i
filamenti batterici per poi riallungarsi
cautamente a pericolo finito.

A differenza di altri organismi, i
rotiferi non si preservano adeguata-
mente in etanolo. Al contatto con I'al-
col si contraggono diventando delle
palline minuscole e irriconoscibili. La
prof.ssa Claudia Ricci dell’Universita
di Milano, biologa specialista in rotife-
ri, si € gentilmente offerta di condurre

FIGURA 34 - A) Schema anatomico

di un rotifero bdellario del genere
Rotaria: 1, disco trochiale; 2, cingolo;
3, profonephidium; 4, bocca;

5, tubo boccale; 6, cervello; 7, occhio;
8, faringe; 9, muscoli; 10, mastax;

11, esofago; 12, ghiandola gastrica;
13, ghiandola salivare; 14, stomaco;
15, lumen dello stomaco;

16, germo-vitellogemaco; 17, ovidotto;
18, intestino; 19, dotto nefridiale;

20, cloaca; 21, ano; 22, ghiandola
pedale; 23, dotto della ghiandola
pedale; 24, rostro; 25, piede.

B) microfotografia in vitro di Rotaria
laticeps rinvenuta nelle acque
sulfidiche del Pozzo dei Cristalli;

C) un altro esemplare di Rotaria
laticeps del Pozzo dei Cristalli,
allevata in mesocosmo e fotografata
in vivo. Si noti il piede ancorato ad
un ammasso batterico e lantenna
ciliata che sporge dal lato destro

del capo. Foto di A. Montanari.




TABELLA 3 - Specie di gasteropodi

rinvenuti a Frasassi.

un primo studio conoscitivo su i nostri
animaletti ed in un campione di esem-
plari vivi inviatole per courrier express
ha potuto riconoscere subito una sola
specie attribuita a Rotaria laticeps.
Questa specie € comune in ambienti
esterni come pozze d’acqua, acqui-
trini, laghi, dove si ciba esclusivamen-
te di microalghe. La nostra rotaria
di grotta € diafana, cioe priva della
pigmentazione rossastra che carat-
terizza la specie in ambienti acquatici
esterni, ma conserva ancora gli occhi.
Cio farebbe pensare che I'animale sia
entrato in grotta adattandosi ad una
dieta batterica che probabilmente dli
ha fatto perdere la tipica pigmentazio-
ne rossa. D’altro canto, la presenza di
macchie oculari fa pensare che que-
sta intrusione sia piuttosto recente. E
possibile che le acque del Pozzo dei
Cristalli siano state contaminate dagli
stessi speleologi che visitano questa
parte di grotta da piu di mezzo seco-
lo. Bisogna ricordare poi che i bdelloi-
di sono ottimi colonizzatori di ambien-

ti criptici o anche estremofili. Possono
incistirsi ed essere trasportati in uno
stato di vita latente detto dormienza,
ed essendo partenogenici, non han-
no bisogno di tutto quel complesso
rituale di accoppiamento sessuato
per riprodursi. Si trattera ora di cerca-
re la nostra rotaria in altre parti della
grotta, possibiimente incontaminate
e distanti dall’ingresso naturale, e
capire se I'animale sia un effettivo e
permanente abitatore del mondo sot-
terraneo e che ruolo ecologico abbia
in esso.

Molluschi

Il phylum dei Mollusca (i mollu-
schi) sono rappresentati da un gran
numero di animali invertebrati dal cor-
po molle (da cui il nome del phylum),
sia terricoli che acquatici, continentali
o marini, con o senza guscio. E il se-
condo plylum per grandezza del re-
gno animale contando piu di 110.000
specie dalle piu svariate forme; sep-
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pie, polipi, calamari, lumache, von-
gole, e patelle sono tutti molluschi.
Delle otto classi oggi riconosciute nel
phylum dei molluschi solo i Bivalvia
(i bivalvi) ed i Gastropoda (i gastero-
podi) hanno rappresentanti in acque
dolci e di questi solo i gasteropodi
sono rappresentati da due specie fin
ora riscontrate nel’ambiente ipogeo
di Frasassi. Una di queste specie e
dominante nel’ambiente stigobitico
di Frasassi ed era stata identificata
come Islamia pusilla da Galdenzi e
Sarbu (2000) e Sarbu et al. (2000).
Con il procedere degli studi si € con-
statato che il genere Islamia & molto
piu diffuso e differenziato nell’area
mediterranea rispetto a quanto pre-
sunto, e comprende molte specie as-
segnate in precedenza a differenti ge-
neri (Bodon et al., 2001). Come parte
del nostro progetto di ricerca, ab-
biamo effettuato numerose campio-
nature di sedimento nei laghi ipogei
della Grotta del Fiume (Lago Verde,
L. Stratificato, L. Blanco, L. Claudia,
Pozzo dei Cristalli e L. Infinito), non-
ché alla Sorgente Solfurea sulla riva
destra del Fiume Sentino. | campioni,
immersi in situ in etanolo concentra-
to al 75% vol. sono stati inviati al dr.
Marco Bodon dell’Universita di Siena
per un approfondito studio di ricono-
scimento tassonomico e definizione
anatomica, in collaborazione con il
dr. Simone Cianfanelli del Museo di
Storia Naturale di Firenze. Una sintesi
sulla presenza e distribuzione dei ga-
steropodi nel Fiume Sentino e nei vari
specchi d’acqua del complesso ipo-
geo di Frasassi nel corso degli anni &
riportata in tabella 3.

I Bodon ci spiega che gli ambien-
ti sulfidici e non del Fiume Sentino e
del complesso carsico di Frasassi
non presentano una ricca popolazio-
ne (taxocenosi) a molluschi. Tuttavia
I’'ambiente acquatico ipogeo & colo-
nizzato da questo piccolo e peculiare
esponente della famiglia delle Hygro-
biidae (ordine dei Sorbeoconcha) con
conchiglia valvatiforme, appartenente
al genere Islamia. Proponiamo subi-
to in figura 35A-D un modello ana-
tomico di un gasteropode assieme
ad alcune belle immagini del nostro
piccolo mollusco originalmente cam-
pionato al Lago Claudia e da qual-
che anno allevato nel mesocosmo di
Coldigioco. Sono immagini uniche in
quanto mai fino ad ora questo micro-
gasteropode era stato fotografato dal
vivo con tale definizione. Saranno di
aiuto per relazionare la narrativa su
cid che abbiamo appreso dallo stu-
dio specialistico dei gasteropodi di
Frasassi.

Il genere Islamia, diffuso in vari
paesi del sud Europa e dell’area me-
diterranea, conta parecchie specie, di
cui otto presenti in ltalia, distinguibili
con sicurezza solo attraverso I'esame
anatomico degli apparati genitali. Al-
cune di esse appartengono a nuove
entita non ancora formalmente istitu-
ite, ma citate e descritte nella lettera-
tura scientifica sotto il nome prowviso-
rio di Islamia sp. 2 (Giusti et al., 1981;
Bodon & Cianfanelli, 2002). La nostra
lumachina stigobitica di Frasassi sa-
rebbe proprio questa nuova specie,
non corrisponderebbe dunque all’lsla-
mia pusilla citata da Sarbu e Galdenzi
(2000). Llslamia sp. 2 & una specie di

FIGURA 35 - A) Schema anatomico

di un gasteropode: bo, bocca con
radula; te, tentacolo; oc, occhio;

pg, poro genitale; br, branchia;

cp, cavita palleale; an, ano; pe, poro
escretore; ne, nefridio; cc, celoma
pericardico; cu, cuore; gg, ghiandola
genitale; co, conchiglia; op, opercolo;
in, intestino; pd, piede.

Da De Agostini, 1968; B) veduta
laterale e C) ventrale di un
esemplare di Islamia sp. 2 ripreso

in vivo nel mesocosmo di Coldigioco;
si noti la peluria batterica che ricopre
il guscio. Foto di A. Montanari;

D) immagine al microscopio a
scansione elettronica (SEM)

della radula dell'Islamia sp. 2.

Foto di M. Bodon.




piccole dimensioni, creno-stigobitica,
vivente cioe in acque sorgive o sotter-
ranee, e endemica dell’ltalia centrale.
Rispetto alle altre specie congeneri-
che italiane, possiede una conchiglia
un poco variabile ma piu grande e piu
robusta, decisamente conica, alta da
circa 1 a circa 2 mm al massimo. E
nota solo in poche stazioni campio-
nate, per lo piti sorgenti o grotte con
acque debolmente sulfidiche delle
Marche (Grotte di Frasassi, appunto),
Lazio e Umbria (Bodon et al., 2005).
Al Lago Claudia nella Grotta Grande
del Vento, nel Lago Blanco e in alcuni
specchi d’acqua in fondo al Pozzo dei
Cristalli della Grotta del Fiume, sono
stati trovati numerosi esemplari viventi
di questa specie.

La degenerazione o0 assenza
del’apparato visivo (anoftalmia) ed
un’apparente depigmentazione fan-
no supporre un lungo periodo di iso-
lamento e di adattamento all’habitat
sotterraneo. La specie non € pero
esclusiva degli ambienti ipogei in
quanto altre popolazioni che vivono in
sorgenti sono anch’esse scarsamen-
te pigmentate e oculate. Come molti
altri idrobiidi, la possibilita di cibarsi
non esclusivamente del film algale ha
dato loro la possibilita di colonizzare
le acque sotterranee laddove, owvia-
mente, potesse esistere una biomas-
sa batterica autotrofa, come appunto
¢ il caso del complesso carsico sulfi-
dico di Frasassi.

Nella Sorgente Solfurea sul Fiume
Sentino, dove in un campione raccol-
to nel 1983 questa specie era pre-
sente, oggi non & stata piu ritrovata,
mentre negli ultimi anni si & insediato
un altro idrobiide, Potamopyrgus an-
tipodarum Gray 1843, che presenta
una conchiglia conica allungata di
3,4-6,5 mm di altezza, talvolta prov-
vista di una carena. Si tratta di una
specie aliena originaria della Nuova
Zelanda (a cui si riferisce il nome spe-
cifico antipodarum = degli antipodi)
che, introdotta in Italia nel 1961, ha
avuto, negli ultimi decenni, un’esplo-
sione demografica in quasi tutto il Pa-
ese, colonizzando sorgenti, ruscelli e
torrenti e assumendo il ruolo di una

vera e propria specie invasiva (Favilli
et al.,, 1998; Cianfanelli et al., 2007).
A volte, soprattutto nei primi anni
dopo la sua comparsa, grazie alla
sua adattabilita a variazioni ambientali
(temperatura, acidita, tipo di cibo) e
alla possibilita di riprodursi per parte-
nogenesi, anche detta riproduzione
unisessuale (tipica degli esseri erma-
froditi), forma popolazioni densissime,
di molte migliaia di esemplari per me-
tro quadrato, entrando in competizio-
ne con molti altri molluschi di acque
dolci. Ebbene, le sponde del Fiume
Sentino a Frasassi sono letteralmente
invase da questa specie aliena. Que-
sto idrobiide non ha ancora invaso gli
ambienti ipogei del complesso carsi-
co di Frasassi, ad eccezione del Lago
Verde, dove, per ora, sono stati rinve-
nuti solo un paio di esemplari, ma la
sua potenzialita nel colonizzare anche
habitat peculiari, come acque terma-
li o sotterranee, potrebbe mettere a
serio rischio I'esistenza dei molluschi
endemici, nel nostro caso la piccola
Islamia sp. 2.

Una sola conchiglia di un’altra
specie aliena introdotta in Italia alla
fine del 1800, Haitia acuta, e stata
trovata in un campione di sedimen-
to del Lago Verde, ma non vi sono
prove certe che essa viva nel com-
plesso sotterraneo, in quanto la sua
presenza potrebbe derivare da con-
taminazione con materiale esterno.
Infatti, il Lago Verde, trovandosi a
poca distanza dall’entrata naturale
della Grotta del Fiume ed essendo
faciimente raggiungibile anche da
uno speleologo improvvisato ed ine-
sperto, presenta chiari segni di con-
taminazione dall’esterno, come rami
d’albero, pezzi di legno e fogliame.
Haitia acuta € ampiamente diffusa
nelle acque superficiali di tutta ltalia
(Cianfanelli et al., 2007), ed & distin-
guibile per la conchiglia sinistrorsa, di
forma ovata.

Altre specie acquatiche sono state
raccolte nei sedimenti della Sorgente
Solfurea sulla riva destra del Fiume
Sentino (tabella 3). Anche in questo
caso si tratta solo di conchiglie vuote,
con tutta probabilita provenienti dai
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sedimenti alluvionali depositatisi du-
rante le piene del corso d’acqua, i cui
resti non indicano, percio, I'esistenza
di popolazioni viventi nelle acque del-
la sorgente, tranne appunto I'aliena
Potamopyrgus antipodarum.

Dopo aver individuato una ricca
popolazione di Islamia sp. 2 al Lago
Claudia nel luglio 2008, abbiamo al-
lestito un mesocosmo all’Osservato-
rio Geologico di Coldigioco con una
quindicina di esemplari di questo pic-
colo gasteropode per osservarli dal
vivo a capirne un po’ di piu sulla bio-
logia, i comportamenti e le abitudini
trofiche di questa nuova specie. L’ani-
male & cosi piccolo che difficilmente
puod essere studiato dal vivo nel suo
ambiente naturale di grotta. C’¢ da
dire che nel piccolo specchio d’ac-
qua del Lago Claudia, nella parte piu
interna della Grotta Grande del Ven-
to, a piu di un chilometro dall’uscita
naturale della grotta, questi molluschi
SONo numerosi e principalmente con-
centrati su rocce a pochi centimetri di
profondita lungo la riva del lago.

