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 Istituto per l’Ambiente Marino Costiero


In riferimento alla lettera prot. AMMCNT – CNR n. 0051228 del 10-7-09 si invia la seguente Relazione Scientifica dell’attività svolta dalla Dott.ssa La Ferla:
RELAZIONE SCIENTIFICA del progetto STM: 

“Confronto tra popolamenti procariotici dell’Oceano Atlantico e del Mediterraneo attraverso l’uso congiunto di tecniche citofluorimetriche e di analisi d’immagine. Analisi di campioni epi-, meso- e bati-pelagici ed interpretazione di dati pregressi per la progettazione di studi futuri sui cambiamenti globali”

Il Mediterraneo é un ecosistema molto instabile da un punto di vista trofico e sensibile alla variabilità climatica nel suo assetto microbiologico. Inoltre, alcune sue caratteristiche, quali l’oligotrofia, i brevi tempi di residenza delle acque, i veloci tempi di turnover e la sua peculiare “conveyor belt” ne fanno un bacino idoneo allo studio della variabilità dei processi fisici e biogeochimici oceanici.  In tale contesto, diventa necessario formulare una chiave di lettura unitaria per confrontare le variazioni avvenute nell’ultimo decennio a livello globale, confrontando direttamente le peculiarità biogeochimiche del Mediterraneo, e la sua vulnerablità ai cambiamenti globali, con la variabilità di altri sistemi oceanici. 
Da tale contesto é nato questo progetto che ha visto lavorare insieme due istituzioni scientifiche (IAMC-CNR e UCEA-UFRJ) giá coinvolte in ricerche decennali in ambito ambientale rispettivamente nel Mediterraneo e in Oceano Atlantico. Nell’ambito di questo progetto, sono stati infatti analizzati congiuntamente campioni di acqua di mare prelevati in stazioni del Tirreno Meridionale, Adriatico Meridionale e Mediterraneo Orientale (Mar Mediterraneo) ed in stazioni nella Baia di Guanabara (Oceano Atlantico Sud Occidentale). Sono state adoperate tecniche citofluorimetriche e di analisi di immagine (microscopia in epifluorescenza). Sono stati inoltre prelevati campioni di acqua di mare dalla Baia di Guanabara per lo studio dell´attivitá respiratoria con il metodo dello studio dell´attivitá del Sistema di Trasporto degli Elettroni (ETS) in Italia. Tali campioni, conservati in azoto liquido, saranno analizzati insieme ad altri campioni pelagici che saranno prelevati nell’ambito di due campagne oceanografiche che si terranno nel Mediterraneo (st. VTM) e nell’Oceano Atlantico nel corso del 2010.
Aree di studio

Le aree di studio nel Mediterraneo ed in Oceano Atlantico sono state scelte in modo da poter confrontare ambienti tra loro ben diversificati da un punto di vista trofico e ambientale.

Nel Mediterraneo, il Tirreno centro-meridionale e l´Adriatico meridionale sono aree marine che recentemente hanno attirato l’attenzione scientifica  italiana ed europea poiché giocano un ruolo chiave per la comprensione delle complesse dinamiche di scambio tra i bacini orientale ed occidentale del Mediterraneo. Nell’ultimo decennio, infatti, sono stati condotti studi nell’ambito dei progetti MATER, MEDGOOS, EU-EUROCEANS, EU-SESAME e MED-OCEANOR e le campagne CIESM-SUB1 e CIESM-SUB 2, e VECTOR (campagne CARPEL e TRANSMED). I campioni oggetto della relazione sono stati prelevati nell’ambito del progetto VECTOR - CARPEL, linea 8 (Tirreno Meridionale) e linea 9 (Adriatico Meridionale) finanziato dal MIUR.
Il terzo sito di prelievo è stato il bacino URANIA che, come altri bacini profondi del Mediterraneo Orientale (BAMO, KRYOS, DISCOVERY, ATALANTE), é un ambiente estremo caratterizzato da anossia e presenza di brine (acqua ad elevata salinitá) al di sotto di 3300 m di profonditá. I campioni sono stati prelevati nell’ambito del progetto MIDDLE-MAMBA, finanziato dalla UE. 

