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Premessa

E con vivo piacere che, al termine del mio mandato da Presidente della Societa Italiana di Biologia
Marina, vedo realizzata la pubblicazione di un volume tanto atteso dalla comunita scientifica italiana.
Il vecchio Manuale del Plancton, dovuto all’impegno del caro socio Mario Innamorati, era stato superato
non gia nell’impostazione metodologica quanto piuttosto nei contenuti tecnici dovuti all’avanzamento
delle conoscenze. Era quindi ora che venisse pubblicato un nuovo volume contenente tutto quanto occorre
conoscere per poter effettuare ricerche di eccellenze sul plancton. E questa richiesta avanzata non soltanto
da me in qualita di Presidente ma da tutto il Consiglio Direttivo della SIBM, ha trovato nell’amico e
collega Giorgio Socal la persona adatta, capace di catalizzare le migliori competenze scientifiche nazionali
nel comporre un’opera cosi maestosa ed indispensabile come questa. Il percorso della Societa Italiana
di Biologia Marina si corona pertanto di un nuovo traguardo raggiunto: dopo il prestigioso volume del
Manuale del Benthos, di cui ¢ stata redatta e pubblicata anche I’edizione in inglese, ora con questo volume
sul plancton si puo dire che la SIBM sia in grado di svolgere un ruolo non facilmente sostituibile a livello
nazionale nel campo della Biologia Marina. Il testo appena prodotto sul Plancton rappresenta infatti il
punto di riferimento per qualsiasi attivita, dal monitoraggio alla ricerca, che vede coinvolta la comunita
planctonica. Un grazie sentito va all’ APAT, oggi ISPRA, che nelle persone del dott. G. Boeri e dell’Ing.
S. Corsini in primis, hanno compreso I’'importanza fondamentale di questa opera ed hanno pertanto deciso
di contribuire in maniera sostanziale alla pubblicazione del volume che esce infatti a due nomi (ISPRA
e SIBM).

Nell’augurarmi che ci possa essere a breve I’edizione inglese del presente volume, in grado di dare
visibilita internazionale ai due Enti sopra citati che I’hanno prodotto, come Presidente SIBM termino
ringraziando tutti gli Autori dei testi che hanno messo a disposizione dell’intera comunita scientifica na-
zionale le loro indiscusse competenze.

ANGELO TURSI
PRESIDENTE SIBM

Mi é particolarmente gradita I’occasione di presentare questa pubblicazione sulle “Metodologie di
studio del plancton marino” a cura della SIBM che segue la prima pubblicazione a cui ISPRA ha par-
tecipato: “Manuale sulle metodologie di campionamento e studio del benthos marino mediterraneo”.

Il presente manuale rappresenta un aggiornamento delle metodologie di monitoraggio attraverso nuove
tecnologie applicate nella moderna oceanografia biologica, rivolta all’ambiente di mare aperto ed a quello
costiero e di transizione e proposte a livello internazionale e offre un valido contributo allo studio del
plancton marino.

Uno dei pregi di tale volume € quello di utilizzare testi facilmente interpretabili che favoriscono la
riproducibilita delle metodologie di analisi, oltre a rappresentare un utile strumento sia per le istituzio-
ni italiane di ricerca che studiano le problematiche legate all’ecologia del plancton marino, sia per gli
enti locali quali regioni, ARPA, province e comuni, che svolgono attivita di monitoraggio ad ampia
scala spazio-temporale.

ING. EMILIO SANTORI
SUBCOMMISSARIO ISPRA
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CAPITOLO 31. PARAMETRI FOTOSINTETICI DA FLUORESCENZA VARIA-
BILE MODULATA (PAM)

