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Come un impatto antropico nascosto
possa essere testimoniato dalla diversita
batterica e algale in un sistema
naturale: il lago alpino del Colbricon

superiore

1. Introduzione

Il Lago Colbricon Superiore si trova all’in-
terno del Parco Naturale di Paneveggio
- Pale di S.Martino (Trentino), nel bacino
idrografico del torrente Avisio, affluente del
fiume Adige. Il bacino imbrifero ¢ costituito
soprattutto da rocce acide, “porfidi quarzi-
feri” (STELLA, 1931; TOMASI, 1962; TOMASI,
2004; TREVISAN & ROssO, 2001). I dati rac-
colti permettono di ipotizzare che la gene-
si delle conche che ospitano le acque dei
due laghi non sia di origine glaciale (laghi
di circo) come era stato indicato in Tomasi
(1963) ed in seguito da altri autori, ma ab-
bia una dominate influenza strutturale (TRE-
VISAN 2018).

11 Lago Colbricon S., come tutti i laghi d’al-
ta quota, ¢ alimentato per lo piu dalla fusio-
ne delle nevi e dalle precipitazioni (TONOL-
L1, 1969; BOGGERO et al. 1996).

Un rifugio, aperto nel periodo estivo, si tro-
va sulle rive del Lago si trova, che offre ser-
vizio di ristorazione. Fino al 1998 gli scari-
chi della cucina venivano conferiti diretta-
mente nel lago, mentre quelli del bagno ve-
nivano trattati con calce e successivamente
seppelliti lungo le rive del lago stesso. Un
precedente studio sui batteri presenti nelle
acque dello stesso lago (VENDRAMIN et al.,
2001) aveva rivelato la presenza di una co-
munita i cui rappresentanti piu abbondanti
risultavano legati alla presenza umana. Per

diminuire 'impatto antropico e cercare di
ripristinare la naturalita dell'ambiente, che
pure non mostrava alterazioni macrosco-
piche, nel 1998 sono state apportate delle
modifiche ai sistemi di scarico: una condut-
tura porta i reflui della cucina e dei servi-
zi igienici a valle dei due laghi, in accordo
con la politica dell'intero Parco, che invita i
visitatori a riportare i rifiuti a casa. Rispet-
to ai precedenti anni di campionamento, il
rapporto IASMAA per il 1998 (CORRADINI
& FLAIM 2000) rivela una situazione mi-
gliorata, caratterizzata da una trasparenza
maggiore ¢ da una diminuita quantita di
clorofilla, nonché dalla presenza di comu-
nita fito e zooplanctoniche piu equilibrate e
diversificate. Il luogo ¢ tuttavia molto visi-
tato: si stima che i visitatori siano in genere
un centinaio al giorno durante il periodo di
apertura del rifugio (da giugno a settembre),
con occasionali punte fino ad 800 presenze
quotidiane nei mesi di luglio e agosto come
riferito dai gestori del rifugio. L'impatto
che 1 turisti hanno sui due laghi ¢ sia diret-
to, proveniente cio¢ dal loro contatto con le
acque del lago o con le zone circostanti (il
terreno torboso che circonda i laghi ¢ infatti
imbevuto d'acqua, almeno in qualche pe-
riodo dell'anno, e tali acque percolano nei
due laghi, che si trovano in una conca), sia
indiretto, dovuto alle necessita del rifugio.
Una prima parte di questa ricerca ¢ stata
sintetizzata in una precedente pubblicazio-
ne (VENDRAMIN et al., 2007)
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I laghi alpini d'alta quota si rivelano sensi-
bili agli effetti dell'inquinamento globale, in
particolare delle piogge acide, e sono utili
per monitorare il verificarsi di cambiamenti
climatici anche ridotti (TREVISAN E ROSSO,
2001). Sono ecosistemi particolarmente
fragili, sottoposti a condizioni estreme, ma
situati in un parco protetto, particolarmente
utili per lo studio di una situazione di natu-
ralita suscettibile di alterazioni, ed al con-
tempo per la valutazione ed il monitoraggio
dei meccanismi meno evidenti attraverso i
quali si concretizza I'impatto antropico.

Gli Obiettivi del presente lavoro sono stati
1 seguenti:

(a) Analizzare i principali parametri chi-
mico-fisici e la comunita planctonica del
lago del Colbricon Superiore utilizzando sia
approcci limnologici, per la componente
eucariotica e per le cianoficee, che metodi
molecolari per la componente procariotica,
definendone struttura, esponenti tassonomi-
ci, e loro proporzioni. (b) Valutare se i lavo-
ri di adeguamento fognario del rifugio turi-
stico prospiciente il Lago abbiano eliminato
la dominanza di specie ad ecologia legata
a impatto umano, riscontrate abbondanti in
campionamenti effettuati in anni precedenti
1 lavori suddetti

2. Materiali e metodi
2.1 Analisi chimico-fisiche e limnologiche

Il lago Colbricon S. ¢ stato monitorato men-
silmente da giugno ad ottobre, nel perio-
do libero dai ghiacci, dal 1998 al 2007. In
ogni campionamento sono stati misurati il
pH, la temperatura dell’acqua, la conduci-
bilita utilizzando strumentazione portatile
e il livello idrico su un’asta appositamente
posizionata. E’ stata campionata la comuni-
ta fitoplanctonica con un retino a maglie di
25 um e un campione integrato della zona
eufotica (0-6 m) a centro lago. I campioni
sono stati osservati al microscopio ottico a
400 ingrandimenti, a fresco e dopo essere

stati fissati con soluzione di Lugol (1 %),
per l’identificazione e il conteggio per il
calcolo di densita e biomassa (VOLLENWEI-
DER 1974).

