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Individuazione dei principali gruppi fitoplanctonici in base al loro
contributo di assorbimento e retrodiffusione nella riflettanza

g% N N .
Emanuele Organelli®, Caterina Nuccio®, Luca Massi*

“Dipartimento di Biologia Vegetale, Universita di Firenze, Via P.A. Micheli 1 — 50121 Firenze, Italia

Abstract

Lo sviluppo delle conoscenze nel campo della bio-ottica marina e I’operativita dei sensori satellitari con elevata risoluzione
spettrale fanno ipotizzare la possibilita di individuare i principali gruppi fitoplanctonici da misure del colore del mare (cio¢ dal
rapporto fra retrodiffusione e assorbimento) effettuate anche con sensori remoti. Seguendo questo ambito di ricerca abbiamo
cercato di valutare questa possibilitd con i popolamenti fitoplanctonici delle acque superficiali del Mar Mediterraneo,
utilizzando misure di riflettanza in situ e misure dell’assorbimento dei principali componenti marini otticamente attivi.
Abbiamo elaborato un algoritmo basato sulla tecnica SAM (Spectral Angle Mapper) per valutare la similarita tra spettri di
riferimento di ogni gruppo fitoplanctonico da individuare (dinoflagellati, coccolitofori, diatomee, cianobatteri cfr
Synechococcus e Prochlorococcus marinus) e spettri incogniti. Sono state calcolate le regressioni fra gli indici di similarita e
I’abbondanza fitoplanctonica valutata al microscopio o con analisi pigmentaria (HPLC). I coefficienti di correlazione ottenuti
con ’assorbimento del fitoplancton sono risultati altamente significativi. L’unione in un vettore di assorbimento e
retrodiffusione come unica proprieta, novita da noi introdotta, ha determinato performances pari ed in alcuni casi superiori a
quelle dell’assorbimento. Cio ha permesso di ricostruire con buona fedelta la composizione dei popolamenti fitoplanctonici.
© 2007 AIOL-SItE. All rights reserved
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al. 2005) o specie tossiche determinanti estese
fioriture (Carder & Steward 1985; Balch et al. 1996;

1. Introduzione

In ambito marino il telerilevamento ha dato un
forte impulso allo studio del fitoplancton con
particolare riferimento alla sua distribuzione spaziale
e temporale. Negli ultimi anni, con lo sviluppo delle
conoscenze nel campo della bio-ottica marina e
dell’operativita dei sensori remoti ad elevata
risoluzione spettrale, sono stati effettuati diversi
tentativi per individuare otticamente  gruppi
fitoplanctonici (Sathyendranath ef al. 2004; Alvain et

Millie et al. 1997; Morel 1997; Kahru & Mitchell
1998) mediante lo studio del colore del mare. Una
misura di tale proprieta ¢ data dalla remote sensing
reflectance misurata dai sensori satellitari, oppure
dalla riflettanza misurata in sitzu. Entrambe sono
collegate alle proprieta ottiche inerenti assorbimento
a(l) e retrodiffusione b,(7) mediante la relazione
(Gordon et al. 1975; Morel & Prieur 1977):

R() = by(W)/(a(A)+ by(2))
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In questo lavoro abbiamo analizzato queste
proprieta ottiche in relazione alla composizione
fitoplanctonica per valutare la differenziazione
spettrale e la possibilita di discriminare, su questa
base, i principali gruppi fitoplanctonici. Il lavoro si &
incentrato sui popolamenti naturali delle acque del
largo del Mar Mediterraneo generalmente poco
consistenti quantitativamente ed a composizione
molto differenziata. Quindi si tratta di popolamenti
con caratteristiche molto differenti da quelli in cui le
tecniche di individuazione ottica del fitoplancton
sono state applicate, volte solitamente
all’individuazione di fioriture algali massive e spesso
monospecifiche. Allo scopo abbiamo elaborato un
algoritmo di calcolo basato sulla tecnica SAM
(Spectral Angle Mapper) per poter quantificare nella
riflettanza, nella retrodiffusione e nell’assorbimento
del fitoplancton il contributo spettrale dei principali
gruppi fitoplanctonici e quindi la loro abbondanza
relativa nei popolamenti.