Ne sono stati trovati molti anche
nascosti sotto le rocce ma sempre
nello strato ossigenato superficiale
d’acqua carbonatica laddove, piu in
profondita, esiste uno strato di acqua
sulfidica. Lo stesso dicasi per il Lago
della Bottiglia in fondo al Pozzo dei
Cristalli, un piccolo specchio d’acqua
a forma di pozzo, profondo e stratifi-
cato, dove il nostro piccolo gastero-
pode si concentra sui bordi rocciosi
e quasi verticali del lago, nello strato
d’acqua carbonatica superficiale.

Questa preferenza di locazione &

stata notata anche nel mesocosmo: i
molluschi sembrano preferire striscia-
re sulle rocce oppure sul vetro dell’ac-
quario al di sopra dalla zona sulfidica
e raramente vagano sul fondale mel-
moso. Quando lo fanno, disegnano
delle tracce a ghirigori che, da vicino,
mostrano impronte simili a quelle la-
sciate dai cingoli di un trattore (figura
36A, B). Probabilmente questo com-
portamento & legato all’'ubicazione
del cibo che, in questi ambienti ipogei
sulfidici, e costituito dai solfobatteri. Il
gasteropode bruca mentre striscia ad
una velocita cronometrata su vetro di
ben 10 millimetri al minuto.

Usando la radula per brucare
("apparato masticatorio dei gastero-
podi simile ad una grattugia; vedi fi-
gura 35D) & probabile che la nostra
Islamia preferisca mangiare laddove il
film batterico copre superfici dure e/o
lisce, evitando cosi di ingerire sedi-
mento microgranulare che disturbe-
rebbe la masticazione. Nel mesoco-
smo si & anche notato che il guscio
di questo gasteropode ¢ ricoperto da
una specie di peluria costituita da un
film batterico. Addirittura si € piu volte
osservato un animale brucare sul gu-
scio di un consimile.

Come abbiamo notato nei vermi
clitellati sopradescritti, anche i nostri
piccoli gasteropodi contengono emo-
globina nel loro corpo. Il piede ¢ fatto
di un tessuto muscolare pressoché
trasparente, come pure i tentacoli
ma la parte interna del corpo molle
ha una visibile colorazione rossa che
traspare attraverso il sottile guscio
calcareo (figure 35B, C).

FIGURA 36 - A) Tracce a ghirigori di
Islamia sp. 2 sul sedimento melmoso
del mesocosmo di Coldigioco;

B) particolare delle tracce.

Foto di A. Montanari.




Osservando il mesocosmo rego-
larmente tutti i giorni per diversi mesi,
si € notato un altro comportamento
strano ma interessante: i nostri mi-
cro-gasteropodi spesso galleggiano.
Si attaccano con il piede sul pelo
dell’acqua con I'apice della conchiglia
rivolta verso il basso e rimangono cosi
sospesi per lunghi periodi fino a che,
spontaneamente, si lasciano andare
e vanno a fondo. Non rimangono sul
fondo anossico a lungo ma strisciano
rapidamente (si fa per dire) fino a rag-
giungere le pareti di vetro dell’acqua-
rio oppure una pila di sassi per risalire
verso la superficie. In alcuni casi si
sono visti due animali appaiati, I'uno
che sembrava brucare sul guscio
dell’altro mentre erano sospesi sotto
il pelo del’acqua. Non sono stati mai
osservati uscire dal’acqua. E possi-
bile che questo comportamento sia
dovuto alla ricerca di una migliore
respirazione nella zona superficiale e
pit ossigenata del mesocosmo im-
mediatamente sotto I'interfaccia tra
acqua e atmosfera.

’osservazione al microscopio a
scansione elettronica (SEM) di alcu-
ni gusci rinvenuti tra i resti di anguille
subfossili della Grotta del Fiume ha
rilevato alcuni particolari di questo
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FIGURA 37 - Immagini al microscopio
a scansione elettronica (SEM) di

un guscio di Islamia sp. 2 rinvenuto
tra i resti subfossili di un'anguilla
del Lago delle Anguille con un'eta
determinata al radiocarbonio-14

di 7600 anni (Mariani et al., 2007):
A) guscio intero con le caratteristiche
4 spire sinistrorse; B) la protoconca;
() tessitura porosa e malleata della
protoconca; D) corpi bacilliformi
micrometrici sparsi sul guscio.
Immagini SEM di H. Vonhof.

piccolo gasteropode che vale la pena
di descrivere (figura 37A-D). Innan-
zitutto la protoconca, ovvero la spira
apicale del guscio, presenta una mi-
croscultura malleata che € un carat-
tere comune in quasi tutti gli idrobii-
di (figura 37B). Tra le malleazioni si
nota la presenza di un gran numero
di pori (figura 37C), un particolare
anch’esso comune a molti idrobiidi
ma di cui si ignora la funzione. Si puo
ipotizzare che i pori possano servire
per una migliore traspirazione che
aiuterebbe I'animale a meglio sfruttare
il poco ossigeno disponibile in acque
stagnanti, ma questa ipotesi rimane
tale fino ad una non facile verifica. La
cosa piu interessante che emerge da
queste immagini SEM ad alta riso-
luzione € che cosparsi sul guscio di
questi animali ¢ci sono un gran nume-
ro di corpi bacilliformi assomiglianti a
degli stecchini lunghi al massimo due
millesimi di millimetro (figura 37D).
| bacilli potrebbero essere i resti del
presunto biofilm batterico che ricopre
il guscio di questi gasteropodi stigo-
bionti, e potrebbero rappresentare
un interessante caso di simbiosi. Per
verificare questa ipotesi, Sharmishtha
Dattagupta si € impegnata ad analiz-
zare, nel suo laboratorio di Goéttingen,




la componente genetica di questa
peluria nonché il contenuto intestina-
le di alcuni esemplari di Islamia sp. 2
per vedere se effettivamente esiste
un rapporto trofico e simbiotico tra
il gasteropode ed i batteri come gia
verificato nel caso degli anfipodi sti-
gobionti di Frasassi (Dattagupta et al.,
20009).

Artropodi

II' phylum degli Arthropoda (dal
greco antico arthron = articolazione
e podos = piede) comprende tutti
quegli animali invertebrati che hanno
arti snodati ed un corpo segmentato
(capo, torace e addome) coperto da
un esoscheletro chitinoso che viene
periodicamente rigenerato in un pro-
cesso detto muta. Gli artropodi sono
per la stragrande maggioranza ete-
rofroditi e si riproducono dunque per
accoppiamento sessuato. Il phylum &
il piu ricco di specie di tutto il regno
animale ed e rappresentato dalle piu
svariate forme di organismi adattati a
vivere in tutti gli ambienti del nostro
pianeta, sia acquatici che terrestri,
di acque dolci o salmastre, oppure
marine e addirittura ipersaline. Nella

venivano suddivisi in quattro classi
principali: Crustacea (dotati di eso-
scheletro duro come granchi e ara-
goste), Myriapoda (con tante zampe
come i centopiedi), Aracnidi (i ragni),
ed Insecta (gli insetti). Nella moderna
nomenclatura, la classe dei Crustacea
e stata promossa al rango tassono-
mico di subphylum con la distinzione
di sei classi rappresentate principal-
mente da animali acquatici: Branchi-
popoda (le pulci d’acqua), Remipedia
(piccoli crostacei che vivono in acque
interstiziali  salate), Cephalocarida
(piccoli crostacei di mare profondo)
Ostracoda (con guscio calcareo bi-
valve), Maxillopoda comprendente,
fra altre, la sottoclasse dei Copepo-
da (piccoli organismi submillimetrici
con lunghe antenne) e Malacrostata
(gamberi, granchi, aragoste, il krill dei
mari freddi, le cavallette di spiaggia,
ed anche i cosiddetti porcellini di
Sant’Antonio). Tre di queste sei classi
sono rappresentate nell’ambiente sti-
gobitico di Frasassi: gli ostracodi con
16 specie diverse riconosciute, i ma-
xillopedi rappresentati dai copepodi
con 8 specie fin ora riconosciute, ed i
malacrostacei rappresentati dagli an-
fipodi con quattro species del gene-

FIGURA 38 - Classi, sottoclassi e

vecchia nomenclatura tassonomica | re Niphargus (figura 38). Possiamo | di Frasassi.
TASSONOMIA DEL SUBPHYLUM CRUSTACEA
CLASSE SOTTOCLASSE ORDINE
— Branchiopoda
Myodocopida
— Ostracoda —| gmga Halocypnda
ik 26 famiglie con circa 65,000 specie
it ) 16 specie individuate nelle grotte di Frasass:
Remipedia Calancide 24 famiglie con circa 2.000 specie
E;"E"ma 1 specie individuata nelle grotie di Frasassi
Thecostraca Misophrigida
Tantulocarida Harpacticolda —— 9 famiglie con circa 3000 specie _
e adiopoda Branchiura Manstrilloida 1-2pecie individuata nelle grotte di Frasassi
%ﬁgﬁmlda Hm"”ﬂg““ 18 famiglie con migliaia di specie
Mystacocarida Mphlda & specie individuate nelle grotte di Frasassi
Poecilostomatoida
— Cephalocarida Sy phonceomDIe
Stomatopoda
Phyllocarida Isopoda Subordine Gammaridea con 125 famiglie
— Malacosiraca Eumalacostraca—] Amphipoda 1.000 generi e 5.700 specie
Hoplocarida Decapoda 4 specie individuate nelle grotte di Frasassi
Euphausiacea

ordini del subphylum dei crostacei.
In rosso i taxa presenti nelle Grotte




FIGURA 39 - A) Schema anatomico
di ostracode (maschio e femmina):
uo, uova; co, conchiglia;

ca, carapace; rc, rostro caudale;
mu, muscolo; oc, occhio;

pe, pene; at, arti; ms, mascella;
md, mandibola; an1 e an2, antenne
(da varie fonti); B) microfotografia
invivo diun esemplare della nuova
specie Mixtacandona cavernicola
rinvenuta nel Lago Claudia.

Si notino gli arti che fuoriescono
dal guscio socchiuso. Foto di A.
Montanari; C) la nuova specie
Pseudocandona frasassiensis
rinvenuta nella Sorgente

Sulfurea di Frasassi.

Immagini SEM di D. Peterson.

dire che i crostacei sono gli animali
acquatici dominanti e piu evoluti nelle
grotte di Frasassi.

Ostracodi

Gli ostracodi sono piccoli cro-
stacei con dimensioni dell’ordine di
pochi decimi di millimetro, raramente
superiori al millimetro, racchiusi in un
guscio bivalve fatto di calcite. Il nome
deriva dal greco antico ostrakon che
significa guscio, conchiglia. Per il fat-
to di avere un guscio calcareo che si
preserva bene nei sedimenti, gli ostra-
codi rivestono un certo interesse pa-
leontologico e stratigrafico in quanto
presenti come fossili nelle rocce se-
dimentarie sin dal Periodo Cambriano
(580 milioni di anni fa), e sono rappre-
sentati in tutti i continentli e gli oceani
da un gran numero di ordini, generi
e specie (figura 38). Vivono in tutti
gli ambienti acquatici, sia marini che
continentali, in acque dolci (sia fluviali
che lacustri), termali, salmastre, sala-
te, ipersaline, variamente ossigenate
e a tutte le profondida.

A chi non ne abbia mai visto uno
¢ difficile descrivere un ostracode.
Per analogia, se un’aragosta o un
granchio € un soldato che indossa
un’armatura, 'ostracode € un com-
militone che se ne sta dentro un carro
armato (figura 39A-D). L'anatomia
interna € complessa trattandosi di or-
ganismi eucarioti multicellulari piutto-
sto evoluti. Sono eterofroditi ma non

presentano uno spiccato dimorfismo:
le femmine, portatrici di uova, sono
pil 0 meno della stessa grandezza
dei maschi. Sono tipicamente vege-
tariani e negli habitat fotosintetici si
nutrono prevalentemente di alghe,
ma non disdegnano brucare tappeti
batterici che, senza dubbio, costitui-
scono il cibo per le specie che si sono
adattate negli ambienti ipogei sulfidici
delle Grotte di Frasassi.

Gusci di ostracodi sono stati tro-
vati tra i resti sub-fossili di anguille nel
ramo del New Mexico, nella parte piu
meridionale ed interna della Grotta
del Fiume (Mariani et al., 2007). Gli
ostracodi non erano mai stati segna-
lati prima nel complesso carsico di
Frasassi. Esistono alcuni studi detta-
gliati su questi crostacei che si sono
adattati in grotte marine, dove hanno
sviluppato delle interazioni ecologi-
che complesse con la flora e la fauna
circostante. Altre specie di ostracodi
sono state rinvenute in pozzi d’acqua
dolce. Studi sugli ostracodi in com-
plessi carsici sono rari e certamente
richiederebbero ulteriori investigazio-
ni. Purtroppo gli ostracodi sono fre-
quentemente ignorati o scarsamente
considerati nella letteratura ecologica
e in studi interdisciplinari, nonostante
che la loro partecipazione ed impor-
tanza nei piu svariati ecosistemi sia
ampiamente riconosciuta in ostraco-
dologia.