La classificazione delle alghe si ¢ basata sul
testo di VAN DEN HOECK et al., (1995). Per
I’identificazione sono stati inoltre utilizza-
ti in supporto i seguenti testi: BOURRELLY
p.(1972, 1981, 1985), HUBER-PESTALOZZI
G.(1941, 1955), HUBER PESTALOZZI & FOTT
(1968), KOMAREK & FOTT (1983), KRAMMER
& LANGE —BERTALOT (1986, 1991, 1998),
ANAGNOSTIDIS & KOMAREK (1999).
All’inizio e alla fine della stagione sono sta-
ti raccolti campioni di acqua del lago per la
determinazione di altri parametri chimici
quali: cloruri, nitrati, solfati, bicarbonati,
ammonio, calcio, magnesio, sodio, potas-
sio, ferro, manganese, alluminio e silice, se-
condo metodi standard (APHA, AWWA, WPCE,
1995). Le analisi sono state eseguite presso
I’Istituto Italiano di Idrobiologia di Pallanza
(VB).

2.2 Analisi generale del batterioplankton

In data 22/10/2004 sono stati prelevati 2 |
di acqua dal Lago presso la riva Nord-Est.
I campioni, conservati in taniche di polie-
tilene di capacita pari a 1 1, precedente-
mente lavate con EtOH assoluto, sono stati
processati il giorno stesso, entro poche ore
dal prelievo. Durante il trasporto le taniche
sono state mantenute refrigerate. Per la con-
ta totale in microscopia (AKKERMANS et al.
1995) 19 ml di campione sono stati fissati
con I’aggiunta di 1 ml di formaldeide 37%
e conservati a 4°C. Su questi campioni e su
loro aliquote colorate con blu di metilene
1% ¢ stata effettuata la conta in contrasto di
fase mediante camera di conteggio (THOMA
FEINOPTIK, BAD BLANKENBURG, GERMANIA).

L’analisi della frazione coltivabile della
comunitad planctonica ¢ stata effettuata pia-
strando diluizioni seriali su terreno PCA
(Plate Count Agar: triptone 5,0 g/l; estratto
di lievito 2,5 g/l; glucosio 1,0 g/l; agar 15
g/l). Le piastre sono state incubate al buio, a
temperatura ambiente, e le colonie cresciute
sono state contate dopo 3 giorni.



2.3 Estrazione del DNA dai batteri presenti
nelle acque

Per D’estrazione del DNA della comunita
batterica totale, inclusiva sia della frazione
coltivabile che di quella non coltivabile ¢
stato sostanzialmente seguito il protocollo
messo a punto da VENDRAMIN et al. (1998),
basato sul metodo di zHOU et al. (1996).
Frazioni di 250 ml di acqua sono state fil-
trate su membrane 0,22 pm utilizzando una
pompa a vuoto. I 5 filtri ottenuti sono stati
riposti in tubi falcon sterili da 50 ml e con-
servati a — 20°C fino al momento dell'estra-
zione. | filtri sono stati reidratati mediante
aggiunta di 1,8 ml di H-O milliQ sterile e
agitazione manuale per alcuni secondi. Si
¢ proceduto quindi con la lisi meccanica:
3 passaggi di rapido congelamento e scon-
gelamento, immergendo il tubo falcon per
2" in N2 liquido e per 3' in un bagnetto ter-
mico riscaldato a 65°C; seguito da vortex
per 10". E' seguita una lisi chimica in due
passaggi: aggiunta di 7,2 ml di tampone di
lisi (NaCl 1,5 M; Tris/HCI 0,1 M pH=8,0;
H2NaPOs+/HNa-POs 0,1 M pH= 8§,0; sodio
EDTA 0,1 M pH=8,0; CTAB 1% in NaCl
0,7 M) e di proteinasi K (FERMENTAS, BUR-
LINGTON, ONTARIO) ad una concentrazione
finale di 100 pg/ml, con successiva incu-
bazione a 37°C per 30'; aggiunta di SDS
2% e incubazione a 65°C per 1 h. La fase
liquida ¢ stata trattata con un ugual volume
di cloroformio/alcol isoamilico 24:1 (ca. 10
ml); dopo mescolamento per inversione, si
¢ centrifugato a 14600 g per 15'. La fase
superiore ¢ stata recuperata € sono stati ag-
giunti 0,6 volumi di isopropanolo (ca. 5 ml)
e 100 pl di una soluzione di blu destrano.
Dopo 1 h di precipitazione a temperatura
ambiente, l'estratto ¢ stato centrifugato a
23700 g per 30'. Nel caso in cui non risul-
tasse visibile alcun pellet, sono state ripetu-
te 1-2 volte I'aggiunta di 100 ul di soluzione
di blu destrano e la successiva centrifuga-
zione. Il pellet ottenuto ¢ stato lavato 1-2
volte con 10 ml di EtOH 70% e centrifuga-
zione a 23700 g per 10'. L'EtOH residuo ¢
stato eliminato ponendo i tubi aperti a 37°C
per 20-30'. 11 pellet ¢ stato infine risospeso
in 500 pl di H2O milliQ sterile. La sospen-

sione ottenuta € stata conservata a — 20°C.