2. Materiali e Metodi

Lo studio ha interessato una vasta area del Mar
Mediterraneo (Fig. 1) scegliendo 53 stazioni, in cui
erano presenti contemporaneamente sia misure di
irradianza che analisi biologiche, di acque di caso 1
cio¢ quelle acque in cui il fitoplancton ha il ruolo
principale nel determinarne le caratteristiche ottiche e
gli altri componenti ofticamente attivi sono
proporzionali al fitoplancton stesso (Morel & Prieur
1977; Morel 1988). E’ stato preso in esame solo lo
strato superficiale (10-30 m) corrispondente a 1/Ky4
(Kq ¢ il coefficiente di attenuazione verticale
dell’irradianza PAR discendente nella zona eufotica)
e cio¢ allo strato che determina il colore del mare
(Morel 1988).

Le misure di irradianza spettrale (350-750 nm)
ascendente e discendente sono state effettuate
mediante spettroradiometro LICOR LI1800UW ed il
loro rapporto ha consentito di calcolare la riflettanza
spettrale R(A):

R(A) = E.(A)/Ea(%)

dove E, (%) ¢ I'irradianza ascendente ed E,(4) quella
discendente entrambe misurate a 5 m di profondita.
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Fig. 1. Ubicazione delle stazioni di campionamento delle diverse
campagne.

Mediante la relazione tra riflettanza e proprieta
ottiche inerenti individuata in Gordon et al. (1975) e
Morel & Prieur (1977) ¢ stato possibile dedurre un
coefficiente di retrodiffusione b, .(4) corretto dal
contributo dell’acqua, che per le acque di caso 1 ¢
determinato principalmente dal fitoplancton:

byo(2) = ((ROY* a(2))/0.33)/ (I-(R()/ 0.33))- 0.5b,,(})

dove R(%) ¢ la riflettanza spettrale in situ, b,(4) ¢ il
contributo dell'acqua alla retrodiffusione (Smith &
Backer 1981) e a(4) ¢ la somma dei coefficienti di
assorbimento misurati in ogni campione: detrito
aq(4), fitoplancton a,;(4), sostanza organica disciolta
ays(4) insieme a quello dell’acqua marina a,,(4) (Pope
& Fry 1997).

Sono state effettuate: analisi della composizione
dei popolamenti fitoplanctonici mediante
microscopio ottico (Hasle 1978) e/o analisi dei
pigmenti con HPLC (Vidussi et al. 1996; Barlow et
al. 1997); misure degli spettri di assorbimento della
sostanza organica disciolta mediante lettura
spettrofotometrica (Bricaud ef al. 1981); misura degli
spettri di assorbimento del detrito e del fitoplancton
mediante spettroradiometro con sfera integratrice
(Massi et al. 1997; Tassan & Ferrari 2002) prima e
dopo estrazione in metanolo dei pigmenti liposolubili
(Kishino ez al. 1985).

3. Risultati

In Fig. 2A ¢ riportata la composizione dei
campioni analizzati al microscopio ottico mentre in
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Fig. 2B quelli analizzati con HPLC. Come pigmenti
diagnostici di ciascun gruppo abbiamo utilizzato la
peridinina per i dinoflagellati, I’esanolfucoxantina per
i coccolitofori, la fucoxantina per le diatomee, la
zeaxantina per i cianobatteri assimilabili al genere
Synechococcus sp. (SLC) e la divinil-clorofilla a per
la specie Prochlorococcus marinus. L’abbondanza
pigmentaria relativa di ogni pigmento ¢ stata
calcolata come il rapporto di ogni pigmento sul totale
di quelli diagnostici.
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Fig.2. A) Abbondanza cellulare relativa delle classi

fitoplanctoniche alle varie stazioni nello strato superficiale. B)
Composizione pigmentaria relativa (pigm. diag./ Y pigm. diag.) dei
pigmenti diagnostici dei vari gruppi fitoplanctonici alle varie
stazioni nello strato superficiale.