Tra il 2006 ed il 2009, abbiamo
eseguito una campionatura siste-

FEMMINA




matica di sedimenti in vari laghi della
Grotta del Fiume, nonché della Sor-
gente Solfurea di Frasassi, che hanno
prodotto un gran numero di gusci di
ostracodi rappresentanti in tutto 28
specie diverse. La straordinaria va-
rieta di forme degli ostracodi di Fra-
sassi € ben esibita nella figura 40
cortesemente fornitaci in prima visio-
ne da Dawn Peterson dell’Universita
di Berkeley. La campionatura diffusa
e ripetuta nei i vari siti di Frasassi,
partendo dal Fiume Sentino e adden-
trandosi nella grotta verso siti sempre
piu remoti, permette di visualizzare
la distribuzione di queste specie e di

500 pm

13d

500 pm 800 um

500 um 800 um

avanzare delle ipotesi circa la loro sto-
ria biologica. Nella tabella 4 si vede
quanto gli ostracodi siano differenziati
ed abbondanti nelle pozze d’acqua
sulfidica nei paraggi della Sorgente
Solfurea dove 27 delle 28 specie ri-
conosciute sono rappresentate da
gusci accuratamente diagnosticati
dalla Peterson. Le specie dominanti
sono Prionocypris zenkeri e Herpeto-
cypris chevreuxi, ma ce ne sono altre
ancora ben rappresentate da decine
0 centinaia di gusci diagnosticati,
tra cui la nuova specie Pseudolim-
nocytere frasassiensis, mentre altre
sono rappresentate solo da alcuni

e T—
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FIGURA 40 - Principali specie di ostracodi identificate a Frasassi da Peterson et al. (2009); la barra di scala é equivalente ad una lunghez-
za di 100 um (un decimo di millimetro); vs = valva sinistra; vd = valva destra; vle = veduta laterale esterna. 1. Cypria reptans (Bron-
shtein 1928), vs, vle; 2. Candona candida (Miiller 1776), vs, vle; 3. Candona neglecta (G. 0. Sars 1887), vs, vle; 4. Pseudocandona sp., valva
destra (vd) danneggiata; 5. Heterocypris salina (Brady 1868), vs, vle; 6. Prionocypris zenkeri (Chyser & Toth 1858), vs, vle;

7. Fabaeformiscandona fabaeformis (Fischer 1851), vd, vle; 8. Pseudocandona albicans (Brady 1864), vs, vle; 9. Pseudocandona parallela
(G. W. Miiller 1900), vs, vle; 10. Herpetocypris chevreuxi (Sars 1896), vs, vle; 11. Psychrodromus olivaceus (Brady & Norman 1889), vs,

vle; 12. Cypridopsis vidua (0. F. Miiller 1776), vs, vle; 13a. Mixtacandona cavernicola, vs femmina, vle; 13b. Mixtacandona cavernicola, vd
femmina, vle; 13¢. Mixtacandona cavernicola, vs, vle; 13d. Mixtacandona cavernicola, veduta dorsale; 13e. Mixtacandona cavernicola,
impronte dei muscoli abduttori; 14. Potamocypris fulva (Brady 1868), vd, vle; 15. Potamocypris zschokkei (Kaufmann, 1900), vd, vle;

16. Ilyocypris bradyi (Sars 1890), vd, vle; 17a. Pseudocandona frasassiensis, vs, vle; 17b Pseudocandona frasassiensis, vd, vle; 17¢c. Pseudo-
candona frasassiensis, vs, veduta interna; 17d. Pseudocandona frasassiensis, veduta dorsale; 17e. Pseudocandona frasassiensis, impron-
te dei muscoli abduttori; 18. Ilyocypris gibba (Ramdohr 1808), vs, vle; 19. Ilyocypris monstrifica (Norman 1962), vs, vle; 20. Vestalenula cf.
V. boteai (Danielpol 1970), vd, vle; 21; frammento di Pseudocandona sp., vs, vle; 22a Paralimnocythere sp., vs., vle.; 22b Paralimnocythere
sp., vd., vle. 23; Pseudolymnocythere phreatamicus, vd, vle. Immagini SEM di D. Peterson.



gusci. In tutto, 6 specie di ostracodi,
la maggior parte rappresentate solo
da pochi gusci, non sono state rinve-
nute in nessuno dei siti campionati in
grotta né in pozze d’acqua non sul-
fidiche campionate lungo il greto del
Fiume Sentino. Cid suggerisce che
queste specie non amino il buio pro-
babilmente perché si nutrono esclusi-
vamente di alghe e quindi non si sono
mai adattate a vivere in grotta dove di
alghe, per la totale mancanza di luce,
non ce ne sono. Tutte le altre specie
di ostracodi pii 0 meno abbondan-
ti nella Sorgente Solfurea sono state
rinvenute anche in siti ipogei (vedi ta-
bella 4), in particolare al Lago Verde.
Questo piccolo specchio d’acqua si
trova non lontano dall'ingresso natu-
rale della Grotta del Fiume, a meno di
200 metri dalla Sorgente Solfurea.
Come gia si € detto in preceden-
za parlando di gasteropodi, il Lago
Verde presenta dei problemi di con-
taminazione dall’esterno. E possibile
che sia stato alluvionato da qualche
recente piena del Fiume Sentino se si
considera che l'ingresso naturale del-
la grotta si trova a meno di tre metri
sopra il livello estivo del fiume. Quindi
le specie di ostracodi qui rinvenute,
come le specie di gasteropodi fluvia-
li descritte nel precedente capitolo
(vedi tabella 3), possono rappresen-
tare degli intrusi involontari e non dei
veri e propri stigobionti endemici.
Delle specie di ostracodi rinve-
nute nella Sorgente Solfurea ce ne
sono tre particolarmente abbondanti
in laghi ipogei, anzi nei laghi piu in-
terni del sistema carsico di Frasassi:
la Pseudolimnocytere phreatamicus
(nuova specie), la Fabaeformiscan-
dona fabaeformis, e la Mixtacandona
cavernicola (nuova specie). Dei 1160
esemplari di Pseudolimnocythere ph-
reatamicus rinvenuti durante questa
ricerca, solo 12 sono stati riscontrati
anche all’esterno, 9 nella Sorgente
Solfurea, e 3 nel Fiume Sentino. Pur-
troppo ad oggi non sono stati trovati
esemplari vivi di questa specie. Cio
fa pensare che la Pseudolimnocy-
there phreatamicus sia una specie
che, in passato, si sia adattata a vi-

vere in grotta preferendo I'ambiente
ipogeo all’originale ambiente fluviale.
Incerta € anche l'interpretazione che
si puo dare alla Fabaeformiscandona
fabaeformis. La specie € abbastanza
abbondante nella Sorgente Solfurea,
sensibilmente meno abbondante nel
Fiume Sentino e molto abbondante
nei campioni prelevati al Lago Blanco
nella parte pit interna della Grotta del
Fiume. Evidentemente, questa specie
non disdegna la luce, ma nemmeno il
buio, e probabilmente si accontenta
di un nutrimento a base di solfobat-
teri. Resta il fatto che nessun esem-
plare vivo di Fabaeformiscandona
fabaeformis € stato trovato all'interno
della grotta. Cio costituisce il proble-
ma maggiore incontrato in questo
studio, ovvero che la maggior parte
delle specie identificate e rappresen-
tata esclusivamente da valve vuote:
I’animale c’era ma nessuno ¢ in casa
al momento. Fanno eccezione Faba-
eformiscandona fabaeformis, Prion-
cypris zenkeri, Cypridopsis vidua,
Potamocypris zschokkei, Limnocyte-
re inopinata, la nuova specie Pseudo-
candona frasassiensis, tutte trovate
vive solo all’esterno della grotta, una
non meglio identificata Pseudocan-
dona sp. di cui due esemplari vivi
sono stati ritrovati nel Lago Claudia
della Grotta Grande del Vento e nella
Sorgente Solfurea, Pseudocandona
albicans di cui un solo esemplare vivo
e stato trovato nel Lago Verde e la
nuova specie Mixtacandona caver-
nicola che rappresenta I'unica specie
di ostracode di cui sono stati trovati
diversi esemplari vivi nelle Grotte di
Frasassi, nel Lago della Bottiglia in
fondo al Pozzo dei Cristalli e nel Lago
Claudia. Ma essendo una nuova spe-
cie mai vista prima altrove, si sa anco-
ra poco sulla sua bio-fisilogia.

La rarita di esemplari vivi riscon-
trati in tutti questi anni di ricerca in
un gran numero di campioni raccolti
in diversi siti porta a pensare che gli
ostracodi a Frasassi siano effettiva-
mente rari e che le migliaia di valve
vuote rappresentino delle tanatoce-
nosi (dal greco thanatos = morte e
koinos = associazione), ovvero I'insie-



me di resti di organismi che vengono | tanatocenosi & I'opposto della bioce-
rinvenuti morti o allo stato fossile inun | nosi, ovvero I'associazione di resti di

sedimento, ma che non sono autoc-
toni. Per esempio, gusci di conchiglie
varie come mitili e vongole, associati
ad ossi di seppia e a carapaci di gran-
chi nella sabbia di una spiaggia rap-
presentano una tanatocenosi: i resti

organismi che effettivamente vivono
insieme in un determinato ambiente
in un determinato momento, poi morti
e sepolti in loco. E dunque difficile se
non impossibile risalire alla biocenosi
da una tanatocenosi visto che i gusci

degli animali che la compongono rap- | vuoti possono rappresentare organi-
presentano organismi che non viveva- | smi autoctoni vissuti in tempi diversi
no insieme nell’ambiente della spiag- | oppure materiale alloctono, ovvero

gia ma in ambienti diversi e in tempi
diversi, poi trasportati e accumulati
sulla battigia dalle onde del mare. La

Tablella 4 — Ostracodi di Frasassi

rimaneggiato e risedimentato in un
luogo diverso dall’origine.
La nuova specie Mixtacandona | Ostracodi di Frasassi.

TABELLA &

SITO CAMPIONATO
GENERE E SPECIE FS5 FSR LVE LDE LST LTR LDA LBL LIN LCL |TOTALE
Vestalentia cf. V. boteal Danielpol1880 2 2
Mixtacandona cavernicola n.ap 3 36 50M1 7 & 13 383 13 1218 632
Mixtacandons sp. 2 3 3
Mixtacandona sp. 3 1 1
Fabaefarmiscandona fabaeformis Fischer 1851 209/ 48 &1 5 5 383 1 8OO
Candona negiecta Sarg 1887 828 1 26 1 1 102
Candona candida Muller 1776 98 A 1 128
Candona sp. 30 2 a2
Cryplocandona? sp, 2 2
Pzeudocandona sp. Tan 6 B2 1 an 185
Peaudocandona paratiela Mulles 1776 LR 39 3 2 1756
Pegudocandona albicans Hartwig 1901 45 8 1A B4
Pseudocandona fragasslensis n.sp. T2 1 8
Hevpetocypris chevrewd Sars 1896 687 21 36 4 748
Hetevocypris saling Brady 1888 29 o 1 109
Prioncypris zenkari Chysar & Toth 1858 154156 131 T 1679
Cypridopsis vidua Muller 1776 e N 8 1 1 368
Cypria reptans Brohnstein 1928 4 4 & 13
Potamocypris zschokke Kautmann 1800 sa2 26 B2
Potamacypris fulva Brady 1868 28 | ar
Hyocypris gibba Ramdahr 1808 & 7 7
HMyocypris monsirifica Morman 1862 943 ] 15
Myocypris bradyi Sars 1880 B -1
Psychrodromus elvaceus Brady & Norman 1883 183 15 2 210
Limnocytheve inopinata Baird 1850 19H0 15 2 208
Pgeudolimnocythere phreatamicus n.sp. -] 3 2 14 448 178 B05 3 11680
Paralimnocythere sp. 2 2
Genera @ spacie non determinatl 4 4
TOTALE PER SITO 3686 401 281 50 1B 20 458 048 518 128 622

NOTE

Lo spocio sigabilicha o inersiiziall sono indicate in grassafio

I nurme in naro si rileriscono alle valve singols
I mumeasi in rosso sl iariscano o esemplar trovatl vivi

Al Lago defia Anguills sond stabe irovale solo valve singole tra | resti di anguile sublossal

SITICAMPIONATI
Fuori dalla groiia:

F55 = Frasassl Sorgenia Sollurea; FSA = Frasass) Fiume Santing

Sl ipoged, in laghi ireaticd progressivamanta pii distant] dallingresss nalurale:

LVE =L Verde; LDB = L. delia Bottigha; L5T = L. Stratificaio; LDA = L delle Anguille; LBL = L. Blanco; LN = L infiniio; LCL = L. Clawdia



FIGURA 41 - A) Valva di
Pseudolymnocythere phreatamicus
rinvenuta fra i resti subfossili

di anguilla al Lago delle Anguille;
B) particolare mostrante

la tessitura porosa del guscio;

() corpi bacilliformi micrometrici
sparsi sul guscio.

Immagini SEM di H. Vonhof.

cavernicola & certamente endemica
della grotta e probabilmente esclusiva
di Frasassi. Il fatto di averne trovate
frammiste nei resti fossili di anguille
vecchie di migliaia di anni, fa suppor-
re che la Mixtacandona cavernicola si
sia originata da una specie precurso-
re penetrata dall’esterno, adattata a
vivere nel buio cibandosi di batteri ed
evolvendo in una nuova specie stigo-
bionte. Rimane da spiegare il perche
ce ne siano alcune fra i resti organici
delle anguille subfossili, ma sono mol-
to pit abbondanti nel sedimento del
Lago Blanco, uno specchio d’acqua
non distante ed in diretta comunica-
zione con il Lago delle Anguille (vedi
mappa nella figura 2). Al contrario, la
specie Pseudolimnocythere phreata-
micus € molto abbondante sia nelle
anguille subfossili che nel sedimento
del Lago Blanco e del Lago Infinito.
Una possibile spiegazione & che le
anguille in putrefazione avevano svi-
luppato dei batteri che non piacevano
alla Mixtacandona cavernicola tan-
to quanto alla Pseudolimnocythere
phreatamicus che, secondo questa
ipotesi, doveva essere di bocca buo-
na. Lo stesso dicasi per I'altra spe-
cie stigobitica trovata in gran numero
nel sedimento del Lago Blanco e del
Lago Infinito: la Fabaeformiscandona
fabaeformis (vedi tabella 4).