L. Lazzara, V. Saggiomo , F. Fani, O. Mangoni , |. Santarpia

luigi.lazzara@unifi.it

31.1. INTRODUZIONE

Le misure di fluorescenza variabile modulata costituiscono un metodo di stima del tasso di fotosintesi
alternativo a quelli per scambio gassoso, specifico per gli organismi capaci di fotosintesi ossigenica (nei
quali solo la clorofilla a del fotosistema PSII emette fluorescenza nel rosso), molto sensibile e non invasivo.
In situ le misure della concentrazione di ossigeno e anidride carbonica presenti nel mezzo acquoso non
sono specifiche per i produttori primari: da un lato sia fitoplancton che macroalghe producono ossigeno
e fissano anidride carbonica, dall’altro zooplancton, benthos, necton e gli stessi produttori primari re-
spirano, risulta percio spesso difficile quantificare in modo univoco il tasso di fotosintesi della popolazione
fitoplanctonica nella colonna d’acqua. Le misure di fluorescenza variabile sono invece attribuibili esclu-
sivamente agli organismi fotoautotrofi (gli altri componenti del mezzo contribuiscono alla fluorescenza
totale in modo trascurabile, con diverse caratteristiche spettrali e comunque non con una componente
“variabile™). Infatti & la clorofilla a del fotosistema PSI|I, presente in tutti gli organismi capaci di fotosintesi
ossigenica, ad emettere la maggior parte della fluorescenza a temperatura ambiente.

| fluorimetri tradizionali sono dotati di una sorgente di luce nel blu-verde, mentre al rivelatore sono
preposti dei filtri colorati che lasciano passare solo luce rossa emessa. La fluorescenza emessa € quindi
proporzionale alla radiazione assorbita che dipende anche dalla luce attinica ambientale (Schreiber et
al., 1986). Questi limiti sono superati dai fluorimetri a impulsi modulati, in cui la debole sorgente modulata
di intensita costante (1-2 UE m2sec®) € incapace di indurre fluorescenza variabile mentre il detector rileva
solo i segnali modulati, dotati della stessa frequenza e della stessa fase della sorgente. Questo fa si che
I’emissione di fluorescenza sia indipendente dall’irradianza attinica, cioé dalla luce continua presente
nell’ambiente, indipendentemente dalla sua intensita (Geider e Osborne, 1992).

Dalle misure dei tassi di fotosintesi per fluorescenza ad impulsi modulati (Pulse Amplitude Modulated)
effettuate in un gradiente di luce ambientale, si possono quindi ottenere curve analoghe alle curve pro-
duzione - irradianza (curve PE) derivate da misure di scambi gassosi e stimare analoghi parametri foto-
sintetici (alpha, Pmax, Ek e beta, vedi Capitolo 30).

31.2 PRINCIPIO DEL METODO

Fluorescenza, reazioni fotochimiche ed emissione di calore competono per I’uso dell’energia assorbita
dai sistemi antenna dell’apparato fotosintetico. La diminuzione di fluorescenza é detta quenching ed il
quencher € la molecola di plastochinone accettrice di elettroni nella catena di trasporto plastidiale. La
fluorescenza dipende dallo stato di ossidazione del quencher infatti, quando il plastochinone & in forma
ossidata, il centro di reazione ¢ aperto, assorbe un fotone e poi si ossida cedendo un elettrone al quencher.
Il centro di reazione é ora chiuso, non in grado di accettare elettroni, dunque & molto piu probabile che
I’energia in eccesso sia emessa per fluorescenza (Falkowski e Raven, 1997). La fluorescenza dunque ¢
massima (Fm) se tutti i centri di reazione hanno il plastochinone ridotto ed & minima (Fo) se il plasto-
chinone é ossidato.

L’adattamento di un campione al buio, 0 ad una radiazione nel rosso lontano, apre tutti i centri di
reazione, cosi & molto probabile che una luce di intensita bassa (<1-2 HE m?s%), tale da non attivare i
processi fotochimici (measuring light) determini un’emissione di fluorescenza minima, Fo (Fig. 1). Per
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determinare un’emissione di fluorescenza massima Fm, si invia, al campione, un impulso saturante, ovvero
una luce molto intensa (almeno 800-1000 E ms*) ma di breve durata (compresa tra gli 0,3 e gli 1,2
sec, ma generalmente 0,6-0,8 sec), capace di saturare tutti i fotosistemi senza modificare la dissipazione
di energia in calore, né produrre variazioni irreversibili di efficienza fotochimica. La differenza tra Fm
ed Fo ¢é la fluorescenza variabile massima o Fv (Krause e Weis, 1991).

