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RIASSUNTO

ABSTRACT

Il continuo aumento di CO, a causa

dell’attivita ~ antropica  determina  un
abbassamento del pH delle acque che
influenza negativamente 1’equilibrio dei
carbonati e la calcificazione biologica;
questo fenomeno viene definito ocean
acidification. Nel corso degli ultimi anni
alcuni autori hanno studiato gli effetti
dell’acidificazione del mare su organismi
adulti di Corallinaceae. Poco é attualmente
conosciuto sull’effetto della diminuzione
del pH in mare sulle prime fasi di sviluppo
delle alghe rosse calcaree. Scopo principale
di tre anni di ricerca é stato quindi di: (i)
studiare gli effetti dell’ocean acidification
in microcosmo sui giovani talli di L.
incrustans (Corallinaceae, Rhodophyta);
(i) analizzare non solo gli effetti
dell’incremento della concentrazione di
anidride carbonica in acqua marina sulle
“prime fasi del ciclo vitale”, ma anche
sugli “esemplari adulti” di L. incrustans.
L’incremento dell’anidride carbonica
in atmosfera e la conseguente diminuzione
del pH dell’acqua marina sembra
determinare in L. incrustans una
diminuzione: (i) nella produzione di spore
da parte dei talli calcarei progenitori; (ii)
dello sviluppo, sia dei talli giovani che
degli  organismi adulti; (iii) nella
sopravvivenza dei giovani talli; (iiii) nei
tassi di calcificazione, sia nei talli giovani

che negli organismi adulti.

The steady increase of CO, due to human
activity leads to a lowering of the pH of the
water which adversely affects the balance
of organic carbon and calcification, this
phenomenon is called ‘ocean acidification’
During the last few years the effect of the
increase of carbon dioxide was studied on
mature calcareous red algae. Little
currently is known on the effect of the
marine acidification on the early stages of
the Corallinaceae development. The aim of
three years of research was: (i) to study the
effects of the ocean acidification in
microcosm on the young thalli of L.
incrustans (Corallinaceae, Rhodophyta);
(ii) to analyze the effects of increased CO,
concentration in seawater not only on the
"early stages” of the life cycle, but also on"
adult "by L. incrustans..

The increase of CO, in the
atmosphere and the consequent decrease in
pH of sea water seems to determine in L.
incrustans a decrease: (i) in the production
of spores by calcareous thallus
progenitors, (ii) of the development, in both
young and adult organisms, (iii) of the
survival of young thalli, (iiii) in rates of
calcification, both in young thallus and in
adults.

All these results seem to be in line
with the recent lack of scientific literature

produced so far on this issue.



RIASSUNTO

ABSTRACT

Tutti questi risultati sembrano essere
in linea con quanto riportato dalla scarsa
letteratura scientifica prodotta fino ad ora
su questo tema. L. incrustans, e le
Corallinaceae in genere, sembrano quindi
essere estremamente sensibili
all’incremento dell’acidita in acqua di
mare. Il possibile, e probabile, declino nella
presenza delle alghe rosse calcaree dovuto
all’ocean acidification potrebbe avere delle
conseguenze  significative  per  gli
ecosistemi dove esse sono attualmente
presenti. Le Corallinaceae, infatti, hanno
una rilevante importanza ecologica,
permettendo il reclutamento, la
colonizzazione di numerosi invertebrati e la
formazione di habitat, quali i rhodolith
beds o il coralligeno con un conseguente

incremento della biodiversita.

L. incrustans, and Corallinaceae in
general, appear to be extremely sensitive to
the increase of acidity in the sea. The
possible and probable decline in the
presence of calcareous red algae due to
ocean acidification could have significant
consequences for the ecosystems in which
they are currently present. The
Corallinaceae, in fact, have a significant
ecological importance, allowing the
recruitment, the colonization of many
invertebrates and the construction of
habitats such as coral rhodolith beds or
coralligenous with a consequent increase

in biodiversity.
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PREMESSA Corallinales (Rhodophyta)

L’analisi dell’effetto dell’ocean acidification sulle alghe rosse calcaree descritta in questo
elaborato, & basata su sperimentazioni precedenti sviluppate durante la realizzazione dei
tirocini nella laurea triennale e in quella magistrale.

Nel corso dei primi tre anni ¢ stata approfondita 1’anatomia delle Corallinaceae; la tesi
sperimentale realizzata nel corso della laurea specialistica ha permesso di definire i parametri
di coltura adeguati per il corretto sviluppo delle spore di alghe rosse calcaree, analizzando

quindi le loro fasi riproduttive.

CORALLINALES (RHODOPHYTA).

La maggior parte delle alghe rosse calcaree e stata ascritta all’ordine delle Corallinales
(Rhodophyta) a partire dal 1986 (Silva & Johansen), fino ad allora questi taxa erano inscritti
nell'ordine Cryptonemiales. Originariamente le Corallinales erano state descritte da Linneo
ma, a causa della continua evoluzione tecnica dei metodi di studio, sono state sottoposte a una
ricorrente revisione (Fragoso & Rodriguez, 2002; Bressan & Babbini, 2003).

Alla luce dei piu recenti studi filogenetici la classificazione considerata & quella proposta
da Bressan & Babbini (2003): 'ordine Corallinales ¢ formato da tre famiglie con
rappresentanti vivi: Corallinaceae, Sporolithaceae ed Hapalidiaceae. La prima include quattro
sottofamiglie, due delle quali (Melobesioideae, Mastophoroideae) comprendono alghe
calcaree incrostanti, una (Corallinoideae) include le alghe articolate, mentre una
(Lithophylloideae) annovera sia alghe articolate che incrostanti. Alle famiglie Sporolithaceae
ed Hapalidiaceae appartengono, rispettivamente, un solo genere (Sporolithon) ed una sola
sottofamiglia (Choreonematoideae).

Le Corallinales si possono ritrovare a qualsiasi latitudine, da quella piu fredda (zone
artiche) a quella piu calda (barriere e atolli) (Steneck, 1986). Alcune specie di Corallinales
riescono, infatti, a sopravvivere in condizioni limite grazie alla riduzione ad un minimo
funzionale del loro metabolismo (Steneck, 1986). Le alghe calcaree hanno una distribuzione
batimetrica amplissima, dal supralitorale eufotico fino ad oltre 200m di profondita (Adey &
Maclntyre, 1973; Steneck, 1986).

Le alghe calcaree sono le uniche macrofite che possiedono un tallo di natura calcarea. Le
pareti cellulari sono infatti impregnate di cristalli di calcio e magnesio sotto forma di calcite
magnesiaca a elevato contenuto di magnesio. Per questa loro caratteristica la presenza in
natura e persistente, sia da vive, che da morte e come fossili; su queste basi le Corallinales
sono utilizzate come “indicatori biologici”, per fornire informazioni utili dell’habitat, e anche
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come riferimento per studi climatici e paleontologici a lungo termine (markers paleoecologici)
(Basso & Tommaselli, 1992; Bressan & Babbini, 2003).

Le Corallinales hanno un ruolo rilevante nell’ecosistema marino, a livello della
produzione primaria, nel ciclo biogeochimico del carbonio, ma anche come biocostruttori ed,

infine, come fonte di cibo per gli erbivori e reclutamento di invertebrati.

1.1.5. MORFOLOGIA.

1.1.5.1. Anatomia.

Le Corallinales hanno origine, il piu delle volte, da una base incrostante cui segue uno
sviluppo morfogenetico che procede per tappe alterne di accrescimento e differenziamento. La
maggior parte delle alghe calcaree presenta una struttura interna determinata dall’aggregazione
di filamenti di cellule connesse le une alle altre. Detti filamenti sono prodotti da cellule iniziali
meristematiche situate in posizione terminale, formando cosi un meristema di tipo terminale, o
in posizione subterminale, formando allora un meristema intercalare. Il meristema terminale
permette 1’espansione orizzontale del tallo, nel caso di talli incrostanti, o I’allungamento degli
apici dei rami. Il meristema intercalare € ricoperto da cellule epitalliche.

Il tallo ha una anatomia pseudoparenchimatica e pud avere due tipologie di

organizzazione diverse:

» Corallinales non articolate: tallo con organizzazione di tipo dorso-ventrale suddiviso

in uno strato superiore e uno inferiore. Si possono individuare delle aree del tallo in
rapporto al loro orientamento rispetto al substrato (Cabioch, 1966 a,b; Johansen,
1981):

a. Ipotallo: insieme di filamenti orientati piu 0 meno orizzontalmente rispetto al
substrato. L’accrescimento dell’ipotallo ¢ determinato da un meristema
terminale.

b. Peritallo: filamenti disposti in modo pit 0 meno verticale rispetto al substrato. Il
peritallo ha uno spessore variabile.

c. Epitallo: strato di cellule piu superficiali in gran parte non calcificate.
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Secondo Woelkerling (1988) basandosi, invece, sull’origine dei filamenti si possono

individuare:

— Tallo dimero: due gruppi di filamenti orientati pit 0 meno perpendicolarmente
tra loro:
a. primigenous: filamenti basali con iniziali terminali formate per prime.
b. postgenous: filamenti piu 0 meno eretti con iniziali subepitalliche formate
successivamente.

— Tallo monomero: singolo sistema di filamenti molto ramificati. Quelli piu interni
formano la medulla, parallela alla superficie del tallo, mentre altri formano il
cortex in prossimita della superficie.

In natura si possono individuare dei talli che non sono esclusivamente monomeri o

dimeri.

» Corallinales articolate: tallo con portamento eretto, ramificato con alternanza di

articolazioni calcificate e non. Le Corallinales articolate hanno un’anatomia nella
quale la medulla curva verso I’esterno ramificandosi e formando il cortex (anatomia

cosiddetta “a fontana”).
1.1.5.2. Citologia.
Caratteri citologi molto importanti per I’interpretazione dell’anatomia delle Corallinales sono
le connessioni citoplasmatiche, che mettono in comunicazione in modo seriale o parallelo le

cellule dei filamenti, e i tricociti (Bressan & Babbini, 2003).

» Connessioni citoplasmatiche: chiamate pit-connections primarie, secondarie o fusioni

cellulari. Le connessioni citoplasmatiche si formano in seguito alla fusione di cellule di

filamenti attigui e permettono gli scambi intercellulari attraverso tutta la pianta.

» Tricociti: nelle Corallinales il termine tricocita designa I’insieme di involucri calcificati
che terminano, a livello di filamenti eretti o del cortex, con una cellula pilifera a parete
cellulosica. | tricociti sono stati ritrovati non solo in alcune Corallinales, ma anche in altri
esemplari di Rhodophyta come ad esempio in Ceramiales e in Criptonemiales. La

differenza dalle altre Rhodophyta consiste nel fatto che, nelle Corallinales, il pelo é ridotto

v
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a un’espansione, mentre negli altri casi ¢ una cellula enucleata. La cellula pilifera ¢ ricca
di vescicole del Golgi e con un grande vacuolo. | peli rimangono legati alla cellula pilifera
per mezzo di una formazione sinaptica. Dopo 1’appassimento del pelo, la cellula madre
persiste senza subire modificazioni. La crescita dei tricociti sembra dipendente
contemporaneamente dall’intensita luminosa, dal fotoperiodo e dalla temperatura

dell’acqua (Chamberlain, 1985).

L’elevata presenza dei tricociti maturi durante il periodo estivo, e quindi la loro dipendenza dalla
stagionalita, puo essere interpretata come la prova che queste formazioni pilifere abbiano la funzione
di protezione nei confronti della piante contro un’eccessiva esposizione ai raggi solari (Jones &
Woelkerling, 1984; Chamberlain, 1985). Tuttavia, secondo alcuni studiosi (Feldmann & Feldmann,
1940; Cabioch, 1971; Chamberlain, 1985; Judson & Pueschel, 2002), il ruolo dei tricociti é di
assorbire sostanze nutritive.

Studi recenti propendono per quest’ultima ipotesi data la presenza delle strutture pilifere nelle prime
fasi di accrescimento dei talli, indipendentemente dall’irradianza cui vengono sottoposti (Cumani,
2007; Di Pascoli, 2007).

La rilevanza tassonomica dei tricociti nei diversi generi di Corallinales e relativa alla

loro presenza/assenza, non sempre verificabile durante il ciclo vitale, e alla loro posizione

rispetto all’anatomia del tallo (Bressan & Babbini, 2003).

1.1.6. RIPRODUZIONE.

La riproduzione avviene attraverso un ciclo trigenetico aplodiplonte con alternanza di fase
sessuata e asessuata. Le strutture riproduttive sono presenti all’interno di concettacoli costituiti

da una camera, un pavimento e un tetto con uno (unipori) o piu pori (multipori):

» Concettacoli unipori: concettacoli gametangiali, spermatangiali maschili e carpogoniali

femminili. | tetrasporangi possono essere variamente distribuiti lungo il pavimento o
essere confinati alla periferia della camera e lasciare al centro un gruppo di filamenti

cellulari sterili (columella).

» Concettacoli multipori: ciascun tetrasporangio termina con un tappo apicale che occlude il

corrispondente poro attraverso il quale fuoriescono le spore.
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Molti concettacoli maschili, per attuare I’espulsione degli spermazi (gameti maschili
presenti all’interno degli spermatangi), sviluppano una struttura denominata spout. I gameti
femminili (carpogoni) si sviluppano alla base interna interna del concettacolo; per la stessa
ragione lo zigote si sviluppa all’interno del concettacolo carpogoniale dando successivamente
origine a carpospore diploidi. Dalle spore germinate derivano piante tetra/bisporangiali
diploidi provviste di concettacoli con tetraspore zonate (famiglia Corallinaceae) o sori con
tetraspore crociate (famiglia delle Sporolithaceae) (Johansen, 1981; Chamberlain, 1984;
Bressan & Babbini, 2003).

Le dimensioni delle spore variano da genere a genere, ma talvolta anche da specie a
specie. Generalmente le tetraspore sono piu piccole delle bispore, che sono piu piccole delle
carpospore (Johansen, 1981; Chamberlain, 1984). Le spore aderiscono al substrato tramite
mucopolisaccaridi [Fig. 1.1] che si dispongono intorno alla cellula iniziale. Questo fenomeno e
seguito dallo sviluppo di filamenti ipotallici e calcificazione ipobasale, che cementa le spore al
substrato (Steneck, 1986).

AN
\ .
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Photo No.=5561

Fig. 1.1: briglie mucopolisaccaridiche in un disco germinativo.

Immagine al SEM realizzata da F. Cumani

Lo sviluppo morfogenetico delle spore delle Corallinales, sia tetraspore che carpospore,
e di tipo apicale. Nelle prime fasi della morfogenesi si possono distinguere due tendenze
generali di sviluppo (Chemin, 1937):
VI
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» Naccaria: la spora si divide in quattro cellule di cui una emette un filamento

protonematico.

» Dumontia: la spora si divide come una morula in 2-4-8-12-16-32 cellule. Lo sviluppo di

“tipo Dumontia” puo essere di tipo concentrico, parallelo o perpendicolare (Bressan,

1980):

tipo Dumontia concentrico: presenta otto cellule disposte in due serie
concentriche, dove le quattro cellule esterne daranno origine alle iniziali
marginali.

tipo Dumontia parallelo: presenta otto cellule disposte in due serie parallele
rispetto alla linea di divisione presente nella fase a due cellule. Il tallo si accresce
solamente in due direzioni, precisamente quelle delle due cellule iniziali; le
quattro cellule interne danno vita a una cellula avventizia e una abortiva
ciascuna.

tipo Dumontia perpendicolare: presenta otto cellule disposte in due serie
parallele, ma queste serie, a differenza del tipo parallelo, sono perpendicolari alla
linea di divisione presente nella fase a due cellule. Ne risulta che tutte le otto

cellule danno, o possono dare, vita a delle iniziali marginali.

1.1.7. CALCIFICAZIONE.

La calcificazione della parete nelle Corallinales & dovuta ai processi fisiologici. Le reazioni

biochimiche che legano direttamente calcificazione e attivita metaboliche sono scarsamente

documentate (Digby, 1977; Lee & Carpenter, 2001). La mineralizzazione della parete € un

processo continuo nell’alga ed ¢ direttamente correlato al processo fotosintetico. Il tasso di

calcificazione e di assimilazione dei carbonati, registrati nel corso della “fase luminosa” in

diverse specie di alghe calcaree, € molto maggiore di quelli registrati al buio (Digby, 1977;
Borowitzka, 1982).

| polisaccaridi di parete della maggior parte delle Rhodophyta sono galattani solfati.

Nelle Corallinales, questi polimeri mostrano delle differenze nei residui che li costituiscono.

Sembra percio che la calcificazione della parete sia funzione della particolare composizione
degli xilogalattani di parete (Cases et al., 1994; Usov et al., 1997; Bilan & Usov, 2001) [Fig.

1.2].

\1
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La calcificazione della parete & un processo che segue la divisione mitotica delle cellule
e avviene in due fasi successive. Inizialmente i cristalli aciculari sono precipitati esternamente
alla cellula con orientamento tangenziale alla parete cellulare e parallela alle fibrille
polisaccaridi. Nella seconda fase i cristalli precipitano perpendicolarmente alla parete
(Borowitzka & Vesk, 1978; Giraud & Cabioch, 1979; Bilan & Usov, 2001). In entrambi i casi,
I’orientamento dei cristalli avviene secondo la direzione delle fibrille polisaccaridi lungo le
quali essi si formano (Borowitzka & Vesk, 1978; Giraud & Cabioch, 1979; Bilan & Usov,
2001).

La calcificazione non & omogenea nelle diverse parti del tallo delle Corallinales. In
alcuni casi e stata osservata una zonazione probabilmente correlata ai ritmi di crescita, visibile
sotto forma di successione di cellule a pareti sottili e cellule a pareti ispessite (Bressan &
Tomini, 1981; Halfar et al., 2000; Foster, 2001; Blake & Maggs, 2003; Kamenos et al., 2008).

HOM Studi recenti hanno dimostrato che le

Hom.C ;&2 Corallinales depositano sulla parete cellulare

O&LO S calcite magnesiaca ad alto contenuto in magnesio

R‘@Riﬁcgﬁﬁm > — high-Mg calcite (Halfar et al., 2000 e 2008;
= R=H.Me or SO;Na Kamenos et al., 2008; Malusa et al., 2009). Il

Fig. 1.2 contenuto di magnesio nelle Corallinales dei mari
Frammento di molecola di xilogalattani.

Immagine tratta da Bilan & Usov (2001) attuali, in cui il rapporto Mg/Ca e costante, varia

in funzione della temperatura dell’acqua (Chave,

1954; Chave & Wheeler, 1965; Halfar et al., 2000 e 2008; Kamenos et al., 2008; Hetzinger et
al., 2009) e potrebbe dipendere anche dal metabolismo (Moberly, 1968).

Gli studi sulla solubilita della high-Mg calcite hanno dimostrato che gli organismi che

depositano questa tipologia di minerale sono molto piu vulnerabili all’acidificazione del mare,

poiché questo minerale ¢ piu solubile rispetto all’aragonite e alla calcite pura (Morse et al.,

2006; Tynan et al., 2010).

1.1.8. CORALLINALES: INDICATORI BIOLOGICI.

Un indicatore biologico puo essere definito come un organismo, o un insieme di organismi,
associato a particolari condizioni ambientali la cui presenza pud essere considerata come

indice di tali condizioni (Occhipinti Ambrogi & Forni, 2003).

Sono considerati indicatori biologici, quindi, quegli organismi che:
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sono particolarmente sensibili alle variazioni dei parametri ambientali in cui vivono;

hanno una presenza diffusa;

presentano una scarsa mobilita, il che comporta una maggiore facilita di misurazione

degli organismi stessi;

possiedono un lungo ciclo vitale.

Gli organismi macrobentonici, possedendo queste caratteristiche, sono stati considerati i
migliori descrittori sintetici dell’ambiente (Occhipinti Ambrogi & Forni, 2003). Tra questi
organismi viene anche annoverato, quale valido bioindicatore, il macrofitobenthos (Direttiva
60/2000/CE) come ¢ risultato dagli studi effettuati da Orfanidis et al. (2001 e 2003), Salomidi
et al. (2003), Panayotidis et al. (2004), Mouillot et al. (2005) e da Ballesteros et al. (2007).

Le caratteristiche che hanno permesso di prendere in considerazione le Corallinales quali

indicatori biologici sono molteplici:

— la loro presenza/assenza ed il loro caratteristico ritmo di crescita sono
profondamente influenzati dalle condizioni ambientali del loro habitat (Ichiki et al.,
2000).

— sono ubiquitarie: si possono trovare dai mari tropicali a quelli boreali, ed hanno
un’ampissima distribuzione batimetrica (Steneck, 1986);

— presentano nelle pareti cellulari cristalli di carbonato di calcio e magnesio, sotto
forma di calcite. Questa caratteristica fa si che le alghe rosse calcaree siano le sole
macrofite in grado di lasciare una testimonianza fossile dell’organismo originario
(Steneck, 1986; Bressan & Babbini, 2003). Per la loro permanenza in natura
relativamente lunga, possono essere considerate degli indicatori biologici capaci di
fornire informazioni sulle modificazioni dell’ambiente anche nel medio e lungo

periodo (markers paleoecologici o paleomarkers);

Data la struttura relativamente semplice, 1’'uso delle Corallinales incrostanti come
indicatori biologici permette di monitorare ed analizzare gli eventuali cambiamenti
morfologici, fisiologici e/o genetici che incorrono a livello di organismo, popolazione o
comunita; attribuendo cosi alle alghe rosse calcaree un ruolo da protagonista negli studi di
conservazione e salvaguardia dell’ambiente marino.

Un indicatore biologico particolarmente utilizzato & il méerl. L’importanza dei letti di

maerl, i cosidetti méerlbeds, definiti anche come letti di rodoliti, rhodolith beds (Steller &
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Foster, 1995), risiede nella particolare struttura e funzione dell’habitat che formano. | letti di
rodoliti presentano infatti un elevato tasso di diversita di specie e di gruppi trofici, tanto che
sono stati paragonati alle praterie di fanerogame marine e alle kelp forest (Barbera et al.,
2003). La presenza del maerl e stata utilizzata quale importante criterio per la delimitazione
della prima riserva marina naturale spagnola (Isola di Tabarca) nel 1986 (Ramos-Espla, 1990).

Il m&erl ¢ una sabbia organogena, derivata dall’accumulo di alghe rosse calcaree, Sia
vive che morte, libere dal substrato (Jacquotte, 1962; Cabioch, 1969; Barbera et al., 2003). |
rodoliti sono presenti in ambienti tropicali, temperati e polari (Bosence, 1983; Barbera et al.,
2003). Il limite di profondita al quale si possono ritrovare € determinato primariamente dal
grado di penetrazione della luce (Basso, 1996).

Il méerl e caratterizzato da una crescita lenta che si protrae per molti anni (anche piu di
100 anni) (Littler et al., 1991). Il tasso e le modalita di crescita possono variare in funzione
della disponibilita di luce e di nutrienti, ma anche in funzione della temperatura,
dell’idrodinamismo, del grazing e delle attivita umane (come la pesca a strascico) (Foster,
2001).

Basandosi sulla presenza in una determinata area di talli di rodoliti ramificati aperti, si
puo dedurre che tale luogo é sottoposto ad un idrodinamismo caratterizzato da correnti di
fondo regolari con picchi occasionali d’alta energia ¢ di turbolenze (Basso, 1992). Mediante lo
studio delle Corallinales risulta quindi possibile interpretare, proprio per la loro capacita di
fossilizzare e per le loro modalitd di accrescimento, la tendenza evolutiva dell’ambiente

sedimentario su scala temporale secolare/millenaria (Basso & Tommaselli, 1994).
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OCEAN ACIDIFICATION

“Carbon dioxide emitted to the atmosphere by human activities is absorbed by the oceans,
making them more acidic (lowering the pH — the measure of acidity). Initial evidence shows
that the surface waters of the oceans, which are slightly alkaline, are already becoming more

acidic: we refer to this process as ocean acidification.”

Royal Society report, 2005

Il tema dell’ocean acidification e stato portato per la prima volta all’attenzione pubblica e
scientifica mondiale nel 2005, mediante la pubblicazione del report della Royal Society. E’ dal
2005 quindi che la comunita scientifica ha incominciato a porre una maggiore attenzione non
solo ai possibili effetti dei cosiddetti cambiamenti climatici, ma anche alle possibili
conseguenze che un continuo aumento dell’acidita del mare potrebbero determinare sulla
componente biotica degli ecosistemi marini. Proprio per comprendere 1’ocean acidification e
le sue conseguenze la Commissione Europea ha fondato 1’European Project on Ocean
Acidification (EPOCA).

Con il termine ‘ocean acidification’ si intende il cambiamento nella chimica degli
oceani, ¢ piu in generale dei mari, determinato dall’assorbimento marino di input chimici
provenienti dall’atmosfera, tra i quali il carbonio, I’azoto e composti dello zolfo (Royal
Society, 2005; Guinotte & Fabry, 2008; Lucchetta et al., 2010).

La causa principale dell’ocean acidification & da correlare alla anidride carbonica (CO,)
di origine antropica, anche se in alcune regioni costiere, azoto e zolfo, risultano essere dei
fattori altrettanto importanti (Doney et al., 2007).

Sia 1 cambiamenti climatici — climate change — che 1’ocean acidification sembrano
essere quindi determinati da un incremento di CO, atmosferica derivata da attivita umana
(Buermann et al., 2007; Raupach et al., 2007).

Con il termine climate change si includono anche gli effetti connessi alle
variazioni di temperatura dell’atmosfera, che causano il global warming, e
cambiamenti nei modelli meteorologici. L’ocean acidification, invece, prende in
considerazione solamente la diminuzione del pH marino e non considera il

riscaldamento del mare (Riebesell et al., 2010). 1l termine acidification si riferisce
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alla progressiva acidificazione che si sta verificando nel mare rispetto a valori noti
di anidride carbonica degli ultimi 800.000 anni ricavati dagli ice-cores
(Siegenthaler et al., 2005; Zachos et al., 2005) [Fig. 1.1].