Fino ad ora siamo riusciti ad
osservare in vivo la Mixtacandona
cavernicola solo per brevi periodi al
microscopio binoculare in un vaso
Petri contenente I'acqua originale ed
un po’ di sedimento del Lago Clau-
dia. Sarebbe praticamente impossi-
bile osservare questi animali nel loro
ambiente naturale di grotta essendo
cosi piccoli e rari. Il nostro animaletto

si muove agevolmente tra i microgra-
nuli del sedimento calcareo brucando
filamenti batterici ed occasionalmente
infilandosi fra i granuli del sedimento.
Ogni tanto compie dei brevi salti o
fa delle nuotatine ma non si dilunga
molto a mezz’acqua come invece fa-
rebbe un organismo planctonico. E
completamente privo di occhi e sia
il corpo che il guscio sono diafani,
owvero completamente bianchi, privi
di un qualsiasi colore. Questa depig-
mentazione totale rafforza I'ipotesi
che la Mixtacandona cavernicola sia
un genuino stigobionte speciatosi a
Frasassi molto tempo fa. Uno studio
anatomico eseguito dalla Peterson
(s'immagini cosa significhi sezionare
un organismo lungo appena mez-
zo milimetro), ha evidenziato che
questo candonide € piu piccolo dei
congeneri che vivono all’esterno e
le femmine portano un basso nume-
ro di uova, al massimo quattro. Pare
che abbia tempi di gestazione molto
lunghi. Pur avendo un corpo con sim-
metria bilaterale, le valve sono asim-
metriche, con la valva sinistra piu alta
anteriormente che si accavalla sulla
valva destra lungo tutto il bordo della
conchiglia. La superficie esterna delle
valve mostra una fine sculturazione
caratterizzata da sottili costole, pori
ed un’area mediana con una serie di
fossette profonde ed elongate. Non
presenta dimorfismo sessuale.

Un primo esame al microscopio
a scansione elettronica (SEM) di un
guscio di Pseudolimnocytere phre-
atamicus rinvenuto tra i resti fossili
di anguilla, ha rilevato la presenza di
filamenti micrometrici attribuibili a bat-
teri di tipo bacillus o coccus del tutto
simili a quelli gia rinvenuti sul guscio



del gasteropode stigobitico /slamia
sp.2 descritto sopra (figura 41A-C).
Come per i gasteropodi, cio € abba-
stanza comune negli ostracodi, il cui
guscio funge spesso da substrato
di ancoraggio per organismi unicel-
lulari come protozoi, batteri e alghe.
Al momento non possiamo dire se
questi batteri si siano ancorati sul
guscio dei nostri ostracodi stigobionti
per opportunismo o casualita oppure
se, come a volte avviene, siano legati
a questi animali da un rapporto sim-
biotico. Sarebbe necessario innanzi
tutto eseguire uno studio tipologico
di questi batteri su esemplari vivi e
verificare se esistano 0 meno delle
differenziazioni specifiche in relazione
a specie diverse di ostracodi. Resta
il fatto che studiare la tassonomia, le
strategie di nutrimento e di riprodu-
zione e, owiamente, il ruolo ecologi-
co che gli ostracodi hanno in questo
particolare ambiente di grotta, costi-
tuisce un grande interesse per la co-
munita ostracologica internazionale
nella quale simili situazioni geologiche
e biologiche estremofile cominciano a
ricevere una certa attenzione.

Copepodi

| copepodi sono degli animaletti
buffi. Ricordano dei piccoli e graziosi
marziani, con antenne lunghe e diva-
ricate, un occhio solo in fronte, e un
corpo allungato che termina con due
appendici digitate, la cosiddetta furca
(figura 42A, B). Per la maggior parte
sono planctonici, ovvero vivono so-
spesi in acqua muovendosi con brevi
scatti utilizzando le antenne a mo’ di
remi (da cui il nome: dal greco antico
kope = remo e podos = piede), e po-
polano sia tutti gli ambienti marini che
gli ambienti di acque dolci e salma-
stre, calde e fredde, ma ce ne sono
anche specie bentoniche e parassite
(soprattutto di pesci e vermi). Sono
suddivisi in dieci ordini e contano piu
di 14.000 specie diverse. Essi rappre-
sentano la pit grande fonte di protei-
ne negli oceani e costituiscono il cibo
principale per molti pesci. Il piu delle
specie sono di piccole dimensioni,

con una lunghezza del corpo che va
da un minimo di un decimo di milli-
metro nei maschi parassiti del genere
Mysidion, ad un massimo di ben 25
centimetri nelle femmine di Pennella.

Normalmente il corpo & formato
da 17 metameri. Non ha un vero e
proprio carapace (il rivestimento chi-
tinoso duro del corpo dei crostacei),
ma sul capo, detto cefalosoma, €
presente una piastra cuticolare che lo
protegge. Il cefalosoma conta 6 seg-
menti fusi i quali, nella parte ventrale,
sviluppano delle appendici che fun-
gono da mascelle e mandibole. Al ce-
falosoma seguono quattro o cinque
segmenti del metasoma. Cefalosoma
e metasoma insieme costituiscono il
prosoma. La parte terminale del cor-
po, detta urosoma, € composta da
sei segmenti tipicamente apodi (sen-
za piedi) gi ultimi dei quali si sviluppa-
no nella furca. Le ultime due appendi-
ci terminali sono dette cercopodi (dal
greco antico kercos = coda e podos
= piede). Tra il prosoma e I'urosoma
c’e un segmento molto mobile, ben
articolato, che aiuta I'animale nei suoi
scattanti movimenti natatori.

Si conoscono solo un paio di ge-
neri ermafroditi. Per la quasi totalita
delle specie, i copepodi sono etero-
froditi con la femmina sensibilmente
piu grande del maschio il quale utiliz-
za le antenne per affrerrarla e tenerla
ferma durante I'accoppiamento. La
femmina porta delle sacche ovifere
che si sviluppano esternamente tra
metasoma ed urosoma. | piccoli che
nascono dalle uova si sviluppano in
tre stadi di crescita: dai microscopici
naupli con una morfologia che ricorda
quella degli acari (vedi figura 42C),
diventano poi metanaupli, per finire
con lo stadio di copepoditi i quali,
sebbene ancora piccolissimi, hanno
gia sviluppato le caratteristiche ana-
tomiche e metameriche degli adulti.
| copepodi non-parassiti si nutrono
quasi esclusivamente di microalghe
planctoniche sospese nell’acqua ma
non disdegnano altri microorganismi
come batteri e protozoi.

| copepodi, essendo privi di una
conchiglia calcarea, non si preservano



FIGURA 42 - A) Schema anatomico
di un copepode calanoide maschio
(veduta laterale) e B) e di una
femmina di ciclopoide (veduta
dorsale); C) macrofotografia in vivo
della nuova specie di calanoide
(femmina) rinvenuta nel Lago
Claudia. Si notino le due grosse
uova racchiuse nella sacca ovifera,
e un nauplio appena nato nel
cerchio. Foto di A. Montanari;

D) macrofotografia in vivo di un
ciclopoide femmina con numerose
uova rinvenuto nel Lago della
Bottiglia in fondo al Pozzo dei
Cristalli. Foto di A. Montanari;

E) collage microfotografico a luce
trasmessa in vitro di un calanoide
maschio e F) di un un ciclopoide
maschio del Lago Claudia.

Foto di E. Insom.

STIGOBIONTI: vita acquatica nelle Grotte di Frasassi

faciimente allo stato fossile nei sedi-
menti e quindi non hanno valore pale-
ontologico né stratigrafico. Per que-
sto motivo la presenza di copepodi
nelle Grotte di Frasassi non era stata
mai rilevata nei numerosi campioni di
sedimento prelevati in anni recenti nei
laghi ipogei. Eppure la dr.ssa Diana
Galassi del Dipartimento di Scienze

Ambientali dell’Universita dell’ Aquila e
specialista di copepodi ci informa che
si sapeva gia della presenza di una
specie di ciclopoide stigobitico rin-
venuta da Kiefer, un ricercatore tede-
sco, nel lontano 1967 in un non bene
precisato sito delle Grotte di Frasassi
e classificata come Diacyclops an-
trincola. Successivamente la specie €




stata riportata in numerose altre loca-
lita dell'ltalia peninsulare e del Medi-
terraneo orientale (Turchia e Grecia),
e nella costa dalmata conferendole
una distribuzione di tipo periadriatico.
Diacyclops antrincola si rinviene an-
che in acqua salmastre e anchialine,
mostrando quindi una ampia tolleran-
za ecologica a diversi regimi di salini-
ta. Nel tempo, lo status tassonomico
della specie originariamente descritta
delle Grotte di Frasassi (localita tipo)
e stato riconsiderato alla luce della
rivisitazione di Diacyclops cosanus
(Stella & Salvadori, 1954), specie
anch’essa stigobia, e con la quale la
specie antrincola & stata recentemen-
te posta in sinonimia. Consegunete-
mente il nome corretto per la specie
di Frasassi € Diacyclops cosanus.

Da parte nostra, la scoperta di
numerosi copepodi nel luglio del
2008 nelle acque del Lago Claudia
nella parte piu interna della Grotta
Grande del Vento ¢ stata del tutto ac-
cidentale. Osservando al microscopio
un campione d’acqua e sedimento si
sono fatti subito notare grazie al loro
peculiare modo di nuotare a scatti.
Tuttavia e difficile poterli fotografare
dal vivo innanzi tutto perché sono cosi
piccoli e poi perché non stanno un
attimo fermi. Una volta introdotti nel
mesocosmo di Coldigioco si € potu-
to osservarli un po’ meglio e coglierli
con una macchina fotografica digitale
con obiettivo macro da 15 ingrandi-
menti (figura 42C, D). Immagini sfo-
cate, ma cid nonostante si & potuto
subito distinguere i maschi dalle fem-
mine, piu grandi e portatrici di sacche
ovifere. Sono completamente diafani
e privi di occhio, il che ¢ indice di una
lunga permanenza nel’ambiente di
grotta che potrebbe aver indotto a
nuove speciazioni.

Il prof. Emilio Insom del Museo
di Storia Naturale dell’Universita di
Camerino si e offerto gentilmente di
eseguire un primo studio conoscitivo
di questi organismi opportunamente
preparati e montati su vetrino per es-
sere identificati con un potente micro-
scopio a luce trasmessa (figura 42E,
F). Cio ha permesso di riconoscere

almeno due diversi tipi di copepodi
rappresentanti altrettanti ordini tasso-
nomici: Cyclopoida e Calanoida.

’etimologia dei ciclopoidi risale
owviamente all’'unico occhio che han-
no in fronte come i mitologici ciclopi.
L'etimologia del nome Calanoida &
invece cosi curiosa che vale la pena
di raccontare. Lo zoologo William El-
ford Leach conio il nome dell’ordine
dei calanoidi nel 1819 ispirandosi al
nome, o forse al soprannome grechiz-
zato, di un vecchio filosofo ascetico
hindu, Kalanos, il quale era al segui-
to dell’esercito di Alessandro Magno
durante il famoso viaggio di conquista
in India. Ogni mattina il vecchio filoso-
fo, tutto nudo (come d’uso tra i gim-
nosofisti), salutava i soldati a braccia
aperte esclamando la parola augurale
kalayam! che significa “possa andare
tutto bene!”. Un’immagine che ricorda
i copepodi che se ne stanno sospesi
nell’acqua con le loro antenne divari-
cate come fossero braccia aperte.

Nelle prime settimane di resi-
denza in cattivita nel mesocosmo di
Coldigioco i nostri animaletti si sono
riprodotti moltiplicandosi, ma poi, nei
mesi successivi, la popolazione si
ridotta sensibilmente. Cio potrebbe
essere dovuto ad una graduale dimi-
nuzione del cibo. Essendo questi co-
pepodi planctonici, essi non brucano
sul fondo i filamenti batterici come
fanno gli ostracodi e gli anfipodi che
setacciano il sedimento o addirittura
ci scavano dentro, ma devono ac-
chiappare particelle organiche che
vagano sospese nell’acqua. Queste
possono essere cellule batteriche
oppure protozoi ciliati. Il graduale de-
grado dell’habitat del piccolo meso-
cosmo dovuto alla facile perdita per
ossidazione ed esalazione di idroge-
no solforato e quindi alla diminuzio-
ne della principale fonte di energia
dell’ecosistema stigobitico autotrofo,
avrebbe potuto causare una drastica
diminuzione della sospensione batte-
rica mettendo in crisi anche i protozoi
ciliati e infine i nostri copepodi.