I popolamenti descritti sulla base di conteggi
cellulari al microscopio ottico risultano molto
semplificati, escludendo a priori la frazione
picoplanctonica che risulta sempre abbastanza
significativa come dimostrano quelli descritti su base
pigmentaria.

In tutti i popolamenti ¢ stata riscontrata un’elevata
eterogeneita della composizione, con i cianobatteri e 1
coccolitofori come gruppi prevalenti.

In prima istanza ¢ stata effettuata un’analisi
qualitativa della forma spettrale della riflettanza
ottenuta alle varie stazioni in relazione alla
composizione media dei relativi popolamenti
fitoplanctonici. Su questa base non ¢ stato possibile
estrapolare una evidente relazione fra forme spettrali
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e composizione fitoplanctonica. Cosi gli spettri di
riflettanza sono stati scomposti nelle loro componenti
di assorbimento e retrodiffusione.

La relazione tra forme spettrali e composizione ¢
risultata piu evidente negli spettri di assorbimento del
fitoplancton e tale da consentirne una suddivisione in
alcuni principali raggruppamenti.

Approfondendo questo tipo di analisi delle
relazioni fra forme spettrali e composizione abbiamo
potuto estrapolare gli spettri di assorbimento
rappresentativi di ognuno dei cinque principali
raggruppamenti tassonomici (Fig. 3). Gli spettri di
riferimento sono stati scelti fra quelli dei campioni
disponibili in base alla omogeneita della
composizione, privilegiando quelli con biomassa
abbastanza elevata, e quelli in cui erano
maggiormente evidenti le firme spettrali dei pigmenti
diagnostici di ciascun gruppo.

Nel caso di P. marinus, per la presenza di due
forme spettrali dovute ad un diverso stato di
fotoadattamento, abbiamo scelto quella piu frequente
tra i nostri campioni e piu tipica di un adattamento ad
elevate luminosita (Fig. 3). Per riflettanza e
retrodiffusione sono stati scelti come spettri modello
dei principali gruppi quelli delle stesse stazioni
utilizzate per I’assorbimento del fitoplancton.
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Fig. 3. Spettri di assorbimento normalizzati del fitoplancton scelti
come riferimento di ciascun gruppo.



Available online at http://www.ecologia.it/congressi/X VIl/articles/

Per valutare in uno spettro incognito I’incidenza di
una determinata firma spettrale conosciuta ed
effettuare su questa base una classificazione spettrale,
abbiamo messo a punto un algoritmo di calcolo
basato sulla tecnica SAM (Spectral Angle Mapper).
Tale analisi ¢ stata effettuata sulla derivata IV degli
spettri rispetto alle AA, il cui calcolo ¢ stato fatto
utilizzando un delta A pari a 7 nm (Millie et al. 1997,
Schofield er al. 1999; Kirkpatrick et al. 2000), allo
scopo di poter eliminare negli spettri la loro generale
similarita dovuta alla clorofilla a ed altri pigmenti in
comune. Per tale motivo gli spettri sono stati anche
trasformati mediante rapporto di normalizzazione
(Millie et al. 1997) e successivamente ne ¢ stata
calcolata la derivata I'V.

L’algoritmo di calcolo messo a punto prevede una
fase preliminare di normalizzazione rispetto alla
media spettrale degli spettri di assorbimento,
costituiti da 301 bande da 400 a 700 nm, e degli
spettri di riflettanza e di retrodiffusione, costituiti
solo da 251 AA (da 400 a 650 nm) in quanto ¢ stata
eliminata la banda 650-700 nm dominata dalla
fluorescenza naturale della clorofilla a che risulta
essenzialmente legata a biomassa ed attivita
fisiologica.

E’ stato inoltre costituito un vettore unico di 552
bande derivato dall’unione delle 301
dell’assorbimento del fitoplancton e dalle 251 di
retrodiffusione, una novitda che si propone come
ulteriore sistema per discriminare i diversi gruppi
fitoplanctonici  utilizzando  contemporaneamente
I’informazione relativa all’assorbimento e quella
relativa alla retrodiffusione.