2.4 Amplificazione dell’rDNA 16S

Gli estratti dai filtri sono stati centrifuga-
ti mediante evaporatore rotante e portati
ad un volume compreso tra 1/10 e 1/5 del
volume iniziale. L'amplificazione del DNA
16S ¢ stata condotta mediante PCR in una
soluzione contenente buffer 1X, dANTP 200
UM ciascuno, primer U2/RiN 200 nM cia-
scuno, 1 U di Taq polimerasi (Amersham
Biosciences) e 1 pl delle diluizioni 1/10 o
1/100 dell'estratto concentrato, in un volu-
me finale di reazione pari a 25 pl. E' stato
utilizzato il Thermal Cycler PE 480 (Perkin
Elmer Inc. Wellesley MA) programmato se-
condo i cicli: 94°C/2"; (94°C/80", 54°C/60",
72°C/90") x35; 72°C/5'.

2.5 Costruzione di librerie geniche di DNA
16S dalle comunita totali planctoniche ed
epilitiche.

La sospensione usata per il clonaggio del
DNA 168 ¢ stata ottenuta unendo gli ampli-
ficati delle repliche di estrazione, in quanti-
ta proporzionali ai segnali ottenuti in elet-
troforesi. In tutti i casi, 30 pl di sospensio-
ne sono stati purificati tramite il QIAquick
PCR Purification kit (Qiagen Inc., Chat-
worth, CA). Il clonaggio ¢ stato effettuato
in Escherichia coli XL-1Blue-MRF' usando
come vettore il plasmide pGEM®-T (Pro-
mega Corp., Madison, WI). La ligazione
¢ stata condotta overnight a 10°C. La tra-
sformazione, eseguita mediante elettropo-
razione (2,5 KV, 200 Ohm, 25 pF), ¢ stata
effettuata in doppio, impiegando 80 pl di
cellule elettrocompetenti per ogni replica e
rispettivamente 1,8 e 2,0 pl di sospensio-
ne plasmidica., cui sono stati aggiunti 800
pl di terreno SOC (triptone 2%; estratto di
lievito 0,5%; NaCl 10 mM; KCI 2,5 mM;
MgCL 10 mM; MgSOs 10 mM; glucosio
20 mM). Aliquote di 100 pl di sospensione
batterica sono state piastrate in terreno LBA
(Luria-Bertani: triptone 10,0 g/I; estratto
di lievito 5,0 g/l; NaCl 5,0 g/l), cui erano
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stati aggiunti X-Gal (40 pg/ml), IPTG (40
pg/ml) e Ampicillina (50 pg/ml). Le piastre
sono state incubate overnight a 37°C . Per
l'analisi della comunita batterica sono state
prelevate e strisciate nel medesimo mezzo
tutte le colonie bianche cresciute. Tutte le
colonie strisciate sono state sottoposte a lisi
(le colonie sono state prelevate e stemperate
in 50 ul di soluzione NaOH 0,05 M, SDS
0,25%; seguivano vortex per 1', 94°C per
15', centrifugazione alla massima velocita
(16100 rcg) per 10, diluizione 1:10 di 10 pl
di surnatante). La diluizione 1:10 del lisato
ha costutuito lo stampo per 1'amplificazio-
ne mediante PCR dell'inserto. La soluzione
di reazione conteneva buffer 1X, dNTP 200
uM ciascuno, primer GEM-T1/GEM-T2
200 nM ciascuno, 1 U di Taq polimerasi
(Amersham Biosciences), 2 pl di sospensio-
ne contenente il DNA stampo, in un volume
finale di 50 pl. I primer GEM-T1 e GEM-
T2 sono stati disegnati in modo da appaiarsi
alle sequenze fiancheggianti I’inserto:
GEM-T1: 5’"GCAGGCGGCCGCAC-
TAGTGAT (21 bp)

GEM-T2: 5’CCGCCATGGCCGCGGGAT
(18 bp.)

Gli inserti rappresentanti la comunita plan-
ctonica sono stati amplificati utilizzando il
termociclatore Thermal Cycler PE 480, se-
condo il programma: 94°C/ 2'; (94°C/80”;
60°C/60”; 72°C/90”) x35; 72°C/5’. Per gli
inserti rappresentanti la comunita epilitica
sono stati invece utilizzati un termocicla-
tore iCycler 170-8740 (BioRad Laborato-
ries Hercules CA) ed il programma: 94°C/
2'; (94°C/80; 60°C/30™; 72°C/60) x35;
72°C/5’. Ogni prodotto della reazione ¢ sta-
to analizzato mediante elettroforesi in gel
d’agarosio 1,2% (filtri) TBE 0,5X e colora-
zione con etidio bromuro 0,3 pg/ml. La di-
luizione 1:10 del lisato e I'amplificato sono
stati posti a — 20°C.