A causa dell’influsso della CO, di origine antropica, il sistema dei carbonati dei sistemi
marini — pressione parziale di anidride carbonica (pCO,), pH, alcalinita e stato di saturazione
del carbonato di calcio — sta cambiando rapidamente (Skirrow & Whitfield, 1975; Whitfield,
1975; Broecker & Takahashi, 1977; Broecker et al., 1979; Feely & Chen, 1982; Kleypas et al.,
1999a; Caldeira & Wickett, 2003; Feely et al., 2004; Orr et al., 2005; IPCC, 2007) [Fig. 6].
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Fig. 1.1
Schema del sistema dei carbonati in acqua di mare e alcune delle reazioni di equilibrio che si verificano tra di
loro. A destra dell’immagine: concentrazioni delle specie del sistema dei carbonati in acqua di mare nel periodo
preindustriale, in verde, e il doppio rispetto ai valori di tale periodo, marrone.
Immagine tratta da Kleypas J., NCAR

Diversi fattori possono influenzare localmente le principali reazioni chimiche
dell’anidride carbonica con I’acqua marina, incrementando gli effetti dell’ocean acidification
stesso. Ad esempio, le piogge acide, costituite da acido solforico e nitrico originati dalla
combustione di combustibili fossili e avendo pH compreso tra 1 e 6, potrebbero avere degli
impatti sull’acqua marina sia localmente che regionalmente su piccola scala. Le acque costiere
possono inoltre essere affette da eccessi di input di nutrienti, come nitrati, derivati

dall’agricoltura, da fertilizzanti e dalle acque di scarico. L’eutrofizzazione risultante porta a
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grandi fioriture di plancton, e quando queste fioriture collassano e si depositano sul fondo del
mare il respiro successivo di batteri in decomposizione delle alghe porta a una diminuzione di

ossigeno in acqua di mare e un aumento della CO, e quindi una diminuzione del pH.

1.1.1. OCEAN ACIDIFICATION: SISTEMA DEI CARBONATI.

Il continuo incremento di anidride carbonica in atmosfera sta determinando una variazione del
sistema dei carbonati — pCO,, pH, alcalinita totale e stato di saturazione del carbonato di calcio
— nei sistemi marini (Skirrow & Whitfield, 1975; Whitfield, 1975; Broecker & Takahashi,
1977; Broecker et al., 1979; Feely & Chen, 1982; Feely et al., 1984; Kleypas et al., 1999a;
Caldeira & Wickett, 2003; Feely et al., 2004; Orr et al., 2005; IPCC, 2007).

Questa progressiva acidificazione del mare si sta verificando ovunque, ma in alcune
parti del mondo rispetto ad altre si verifichera piu rapidamente a causa delle differenze

presenti in temperatura e nella circolazione atmosferica e marina [Fig. 1.2].

Fig. 1.2
Le concentrazioni di CO, sulle superfici
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Immagine da Takahashi et al. (2009).
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1.1.1.1. Anidride carbonica.

La concentrazione di anidride carbonica in atmosfera — (CO,)am — € variata notevolmente nel
corso della storia della Terra (Kasting, 1993). In generale la (CO5)am € diminuita nel corso del

Fanerozoico da oltre i 5000 parti per milione (ppm) fino ad arrivare a 1000 ppm per la



INTRODUZIONE 1.1 Ocean acidification

maggior parte del Cenozoico (Berner, 1990). Almeno fino a meta del Quaternario (650000
anni prima della Rivoluzione Industriale) la (CO2)am In genere oscillava ritmicamente tra gli
estremi registrati nel periodo glaciale, pari a circa 180 ppm, e quelli registrati nel periodo
interglaciale, pari a quasi 280 ppm (Siegenthaler et al., 2005).

Come risultato dell’attivita umana, attualmente la concentrazione di (COy)am € pari a
quasi 380 ppm e si prevede un aumento nel corso del 21° secolo pari a circa lo 0.5% all’anno
(Houghton et al., 2001; Augustin et al., 2004; Siegenthaler et al., 2005; Guinotte & Fabry,
2008). Tale tasso di crescita € quasi 100 volte piu elevato di qualsiasi altro cambiamento
registrato nel corso degli ultimi 650000 anni (Royal Society, 2005; Siegenthaler et al., 2005;
Guinotte & Fabry, 2008).

Nello Special Report on Emissions Scenarios (SRES) dell’Intergovernmental Panel on
Climate Change (IPCC) (Nakicenovic & Swart, 2000) sono stati delineate delle proiezioni
per il 2100 di emissioni di CO, derivante da combustibili fossili, basate sulla popolazione e
sulla crescita economica, sui tassi di sviluppo tecnologico, e sui comportamenti sociali. Nello
scenario SRES si prevede un continuo incremento nella pressione parziale atmosferica di
anidride carbonica — p(CO,)m — fino al raggiungimento nel 2100 di valori compresi tra 530 e
970 ppm di p(COy)am [Fig. 1.3] a seconda dello scenario e del modello di ciclo del carbonio

utilizzato.
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Modelli previsionali recenti indicano che il continuo riscaldamento della superficie del
mare determinera un’inibizione dell’'uptake del carbonio nell’oceano, con conseguente
innalzamento di quasi il 4% dei livelli di anidride carbonica prevista dal scenario SRES per il
2100 (Plattner et al., 2001) [Fig. 1.4].

Year
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Cambiamenti previsti per

P(CO2)atm: PH dei mari e
concentrazione degli ioni

carbonato marini. In (b) e (c) la |

indica i valori previsti secondo lo

scenario 1S92a, mentre la S si
riferisce allo scenario S650.
Immagine tratta da Barry et al.,
2010.
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Negli ultimi 200 anni, il rapido incremento della concentrazione di CO, antropica in
atmosfera é stato, e continua ad essere, causato dalla combustione di combustibili fossili, da
deforestazione, industrializzazione, produzione di cemento, e altri cambiamenti nell’uso del
territorio (Guinotte & Fabry, 2008). Nelle recenti decadi, solo meta della CO, antropica é
rimasta in atmosfera, I’altra meta ¢ stata assorbita per quasi il 20% dalla biosfera terrestre e per

il rimanente 30% dal mare (Feely et al., 2004; Sabine et al., 2004).

1.1.1.2. pH e acidita.

L’acqua marina ¢ I’unica, tra le acque naturali, la cui composizione relativa & ben definita
(Millero et al., 2008) [Fig. 1.5].
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Fig. 1.5

Composizione dell’acqua marina (Millero et al., 2008), sono visualizzate le
quantita in rapporto a 1 kg di acqua marina.
Modificato da http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Sea_salt-e-dp_hg.svg

Quando I’anidride carbonica si dissolve in acqua, viene idratata a acido carbonico,
H,COs;. Questa reazione si verifica lentamente rispetto alla ionizzazione di H,CO3 ed &
possibile distinguere tra la semplice anidride carbonica disciolta, CO,(aq), e la specie idratata,
H.CO3 (Soli & Byrne, 2002).

air Questo processo cinetico e rilevante in alcuni sistemi
C0.(0) fisiologici ed ¢ catalizzato dall’enzima anidrasi carbonica.

l* All’equilibrio, la concentrazione di acido carbonico, [H,COg], €

GD,L[aq‘,l pari a 1/1000 della concentrazione di anidride carbonica disciolta,

H'(aq) H,O .. . T

[CO4(aq)], e non presenta un significato speciale per 1’equilibrio

HEC, (3 acido-base poiché entrambi sono neutri (Butler, 1998).

m:l_ @) Conseguentemente la concentrazione totale delle due specie non

water ionizzate: [H,COz] + [COy(aq)], pud essere espressa come
Fig. 1.6 concentrazione di specie acquose ipotetiche CO,": [CO, ] (Pitzer &

Equilibrio chimico del
sistema della CO, in acqua
marina.
Immagine tratta da Dickson
(2010).

Brewer, 1961). In soluzioni acide (pH < 5) CO, & la specie
dominante di anidride carbonica in soluzione, comunque a elevati
pH & ionizzata nelle forme ioniche bicarbonato (HCO3) e carbonato

(CO%7). Cosi quando l’anidride carbonica dissolve nell’acqua

marina reagisce con 1’acqua secondo le seguenti serie di equilibri chimici [Fig. 1.6]:
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CO, (g) = CO3z(aq) (1.1)
CO;(aq) + H,0() = H*(aq) + HCO3 (aq); (1.2)
HCO3 (aq) = H*(aq) + CO%™(aq). (1.3)

L’equazione (1.1) si riferisce alla solubilita della anidride carbonica in equilibrio tra aria
e acqua marina; I’equazione (1.2) e (1.3) sono le successive reazioni di dissociazione acide
dell’anidride carbonica dissolta.

Quando la CO; dissolve in mare, si formano quindi acido carbonico e alcuni prodotti
determinati da diverse reazioni di dissociazione — reazioni (1.2) e (1.3) —. Il bilancio netto, in
equilibrio in condizioni normali [Fig. 11], risulta essere pero sbilanciato a causa del continuo
aumento di CO, in atmosfera a favore degli ioni HCO3 e H* dato il contemporaneo verificarsi

delle seguenti reazioni:

CaCOj3 + CO, + H,0 « Ca*" + 2 HCO3 (1.4)
CO; + H,0 + C0%~ — 2 HCO3 (1.5)

Dalle equazioni (1.2), (1.3) e (1.5) quindi si evince che I’incremento dell’anidride

carbonica in atmosfera determina in acqua un incremento nell’acidita dell’acqua marina e un

decremento nella disponibilita dei carbonati [Fig. 1.7].

Fig. 1.7

Schema semplificato del sistema dei
carbonati in mare. La dissoluzione della
CO2 nell'acqua marina, genera acido
carbonico che a sua volta, si dissocia
rilasciando H. Oltre a determinare una
riduzione del pH, gli H" in eccesso si
legano con gli ioni CO3~disponibili,
riducendo cosi la biodisponibilita di questo
composto per gli organismi marini e
favorendo la dissoluzione delle formazioni
di carbonato esistenti.

Immagine modificata da Guinotte & Fabry
(2009).
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La concentrazione di ioni idrogeno viene definita mediante il pH:

pH = —logo[H"] (1.6)

Il pH é quindi una scala di misura dell'acidita di una soluzione acquosa. Il pH di un
particolare campione di acqua marina dipende da temperatura e pressione, se uno dei due
parametri cambia si modifica anche il pH (Dickson, 2010). Il pH solitamente assume valori
compresi tra 0 (acido forte) e 14 (base forte). Al valore intermedio di 7 corrisponde la
condizione di neutralita, tipica dell'acqua pura a 25 °C.

La variazione nella concentrazione di (CO,).m determina quindi una variazione parallela
del pH marino attraverso gli scambi gassosi aria-mare, della temperatura, di fenomeni di
anossia e di altri fattori che hanno indubbiamente influenzato la recente evoluzione di molti
organismi marini (Barry et al., 2010). Dalla Rivoluzione Industriale, in meno di 250 anni, il
pH della superficie degli oceani si e abbassato in media di 0.1 unita e si prevede un ulteriore
abbassamento di 0.3 — 0.4 unita entro la fine di questo secolo (Mehrbach et al., 1973; Lueker
et al., 2000; Caldeira & Wickett, 2003; Sabine et al., 2004; Feely et al., 2009). Dato che il pH
¢ basato su una scala logaritmica, I’abbassamento di un’intera unita di pH ¢ pari ad un
incremento di 10 volte in acidita. Il cambiamento di pH previsto per la fine di questo secolo,
probabilmente non si & mai verificato negli ultimi 65 milioni di anni sulla Terra (Feely et al.,
2004; Ridgwell & Schmidt, 2010) [Fig. 1.8 e 1.9]. L’acidita dell'acqua di mare varia nel tempo
con cambiamenti che riflettono le variazioni stagionali nell’attivita biologica e nelle variazioni
geografiche dipendenti da altri fattori quali la temperatura dell'acqua di mare e la profondita
(Sabine et al., 2004; Feely et al., 2009).


http://it.wikipedia.org/wiki/Soluzione_%28chimica%29
http://it.wikipedia.org/wiki/Acido
http://it.wikipedia.org/wiki/Base_%28chimica%29
http://it.wikipedia.org/wiki/Acqua_distillata
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pCO, atmosferica del Quaternario
stimata dagli ice-core (Petit et al.,
2001) e stima del pH degli oceani.
Immagine tratta da Barry et al.
(2010).
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Fig. 1.9
National Center for Atmospheric Research Community Climate System Model 3.1 (CCSM3): rappresentazione
della variazione del pH marino dal 1875 al 2095.
Immagine tratta da Feely et al. (2009).
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1.1.1.3. Alcalinita totale.

L’alcalinita totale (A1) € la somma di tutte le basi titolabili da un acido e rappresenta la
capacita dell’acqua di neutralizzare gli acidi. L’alcalinita di un’acqua naturale avente un pH
inferiore a 8,5 dipende principalmente dal contenuto di bicarbonati, mentre a pH superiori
rappresenta il contenuto di bicarbonati, carbonati ed idrossidi; anche altre basi, come borati,
fosfati, silicati, ammoniaca, contribuiscono, se presenti, alla misura dell’alcalinita. L’ Af,
espressa solitamente in mole per chilogrammo di soluzione, é indipendente dalla temperatura
(e pressione) del campione d’acqua (Dickson, 2010).

La A per I’acqua marina superficiale puo essere approssimata con la seguente formula:
Ar =~ [HCO3] +2[C0327]+ [B(OH);]+ [OH] — [H™] .7
1.1.1.4. Stato di saturazione del carbonato di calcio in acqua marina.

I minerali che vengono principalmente depositati in ambiente marino sono i carbonati di
calcio, in particolare I’aragonite ¢ la calcite. Comunemente questi composti non sono puri,
infatti entrambi i polimorfi contengono quali principali elementi vicarianti nel reticolo
cristallino il magnesio e lo stronzio, in percentuali variabili (Malusa et al., 2009).

Aragonite e calcite sono polimorfi naturali del carbonato di calcio che si differenziano
tra loro per la struttura del reticolo cristallino e quindi per la loro solubilita; a 25 °C
I’aragonite ¢ circa 1.5 volte piu solubile rispetto alla calcite.

La dissoluzione all’equilibrio della calcite e dell’aragonite puo essere scritta come:
CaCO5(s) = Ca%*(aq) + CO3~ (aq). (1.8)
La corrispondente costante di equilibrio € definita dal prodotto di solubilita:
Ky, = [Ca**] [CO57]; (1.9)
Dove I’effetto delle differenti strutture cristalline della fase solida ¢ implicita nello stesso

prodotto di solubilita. Aragonite e calcite hanno diversi valori di energia libera standard di

Gibbs, cosi anche quando vengono utilizzati gli stati ionici medi standard, i prodotti di

11
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solubilita dei due minerali hanno valori diversi. E’ quindi necessario indicare in modo

esplicito la composizione minerale in questione:

Ky (aragonite) = [Ca**] [CO57]; (1.10)

Kp(calcite) = [Ca**] [CO57]. (1.11)

L’aragonite ¢ spesso definita come forma metastabile del carbonato di calcio in quanto
non é la forma che ci si aspetterebbe in completo equilibrio termodinamico. Tuttavia
I’equazione (1.10) viene utilizzata per calcolare lo stato di saturazione (1.13 — sotto).

La calcite magnesiaca € una varieta di calcite che presenta ioni magnesio che in modo
casuale sostituiscono gli ioni calcio all’interno del reticolo cristallino. Infatti, la sostituzione
del calcio con ioni piu piccoli di magnesio nei cristalli calcitici determina delle variazioni nella
struttura mineralogica (Bischoff et al., 1987). Queste modificazioni determinano a loro volta la
metastabilita della calcite magnesiaca alle condizioni terrestri e una maggiore solubilita
rispetto all’aragonite e alla calcite (Morse et al., 2006; Andersson et al., 2008).

A bassa frazione molare di magnesio (< 4%) — low-Mg calcite — la solubilita di questa
fase é piu bassa rispetto alla calcite, mentre a elevata frazione molare di magnesio (> 12%) —
high-Mg calcite — la solubilita ¢ piu elevata rispetto all’aragonite [Fig. 15].

Il rapporto Mg/Ca della soluzione acquosa stabilisce la forma del carbonato di calcio
precipitata inorganicamente (Filichtbauer & Hardie, 1976). La sostituzione del calcio con il
magnesio, aumenta all’aumentare del rapporto Mg/Ca nell’acqua di mare. Quando il rapporto
e inferiore a 1.0 si verifica la precipitazione inorganica della low-Mg calcite, viceversa se il
rapporto ¢ maggiore di 1.0 viene precipitato ’isomorfo high-Mg calcite. Se il rapporto Mg/Ca
e compreso tra 2.0 e circa 5.0 si osserva la precipitazione simultanea di high-Mg calcite e
aragonite (Flchtbauer & Hardie, 1976).

Il calcolo della solubilita della calcite magnesiaca puo essere problematica in quanto la
sua solubilita non € unica, né necessariamente si forma o va in dissoluzione mantenendo i
medesimi rapporti molari durante tutto i processi di formazione o dissoluzione.
Conseguentemente la calcite magnesiaca non presenta un prodotto di solubilita unico [Fig.
1.10]. Tuttavia, a volte é utile per definire i prodotti solubilita apparente di questi minerali in

acqua di mare (cioé, con proporzioni fisse di ioni magnesio e calcio) come:

12
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Kp(mg. calcite) = [Ca?*] [CO5]; (1.12)

dove il valore esatto di K;p(mag. calcite) a particolari valori di salinita e temperatura

dipendono dalla frazione molare del magnesio nel solido (Busenberg & Plummer, 1989).
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Fig. 1.10

Influenza della frazione molare del magnesio sulla solubilita della calcite magnesiaca
(http://www.gly.uga.edu/railshack/Fundamentalsindex.html). I valori di IogK;p sono i valori termodinamici (S=0)
a 25 °C; le costanti di equilibrio stechiometrico in acqua di mare (S = 35) sono circa 130 volte piu grandi (~ 2,1
unita logaritmiche).

Immagine tratta da Dickson (2010).

| valori dei prodotti di solubilita — soprattutto nelle ricerche concernenti 1’0cean
acidification — vengono utilizzati per calcolare lo stato di saturazione dell’acqua marina
rispetto al tipologia particolare del carbonato di calcio. Lo stato di saturazione del carbonato di
calcio di tipologia X, Q(X), viene definito nel modo seguente:

Q(X) = [Ca**] [CO57] / Kp (X). (1.13)
Tale equazione esprime il rapporto presente tra il prodotto degli ioni osservati, [Ca?']
[CO37], e il valore atteso che sono presenti in soluzione per essere in equilibrio con il

carbonato di calcio di tipologia minerale X. Se Q(X) = 1, la soluzione ¢ in equilibrio con la
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fase minerale in questione, se 2(X) > 1 la soluzione ¢ sovra satura rispetto alla particolare fase
minerale e se Q(X) < 1 la soluzione e sottosatura. Dato che la cinetica di dissoluzione e
formazione di questi minerali sono funzione dello stato di saturazione (Morse & Arvidson,
2002; Morse et al., 2007), quest’ultimo risulta essere un parametro utile per gli studi di
calcificazione e dissoluzione (Dickson, 2010).

La solubilita di queste diverse tipologie di mineralizzazione € influenzata dalla
concentrazione di CO; in acqua che € a sua volta parzialmente determinata dalla temperatura:
acque piu fredde trattengono maggiormente 1’anidride carbonica e sono piu acide rispetto alle
acque piu calde. La somma di queste differenze porta a ‘saturation horizons’ (orizzonti di
saturazione) nei mari, che rappresentano la profondita di transizione tra le acque che sono
sotto o sovrasaturate rispetto alla calcite, alla aragonite o alla calcite magnesiaca.

Come visto nel capitolo precedente (1.1.1.2.) nella equazione (1.5) I’incremento di CO;
in acqua determina una riduzione dei carbonati; di conseguenza gli saturation horizons delle
diverse tipologie di mineralizzazione dei mari del mondo, stanno diventando meno profondi —
‘shoaling’ — a causa della rapida diffusione di CO, prodotta dall'uomo (Feely et al., 2004). La
proiezione di stime future sulla profondita degli orizzonti di saturazione di aragonite, per
esempio, indicano che shoaling avverra nel Pacifico del Nord e del Southern Ocean entro il
secolo (Orr et al., 2005) [Fig. 1.11].
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Fig. 1.11

Stime storiche e proiezioni dei possibili cambiamenti futuri nella chimica marina. L’immagine mostra i grafici
dello stato di saturazione del carbonato per sei regioni illustrative (rosso). I valori sopra la linea rossa orizzontale
tratteggiata rappresentano le condizioni sovrasature, € al di sotto, le condizioni insature sia per la calcite che per
I’aragonite. Lo spessore delle linee di saturazione indica I’intervallo stagionale. Le medie globali superficiali dei

mari di pCO, atmosferica, pH, saturazione di calcite e aragonite sono mostrati in basso a destra.
Immagine tratta da Ocean Acidification: questions answered.
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1.2. OCEAN ACIDIFICATION E BIOMINERALIZZAZIONE.

1.2.1. BIOMINERALIZZAZIONE.

Il termine di biomineralizzazione identifica nel senso piu generale I’insieme dei processi
attraverso i quali gli organismi viventi producono e depositano le fasi minerali e le componenti
organiche ad esse associate (Mann, 2001). La biomineralizzazione & ampiamente distribuita in
numerosi phyla e divisioni, sia di ambiente terrestre che acquatico (Weiner & Dove, 2003). Gli
organismi sono in grado di controllare biologicamente la mineralizzazione indirizzando la
nucleazione, I’orientazione cristallografica, la crescita, la morfologia e la localizzazione finale
della deposizione in modo tale da adattarla a un ruolo biologico (De Yoreo & Vekilov, 2003).

Questo controllo puo essere esercitato con due metodologie:

v' creando una matrice organica che favorisca la deposizione della fase minerale (Giraud
& Cabioch, 1979; Borowitzka, 1982; Gilbert et al., 2005);

v controllando la composizione chimica del fluido da cui si originera lo scheletro
(Weiner & Dove, 2003).

La deposizione biogenica dei cristalli € un processo complesso con diversi livelli di
regolazione. Lo stato di saturazione del mezzo e i suoi parametri chimico-fisici — in particolare
la salinita, la temperatura e il pH — sono i primi fattori che inducono la deposizione del
cristallo. Nei sistemi biologici la cristallizzazione dipende anche dalle costrizioni spaziali,
dalle interazioni stereochimiche del cristallo in formazione con la matrice organica e
dall’intensita di tali interazioni (De Yoreo & Vekilov, 2003). Inoltre, questo processo chimico-
fisico € subordinato a fattori genetici e ambientali (Mann, 2001) che interferiscono a loro volta
sulla cinetica della cristallizzazione. La comprensione dei singoli eventi del processo e la
distinzione dei meccanismi adottati dai diversi organismi sono ancora in fase di studio.

| processi di biomineralizzazione sono fondamentali per i processi geochimici,
integrando il trasferimento di materia tra la biosfera, 1’idrosfera e la litosfera. Per questi motivi
la comprensione dei processi di biomineralizzazione richiede studi interdisciplinari delle

scienze biologiche, fisiche, geologiche e paleontologiche (Weiner & Dove, 2003).
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1.2.2. EFFETTI DELL’OCEAN ACIDIFICATION SUGLI ORGANISMI CALCIFICANTI.

Una riduzione nel numero di ioni carbonato disponibili (in: Introduzione, 1.1.1.4) rendera piu
difficile effettuare la calcificazione biogenica a causa di un maggiore consumo di energia
necessario alla formazione del carbonato di calcio (Guinotte & Fabry, 2008). Molti organismi
marini formano carbonato di calcio biogenico, tra i quali: foraminiferi, coralli, briozoi,
molluschi, echinodermi, macroalghe appartenenti al genere Halimeda e alghe rosse calcaree
(Corallinaceae, Rhodophyta).

La maggior parte degli organismi marini calcificanti studiati hanno mostrato una
sensibilita ai cambiamenti dello stato di saturazione dei carbonati, con una diminuzione dei
tassi di calcificazione negli studi effettuati in laboratorio, in mesocosmi e in campo (Broecker
& Takahashi, 1966; Agegian, 1985; Marubini & Thake, 1999; Ohde & van Woesik, 1999;
Langdon et al., 2000; Marubini et al., 2001; Leclerq et al., 2002; Marshall & Clode, 2002;
Marubini et al., 2003; Ohde & Hossain, 2004; Langdon & Atkinson, 2005; Hossain & Ohde,
2006; Schneider & Erez, 2006; Silverman et al., 2007; Dupont & Thorndyke, 2008; Dupont et
al., 2010 a,b). Questi organismi sono influenzati e continueranno ad essere sensibili dall’ocean
acidification, ma poco & ancora conosciuto degli impatti sull’ecosistema (Guinotte & Fabry,
2008).

1.2.2.1. EFFETTO DELL’OCEAN ACIDIFICATION SULLE CORALLINACEAE.

Attualmente ¢ stato pubblicato un numero ridotto di lavori concernenti 1’effetto
dell’acidificazione del mare sulle Corallinaceae, ma sembra che queste macrofite siano tra gli
organismi piu sensibili all’ocean acidification. Tale reattivita molto probabilmente e dovuta
alla tipologia minerale — high-Mg calcite — depositata da queste macroalghe a livello della
parete cellulare (Martin & Gattuso, 2009) (in: Premessa, 1.1.7). La high-Mg calcite, infatti, si

dissolve con una qualsiasi diminuzione di pH (Tynan et al., 2010).