Al buio una luce attinica costante (fotosinteticamente attiva e non saturante) determina un aumento
immediato di fluorescenza (Kautsky et al., 1960). Quando I’attinica ha chiuso i centri di reazione, la
fluorescenza diviene costante e pari a Ft (Fig.1), per quel valore di luce attinica (Geider e Osborne, 1992).
La luce chiude parte dei centri di reazione e, se € sufficientemente intensa da far si che la velocita di ri-
duzione dei chinoni sia maggiore di quella di riossidazione, la probabilita che sia emessa fluorescenza
¢ alta ed Ft > Fo. Inviando un impulso saturante, la fluorescenza aumenta fino al valore massimo Fm’
per poi decadere a Ft (per una review, vedi Maxwell e Johnson, 2000). In genere Fm’< Fm perché I’attinica
attiva i meccanismi di dissipazione di energia, ed Ft >Fo perché alla luce alcuni centri di reazione si
chiudono. In realta, nelle microalghe si pud anche misurare Fm’> Fm con luce attinica <100 uE m?s* e
cio sarebbe dovuto ad una rapida riorganizzazione delle antenne (Mouget e Tremblin, 2002).
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Fig. 1 - Variazioni temporali della fluorescenza variabile in organismi fotosintetici e terminologia dei parametri di fluore-
scenza (Fo, Fm, Ft ed Fm’). Nota che Fo’ & utilizzato nella quenching analysis per il calcolo dei parametri gP e gN (ridi-
segnata da Schreiber et al., 1995).

31.2.1 Terminologia e definizioni

La diminuzione di fluorescenza (quenching) pud essere di tipo non fotochimico (NPQ) e
fotochimico (PQ).

I quenching non fotochimico é legato ai meccanismi di fotoprotezione / fotoinibizione, quindi alla
conversione di parte dell’energia in calore:

- NPQ (non - photochemical quenching di fluorescenza) quantifica il quenching di Fm alla luce attinica
e puo essere quantificato secondo Bilger e Bjérkman (1990) con la seguente formulazione:

Fm - Fm'

NPQ= —Fm
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Esso é linearmente proporzionale all’emissione di calore (Schreiber et al., 1995) e nelle piante ha
un valore compreso tra 0 e 0,5-3,5 a luce saturante.

- PQ (photochemical quenching ) indica la frazione di energia effettivamente utilizzata per la fo-
tosintesi, & causato dallo smaltimento dei chinoli ed € quantificabile per mezzo dei seguenti pa-
rametri: Fv/Fm, Yield ed ETR (Electron Transport Rate, vedi oltre).

- Fv/IFm é I’efficienza potenziale massima (optimal quantum yield) di cattura della luce da parte
del PSII ed &, quindi, legato allo stato funzionale dell’apparato fotosintetico (Krause e Weis, 1991):

Fv _ Fm-Fo

Fm Fm

in condizioni ottimali Fv/Fm ¢ pari a 0,7-0,8; valori inferiori indicano stress di varie origini.

- Yield (Y) é il rendimento quantico del trasporto elettronico al PSIl a PAR=0 (effective quantum
yield), ed e espresso da Fv’/Fm’ (Rohacek, 2002):

Fm' - Ft
Y= ———
Fm'
Quindi il rendimento quantico di trasporto elettronico si stima misurando la fluorescenza emessa
dai PSII (Genty et al., 1989).

- ETR (Electron Transport Rate) e la velocita di trasporto elettronico (Falkowski e Raven, 1997)
ottenuta dal prodotto del rendimento y con il flusso fotonico PAR:

Inoltre, particolarmente per le sospensioni microalgali, va introdotto nel calcolo del flusso elettronico
assoluto da fluorescenza, come proposto da Hartig et al. (1998), il coefficiente di assorbimento specifico
medio ( *) per unita di clorofilla a (vedi Capitolo 35). Si ottiene cosi I’indice di produzione primaria
PPR (Primary Productivity Rate):

PPR = ETR PAR *

Misurando il tasso di trasporto elettronico a diverse intensita luminose & possibile quindi ottenere
curve di produzione irradianza (curve PE) ed i relativi parametri fotosintetici (alpha, Pmax, EK, beta).
Da notare che le curve PE da fluorescenza variabile non hanno mai valori negativi, perché ETR é sempre
=0 e, quindi, non si puo apprezzare I’equivalente di una intensita di compensazione (Ec).