2.6 Analisi dei cloni.

I cloni sono stati analizzati tramite tecnica
ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Re-
striction Analysis), per la quale sono stati
digeriti 5 pl di ogni amplificato utilizzando

10 U delle endonucleasi Hinfl, Hhal, Ha-
pll (Amersham Biosciences) in un volume
finale di reazione pari a 20 pl. L’incubazio-
ne ¢ stata condotta per almeno 2 h a 37°C.
L’analisi dei prodotti della digestione ¢
stata eseguita mediante elettroforesi in gel
d’agarosio 2% TBE 0,5X, condotta al vol-
taggio costante di 100 V, e colorazione con
etidio bromuro 0,3 pg/ml. Le immagini dei
gel sono state catturate e trasformate in for-
mato digitale dal sistema EDAS 290 Image
Capturing System (Kodak, Rochester, NY).
I profili generati sono stati analizzati me-
diante il software GelComparll® (Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium), che
ha permesso di raggruppare i cloni in base
ai profili ottenuti da ognuno dei tre tagli en-
zimatici. In particolare, utilizzando l'indice
di Dice sono state create 3 matrici di simila-
rita, una per endonucleasi. La matrice usata
per il raggruppamento finale ¢ stata costrui-
ta calcolando la media delle 3 matrici.

2.7 Sequenziamento ed analisi bioinforma-
tiche.

Il sequenziamento nucleotidico del gene
16S dei cloni ottenuti dalla comunita plan-
ctonica ¢ stato condotto con il metodo dei
didesossinucleotidi fluorescenti in sequen-
ziatore automatico ABI Prism (Applied
Biosystems) utilizzando il primer GEM-TT1.
Le porzioni opportune dei cromatogrammi
sono state sottoposte ad analisi BLAST on
line utilizzando la piattaforma NCBI (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/) .

2.8 Analisi ecologica dei dati.

Per il calcolo degli indici ecologici di diver-
sita ed equipartizione delle comunita, e per
i confronti di similarita tra le stesse, € stato
utilizzato il programma EcoStat versione
1.0.2 (Trinity Software/Loyola Marmount
University). Per la stima del numero reale
di specie della popolazione nell’ambiente
considerato mediante analisi di rarefazione
ed estimatori sia parametrici che non pa-
rametrici, ¢ stato impiegato il programma



EstimateS versione 7.5.0, disponibile in rete
telematica all’indirizzo http.//viceroy.eeb.
uconn.edu/estimates.

3. Risultati
3.1 Parametri chimico fisici

Sono inizialmente riportati (Fig. 1) i valori
dei termoudogrammi sinottici di temperatu-
ra e piovosita che permettono di inquadrare
climaticamente 1’area di studio, apparte-
nente alla fascia alpina montana. In Fig. 2
¢ riportato I’andamento annuo della tempe-
ratura di tutta la colonna dell’acqua e i pe-
riodi di congelamento, mentre nella Fig. 3 ¢
esemplificata la differenza nella variazione
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delle temperature in funzione di profondita
e di epoca della misura. Si puo notare come
nel periodo di pre-congelamento in ottobre
le temperature si uniformino lungo 1’intera
colonna. I risultati delle analisi chimico-fi-
siche dell’acqua del lago sono stati oggetto
di precedente comunicazione (VENDRAMIN
et al., 2007).

I valori sono indicativi di uno stato oligo-
mesotrofico. Per quanto riguarda i valori del
livello idrico, possono cosi essere sintetiz-
zati: il massimo riscontrato sull’asta fissa ¢
stato di 112 cm nel 1999; anno in cui tutti 1
valori sono stati sopra i 100 cm; mentre il
minimo, 92 ¢ stato rilevato nel 2003 anno,
particolarmente caldo, in cui tutti i valori
sono risultati uguali o inferiori a 95.
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Fig.1 Diagrammi climatici (termoudogrammi) sec.Walter e Lieth (1960), per il periodo 1998-2004, rilevati presso la
stazione meteorologica piu prossima al Lago del Colbricon Superiore (Passo Rolle, 2004 m s.l.m.). Ordinata sinistra:
temperatura media mensile (°C); valore di cima asse: temperatura media annua. Ordinata destra: precipitazione media
mensile (mm),; valore di cima asse: totale annuo precipitazioni. Area bianca: porzione sottesa dalla curva delle temperature;

Le precipitazioni superiori a 100 mm mensili sono evidenziate dalle porzioni in nero, la cui scala é riprodotta con valore

ridotto ad 1/10.
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Fig. 2. Valori della temperatura di superficie dell 'acqua del lago del Colbricon Superiore e decorso del congelamento nel
periodo 1998-2005. Linea base ombreggiata doppia: strato di ghiaccio completo e portante, linea base singola ghiaccio
fragile, sottile o parziale, di norma limitato alle coste.
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Fig. 3. Esempio di decorso termico sulla colonna d’acqua (anno 1998) in funzione della profondita nel periodo libero da

ghiacci nel lago del Colbricon Superiore.

3.2 Analisi limnologiche

L’elenco floristico del lago per il fito-
plankton, mediante determinazione in mi-
croscopia ha permesso di rilevare 142 taxa,
di cui 17 Cyanophyceae, 23 Chlorophyceae;
22 Zygnematophyceae; 7 Crysophyceae; 3
Cryptophyceae; 6 Dinophyceae; 62 Bacilla-
riophyceae e 2 Euglenophyceae. Per quan-
to riguarda la densita, il numero cellule per
ml ¢ stato osservato variare tra un minimo
di 66 e un massimo di 2927. | taxa presenti

con maggior densita appartengono al grup-
po delle Diatomee, seguono nell’ordine le
Dinophyceae e le Chlorophyceae. Le spe-
cie dominanti, reperite dal 1998 al 2004 con
densita  (individui/litro) superiore al 5%
del totale comprendono: Bitrichia chiodati,
Chroococcus sp., Cosmarium sp., Cocco-
nels sp., Cyclotella spp., Dinobryon socia-
le, Freagilaria capucina, Kephyrion sp.,
Laghereimia sp., Mallomonas sp., Melosira
sp., oocystis sp., Peridinium aciculiferum,
Rhodomonas sp., Scenedesmus bicaudatus



x linearis, Spondylosium planum, Tabella-
ria flocculosa.