Nell’Oceano Atlantico, la Baia di Guanabara ha un´estenzione di 400 km2 e risente di forti input di origine sia marina che terrestre (fiumi, scarichi urbani e industriali). Nonostante la bassa profondità, che varia da 65 m all’imbocco della baia a < 1 m nelle aree più interne, l’area é caratterizzata da una circolazione dominata da forti correnti di origine tidale che contribuiscono al rinnovo delle acque in vaste zone della baia. In particolare, le fasi di alta marea consentono intensi apporti di acqua di mare particolarmente massivi al fondo, mentre le fasi di bassa marea facilitano la fuoriuscita delle acque meno salate dalla baia negli strati più superficiali. I campioni analizzati nell’ambito della presente STM sono stati prelevati nell’ambito del progetto ´´Observatório Microbiológico do Rio de Janeiro (finanziato dal CNPq e FAPERJ)´´ che effettua campagne mensili di prelievo di campioni di acqua di mare per analisi chimiche e microbiologiche nella Baia di Guanabara, e dispone di una serie storica di 13 anni di dati.
Descrizione delle attivitá svolte in Italia

Attività di prelievo

Da due stazioni fisse situate nel Mediterraneo (VTM: Tirreno Meridionale, AM1: Adriatico Meridionale) e da una stazione situata in corrispondenza del bacino URA (Mediterraneo Orientale) sono stati prelevati campioni di acqua di mare lungo tutta la colonna d´acqua. Nella tabella 1 sono riportate le aree  e i periodi di studio, i nomi delle campagne oceanografiche e delle stazioni indagate, le coordinate geografiche e la batimetria. 

Tabella 1- Aree indagate nel Mediterraneo, mese ed anno di prelievo, campagna oceanografica, nome della stazione, coordinate geografiche e profondità del fondo.
	Area di studio
	Periodo
	Campagna
	Stazione
	Coordinate
	Profonditá

	Tirreno
	Febbraio 2009
	Vetimer 3
	VTM
	39°30’N, 13°30’E
	3500 m

	Adriatico
	Giugno 2008
	AM 7
	AM 1
	41°50’N, 17°45’E 
	1200 m

	MED. Orientale
	Settembre 2009
	Middle
	URA
	35°13’N, 21°28’E
	3470 m


Le attivitá di prelievo nel Tirreno e nel Mediterraneo Orientale sono state effettuate a bordo delle N/O URANIA del CNR; le attivitá di prelievo nell´Adriatico sono state condotte a bordo della N/O Universitatis del CONISMA.

I campioni sono stati prelevati con bottiglie Niskin (capacità 20 litri) alle seguenti quote:

VTM: 5, 25, 50, 75, 100, 200, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3250 e 3500 m;

AM 2: 5, 20, 48, 60, 75, 100, 200, 300, 400, 500, 700, 1000, 1100 e 1190 m;

URA: ~3350 m e selezionati in base alle seguenti salinità misurata refrattometricamente: 4.1, 6, 9, 12.4, 15.

Sono stati prelevati campioni di acqua di mare per: 

· lo studio dell’abbondanza, dei volumi cellulari, della biomassa e dei morfotipi delle cellule procariotiche mediante analisi d’immagine (microscopia in epifluorescenza);

· lo studio dell’abbondanza procariotica e dei sottogruppi HNA (High Nucleic Acid) e LNA (Low Nucleic Acid) mediante citometria a flusso; 
· parametri idrologici (temperatura, salinità) e attività microbiche. 

Analisi d’immagine

Aliquote di 50 ml sono state raccolte in provette sterili di polipropilene (tipo Falcon), fissate con formaldeide (concentrazione finale 2%) e conservate al buio a 4°C fino al momento della  preparazione dei vetrini. 