» Studio in natura: le alghe rosse calcaree risultano essere assenti nelle aree marine

acidificate naturalmente — vents vulcanici — dove invece sono state riscontrati altri
organismi calcificanti (Hall-Spencer et al., 2008; Martin et al., 2008). In prossimita di
vents naturali a Castello d’Aragonese (Ischia), lungo un gradiente di pH compreso tra
8.1-8.2 e 7.4-7.5, é stato registrato un ricoprimento di alghe rosse calcaree dal 60% (pH

= 8.1-8.2) allo 0% (pH = 7.4-7.5). Inoltre risultano diminuire anche le Corallinales
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epifite di Posidonia oceanica dal 75%, nelle aree a pH pari a 8.2, al 2% di coperture in
condizione di pH 7.6 (Hall-Spencer et al., 2008).

» Studi in mesocosmi: hanno evidenziato nel complesso 1’effetto negativo dell’ocean

acidification sulle Corallinaceae (Gao et al.,1993; Kuffner et al., 2008; Jokiel et al.,
2008; Anthony et al., 2008; Semesi et al., 2009).

— Gao et al. (1993), studiando Corallina pilulifera Postels & Ruprecht, descrivono una
diminuzione nei tassi di calcificazione a condizioni di pCO, = 1250 ppm rispetto alle
condizioni di controllo (pCO; = 350 ppm).

— Kuffner et al. (2008) hanno rilevato una diminuzione nell’area ricoperta da alghe
calcaree incrostanti del 92% (pCO, = 765 ppm) rispetto alle condizioni di controllo
(pCO, =400 ppm).

— Jokiel et al. (2008) hanno registrato una riduzione dello sviluppo delle Corallinaceae
(Lithophyllum pallescens (Foslie) Foslie, Hydrolithon sp. e Porolithon sp.) in
ambiente acido (pCO, = 800 ppm) pari all’86% rispetto alle condizioni di controllo
(pCO, = 365 ppm).

— La calcificazione di Porolithon onkodes (Heydrich) Foslie € risultata essere molto
sensibile alle condizioni di pH dell’ambiente. A valori di pH 7.85 & stata registrata
una diminuzione nel tasso di calcificazione rispetto alle condizioni di pH 8.0. |
campioni di P. onkodes sottoposti a pH 7.6 hanno mostrato una dissoluzione della
high-Mg calcite. Gli effetti dell’incremento della pCO,, inoltre, sembrano essere
esacerbati dall’incremento della temperatura dell’acqua marina (Anthony et al.,
2008).

— Semesi et al. (2009) riportano un decremento del 20% nella calcificazione di
Hydrolithon sp. sottoposto a pH 7.8 rispetto alle condizioni di controllo, pH 8.1.

— Martin & Gattuso (2009) hanno registrato la comparsa di fenomeni di clorosi in
Lithophyllum cabiochae (sensu auctorum) solamente nel caso in cui i campioni erano
stati sottoposti a condizioni di elevata pCO, (700 ppm) e temperatura elevata (+ 3 °C
rispetto alle condizioni di controllo). Il solo aumento della pCO, non sembra
determinare effetti su L. cabiochae (Martin & Gattuso, 2009).

Sembra quindi che il reclutamento delle Corallinaceae (Agegian, 1985; Kuffner et al.,
2008), la crescita (Agegian, 1985; Jokiel et al., 2008) e la calcificazione (Gao et al., 1993;
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Semesi et al.,, 2009; Anthony et al., 2008) siano tutti influenzati negativamente dalla
diminuzione del pH marino.

Il declino nella presenza delle alghe rosse calcaree potrebbe avere delle conseguenze
drammatiche per gli ecosistemi dove esse sono attualmente presenti, dalle regioni polari ai
tropici (Johansen, 1981). Nelle acque temperate, infatti, le Corallinaceae risultano essere una
delle maggiori componenti del benthos marino. Nelle zone a ridotta profondita le alghe
calcaree hanno una rilevante importanza ecologica, permettendo sia il reclutamento e la
colonizzazione di numerosi invertebrati che la formazione di habitat, quali i rhodolith beds
(Foster, 2001) o il coralligeno (Ballesteros, 2006). Grazie alla loro presenza si verifica quindi
un incremento della biodiversita (Johansen, 1981).

I rhodolith beds e la biocenosi del coralligeno sono habitat estremamente importanti
quali siti naturali di interesse conservazioni stico. Essi sono stati recentemente ascritti quali
habitat prioritari secondo il protocollo SPA/BIO (Convenzione Barcellona) (Rellini &
Giaccone, 2009).
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1.3 LITHOPHYLLUM INCRUSTANS PHILIPPI.

Lithophyllum incrustans Philippi appartiene all’ordine delle Corallinales, famiglia
Corallinaceae, sottofamiglia Lithophylloideae (Bressan & Babbini, 2003).

Questa specie e caratterizzata da un tallo incrostante con una superficie pit 0 meno liscia
[Fig. 1.12]. L’aspetto varia in relazione all’eta del tallo risultando inizialmente orbicolare, con
superficie liscia e bordi ispessiti, fortemente aderenti al substrato; successivamente piu talli
contigui confluiscono tra loro formando creste verticali nella zona di contatto. Il risultato
finale e una struttura a contorno irregolarmente lobato [Fig. 3] e con margini ancora ispessiti e
privi di strie, la cui superficie si solleva in ondulazioni pitu 0 meno evidenti ed e percorsa da
creste verticali sinuose al centro delle quali e ancora possibile individuare la linea di
separazione fra i due talli (Bressan & Babbini, 2003; Mangialajo et al., 2008).

Il colore degli esemplari appartenenti alla specie L. incrustans & variabile dal rosa-
violaceo [Fig. 3], in ambienti scarsamente illuminati, al grigiastro, in condizioni di elevata
irradianza (Bressan & Babbini, 2003; Mangialajo et al., 2008).

Fig. 1.12: campioni di Lithophyllum incrustans Philippi. Si osserva il tallo incrostante con superficie piu
o meno liscia, i bordi ispessiti e il colore rosa-violaceo (Macrofotografie di F. Cumani)

1.3.1. Caratteri vegetativi.

I filamenti basali sono unistratificati, ben sviluppati (fino ad uno spessore compreso tra 200-
300um); le cellule dei filamenti basali sono rettangolari (lunghezza 18-22 pum x diametro 5-
10um). | filamenti eretti sono multistratificati, caratterizzati da una struttura lassa con cellule

di lunghezza compresa tra 7 e 12 um e diametro tra 6 e 8 um (Bressan & Babbini, 2003).
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Le cellule epitalliche possono assumere forme da rettangolari ad appiattite [Fig. 1.13].
Tipico di L. incrustans sono le pit-connections secondarie [Fig. 1.13] (Bressan & Babbini,
2003; ; Mangialajo et al., 2008).

s
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Fig. 1.13: cellule epitalliche di L. incrustans (immagine a sinistra) e pit-connections secondarie (immagine a
destra). Immagini al SEM di F. Cumani

1.3.2. Caratteri riproduttivi.

Gli esemplari appartenenti alla specie L. incrustans si riproducono nei mesi di aprile, agosto,

settembre, ottobre e novembre. La riproduzione si verifica grazie alla presenza di:

— Concettacoli gametangiali: spermatangiali, pit piccoli dei carpogoniali; i carpogoniali
hanno un diametro di 150-250 pm.
— Concettacoli tetra/bisporangiali: unipori. All’interno di questi concettacoli ¢ frequente

la presenza di una columella [Fig. 5]; diametro 210-375um X altezza 250um.

Sia nei gametofiti che nei tetrasporofiti i concettacoli unipori sono immersi nello
spessore del tallo ed il tetto & scarsamente prominente per cui, in visione superficiale, €
possibile individuare unicamente il contorno del concettacolo provvisto di un poro
leggermente infossato [Fig. 1.14] (Bressan & Babbini, 2003).
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Fig. 1.14: concettacoli unipori di L.incrustans.
Visione esterna (immagine in alto) e sezione
del concettacolo in cui si riconosce la columella
(immagini a destra). Immagini al microscopio
stereo e SEM di F. Cumani.

1.3.2.1. Sviluppo ontogenico: sporogenesi, progenesi e morfogenesi.

Nello sviluppo ontogenetico delle alghe si distinguono due fasi (Bressan, 1980):
— progenesi: in cui non vi € la differenziazione dei tessuti, ma solo la formazione di un
numero iniziale di cellule che danno origine a un disco germinativo;
— morfogenesi: in cui, per l'attivita delle cellule meristematiche iniziali, si verifica una
differenziazione morfologica individuale degli strati di cellule.

Le prime due divisioni delle spore si verificano in due piani perpendicolari al substrato e
perpendicolari tra loro. Le quattro cellule cosi formate si dividono, ciascuno per proprio conto,
attraverso una serie di partizioni parallele alle prime due. Queste prime quattro cellule —
cellule primordiali del tallo — possiedono una autonomia propria di funzionamento. Puo
capitare, infatti, che per vari motivi, uno o due di queste cellule si evolvono mentre le altre
porzioni delle spore non si sviluppano (Cabioch, 1966b).

Le prime divisioni delle cellule primordiali non determinano un incremento nelle
dimensioni. Le pit-connections, ben visibili dopo la fissazione e decalcificazione, permettono
di ricostruire 1’ordine di filiazione delle cellule (Cabioch, 1966b).
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Le prime due divisioni sono parallele ai primi due piani di divisione delle spore, in
seguito si segmentano in 16 in modo regolare. Al di la delle 16 divisioni, le pareti possono
apparire o regolarmente alternate o tutte su uno stesso lato [Fig. 1.15]; queste due modalita
possono trovarsi simultaneamente sulla stessa germinazione in quanto le cellule primordiali
sembrano dividersi in modo indipendente le une dalle altre.

Solitamente, dopo quattro divisioni, il disco germinativo iniziale risulta essere
interamente suddiviso, senza aumentare le dimensioni. Contemporaneamente le cellule che si
trovano in posizione marginale acquisiscono la funzione di cellule iniziali.

In seguito tutto il disco germinativo si calcifica. Le iniziali marginali garantiscono
I'espansione del tallo alla superficie del substrato e il suo aumento in spessore. In L.
incrustans, la calcificazione, piu tardiva, comporta la formazione di cellule pilifere. Le cellule
ricoprenti sono di solito organizzate in modo regolare e nettamente superiori rispetto a quelle

appartenente al genere Lithothamnium (Cabioch, 1966a; Edyvean & Ford, 1986).

1.3.3. Ecologia

L. incrustans vive in condizioni ambientali piuttosto diverse su rocce esposte al moto ondoso o
come rodolita. Gli esemplari appartenenti a questa specie & presente anche su ciottoli, ma
comunque sempre immersa. Generalmente ¢ situata sotto il “trottoir a vermetidi”, cosi come
nella zona a Laminaria. Presente sia in superficie che in profondita, a partire dal piano
mediolitorale inferiore fino ai livelli inferiori del piano infralitorale. E’ tra le poche specie in
grado di tollerare fenomeni di sovra pascolo da parte di gasteropodi ed echinodermi (Bressan
& Babbini, 2003).
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Fig. 1.15
Tappe di accrescimento e differenziamento delle spore di L. incrustans.
Riproduzioni grafiche da Cabioch (1966) nelle immagini a sinistra, immagini a destra
realizzate al microscopio ottico da F. Cumani.
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1.4. IMAGE ANALYSIS.

La necessita di ottenere risultati significativi, attraverso procedure rapide ed economiche, ha
portato alla messa a punto di metodologie basate sulle nuove tecnologie informatiche.
L’analisi bidimensionale delle immagini — image analysis — viene utilizzata nei campi

scientifici piu vari:

— per la determinazione della lunghezza, del volume e della distribuzione della
biomassa di Daphnia (F&révig et al., 2002), ed anche per lo studio delle ali delle
libellule e delle vespe (Tofilski, 2004);

— per individuare e valutare i popolamenti bentonici, il loro sviluppo e 1’evoluzione
delle biocenosi presenti in una determinata area (studio in coltura di Corallinales:
Di Pascoli et al., 2005; Di Pascoli et al., 2006a; Di Pascoli 2007; Cumani et al.,
2008 — macrofitobentos: Littler & Littler, 1985; Meese & Tomich, 1992; Haddad
& Ormond, 1994; Morcom et al., 1998;Tribollet & Payri, 2001; Sustersic, 2005;
Preskitt et al., 2004; Di Pascoli et al., 2006b — fanerogame marine: Lee, 1997; Hily
et al., 2004 — zoobentos: Ponti et al., 2002);

— per lo studio dei cambiamenti nell’ultrastruttura delle cellule algali che si

verificano a causa della fotoacclimatazione (Fisher et al., 1998).

Tale tecnica di studio é stata applicata alle Corallinales per una rapida valutazione del
ricoprimento di questa componente vegetale su diverse tipologie di superfici (Di Pascoli,
2007).

L’analisi morfometrica bidimensionale risulta essere una tecnica valida in quanto & una
procedura precisa, che si realizza in tempi brevi e facilmente utilizzabile nei calcoli dei

parametri che si vogliono misurare (Fisher et al., 1998; Langdon et al., 2010).
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OBIETTIVI

Nel corso degli ultimi anni diversi autori hanno studiato gli effetti dell’acidificazione del mare
su organismi adulti di Corallinacae. Poco ¢ attualmente conosciuto sull’effetto della
diminuzione del pH in mare sulle prime fasi di sviluppo delle alghe rosse calcaree. Scopo

principale di tre anni di ricerca e stato quindi di:

v’ studiare gli effetti dell’ocean acidification in microcosmo sui giovani talli di L.

incrustans (Corallinaceae, Rhodophyta).

Tale filone di ricerca ¢ stato condotto grazie ai finanziamenti ottenuti dall’ISPRA (ex
ICRAM) nell’ambito del progetto V.E.C.T.O.R. (VulnErabilita delle Coste e degli
ecosistemi marini italiani ai cambiamenti climaTici e loro ruolO nei cicli del

caRbonio mediterraneo).

v' analizzare non solo gli effetti dell’incremento della concentrazione di anidride
carbonica in acqua marina sulle “prime fasi del ciclo vitale”, ma anche sugli

“esemplari adulti” di L. incrustans.
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MATERIALI E METODI 3.1 Impianto di coltura

3.1. IMPIANTO DI COLTURA.

Sebbene la chimica dell’ocean acidification sia sufficientemente nota (in: Introduzione, 1.1.1),
I’impatto sugli organismi ed ecosistemi marini rimane ancora poco conosciuto. Le risposte
biologiche all’acidificazione del mare fanno parte di un nuovo e recente campo di ricerca. I
primissimi esperimenti sono stati realizzati solamente negli anni ottanta (Agegian, 1985),
mentre la maggior parte sono stati condotti appena alla fine degli anni novanta.

Le sperimentazioni realizzate mediante perturbazione della pCO; sono uno dei metodi
principali per studiare la risposta biologica degli organismi calcificanti. Per regolare I'acqua di
mare a diversi livelli pCO,, il sistema dei carbonati puo essere manipolato in vari modi, che di
solito comportano modifiche in alcalinita totale o carbonio inorganico disciolto (At o DIC). Ci

sono diversi approcci sperimentali per regolare la CO, dell’acqua marina:

— cambiando DIC e mantenendo costante Ar: aerazione con aria a valori target di pCO,,
iniezioni di acqua marina satura di CO,, integrazioni combinate di NaHCO3; 0 Na,CO3
e HCI;

— cambiando At e mantenendo costante DIC: integrazioni di NaOH e/o HCI.

Ogni esperimento ha esigenze diverse a seconda degli organismi, della durata
sperimentale, dei volumi di incubazione o degli intervalli di campionamento;
conseguentemente a seconda delle esigenze sara necessario favorire una delle possibili
manipolazioni della chimica dei carbonati rispetto a un’altra (Gattuso et al., 2010).

Alla luce di quanto nel capitolo obiettivi (capitolo 2) é stato progettato e realizzato un
impianto di coltura artificiale a iniezione diretta di anidride carbonica mediante
gorgogliamento.

Il metodo del gorgogliamento di anidride carbonica in acqua marina € quello
maggiormente utilizzato negli ultimi studi sull’ocean acidification. Questa metodologia di
alterazione ¢ infatti un modo molto efficiente per riprodurre esattamente i cambiamenti della
chimica del carbonato che si verificheranno probabilmente negli anni a venire. Per inciso
infatti lo scenario futuro per la chimica del carbonio nell’acqua di mare prevede un aumento
di pCO;, e DIC (diminuzione del pH) senza alterazione di At (Gattuso et al., 2010).
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3.1.1. MICROCOSMO.

L’impianto di coltura, microcosmo, ¢ situato all’interno di una cella cronoregolata (L:D =
12:12) presso il Laboratorio di Fitoecologia marina (Dipartimento di Scienze della Vita,
Universita di Trieste). L’impianto di illuminazione artificiale € costituito da un complesso di
tre lampade (OsrAaM L36W/965 Biolux 2300 Im; OsramM L36W/77 Fluora 1400 Im; OSRAM
L36W/76 Natura de Luxe 1800 Im), con fascio perpendicolare alle vasche. L’insieme degli
spettri di emissione delle tre lampade garantisce 1’emissione di luce bianca incidente sulle tre
vasche costituenti il microcosmo [Fig. 3.1]. Tutte e tre le vasche di coltura sono posizionate a
una distanza dalla fonte di luce (percorso ottico) compresa tra 71,5 cm e 69,5 cm — irradianza
compresa tra 12 e 16 pmol m? s, Il percorso ottico & stato determinato e ottimizzato in

sperimentazioni precedenti (Cumani et al., 2008).

1

Fig. 3.1
Spettri di emissione delle lampade OsrRAM 965 Biolux (sinistra), 77 Fluora (centro) e 76 Natura de Luxe (destra).
Immagini tratte da www.aquaristic.net.

Per le inseminazioni e le colture vengono utilizzate tre vasche di 15 litri di volume
ciascuna e posizionate all’interno di una vasca da 200 litri a bagno-maria [Fig. 3.2] (Cumani et
al., 2010).

Fig. 3.2
Microcosmo costituito da tre
vasche di 15 litri di volume

ciascuna, posizionate all’interno
di una vasca da 200 litri.
Foto di F. Cumani
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All’interno di quest’ultima ¢ stata collocata una pompa da ricircolo EXTREMA PRX
100 che permette il trasporto dell’acqua all’interno di un climatizzatore per acquario (Ocean
GEOtronic Peltech 300) al fine di mantenere costante, pur direttamente, la temperatura in tutte
e tre le vasche del microcosmo (T = 20 °C) [Fig. 3.3a].

Le tre vasche del microcosmo sono dotate al loro interno di:

— una pompa a immersione, provvista di filtro, Micron® per generare idrodinamismo [Fig.
3.3c] al fine di evitare il ristagno dell’acqua e contemporaneamente per riprodurre al
meglio le condizioni necessarie per uno sviluppo corretto delle alghe rosse calcaree;

— un elettrodo per la misurazione continua del pH collegato al monitor pH Milwaukee
SMS 122 [Fig. 3.3c]. Ogni pH-metro e dotato di un sensore che permette allo
sperimentatore di impostare un determinato valore di pH superato il quale
I’elettrovalvola collegata viene attivata [Fig. 3.3b]. Quest’ultima una volta attivata
determina I’apertura della valvola a spillo e la conseguente immissione di CO;
all’interno della vasca;

— due micronizzatori a setto poroso Askoll, uno dei quali collegato al pH-metro, che
permette la diffusione di aria e di CO, pura — quello collegato all’elettrovalvola — in

acqua [Fig. 3.3c].
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Fig. 3.3a: climatizzatore per acquario (Ocean GEOtronic
Peltech 300) per mantenere costante la temperatura
in tutto il microcosmo.

Fig. 3.3b: quadro di controllo contenente tre pH-metri ognuno
dei quali collegato ad elettrovalvola che permette
I’erogazione dell’anidride carbonica all’interno delle
tre vasche.

Fig. 3.3c: pompa a immersione, elettrodo collegato al pHmetro
e micronizzatore a setto poroso Askoll erogatore di
anidride carbonica

3.1.2. CONDIZIONI DI COLTURA.

3.1.2.1. Mezzo di coltura.

Le colture sono state mantenute in acqua di mare naturale, prelevata presso lo stesso sito di
campionamento delle alghe calcaree. L’acqua raccolta, con contemporaneita stagionale tra
colture e raccolta di acqua, € stata conservata in apposite taniche, poste al buio e in cella
termostatata, e successivamente sottoposta ad una filtrazione meccanica (filtro Millipore con
porosita 0.45 um) con pompa a vuoto prima di essere immessa nelle vasche di coltura. Questa

operazione ha permesso di eliminare eventuali impuritd e microorganismi natanti, che
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avrebbero potuto compromettere il buon funzionamento dei filtri delle vasche. Una volta alla
settimana si sono resi necessari dei cambi di 7 litri d’acqua per vasca al fine di mantenere

costante la At ed evitare eccessivi impoverimenti trofici del mezzo di coltura.

3.1.2.2. Parametri chimico-fisici.

Nel corso delle sperimentazioni sono state registrate le eventuali variazioni dei parametri

chimico-fisici dell’acqua.

— pH: registrato continuamente dagli elettrodi collegati al sistema erogatore della CO,
all’interno del microcosmo. Nel corso di ogni singola inseminazione, al fine di avere
un ulteriore e piu preciso controllo di questo parametro, e stata utilizzata la sonda
Waterproof Handheld PC 650 dual parameter Meter cosi da registrare i valori di pH
ogni 10 minuti. I dati sono stati scaricati nel computer grazie al collegamento mediante

infrarossi sia durante le ore di luce che nel corso delle ore di buio.

— Temperatura: la temperatura ¢ stata mantenuta costante all’interno delle tre vasche (T
= 20 °C), mediante il climatizzatore per acquario Ocean GEOtronic Peltech 300, in
tutte le inseminazioni condotte. Tale accorgimento e stato necessario in quanto i
processi fisiologici delle alghe rosse calcaree sono fortemente dipendenti dalla
temperatura (Portner et al., 2004). In questo modo non € stato introdotto una ulteriore
variabile all’interno del microcosmo. I dati della temperatura sono stati registrati

contemporaneamente a quelli del pH (punto precedente).

— Salinita: come la temperatura anche la salinita e stata mantenuta costante nel corso
dell’intera sperimentazione. I valori della salinita sono stati registrati anch’essi ogni 10
minuti mediante Waterproof Handheld PC 650 dual parameter Meter. | dati ottenuti
dalla sonda, mediante conduttivita, sono stati quindi elaborati mediante il software

excell seawater properties v20 per ottenere i valori di salinita in psu (Gill, 1982).

— Alcalinita totale (At): registrata mediante titolazione con indicatore misto verde di
bromocresolo-rosso metile (APAT CNR IRSA Metodo 2010 Manuale 29/2003). Nel
corso delle colture condotte solamente sui giovani talli delle Corallinaceae i valori di

At sono stati mantenuti costanti. In questo modo e stato possibile riprodurre al meglio i
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cambiamenti della chimica dei carbonati che si potrebbero verificare in futuro (Leclerq
et al., 2002; Gattuso et al., 2010).

— pCO; e altri parametri della chimica dei carbonati: sono stati determinati dai
parametri di temperatura, salinita e At usando il software CO2sys.xls (Lewis &
Wallace, 1998). Questo software € stato utilizzato nella maggior parte degli studi
condotti fino ad ora e il suo utilizzo € consigliato anche nel manuale metodologico

pubblicato dalla commissione europea nel 2010 (Riebesell et al., 2010).

— Nitriti, nitrati, fosfati: misurati settimanalmente utilizzando alcuni test per
acquariofilia (Red Sea Test Lab). In questo modo & stato possibile controllare

rapidamente, e con un costo contenuto, lo stato del mezzo di coltura.

3.1.2.3. Anidride carbonica.

I valori chiave di p(CO2)am Usati negli esperimenti di ocean acidifcation dovrebbero essere
basati principalmente sulla probabili traiettorie future di p(CO2)am, includendo anche valori
intermedi (Barry et al., 2010). L’IPCC nel rapporto speciale sullo scenario delle emissioni —
SRES, Special Report on Emission Scenarios — riporta degli scenari, basandosi su
popolazione, crescita economica, tassi di sviluppo tecnologico e sui comportamenti sociali,
prevedendo le emissioni di CO, da combustibili fossili del 2100 (Naki¢enovi¢ & Swart, 2000).
Lo scenario SRES indica un continuo incremento nella pCO, atmosferica fino al
raggiungimento nel 2100 di valori compresi tra 530 e 970 ppm, a seconda dello scenario e del
ciclo del carbonio utilizzato nelle simulazioni (Plattner et al., 2001).

In base a quanto espresso dagli scenari SRES si é scelto quindi di riprodurre tre

condizioni differenti all’interno delle tre vasche del microcosmo:

» ‘vasca controllo’: si cerca di riprodurre le condizioni simili a quelle attuali di pCO,
atmosferica (p(CO2)am =~ 378 ppm) (Leclerq et al., 2002; IPCC, 2007). Questo valore

di pCO, é stato utilizzato quale valore base di riferimento anche in altri studi

riguardanti 1’ocean acidification (Hansen et al., 2008; Barry et al., 2010);
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» ‘vasca intermedia’: si cerca di riprodurre le condizioni intermedie tra la vasca di

controllo e quella acida al fine di poter analizzare gli effetti del gradiente di acidita
(P(CO2)aim = 564 ppm) (Leclerq et al., 2002; IPCC, 2007);

» ‘vasca acida’: si cerca di riprodurre le condizioni marine del 2100 nel caso in cui
vegano mantenute le attuali emissioni antropiche di anidride carbonica in atmosfera
(P(CO2)atm = 790 ppm) (Leclerq et al., 2002; IPCC, 2007; Barry et al., 2010).