Per quanto riguarda in particolare il grup-
po delle cyanophyceae, in genere nei laghi
d’alta quota le queste sono presenti sporadi-
camente ¢ la loro densita e biomassa sono
scarse (TOLTOTTI et al., 2006; MARCHETTO
et al, 2004). Quelle riscontrate nel lago
in esame dal 1998 al 2004 si possono rag-
gruppare in 12 generi e appartengono ai se-
guenti taxa: Anabaena sp ; Anabaena con-
stricta (Szafer) Gentler; Aphanocapsa sp.;
Aphanothece spp.; Chrococcus sp.; Chroo-
coccus dispersus G.M. Smith, Chrococcus
minutus (Kiitz.) Ndgeli; Chroococcus turgi-
dus (Kuetz) Naegeli; Cyanoteche sp.; Gloe-
ocapsa sp.; Microcystis sp.; Oscillatoria
sp.; Planktothrix sp.; Planktothrix plancto-
nica Elenk.; Pseudoanabaena sp.; Spiruli-
na sp.; Spirulina abbreviata Lemmerman;
Thyconema tenue (Skuia) An & Komarek.
Tra queste sono presenti prevalentemente
la forma coccale con Chroococcus sp.pl.e
la forma filamentosa con Anabaena sp., gli
altri taxa sono da considerarsi sporadici o
rari.

Gia molti studi eseguiti su laghi d’alta quo-
ta hanno evidenziato il delicato equilibrio
delle cianophyceae; la localizzazione ge-
ografica e la composizione geo-litologica
del bacino imbrifero influenzano diretta-
mente i piccoli, semplici ed estremamen-
te labili ecosistemi in grado di ospitarne e
sono al tempo stesso sensibili indicatori del
cambiamento del clima e delle deposizioni
acide (KOINIG et al., 1998; MOSELLO et al,.
1999; SOMMARUGA-WOGRATH et al., 2000;
MARCHETTO et al., 2004).

3.3 Studio della popolazione batterica tota-
le

3.3.1 Costruzione di una libreria genica di
DNA 168.

Le cellule presenti e raccolte per filtrazio-
ne sono state lisate e dal loro DNA geno-
mico si ¢ ottenuto mediante PCR il pool di
amplificati dei geni per ’'RNA ribosomale
16S, utile alla identificazione tassonomi-

ca. Ciascuna copia ¢ stata separata dalle
altre clonando gli ampliconi in plasmidi
e inserendoli in Escherichia coli per elet-
troporazione. Dalla trasformazione sono
state ottenute 396 colonie ampicillino-resi-
stenti, di cui 355 risultavano bianche, cio¢
[B-galattosidasi-negative, quindi indicative
della presenza di inserto di DNA ricombi-
nante, mentre 41 erano blu, per una resa di
clonaggio pari al 90%.

3.3.2 Analisi dei cloni.

L'isolamento degli inserti ¢ stato ottenu-
to amplificandoli selettivamente median-
te PCR, a partire dal lisato di 355 cloni da
colonie bianche. L'analisi in elettroforesi ha
permesso di valutare la riuscita dell’amplifi-
cazione e di stimare la quantita di amplifica-
to a disposizione per le successive digestio-
ni, nonché di individuare e quindi escludere
gli amplificati di dimensioni inferiori all’at-
teso o caratterizzati da una doppia banda.
L'analisi ARDRA ¢ proseguita su 226 se-
quenze, conformi ai requisiti, che sono state
digerite con gli enzimi Hinfl, Hhal, HaplI.
Una prima analisi, effettuata sommando le
bande di ogni profilo ottenuto dal taglio con
Hinfl, ¢ servita a valutare la completezza
della digestione e I'eventuale perdita di un
numero eccessivo di frammenti piu corti di
80-100 bp, e quindi di informazione. Per 6
campioni il risultato della somma era supe-
riore all'atteso, anche dopo aver ripetuto la
digestione utilizzando una quantita mag-
giore di enzima (15 U, cio¢ il 50% in piu),
probabilmente a causa della presenza di piu
di una sequenza nell'amplificato. Tali cloni
sono stati scartati dall'analisi, che ¢ quindi
proceduta su 220 amplificati.

I tre enzimi riconoscono sequenze di 4 basi.
Il programma GelComparll si ¢ rivelato uti-
le per l'analisi di allineamento dei numerosi
profili di restrizione ottenuti, in quanto ha
consentito di trattarli in maniera uniforme
ed ha reso piu veloce il raggruppamento. In
Fig.4 ¢ visibile il risultato della clusterizza-
zione che ha permesso di scegliere i cam-
pioni per il sequenziamento.
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Fig. 4, Analisi elettroforetica dei DNA digeriti con i tre enzimi di restrizione e clusterizzazione GelComparll dei profili di
220 cloni della banca di sequenze batteriche di rDNA 16S ottenuta dalle acque del lago