Per i campioni raccolti nel Mediterraneo, la preparazione dei vetrini è avvenuta nei laboratori dell’IAMC UOS-Me entro una settimana dal prelievo, filtrando opportune aliquote su membrane di policarbonato black della Millipore (porosità 0,22 µm). L’allestimento dei vetrini è stato effettuato secondo la metodica di Porter & Feig (1980) utilizzando il DAPI (diamidino-fenil-indolo) come  fluorocromo per l’osservazione all’analizzatore d’immagine Zeiss AXIOPLAN 2 Imaging (BP 365/10 exciter filter; FT 390 chromatic beam splitter; LP 395 barrier filter). La procedura analitica per la stima dei volumi cellulari è riportato in dettaglio da La Ferla et al (2004). Il contenuto di Carbonio cellulare stimato al fine di ricavare la biomassa procariotica dal conteggio è stato quantificato utilizzando l’algoritmo specifico per il DAPI riportato da  Posch et al. (2001) dove CCC = 218 x Volume0.86.  

A contorno della stima della biomassa, il protocollo analitico ha previsto anche la stima di attività microbiche quali attività esoenzimatiche ((-GLU: (-glucosidasi, LAP: leucina amino-peptidasi, AP: fosfatasi alcalina), di produzione batterica ([3H]-leucine uptake) e attività respiratoria:  sistema di trasporto degli elettroni (ETS), in accordo con La Ferla et al. (2005).
Analisi citofluorimetriche 

I campioni per l´analisi citofluorimetrica prelevati nel Mediterraneo sono stati raccolti in tubi per criogenia (1,5 ml), fissati con glutaraldeide (concentrazione finale 0,5%) e posti direttamente in azoto liquido. Mantenendo la catena del freddo, i campioni congelati sono stati trasportati in Brasile in contenitori termici, e processati nei laboratori dell’UFRJ.

Descrizione dell´attivitá svolta in Brasile

Attività di prelievo

Le attivitá di prelievo nella Baia di Guanabara sono state condotte a bordo della motobarca  lancia XV della ditta “Antonio Carlos Tranporte marítmos”
I campioni sono stati prelevati con bottiglie Van Dorn (capacità 3 litri) in superficie e al fondo

Sono stati prelevati campioni di acqua di mare per lo studio di: 

· abbondanza, volumi cellulari, biomassa e morfotipi delle cellule procariotiche mediante analisi d’immagine (microscopia in epifluorescenza);
· abbondanza procariotica e dei sottogruppi HNA (High Nucleic Acid) e LNA (Low Nucleic Acid) mediante citometria a flusso;
· parametri idrologici e trofici (temperatura, salinità, nutrienti, clorofilla).

Tabella 2. Aree indagate nella Baia di Guanabara (Oceano Atlantico Sud-Occidentale), periodo di prelievo, nome delle stazioni, coordinate geografiche e profondità del fondo. DATUM SAD 69 – MC 45 °W.

	Periodo
	Stazione
	
	Coordinate
	Profonditá 

	Novembre 2009
	Urca
	688771,00
	7461839,18
	5 m

	Novembre 2009
	# 1
	689966,65
	7463185,46
	35 m

	Novembre 2009
	# 7
	688497,48
	7469674,30
	20 m

	Novembre 2009
	# 34
	679682,47
	7473592,08
	11 m

	Novembre 2009
	Paquetá (PQ)
	694412,53
	7484110,80
	12 m

	Novembre 2009
	Cajú
	683200,10
	7469550,20
	8 m


Analisi d’immagine

Aliquote di 50 ml sono state raccolte in provette sterili di polipropilene (tipo Falcon), fissate con formaldeide (concentrazione finale 2%) e conservate al buio a 4°C fino al momento della  preparazione dei vetrini. 
Per i campioni raccolti nella Baia di Guanabara, opportune aliquote di campione sono state immediatamente processate in doppio: 
1) si è provveduto a filtrare i campioni attraverso membrane dello stesso tipo di quelle adoperate in Italia ed a conservare i filtri a -20°C.  Mantenendo la catena del freddo i filtri sono stati trasportati in Italia in contenitori termici, ed entro 20 giorni dal prelievo i campioni sono stati processati presso l’IAMC;