3.2. INSEMINAZIONI.

3.2.1. Prelievo del materiale vegetale.

Alghe calcaree incrostanti sassicole sono state prelevate presso il lungomare di Barcola (Golfo
di Trieste, Alto Adriatico, 45°41°21.79°°N;13°44°32.07"’E, sito in-shore) a una profondita di
3-4 m mediante immersioni in apnea. | campioni di Corallinaceae sono state prelevati e
collocati subito in barattoli con acqua marina del sito di campionamento. | campioni sono stati
trasportati al buio in laboratorio, mantenendoli all’interno di un vaso Dewar per non
determinare delle escursioni termiche eccessive. Sono stati campionati esemplari di
Corallinaceae appartenenti alla specie Lithophyllum incrustans Philippi.

Questa specie ¢ stata scelta perché, tra 1’altro, ¢ facilmente identificabile, gia nel corso
del campionamento in mare; questo fatto rende possibile selezionare i campioni in una fase
molto precoce e ridurre cosi il numero di specie presenti all’interno del microcosmo. Il
controllo, anche indiretto, dell’eterogeneita indotta al momento dell’inseminazione ha
suggerito la scelta di L. incrustans in quanto, per le sue caratteristiche morfologico-funzionali,
presenta un ridotto quantitativo di epifiti calcarei reali (o potenziali) sul suo epitallo (rapporto
basifita / epifiti). Infatti & noto dalla letteratura (Ballesteros et al., 2007; Mangialajo et al.,
2008) che L. incrustans viene utilizzato per la definizione dello stato ecologico dell’ambiente
mediante I’indice ecologico CARLIT.

| vantaggi della realizzazione di colture monospecifiche sono legati ad una
interpretazione relativamente facile dei dati raccolti. In generale questi esperimenti possono
essere altamente controllati manipolando una sola variabile. Pertanto le risposte osservate non
sono confuse da ulteriori variabili o da interazioni biologiche o ambientali (Widdicombe et al.,
2010).

La possibilita di replicare in-toto la sperimentazione fornisce un notevole potere

statistico ed e un punto di forza di questa tipologia di coltura in laboratorio. Un altro fattore
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positivo dato dalle colture monospecifiche ¢ la possibilita di rilevare 1’impatto nel tempo
grazie all'accesso relativamente semplice ai soggetti dell’esperimento.

Con questa metodologia di coltura bisognera tuttavia tenere conto, in sede di
interpretazione dei dati sperimentali raccolti, che gli organismi in natura sono normalmente
esposti ad un insieme di fattori. La sinergia e/o 1’antagonismo di questi fattori ambientali
possono determinare una variazione nella risposta da parte degli stessi organismi rispetto a

quella registrata all’interno del microcosmo.

3.2.2. Protocollo di inseminazione

I campioni raccolti sono stati portati in laboratorio in contenitori al buio e in seguito posti in
recipienti contenenti acqua di mare a temperatura ambiente per individuare ed eliminare
eventuali organismi dannosi per la futura coltura. Le alghe calcaree incrostanti sassicole sono
state quindi sciacquate singolarmente in acqua di mare. Sono stati scelti i campioni con una
copertura di Corallinaceae incrostanti vitali,
quindi posizionati nelle vasche di coltura. Lo
shock termico subito dai campioni durante il
trasporto ed il successivo collocamento nella
cella e sufficiente ad indurre la pervieta dei
concettacoli ed il conseguente rilascio delle spore
(Woelkerling et al., 1983; Ichiki et al., 2000).

Sul fondo delle tre vasche utilizzate per la

sperimentazione sono stati posizionati dei vetrini

— 20 in ogni vasca su due file — precedentemente

preparati (vedi sotto), su un supporto di plastica

dello spessore di alcuni millimetri, distanziatore

utile per evitare possibili fenomeni di anossia

nella parte inferiore (Bressan et al., 1977; Fig. 3.4
o ) ) griglia semirigida plasticata
Lazzarini, 2001; Pellegrina, 200; Wilson et al., provvista di sostegni in plastica

2004) [Fig. 3.4].

Per evitare che i diversi substrati colonizzati da alghe calcaree occupassero parte della
superficie del vetrino, rendendo cosi impossibile la colonizzazione dello stesso, sono state
utilizzate tre strutture con una griglia semirigida plasticata (requisito ritenuto fondamentale per

evitare che venissero liberati ioni metallici in grado di alterare le caratteristiche chimiche
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dall’acqua), provviste di sostegni in plastica, sollevate dai vetrini di un paio di centimetri (Di
Pascoli, 2007; Cumani et al., 2008) [Fig. 3.4].

Le alghe calcaree sassicole progenitrici sono state lasciate all’interno della vasca per 24
ore (Jones & Woelkerling, 1984; Zangrandi, 1994) prima di essere prelevate, essiccate e
conservate per ogni ulteriore analisi. Al di sotto delle griglie, su supporti di plastica
precedentemente descritti, erano stati posizionati dei vetrini sui quali le spore si sono

appoggiate per semplice fenomeno di caduta.

I vetrini (Menzel-Glaser 76x26 mm) sono stati preparati per le inseminazioni con il seguente
protocollo (Bressan, 1974; Cumani, 2007):
— indossare i guanti in lattice per evitare contaminazioni;
— tagliare con punta di diamante a meta i vetrini, quando necessario, con punta di diamante e
successivamente passare a una marcatura preliminare degli stessi con un codice alfanumerico;
— lavare accuratamente i vetrini con detersivo biologico (passaggio necessario per I’eliminazione
di eventuali residui di silicone);
— risciacquare con abbondante acqua corrente;
— [sotto cappa, con le apposite protezioni] porre i vetrini in una soluzione cosi preparata; 1/3 HCI
al 37% 2/3 Alcool etilico al 95%;
— lasciar riposare per almeno una settimana;

— risciacquare i vetrini con abbondante acqua corrente (1-2 ore);

— lasciar riposare, o meglio “condizionare”, i vetrini nel mezzo di coltura per almeno 5 ore, prima

dell’avvio della coltura vera e propria.
3.2.3. Mantenimento dei campioni.

La pulizia dei vetrini ¢ stata effettuata periodicamente ed in concomitanza all’osservazione al
microscopio ottico degli stessi. E stato deciso di evitare la “classica” modalita di pulizia per
raschiamento con spugna riscontrata in letteratura (Leukart, 1994, Ichiki et al., 2000), data la
precocita della fase di germinazione in cui sono state condotte le osservazioni durante questa
sperimentazione.

Durante i primi quindici giorni, la pulizia dei vetrini e stata eseguita tramite il
movimento forzato di piccole quantita d’acqua, movimento reso possibile dall’impiego di una
pipetta. Questo accorgimento ha evitato il danneggiamento dei talli, riuscendo comunque a
mantenere un buon grado di visibilita per le successive osservazioni al microscopio ottico e
diminuendo il possibile “disturbo” alle alghe, dovuto alla presenza di altri organismi.
Avvalendosi di questa tecnica, si € evitata sia la sedimentazione delle piccole impurita in

sospensione, che I’accumulo di microrganismi in specifiche zone del vetrino.
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A coltura avviata, dopo 2 settimane dall’inseminazione, durante le operazioni di pulizia
dei vetrini é stato possibile utilizzare un pennello a setole morbide. Si é constatato, infatti, che
nel momento in cui i talli delle alghe calcaree hanno aderito al substrato ed hanno raggiunto
uno sviluppo adeguato (circa 70-80 cellule), non sono piu vulnerabili, qualora esposte ad

eventuali danneggiamenti dovuti all’azione meccanica del pennello (Cumani et al., 2008).

3.2.4. Tecniche di inseminazione.

Le colture sono state condotte con due differenti tecniche di inseminazione: colture

‘monofase’ e ‘trifase’ (Cumani et al., 2010).

» Coltura ‘monofase’: una cultura €& stata tale quando, durante il periodo di

inseminazione, i valori di CO, e pH sono stati mantenuti costanti in ogni singola
vasca. Sono state realizzate cinque colture di tipo monofasico della durata di due mesi
ognuna: maggio 2008, ottobre 2008, maggio 2009, giugno 2010, settembre 2010.

» Coltura ‘trifase’: una coltura e stata tale quando, durante il periodo di inseminazione, la

CO;, e stata progressivamente aumentata (in tre fasi):

1. all’inizio il valore di p(CO2)am € Stato mantenuto pari a 378 ppm in tutte e tre le
vasche;

2. la p(CO)4m € stata aumentata lentamente e progressivamente fino ad arrivare al
valore di 564 ppm nella vasca intermedia e acida;

3. la p(COy)am € stata aumentata lentamente e progressivamente fino a raggiungere
790 ppm nella sola vasca acida.

Sono state realizzate tre colture di tipo trifasico della durata di due mesi ognuna:

luglio 2008, ottobre 2009, marzo 2010.

La realizzazione di queste due diverse metodologie ha permesso una piu approfondita

interpretazione dei dati biologici raccolti nel corso di tutte le inseminazioni.
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3.3 ANALISI DELLA PRODUZIONE E DELLA MORTALITA DELLE SPORE DI L. INCRUSTANS.

3.3.1 Censimento.

Il censimento degli individui, a livello di numero di dischi germinativi di alghe calcaree
attecchiti dopo una settimana, e stato effettuato tramite conta diretta con microscopio ottico
invertito (Leica DM IL), munito di macchina fotografica digitale (Nikon COOLPIX 4500). Il
censimento giornaliero é stato condotto analizzando nella medesima giornata un numero di
vetrini uguale per la vasca di controllo, intermedia e acida. Cio é stato realizzato al fine di
avere una contemporaneita nei dati raccolti delle tre diverse condizioni di acidita dell’acqua
marina.

I vetrini sono stati prelevati dalla cella con I’ausilio di pinzette e piastre Petri; i campioni
sono stati poi posizionati in una cuvette e sottoposti a luce e temperatura ambiente per un lasso
di tempo massimo di circa 15 minuti. La cuvette utilizzata e stata ideata e creata
appositamente, allo scopo di facilitare 1’osservazione dei campioni vivi al microscopio ottico.
Lo spessore di pochi millimetri ed il fondo in vetro, permettono di adagiare la cuvette sul
ripiano porta oggetto del microscopio ed esaminare i vetrini colonizzati mantenendoli
costantemente immersi nell’acqua di coltura (Cumani, 2007).

Gli individui conteggiati sono stati determinati e durante 1’operazione sono state scattate
delle fotografie, per permettere il monitoraggio della crescita e far luce su eventuali dubbi di
carattere tassonomico. Le fotografie sono state registrate secondo specifiche diciture (Cumani,
2007):

— numero progressivo della fotografia effettuata;

— data del giorno in cui é stata realizzata la fotografia (eta del tallo);

indicazione della marcatura del vetrino (posizione nelle vasche di coltura);
— eventuali note dell’autore sul soggetto della fotografia.
E’ stato quindi creato un archivio fotografico tematico, catalogando le immagini dei talli
in base: alla vasca in cui erano presenti, al vetrino di appartenenza e all’eta del tallo stesso.
Al termine di ogni inseminazione (due mesi) é stato realizzato un ulteriore censimento
dei dischi germinativi presenti a livello di ogni singolo vetrino. In questo modo € stato

possibile calcolare la mortalita dei giovani talli di L. incrustans.
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3.4 ANALISI DELL’ACCRESCIMENTO DI L. INCRUSTANS.
3.4.1 Misura dell’accrescimento delle fasi giovanili.

A livello di ogni vetrino sono stati contrassegnati, mediante 1’uso di punta di diamante, quattro
talli scegliendoli in maniera casuale. In totale sono stati marcati quindi 240 talli a
inseminazione. Per ogni disco germinativo sono stati annotati: il giorno di osservazione (eta
del tallo), il codice del vetrino, la sua posizione all’interno del cerchio di contrassegno, la
specie del tallo in questione ed infine il suo diametro maggiore e minore.

Nel corso dell’intera sperimentazione ogni tallo contrassegnato al microscopio ottico
invertito & stato fotografato settimanalmente con una macchina digitale (Nikon COOLPIX
4500). Dopo aver salvato le immagini digitali al computer, con un opportuno codice riportante
il giorno di osservazione e il vetrino corrispondente, esse sono state elaborate per ottenere la
risoluzione e la qualita migliore con software di grafica quali Paint Shop Pro e Adobe Photo
Shop (Cumani et al., 2008).

Ogni immagine digitale costituisce una foto campione, analizzata in seguito
guantitativamente mediante software opportuni. L’area di ricoprimento e stata calcolata
mediante il software di elaborazione grafica Image -Pro® Plus 6.0, in grado di misurare
superfici di aree definite. E’ stato necessario, prima di tutto, calibrare il programma con I’unita
di misura utile per I’analisi dell’immagine a disposizione, prendendo dei punti di riferimento
all’interno dell’immagine. Per tracciare con elevata accuratezza le aree occupate dalle alghe ¢
stato necessario ricorrere all’uso di una penna grafica (Wacom Bamboo). E’ stato possibile
scegliere il tipo di misura che si desidera ottenere dalla figura disegnata (area, diametro medio,
rotondita, ecc.), che € stata in seguito evidenziata per calcolare tutte le misure
precedentemente richieste. | dati possono essere salvati direttamente su un file Excel.

In questo modo & stato possibile calcolare ’accrescimento, espresso in AS (Um?, area
tallo misurata all’ultimo giorno di coltura — area tallo misurata alla seconda settimana) dei talli

nel corso delle colture (Cumani et al., 2010).
3.4.2 Misurazione dell’accrescimento degli organismi adulti di L. incrustans.

Parallelamente alla sperimentazione realizzata sulle prime fasi di sviluppo delle Corallinaceae,
¢ stata condotta un’analisi sull’effetto dell’acidificazione del mare, in termini di crescita, sugli

organismi adulti di L. incrustans.
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Sono state effettuate due colture ‘monofase’ (giugno e settembre 2010, durata due mesi)
e una coltura ‘trifase’ (dicembre 2009, durata sei mesi). In ogni coltura, all’interno di ogni
vasca del microcosmo, sono stati posizionati 6 individui di L. incrustans — sono stati

monitorati in ogni coltura 18 individui per un totale di 54 campioni.

Contemporaneamente ad ogni coltura sono stati
mantenuti 3 campioni di L. incrustans in mare presso il

sito di campionamento — in tutto sono stati quindi

studiati 9 campioni — al fine di avere un confronto nella

crescita tra I’ambiente naturale e quella di laboratorio.
Questi campioni sono stati trasportati dal sito di
campionamento in laboratorio e viceversa mantenendoli

Fig. 3.5
Gabbia realizzata per riporre in mare in barattoli termici al buio. I campioni ricollocati in

campioni di L. incrustans
mare presso il medesimo sito di campionamento sono
stati inseriti all’interno di una gabbia di plastica opportunamente costruita [Fig. 3.5] ancorata al
fondo mediante dei piombi. All’interno della gabbia, oltre ai campioni marcati con alizarina
(in: Materiali e metodi, 3.4.2.1), ¢ stata riposta una targhetta plastificata riportante “Campioni

di alghe calcaree dell’Universita di Trieste”.

3.4.2.1 Colorazioni elettive (marcatura con alizarina).

Per la stima della crescita in situ e in laboratorio di Corallinaceae nel corso degli anni sono
stati approntati e applicati diversi metodi basati su velocita di calcificazione, aumento di peso,
accrescimento orizzontale e verticale del tallo (Johansen & Colthart, 1975; Bressan et al.,
1979; Bressan & Tomini, 1980; Edyvean & Ford, 1987; Matsuda, 1989; Garrabou &
Ballesteros, 2000).

Il rosso di Alizarina (Alizarin Red-S) € un colorante idrochimico che viene incorporato e
precipita, fissandosi in forma di cristalli rosso-violacei, consentendo cosi di definire un “linea
temporale” dell’attivita di calcificazione e di valutare pertanto 1’incremento della crescita.
Tale marcatore é gia stato utilizzato per le Corallinaceae (Andrake & Johansen, 1980; Payri,
1997; Rivera, 1999; Steller et al., 2000; Blake & Maggs, 2003; Rivera et al., 2004; Basso &
Rodondi, 2007). L’applicazione di questa tecnica presenta una serie di vantaggi legati ad una
marcatura precisa ed accurata, una scarsa tossicita per gli organismi ed un’applicazione

relativamente facile anche in natura (Lamberts, 1978; Rivera et al., 2004).
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Facendo riferimento al protocollo proposto da Rivera et al. (2004) tutti i campioni di L.
incrustans prelevati dal sito di campionamento sono stati mantenuti in laboratorio all’interno
di una vaschetta in acqua marina con 0.25 mg/l di alizarina per un periodo di 24 ore [Fig. 3.6].
Al termine di questo periodo 3 campioni sono stati ricollocati nel sito di campionamento
all’interno di una gabbia opportunamente costruita. Al termine del periodo di coltura
corrispondente i campioni in natura sono stati riportati in laboratorio per le analisi
dell’accrescimento.

La parte marginale del tallo dei campioni cresciuti sia in microcosmo che in laboratorio,
e stata quindi opportunamente sezionata al fine di misurare, e fotografare, al microscopio
ottico la porzione di tallo presente dopo la banda marcata da alizarina. Nel corso delle tre
colture sono stati analizzati 5 margini per ogni campione per un totale di 63 margini. A livello
di ogni singolo margine sono state effettuate 5 misure per porzione di margine, per un totale di
315 misure [Fig.3.7].

Fig: 3.6

Capsula Petri da 2 litri nella quale ¢ stata effettuata la
marcatura con alizarina.

Fig. 3.7: sezioni per il calcolo dell’accrescimento di L.
incrustans. Il tratto evidenziato in rosso € la parte
cresciuta dopo la marcatura con Alizarin-S (banda

sottostante piu scura). Immagini realizzate da F. Cumani.
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3.5 ANALISI DELLA CALCIFICAZIONE IN L. INCRUSTANS.

Gli studi di laboratorio hanno il pregio di fornire una prova chiara di un rapporto di causa ed
effetto (Langdon et al., 2010). Per cercare di capire gli effetti della acidificazione dell’acqua
marina sulla calcificazione delle Corallinaceae appartenenti alla specie L. incrustans sono state
condotte delle analisi con differenti metodologie:

— analisi delle immagini al microscopio confocale mediante marcatura con calceina;

— analisi delle immagini al Microscopio Elettronico a Scansione (SEM — Scanning
Electron Microscopy);

— analisi del tasso di calcificazione netta con alkalinity anomaly method (Smith & Key,
1975).

Sono stati inoltre analizzati i dati ottenuti mediante il software CO2sys.xls ponendo
particolare attenzione sulla variazione dei seguenti parametri: ioni bicarbonato (HCO3), ioni
carbonato (CO37), stato di saturazione della calcite e dell’aragonite (Qca € Qar
rispettivamente). La calcificazione delle Corallinaceae € infatti dipendente dalla
concentrazione degli ioni carbonato disponibili nell’acqua marina. Pur depositando high-Mg
calcite sulle loro pareti cellulari, sono stati presi in considerazione i parametri di Qc, € Qar
invece di Quigh-mg- Questo € stato necessario a causa della natura stessa della calcite

magnesiaca (in: Introduzione, 1.1.1.4).

3.5.1 ANALISI DELLA CALCIFICAZIONE: MICROSCOPIA CONFOCALE LASER.

Per studiare la calcificazione dei dischi germinativi, nel corso dell’intera sperimentazione, €
stato messo a punto un nuovo protocollo metodologico per la marcatura con calceina [Fig. 3.8].
La calceina e un marcatore specifico che precipita in modo irreversibile presso i siti di
mineralizzazione del carbonato di calcio, determinando cosi una marcatura fluorescente
(Marschal et al., 2004; Brahmi et al., 2009; Dupont et al., 2010).
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La calceina ¢ un marcatore fluorescente con lunghezza d’onda di eccitazione e di emissione
rispettivamente di 495 e 515 nm. Ad una concentrazione che supera i 100 mM si verifica la
saturazione del marcatore. La

HOOC._HO O OH _COOH . . -
ﬁ r calceina viene utilizzata quale
HOOC.__N N._~-COOH indicatore complessometrico per
0 la titolazione degli ioni calcio

Q 0 con EDTA e per la

determinazione fluorimetrica del
Fig. 3.8: molecola di calceina. Immagine da wikipedia calcio. Comparata ad altri

fluorocromi, quale ad esempio la
tetraciclina, la calceina sembra essere meno tossica (Rowley & MacKinnon, 1995; Thébault et
al., 2006). La calceina & stata utilizzata per lo studio della crescita sui gasteropodi (Pirker &
Schiel, 1993; Moran, 2000), mitili (Kaehler & MacQuaid, 1999), foraminiferi (Dissard et al.,
2009), molluschi bivalvi (Thébault et al., 2006), coralli (Marschal et al., 2004; Brahmi et al.,
2009), echinodermi (Dupont et al., 2010).

La realizzazione del nuovo protocollo metodologico ¢ stata necessaria dall’assenza di
documentazione riguardante 1’uso di questo colorante sugli organismi giovani di
Corallinaceae. Il nuovo protocollo metodologico é stato modificato da quello descritto da
Yajima & Kiyomoto (2006) e perfezionato grazie alla diretta collaborazione con il D. Sc. Sam
Dupont dell’universita di Goteborg.

La marcatura con calceina ha permesso di analizzare in modo semi quantitativo la
calcificazione dei dischi germinativi mediante Confocal Laser Scanning Microscope (Nikon
Eclipse C1si). Il Nikon Eclipse C1si e dotato di tre canali 515/30 (centrato su 515 nm con una
finestra di 30 nm), 590/50 (centrato su 590 nm con una finestra di 50 nm) ¢ 650 LP (filtro ‘a

lungo passo’ oltre 1 650 nm).

Il microscopio confocale laser — Confocal Laser Scanning Microscope — & una evoluzione
del microscopio a fluorescenza. Il microscopio confocale permette di focalizzare un laser
sul preparato, aumentando notevolmente la risoluzione e la profondita di campo. La sua
sorgente luminosa é costituita da uno o piu laser, per ogni diversa frequenza di eccitazione
richiesta. Il meccanismo di direzione del fascio luminoso viene gestito da sistemi
computerizzati. Le immagini ottenute, sincronizzando con il fascio di eccitazione il
dispositivo di rivelazione, possono permettere di evidenziare con differenti colori le diverse

molecole presenti nel preparato, permettendo di apprezzarne la tridimensionalita (Pawley,
2006).
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Al fine di osservare i giovani talli al microscopio confocale e stato necessario effettuare
la caduta delle spore dalle alghe progenitrici su vetrini coprioggetto — 10 vetrini per vasca.
Questo accorgimento e stato reso necessario dal momento che lo spessore dato dalla cuvette e
dal vetrino stesso é risultata essere troppo elevata per ottenere delle immagini dei giovani talli
con definizione adeguata.

Per individuare la concentrazione ideale di calceina necessaria ad una corretta marcatura
del campione, sono state testate le seguenti concentrazioni: 0.05 mg/l, 0.25 mg/l, 0.45 mg/I,
0.85 mg/l. La marcatura e stata effettuata mantenendo i campioni per 24 ore in 5 capsule Petri,
una priva di calceina e le rimanenti 4 con le concentrazioni riportate precedentemente. In ogni
contenitore sono stati immersi 4 vetrini per contenitore con acqua marina filtrata a pH di
controllo (millipore 0.45 um) e calceina — sul coperchio delle capsule é stata riportata la
concentrazione di calceina presente all’interno [Fig. 3.9]. Una volta osservati i diversi dischi
germinativi al microscopio confocale la concentrazione piu adeguata del marcatore per lo
studio della calcificazione é risultata essere 0.25 mg/l. A concentrazioni superiori di calceina
la marcatura risultava essere sovraespressa, mentre a concentrazione pari a 0.05 mg/l non e

stata rilevata alcuna colorazione.

Fig. 3.9
Capsule Petri con diverse concentrazioni
di calceina per la messa a punto
metodologica.

La marcatura dei giovani talli sottoposti alle tre diverse condizioni di acidita é stata
effettuata iniettando all’interno delle tre vasche di coltura una concentrazione di calceina pari a
0.25 mg/l per un periodo di 24 ore. L’inserimento della calceina all’interno delle vasche del
microcosmo é stato possibile in quanto non é stato rilevato nel corso della messa a punto
metodologica per la marcatura, alcun effetto negativo del colorante sui campioni. Tale
mancata nocivita della calceina ha avuto riscontro anche nella documentazione bibliografica
studiata (Rowley & MacKinnon, 1995; Kaehler & MacQuaid, 1999; Moran, 2000; Thébault et
al., 2006; Brahmi et al., 2009; Dupont et al., 2010) e dalla com. verb. con il D. Sc. Sam
Dupont.
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Passate le 24 ore i vetrini provenienti dalla vasca di controllo, intermedia e acida sono
stati osservati al microscopio confocale. Nella medesima giornata sono stati osservati almeno
un vetrino per vasca al fine di avere, il piu possibile, una contemporaneita nell’analisi della
calcificazione dei dischi germinativi a seconda delle condizioni di pCO, cui erano stati

sottoposti.

3.5.2 ANALISI DELLA CALCIFICAZIONE: MICROSCOPIA ELETTRONICA A SCANSIONE.

Le immagini ottenute al Microscopio Elettronico a Scansione (SEM — Scanning Electron
Microscopy) (Leica Stereoscan 430i) sono uno strumento utile per evidenziare eventuali
alterazioni nella struttura e nella calcificazione delle alghe rosse calcaree. L’analisi delle
immagini offre una visualizzazione efficace delle implicazioni fisiche e strutturali della
dissoluzione dei minerali, e combinate con le analisi chimico-fisiche, diventa un importante

strumento per lo studio della calcificazione (Langdon et al., 2010).