3.3.3. Sequenziamento e classificazione per
via bioinformatica

1l sequenziamento ha fornito 78 unita tas-
sonomiche operazionali,in termini pratici
coincidenti con il concetto di specie. La
numerosita di ciascuna ¢ stata precedente-
mente riportata (VENDRAMIN ef al., 2007).
Le sequenze ottenute sono state confrontate

con quelle presenti nella banca dati telema-
tica GenBank (Attps://www.ncbi.nlm.nih.
gov/genbankl/amite il programma BLAST,.
Le identita riscontrate sono state preceden-
temente descritte (VENDRAMIN et al., 2007) .
La maggioranza dei batteri presenti appar-



tiene ai gruppi degli attinomiceti e dei beta-
proteobatteri, indicando una spiccata natura
eterotrofica della popolazione. La maggio-
ranza delle sequenze ¢ risultata omologa a
sequenze di banca dati appartenenti a batte-
ri riferiti come non coltivati dagli autori che
ne hanno depositato il dato. Il fatto ¢ coe-
rente con il generale fenomeno di prepon-
deranza di organismi a strategia quiescente
e non coltivabili nella gran parte degli am-
bienti naturali.

3.3.4 analisi ecologica dei dati e validazio-
ne del campionamento

Il prospetto ecologico dei dati, come de-
sunto dai suddetti indicatori di ricchezza di
specie e di livello di esaustivita delle stime
¢ stato descritto precedentemente (VENDRA-
MIN et al., 2007) Una verifica della comple-
tezza dell'analisi effettuata puo essere infatti
condotta avvalendosi di procedure di stima
della esaustivita del campionamento (cove-
rage). Tali metodi considerano la quantita
di specie (filotipi, equivalenti alle OTU)
riscontrati una sola volta (singletons), due
volte (doubletons) o quella dei casi reperiti
meno di dieci volte, rispetto al totale degli
individui campionati. Alla base di tali stime
vi ¢ la constatazione che in una comunita
non estensivamente campionata abbonde-
ranno i gruppi rappresentati da un singolo
individuo, che in generale si ridurranno
rispetto al totale con il procedere del cam-
pionamento. I dati ottenuti per la comunita
planctonica forniscono un valore di 0,79 se
si utilizza I’estimatore di copertura di Good
(GooD, 1953), numero che si riduce a 0,66
se si applica una correzione per la rarita e si
calcola quindi la copertura di ACE (ABUN-
DANCE COVERAGE ESTIMATOR, CHAO et al.,
1993). I valori indicano quindi che la nostra
analisi di 220 cloni dovrebbe essere stata
sufficiente a rivelare almeno i 2/3 della bio-
diversita totale della popolazione dell’habi-
tat in esame. Oltre alle stime di copertura
sono inoltre possibili estrapolazioni del nu-
mero presunto di specie a partire dal nume-
ro riscontrato e dalle ripartizioni suddette.
Gli indici in uso, Chaol e ACE, applicabili
mediante il programma EstimateS portano

rispettivamente a valori di 147,03 e 141,58.
I due risultati sono piuttosto concordi, a te-
stimonianza di una buona attendibilita, ¢ in
definitiva indicano che la comunita plancto-
nica del lago del Colbricon superiore all’e-
poca del campionamento ammonterebbe a
valori intorno alle 140 specie, 78 delle quali
rivelate dalla presente analisi.

4. Discussione

La preponderanza, tra le specie risultanti
dal sequenziamento, di batteri non coltiva-
ti pud essere assunta come segno di natu-
ralita del sistema, in contrasto con ambienti
antropizzati, in cui lo stress fornito alla co-
munita (sotto forma ad esempio di input di
materia organica o di altre sostanze) deter-
minerebbe il prevalere di specie opportuni-
ste, e delle quali sono note forme coltivabi-
li. L'analisi sul prelievo effettuato nel 1997,
sempre in epoca autunnale di fine stagione
prima del congelamento, aveva evidenziato
la presenza di una comunita diversificata,
tra i cui rappresentanti pit numerosi vi era-
no anche specie legate alla presenza uma-
na. Per quanto riguarda il confronto della
comunita presente nel prelievo 2004 con
quella corrispondente su prelievo del 1997.
Dal punto di vista della sovrapposizione le
due comunita risultano totalmente diverse.
Nessuna specie, per quanto giudicabile dai
triplici profili ARDRA, ¢ risultata comune
alle due analisi. Il taxon maggiormente rap-
presentato nel sequenziamento dalle acque
campionate nel 1997 era data da Rhodospi-
rillum photometricum (33,8%), seguita in
ordine di abbondanza da Stenotrophomo-
nas maltophilia (14,7%) e Ochrobactrum
sp.(10,3%). Queste ultime due sono note
come specie opportuniste di origine antro-
pica e dalle deboli attitudini patogeniche.
La loro scomparsa, nonostante rappresen-
tassero congiuntamente oltre un quarto
delle cellule dei batteri del lago, testimonia
come 1 lavori eseguiti nel 1998 per allonta-
nare 1 rifiuti fognari e gli scarichi della cuci-
na deviandoli oltre il lago, abbiano avuto ef-
ficacia. Le acque campionate nel 2004, a sei
anni dall’intervento di bonifica idraulica,
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non contengono invece piu traccia di spe-
cie legate a deiezioni umane, e presentano
una prevalenza di rappresentanti di bacini
idrici, In particolare, dominano i microrga-
nismi d'acqua dolce, e specialmente quelli
rinvenuti a latitudini o altitudini elevate,
concordando in tal senso con il parallelismo
latitudine-altitudine, valido per i laghi del
Colbricon che si trovano a quasi 2000 me-
tri di quota. Ma una ulteriore interessante
e nuova informazione ¢ la presenza di una
proporzione rilevante (16 taxa su 78, e con
un’abbondanza pari a un quinto delle cel-
lule totali) di casi con sequenze omologhe
a quelle di specie rinvenute da altri autori
in ambienti contaminati da sostanze chimi-
che, per lo piu petrolio ed idrocarburi, fat-
to che costituisce un’anomalia per un lago
d’alta montagna, posto in un area naturale
a legislazione protetta, accessibile solo per
sentieri a piedi, in un bacino di raccolta che
vede a monte soltanto le impervie catene del
complesso del Lagorai, e naturalmente nes-
sun insediamento industriale, né antropico
di sorta al di fuori del semplice rifugio, ali-
mentato energeticamente a pannelli solari.
Le nostre ricognizioni in loco per indagare
sui motivi di tale presenza di microrganismi
oleo-degradatori hanno permesso di consta-
tare che il rifugio dispone, quale supporto
al sistema di fotoconversione dell’energia,
anche di un piccolo generatore con motore
a gasolio, che viene acceso nelle prime ore
della giornata, per permettere di avviare le
macchine di bar e cucina (forni e macchine
per caffé) prima che la disponibilita lumino-
sa raggiunga valori sufficienti a procedere
in autonomia. Il comignolo del generatore,
¢ posto ad alcuni metri di altezza sopra le
acque, ma abbiamo potuto personalmente
constatare come i1 fumi, in caso di brezza
da nord-nord-est vengono direttamente so-
spinti sulla superficie del lago, e il terreno
sopra la cisterna del generatore da cui sboc-
ca il comignolo presenta, oltre all’assenza
di vegetazione, un annerimento ed un odore
indicativi dei residui di combustione. Seb-
bene il lago si presenti assolutamente puli-
to e privo di evidenti tracce di oli pesanti,
e sebbene un’analisi gascromatografica per
idrocarburi nelle acque abbia dato esito ne-