 2) i campioni sono stati filtrati attraverso membrane dello stesso tipo di quelle adoperate in Italia allestendo vetrini come indicato nella metodica sotto riportata. I vetrini sono stati osservati con un microscopio Zeiss AXIOPLAN 2 (BP 365/10 exciter filter; FT 395 chromatic beam splitter; LP 420 barrier filter), presso il laboratorio di Microscopia dell’Istituto di Microbiologia dell’UFRJ. 

Analisi citofluorimetriche 

I campioni prelevati nell’Atlantico sono stati raccolti in provette sterili di polipropilene da 10 ml e posti in azoto liquido fino al momento dell’analisi (24 ore dopo il prelievo). Dettagli della metodica adoperata sono riportati da Gasol & del Giorgio (2000) e da Andrade et al. (2003). 
I campioni raccolti nel Mediterraneo insieme a quelli prelevati nella Baia di Guanabara sono stati sottoposti ad analisi citofluorimetrica adoperando il Syto13 come fluorocromo,mentre le beads di riferimento sono state colorate con DAPI. 
Le analisi citofluorimetriche sono state effettuate mediante un citometro a flusso modello CYAn ADP della ditta DakoCytomation nei laboratori della Unidade de Citometria dell’Instituto de Biologia dell’UFRJ. 