3.5.2.1 Analisi della calcificazione al SEM dei dischi germinativi di L. incrustans.

| giovani talli, sia quelli marcati (in: Materiali e metodi, 3.4.1.) che quelli analizzati al
microscopio confocale (in: Materiali e metodi, 3.5.1.), sono stati analizzati al SEM.

La porzione di vetrino con il tallo € stata quindi isolata e collocata su stubs di alluminio
opportunamente codificati. In seguito, per eliminare i cristalli di sale e eventuali altre impurita,
¢ stato utilizzato un pennello a setole morbide imbevuto di acqua distillata passandolo
delicatamente sul campione (Cumani, 2007).

Gli stubs cosi preparati sono stati posti nel Critical Point Dryer per predisporli alla
successiva metallizzazione per rendere conduttivi i campioni (Metallizzatore s150 Sputter

Coater, Edwards). | campioni sono quindi stati inseriti nel SEM e osservati.

3.5.2.2 Analisi della calcificazione al SEM dei campioni adulti di L. incrustans.

Le porzioni marginali e ’epitallo dei campioni adulti di L. incrustans da osservare al SEM

sono stati preparati ed analizzati secondo il seguente protocollo (Cumani, 2005; Kaleb, 2007):

— le porzioni da analizzare sono state distaccate mediante 1’uso di una pinzetta o di una

lametta da laboratorio
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— la porzione ¢ stata inclusa in uno strato di DAS — nome commerciale di una pasta
sintetica a base minerale adatta per modellare — spesso almeno tanto quanto la porzione
da includere. Si provvede quindi a segnare sul DAS quella linea che prevedibilmente
sara orientatrice per il piano di sezione; il preparato viene riposto in stufa ad asciugare
a 30 °C per 24 ore;

— una volta asciugato il DAS, si esegue la sezione del campione mediante 1’uso di una
lametta di laboratorio e di martelletto;

— le sezioni della porzione di tallo vengono isolate e collocate su stub grazie all’uso di
una pellicola biadesiva;

— ogni stub ¢ stato “sonicato” su base sospesa rovesciata in acqua distillata per 60 minuti
(sonicatore Vitec), mediante supporto galleggiante in sughero; la sonicazione e stata
effettuata per pulire il campione da impurita o frammenti; in seguito gli stubs sono stati
messi, per 24 ore, in stufa a 30 °C per eliminare I’acqua;

— gli stubs sono stati posti nel Critical Point Dryer per predisporli alla successiva
metallizzazione;

— gli stubs sono stati posti nel SEM e osservati;

— le fotografie scattate al SEM sono state archiviate in una opportuna banca dati, con un
loro codice con estensione .TIF. In un apposito registro sono state descritte le foto
digitali scattate con il loro codice corrispondente;

— ogni foto ¢ stata quindi inserita in una banca dati di immagini all’interno della quale le
foto allo stereo microscopio, al microscopio ottico invertito (capitolo 3.4.2.1.) e quelle
scattate al SEM corrispondenti sono state fatte coincidere. In questo modo dall’insieme
della sequenza di foto e registrazione si pud ricostruire il percorso dello studio

effettuato.

3.5.3 ANALISI DELLA CALCIFICAZIONE: ALKALINITY ANOMALY METHOD.

Il metodo definito alkalinity anomaly method € attualmente molto utilizzato ed e stato descritto
per la prima volta da Smith & Key (1975). Tale metodo presuppone che, quando viene
prodotta/dissolta una mole di CaCOs, I'alcalinita totale (Ar) diminuisce/aumenta di due moli.
Come riportato nell’introduzion (capitolo 1.2.1.3) la At pud variare a seconda
dell'assorbimento e dal rilascio di PO3~, NO; e NHj associati alla fotosintesi e la
remineralizzazione (Brewer & Goldman, 1976) e dalla riduzione del solfato (Gaines & Pilson
1972).
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Il metodo alkalinity anomaly proposto da Smith & Key (1975) e stato recentemente
testato, implementato e convalidato in molti studi sull’ocean acidificationin (Gattuso et al.,
1998; Langdon et al., 2000 e 2003; Leclercq et al., 2000 e 2002; Langdon & Atkinson, 2005;
Schneider & Erez, 2006; Gazeau et al., 2007).

L’alkalinity anomaly method é una tecnica (Langdon et al., 2010):

— non distruttiva;

— applicabile per spazi ristretti (fino a 1 litro) e per brevi periodi di osservazione
(da 1 a 3 ore), ma anche per grandi spazi (piti di 1000 m®) per gli esperimenti su
lungo periodo (giorni/mesi);

— utile per sia per gli studi sulla calcificazione che sulla dissoluzione.

Chisholm & Gattuso (1991) hanno calcolato una precisione di questo metodo di +2 a 4
mmol di CaCOs; m>. La variazione d’errore di questo metodo potrebbe essere dovuta alla
possibilita che in alcuni ambienti si possa verificare un assorbimento e un rilascio di PO},
NO3, NHf, SOZ~ e acidi organici. Cio potrebbe causare una variazione nella At non correlata
ai processi di calcificazione e dissoluzione.

Il tasso di calcificazione netta secondo I’alkalinity anomaly method viene definito dalla

formula:

AA
g= —0.5p, A—tT (3.1)

g = tasso di calcificazione in mmol CaCO3; m™ per unita di tempo (ore)

p,» = densita dell’acqua marina (kg m™)

A:;tT = tasso di cambiamento dell’ At (mmol kg™) per unita di tempo (ore)
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3.6 ANALISI STATISTICA.

| dati del censimento e della crescita dei dischi germinativi sono stati analizzati mediante il test
statistico ANOVA (o = 0.05) contenuto nel software R (Riebesell et al., 2010).

L’analisi della varianza, indicata piu sinteticamente con il termine acronimo ANOVA
(ANalysis Of VAriance), consente di verificare se le medie di una variabile quantitativa
misurata su scala intervallare o razionale relativa a due o piu campioni appartengono o no alla
stessa popolazione.

L’ANOVA permette quindi di giudicare se due o pit gruppi sono omogenei rispetto ad
una variabile e se il criterio o fattore che ha determinato la suddivisione in gruppi ha
influenzato i valori della variabile. L’ANOVA € un test parametrico applicabile se le
assunzioni di normalita delle popolazioni da cui sono stati estratti i campioni e di omogeneita
delle loro varianze (omoschedasticita) sono soddisfatte (Townend, 2002).

Le condizioni di normalita sono state testate mediante il test Shapiro-Wilk (software R).
Il test di Shapiro-Wilk di bonta di adattamento alla distribuzione normale indica in termini
probabilistici se la distribuzione dei dati in input e di tipo normale o no. Le condizioni di
omoschedaticita sono state analizzate con il test di Bartlett (software R) (Riebesell et al.,
2010).

Il test ANOVA rivela, se esiste, una differenza dei valori di una variabile guantitativa
osservata in piu serie di dati, ma non e in grado di dire esattamente quale o quali gruppi
causano la disomogeneita dei valori. L’individuazione della disomogeneita & possibile solo
confrontando i gruppi a due a due con dei test specifici — test post-hoc —, dopo che il test
ANOVA é risultato significativo (p-value < 0.05). Nel corso della sperimentazione é stato

utilizzato il test post-hoc HSD Tukey’s (software R) (Riebesell et al., 2010).
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RISULTATI E DISCUSSIONE

4.1 Dati chimico-fisici

4.1 DATI CHIMICO-FISICI.

Nel corso di tutte le colture realizzate — maggio 2008, luglio 2008, ottobre 2008, maggio 2009,
ottobre 2009, marzo 2010, giugno 2010, settembre 2010 [Tab. 4.1] — sono stati analizzati i

seguenti parametri chimico-fisici (in: Materiali e metodi, 3.1.2.2): pH, temperatura, salinita,

alcalinita totale (Ar), pCO, e gli altri parametri della chimica dei carbonati — forme di

carbonio inorganico quali CO; disciolta in acqua, ioni bicarbonato e ioni carbonato, indice di

stato di saturazione della calcite e dell’aragonite.

Tab. 4.1: inseminazioni, realizzate con due metodologie, nel corso dei tre anni di dottorato.
Tipologia di coltura Date di inizio/fine delle colture

2008 Maggio ‘monofase’ 06 maggio — 06 luglio

2008 Luglio ‘trifase’ 21 luglio — 21 settembre

2008 Ottobre ‘monofase’ 20 ottobre — 20 dicembre

2009 Maggio ‘monofase’ 06 maggio — 06 luglio

2009 Ottobre ‘trifase’ 23 ottobre — 23 dicembre

2010 Marzo ‘trifase’ 15 marzo — 15 maggio

2010 Giugno ‘monofase’ 24 giugno — 24 agosto

2010 Settembre ‘monofase’ 23 settembre — 23 novembre

4.1.1. COLTURE ‘MONOFASE”’.

Nel corso delle cinque inseminazioni ‘monofasiche’ le alghe calcaree appartenenti alla specie

L. incrustans sono state sottoposte alle condizioni target riportate in [Tab. 4.2] (ulteriore

approfondimento in: [Tab. 4.3]).

Tab. 4.2: condizioni di coltura nelle inseminazioni ‘monofasiche’.

Vasca | pH | Temperatura (°C) | Salinita (PSU) | At (umol/Kg-SW) | p(CO2)am (Ppm)
controllo | 8.2 20 37 2320 378
intermedia | 8.0 20 37 2320 564
acida 7.8 20 37 2320 790
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Tab. 4.3
Valori medi (+ Deviazione Standard) dei dati chimico-fisici nelle colture ‘monofase’. Nella colonna Inputs sono riportati i dati registrati direttamente con la sonda; sotto la
colonna CO2sys.xls sono riportati i dati calcolati mediante questo software.

Inputs CO2sys.xls
Forme di carbonio inorganico Solubilita del calcio
Temp Salinita Ar HCO= 2- PCO,
pH ol oy (umol/Kg- | pCO, (natm) CO; CO; CO3 atmosferica
(°C) (PSU) SW) (Lmol/Kg- (umol/Kg- (umol/Kg- Qc. O (ppm)
SW) SW) SW)

s controllo {8.19+0.03 [ 19.7+0.26 | 36.89+0.53 | 2320+0.31 368.78+0.54 | 11.89+2.18 | 1822.45+18.3 | 200.66+28.01 |4.72+0.20 [ 3.08+0.19 377.4£0.54

-% intermedia | 8.05+0.06 | 19.7£0.16 | 36.92+0.43 | 2320+0.22 |551.01+32.40| 17.76+2.51 | 1941.79+41.6 | 152.65+31.37 |3.60+0.47 | 2.34+0.39 563.5+32.4

= acida 7.79+0.05 | 19.9+0.27 | 37.00£0.25 | 2320%£0.25 |764.00£65.47 | 24.48+5.32 | 2021.50+68.7 | 120.55+45.32 |2.84+0.73 | 1.85+0.43 | 781.6+65.47

controllo {8.194£0.02 | 20.1+0.18 | 37.73+£0.69 | 2320+0.25 |371.82+21.74| 11.80+3.21 | 1812.89+32.7 | 203.96+£7.99 |[4.78+0.21(3.11+0.69( 380.5+21.74
[ee)

;o_, intermedia | 8.05+0.05 | 20.1+0.14 | 37.82+0.71 | 2320+0.35 |545.78+74.32 17.31+£3.32 | 1928.59+41.2 | 157.54+17.31 |3.69+0.45|2.40+0.26 | 558.5£74.32
o

acida 7.78+£0.09 | 20.0+0.13 | 37.82+0.80 | 2320+£0.42 |787.83x72.47| 25.00+6.21 | 2022.90+£70.5 | 119.70+25.75 |2.80+0.62 | 1.83+0.45| 805.2+72.47

o | controllo |8.21+0.06 [ 20.0+0.29 | 37.09+0.48 | 2390+0.29 |369.46+11.37| 11.79+1.21 | 1864.00+29.8 | 213.28+17.2 |5.02+0.19 3.27+0.20| 378.0+11.37
o

2 | intermedia | 8.06+0.01 | 20.0+0.23 [ 37.00+0.45 | 2390+0.42 |555.47+35.35| 17.74+1.33 | 1991.75+57.4 | 161.67+28.37 |3.81+0.09 | 2.48+0.46 ( 568.3+35.35
=

acida 7.80+0.05| 20.1+0.35 ] 37.03£0.35 | 2390+£0.18 |765.00+81.32| 24.37+5.13 | 2075.00£84.1 | 127.96+45.76 [3.01+0.83|1.96+0.59 | 782.8+81.32

o | controllo |8.18+0.06 | 20.1+1.26 | 37.27+1.80 | 2228+0.29 |368.35+11.38( 11.72+1.58 | 1751.63+15.8 | 190.34+21.06 |4.47+0.50|2.92+0.32| 376.9+11.38
—

_'2 intermedia | 8.03+0.06 | 20.1+1.67 | 37.31£1.70 | 2228+0.66 |554.81+15.05| 17.66+£1.33 | 1868.38+20.3 | 143.83+22.42 |3.38+0.55|2.20+0.37| 567.7+£15.05

o acida 7.76£0.07 | 20.1+1.44 | 38.00£2.06 | 2228+0.83 |795.25+27.33| 25.20+4.76 | 1950.26+£34.9 | 110.91+16.65 |2.59+0.40 | 1.69+0.26 | 813.5+27.33

- controllo |8.20+0.01 | 20.1+0.11 | 37.13+0.35 | 2361+0.21 |367.93+11.12| 11.76+3.22 | 1840.32+16.9 | 209.99+15.32 (4.94+0.15|3.22+0.25| 376.5+11.12
—

}: intermedia | 8.06+0.03 | 20.1+0.12 | 37.11+0.36 | 2361+0.56 |550.85+19.35( 17.62+3.28 | 1966.31+26.1 | 159.8+21.38 |3.76+0.19|2.45+0.41| 563.6£19.35
[<5]
[%2]

acida 7.79+£0.03 | 20.1+0.10 | 37.09+£0.31 | 2361%+0.73 |765.86+30.12 | 24.36+5.30 | 2051.66+37.1 | 125.33+36.21 [2.95+0.251.92+0.31| 783.0+£30.12
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RISULTATI E DISCUSSIONE 4.1. Dati chimico-fisici

Grazie al software CO2sys.xls sono stati registrati i valori di pCO, sia superficiale che
atmosferica, e gli altri parametri della chimica dei carbonati [Tab. 4.3].

Spostandosi dalla vasca di controllo a quella acida, nel corso dell’intera sperimentazione
monofasica é stato registrato un incremento nella concentrazione di HCO3 e un decremento di
CO%™, Qca e Qa. Tale fenomeno riproduce quanto previsto nei modelli dell’ocean
acidification (in: Introduzione, 1.1.1.2 ¢ 1.1.1.4).

E’ stata registrata una variazione maggiore di At nelle colture di giugno e settembre
2010. Cio, molto probabilmente, € dovuto alla contemporanea presenza nelle vasche, nel corso
dei due mesi di inseminazione, delle alghe adulte di L. incrustans (in: Risultati e discussione,
4.3). La presenza di una biomassa algale calcarea maggiore sembra determinare infatti una piu

marcata variazione dell’alcalinita totale.

4.1.2. COLTURE ‘TRIFASE’.

Sono state condotte 3 colture ‘trifase’, ognuna protratta per due mesi: luglio 2008, ottobre
2009 e marzo 2010. Nel corso di queste inseminazioni le alghe calcaree appartenenti alla
specie L. incrustans sono state sottoposte alle condizioni target riportate in [Tab. 4.4]

(ulteriore approfondimento in: [Tab. 4.5]).

Tab. 4.4: condizioni di coltura nelle inseminazioni ‘trifasiche’.
L A
Temperatura | Salinita T P(CO2)atm
Vasca Fase H o mol/Kg-
P (°C) (Psu) | W | (ppm)

Controllo 1°,2°e 3° 8.2 20 37.0 2320 378
Intermedia 1° 8.2 20 37.2 2320 379
2°e 3° 8.0 20 37 2320 561
1° 8.2 20 37.2 2320 377
Acida 2° 8.0 20 37.1 2320 562
3° 7.8 20 37.2 2322 782

Come per le colture ‘monofase’, anche nelle colture condotte mediante acidificazione
progressiva e stato utilizzato il software CO2sys.xIs [Tab. 4.5].

Nel corso dell’intera sperimentazione ‘trifasica’ sono stati registrati, nel corso della
prima fase, valori simili nelle tre vasche di HCO3, di CO3%™, di Qc, € Qar. All’aumentare
dell’anidride carbonica insufflata in acqua le concentrazioni di HCO3 tendevano ad aumentare,
mentre quelle di CO3~, Qc, e Qar tendevano a diminuire fino ad assestarsi, nel corso della

terza fase di coltura, a valori comparabili a quelli ‘monofasici’ [Tab. 4.3].
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Come registrata nelle colture ‘monofasiche’ di giugno e settembre 2010, anche nella
coltura ‘trifasica’ di marzo 2010 ¢ stata registrata una variazione maggiore di Ar. Anche
questa inseminazione é stata condotta con la contemporanea presenza nelle vasche delle alghe
adulte di L. incrustans (in: Risultati e discussione, 4.3), per cui valgono le considerazioni

sopra riportate.
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Tab. 4.5

Valori medi (+ Deviazione Standard) dei dati chimico-fisici nelle colture ‘trifase’. Nella colonna Inputs sono riportati i dati registrati direttamente con la sonda; sotto la colonna
CO2sys.xls sono riportati i dati calcolati mediante questo software.

Inputs CO2sys.xls
Forme di carbonio inorganico Solubilita del calcio
on | salinita Ar co HCO- coz- pCO;
pH Temp (°C) (PSU) (unécij\//Kg— pCO; (patm) ( moI/f( 1 moI/E( ) o I3K ) Q Q atmosferica
) W g- | (1 g- | (umol/Kg ca Ar (ppm)
SW) SW) SW)

%'é controllo | 8.19+0.02 | 19.98+0.6 | 37.02+0.54 | 2319+0.15 371+27.9 11.948.1 | 1818.65+23 | 201.72+10 | 4.75+0.2 | 3.10+0.1 | 379.6+27.9
:‘5-% intermedia | 8.20+0.03 | 19.95+0.6 | 36.41+0.69 | 2321+0.13 370+41.1 11.9+1.3 | 1824.24+33 | 200.75+13 | 4.75+0.3 | 3.09+0.2 | 378.5+41.10
-3 acida 8.19+0.02 | 20.06+0.6 | 37.12+0.67 | 2322+0.11 368+27.7 11.847.1 |1817.92+31 | 203.22+10 | 4.78+0.2 | 3.12+0.2 | 378.6+27.70
@ | o E | controllo | 8.19:0.02 | 2025:03 | 37312025 | 2319:012 | 3702276 | 117:83 |181180+20 | 2043184 | 4.80+0.2 | 3.13:0.1 | 378.7427.60
-CD» 55-% intermedia | 8.05+0.02 | 20.36+0.3 | 37.17+0.45 | 2321+0.15 548+34.4 17.3+1.2 | 1931.67+13 | 157.11+10 | 3.70+£0.1 | 2.41+0.1 561+34.45
4| NS acida 8.05+0.03 | 20.27+0.3 | 37.68+0.94 | 2322+0.14 549+55.4 17.4+1.4 | 1931.63+28 | 157.25+10 | 3.68+0.2 | 2.40+0.2 | 564+55.38
o | controllo | 8192002 | 20.32+0.1 | 37.3120.26 | 2319+0.14 | 3704175 | 117453 |1810.83+15| 204.71+12 | 481201 | 3.14+0.1 | 378741753
:‘E-% intermedia | 8.05+0.03 | 20.41+0.2 | 37.06+0.61 | 2321+0.17 549+52.2 17.3+2.6 |1932.31+20 | 156.91+10 | 3.70+0.2 | 2.41+0.1 | 562+52.21

“ 8 acida 7.79+£0.01 | 20.35+0.1 | 37.57+0.18 | 2322+0.21 762+36.2 24.1+8.2 | 2015.78+60 | 123.50+10 | 2.90+0.1 | 1.89+0.1 | 783.1+36.20
%'é controllo | 8.19+0.04 | 19.9740.1 | 37.02+0.54 | 2318+0,20 369+77.9 11.843.3 | 1816.37+54 | 202.21+11 | 4.76+0.6 | 3.10+0.4 | 377.5+77.9
:‘E-% intermedia | 8.19+0.07 | 20.02+0.1 | 37.5940.45 | 2319+0,17 370+78.1 11.847.4 |1812.82+61 | 203.66+23 | 4.77+0.5 | 3.11+0.3 | 378.6+78.10
=3 acida 8.20+£0.02 | 20.05+0.1 | 37.12+0.67 | 2319+0,13 366+49.2 11.7+9.4 | 1814.28+42 | 203.42+12 | 4.79+0.7 | 3.12+0.5 | 376.5+49.20
o | & E | controllo | 8.19+0.02 | 200101 | 36.92:011 | 2318£024 | 370:584 | 118:31 | 181747432 | 20185:42 | 4.76:0.8 | 310:05 | 378.6+58.41
i o‘u—"% intermedia | 8.05+0.05 | 20.05+0.1 | 36.83+0.14 | 2319+0,18 551+46.3 17.645.4 | 1937.56+29 | 154.04+23 | 3.63+0.5 | 2.37+0.4 | 563.8+46.26
o |5 acida 8.05+0.09 | 20.05+0.05 | 37.03+0.21 | 2319+0,31 | 545+62.21 17.445.7 | 1934.25+47 | 155.26+£10 | 3.66+0.75 | 2.38+£0.47 | 559.7+62.21
%‘é controllo | 8.19+0.06 | 19.98+0.11 | 37.17+0.45 | 2318+0,19 | 369+37.63 11.8+4.2 | 1815.07+25 | 202.64+34 | 4.77+0.84 | 3.1+0.59 | 377.5+37.63
;E‘g: intermedia | 8.05+0.07 | 19.99+0.09 | 37.19+0.33 | 2319+0,31 | 548+32.81 17.5+8.2 |1934.41+23 | 155.11+21 | 3.65+0.49 | 2.38+£0.23 | 560.7+32.81

” 8 acida 7.79+0.02 | 19.98+0.10 | 37.02+0.54 | 2321+0,20 | 758.41+68.24 | 24.3+5.8 | 2020.45+54 | 121.38+32 | 2.86+0.33 | 1.86+0.23 | 778.6+68.24
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Tab. 4.5

Valori medi (+ Deviazione Standard) dei dati chimico-fisici nelle colture ‘trifase’. Nella colonna Inputs sono riportati i dati registrati direttamente con la sonda; sotto la colonna
CO2sys.xls sono riportati i dati calcolati mediante questo software.

Inputs CO2sys.xls
. . . Solubilita del
Forme di carbonio inorganico .
o A calcio 0CO,
pH 'I;Egp S(apllsnLljt)a (umol/Kg - (pgt%z) CO; HCO3~ COz” atmosferica
SW) H (umol/Kg - (umol/Kg - (umol/Kg - Qc. Qn, (ppm)
SW) SW) SW)
8.19+0. | 19.870. 367.74+80. 4,77£0. | 3.1110.
= controllo 05 26 37.46x0.44 | 2321%0.16 83 11.8+2.9 1816.37£10 203.14+10 61 40 3775480 83
P _§ intermed | 8.19+0. | 20.17+1. 4,78+0. | 3.1240.
:‘:' Sr, i 05 62 37.592£0.45 | 2320+0.11 | 372+64.53 11.8+2.5 1813.17£10 203.97£10 56 37 380.7464.53
— . 8.19+0. | 19.91+0. 367.74£49. 4,77£0. | 3.1110.
[ 209 | Toa | gy |STAGOA4) 202 | T gg | HEHES | 1GISBLR0 | 203573 | T73 | a9 | 377sea0a0
8.20£0. | 19.90+0 4,78+0. | 3.11+0
ol .z controllo 04 07 36.83+0.14 | 2321+0.28 | 367+63.64 11.8+2.3 1819.06+£20 202.52+13 80 52 375.4463.64
— — H
> | @ o|intermed | 8.05+0. | 19.93+0. 3.65+0. | 2.38+0.
g :N— 3 ia 07 08 36.92+0.29 | 2322+0.31 | 547+58.25 17.5+£3.8 1938.59+21 154.81+24 56 36 559 6+158.25
— . 8.05+0. | 19.93+0. 548.13+71. 3.62+0. | 2.36%0.
|| a3 | s |SOOL003] 2021x049 | gy | AT6eIz2 | IOHLSTE9 | 193440 | 70 | a5 | 5627437183
8.19+0. | 19.78+0 4.74£0. | 3.08%0.
L= controllo 04 11 36.92+0.11 | 2321+0.23 | 370£38.62 11.9+1.2 1822.66+20 200.99+12 84 54 378.4+38.62
@ S| intermed | 8.05+0. | 19.860. 3.64+0. | 2.370.
:o—) g, ia 05 09 37.03+0.13 | 2322+0.11 | 547459.67 17.5+2.8 1938.6+19 154.69+12 44 29 559 5+99 67
™ . 7.79+0. | 19.88+0. 764.39+67. 2.84+0. | 1.85+0.
acida 07 10 37.03+0.21 | 2323%0.25 73 24.6+12.1 2024.78+26 120.44+10 34 29 284.6+367.73
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RISULTATI E DISCUSSIONE 4.2. Analisi delle fasi giovanili di L. incrustans

4.2 ANALISI DELLE FASI GIOVANILI DI L. INCRUSTANS .

4.2.1. ANALISI DELLA PRODUZIONE DI SPORE.

4.2.1.1. Colture ‘monofase’.

Entro la prima settimana dal collocamento delle alghe progenitrici di L. incrustans all’interno
del microcosmo, € stato effettuato un censimento delle spore presenti a livello dei 20 vetrini
precedentemente posti sul fondo di ogni vasca. Nel complesso, considerando tutte le colture
‘monofase’ realizzate, sono state registrate 5301 spore, cosi distribuite [Fig. 4.1, Tab. 4.6]:

975
1000 -
900 -
816

800 -
3
@ 700 |
S 604 589
o 600 -
o
S 500 -
=

367
© 400 - 328
) 306
= 278
3 300 7 235 240
193 190
200 - 168
100 -
11 1 I I
0 e S P e w SEw
Q;Qq’\ Q;QQ’\ Q;QQ’\ &«0@\ &&Q’\ CQQ’\ Q;Q"’\ Q;Q"’\ Q;@\ \;@\ \;@\ 0«'@ &«@\ &'@ (;\9\
F FE O FFE& T8¢ ¢EE

O WP > (S A\ NS A Y NGy

& & & $ & W > & & & O & &S
0&\’6 & ¥ Q,OQ <& 0&\’6 & ¥ ()o*\ &q}& 0& & v
© \6& N C© \6& & < \0&

Fig. 4.1: censimento delle spore entro la prima settimana di inseminazione nelle colture ‘monofase’.