gativo (dati non mostrati), ¢ utile considera-
re che tale metodica ha come limite di sen-
sibilita le 10 ppm. Cio permette di speculare
che se in un lago dal volume di 162900 m?,
come ¢ il Colbricon superiore (TREVISAN E
ROSSO, 1999 ), una perdita fino a 1630 litri
di gasolio (10 ppm) potrebbe teoricamen-
te passare inosservata anche ad un’analisi
al gascromatografo, e richiederebbe appli-
cazioni di almeno tre ordini di grandezza
piu sensibili quali la spettrometria di mas-
sa. Poiché nel caso in esame ¢ ipotizzabile
che I’entita dell’influsso sia anche di molto
minore delle 10 ppm, e possa essere dovu-
ta alla semplice convezione di fumi, oltre a
possibili microperdite da cisterna e taniche,
il caso rivela come I’analisi microbiologica
abbia potuto fungere da spia sensibile del
fenomeno, pit accuratamente delle tecniche
analitiche alla portata del laboratorio me-
dio.

Considerando quindi la storia degli inter-
venti sul Lago e il loro esito, se da un lato ¢
stato quindi possibile verificare come 1’av-
venuta deviazione degli scarichi abbia po-
sitivamente influito sulla scomparsa delle
specie antropogene, dall’altro i lavori con-
testuali all’operazione e 1’introduzione del
generatore hanno aperto un altro potenziale
problema ambientale che ha avuto il proprio
impatto nella composizione della comunita
microbica. In entrambi i casi quest’ultima
ha permesso I’indicazione puntuale e preco-
ce dei fenomeni in corso e prospettato i pos-
sibili interventi di adeguamento. Nel caso
del secondo fenomeno ¢ inoltre importante
sottolineare come la natura della popola-
zione microbica, adeguatasi ai nuovi input
organici, oltre a fungere da indicatrice del
fenomeno di perturbazione assolve al con-
tempo anche il compito di contribuire gia
alla risoluzione del problema stesso, dato
che 1 nuovi microrganismi rilevati sono per
I’appunto attivi degradatori di oli pesanti e
idrocarburi.

E’ da rilevare inoltre come i dominanti della
comunita siano attinomiceti, i quali anche
se non citati specificamente in letteratura
su acquiferi inquinati da petroli, sono una
ben nota componente di degradatori di so-
stanza organica di natura complessa e ben



si associano ad un quadro come quello de-
scritto, al quale si aggiungono anche altri 8
taxa a sequenza omologa a batteri associati
a situazioni di abbondanza di sostanza orga-
nica. In generale, confrontando la comunita
del 1997 con quella del 2004 si pud descri-
vere un netto shift da comunita dominata da
produttori autotrofi a fotosintesi anossigeni-
ca e solfuro-ossidanti (R. photometricum)
ad una di degradatori eterotrofi riferibili ad
un quadro di transizione verso una possibile
relativa eutrofia. In questo senso € possi-
bile inoltre aggiungere che le cellule totali
e quelle coltivabili del prelievo 1997 am-
montavano rispettivamente a 1,5 x 105 /ml
e 0.7 x 102 /ml, mentre nel corrispondente
prelievo del 2004 facevano rilevare valori
8,3 x 107/ml ¢ 1,3 x 103 /ml, delineando
un aumento della biomassa ed un calo della
sua coltivabilita.