La scoperta di copepodi nel
mondo stigobitico di Frasassi e sta-
ta importante in quanto ha rivelato



la presenza di organismi planctonici
che, come accennato sopra, rappre-
sentano la principale fonte di proteine
negli oceani e costituiscono il cibo per
molti pesci, tra i quali i merluzzi e le
aringhe. Se milioni di persone almeno
una volta alla settimana possono gu-
stare a tavola filetti o bastoncini impa-
nati di merluzzo lo devono ai copepo-
di. Per affrontare lo studio di questo
nuovo mondo planctonico sotterra-
neo gli speleclogi della FSM si sono
rivolti alla dr.ssa Diana Galassi del
Dipartimento di Scienze Ambientali
dell’Universita dell’Aquila che, come
esperta di biologia degli stigobionti
ed in particolare dei copepodi (Galas-
si et al. 2009), si € gentilmente offerta
di intraprendere uno studio dettaglia-
to sulle popolazioni di copepodi del
complesso carsico di Frasassi, con
particolare attenzione alla ripartizione
ambientale ed al ruolo ecologico che
questi organismi rivestono nel nostro
mondo sotterraneo.

Fu cosi che nell’autunno del 2009
gli speleologi della FSM e la stessa
dr.ssa Galassi, con l'aiuto delle sue
assistenti ricercatrici dr.ssa Barbara
Frasca e la tesista Debora De Michele,
hanno eseguito numerose campiona-
ture in vari siti della Grotta del Fiume e
della Grotta Grande del Vento usando
speciali retine per il campionamento
del plancton e prelevato dati fisico-
chimici dalle varie pozze d’acqua e
laghi ipogei. Per adesso ¢ stata iden-
tificata una sola forma di calanoide,
la stessa che aveva riconosciuto il
prof. Insom in un campione pilota del
Lago Claudia. Questo del calanoi-
de, ci riferisce la Galassi, € in sé un
ritrovamento particolarmente interes-
sante in quanto delle duemila specie
conosciute nel mondo appartenenti
al’'ordine Calanoida solo nove sono
stigobitiche. La specie di Frasassi,
diafana e completamente cieca, €
sicuramente uno stigobionte endemi-
co di questa grotta. La si ritrova nei
numerosi laghi freatici del complesso
carsico, mai nell’epicarso sensu lato
(ovvero in pozze di concrezione e di
stillicidio sia temporaneo che perma-
nente). E esclusivamente presente nei

laghi sulfidici dove occupa, allo stato
attuale delle conoscenze, la sola zona
planctonica che non & sulfidica ma
che risente chiaramente delle condi-
zioni chimiche e biologiche al contor-
no, che si instaurano nelle zone ben-
toniche profonde e costiere di questi
laghi. Il nostro calanoide appartereb-
be alla famiglia Diaptomidae ed & di
piccole dimensioni, se confrontato
con altri membri della stessa fami-
glia. E depigmentato e distintamente
anoftalmico (privo di occhi), I'habitus
corporeo ¢ slanciato e la setolazione
delle appendici ridotta.

['unica sacca ovigera porta un
numero di uova variabile da due a
quattro, di enormi dimensioni, tanto
da obliterare alla visione I'addome
della femmina (vedi figura 42C).

Allo stato attuale il gruppo di ri-
cerca dell’Aquila ha in corso uno stu-
dio di dettaglio finalizzato all’idonea
collocazione della specie in uno dei
generi noti della famiglia Diaptomi-
dae. A un’indagine del tutto prelimi-
nare e che necessita di approfondi-
menti, il calanoide di Frasassi mostra
alcune caratteristiche del genere
Stygodiaptomus, ma solo il diretto
confronto con materiale tipico del
genere potra avallare questa diagnosi
preliminare. L'aspetto pit enigmatico
relativo a questo calanoide stigobiti-
co & che non sono note altre specie
stigobitiche per tutta I'ltalia peninsu-
lare e I'unica specie stigobitica italia-
na, Troglodiaptomus sketi, & nota del
solo Carso triestino-sloveno delle Alpi
orientali. La popolazione di Frasassi
€ unica nel suo genere, non mostra
affinita con la specie T. sketi e la sua
maggiore generica affinita € riscon-
trabile con il genere Stygodiaptomus,
del quale si annoverano attualmente
tre sole specie a scala mondiale, nella
penisola balcanica. Se poi si conside-
ra che il numero totale di calanoidi sti-
gobitici noti al mondo sono comples-
sivamente nove, questo rinvenimento
assume una rilevanza biogeografica
notevole.

Per cio che riguarda i ciclopoidi,
la Galassi ci informa che da una vi-
sione preliminare dei campioni fin qui



raccolti pare ci possano essere una
mezza dozzina di specie diverse tutte
stigobitiche, inclusa la gia discussa
Diacyclops cosanus, altre gia cono-
sciute in altri ambienti del sottosuolo
ed altre ancora probabilmente nuove
ed uniche di Frasassi. Sta di fatto che
i copepodi in generale ed i ciclopoi-
di in particolare, hanno un’incredibile
capacita di adattamento ai piu di-
sparati ambienti acquatici, possono
vivere negli interstizi dei sedimenti e
addirittura penetrare in cavita ipogee
attraverso le fratture della roccia.

Nella zona satura dell’acquifero
di Frasassi, nel sedimento sulfidico
del Pozzo dei Cristalli, la Galassi ha
riscontrato la presenza di un parti-
colare copepode, un arpacticoide
appartenente alla famiglia Ameiridae,
afferente al genere Nitocrella, in cor-
so di studio. | copepodi arpacticoidi,
a differenza degli altri, sono in gran
parte bentonici, ovvero che vivono
sui fondali marini o di bacini di acqua
dolce. Infatti, secondi solo ai nema-
todi, gli arpacticoidi rappresentano il
piu grande gruppo della meiofauna
(la fauna microscopica) dei sedimen-
ti marini. Per questo adattamento
all’ambiente bentonico, gli arpacticoi-
di hanno sviluppato un corpo allunga-
to, quasi vermiforme, € le antenne del
primo paio sono molto corte, mentre
quelle del secondo paio sono tipica-
mente ramificate, come a dire che
non hanno bisogno di grandi remi per
navigare nell’acqua libera.

Dall’analisi preliminare dei nume-
rosi campioni attualmente in studio
nel laboratorio del’Aquila una cosa
certa € emersa: i copepodi sono pra-
ticamente dappertutto nel complesso
carsico di Frasassi e sono tutti veri
stigobionti. Non solo essi popolano
in massa i laghi freatici (quelli della
falda acquifera nella parte piu bassa
del complesso carsico), siano essi
sulfidici o carbonatici, ma anche pic-
cole pozze concrezionate ed effimere
alimentate dal solo stillicidio e ubicate
nei piani superiori della grotta, il che fa
pensare che I'ingresso nell’ambiente
ipogeo di questi straordinari animaletti
sia avvenuto anche dall’alto attraver-

so le fratture del Calcare Massiccio.
Bisogna far presente che i copepodi
che vivono all’esterno possono inci-
stirsi in una cuticola che li mantiene e
li protegge durate periodi di secca per
poi “resuscitare” non appena vengo-
no ristabilite le condizioni ambientali a
loro ideali. Cid non succede ai cope-
podi stigobitici semplicemente perche
a loro basta I'umidita della grotta per
soprawvivere nel sedimento bagnato
in uno stato di vita latente o dormien-
za e cio spiegherebbe la presenza, in
grotta, di copepodi anche in piccole
pozze effimere. La biodiversita na-
scosta ancora da scoprire all’interno
del sistema & plausibiimente di gran
lunga maggiore di quella attualmente
censita a livello del tutto preliminare.
Ci vorra del tempo prima di compren-
dere la biologia e la ripartizione spe-
cifica di questo importante gruppo di
animali che vengono da molti consi-
derati degli eccellenti bioindicatori in
grado di fornire preziose informazioni
circa lo stato di salute del’ambiente
ipogeo di Frasassi (e non solo).

Anfipodi

["animale acquatico piu noto e
caratteristico delle Grotte di Frasassi
e I'anfipode Niphargus ictus, un ma-
lacrostaceo appartenente alla famiglia
Niphargidae simile ad un gamberetto
e lungo non piu di due centimetri. In
genere gli anfipodi, che includono ol-
tre 8.000 specie, sono marini, sia pe-
lagici (che nuotano nel mare aperto)
che bentonici (che vivono esclusiva-
mente sul fondo). Tuttavia ne esisto-
no diverse specie non marine, come
appunto il nostro Niphargus ictus,
presenti in vari ambienti di acque dol-
ci e salmastre. Pur non entrando nei
dettagli anatomici e fisiologici di que-
sti animali che godono di una certa
complessita e diversita specifica, vo-
gliamo esporre le nuove conoscenze
che abbiamo acquisito sugli anfipodi
di Frasassi nel corso di cinque anni
di studi comprendenti le osservazioni
eseguite dal vivo sia in grotta che in
mesocosmo e in laboratorio.

Lo studio approfondito della bio-



FIGURA 43 - Piccolo branco

di Niphargus ictus raccolto
lungo la sponda del laghetto
sulfidico della Grotta Sulfurea.
Foto di ). Macalady.

FIGURA 44 - A) Schema anatomico
di un anfipode (di B. Borowsky);

B) macrofotografia di un adulto

di Niphargus ictus attaccato con i
pleopodi al vetro del mesocosmo di
Coldigioco. Foto di A. Montanari.

logia e fisiologia di questi anfipodi e
stato portato avanti principalmente
dalla zoologa prof. Betty Borowsky e
dalla sua studentessa Minda Gowar-
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del complesso carsico di Frasassi, sia
laddove I'idrogeno solforato affiora in
superficie (figura 43), sia dove la fal-
da sulfidica si trova in profondita e gli

ty del Nassau Community College di
New York in collaborazione con il prof.
Gordan Karaman dell’Accademia del-
le Scienze del Montenegro, lo stesso
che nel 1985 defini la specie Niphar-
gus ictus. Contemporaneamente,
la prof.ssa Sharmishtha Dattagupta
e i suoi studenti Jan Bauermeister
e Jean-Francois Flot dell’Universita
di Goéttingen in Germania, si stanno
occupando degli aspetti microbiolo-
gici e filogenetici di questi organismi
applicando le tecniche di analisi ge-
nomica.

Vediamo innanzi tutto come ci si
presentano. | nostri anfipodi si posso-
no vedere ad occhio nudo in pratica-
mente tutti i laghi, pozze e rivoli ipogei

caphalon thorax abdoman
(capo) (lorace) (addome)
pleiosoma qusnma

nel’acqua carbonatica superficiale.
Sono diafani (bianchi) e quindi risalta-
no bene nelle pozze e nei laghi che in
genere hanno uno sfondo scuro do-
vuto allo stato ridotto del fango sulfi-
dico ricoperto da film batterici.

Il corpo degli anfipodi (figure
44A, B) ¢ suddiviso in tre parti prin-
cipali, il cephalon (capo), il thorax (to-
race) e I'abdomen (addome), a loro
volta suddivisi in sette segmenti nel
torace e sei nell’addome, da ognuno
dei quali dipartono le appendici con
funzioni diverse. Il capo & prowvisto
di due paia di antenne che hanno
una funzione sensoriale, di un paio
di occhi laterali, che perd sono com-




pletamente assenti o degenerati negli
anfipodi stigobionti, e di appendici
boccali, le maxillae (mascelle). Da
ognuno dei sette segmenti toracici si
dipartono un paio di appendici artico-
late dette pereopodi, superiormente
coperte da coxae, placchette chiti-
nose protettive. | primi quattro paia
di pereopodi sono rivolti in avanti e i
restanti tre rivolti all'indietro. Vengono
detti gnatopodi le prime due paia di
pereopodi che sono molto sviluppati
nel Niphargus ictus: servono princi-
palmente per raccogliere il cibo (se-
dimento organico, filamenti batterici)
e portarlo verso le appendici boccali.
Gli gnatopodi vengono anche usati da
questi anfipodi a mo’ di spazzole per
la pulizia del corpo (grooming, fare la
toletta). | restanti pereopodi servono
per la locomozione sul fondo.

| sei segmenti dell’addome sono
divisi in due parti: il pleiosoma costi-
tuito da tre segmenti con appendici
biforcute che servono per il nuoto, e
'urosoma, con altrettanti appendici
immobili, corte, piumate e disposte
a ventaglio, che servono da timone.
C’e poi un’appendice, il telson, posta
sull’ultimo segmento dell’'urosoma, la
quale, oltre a coprire I'ano, ha la fun-
zione di dispositivo per la fuga rapida.
E un comportamento comune a molti
crostacei quella di usare il telson per
scattare velocissimamente all'indietro
allorché minacciati da un predatore,
il cosiddetto “colpo del gambero”.
Ictus, il nome specifico del nostro Ni-
phargus, si riferisce proprio a questo
colpo di coda.

Gli anfipodi si riproducono per via
sessuata. Durante la riproduzione,
I’anfipode maschio afferra la femmi-
na, che in genere & leggermente piu
piccola, stringendola tra le zampe
e facendosi trasportare in un com-
portamento chiamato amplexus. Lo
sperma ¢ trasferito da due minusco-
le protuberanze (penes) del maschio
poste ventralmente al settimo seg-
mento del pereon all’interno del dotto
genitale della femmina posto central-
mente tra la seconda e la quinta plac-
ca coaxale. Dall’'osservazione diretta
del’amplexus pare che la feconda-

zione avvenga internamente nell’ovi-
dotto della femmina, la quale rilascia
poi le uova in una tasca ventrale, una
specie di marsupio, dove sono incu-
bate durante lo sviluppo. Le uova non
sono attaccate al corpo come awvie-
ne in altri crostacei ma sono libere
in questa sorta di tasca posta tra le
zampe. | piccoli appena nati assomi-
gliano molto agli adulti e man mano
che crescono essi cambiano periodi-
camente la loro pelle chitinosa in un
processo detto muta, aiutandosi con
le zampe come se si sfilassero una
maglietta.