Tab. 4.6: censimento delle spore nelle colture ‘monofase’
Vasca

controllo | Intermedia | acida | TOTALE
2008 Maggio 193 11 1 205
2008 Ottobre 975 367 190 1532
2009 Maggio 604 168 235 1007
2010 Giugno 589 328 278 1195
2010 Settembre 816 306 240 1362
TOTALE 3177 1180 944 5301
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RISULTATI E DISCUSSIONE 4.2. Analisi delle fasi giovanili di L. incrustans

Nelle colture condotte con questa metodologia é stata registrata una presenza maggiore
di spore nella vasca di controllo rispetto alle condizioni piu acide [Fig. 4.1; Tab. 4.6].

Nella coltura di maggio 2008 & stato censito un numero molto ridotto di giovani talli
calcarei nelle vasche intermedia ed acida (rispettivamente: 11 e 1) rispetto alla vasca di
controllo (193). Nella vasca piu basica, inoltre, il numero di dischi germinativi registrato €
stato inferiore rispetto a quello delle altre colture. Questi fenomeni potrebbero essere

determinati dalla compartecipazione di due fattori:

— periodo di riproduzione di L. incrustans che & compreso principalmente tra
agosto e novembre (in: Introduzione, 1.3.2);

— la coltura di maggio 2008 e stata approntata per la messa a punto metodologica;
I’approccio all’uso dell’impianto di coltura a immissione diretta di anidride
carbonica non & risultato immediato e di conseguenza le alghe calcaree

progenitrici potrebbero aver risentito maggiormente dell’acidificazione.

La progressiva diminuzione della presenza di spore spostandosi dalle condizioni di
controllo a quelle piu acide registrata nel corso della prima inseminazione (maggio 2008) e
stata comunque confermata dalle analisi realizzate successivamente (ottobre 2008, giugno
2010 e settembre 2010), anche se la differenza nella presenza delle spore tra le tre vasche non
e stata cosi marcata [Fig. 4.1; Tab. 4.6].

Caso particolare ¢ risultato essere il censimento effettuato nell’inseminazione di maggio
2009. Al termine della prima settimana di coltura € stato registrato un numero di spore
maggiore nella vasca acida (235) rispetto a quella intermedia (168).

Da sottolineare comungue che la maggior parte dei giovani talli censiti nella vasca acida
(80%) presentavano alterazioni teratologiche [Fig. 4.2]. Tali alterazioni sono state rilevate in
numero molto minore nella vasca intermedia (40%) e quasi assenti nella vasca di controllo
(10%). La percentuale di talli con malformazioni rilevata nella vasca di controllo risulta essere
fisiologica e riscontrata in tutte le inseminazioni condotte nel corso dei tre anni di dottorato.
Anche se sono stati censiti un numero di giovani talli inferiore nella vasca a pH 8.0 rispetto a
quella a pH 7.8 (risultato osservato), il numero di dischi germinativi rilevati nella vasca di
controllo (604) é risultato comungque maggiore di quanto osservato nelle altre due condizioni
(risultato atteso) [Fig. 4.1; Tab. 4.6]. Quanto registrato nella coltura di maggio 2009 ha

rappresentato comungue un caso unico nel corso dei tre anni di sperimentazione.
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Fig. 4.2
Esempi di giovani talli di L. incrustans.
A sinistra giovane tallo con aspetto morfologico tipico,
a destra giovane tallo con alterazioni teratologiche (tipologia di tallo rilevato soprattutto nella vasca acida).
Immagini realizzate al microscopio ottico invertito da F. Cumani.

Per capire se la difformita nella presenza dei giovani talli di L. incrustans, registrata a
livello delle tre vasche del microcosmo, sia effettivamente determinata dalla differente
condizione di pH, é stato applicato su tali dati il test statistico per 1’analisi della varianza
(ANOVA con software R; in: Allegato n°1). La differenza nel numero di spore prodotte e
risultata statisticamente molto significativa (F = 11.1, p-value = 0.005 “**’ 1). Di conseguenza
il trattamento, ovvero la variazione di anidride carbonica in acqua, ha avuto un effetto sui
campioni analizzati.

L’applicazione del test post-hoc HSD di Tukey (software R Allegato n°1) ha permesso
di capire dov’¢ la differenza registrata dal test ANOVA; il rapporto tra il numero delle spore
presenti nella vasca di controllo e quelle nella vasca acida é risultato essere statisticamente
significativo (p-value = 0.01 “*’).

Sembra quindi che I’incremento dell’acidita dell’acqua marina determini una produzione
minore di spore da parte delle alghe progenitrici di L.incrustans (Cumani et al., 2010).

Attualmente non sono stati pubblicati contributi riguardanti 1’effetto dell’ocean
acidification sulle fasi giovanili delle alghe rosse calcaree. Solamente Kuffner et al. (2008)
hanno dedotto, dai dati di ricoprimento delle Corallinaceae nei mesocosmi, che 1’incremento
della pCO; possa determinare una diminuzione nella liberazione di spore da parte delle alghe

calcaree.

1Con R i valori di p-value calcolati sono esemplificati dalla presenza di asterischi che indicano:
“*? Risultato statisticamente significativo
“*¥%’ Risultato statisticamente molto significativo
“*¥%%> Risultato statisticamente altamente significativo
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4.2.1.2. Colture “trifase’.

Entro la prima settimana — ovvero quando i valori di pH e pCO, erano uguali in tutte e tre le
vasche — dal collocamento delle alghe progenitrici di L. incrustans all’interno del microcosmo,
e stato effettuato un censimento delle spore presenti a livello dei 20 vetrini precedentemente
posti sul fondo di ogni vasca [Fig. 4.3, Tab. 4.7]. Nel complesso, considerando tutte le colture

‘trifase’ realizzate, sono state registrate 5480 spore.
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Fig. 4.3: censimento delle spore entro la prima settimana di inseminazione nelle colture ‘trifase’.

Nelle colture condotte con questa metodologia non € stata registrata una presenza
maggiore di spore nella vasca solitamente definita di controllo rispetto alla vasca codificata
come acida [Fig. 4.3; Tab. 4.7]; al contrario nella coltura di luglio 2008 nella vasca ‘acida’ ¢
stato censito un numero maggiore di talli rispetto alle condizioni rilevate nelle vasche
‘intermedia’ e ‘controllo’ rispettivamente. Nelle colture di ottobre 2009 e marzo 2010 ¢ stato
registrato un numero maggiore di dischi germinativi rispettivamente nella vasca ‘intermedia’

rispetto alle vasche di ‘controllo’ e ‘acida’.
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Tab. 4.7: censimento alla prima settimana delle spore nelle colture ‘trifase’, in tutte e tre le
vasche i valori di pH = 8.2

Vasca
‘controllo’ ‘intermedia’ ‘acida’ TOTALE
2008 Luglio 470 524 546 1540
2009 Ottobre 460 653 390 1503
2010 Marzo 797 953 687 2437
TOTALE 1727 2130 1623 5480

Il numero totale di talli censiti nelle colture di luglio 2008 e ottobre 2009 é risultato
essere simile. Nella coltura di marzo 2010 il numero di dischi germinativi registrati & stato
maggiore rispetto alle due precedenti inseminazioni. Questo molto probabilmente si &
verificato in quanto i vetrini di questa coltura sono stati collocati all’interno delle vasche
quando le alghe progenitrici era gia all’interno del microcosmo a partire da dicembre 2009 (in:
Risultati e discussione, 4.3). E’ probabile quindi che il mantenimento per tre mesi delle alghe
adulte all’interno dell’impianto di coltura a condizioni di temperatura, salinita e irradianza
costanti abbia favorito un’anticipazione del periodo riproduttivo dei campioni di L. incrustans.
Cio sembra non avere influenzato in modo sostanziale la produzione di spore da parte degli
organismi adulti di alghe calcaree, potendo quindi confrontare i dati ottenuti dalle prime due
inseminazioni con quella di marzo 2010.

La differenza nel numero di spore censite tra le tre vasche non é risultata essere
statisticamente significativa (ANOVA con software R; Allegato n°1; F = 0.048, p-value =
0.83). Il numero diverso di spore censite nel corso delle colture trifasiche nelle tre vasche, pur
non essendo statisticamente significativo, potrebbe essere determinato dalla presenza in vasca
di alcuni campioni con un numero di concettacoli inferiore rispetto ad altri.

Il censimento effettuato nel corso della prima settimana nelle colture ‘trifase’ € stato
utile per avere una conferma che quanto registrato nel corso dei primi sette giorni nelle colture

monofasiche non fosse dovuto alla struttura del microcosmo stesso.

4.2.2. ANALISI DELLA MORTALITA NELLE COLTURE ‘MONOFASE’ E ‘TRIFASE’.

Al termine di ogni singola coltura — dopo due mesi dall’inseminazione — € stato condotto un
nuovo censimento dei dischi germinativi presenti sui 20 vetrini di ogni singola vasca. Una

volta censiti i dischi germinativi, é stata calcolata la mortalita dei giovani talli di L. incrustans

(espressa in percentuale) [Fig. 4.4, Tab. 4.8].
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Fig. 4.4
Mortalita dei dischi germinativi nelle colture di tipo ‘monofasico’ — colonne blu — e “trifasico” — colonne rosse.

Tab. 4.8
Mortalita (%) dei dischi germinativi nelle colture ‘monofase’ — colore azzurro — e nelle colture
‘trifase’ — colore violetto.

Vasca

controllo intermedia Acida
2008 Maggio 48.19 54.54 100.00
2008 Ottobre 67.53 73.30 92.63
2009 Maggio 73.18 83.93 87.23
2010 Giugno 74.32 82.56 89.98
2010 Settembre 69.59 77.43 90.01
2008 Luglio 34.89 51.53 75.64
2009 Ottobre 75.22 85.60 91.28
2010 Marzo 33.25 50.33 76.87

Nelle colture ‘monofase’ la mortalita dei giovani talli, registrata nella vasca acida, ¢
risultata essere prossima al 90% non considerando la coltura di maggio 2008. Nella prima
inseminazione condotta infatti la percentuale di mortalita nella vasca a pH piu basso raggiunge
il valore di 100%; valore pero non rappresentativo del campione in quanto inizialmente era
stato possibile censire un unico disco germinativo [Fig. 4.1, Tab.4.6].

Nelle colture ‘trifase’ la mortalita ¢ stata leggermente piu contenuta (mortalita media in

vasca acida 80% circa) rispetto alla metodologia ‘monofasica’. Questo, molto probabilmente,
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e dovuto alla metodologia stessa di coltura; nelle colture ‘trifase’ tutte le spore all’interno del
microcosmo hanno potuto accrescersi, svilupparsi e differenziarsi in condizioni ottimali e solo
in seguito ¢ stato abbassato il pH, subendo quindi I’effetto dell’acidificazione possedendo gia
una parete calcificata ben sviluppata al contrario di quanto verificatosi nelle colture
‘monofasiche’.

In tutte le inseminazioni, sebbene realizzate con due metodologie differenti, & stata
registrata una mortalita crescente all’aumentare della concentrazione dell’anidride carbonica
disciolta in acqua [Fig. 4.4, Tab. 4.8]. Questa differenza nella sopravivenza dei dischi
germinativi é stata statisticamente altamente significativa (ANOVA con software R Allegato
n°l; F = 16.12, p-value = 0.001 “***”) Grazie al test post-hoc HSD di Tukey €& stato
confermato che la differenza nella mortalita e determinata in particolar modo dal rapporto tra
le misure della vasca di controllo e quella acida (p-value = 0.002 “***?),

Nel corso delle osservazioni di censimento e di accrescimento (in: Risultati e
discussione, 4.2.3) e stato rilevato un gradiente, in aumento passando dalla vasca di controllo a

quella acida, nella presenza di microorganismi e alghe non calcaree [Fig. 4.5].

Fig. 4.5

Fig. 4.5a: tallo di 30 giorni cresciuto in vasca
di controllo
Fig. 4.5b: tallo di 30 giorni cresciuto in vasca
intermedia. Si nota uno sviluppo della parte
centrale del disco germinativo non ottimale e
la presenza di microorganismi lungo il
margine del tallo.

Fig. 4.5c: tallo di 30 giorni cresciuto in vasca
acida. Si nota uno sviluppo del disco
germinativo non ottimale, la presenza di
microorganismi lungo il margine del tallo e di
alghe non calcaree.
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L’incremento di microorganismi e di alghe non calcaree in condizioni piu acide e stato
documentato anche da altri autori quali Hall-Spencer et al. (2008), Kuffner et al. (2008) e Liu
et al. (2010). Pur filtrando 1’acqua di coltura (millipore 0.45 um) e pulendo dagli epifiti le
alghe progenitrici di L. incrustans, & probabile che, assieme ai campioni adulti per
I’inseminazione, si vada a collocare nelle vasche anche microorganismi (batteri, protisti
grazers e plancton) e alghe non calcaree presenti tra la zona di congiunzione tra i margini di L.
incrustans. | talli adulti delle Corallinaceae appartenenti a questa specie, infatti, quando
confluiscono formano delle creste ispessite all’interno delle quali crescono epifite non
calcaree o si accumula del sedimento o microorganismi (Bressan & Babbini, 2003).
L’incremento della mortalita dei dischi germinativi all’aumentare della concentrazione di
anidride carbonica potrebbe essere determinata quindi non solo dall’effetto diretto
dell’acidificazione ma anche dalla competizione sfavorevole nei confronti di altri organismi
non calcarei che sono invece favoriti dal decremento del pH marino.

Non sono attualmente pubblicati studi sull’effetto dell’ocean acidification sulle prime
fasi di sviluppo delle alghe rosse calcaree. Attualmente alcuni autori, quali ad esempio Hall-
Spencer et al. (2008) e Kuffner et al. (2008), basandosi su quanto studiato sugli adulti di
Corallinaceae, hanno ipotizzato che I’incremento di anidride carbonica in acqua marina
influisca negativamente anche sui giovani talli di alghe calcaree. Sembra quindi che quanto
osservato su L. incrustans, sia nelle colture ‘monofase’ che in quelle ‘trifase’, sia in linea con

quanto ipotizzato da questi autori (in: Introduzione, 1.2.2.1).

4.2.3. ANALISI DELL’ACCRESCIMENTO.

4.2.3.1. Colture *‘monofase’.

Nelle colture di maggio 2008, ottobre 2008, maggio 2009, giugno 2010 e settembre 2010 sono

stati calcolati gli accrescimenti medi — AS medio * errore standard (ES) — per ciascuna vasca
[Fig. 4.6, Tab. 4.9].
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Fig. 4.6: accrescimento medio (AS + ES, um?) dei dischi germinativi nelle colture ‘monofase’.

Tab. 4.9: accrescimento medio (AS + ES, pm®) dei giovani talli di L. incrustans nelle colture

‘monofase’.
Vasca
controllo intermedia Acida

2008 Maggio 2995.62+1656.32 150+50 0+0

2008 Ottobre 9240.95+1086.73 6282.56+399.01 1974.75+330.58
2009 Maggio 539.93+152.58 156.10+£52.99 311.75+261.39
2010 Giugno 631.78+58.93 398.54+78.32 285.60+63.65
2010 Settembre 8758.87+986.32 5243.54+356.70 2250.03+321.4

In tutte le colture I’accrescimento medio dei dischi germinativi cresciuti nella vasca di

controllo é stato maggiore rispetto alle rimanenti due vasche [Fig. 6, Tab. 9]. Nelle colture di

maggio 2008, ottobre 2008, giugno 2010 e settembre 2010 1’accrescimento medio dei giovani

talli ¢ stato progressivamente minore all’aumentare dell’acidificazione dell’acqua marina [Fig.

4.6, Tab. 4.9]. Nello specifico:
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— maggio 2008: I’accrescimento medio in due mesi nella vasca acida é risultato nullo
[Fig. 4.1, Tab. 4.6]. L’unico tallo presente a condizioni di pH ~ 7.8 era infatti estinto nel
corso dei 2 mesi di inseminazione [Fig. 4.4; Tab.4.8].

— maggio 2009: I’accrescimento medio in due mesi registrato nella vasca di controllo ¢
stato maggiore rispetto alle condizioni piu acide. L’accrescimento rilevato nella vasca
intermedia € risultato essere leggermente inferiore rispetto alla vasca acida. Tale
risultato deve essere comunque relazionato ai valori ottenuti dal censimento iniziale
[Fig. 4.1, Tab. 4.6].

Per ogni inseminazione, tutti i dati di accrescimento di ogni singolo tallo marcato, una
volta normalizzati in scala logaritmica (log), sono stati analizzati statisticamente (ANOVA)
per capire se la differenza rilevata tra le tre condizioni e dovuta alla variazione di acidita [Tab.
4.10].

Tab. 4.10: test statistico ANOVA applicato sulle misure di accrescimento bimensile di ogni
giovane tallo marcato di L. incrustans in ogni singola coltura (colture ‘monofase’).
F p-value
2008Maggio 07.16 0.02 <*
2008 Ottobre 14.01 0.001 “**>
2009 Maggio 19.26 0.0002 “***>
2010 Giugno 18.36 0.001 “**>
2010 Settembre 17.98 0.001 “**

La crescita dei giovani talli di L. incrustans é risultata essere statisticamente diversa
[Tab. 4.10] a causa dell’incremento dell’acidita marina (unico parametro a variare all’interno
del microcosmo).

L’applicazione del test post-hoc HSD di Tukey ha permesso di capire dove era presente
la differenza nel comportamento dei popolamenti definita precedentemente con il test
ANOVA. Tranne in quella di maggio 2008, a causa della mancanza di dischi germinativi nella
vasca acida, la differenza statistica & risultata essere determinata dal rapporto tra i dati

dell’accrescimento dei talli della vasca di controllo e quelli della vasca acida [Tab. 4.11].
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Tab. 4.11: test post-hoc di Tukey applicato sulle misure di accrescimento bimensile di ogni
giovane tallo marcato in ogni coltura ‘monofase’.

Confronto tra le vasche che

determina la differenza p-value
statistica rilevata con ANOVA
2008Maggio Controllo VS Intermedia 0.02 ¥’
2008 Ottobre 0.0002 “***>
- €k
38(1)8 glii%%'g Controllo VS Acida 8883 P
2010 Settembre 0.002 “**’

Sembra quindi che I’incremento della anidride carbonica in acqua marina determini una

inibizione della crescita dei giovani talli calcarei di L. incrustans. L’ocean acidification

influenza quindi negativamente non solo la crescita della Corallinaceae adulte (in:

Introduzione: 1.2.2.1), ma agisce anche fin dalle prime fasi di sviluppo delle alghe calcaree

incrostanti di L. incrustans.

4.2.3.2. Colture ‘trifase’.

Nelle colture di luglio 2008, ottobre 2009 e marzo 2010 sono stati calcolati gli accrescimenti

medi — AS =* errore standard (ES) — per vasca [Fig. 4.7, Tab. 4.12].
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Fig. 4.7: accrescimento medio (AS + ES, um?) dei dischi germinativi nelle colture “trifase’.

Tab. 4.12: accrescimento medio in due mesi (AS + ES, pm®) dei giovani talli di L. incrustans nelle
colture ‘trifase’.

Vasca
controllo intermedia acida
2008 Luglio 1188.24+261.21 918.04+201.41 409.50+220.22
2009 Ottobre 453.10+43.50 429.91+63.42 371.16+78.53
2010 Marzo 3198.94+730.34 984.42+423.48 480.03+285.67

In tutte e tre le colture ‘trifase’ ’accrescimento medio, in due mesi, dei dischi
germinativi cresciuti nella vasca di controllo é stato maggiore rispetto alle condizioni piu acide
[Fig. 4.7, Tab. 4.12]. E’ stata registrata, inoltre, una crescita progressivamente minore
spostandosi dalla vasca a pH ~ 8.2 verso quella a pH minore. L’accrescimento medio calcolato
nella vasca di controllo delle colture di luglio 2008 e ottobre 2009 é risultato essere inferiore
rispetto a quella di marzo 2010, mentre la AS media nelle altre due vasche ¢ stata simile in

tutte e tre le colture.
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Come per le colture ‘monofasiche’, anche per ogni inseminazione ‘trifasica’ tutti i dati di
accrescimento di ogni singolo tallo marcato, dopo normalizzazione logaritmica, sono stati
analizzati statisticamente (ANOVA) per interpretare meglio se la differenza rilevata tra le tre

condizioni é dovuta alla variazione di acidita [Tab. 4.13].

Tab. 4.13: test statistico ANOVA applicato sulle misure di accrescimento bimensile di ogni
giovane tallo marcato di L. incrustans in ogni singola coltura (colture ‘trifase’).

F p-value
2008 Luglio 07.58 0.008 “**>
2009 Ottobre 06.01 0.01 “*
2010 Marzo 76.63 < 0.0002 “***

In tutte le inseminazioni ‘trifasiche’ la differenza statistica ¢ risultata essere significativa
[Tab. 4.13]. La differenza statisticamente valida e stata determinata dal rapporto tra le crescite
misurate nella vasca di controllo e quelle registrate nella vasca acida (test post-hoc HSD di
Tukey) [Tab. 4.14].

Tab. 4.14: test post-hoc di Tukey applicato sulle misure di accrescimento bimensile di ogni
giovane tallo marcato in ogni coltura ‘trifase’.

Confronto tra le vasche che
determina la differenza p-value
statistica rilevata con ANOVA
2008 Luglio 0.02 “*’
2009 Ottobre Controllo VS Acida 0.002 <**>
2010 Marzo < 0.0002 ¢*k*>

L’acidita dell’acqua marina sembra quindi agire direttamente sullo sviluppo dei giovani
talli di L. incrustans, come si evince dai valori di AS medio e dalle analisi statistiche, anche
nel caso in cui questi si sviluppino in condizioni standard e subiscano solamente in seguito
un’acidificazione del mezzo di coltura. Il valore piu elevato di superficie di ricoprimento e
stato raggiunto a condizioni di pCO; = 370 ppm e progressivamente minore spostandosi verso

le condizioni acide piu estreme.

4.2.4. ANALISI DELLA CALCIFICAZIONE.

La calcificazione dei dischi germinativi di L. incrustans € stata studiata tenendo anche in
considerazione i valori di stato di saturazione della calcite e dell’aragonite — Qca € Qar —
calcolati con CO2sys.xls (Lewis & Wallace, 1998). Sono stati presi in considerazione ¢, €

Qa al posto dello stato di saturazione della high-Mg calcite in quanto la calcite magnesiaca
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non presenta un prodotto di solubilita unico a causa delle sue caratteristiche intrinseche (in:
Introduzione, 1.1.1.4).

4.2.4.1. Microscopia confocale laser: colture ‘monofase’ e ‘trifase’.

Le analisi della calcificazione al microscopio confocale laser e stata realizzata mediante
marcatura dei dischi germinativi con calceina. L uso della calceina ha permesso di analizzare
in modo semi quantitativo la calcificazione dei dischi germinativi.

Indipendentemente dalla tipologia di coltura attuata, ‘monofase’ o ‘trifase’, la
calcificazione dei dischi germinativi di L.incrustans e risultata essere differente tra le tre
diverse condizioni di acidita [Fig. 4.8, 4.9 e 4.10].
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Fig. 4.8

Esempio di calcificazione del disco germinativo di L.
incrustans cresciuto in vasca di controllo (pH~= 8.2 ¢
Qar = 3.1). Le pareti cellulari calcaree (in verde) sono
marcate con calceina. Il marcatore ha un’elevata
intensita di fluorescenza. In rosso/arancio sono visibili
i pigmenti fotosintetici all’interno delle cellule,
maggiormente presenti nelle cellule meristematiche
(iniziali marginali e iniziali apicali) che sono chiamate
a una serie di compiti rilevanti: divisione,
accrescimento, differenziamento cellulari.

Fig. 4.9

Esempio di calcificazione del disco
germinativo di L. incrustans cresciuto in vasca
intermedia (pH = 8.0 e Qa, ~ 2.4). Le pareti
cellulari calcaree (in verde) sono marcate con
calceina. L’intensita di fluorescenza della
calceina é inferiore rispetto a quanto osservato
nei giovani talli della vasca di controllo. In
rosso/arancio sono visibili i pigmenti
fotosintetici all’interno delle cellule.

Fig. 4.10

Esempio di calcificazione del disco germinativo di L.
incrustans cresciuto in vasca acida (pH = 7.8 e Qa, =
1.8). Le pareti cellulari calcaree non risultano essere
marcate con calceina. In rosso/arancio sono visibili i
pigmenti fotosintetici all’interno delle cellule.
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L’intensita di fluorescenza, determinata dalla calceina, ¢ risultata essere molto maggiore
sulle pareti cellulari mineralizzate dei dischi germinativi cresciuti in condizioni di p(CO2)am =
378 ppm e Qar = 3.1 rispetto ai giovani talli delle rimanenti due vasche. E’ stata registrata, nei
talli in vasca acida, una colorazione da calceina quasi assente lungo le pareti cellulari [Fig.
4.9]. E’ probabile che nel corso della marcatura dei talli con calceina (24 ore) il tasso di
calcificazione da parte dei giovani campioni di L. incrustans sia maggiore nella vasca di
controllo rispetto alle vasche progressivamente piu acide.