Risultati preliminari

Nelle tabelle riportate di seguito sono riassunti i risultati dei conteggi effettuati. I dati ottenuti nel Mediterraneo sono mostrati in Tab. 3 (risultati dei conteggi, volumi, contenuto di carbonio cellulare, biomassa e morfotipi cellulari mediante analisi d’immagine) e Tab. 4 (conteggi cellulari, cellule High Nucleic Acid, cellule Low Nucleic Acid, %HNA, %LNA, rapporto HNA/LNA madiante citofluorimetro). Le stime delle abbondanze cellulari effettuate con l’analisi d’immagine variavano nei ranges di 0.7-17.1, 2.3-13.1 e 4.7-53.2 cell x 105 ml-1 rispettivamente nelle stazioni VTM, AM1 e URA. In VTM e AM1 i valori maggiori sono stati riscontrati nell’epipelago (25 – 75 m), in URANIA alla salinità di 6. I conteggi cellulari in citofluorimetria hanno evidenziato valori di abbondanza cellulare più bassi di un ordine di grandezza (ranges: 1.1-10.1, 1.8-7.8 e 4.4-49.8 cell x 104 ml-1 rispettivamente nelle stazioni VTM, AM1 e URA). In VTM i valori più elevati sono stati riscontrati alle stesse quote riferite per i conteggi microscopici; in AM1 nella quota più superficiale e a 1000 m; in URANIA alla salinità di 4,1.
 In Tab. 5 sono mostrati i conteggi, volumi, contenuto di carbonio cellulare, biomassa e morfotipi cellulari ottenuti nella Baia di Guanabara mediante analisi d’immagine. In Tab 6 sono riportati i parametri fisici (T°C, Salinità), chimici (ossigeno disciolto, ortofosfati, fosforo, ammonio, nitriti, silicati), trofici (clorofilla, materia particellata) , conteggi cellulari, cellule High Nucleic Acid, cellule Low Nucleic Acid, %HNA, %LNA in citofluorimetria). Le stime delle abbondanze cellulari effettuate con l’analisi d’immagine variavano nei range di 0.48-34.1 cell x 107 ml-1, riscontrati entrambi nella stazione PQ rispettivamente al fondo ed in superfice. I conteggi cellulari in citofluorimetria hanno evidenziato valori di abbondanza cellulare compresi nel range 0.29-4.99 cell x 107 ml-1 determinati rispettivamente nelle stazioni PQ al fondo e 34 in superficie. 
Nelle Figure sono riportate le distribuzioni delle cellule procariotiche nella colonna d’acqua delle diverse aree indagate. In particolare, nella Fig. 1 (a) è riportata la distribuzione delle cellule procariotiche ottenute nella stazione VTM con analisi d’immagine (epi-cells) e citofluorimetria (cito) insieme con la retta di regressione e l’equazione della retta, mentre nella Fig. 1 (b) la distribuzione della biomassa procariotica (epi-biomassa) e dei conteggi al citofluorimetro (cito). I due metodi di conteggio hanno mostrato andamenti simili lungo la colonna d’acqua e sono risultati ben correlati (R2 0,968), pur se con ordini di grandezza differenti. Tale riscontro, particolarmente evidente negli strati superficiali, è dovuto alla presenza di picoplancton fototrofo negli strati eufotici che vengono contate in microscopia ad epifluorescenza. Nella Fig. 2 sono riportate le distribuzioni delle cellule procariotiche ottenute nelle stazioni AM1 e URA. In questi due casi di indagine non è stata osservata la stessa corrispondenza mostrata nella stazione VTM. Dati sul conteggio di picoplancton fototrofo nella stazione AM1 hanno evidenziato l’elevata ricchezza di tali microorganismi nei campioni ottenuti durante la stessa campagna oceanografica. Invece per quanto riguarda la stazione URA, i conteggi nei campioni prelevati nelle brine confermano la necessità di intraprendere nuovi studi per meglio comprendere il significato ecologico e applicativo dei popolamenti microbici adattati a tali ambienti estremi. Nella Fig. 3 è riportata la distribuzione delle cellule procariotiche ottenute nelle stazioni della Baia di Guanabara con analisi d’immagine (epi-cell) e citofluorimetria (cito) insieme con la retta di regressione e l’equazione della retta. Come per la stazione VTM, i risultati ottenuti sono confrontabili e ben correlati (R2 0,912). I conteggi con
analisi d’immagine sono sempre più elevati ma risultavano dello stesso ordine di grandezza. I valori riscontrati nella stazione PQ (stazione più interna nella baia) nello strato di superficie sono stati eliminati dalla elaborazione grafica perché troppo elevati. Ulteriori approfondimenti potranno chiarire se tale picco è stato determinato da un errore metodologico o da un inquinamento del campione stesso. 
Conclusioni

L’attività effettuata ha consentito un primo confronto diretto e sinottico di metodologie per la stima dei popolamenti procariotici dell’Oceano Atlantico e del Mediterraneo, attraverso l’uso congiunto di tecniche citofluorimetriche e di analisi d’immagine. I campioni analizzati sono risultati confrontabili in aree pelagiche quali il Tirreno (Mediterraneo) e costiere quale la baia di Guanabara (Atlantico), facendo ben sperare nella possibilità di rielaborare dati pregressi per studi sui cambiamenti globali. Le analisi effettuate in Adriatico e nel bacino anossico Urania hanno fornito risultati più discordanti che sono comunque legati rispettivamente alle caratteristiche trofiche e chimiche dei siti studiati. 
Nell’ottica di elaborare una chiave di lettura unitaria per confrontare le variazioni biogeochimiche in atto a livello globale è necessario proseguire tali indagini raccogliendo una più cospicua mole di dati sui popolamenti procariotici sia in termini di biomassa che di attività. A tal fine da questa iniziativa scientifica è scaturita la volontà di raccogliere campioni mediterranei ed oceanici, in occasione delle campagne di prelievo che entrambi gli istituti effettueranno nel 2010, per analizzarli congiuntamente. 
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