Nell’agosto del 2005 all’Osserva-
torio Geologico di Coldigioco, la prof.
ssa Borowsky ha effettuato le prime
osservazioni in vitro ed in vivo su una
ventina di esemplari di Niphargus ic-
tus prelevati al Lago Verde. In questa
particolare colonia mancavano forme
giovanili e larve. Nell’arco di una set-
timana la zoologa ha principalmente
osservato le abitudini alimentari di
questi anfipodi, studiando la produ-
zione e la qualita delle feci dopo aver
somministrato diversi tipi di cibo ad
un certo numero di esemplari sepa-
rati in recipienti Petri, come frammenti
di film batterici, pezzetti di albume
secco, detrito organico, ecc. Alcuni
esemplari sono stati surgelati e sezio-
nati. Il contenuto dell’apparato dige-
rente € stato estratto dalla Borowsky
e preparato per un’analisi dettagliata
del DNA al laboratorio di microbiolo-
gia molecolare della prof.ssa Macala-
dy in Pennsylvania. Questo particolare
studio ha permesso di capire il modo
di sostentamento di questi organismi
nella zona solfurea della grotta.

E importante determinare la fon-
te del nutrimento del Niphargus per
meglio comprendere il flusso bio-
energetico del complesso carsico di
Frasassi. La fonte alimentare princi-
pale per la gran parte degli anfipodi
gammaridi sono piccole particelle che
vengono o filtrate dall’acqua oppure
brucate su superfici dure o ancora
estratte dal sedimento fangoso. Molti
di questi organismi si cibano anche di
detrito organico e consumano note-
voli quantita di cibo mordendo piccoli



frammenti di materia organica che
trovano nel sedimento. Infatti, pezzet-
ti di carne costituiscono, in genere,
un’esca eccellente per molte specie
di anfipodi.

Gli esemplari catturati al Lago
Verde sono stati suddivisi in quattro
gruppi di cinque animali ciascuno e
messi in vasi da coltura in vetro con
acqua mantenuta ad una temperatu-
ra costante di 13° C. Le osservazioni
sono state poi eseguite ad intervalli di
12 ore per due giorni. Gli animali sono
stati nutriti ad libitum (che significa
cibo a volonta) come segue:

Coltura 1: filamenti batterici
prelevati alla Sorgente Solfurea;

Coltura 2: albume secco
di uovo di gallina;

Coltura 3: detrito dello strato
superficiale del sedimento
del Lago Verde;

Coltura 4: acqua dell’ambiente
naturale filtrata
(placebo senza nutrienti).

Negli anfipodi, la defecazione avviene
tipicamente mentre I'animale mangia.
Dunque, la quantita delle feci & una
misura diretta della quantita di cibo
consumato. Il numero e la lunghezza
delle feci rilevate nella Coltura 3 erano
sensibilmente maggiori di qualsiasi
altra coltura. La Borowsky ha poi ri-
petuto lo stesso esperimento prepa-
rando le seguenti colture:

Coltura 5: filamenti batterici
presi alla Sorgente Solfurea;

Coltura 6: detrito raccolto
dallo strato sub-superficiale
del sedimento naturale;

Coltura 7: acqua dell’ambiente
naturale filtrata
(placebo senza nutrienti).

Solo la coltura 3 ha prodotto un
cospicuo numero di feci, mentre le al-
tre hanno prodotto poco o nulla. Dun-

que sembra che il Niphargus ictus del
Lago Verde si nutra di materiale orga-
nico che trova sullo strato superficiale
del sedimento, preferendolo ad altri
cibi organici.

| risultati di questi esperimenti
preliminari sono interessanti ed ina-
spettati in quanto gli anfipodi studiati
in altre cavita carsiche consumano
materiali organici derivati dall’am-
biente esterno (fogliame e frustoli
vegetali, insetti morti, cadaveri di
animali, ecc.) e trasportati in grotta
dal flusso delle acque, ed infatti si
regolano, in accordo con questi flus-
si, per iniziare il loro ciclo riprodutti-
vo stagionale. In contrasto a cio, dli
anfipodi di Frasassi hanno completa-
mente disdegnato anche dei pezzetti
di carne bovina fresca (marchigiana
D.0O.C.) servita direttamente nel loro
ambiente naturale.

E estremamente importante de-
terminare cosa effettivamente gli an-
fipodi di Frasassi consumino per il
loro sostentamento nutrizionale in dif-
ferenti specchi d’acqua della grotta.
Al Lago Verde, i solfobatteri oppure
materiali organici detritici depositati
sul sedimento possono costituire la
fonte di cibo per i niphargi. Dalle os-
servazioni in coltura risulta chiaro che
il Niphargus ictus si nutre prevalen-
temente di solfobatteri che raccoglie
sulla superficie del sedimento mel-
moso usando gli gnatopodi. | risultati
delle analisi isotopiche del carbonio
e dell’azoto effettuate da Galdenzi e
Sarbu (2000 - vedi figura 12) e da
Mariani et al. (2007) supportano la
deduzione della Borowsky che dli
anfipodi del Lago Verde si nutrono di
materiale organico prodotto dall’eco-
sistema chemiosintetico (solfobatte-
ri) della grotta. In sintesi, gli anfipodi
esterni ed anche alcune specie tro-
globitiche hanno tipicamente un ciclo
riproduttivo annuale regolato da feno-
meni ambientali come fotoperiodicita
e/o disponibilita stagionale di cibo.
Visto che i nostri anfipodi stigobionti
consumano batteri chemiosintetici
ed autotrofi, non dipenderebbero da
questi stimoli periodici € il loro com-
portamento riproduttivo potrebbe es-



sere molto diverso dal “normale”.

Monitorando il mesocosmo gior-
nalmente per diversi mesi ha permes-
so di confermare le osservazioni fatte
in precedenza dalla Borowsky circa
i comportamenti dei nostri anfipo-
di. Essi se ne stanno il piu del tem-
po attaccati con i pereopodi al vetro
dell’acquario (figura 42B) preferibil-
mente nelle zone piu ossigenate del
mesocosmo. Ogni tanto si staccano
dal vetro e nuotando a pancia in su,
usando le tre paia di pleopodi come
mezzo di propulsione, raggiungono il
fondale dove si capovolgono ed ini-
ziano |i a perlustrarlo con un’andatura
veloce ed una postura inclinata su un
fianco. Fanno delle brevi soste proba-
bilmente per mangiare e/o pulirsi con
i gnatopodi. Raramente s’infossano
nel fango o si nascondono sotto le
pietre. Non reagiscono a suoni di alta
frequenza, come quello che si genera
percuotendo il vetro con una chiave
od una moneta, ma reagiscono alle
basse frequenze che si provocano
bussando ripetutamente con il pugno
la base dell’acquario. Allora sembra-
no scappare in un fuggi fuggi genera-
le nuotando verticalmente verso I'alto
fino ad aggrapparsi, con i pereopodi,
al pelo dell’acqua. Non si vedono mai
interagire tra di loro, nemmeno quan-
do si incrociano mentre pascolano
velocemente sul fondale, né sono
stati mai sorpresi durante I'intimo atto
dell’accoppiamento che la Borowsky
aveva comunque osservato in vitro
nel’agosto del 2005. Eppure i primi
di dicembre del 2008 nacquero sei
piccoli anfipodi probabilmente da
un’unica madre (in genere le femmine
che vivono all’esterno ne partorisco-
no molti di piu, fino a venti alla volta).
All'inizio di febbraio ne nacquero altri
otto, e a giugno altri ancora. Alla na-
scita non raggiungono i due millimetri
di lunghezza e dopo un anno esatto
hanno raggiunto una lunghezza mas-
sima (dalla testa al telson) di circa otto
millimetri.

Mentre tutto questo succedeva
nel mesocosmo, proseguivano i cam-
pionamenti e le osservazioni periodi-
che in vari laghi della grotta. Innanzi

tutto, si noto I'assenza di forme gio-
vanili in tutti i laghi campionati tranne
il Lago Stratificato che, a dispetto del
nome, non presenta uno strato sulfi-
dico al fondo. In questo lago ipogeo,
anfipodi appena nati furono trovati
solo nei campioni prelevati intorno al
solstizio invernale. Non si sa ancora
il motivo di cid. E possibile che gl
anfipodi migrino, al momento della
riproduzione, in specchi d’acqua ben
ossigenati e privi di idrogeno solforato
che potrebbe infierire, con la sua tos-
sicita, sui piccoli appena nati.

Un fatto strano accaduto al Lago
Verde nell’ottobre del 2007 ed un in-
cidente nel mesocosmo di Coldigio-
co verificatosi esattamente un anno
dopo, hanno evidenziato che le condi-
zioni chimiche dell’ambiente naturale
possono cambiare drasticamente nel
tempo ed influire sul comportamento
degli anfipodi (e probabilmente anche
su altri organismi stigobitici). Al Lago
Verde accadde che non si trovarono
che alcuni anfipodi quando, in ge-
nere, se ne vedono a frotte. In piu il
lago era particolarmente sulfidico in
quel periodo autunnale e presentava
abbondanti mucillagini batteriche che
galleggiavano. Forse i niphargi se ne
erano andati perché 'acqua era di-
ventata troppo sulfidica e/o anossica
a causa di un’estate particolarmente
secca ed un conseguente scarso ri-
cambio vadoso.

Un anno dopo, il 30 ottobre del
2008, si ritorno al Lago Verde a prele-
vare dell’acqua sulfidica per il ricam-
bio del mesocosmo. Arrivati sul posto,
si scorsero subito gli anfipodi nuotare
a frotte (erano tornati), ma I'orizzonte
di acqua sulfidica si era approfondito
di un paio di metri piu del solito tanto
che non fu possibile raccoglierla. Si
dovette allora ripiegare alla Sorgente
del Pescatore (figura 21C), di facile
accesso, e prelevare 60 litri di acqua
sulfidica per ricambiare il mesocosmo,
cosa che in passato era stata gia fatta
un paio di volte senza tanti problemi.
A quel punto successe un piccolo di-
sastro. Una volta cambiata I'acqua e
fatto decantare il fango, ci si accorse
che lo strato d’acqua sulfidica, rico-



FIGURA 45 - A) Immagini SEM

di un esemplare giovane di
Niphargus ictus del Lago Verde

con ingrandimenti successivi del
secondo gnatopodo mostranti
filamenti del battere simbionte
Thiothrix; B) immagine FISH di una
colonia di Thiothrix ancorata ad un
pelo pereopodico.

Immagini di S. Dattagupta.

noscibile a vista in quanto piu opaca
dellacqua ben ossigenata, aveva
raggiunto la superficie dell’acquario
invece di stratificarsi sul fondo, come
di norma era successo in preceden-
za. Tutti gli anfipodi del mesocosmo si
radunarono sotto il pelo dell’acqua e
uno ad uno, nel giro di una settimana,
morirono, probabilmente asfissiati /o
intossicati dall’eccessiva concentra-
zione di H,S. L'unico aspetto positivo
di questo involontario incidente fu che,
essendo radunati tutti in uno stesso
posto, si poté fare la conta degli ani-
mali presenti nell’acquario. Eravamo
partiti con sei adulti due anni prima ed
ora ce n’erano 42, la maggior parte
piccolissimi, probabilmente nati nella
tarda estate. Si decise di non interve-
nire e magari, dopo che la tragedia si
fosse consumata fino alla fine, di rico-
minciare con un NUOVO MESOCOSMO.
Ma gli stigobionti estremofili sono duri
a morire e sei individui, un adulto ori-
ginale (probabilmente un maschio) e
cinque piccoli, quattro dei quali della
generazione del gennaio 2007 (i gio-
vanotti della situazione, insomma),
sopravvissero la catastrofe ambienta-
le e vivono tuttora.

'esperienza che abbiamo ap-
pena raccontato ha rivelato dei fatti
molto importanti circa I'ambiente
sulfidico di Frasassi. Innanzi tutto,

non esiste una situazione idrochimica
standard della falda freatica di Fra-
sassi. A seconda delle precipitazioni
e del ricambio vadoso, i laghi ipogei
mutano la loro struttura stratificata e
la concentrazione di idrogeno solfo-
rato. Apparentemente, cid avviene
anche alle acque delle sorgenti sulfi-
diche, ognuna delle quali ha una sua
composizione chimica propria che
perd non e costante nel tempo. Di
conseguenza, anche le colonie batte-
riche chemiosintetiche cambiano nel
tempo e da luogo a luogo, come gia
visto in figura 24, e di conseguenza
le popolazioni dei diversi organismi
che dipendono dai batteri mutano.
Gli anfipodi poi, che hanno la facolta
di nuotare rapidamente, fanno presto
a spostarsi da uno specchio d’acqua
all’altro in caso di emergenza.