L’incremento di microorganismi descritto nel capitolo 4.2.2 ¢ stato documentato anche
al microscopio confocale [Fig. 4.11a]. E’ stata osservata, inoltre, un’intensita maggiore della
calceina nella porzione di parete adiacente alle cellule contenenti ancora pigmenti foto
sintetici. Nelle pareti calcaree rimanenti e stata rilevata, invece, un’intensita di fluorescenza
del marcatore specifico inferiore [Fig. 4.11a e b]. Questo fenomeno potrebbe essere determinato
dal legame tra i processi di calcificazione e quelli fotosintetici (in: Premessa, 1.1.3). La singola
cellula quindi, non essendo viva, non permetterebbe la continua deposizione di cristalli di
high-Mg calcite. Le pareti gia formate sembrano subire una progressiva dissoluzione a causa

del decremento del pH dell’acqua marina.

Fig. 4.11
Immagini esemplificative al microscopio confocale dei dischi germinativi (di F. Cumani).

Fig. 4.11a: presenza di microorganismi aderenti alle alghe stesse. Si osserva ’assenza di pigmenti all’interno
delle cellule nel 75% circa dell’individuo. Tale mancanza indica la morte progressiva del giovane tallo. Le pareti
adiacenti alle cellule ancora vive hanno un’intensita della calceina maggiore rispetto a quelle morte.

Fig. 4.11b: le pareti adiacenti alle cellule vive presentano una intensita di fluorescenza della calceina maggiore:
si puo notare un chiaro gradiente centro (dove il numero di strati &€ maggiore) — periferia del tallo (vedi freccia
gialla).
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Alla luce di questi risultati, e in accordo con quanto riportato per gli organismi adulti da
altri autori (in: Introduzione, 1.2.2.1), sembra che I’incremento dell’anidride carbonica, ¢ il
conseguente decremento dei valori dello stato di saturazione di calcite e aragonite, determini

una inibizione della calcificazione fin dalle prime fasi di sviluppo di L. incrustans.

4.2.4.2. Microscopia elettronica a scansione (SEM).

I giovani talli, sia quelli marcati per 1’analisi di accrescimento che quelli analizzati al
microscopio confocale, sono stati analizzati al SEM [Fig. 4.12, 4.13, 4.14].

Nei talli cresciuti in condizioni di controllo é stato rilevato uno sviluppo tipico della
specie [Fig. 4.12a e 4.12b]. La calcificazione & sembrata essere uniforme in tutte le cellule
superficiali e anche in quelle marginali.

Nei dischi germinativi sottoposti a valori di pH =~ 8.0 sono state registrate piccole
alterazioni nello sviluppo rispetto a quelli cresciuti nella vasca a pH = 8.2. La calcificazione
non sembra realizzarsi perfettamente soprattutto nelle cellule marginali del giovane tallo [Fig.
13b]. Un incremento della componente batterica presente sui dischi germinativi e stato
registrato nel corso delle analisi al SEM [Fig. 13a e 13b].

Nei giovani talli di L. incrustans cresciuti nelle condizioni piu acide non € stato registrato
uno sviluppo ottimale [Fig. 4.14a], con una differenziazione delle cellule atipica per la specie
(in: Introduzione, 1.1.5.3). Molti individui sono risultati essere ricoperti da microorganismi,
soprattutto batteri [Fig. 14a]. Una degradazione maggiore nelle cellule marginali ¢ stata rilevata
nei dischi germinativi della vasca acida rispetto alle altre due condizioni di coltura [Fig. 4.14b].

Sembra quindi che [D’acidificazione e il conseguente decremento nello stato di
saturazione della calcite e dell’aragonite [Tab. 4.3 e 4.5] determinino una diminuzione nel tasso
di calcificazione (anche in: Risultati e discussione, 4.2.4.1) ed uno sviluppo dei dischi
germinativi con alterazioni teratologiche. Queste malformazioni potrebbero essere determinate
non solo dall’aumento dell’anidride carbonica, ma anche dal contemporaneo incremento di
microorganismi, come batteri, che agiscono quale ulteriore fattore stressante sui giovani talli
di L. incrustans (Wood et al., 2008; Findlay et al., 2009).
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Fig. 4.12a: visione generale di un disco germinativo
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4.3 ANALISI DEI CAMPIONI ADULTI DI L. INCRUSTANS.

Sono state effettuate due colture ‘monofase’ (giugno e settembre 2010, durata due mesi) e una
coltura ‘trifase’ (dicembre 2009, durata sei mesi) [Tab. 4.14]. In ogni coltura, all’interno di ogni
vasca del microcosmo, sono stati posizionati 6 individui di L. incrustans — sono stati

monitorati in ogni coltura 18 individui per un totale di 54 campioni.

Tab. 4.14: colture realizzate su campioni adulti di L. incrustans.

Tipologia di coltura Date di inizio/fine delle colture
1° fase: 22 dicembre — 22 gennaio
2009 Dicembre ‘trifase’ 2° fase: 23 gennaio — 29 marzo
3° fase: 30 marzo — 22 maggio
2010 Giugno ‘monofase’ 24 giugno — 24 agosto
2010 Settembre ‘monofase’ 23 settembre — 23 novembre

Contemporaneamente ad ogni coltura sono stati mantenuti 3 campioni di L. incrustans in
mare presso il sito di campionamento — in tutto sono stati quindi studiati 9 campioni — al fine
di avere un confronto nella crescita tra I’ambiente naturale e quella di laboratorio.

La coltura condotta mediante acidificazione progressiva é stata prolungata per 6 mesi in
quanto i tassi di crescita dei campioni adulti di L. incrustans sono piu lenti rispetto alle fasi
giovanili. Conseguentemente € stato necessario prolungare il tempo di osservazione per avere
una conoscenza sugli effetti di un incremento progressivo di anidride carbonica.

Su questi campioni sono stati analizzati:

— Taccrescimento del tallo (in: Risultati e discussione, 4.3.1), mediante marcatura
con alizaring;
— la calcificazione (in: Risultati e discussione, 4.3.2), mediante microscopia

elettronica e alkalinity anomaly method.

4.3.1. ANALISI DELL’ACCRESCIMENTO.

Facendo riferimento al protocollo proposto da Rivera et al. (2004) tutti i campioni di L.
incrustans prelevati dal sito di campionamento sono stati mantenuti in laboratorio in acqua
marina con 0.25 mg/l di alizarina per un periodo di 24 ore. Al termine del periodo di coltura
tutti i campioni, sia quelli mantenuti nel microcosmo che quelli lasciati in mare (bianco), sono

stati quindi sezionati per determinare 1’accrescimento del tallo [Fig. 4.15, Tab 4.15].
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Fig. 4.15

Accrescimento dei campioni adulti di L. incrustans sia nelle colture ‘monofase’ che ‘trifase’. Le misure di
accrescimento riguardano anche i campioni lasciati in mare (bianco)

Tab. 4.15: accrescimento di L. incrustans in natura e in microcosmo (UmzES)

. Vasca
Natura (bianco) controllo intermedia Acida
Dicembre 2009
(6 mesi) 133.13+21.69 123.10+6.78 85.90+5.79 61.40+4.40
‘trifase’
Giugno 2010
(2 mesi) 55.82+17.93 46.53+8.43 32.75+4.98 25.56+5.01
‘monofase’
Settembre 2010
(2 mesi) 51.31+21.47 45.83+6.97 33.12+3.53 27.34+4.83
‘monofase’

E’ stata registrata una differenza di accrescimento maggiore tra i campioni mantenuti in
mare e quelli mantenuti in vasca di controllo nelle colture di giugno e settembre, rispetto a
quanto osservato nella coltura di dicembre. Questa differenza di accrescimento molto

probabilmente € dovuto alla temperatura del mare stesso, maggiore rispetto alle altre due
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sperimentazioni, e alla stagione, caratterizzata da un fotoperiodo diversamente distribuito (L:D
= 14:10), che determinano una crescita e una calcificazione superiore (in: Premessa, 1.1.3).

L’accrescimento misurato nei campioni mantenuti in microcosmo ¢ stato leggermente
inferiore; causa di questa differenza nella crescita potrebbe essere un idrodinamismo minore
rispetto al bianco (in: Introduzione, 1.3.3). Per capire se la differenza nella crescita tra la vasca
di controllo e quella misurata in natura risultava essere significativa e stato applicato il test
ANOVA (software R) sui dati di accrescimento. La differenza tra i comportamenti dei talli
adulti di L. incrustans non é risultata statisticamente significativa (F = 0.013, p-value = 0.91),
di conseguenza le condizioni di coltura della vasca di controllo non determinano delle risposte
nei campioni differenti rispetto al sito naturale.

Al termine del periodo di coltura di ogni inseminazione, sia ‘trifasica’ che ‘monofasica’,
e stato registrato un accrescimento del margine del tallo maggiore nella vasca a condizioni di
pH = 8.2 e progressivamente minore spostandosi verso la vasca piu acida. E’ stato applicato su
questi dati il test statistico ANOVA (software R) rilevando una differenza statisticamente
altamente significativa in tutte e tre le colture, determinata dal rapporto tra la crescita misurata

nella vasca di controllo e quella in vasca acida [Tab. 4.16].

Tab. 4.16: test ANOVA dell’accrescimento dei margini dei campioni adulti di L. incrustans e test
post-hoc HSD di Tukey.

Test post-hoc HSD di
F p-value Tukey:
Controllo VS Acida
Dicembre 2009 36.36 <0.0002 ¥+ <0.0002 ***
trifase
Giugno 2010 6.21 0.01 “**° 0.002 “**%>
monofase
Settembre 2010 8.01 0.007 “**° 0.002 “*#°
monofase

L’ocean acidification sembrerebbe quindi determinare una inibizione della crescita in L.
incrustans non solo a livello delle sue prime fasi di sviluppo (in: Risultati e discussione, 4.2.3),

ma anche a livello degli organismi adulti.
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4.3.2. ANALISI DELLA CALCIFICAZIONE.
4.3.2.1. Microscopia elettronica a scansione (SEM).

Ogni campione mantenuto in coltura e in mare é stato osservato al SEM per avere una riprova
qualitativa sull’effetto della diminuzione dello stato di saturazione di calcite e aragonite.

Sono state osservate le cellule epitalliche [Fig. 4.16, 4.17 e 4.18] e peritalliche [Fig. 4.19,
4.20 e 4.21], ovvero le porzioni piu esterne delle alghe rosse calcaree e quindi quelle piu
esposte alla variazione di acidita.
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Fig. 4.16: epitallo di L. incrustans mantenuto a pH Fig. 4.17: epitallo di L. incrustans mantenuto a pH
8.2,QCa~=4.8eQx=3.1. 8.0,QCa=3.6 e QAr=24.
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Fig. 4.18: epitallo di L. incrustans mantenuto a pH
8.0, QCa~2.8¢e QAr1.8.
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Analizzando I’epitallo al SEM ¢ stato registrato un gradiente di decalcificazione
progressiva spostandosi dalla vasca a condizioni di pH 8.2 a quella piu acida [Fig. 4.16, 4.17 e
4.18]. Lo strato peritallico é stato studiato sezionando il margine dei campioni adulti. E’ stata
registrata una differenza tra i campioni provenienti dalle tre diverse condizioni determinata da
un progressivo incremento di microorganismi, tra i quali sono stati rilevati anche numerosi
batteri [Fig. 4.19, 4.20 e 4.21].
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Fig. 4.19: cellule peritalliche di campioni cresciuti a pH 8.2, QCa~ 4.8 e Qar ~ 3.1.
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Alla luce di quanto osservato al SEM sembra che 1’incremento dell’anidride carbonica in

acqua marina determini una parziale dissoluzione dello strato calcificato piu esterno di L.
incrustans; contemporaneamente la diminuzione del pH sembra favorire 1’incremento della

componente batterica. Ulteriori analisi sono attualmente necessarie per comprendere al meglio
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I’effetto dell’ocean acidification sui microorganismi e, in particolare, sui batteri. Sembrerebbe
comunque che il progressivo aumento dell’acidita favorisca la proliferazione batterica (Liu et
al., 2010).

L’inibizione nella crescita e nei tassi di calcificazione potrebbe essere determinata non
solo dall’abbassamento del pH, ma contemporaneamente anche dalla compartecipazione di un
ulteriore fattore di stress determinato dall’incremento della popolazione batterica. Questa
ipotesi troverebbe conferma in quanto riportato da Wood et al. (2008) e Findlay et al. (2009).
Secondo tali autori la crescita e la calcificazione degli organismi marini potrebbe essere
influenzata anche dall’attivita batterica agente su organismi gia stressati dall’incremento di

CO, in mare.

4.3.2.2. Alkalinity anomaly method.

Le analisi qualitative della calcificazione sono state accostate ad analisi quantitative ottenute

mediante il metodo definito alkalinity anomaly method [Tab. 4.17].

Tab. 4.17: tasso di calcificazione medio di L. incrustans (mmol CaCO; m™ per unita di tempo) +
errore standard

Vasca
controllo intermedia Acida

2009 Dicembre — “trifase 7.50 + 2.64 1.26 + 3.39 -2.66 + 3.02
(6 mesi)

2010 Giugno — ‘monofase 7.96 +3.42 3.49 + 2.49 -0.82 + 1.88
(2 mesi)

2010 Settembre — *monofase 7.85 £ 2.75 3.02+2.64 0.78 +2.43
(2 mesi)

E’ stato registrato un tasso di calcificazione maggiore nella vasca di controllo e
progressivamente minore al decremento del valore dello stato di saturazione della calcite e
dell’aragonite. Nella vasca acida durante il periodo di coltura ¢ stata registrata una parziale
decalcificazione. | valori di errore standard ottenuti nelle tre vasche sono risultati
relativamente elevati; la variazione del tasso di calcificazione medio riscontrata & dovuta,
molto probabilmente, all’alternanza delle ore di luce e buio nel corso delle inseminazioni e
quindi dei processi fotosintetici e di respirazione ai quali e legata la deposizione di cristalli di
high-Mg calcite (in: Premessa, 1.1.3).

I valori di calcificazione media registrati, nel corso delle colture ‘monofase’, nelle

vasche intermedia e acida sono risultate maggiori rispetto a quanto rilevato nel corso della
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coltura ‘trifase’. Questo, molto probabilmente, ¢ dovuto alla diversa durata delle colture,

maggiore nella ‘trifase’ di quasi 4 mesi.
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CONCLUSIONI

La realizzazione del microcosmo a immissione diretta di anidride carbonica ha permesso di
riprodurre al meglio i cambiamenti della chimica dei carbonati che si potrebbero verificare
entro il 2100 (Gattuso et al., 2010). Essendo la concentrazione di pH 1’unica variabile tra le tre
vasche e stato possibile interpretare in modo piu efficace i dati ottenuti dalle colture.

I risultati ottenuti dalle due diverse metodologie di inseminazione, ‘monofase’ e
‘trifase’, hanno confermato che 1’unica variabile all’interno del microcosmo ¢ risultata essere
la concentrazione di anidride carbonica.

Le colture condotte su un’unica specie hanno permesso una interpretazione
relativamente univoca dei dati raccolti, data 1’assenza di ulteriori variabili o interazioni
biotiche o ambientali che avrebbero potuto far insorgere una serie di problematiche
nell’interpretazione dei dati. Le colture monospecifiche hanno permesso di poter sperimentare
in base a un maggior numero di repliche fornendo quindi un maggior peso statistico alla
presente ricerca.

L’analisi integrata dei dati chimico-fisici di pH, HCO3, CO%™, Qca, Qar alkalinity
anomaly method e delle immagini ottenute al microscopio confocale e SEM, & stata
fondamentale per comprendere al meglio gli effetti dell’incremento dell’acidita marina sulla

calcificazione di L. incrustans.
L’incremento dell’anidride carbonica in atmosfera e la conseguente diminuzione del pH
dell’acqua marina sembra determinare in L. incrustans una diminuzione:
v" nella produzione di spore da parte dei talli calcarei progenitori;
v" dello sviluppo, sia dei talli giovani che degli organismi adulti:
condurre contemporaneamente le colture con campioni adulti e dischi germinativi ha
permesso di analizzare e integrare tra loro i dati di crescita e produzione di spore;
v" nella sopravvivenza dei giovani talli;

v" nei tassi di calcificazione, sia nei talli giovani che negli organismi adulti.

Tutti questi risultati sembrano essere in linea con quanto riportato dalla scarsa letteratura

scientifica prodotta fino ad ora su questo tema. Infatti Corallinaceae adulte appartenenti a
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specie diverse, dopo acidificazione del mezzo all’interno di mesocosmi, hanno mostrato una
diminuzione nell’accrescimento (Kuffner et al., 2008; Jokiel et al., 2008), nella calcificazione
(Gao et al., 1993; Anthony et al., 2008; Semesi et al., 2009) e un incremento nella mortalita
(Martin & Gattuso, 2009).

L. incrustans, e le Corallinaceae in genere, sembrano quindi essere estremamente
sensibili all’incremento dell’acidita in mare. Cid molto probabilmente ¢ dovuto ad una
diminuzione di ioni carbonato disponibili alla calcificazione ed alla tipologia stessa di
minerale depositato a livello della parete cellulare. La high-Mg calcite &, infatti, solitamente

piu solubile sia della calcite che dell’aragonite (Dickson, 2010; Tynan et al., 2010).

Il progressivo incremento, spostandosi dalle condizioni di p(CO2)am = 378 ppm a
P(CO2)am = 790 ppm, di microorganismi — rilevati al microscopio ottico invertito e al
microscopio confocale — come anche di batteri — rilevati al SEM —, oltre ad essere indice di
uno stato di sofferenza del campione (Ghirardelli et al., 1992; Bressan et al., 1994; Ghirardelli
2002), potrebbe essere un fattore di stress che si aggiunge e amplifica I’effetto dell’incremento
dell’acidita. Tali osservazioni trovano conferma in Liu et al. (2010) secondo i quali I’ocean
acidification influisce positivamente sul popolamento batterico.

L’incremento di microorganismi endolitici puo determinare una inibizione nella crescita
e nei tassi di calcificazione degli organismi marini che sono gia sottoposti alla diminuzione di
pH (Wood et al., 2008; Findlay et al., 2009). Ulteriori analisi, integrando studi sulle alghe
rosse calcaree e sulla popolazione batterica, sarebbero utili per capire il peso reale dei batteri
sulla fisiologia delle Corallinaceae.

Avendo scelto di realizzare in microcosmo colture monospecifiche, interpretare i
risultati ottenuti anche a livello ecosistemico comporta alcune limitazioni determinate
dall’impossibilita oggettiva di ricreare 1’insieme delle iterazioni sinergiche e/o antagoniste tra 1
diversi fattori ambientali e biologici. Tuttavia tutte le analisi sviluppate in laboratorio, sia nel
corso di questi tre anni di sperimentazione che quelle riportate nella letteratura scientifica,
hanno avuto una importante conferma nell’articolo pubblicato da Hall-Spencer et al. (2008).
Sfruttando I’acidificazione naturale presso i vents € stato infatti possibile osservare in natura
I’ecosistema che gli scenari SRES (Nakicenovi¢ & Swart, 2000) prevedono per le condizioni
marine nel 2100; infatti durante quella sperimentazione Hall-Spencer et al. (2008) hanno
potuto registrare un progressivo decremento del ricoprimento delle alghe calcaree lungo un

gradiente naturale di pH, fino alla scomparsa completa di Corallinaceae a pH 7.4.
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I risultati ottenuti nel corso di questi tre anni di ricerca sui giovani talli (Cumani et al.,
2010; Cumani et al., 2011) sono integrativi rispetto agli articoli fino ad ora pubblicati e
permettono di iniziare a comprendere gli effetti dell’ocean acidification sulle prime fasi di
sviluppo di L. incrustans (Corallinaceae, Rhodophyta).

Per comprendere al meglio gli effetti dell’incremento di anidride carbonica in mare sulle
prime fasi di sviluppo delle Corallinaceae, sarebbe auspicabile sviluppare delle ulteriori analisi
su piu specie per capire se la risposta all’incremento dell’acidita ¢ in qualche modo specie-
specifica. Sviluppare ulteriormente delle tecniche per analizzare la vitalita dei dischi
germinativi sarebbe molto utile per comprendere al meglio il rapporto calcificazione/vitalita

dei giovani talli.

Il possibile, e probabile, declino nella presenza delle alghe rosse calcaree dovuto
all’ocean acidification potrebbe avere delle conseguenze significative per gli ecosistemi dove
esse sono attualmente presenti (Johansen, 1981; Guinotte & Fabry, 2008). Le Corallinaceae,
infatti, hanno una rilevante importanza ecologica, permettendo il reclutamento, la
colonizzazione di numerosi invertebrati e la formazione di habitat, quali i rhodolith beds
(Foster, 2001) o il coralligeno (Ballesteros, 2006) con un conseguente incremento della
biodiversita (Johansen, 1981).
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6. APPENDICE



APPENDICE a. Syrmep

Nel corso dei tre anni di ricerca sono stati condotti due progetti legati allo studio dell’ocean
acidification e alghe rosse calcaree:
a. analisi di L. incrustans sfruttando la luce di sincrotrone di Elettra (SYnchrotron
Radiation for MEdical Physics, SYRMEP);
b. Progetto di didattica con scuola media.
In entrambi i progetti sono necessarie ulteriori indagini dato che i risultati preliminari ottenuti

incoraggiano il proseguimento della sperimentazione.

a. SYRMEP

La microanalisi a raggi X di tomografia computerizzata (u-CT) € una delle tecniche piu
avanzate nel campo dei test di valutazione non distruttiva. Le analisi tridimensionali di pu-CT,
basate sulla misura del coefficiente di attenuazione tridimensionale dei raggi X, permettono di
visualizzare le microstrutture interne dei campioni senza dover applicare laboriose tecniche di
istologia tradizionale comunque invasiva e lenta. Questa tecnica si e rivelata uno strumento
estremamente efficace per lo studio dei processi di bio-erosione che si verificano nei coralli
(Beuck et al., 2007), per studi morfologici su Poriferi (Nickel et al., 2006; Hammel et al.,
2009) e, negli ultimi anni, anche per lo studio dell’effetto dell’ocean acidification sulla
calcificazione (Langdon et al., 2010). La tecnica p-CT risulta essere, inoltre, un prezioso
strumento di indagine per studi paleoontologici in quanto permette di visualizzare le strutture
interne di una grande varieta di fossili con una risoluzione e una precisione non ottenibile con

altre metodologie non distruttive (Tafforeu et al., 2006).

Nel corso della coltura ‘trifase’ di dicembre 2009 ¢ stato studiato un campione di L. incrustans
per ciascuna delle tre vasche grazie a SYRMEP [Fig. 6.1, 6.2, 6.3]. A causa del volume
cospicuo del campione raccolto é stata prelevata una porzione di tallo mediante lametta.
Grazie alla luce di sincrotrone e stato quindi possibile registrare in tre dimensioni la presenza

di eventuali differenze morfologiche tra le differenti condizioni di pH.
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Fig. 6.1: campione da vasca di F_|g. 6.2: campione da vasca Fig. 6.3: campione da vasca acida
intermedia analizzato con

controllo analizzato con SYRMEP SYRMEP analizzato con SYRMEP

By

Sotto un profilo morfologico — strutturale non e stata rilevata alcuna differenza
sostanziale nei campioni provenienti dalla vasca di controllo e quella intermedia [Fig. 6.4, 6.5],
mentre tra il campione proveniente dalla vasca a pH 8.2 e quello dalla vasca a pH 7.8 é stata
osservata un’importante variazione di densita nel tessuto calcificato. Questa differenza nella
densita viene rappresentata nell’immagine virtuale ricostruita come variazione di tonalita di
grigio. A differenza dei campioni appartenenti alle condizioni piu basiche, nel campione
proveniente dalla vasca acida sono state registrate delle zone interne caratterizzate da
lacerazioni tissutali e altre aree circoscritte con un colore biancastro indice di una deposizione
di minerale differente rispetto alla high-Mg calcite tipica delle alghe calcaree.

Sembrerebbe quindi che la diminuzione di pH in mare influisca negativamente anche
negli strati piu interni dei campioni di L. incrustans. Bisognera comunque sviluppare ulteriori
studi al fine di comprendere se quanto registrato nei tre campioni sia il frutto del caso o meno.
Sono tutt’ora in corso studi per capire quale tipologia di minerale sia stata depositata nelle

porzioni piu chiare osservate nel tallo prelevato dalla vasca acida.
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a. Syrmep

Fig. 6.4

Sezione virtuale del campione
cresciuto in vasca di controllo. Si
osserva (cerchi rossi) ’omogeneita
della stratificazione minerale.

E’ stata rilevata la presenza di
concettacoli interni (cerchi gialli).

Fig. 6.5

Sezione virtuale del campione
cresciuto in vasca intermedia.
Come per il campione in Fig. 6.4
¢ stata rilevata una omogeneita
della stratificazione minerale
(cerchi rossi).

In giallo concettacoli interni.

Fig. 6.6

Sezione virtuale del campione
cresciuto in vasca acida. E’ stata
rilevata una disomogeneita nella

deposizione minerale (cerchi rossi),
in alcune zone sono stati osservati
dei distaccamenti del tallo (in blu).
In verde porzioni a densita differenza
dalla high-Mg calcite. Le porzioni in
verde appaiono di colore biancastro e
la loro costituzione € ancora in
studio.
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b. PROGETTO DIDATTICO

Il tema dell’ocean acidification nel mondo sta acquistando sempre piu importanza non solo a
livello scientifico, ma anche a livello di comunicazione e divulgazione.