31.3 PROCEDURA

31.3.1 Strumentazione

I fluorimetri ad impulsi modulati misurano i parametri Fo, Fm, Ft, Fm’ e consentono di calcolare i
parametri di fluorescenza e di conseguenza quelli fotosintetici.

Il fluorimetro PAM-101/102/103 (Pulse Amplitude Modulation, della Walz) & uno dei primi e piu
diffusi fluorimetri ad impulsi modulati. Possiede un diodo (L450, L590 o L655) che emette una luce di
eccitazione pulsata (measuring light, con frequenza da 1,6 a 100 KHz) ed un rivelatore (ED 101-US o
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PM-101) munito di filtri passa—alto (Schott RG9) che rileva ed amplifica, selettivamente, solo il segnale
pulsato di fluorescenza. L’unita PAM 101 controlla I’intensita della measuring light e I’intensita, la fre-
guenza e la durata dell’impulso saturante; rileva e amplifica il segnale di fluorescenza e lo invia all’unita
digitalizzatrice PDA-100. Il campione fitoplanctonico da analizzare € posto in una cuvetta a base quadrata
di quarzo con cammino ottico di 1cm. La cuvetta é chiusa dall’alto dal sensore sferico di PAR del quan-
tametro (LI1-250, LI-COR) e le terminazioni delle fibre ottiche sono a contatto diretto con le pareti della
cuvetta. Una di queste terminazioni convoglia la luce attinica proveniente da una sorgente esterna (esempio
KL-1500) ed un’altra la luce di saturazione proveniente da una seconda sorgente (KL-1500 o HPL-L470).

Il fluorimetro PHYTO-PAM (Walz) utilizza invece contemporaneamente 4 diodi in eccitazione (L470,
L520, L645, L665) ed il detector rileva, separatamente, i 4 segnali di risposta in fluorescenza. Questo,
se opportunamente corretto, consente di distinguere e quantificare il contributo di tre principali gruppi
fitoplanctonici (cloroficee, diatomee e cianobatteri) al segnale di fluorescenza in un popolamento naturale.
Il PHYTO-PAM, oltre alla measuring light, pud essere dotato di un altro diodo (PHYTO-AL) in grado
di emettere luce attinica anche ad alta intensita (fino a 2000 E m?sec* circa) e che si colloca a 180°
rispetto all’altra sorgente. 1l suo fotomoltiplicatore (PM-101P) & munito di uno speciale set di filtri che
include oltre all’RG9, anche una combinazione di BG3, R65 e RG9 che garantiscono migliori presta-
zioni.

31.3.2 Misura delle curve PE col metodo dell’impulso saturante

Il campione € mantenuto al buio fino al momento della misura (comunque almeno 3-5 minuti), I’in-
tensita della measuring light, scelta attraverso la regolazione del settaggio, deve essere <1 E m? sec™.
Dopo tale esposizione viene inviato il primo impulso saturante, quindi misurati Fo ed Fm. Il campione
e ora illuminato con luce attinica e mantenuto a tale intensita luminosa per un determinato periodo di
tempo (vedi la discussione successiva), segue il secondo impulso saturante e la simultanea misura di Ft
e Fm’ a quella PAR, poi I’esposizione ad una terza intensita luminosa, e cosi via per I’intero gradiente
previsto. | valori di ETR misurati ad una serie di 6-10 PAR di intensita crescente comprese generalmente
tra 0 e 2000 UE msec*consentono la costruzione di una curva PE.