La tecnica SAM ha permesso di calcolare un
indice di similaritd dato dal coseno dell’angolo
compreso tra due spettri, riferimento e spettro
incognito, in forma vettoriale (Sohn & Rebello 2002;
Girouard et al. 2004). Gli indici cosi ottenuti sono
stati confrontati con 1’abbondanza cellulare relativa di
ogni popolamento o con il logaritmo della
concentrazione del pigmento marcatore calcolando le
rette di regressione ed i coefficienti di correlazione.

I risultati mostrano che con la riflettanza gli indici
di similarita sono sempre molto bassi e simili tra loro
ed il coefficiente di correlazione spesso ¢ risultato
negativo.

La retrodiffusione mostra indici di similarita piu
elevati, la trasformazione con rapporto di
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normalizzazione ha consentito di ampliare il range di
variazione di tali indici.

L’assorbimento ¢ risultato la proprieta che meglio
ha consentito di discriminare il contributo spettrale
dei principali gruppi in popolamenti misti. Gli indici
di similarita presentano un ampio range di variazione
ed arrivano a valori maggiori rispetto a quelli ottenuti
con riflettanza e retrodiffusione. La trasformazione
con rapporto di normalizzazione ha consentito di
aumentare la diversificazione tra le diverse forme
spettrali aumentando il range di variazione degli
indici di similarita.

Gli indici di similarita calcolati sul vettore unico
sono risultati in certi casi elevati. La trasformazione
mediante rapporto di normalizzazione non ha
consentito nella maggior parte dei casi di ottenere un
miglioramento sugli indici di similarita.

In fig. 4 sono riportati i valori dei coefficienti di
correlazione ottenuti per ogni regressione.
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Fig. 4. Confronto fra i coefficienti di correlazione (r) delle
regressioni sia relative all’abbondanza cellulare % che al logaritmo
della concentrazione dei pigmenti diagnostici. * = P<0,05; ** =
P<0,01.
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Questi mostrano come le diverse proprieta ottiche
esaminate forniscano una diversa informazione
rispetto ad ogni gruppo fitoplanctonico studiato.

Nel caso della riflettanza 1 coefficienti di
correlazione ottenuti sono risultati sempre abbastanza
bassi e quasi mai significativi. La retrodiffusione ha
mostrato  coefficienti di correlazione migliori
soprattutto per i coccolitofori ed in particolare a
seguito della trasformazione con rapporto di
normalizzazione (r=0,78). I coefficienti di
correlazione calcolati sull’assorbimento sono risultati
i piu alti. Coccolitofori e diatomee hanno evidenziato
coefficienti maggiori di 0,7, analogamente 1
cianobatteri, con coefficienti di correlazione
leggermente minori (circa 0,69) ma sempre altamente
significativi. I coefficienti di correlazione calcolati
sul vettore unico non sono significativi per i
dinoflagellati e per P. marinus. Negli altri gruppi
sono risultati sempre altamente significativi pur
essendo quasi sempre inferiori a quelli ottenuti con il
solo assorbimento e sempre maggiori di quelli
calcolati sulla retrodiffusione.

Infine sulla base delle regressioni ottenute tra
composizione ed indici di similaritd calcolati
sull’assorbimento e sul vettore unico abbiamo tentato
di ricostruire il popolamento (Fig. 5).
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Fig. 5. Composizione pigmentaria ricostruita con 1’assorbimento

(A) e con il vettore unico (B).
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Questa ricostruzione ¢ stata effettuata solo sulla
base della composizione pigmentaria per i motivi gia
ricordati.