Mentre si proseguiva con il moni-
toraggio del mesocosmo e dei laghi
della grotta con periodiche escursioni
speleologiche e campionamenti, al
laboratorio di microbiologia moleco-
lare dell’'Universita della Pennsylva-
nia, Sharmishtha Dattagupta, allora
ricercatrice in quell’istituto, fece una
scoperta inattesa ed in un certo sen-
so esclusiva. Osservando esemplari
di Niphargus ictus al microscopio a
scansione elettronica (SEM), si accor-
se che tra le zampe, ed in particolare




tra i peli degli gnatopodi (le appendici
che servono per raccogliere il cibo ed
indirizzarlo all’apparato boccale, fi-
gura 45A), erano presenti folte colo-
nie di filamenti batterici (figura 45B).
Con l'analisi del DNA risultd che si
trattava di un’unica specie genetica-
mente quasi identica al Thiotrix eikel-
boomii. Avevamo visto nel capitolo
riguardante i procarioti che il gruppo
dei batteri Thiothrix € dominante nei
biofilm piumati che si sviluppano in
acque sulfidiche correnti, piu ossige-
nate di quelle stagnanti dove, invece,
i batteri dominanti sono i Beggiatoa.
Il Niphargus si riscontra in tutti gli
specchi d’acqua con entrambe le
morfologie delle colonie batteriche,
eppure si accollano solo una specie
batterica. Per quale motivo? In poche
parole, entrambi gli organismi, il bat-
tere e I'anfipodo, hanno bisogno di
ossigeno per vivere. Solo che il bat-
tere ha bisogno dell’idrogeno solfo-
rato per esplicare il suo metabolismo
chemiosintetico, mentre I'anfipodo ha
bisogno dei batteri per nutrirsi. Cosi
il nostro Niphargus vive si in un am-
biente ossigenato dove puo respirare
ma si deve addentrare, diciamo in ap-
nea, giu nel’ambiente sulfidico, quasi
anaerobico e tossico, per mangiare.
Allora il Thiothrix eikelboomii che ri-
mane impigliato tra i peli degli gnato-
podi dell’anfipode e che ha bisogno
di ossigeno pit di ogni altro consimile
solfobattere, trova la convenienza di
essere trasportato dall’anfipode in
acque piu ossigenate.

La presenza del Thiothrix fra le
zampe del Niphargus ictus & stata
verificata in tutte le differenti situazioni
freatiche della grotta: al Lago Verde
(bassissimo tasso di ossigeno ed alto
tasso di H,S), al Pozzo dei Cristalli
(alto H,S, basso ossigeno), alla Grotta
Solfurea e al Ramo Solfureo (alto os-
sigeno e basso H,S), al Lago Traverso
(fortemente stratificato con I'orizzonte
sulfidico concentrato in profondita)
e al Lago Stratificato (ben ossigena-
to con totale assenza dell’orizzonte
sulfidico). Il Thiothrix & stato rileva-
to anche tra le zampe degli anfipodi
tenuti in cattivita nel mesocosmo di

Coldigioco.

Nel Lago Verde e nel Lago Strati-
ficato, non ci sono colonie batteriche
di Thriothrix o per I'eccessiva scarsi-
ta di ossigeno nel primo caso o per
'assenza di idrogeno solforato nel
secondo caso. Cio ha fatto sorgere
il dubbio che il rapporto fra Thriothrix
e Niphargus non sia di tipo casuale,
opportunistico o parassitico, bensi di
tipo simbiotico. Fu cosi che la Datta-
gupta si & cimentata nell’analisi geno-
mica del contenuto dello stomaco di
diversi esemplari di Niphargus cattu-
rati nei vari laghi ipogei e preservati in
situ in una soluzione di RNAlater. In
tutti i casi, il Thriothrix era presente
insieme agli altri tipi di batteri pit o
meno abbondanti nei diversi ambien-
ti, ma e risultato essere I'unico battere
nel caso del Lago Stratificato, dove di
batteri non ce ne sono di nessun tipo.
Da qui I'interpretazione che il Niphar-
gus si nutra di un cibo che gli cresce
addosso soprattutto nelle situazioni in
cui di altro cibo non ce n’é a disposi-
zione. Questo cibo di scorta ¢ il bat-
tere Thiothrix che per campare deve
aggrapparsi fra le zampe dell’anfipo-
de e farsi mangiare. Una simbiosi per-
fetta. Il fatto eccezionale & che se da
un lato la simbiosi tra un battere che-
miosintetico autotrofo ed un animale
e il fondamento di interi ecosistemi
idrotermali negli abissi oceanici sin
dalla comparsa degli eucarioti cen-
tinaia di milioni di anni fa, questo di
Frasassi sembra essere il primo caso
di tale simbiosi mai riscontrato in un
ambiente terrestre (Dattagupta et al.,
2009).

Durante il meeting “Biospeleo
Pow-wow” tenutosi a Coldigioco nei
primi di giugno del 2008, nel quale i
vari ricercatori impegnati nelle indagi-
ni sugli stigobionti di Frasassi ebbe-
ro I'occasione di scambiarsi vedute
e conoscenze in materia, la prof.ssa
Betty Borowsky ne approfittd per
effettuare un complesso esperimen-
to di osservazione su una trentina di
anfipodi prelevati al Pozzo dei Cristalli
della Grotta del Fiume, con I'aiuto del
marito Richard ed una sua studen-
tessa, Minda Gowarty. Il test doveva



FIGURA 46 - A) | quattro morfotipi di
Niphargus del complesso carsico di
Frasassi. Foto di J. F. Flot (immagine
della nuova specie Niphargus

sp. 4 non disponibile); B) la loro
distribuzione nei laghi della grotta.
Mappa di ). Bauermeister.

servire per verificare se il Niphargus
ictus fosse o meno fototassico, ov-
vero sensibile alla luce. In grotta pare
che i branchi di anfipodi si allontanino
non appena gli speleologi si avvicina-
no al greto del lago con le loro luci ac-
cese. Sono forse spaventati dalle luci
0 dalle vibrazioni a bassa frequenza
provocate dai passi degli speleologi?
Nel mesocosmo di Coldigioco aveva-
mo visto che gli anfipodi rispondono
quasi immediatamente alle basse
frequenze (onde che si propagano
nell’acqua col battere del pugno sul-
la base dell’acquario). Piu volte si era
tentato di spiarli al buio nel mesoco-
smo usando una luce ad ultravioletti
od una luce a bassissima intensita
(come quella di un telefono cellulare),
e sembrava che gli animali stessero il
piu del tempo fermi, attaccati alle pa-
reti di vetro o seminascosti tra i sassi
del fondo, ma effettivamente dopo
un po’ che la luce dell’acquario ve-
niva accesa, gli animali sembravano
divenire piu attivi. Il paradosso sta nel
fatto che il nostro Niphargus ictus &
completamente privo di occhi.

La Borowsky ed i suoi collabora-
tori misero un certo numero di animali
separati in scodelle di vetro pyrex dal
diametro di 12,5 cm e profondita di
7 cm, con acqua del’ambiente na-
turale ad una temperatura costante
di 13 °C. Annotarono poi i tempi, le
distanze e la direzione di movimento
di ogni singolo individuo dal momento
in cui, dopo un periodo di immobilita
al buio di un minuto, veniva investito
da un fascio concentrato di luce LED
(atermica) prima dall’alto per 4 minuti
e poi dal basso per altrettanti minuti.
'operazione fu poi ripetuta scam-
biando I'ordine, ovvero illuminando
prima dal basso e poi dall’alto. Il test
fu replicato decine di volte, annotando
anche il modo e la postura del nuoto
(verticale o capovolto) che I'animale
assume dopo i primi due centimetri
di distanza percorsa ed i risultati ven-
nero analizzati statisticamente. Con la
luce, il tempo medio di reazione, da
fermo all’inizio del movimento, & stato
di 12,2 secondi, mentre al buio in me-
dia gli animali stanno fermi per 47,4

secondi prima di muoversi. Il 62%
degli animali hanno mostrato questo
comportamento individuale. Presu-
mibilmente, nel’ambiente naturale il
numero degli individui che iniziano a
muoversi in meno di 47,4 secondi dal
momento dell’accensione della luce
€ superiore a causa di una reazione
di gruppo (se ti muovi tu, mi muovo
anch’io). Dunque, se da un lato I'ipo-
tesi che questi anfipodi stigobionti
possiedano una facolta fototassica
€ supportata statisticamente, I'espe-
rimento eseguito in laboratorio non
dimostra, di per sé, che dli animali
cerchino di allontanarsi dalla sorgente
luminosa.

Comunque l'impressione & che
cid avvenga nell’ambiente naturale.

La fototassia e stata dimostrata
in alcuni crostacei privi di occhi come
I’Oronectes australis packardii (Li &
Cooper, 2002) ed il Niphargus aqui-
lex (Kureck, 1964). C’e da dire pero
che questi animali vivono in ambienti
esterni illuminati dalla luce del sole.
Il Niphargus aquilex, per esempio,
vive nel sedimento per poi uscirne,
giornalmente, alla ricerca di cibo o
per accoppiarsi. Forse il nostro sti-
gobionte Niphargus ictus ha mante-
nuto questa strategia che utilizza in
grotta non tanto per andare verso la
luce in cerca di cibo, quanto per star-
ne lontano e rimanere nel’ambiente
protetto e buio della grotta. Sarebbe
dunque un organismo fototassico ne-
gativo (Gowarty et al., 2008).

Ma come fanno questi animali cie-
chi a percepire la luce? La Borowsky
ci ha spiegato che essi, pur avendo
completamente perso per atrofizza-
zione l'intero apparato visivo, abbia-
Nno comungue mantenuto un neurone
(una cellula nervosa) che, posta sotto
il carapace, € sensibile ai fotoni.

Molto abbiamo imparato sul Ni-
phargus ictus di Frasassi, come si
nutre, come si accoppia, come Si
muove e come si sia adattato alla vita
senza luce del mondo sotterraneo. Si
tratta ora di andare ancora piu a fon-
do e studiare le variazioni genetiche
che possibilmente esistono tra diver-
se popolazioni di anfipodi nel vasto



complesso carsico di Frasassi. Una
grande svolta si & avuta allorché Jan
Bauermeister e Jean-Francois Flot
dell’'Universita di Gottingen hanno ef-
fettuato analisi genomiche su esem-
plari di anfipodi prelevati in diversi siti
del complesso carsico. In breve, oltre
al nostro ormai famoso Niphargus
ictus, I'analisi genetica ha rilevato la

A

Niphargu:s

Niphargus montanarius

presenza di altre tre specie di anfipodi
che condividono il mondo stigobitico
di Frasassi (figura 46A) ma sembra-
no essere distribuite selettivamente in
particolari ambienti della grotta (figu-
ra 46B).

La scoperta di nuove specie di
anfipodi ha innescato una stretta col-
laborazione tra i biologi tedeschi e gli

Trtes
i




zoologi specialisti Betty Borowsky e
Gordan Karaman. Quest’ultimi stan-
no ora indagando sulle caratteristiche
biologiche e fisiologiche di queste
specie che sembra siano endemiche
ed uniche di Frasassi. Una di queste,
il cui nome proposto dalla Borowsky
e dal Karaman & Niphargus frasassia-
nus, € morfologicamente ben distinta
dal Niphargus ictus. |l frasassianus ha
un corpo snello e allungato, e occu-
pa siti dove I'acqua solfurea scorre,
come nel ruscello sulfidico del Poz-
zo dei Cristalli, ii Ramo Sulfureo ed
anche nel tunnel artificiale della Sor-
gente del Pescatore che anni fa ve-
niva utilizzato come presa d’acqua
per le Terme di San Vittore. Alcuni di
questi animali sono stati catturati ed
allevati nei mesocosmi di Coldigioco
per un’osservazione diretta in vivo
dei loro comportamenti. Ebbene, il
Niphargus frasassianus, a differenza
dell’ictus, non sa nuotare. Piu che al-
tro cammina su fondo e spesso s’in-
fossa nel fango. E piuttosto nervoso
e suscettibile, ed ha spesso rivelato
un atteggiamento aggressivo nei con-
fronti dei suoi consimili. Se spaventa-
to, dimena forsennatamente il corpo
ed il telson ma non riesce a nuotare
libero nel’acqua con l'elegante stile
dorso del cugino Niphargus ictus.
Poco si sa del Niphargus montana-
rius, nome proposto dalla Borowsky
e dal Karaman per una nuova specie
rinvenuta nella piccola e strettissima
grotta detta Il Bugianardo. Questa
piccola grotta e 'unica fin ora cono-
sciuta sul lato sinistro del Fiume Sen-
tino che raggiunge la falda freatica
e si sviluppa in gran parte all'interno
della formazione cretacea della Ma-
iolica, quindi ad est della faglia che
delimita il versante nord-orientale del
massiccio calcareo di Frasassi. Po-
trebbe dunque non essere in diret-
ta comunicazione con il complesso
carsico della Grotta del Fiume-Grotta
Grande del Vento che si sviluppa in
gran parte nel Calcare Massiccio al di
sotto di Monte Valmontagnana a sud-
ovest della faglia.

Il montanarius, come il frasas-
sianus e a differenza dell’ictus, € un

camminatore anziché un nuotatore
ma € almeno il 25% piu grande delle
due altre specie. Linteressante & che
Niphargus montanarius convive con
Niphargus ictus (il nuotatore). Sem-
bra che le due specie si spartiscano
questo habitat, 'uno colonizzando
I'ambiente bentonico del fondale e
I'altro quello pelagico dell’acqua li-
bera. Non c’e traccia del Niphargus
frasassianus nel Bugianardo come
non si & mai visto il montanarius nel
complesso Grotta del Fiume-Grotta
Grande del Vento. In pratica sembra
che il frasassianus si sia sviluppato
nelle cavita carsiche sul lato destro
del Fiume Sentino, inclusa la Sorgen-
te del Tunnel, mentre il montanarius si
sia conquistato le cavita del lato sini-
stro (vedi mappa in figura 46B). C'é
poi una quarta specie geneticamente
diversa dalle altre tre di cui un solo
paio di esemplari sono stati rinvenuti
nel Lago Primo, nella regione del New
Mexico della Grotta del Fiume.