Per ottenere una misura accurata e precisa, & necessario che il campione ed il campo luminoso nella
cuvetta siano omogenei. Dal momento che il campione tende a sedimentare durante il corso della misura,
tutti i fluorimetri a impulsi modulati sono dotati di un agitatore magnetico con cui mescolare la sospensione
algale. Tuttavia Cosgrove e Borowitza (2006) suggeriscono di usare I’agitatore magnetico con cautela,
eventualmente solo per brevi periodi in quanto, in presenza di un gradiente verticale di luce nella cuvetta,
I’agitatore aumenterebbe I’eterogeneita del campo luminoso sperimentato dalla sospensione, causando
la sovrastima di Ft e Fm’.

La durata dell’acclimatazione/esposizione del campione a ciascuna luce attinica € variabile: general-
mente & compresa tra 10 secondi (si parla allora di RLC = Rapid Light Curve, White e Critchley, 1999)
e 5 minuti. Dopo ogni impulso saturante, la fluorescenza massima (Fm o Fm”) decade progressivamente
fino ad un valore stazionario (Fo o Ft) per mezzo dei meccanismi di quenching non-fotochimico (NPQ),
che procedono con cinetiche di rilassamento di durata variabile. In particolare il gE (energy-dependent
quenching) si completa nell’arco di pochi secondi dalla saturazione, il qT (state-transition quenching)
entro pochi minuti (Mller et al., 2001). La scelta del tempo di acclimatazione determina il momento
dell’interruzione del rilassamento, quindi, la determinazione del valore di fluorescenza considerato sta-
zionario (Ft). Entro i 10 secondi solo il gE si € completato, mentre gli altri processi di NPQ sono ancora
in atto; di contro, dopo 5 minuti il rilassamento si € quasi completamente realizzato, percio solo se il
tempo di acclimatazione scelto é sufficientemente lungo il valore di fluorescenza misurato pud considerarsi
effettivamente stazionario. Alle diverse intensita di luce attinica, questi meccanismi si sommano ai mec-
canismi di quenching fotochimico per cui, variare I’intervallo di tempo tra due impulsi equivale a inter-
rompere tutti i meccanismi di quenching in momenti diversi della cinetica. Questo si traduce, in pratica,
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in un segnale piu stabile ad un tempo di acclimatazione maggiore. Di conseguenza va notato che le curve
PE misurate su uno stesso campione con intervalli di acclimatazione diversa, hanno generalmente forma
diversa.

| parametri fotosintetici cosi ottenuti indicano sia la capacita di quel campione di rispondere alla diversa
velocita di variazione del fattore luce, sia I’efficienza dell’NPQ. La scelta del tempo di acclimatazione
deve essere fatta sulla base della scala temporale delle variazioni del campo luminoso naturale che si
intendono riprodurre. Bisogna considerare infatti che, in condizioni naturali, la dinamica della colonna
d’acqua, le variazioni dell’altezza del sole e della copertura nuvolosa possono produrre variazioni del
fattore luce nella scala temporale che va dalle ore ai minuti, fino ai secondi.

31.4 VALUTAZIONI CRITICHE

Le misure di fluorescenza variabile modulata come gia detto sono specifiche per i fotoautotrofi (Fal-
kowski e Raven, 1997) al contrario nei metodi per scambio gassoso bisogna tener presente che, in situ,
le misure della concentrazione di O, e CO, disciolti non sono solo il risultato dell’attivita dei produttori
primari. Questo limite al confronto puo essere superato effettuando le stesse misure su colture fitoplan-
ctoniche axeniche, anche se resta il problema di stimare separatamente respirazione e fotorespirazione
(Hunt, 2002).

Per indurre la fluorescenza é sufficiente utilizzare una fonte monocromatica (Kirk, 1994). La misura
e rapida, non invasiva, infatti uno stesso campione pud essere riacclimatato al buio e riutilizzato per piu
curve PE (anche se andra considerata una eventuale diversa interpretazione delle misure, che dipendera
dal tempo intercorso tra le stesse) infine € piu sensibile dei metodi ossimetrici. Secondo il costruttore &
infatti impiegabile fino a concentrazioni di clorofilla di 0,1 ug I*, a seconda del modello di fluorimetro
(es. WATER-PAM) e di rilevatore (PM) utilizzati (http://www.walz.com/support/downloads/pdfs/pam-
table.pdf, Walz). Tuttavia, per la nostra esperienza, il limite di concentrazione indicato dal costruttore va
considerato valido, per le sole misure di Fv/Fm sui campioni adattati al buio, mentre per la misura di
curve PE complete le concentrazioni devono essere da 10 a 100 volte piu alte. A questo proposito pud
essere utilizzata la tecnica di concentrazione descritta per la spettrofluorimetria in vivo in Massi e Lazzara
(Capitolo 35).