Come gia ricordato nessun taxon ¢ stato ri-
levato comune alle due comunita, indicando
una netta successione compositiva. Questa
non sembrerebbe legata a fattori ciclici di
avvicendamento destinati a ripristinarsi,
poiché entrambi i prelievi sono relativi allo
stesso momento climatico (fine ottobre) che
rappresenta la fine della stagione di crescita
e precede di poco il congelamento del lago.
Una sostituzione delle comunita, anche in
seguito a piccoli influssi di cambiamento &
piuttosto attendibile in un lago piccolo e fa-
cilmente perturbabile, quando sia intercorsa
una cosi grande distanza di tempo E’ im-
portante anche ricordare che in tale epoca,
come consistentemente riscontrato da tutte
le edizioni dei rapporti IASMAA, si ha il
vantaggio di una totale omeotermia del lago
del Colbricon, attraverso tutte le profondita,
senza le stratificazioni epi-ipolimniche del
periodo estivo, che per quanto moderate,
danno luogo a salti di ossigenazione, pH e
temperatura. In questo caso si pud conside-
rare che prelevando a fine stagione la co-
munita di superficie sia meglio rappresen-
tativa della situazione generale del lago di
quanto non risulterebbe effettuando prelievi
estivi.

5. Conclusioni

In base ai risultati di tutte le diverse analisi
effettuate ¢ possibile trarre le seguenti con-
siderazioni conclusive: Per quanto riguarda
analisi chimico-fisiche e limnologiche, la
variabilita interannuale della composizione
specifica ¢ consistente, 1 parametri meteo-
climatici spiegano una buona parte di questa
variabilita. E’ difficile individuare, a livello
di proprieta generali del fitoplancton eucari-
otico ¢ delle cianoficee, relazioni chiare. Al-
cune indicazioni possono venire dall’esame
delle relazioni osservate a livello di specie.
Ancora una volta emerge, quindi, la neces-
sita di acquisire informazioni approfondite
sull’ecologia di singoli taxa. In merito alle
analisi batteriologice ¢ possibile concludere
che: la comunita planctonica a fine stagione
vegetativa del lago del Colbricon Superiore
risultava nell’anno 2004 dominata da atti-
nomiceti ¢ da beta proteobatteri eterotrofi,
per una ricchezza di specie stimata intorno
alle 140. I lavori di adeguamento fogna-
rio del rifugio turistico hanno eliminato la
dominanza delle specie di influsso antro-
pico presenti nel 1997 prima delle opere,
ma oggi sostituite da una insolita ricchez-
za di specie oleovore, imputabili alla con-
comitante installazione di un generatore
ausiliario alimentato a gasolio. Nonostante
I’aspetto sano e naturale che il lago conti-
nua a presentare e nonostante 1’analisi del
fitoplankton eucariote e quelle chimiche
non denotassero variazioni, 1’analisi micro-
biologica ha permesso quindi di rilevare i
processi in corso quali I’eccessivo contatto
antropico ed i residui di combustione.
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RIASSUNTO

Un’analisi delle comunita microbiche procariotiche
ed eucariotiche del lago del Colbricon Superiore ¢ stata
effettuata al fine di verificare la conformita ecologica del
biotopo, presunta alta in quanto situato a quota 1922 m

s.l.m., nel Parco Naturale Paneveggio-Pale di S. Mar-
tino. Si tratta di un ambiente ad alto indice di naturali-
ta ma caratterizzato anche dalla presenza di un rifugio
frequentemente visitato nella stagione estiva. L’analisi ¢
stata condotta per un arco temporale di oltre dieci anni
con un duplice approccio parallelo. Da un lato di natura
limnologica, mediante la determinazione in microscopia
per fitoplankton e cianoficee, affiancato da uno studio
biomolecolare per lo studio di comunita batteriche totali
con attribuzione sistematica mediante allineamento bio-
informatico.delle sequenze di DNA in banca dati pubbli-
ca GenBank. Sono stati rilevati 125 taxa di fitoplankton
eucariote ¢ 17 cianoficee. Il campionamento batterico
nell’autunno 2004 ha rilevato 78 taxa procariotici. La
struttura della comunita batterica ¢ stata confrontata con
quanto era stato nello stesso sito riscontrato, con gli stes-
si metodi, in epoca precedente a opere di adeguamento
fognario degli scarichi di bagno e cucina del rifugio. Il
confronto ha permesso di verificare la sostituzione delle
specie dominanti, precedentemente rappresentate da mi-
crorganismi a debole carattere patogenico e spia di un
impatto antropico, con specie di diversa attitudine ecolo-
gica, indicative di un aumento di trofia e della presenza
di residui di idrocarburi, la cui origine potrebbe essere
messa in relazione con la installazione di un generatore
ausiliario a gasolio presso il rifugio.
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ABSTRACT

An analysis of the prokaryotic and eukaryotic micro-
bial communities of Lake Colbricon Superiore was car-
ried out in order to verify the ecological compliance of
the biotope, presumed to be high as it is located in the
Paneveggio-Pale di S. Martino Natural Park. It is an envi-
ronment with a high naturalness index but also character-
ized by the presence of a refuge frequently visited in the
summer season. The structure of the bacterial community
was compared with what had been found in the same site,
with the same methods, in the period prior to works to
adapt the sewerage of the bathroom and kitchen drains of
the refuge. A replacement of the dominant species, previ-
ously represented by microorganisms with a weak patho-
genic character and indicator of an anthropic impact was
observed, with species of different ecological aptitude,
indicative of an increase in trophy and the presence of hy-
drocarbon residues, whose origin could be related to the
installation of an auxiliary diesel generator at the refuge.
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