"animale, provvisoriamente chia-
mato Niphargus sp. 4 dagli scopritori
Bauermeister e Flot di Gottingen, e
geneticamente e morfologicamente
simile al montanarius anche se piu
piccolo, e come lui € un camminato-
re. Nuovi campioni raccolti nei grandi
laghi della regione del New Mexico
permetteranno di definire meglio la di-
stribuzione di questo Niphargus sp. 4
e la ripartizione ambientale che esso
ha rispetto al consimile Niphargus
montanarius. La ricerca sulla biologia,
fisiologia e ripartizione ambientale dei
niphargidi di Frasassi non pud che
continuare.






Le acque curative
di Frasassi




La medicina
miracolosa dello zolfo

In una pagina web del dr. Aldo
Zecca (2009) silegge che “Le proprie-
ta curative dello zolfo sono conosciute
dall'uomo e dalla medicina dalla not-
te dei tempi: esso e particolarmente
adatto la dove si vogliano curare le
malattie bronchiali croniche, in virtu
del fatto che ha una grossa capacita
di promuovere I'espettorazione. Vie-
ne considerato poi un efficace puri-
ficatore e ricostituente, acne, psoriasi
e seborrea conoscono spesso un
miglioramento, quando vengano uti-
lizzati sotto controllo medico prodotti
a base di zolfo, perché esso svolge
in questi casi la funzione di catalizza-
tore, e agisce svolgendo un’azione

assorbente. Il suo uso topico-locale-
esterno puo portare ad ottenere buo-
ni risultati anche nella cura di alcune
malattie parassitarie. Quando poi vi
sono stati patologici la cui causa e
insita in una funzione del ricambio
deficitaria o comunque non normale,
lo zolfo puo intervenire con un effetto
risolutivo, perché attiva i processi di
ossidazione...”. Gido & comprensibile
se si considera che dopo il calcio ed il

fosforo, che insieme (fosfato di calcio)
costituiscono le ossa, lo zolfo ¢, in or-
dine di abbondanza, il terzo elemento
solido presente nel corpo umano, di
cui costituisce lo 0,25% della massa
totale; non € poco se si considera
che il corpo umano & costituito per il
70% di acqua (idrogeno e 0ssigeno),
3% di azoto, 1,5% di calcio, 1,2% di
fosforo, 0,2% di potassio, meno dello
0,2% di cloro, 0,1% di sodio, € meno
dello 0,05% di un certo numero di altri
elementi chimici.

Da parecchi secoli lo zolfo puro
allo stato elementare, anche oggi re-
peribile in farmacia e venduto in bar-
rette cilindriche, viene utilizzato per
la cura di torcicolli, periartriti e dolori
cervicali, per semplice strofinamento
sulla parte dolorante, oppure sciolto

nel’acqua per farne impacchi e pe-
diluvi. Innumerevoli sono i prodotti a
base di zolfo che vengono impiega-
ti, come disinfettanti, contro affezioni
batteriche o parassitarie. Esiste poi
una molecola organica naturale, il me-
til-sulfonil-metano (MSM con formula
CH,SO,CH,) presente all'interno di
tutti gli organismi viventi, che agisce
come sostanza biologicamente atti-
va in quanto facilmente assorbita dai

FIGURA 47

Grotta del Fiume,
Lago Stratificato.
Foto di S. Mariani.



tessuti organici. L'MSM & una polvere
priva di odore, bianca e cristallina, al-
tamente solubile in acqua calda e in
un’ampia varieta di solventi organici.
Lo zolfo organico, biologicamente
attivo, possiede incredibili proprieta
terapeutiche e preventive. Esso pre-
senta proprieta medicinali talmente
complete, e basate su principi tal-
mente evidenti, che la sua scoperta
€ normalmente annoverata fra i piu
importanti progressi che siano stati
compiuti dalla medicina ortomoleco-
lare, nella seconda meta del ventesi-
mo secolo (vedi Vitanaturale, 2009).
Insomma, lo zolfo contenuto nelle ac-
que termali, minerale o organico che
sia, puzza un po’ ma serve e fa bene
al corpo umano (Mari, 1981).

Frasassi:
un brodo primordiale

Gli antichi Romani erano mol-
to empirici: se una cosa era bella o
buona o comunque funzionale, la col-
tivavano o la usavano senza chiedersi
tanto il perché delle sue qualita. Ave-
vano una particolare attrazione per
le acque di fonte, di qualsiasi tipo di
acqua naturale sgorgante dalla roc-
Cia, liscia o gassata, fredda o calda,
leggera o mineralizzata e persino sul-
fidica, nonostante I’'odore non grade-
vole di uova marce emanato dall’idro-
geno solforato. Ad ogni fonte veniva
associata una divinita, una ninfa, che
veniva ringraziata e venerata. In parti-
colare, le acque termali ricche di zolfo
se non ti ammazzavano ti facevano
bene, e i nostri antenati ne facevano
Spesso uso per la cura di tutte quelle
affezioni che oggi sappiamo, su basi
scientifiche, sono curabili con medici-
ne a base di zolfo.

Un esempio classico & dato dalle
famose terme di Saturnia, nella Ma-
remma toscana, non distanti dal vul-
cano estinto del Monte Amiata. Nella
pagina Web Tuttomaremma (2009) si
apprende che “Le Terme di Saturnia
e le sue acque sulfuree che sgorgano
dal sottosuolo con una portata di 800
litri al secondo ed una temperatura
costante di 37° C, erano conosciute

gia ai tempi degli Etruschi i quali ave-
vano individuato nella sorgente virtu
“miracolose”.  Successivamente, a
partire dal 280 a.C., furono i Romani
a trarre beneficio dalle Terme di Sa-
turnia. Furono i primi a creare veri e
propri edifici per lo sfruttamento tera-
peutico della sorgente; sono tutt’'oggi
visibili numerosi reperti a testimonian-
za dell’'operato dei Romani...

Dal punto di vista scientifico, I'ac-
qua di Saturnia e: "acqua minerale
omeotermale sulfureo-carbonica, sol-
fato-bicarbonato-alcalino terrosa” ed
annovera tra le sue peculiarita la pre-
senza di due gas disciolti quali I'idro-
geno solforato e I'anidride carbonica.
La composizione di quest’acqua rac-
chiude il segreto della sua proprieta
salutare efficace per la pelle, I'appara-
to respiratorio e muscolo-scheletrico”
(vedi anche Mari, 1981).

Un altro esempio, fra i tanti in Ita-
lia, di acqua solfurea con rinomate
proprieta terapeutiche € quella delle
Terme di Sirmione, sul Lago di Garda.
L'utilizzo di questa sorgente di acqua
termale che scaturisce dalla Fonte
Boiola a 20 metri di profondita nel
Lago di Garda con una temperatura
di circa 70° C ¢ relativamente recente
e risale al tardo '800. E un acqua mi-
nerale naturale sulfurea salso-bromo-
iodica, le cui proprieta antinfiamma-
torie, immuno-stimolanti, fluidificanti
ed anticatarrali la rendono adatta alla
detersione delle secrezioni catarrali
del naso e della gola negli adulti e nei
bambini e per la prevenzione e la cura
delle affezioni alle prime vie aeree (vedi
Cosmetici.shop.it, 2009). Sgorga alla
sorgente batteriologicamente pura e
viene venduta in farmacia al prezzo di
circa 100 € al litro (pit 0 meno quan-
to una buona bottiglia di Brunello di
Montalcino).

In entrambi i casi di Saturnia e
Sirmione, si tratta di acque termali nel
vero senso dell’aggettivo, ovvero che
sgorgano calde in quanto generate in
profondita dove vengono riscaldate
dal gradiente termico della crosta ter-
restre. Che si puod dire, invece, delle
acque solfuree di Frasassi? Innanzi



tutto abbiamo visto che sono acque
che sgorgano fredde in quanto ge-
nerate a qualche centinaio di metri di
profondita all’interno di una formazio-
ne di rocce sedimentarie, le Anidriti
del Burano. Le proprieta terapeutiche
dell’acqua solfurea di Frasassi erano
conosciute sin dai tempi dei Romani.
Dagli anni sessanta viene prelevata
per presa diretta alla fonte, ubicata
sulla riva sinistra del Fiume Sentino
all'uscita orientale della Gola di Fra-
sassi e, tramite una condotta sotter-
ranea lunga circa 400 metri, fornisce
I'impianto terapeutico delle Terme di
San Vittore, nel villaggio omonimo.
Nei manuali medici, 'acqua di San
Vittore & descritta come minerale-
solfureo-sodica.

A detta dei medici che la prescri-
vono, I'alto contenuto di zolfo € la ca-
ratteristica che garantisce a quest’ac-
qua buone possibilita curative, cosa
che accomuna tutte le acque solfu-
ree, soprattutto per quanto riguarda
una svariata serie di affezioni delle
vie respiratorie, otoiatriche, cutanee
e reumo-artropatiche. Dai tempi che
furono, c’e pure chi la beve diretta-
mente alla fonte per curarsi affezioni
del fegato o di tipo gastro-intestinale.
Insomma, pare proprio vero che lo
zolfo sia una medicina miracolosa.

Eppure l'acqua di San Vittore
non € solo un’acqua minerale fatta
di varie sostanze inorganiche in essa
disciolte, tra cui lo zolfo nella forma
di idrogeno solforato a cui viene at-
tribuita la proprieta di principio attivo.
Abbiamo visto che in grotta la falda
sulfidica contiene una cospicua bio-
massa chemiosintetica (i solfobatte-
ri e gli archea) che € alla base di un
complesso ecosistema  stigobitico.
Insomma, non si puo affermare che
sia un'acqua batteriologicamente
pura. Praticamente piu che un’acqua
minerale quella sulfidica di Frasassi e
un brodo primordiale. Sorge dunque il
sospetto che si lo zolfo € I'origine chi-
mica delle proprieta terapeutiche di
questa come di qualsiasi altra acqua
solfurea, ma che sia proprio il meta-
bolismo degli organismi stigobionti
che, elaborando I'idrogeno solforato,

producono tutta una serie di moleco-
le organiche a base di zolfo (come il
gia accennato metil-sulfonil-metano)
che agiscono in maniera efficace sul-
le deficienze biologiche e/o metaboli-
che del nostro organismo. In scienza,
il sospetto puod tradursi in ipotesi, e
l'ipotesi sul carattere biologico delle
acque curative di Frasassi incoraggia
nuova ricerca.



Conclusioni
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Con questo libretto, abbiamo
voluto svelare al pubblico le cono-
scenze acquisite negli ultimi anni sugli
stigobionti del complesso carsico di
Frasassi. Sono il risultato di ricerche
scientifiche specialistiche ed interdi-
sciplinari condotte da diversi gruppi
di lavoro che hanno beneficiato an-
che del finanziamento pubblico della
Regione Marche. Perseguendo lo
scopo divulgativo di questa pubblica-
zione, si € cercato di introdurre i let-
tori e le lettrici ad argomenti scientifici
complessi ed estremamente specia-
listici, dallinquadramento geologico
dell’area di Frasassi, alle attuali cono-
scenze sull’evoluzione dell’'universo
e della vita sul nostro pianeta, dalla
classificazione tassonomica a quella
filogenetica degli esseri viventi, dalle
tecniche di osservazione dal vivo a
quelle dell’analisi della microbiologia
molecolare, dalla descrizione del-
le forme viventi allo studio dei loro
comportamenti e fisiologie. Questa
pubblicazione & stata per noi anche
un’occasione per mostrare al pub-
blico come una ricerca scientifica
interdisciplinare si svolga in realta.
All'inizio si parte sempre da un que-
sito, a volte da un sospetto, da cui
poi si prosegue secondo un sempli-
ce ma rigido metodo scientifico alla
ricerca di una risposta coerente: 1)
formulazione di un’ipotesi di lavoro;
2) ideazione di test analitici basati su
una predizione dei possibili risultati;
3) verifica dell’ipotesi di partenza e
discriminazione dei possibili risultati
predetti sulla base di quelli ottenuti;
4) conclusione induttiva e formulazio-
ne di nuove ipotesi, di test, di analisi,
ecc., € la ricerca continua.

Cio che motiva la ricerca scientifi-
ca non ¢ la fede, né tanto meno il de-
naro o la politica, quanto la curiosita.
Eppure non si puo negare che la co-
noscenza serva alla societa umana,
anzi si puo tranquillamente affermare
che il benessere della societa dipen-
de, in gran parte, dalla conoscenza
del come, del quando e del dove dei
fenomeni naturali. Nel nostro piccolo,
a Frasassi, abbiamo contribuito ad
ampliare un po’ le conoscenze sulla

vita acquatica delle grotte e dell’eco-
sistema chemiosintetico autotrofo
che si € sviluppato all’interno di esse.
Quello che abbiamo raccontato e pro-
babilmente solo la punta dell’iceberg
di cio che veramente, nella sua com-
plessita, awviene all'interno dell’an-
ticlinale di Valmontagnana-Frasassi.
Per i ricercatori coinvolti (i curiosoni),
la ricerca va avanti ma nel frattempo
si & delineato anche un aspetto rile-
vante per la societa: la possibilita (il
sospetto) che le acque solfuree delle
Terme di San Vittore debbano le loro
indiscusse proprieta terapeutiche in
parte proprio alla attivita chemiosinte-
tica degli organismi stigobionti che vi-
vono all'interno della montagna. Il solo
sospetto dovrebbe gia far apprezzare
'importanza del mantenimento ed il
monitoraggio dell’ambiente ipogeo
naturale, anche in considerazione del
fatto che la Grotta Grande del Ven-
to e visitata, annualmente, da piu di
300.000 persone. Concludiamo che
conoscere la Natura ¢& il sine qua non
per rispettarla e per godere dei suoi
benefici.
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