La forma del grafico P-E ad alta PAR puo discostarsi da quella teorica, a causa di valori di ETR molto
variabili, che oscillano ben al di sopra o al di sotto della curva attesa (quella estrapolabile dai soli valori
a bassa PAR). Cio e dovuto anche alla amplificazione implicita nella modalita di calcolo (= Y*PAR):
valori di Y bassi e variabili abbinati ai valori di PAR maggiori. Nei popolamenti naturali inoltre questa
variabilita pud essere dovuta all’eterogeneita del campione. La conseguenza piu immediata di queste
oscillazioni ¢é la difficile determinazione del parametro di fotoinibizione, (Platt et al., 1980). Per una
stima di ETRmax é preferibile tracciare la migliore curva PE per interpolazione grafica o analitica (con
curve polinomiali di ordine variabile) o calcolando la migliore approssimazione statistica alla curva tan-
gente iperbolica (Jassby e Platt, 1976) includendo eventualmente anche il parametro di fotoinibizione
()

Se si confrontano i tassi fotosintetici da misure di scambio gassoso (carbonio fissato e/o 0ssigeno prodotto)
con quelli da fluorescenza variabile, limitandosi ai valori della zona di fotolimitazione e fotosaturazione
delle curve PE si osserva solitamente una forte covariazione ovvero una correlazione lineare, tra ETR e P?
(**C) cosi come tra ETR e P? (O,) (con r> compresi tra 0,87 e 0,97; Fani e Lazzara, 2006; Carr e Bjork,
2003). In genere alle alte PAR, invece, i valori di tasso fotosintetico misurati coi metodi di scambio gassoso
sono inferiori ai valori dei tassi misurati per fluorescenza variabile, sia in specie fitoplanctoniche (Hartig
et al., 1998; Geel et al., 1997; Masojidek et al., 2001) sia in macroalghe (Carr e Biork, 2003). La causa
e da ricercarsi nei meccanismi di quenching non fotochimico (NPQ) che, ad alta intensita luminosa, costi-
tuiscono una trappola per gli elettroni alternativa alla catena di trasporto non ciclico, riducendo il danno
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potenziale dovuto all’assorbimento di luce in eccesso: il flusso elettronico ciclico al PSII, la reazione di
Mehler (Falkowski e Raven, 1997; Flameling e Kromkamp, 1998; Masojidek et al., 2001), la EPIR (En-
hanced Post-1llumination Respiration, Gilbert et al., 2000) e i meccanismi di riduzione dell’azoto (Hartig
et al., 1998; Gilbert et al., 2000; Maxwell e Johnson, 2000).

E possibile comunque anche misurare ad alta PAR valori di ETR relativo inferiori ai corrispondenti
valori di produzione di ossigeno (Fani e Lazzara, 2006). Carr e Bjork (2003) e Beer e Axelsson (2004)
ipotizzano che questo si verifichi quando il tempo di acclimatazione scelto é insufficiente a determinare
il completo rilassamento della cinetica da Fm’ a Ft, con la conseguente sottostima di Y. Questa sottostima
sarebbe dunque strettamente legata alla modalita di utilizzo del fluorimetro PAM e quindi indipendente
dalla specie in esame.

Il confronto dei tassi misurati per scambio gassoso con i tassi per fluorescenza variabile consente,
dunque, di evidenziare i meccanismi di quenching relativi alla fase di fotoinibizione ed anche di quan-
tificarne gli effetti, per cui & evidente che i due tipi di metodo sono da considerare complementari.
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