Grazie alla dottoranda Fulvia Bradassi, insegnante presso la scuola media che mi ha
invitato ad affiancarla, si e realizzato un progetto didattico il cui tema centrale era costituito
dalle emissioni di CO, antropiche e I'acidificazione degli oceani. Il lavoro é stato portato a
termine grazie al sostegno del CIRD (Centro Interdipartimentale per la Ricerca Didattica -
Universita di Trieste).

Nel corso del progetto didattico si & cercato di sensibilizzare gli studenti ai temi sopra
citati non solo realizzando delle lezioni frontali, ma anche replicando, secondo un protocollo
semplificato adatto al livello dei discenti, cio che é stato studiato in laboratorio. Gli studenti
hanno avuto a disposizione due vasche, una delle quali presentava il diffusore di CO; collegato
alla bombola, all’interno delle quali sono state effettuate le inseminazioni. I ragazzi hanno
quindi censito i dischi germinativi rilevando una differenza nel numero di spore prodotte.
Quanto realizzato nel corso del progetto didattico e stato pubblicato nel proceeding ISPRA
(Bradassi et al., 2010) e nei quaderni CIRD in qualita di secondo autore (in: Allegati n°3;
Bradassi et al., 2010).

Attualmente € in corso la realizzazione di un laboratorio virtuale che riproduca quanto
viene studiato in laboratorio sull’ocean acidification. Tale laboratorio virtuale verra realizzato,
grazie al contributo della Fondazione CRTrieste, in collaborazione all’Universita di Stanford e

di Goteborg all’interno del progetto 121 (Inquiry to Insight).
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ESEMPIO DI PROGRAMMA IN R PER L’APPLICAZIONE DEL TEST ANOVA E IL TEST POST-HOC
HSD DI TUKEY.

Dati_controllo<-scan(file="nome del file contenente i dati del censimento/mortalitad/accrescimento
della vasca di controllo.txt’)

shapiro.test(Dati_controllo)
# test per capire se la popolazione in vasca di controllo ha distribuzione normale #

Dati_intermedia<-scan(file="nome del file contenente i dati del censimento/mortalita/accrescimento
della vasca di controllo della vasca intermedia.txt’)

shapiro.test(Dati_intermedia)
# test per capire se la popolazione in vasca intermedia ha distribuzione normale #

Dati_acida<-scan(file="nome del file contenente i dati del censimento/mortalita/accrescimento della
vasca di acida.txt’)

shapiro.test(Dati_acida)
# test per capire se la popolazione in vasca acida ha distribuzione normale #

Vasca_controllo<-scan(file="nome del file in cui é riportata il codice della vasca di controllo a tutti i
dati inseriti precedentemente.txt’)

Vasca_intermedia<-scan(file= "nome del file in cui é riportata il codice della vasca intermedia a tutti i
dati inseriti precedentemente.txt’)

Vasca_acida<-scan(file="nome del file in cui é riportata il codice della vasca acida a tutti i dati inseriti
precedentemente.txt’)

Dati_tot=c(Dati_controllo, Dati_intermedia, Dati_acida)
Vasche_tot=c(Vasca_controllo,Vasca_intermedia,VVasca_acida)
bartlett.test(Dati_tot, Vasche_tot)

# test per capire se ¢’¢ omoschedasticita #

modello = Im(formula = Dati_tot ~ Vasche_tot)
anova(modello)

# applicazione del test ANOVA #

df<-df.residual(modello)

MSerror<-deviance(modello)/df

library (package = agricolae)

comparison <- HSD.test(Dati_tot, VVasche_tot, df, MSerror, group=F)

# applicazione del test post-hoc HSD di Tukey #



ALLEGATI n°2

ESEMPIO DI BANCA DATI BIBLIOGRAFICA REALIZZATA NEL CORSO DEI TRE ANNI DI RICERCA
CON MICROSOFT ACCESS.

bella Bibliografia : Database (Access 2007) - Microsoft Ac

| Home | Crea Dati esterni Strumenti database Foglio dati
% "*1 ﬁ Taglia T 5 6 ! = Nuovo X Totali 4 Y 7 Selezione ~ m 2, Sostituisci
—' 143 Copia - = — =Hsava 7 Controllo ortografia | %1 V) Avanzate ~ = Vaia~
MRS e | O apia formato| | LOANCKING LA~ 'Hﬁ:“ﬂ 2! X Elimina ~ B3 Altro ~ L Fitro 7 attardisattiva fitro || 00 l¢ Seleziona ~
Visualizzazioni Appunti T Carattere & Formato RTF Record Ordina e filtra Trova
5 || = Bibliografia
| ID - Autorei | Amno - key words -] 9 | Bibliografia MRS
5 Chisholm & Gi 1991 total alkalinity, calcification 0(1) 3! Limnol. Oceanogr. (1991) 36(6): 1232-1239
50 Cumani et al 2008 bioindi . culture, Pneophylium fragile, Hydrolithon boreale, Corallinal 0(1) 3. Biol. Mar. Mediterr. (2008), 15 (1): 260-261
137 Cumani et al 2010 ocean acidification, corallinaceae (1) 3 Cumani F_. Bradassi F.. Di Pascoli A. e Bressan G. Marine Ac
6 De'ath et al 2009 calcffication, ecosystem (1)  Science 323, 116 (2009)
41 Demetropoulo: 2004 Palmaria mollis, Pacific dulse: Seaweed: Inorganic carbon; DIC; Haliotis; Recirculating 91 A iture 235 (2004) 457470
37 Diaz Pulido et ocean acidification, macroalgae, reef (1)
171 Doney et al 2009 biogeochemistry. calcification, carbon dioxide, climate change. coral, ecosystem. ocea 0(1) Doney S. C.. Fabry V. J._ Feely R. A and Kleypas J. A. (200 |=
42 Doucha & Liv: 2006 Performance, Photobioreactor, Thin layer [UEVR Appl Phycol (2006) 18:811-826
o 126 Dupont et al 2010 ocean acidification, calcein 9) 3 Dupont S, Lundve B, Thorndyke M. 2010. Near future ocean
E 44 Edmunds 2008 temperature, juvenile. corals (1)  Mar Biol (2008) 154:153-162
Eu 45 Edyvean & Fo 1986 spore. Lithophyllum incrustans (1) 3 Br. phycol. J. 21:255-261
§ 46 Edyvean & Fo 1987 growth rates, Lithophyllum incrustans 0(1) 3 Br. phycoL J. 22:139-146
% 7 ElHaikalietal 2004 ph thesis, calcification, dissolved oxygen, pH, total alkalinity, inorganic carbon, C 9(1) 3 Sci. Mar. (2004) 68 (1): 45-56
_g 48 Engel etal 2005 ocean acidification, Coccolithophoroideae, mesocosm 0(1)  Limnol Oceanogr., 50(2), 2005, 493-507
g 49 Eriksen et al 2007 Chlamyd inhardtii, Chlorella sp.. ph hetic quotient, lumostat, Nitrogen  9(1)  J Appl Phycol (2007) 19:161-174
3 51 Fagan & Macl 2007 Kaneohe. inorganic carbon, air—sea CO2 exchange. coastal ocean. estuary. coral reef, 0(1)  Marine Chemistry 106 (2007) 174-191
53 Feely et al 2004 ocean acidification. anthropogenic CO2, CaCO3 9(1) Feely. R. A., Sabine CL, Lee K, BerelsonW. Kleypas J. Fabr
173 Findlay et al 2009 calcification metabolism 01 Findlay H. S.. Wood H. L., Kendall M. A_, Spicer J. I, Twitc
54 Fine & Tchern 2007 decalcification, coral 0(1)  Science (2007) 315: 1811
166 Fletcher & Car 1992 Spore attachement (1)  Fletcher RL. and Callow M.E. 1992. The Settlement, Attachn
55 Gao et al 1999 CO2, ion, macroalgae, pt thesis, d 0(1)  Hydrobiologia 398/399: 355-359, 1999
8 Gao et al 1993 ocean acidification, calcification. Corallina pilulifera, 0(1) GaoK., Aruga Y., Asada K., Ishihara T., Akano T., Kiyoharz
57 Gattuso et al 1999 calcification. photosynthesis, coral reef 0(1) AMER. ZOOL., 39:160-183 (1999)
131 Gazeau et al 2007 Impact of elevated CO2, shelffish calcification 0(1)  GEOPHYSICAL RESEARCH LETTERS (2007) 34: 1-5
18 AR Cabi 1070 wls all siafl ~alnifinat it 1001} (3 QoA & Cabineh T (1070 Thvartmriirs 2nd Blahacatinn ~ 7
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Risposte Dbiologiche delle Corallinales ai
cambiamenti climatici globali: proposta di un
percorso didattico per imparare a pensare la
complessita eco sistemica

FULVIA BRADASSI*?
FRANCESCO CUMANI*

GUIDO BRESSAN'

'Dipartimento di Scienze della Vita
Universita degli Studi di Trieste
?|stituto Comprensivo Divisione Julia

Trieste

1. INTRODUZIONE.

Lbaument o del | a pr e amdide nagbonigaaatnmosfesidae de |l |
potrebbe raddoppiare rispetto ai valori attuali (circa 366 nmatm) entro la
fine di questo secolo arrivando a circa 800 matm (Feely et al., 2004),
raggiungendo cosi, second o i mo d e | IntarnatienaldPadnelora t i d a
Climate Change (Parry et. al., 2007) una percentuale considerevolmente

piu alta rispetto a tutto il Quaternario (Pearson & Palmer, 2000).

Léaument o del | a c ginatmosfé¢ra mrzsolo épeobathiie C O
concausa del surriscaldamento globale, ma inevitabilmente produce un

aumento della concentrazione di CO; nelle acque marine superficiali, che
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si solubilizza secondo le leggi fisiche della diffusione di un gas in un

liuido. Quando la CO, s | di scioglie nell dacqua di
acido carbonico (H,CO3), che si dissocia formando ioni bicarbonato

(HCO3'), ioni carbonato (COs”), eioni(H) . I n tal modo | 6o
assorbire grandi quantita di CO, ed immagazzinarle come carbonio

inorganico disciolto (DIC, Dissolved Inorganic Carbon), ovvero somma

del |l e concentrazioni di gueste sy,peci e
aumenta anche il carbonio inorganico disciolto, ma le singole componenti

non aumentano I n mo d o proporzional e:
carbonati si sposta verso percentuali piu alte di CO, e HCO3;, mentre

diminuisce la concentrazione degli ioni COs* ' con conseguente
abbassamento d e | p H d e &rihad Questp demomano, ipotizzato in

linea teorica, trova riscontro nel confronto di serie storiche di misure sia su

scalagl obal e, sia a l|livello | ocale nel b
(Luchetta et al., 2010). Tali cambiamenti nella chimica dei carbonati,
spesso definiti Aaci di ficazione degl:
e sono destinati a intensificarsi in futuro: i modelli attuali prevedono che il

pH delle acque superficiali, che in media oscilla ormai attorno ad un pH di

8.1, a seconda del bacino idrico considerato, potrebbe scendere fino a 7.8

nel | 6an(fPary& a.02007).

Lacosidet t a 0 acodedglifodeaniaaxra probabilmente un grosso
impatto sulla vita nei mari e sui processi biogeochimici ad essa correlati. |
potenzial i ef fetti del | 6aumento del | 6ani dr
marini non sono tuttavia ancora sufficientemente conosciuti (Gao et al.,
1993; Langdon, 2002; Riebesell et al., 2010). Per tali motivi la valutazione
del | 6i mpatto del | @aanarinadsugli ecosstemi costieried e | | 0 €

stata riconosciuta di alta priorita s ol o nel |l 6ul (SCOR»> dece
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UNESCO, 2004) e sta riscontrando vasta eco negli ambienti scientifici,

dove numerosi sono i progetti internazionali di ricerca ad essa dedicati.

Attualmente gli studi, sviluppati sia in laboratorio (in microcosmi o
mesocosmi, grazie ai quali vengono simulate le condizioni previste dai
modelli), sia in ambiente naturale, indagano le reazioni degli organismi
calcificatori e degli ecosistemi. Fra questi numerosi sono i lavori dedicati
ai coralli, perché legati alla conservazione degli ambienti di barriera
corallina, ai molluschi ed echinodermi (Dupont et al., 2010), ma anche a
organismi calcificatori microscopici, come foraminiferi e coccolitofori. Fra i
vegetali le alghe rosse calcaree (Corallinaceae) rappresentano un gruppo
di organi s mi strategi ci per | a ricerc
Corallinaceae infatti sono macrofite caratterizzate da un tallo di natura

calcarea, nel quale la calcificazione avviene a livello della parete cellulare.

Questi organismi risultano infatti particolarmente rispondenti alle

alterazioni ambientali (bio-marker) tanto che il loro studio sembra
giustificato non s ol geogdahch ¢ lianmatpda,adai di st r
cicli vitali e riproduttivi relativamente lunghi (Bressan & Babbini, 2003),

dalla lunga permanenza in natura anche allo stato fossile (paleo-marker),

ma soprattutto dalla reattivitaal | 6i ncr ement o del l,a conc
ampiamente dimostrata da diversi autori (Leclerg et al., 2002; Hall-

Spencer et al., 2008; Jokiel et al., 2008; Kuffner et al, 2008; Martin et al.,

2008; Martin & Gattuso, 2009),

2. SCOPO
Dal momentocheir i sul t at i preliminar. sembr anc
del |l dani dri dai scarobdrmi ¢c aaeil | corsseggenta |, e
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abbassamento del pH, influiscano negativamente sulla produzione di
spore, sulla sopravvivenza e sviluppo dei talli nelle prime fasi di vita
(Cumani et al., 2010), gl i scopi del | 6 e sqo® delineai:nt 0 S C
da una parte, quello di osservare in ambiente scolastico come la fase
riproduttiva di Lithophyllum incrustans Philippi, una specie incrostante di
alghe rosse calcaree (Fig. 1), venga influenzata appunto
dall dacidificazionedadeélolav&e @qqti adciari e mad i
del |l applicabilit?@ di met odi e strumen
didattica nella scuola, attribuendone la connotazione di un vero e proprio

Afesperi mento didatticoo.

10.12.2008 ‘

Fig. 1: campioni di Lithophyllum incrustans utilizzati per la coltura

3.1 MATERIALE

Gli studi sono stati condotti in particolare sulle fasi riproduttive delle alghe,
ovvero sulla sporulazione e sullo sviluppo morfogenetico delle spore di
Corallinaceae. Percio campioni adulti di L. incrustans sono stati raccolti
con immersione in apnea ad una profondita di circa 3-4 metri in

corrispondenza del lungomare della riviera triestina, in una localita nota
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come bagni (MBoApo#lhilai 021. 79606 N; |l

campionamento e stato svolto dagli autori,con | 6ai ut o di

| campioni sono stati immediatamente portati a scuola, dove era stato

precedentemente allestito un laboratorio con i seguenti materiali:

— due acquari da 22 litri cadauno (Fig. 2), dotati di pompa per
movi ment azi on dluminaziohe&ram-gegotata €12 are di
luce e 12 ore di buio);

— sistema per insufflazione di anidride carbonica, regolato da pH-
metro collegato con elettrovalvola a feedback negativo (Milwaukee);

— bombola di diossido di carbonio;

— termometro centigrado;

— Vetrini portaoggetto;

— microscopio ottico (Konus);

— acqua marina.

Fig. 2: acquari utilizzati nel progetto didattico

3.2 METODI

13A

un do
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Nel |l 6ambito del | aboratorio di fitoec
Scienze dell a Vita @&agiddttiGawn onlaedirRecerda™ di -
(Cumanietal.,,2009)che opera sulle risposte biol
del |l acqua di ma di diverdeaspepieadi Coeallindceae.tlna | | |

guesto contesto nel gennaio 2008 € stato realizzato un impianto di coltura
di laboratorio atto alla caratterizzazione della calcificazione delle alghe

rosse calcaree sottoposte a differenti condizioni di pCO, (%).

La riproducibilita e | afiidabilita dei risultati fin qui ottenuti in laboratorio,
come anche la presenza nel nostro gruppo di specifiche competenze
legate al mondo della didattica, ha rappresentato lo spunto per proporre

un percorso sperimentale per ragazzi della scuola media.

Le alghe incrostanti, una volta portate in classe, sono state sottoposte ad
uno shock termico rispetto alle temperature in mare al fine di indurre la
pervieta dei concettacoli (corpi riproduttivi), e il conseguente rilascio di
spore.Le al ghe sono state prima pulite co
pulizia va eseguita mantenendo immersi in acqua i campioni), quindi sono
state sospese negli acquari, appoggiandole sopra un sostegno in rete
metallica costruito ad hoc. Nel primo acquario sono state mantenute
condizioni di coltura il piu possibile simile a quelle naturali. Nel secondo
acquario e stata fatta gorgogliare CO, determinando una riduzione del pH
sino al val ore prefissato (7. 8) corris
per la fine del secolo (Parry et al., 2007). Al raggiungimento del pH target
e stato interrotto il flusso della CO,, tramite un controllo a feedback

negativo ottenuto con unénetioettroval vol e

() Ricerca e statainseritane | | 6ambi t o del progetto V.E.C.T.O
e degli ecosistemi marini italiani ai cambiamenti climaTici e loro ruolO nei cicli del
caRbonio mediterraneo) del CoNISMA.
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Al fine di raccogliere opportunamente le spore liberatesi, immediatamente
al di sotto delle alghe progenitrici, € stato predisposto un pavimento, o

Al ett oo, pdriaogdeli davmactoscopria bttica, per ciascuna vasca,

preliminarmente lavati, sgrassati, sterilizzati e marcati con codici.

Di norma le spore delle Corallinaceae aderiscono al substrato mediante
briglie mucopolisaccaridiche ed iniziano rapidamente a dividersi, secondo
un piano morfogenetico caratteristico, con piani di clivaggio specie -

specifici; cosi infatti € stato e lo si puo osservare nella Fig. 3.

Fig. 3: giovane tallo di Lithophyllum incrustans.

Trascorse 24 o0r e dal | 61 ns e mi haamo iniaiatcea censire it a g a z z
numero di talli presenti su ogni vetrino, tramite conta diretta al microscopio

(Konus, ingrandimento 10X).

Gli allievi in questa fase hanno lavorato in piccoli gruppi di tre-quattro
persone per volta, alternandosi al microscopio. Durante la coltura sono
stati regolarmente monitorati i dati chimico fisici rilevanti per la crescita
delle alghe, ovvero: pH, temperatura, nitriti, nitrati, fosfati, durezza e la
concentrazione di Calcio e Magnesio disciolti in acqua. Il pH é stato

monitorato con pH-metro e con test per acquari; la temperatura & stata
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rilevata con un termometro e con una sonda a termocoppia DB2 Texas
Instruments; i parametri chimici sono stati rilevati utilizzando test specifici
per acquario. | dati sono stati raccolti e tabulati in tabelle Excell per

Windows e rappresentati con grafici.

La sperimentazione = stata ripetuta d
dicembre e aprile. Ogni ciclo di sperimentazione ha avuto una durata di
due settimane, durante le quali i ragazzi si sono dati il turno nella gestione
del laboratorio. | dati raccolti sono stati organizzati in tabelle e

rappresentati con grafici ottenuti con il software Microsoft Excell.

4. IL PROGETTO.

Sotto il profilo pedagogico e stato ideato un percorso didattico tematico
e sperimentale per la scuola secondaria di primo grado. Il tema proposto e
stato quello dei cambiamenti climatici globali. Le alghe rosse calcaree,
note come indicatrici del | a ilgaatedait ~ de
ragazzi in fase sperimentale per osservare le risposte biologiche alle

variazioni ambientali.

A | cambi ament i cl i mat iicquantp lrappbeaentand0 s on o
un tema attuale e perché permettono di contestualizzare un percorso che
sviluppi competenze cognitive complesse, quali saper cogliere relazioni

(approccio sistemico), controllare e rielaborare i risultati ottenuti,

esprimere i risultati  utilizzando un  appropriato  linguaggio
matematico/statistico.

Un corso prodromico alla sperime nt azi one didattica, svo
scolastico 2009/2010, pr esso | 0l sti tuto Comprensiyv

Trieste e sostenuto dal C.I.R.D, é stato finalizzato a far comprendere la
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complessit”™ degl: ecosi st emi nuenana n i

possa minacciare la sopravvivenza degli organismi sensibili a determinati

agenti stressogeni.

Il corso ha avuto come obiettivo quello di rendere i ragazzi parte attiva
nella conservazione degli ecosistemi locali, quindi in linea con
guel | 6 edamnbikeataleo che rientra a pieno titolo nei curricola

scolastici (Ministero della Pubblica Istruzione, 2007).

Il percorso, ideato per alunni della classe terza della scuola secondaria di
primo grado, € stato articolato in 16 unita didattiche extracurricolari in
classe ed un lavoro sperimentale che ha coinvolto gli studenti a gruppi di
tre alla volta, per un totale di 42 unita didattiche laboratoriali (in modo da
garantire ad ogni allievo almeno sei ore effettive di laboratorio). Il corso e
stato proposto ad un gruppo interclasse di 21 alunni. | ragazzi che hanno
partecipato hanno poi coinvolto nella propria esperienza i propri compagni
di classe (peer education) in una giornata destinata alla presentazione

della ricerca svolta.

Prima di essere attuato il progetto € stato sottoposto e approvato dal

Collegio dei Docenti della scuola.

4. LA DIDATTICA.

Sebbene | 6argomento trattato sia di
sono partite dall 6anali si del | a
sperimentale; si e lavorato su:

1 definizione geografica del Golfo di Trieste;

1 parametri chimico-f i s i c i del | acqua mar i

oceanografiche con particol are
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strumentale e metodologica, con lettura di diagrammi di dati
preesistenti;
composi zione chimico  ;fisica dell dac
gli habitat costieri;
principali organismi vegetali e animali che popolano gli
ecosistemi locali, le alghe ed in particolare le alghe calcaree;
| cambi ament i climati ci gl obald®i : cen
a u me nt onidade dadbdniaa in atmosfera, effetto serra i ;
| effetti dei cambi ament i climati ci
marina, in particolare sul sistema dei carbonati (Acidificazione del
mare).
Le lezioni si sono svolte in orario extracurricolare, e sono state distribuite
nel corso dell éanno scolastico. Dur ant e

riuniti tutti assieme.

Léattivit”™ didatt i c anapproscioamdutivo thottoni-t a a d ¢
up strategy) : - partendo dal dato sperimentale osservato in microcosmo
(acquario); - accoppiando il dato con le conoscenze acquisite
sull 6ambi ent e mar i n-opasdando peGonlpfoeessaldi Tr i e

modellizzazione atto a comprendere il funzionamento di un sistema
complesso (Randler & Bogner, 2009), quale e un ecosistema, e
comprendere i possibili effetti dei cambiamenti climatici globali a scala

locale

5SS RI SULTATI DELLOESPERI MENTO.

2IPCC i International Panel on Climate Change
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Durante la sperimentazione condotta in dicembre gli studenti hanno
censito 167 giovani talli nella vasca di controllo e 60 nella vasca acida. In
aprile 2010 sono stati contati 1094 nella vasca di controllo e 217 nella

vasca acida.

In entrambi gli esperimenti & stata osservata una riduzione nel numero di
spore prodotte dagli individui sottoposti a trattamento con CO, rispetto alla
vasca di controllo (fig. 4).

B VASCA CONTROLLO
B VASCA ACIDIFICATA

Fig. 4: risultati dei censimenti effettuati dagli allievi.
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6. CONCLUSIONI.

Sebbene il microcosmo costruito nel laboratorio scolastico non possa
garantire il condizionamento preciso di tutti i parametri chimico-fisici del
sistema - per owvi motivi di contenimento dei costi e di semplicita di
conduzione - esso ha assolto egregiamente la funzione didattica per la
guale era stato ideato. | risultati ottenuti, in termini di produzione di spore
in microcosmo acidificato versus microcosmo di controllo, sono coerenti
con precedenti osservazioni ottenute dagli autori in esperimenti condotti
presso il Dipartimento d i Scienze dell a Vita
(Cumani et. al, 2010). | risultati delle due inseminazioni effettuate presso

| 61l sti tuto comprensivo mdlvi soose

del |

del i

scolastico 2009-2010s e mbr ano conf er mar d& hamehsd 6 e s p

con le alghe calcaree sia utilizzabile in un contesto scolastico per

dimostrare gli effetti del |l 6acidificazi omeanshel| | 6ac
calcificatori: i ragazzi c¢c h e hanno partecipato all o6
osservato e discusso i risultati; essi hanno dedotto c he | 6aument o
CO, atmosferica potrebbe avere degli effetti negativi sulla riproduzione in

natura delle alghe calcaree. Alcuni hanno inoltre suggerito che, in
considerazione di tutt i | e gami che g
di un ecosistema, la possibile riduzione della diffusione delle
Corallinaceae potrebbe avere delle ripercussioni anche su altre specie

che occupano gli stessi habitat, come anche alcune attivita umane, quali

| a pesca 0 | 6 a tpotrebbera fisentirei megadvamente a

del |l daci dificazione del mar e.

A conclusione del | 0 e gipuger iace nrcemtivare per

comportamenti di maggiore consapevolezza nella conservazione delle
risorse naturali da parte dei giovani, gli allievi che hanno partecipato al

progetto hanno proposto ai compagni di scuola un incontro dove hanno
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presentato e discusso in prima persona il lavoro svolto. Gli incontri, a cui
hanno partecipato i ragazzi, gli insegnanti ed i ricercatori coinvolti nel
progetto. hanno rappresentato un momento di confronto fra i giovanissimi,

i mondo della scuola e della ricerca.

In sintesi, il percorso sperimentale sopra illustrato sembra aver risposto
egregiamente nei tempi, nei modi, negli strumenti agli obiettivi prefissati,

nel l 6ottica di sviluppare una didattice
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