La ricostruzione dei popolamenti cosi ottenuta ¢
risultata sufficientemente rispondente alla reale
composizione del popolamento. Infatti confrontando
gli istogrammi dei popolamenti reali, con quelli dei
popolamenti stimati si delinea una generale
similitudine sia nel caso dell’assorbimento che in
quello del vettore unico. Nella tabella 1 sono riportati
gli errori relativi medi (%) delle stime di
composizione'. Gli errori relativi sono minori per le
ricostruzioni con il pigmento zeaxantina e rimangono
accettabili per esanolfucoxantina e fucoxantina,
mentre sono piu elevati per peridinina e divinil-
clorofilla @ dove si ottengono gli errori relativi
massimi ed infatti nei popolamenti ricostruiti per P.
marinus tisulta evidente una netta sovrastima con
entrambi i metodi.

Tabella 1

Errore relativo medio (%) calcolato su assorbimento e vettore
unico

E %.- aph apn * \Y %

peridinina 54,95 66,44 54,63 67,35
esanolfucoxantina 36,34 33,95 38,71 35,25
fucoxantina 33,27 43,86 37,91 43,55
zeaxantina 25,82 31,84 23,86 30,08
divinil-chl a 68,37 78,31 77,72 91,87

*

trasformati secondo Millie et al. (1997).

4. Discussioni e Conclusioni

I risultati di questo studio dimostrano che negli
spettri di riflettanza ¢ presente ’informazione per
poter discriminare i differenti gruppi fitoplanctonici.

In particolare nel metodo proposto gli spettri di
riflettanza sono stati scomposti in quelli di
retrodiffusione e di assorbimento, entrambe proprieta
ottiche inerenti. L’analisi di queste proprieta

> |comp.mis ~ comp.stim |/ comp.mis
T

E, %=

*100

n
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conferma una loro differenziazione spettrale fra le
varie specie o gruppi fitoplanctonici, gia individuata
da vari autori (Hoepffner & Sathyendranath 1991;
Balch et al. 1996; Stramski et al. 2001; Vaillancourt
et al. 2004). La scelta di lavorare su assorbimento e
retrodiffusione mantiene comunque la possibilita di
utilizzare il metodo proposto con i dati telerilevati di
colore del mare, in quanto sono stati messi a punto
algoritmi perfezionati di calcolo che consentono di
ottenere gli spettri di assorbimento del fitoplancton
(Lee & Carder 2004) e del coefficiente di
retrodiffusione  (Loisel &  Stramski  2000)
direttamente dalla remote sensing reflectance.

1l riconoscimento del fitoplancton sulla base delle
proprieta bio-ottiche ¢ stato utilizzato essenzialmente
per massicce fioriture algali monospecifiche e spesso
tossiche (Carder & Steward 1985; Millie et al. 1997,
Kahru & Mitchell 1998), noi abbiamo provato a
ricostruire la composizione dei popolamenti naturali
tipici delle acque del largo del Mar Mediterraneo
mettendo a punto un algoritmo di calcolo che
prevede, per ogni gruppo fitoplanctonico, la scelta di
spettri  di  riferimento  per assorbimento e
retrodiffusione i quali vengono confrontati tramite la
tecnica SAM (Sohn & Rebello 2002) con gli spettri
incogniti per valutarne gli indici di similarita. Questi
sono stati correlati con [’abbondanza cellulare
relativa di ogni gruppo fitoplanctonico o con il
logaritmo della concentrazione del pigmento che
individua quel gruppo. I coefficienti di correlazione
(r) calcolati sull’assorbimento del fitoplancton e sul
vettore unico sono risultati significativamente
correlati  con la  composizione dei gruppi
fitoplanctonici, consentendo di ricostruirne la
composizione quantitativa. Questa ricostruzione
presenta errori relativi dell’ordine del 25-30 % e
risulta meno accurata per i dinoflagellati e per P.
marinus. Per i primi probabilmente a causa della loro
grande variabilita in forma, dimensioni ¢ contenuto
pigmentario, mentre nel secondo all’elevata capacita
di adattarsi in tempi brevi alle diverse condizioni di
disponibilita luminosa. 1 risultati ottenuti e le
tecniche messe a punto in questo lavoro ci appaiono
incoraggianti nella prospettiva di consentire una
rapida informazione, seppur a grandi linee, sui
popolamenti fitoplanctonici mediante le analisi delle
riflettanze iperspettrali rilevate da satellite.
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