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RIASSUNTO

L’ambiente marino di profonditd ¢ un ambiente unico che viene costantemente
minacciato dalle pressioni antropiche che possono essere di tipo globale (attraverso 1
cambiamenti climatici) o locali (con I’eccessiva pesca o scarico delle industrie). Queste
pressioni portano a modifiche nelle strutture delle comunita profonde. L’obiettivo di
questa tesi € quello di andare a vedere dopo un arco temporale di 30 anni 1 cambiamenti
che ci sono stati nella struttura dell’assemblaggio della macrofauna nel Mar Egeo
profondo, andando anche a considerare la presenza di plastiche rinvenute in uno dei
bacini ipersali profondi e anossici (DHAB) che si trovano nel Mar Mediterraneo. |
risultati ottenuti hanno evidenziato come dal 1994 al 2023 I’assemblaggio della
macrofauna ha mostrato un cambiamento dei taxa dominanti accompagnato a una
riduzione generale dell’abbondanza degli individui. I policheti sono diventati
minoritari rispetto ai sifunculidi che rappresentano il taxa piu abbondante. Inoltre, ¢
stato riscontrato come 1’area del bacino sia caratterizzata da un’abbondante presenza

di plastiche.

Tuttavia, non ¢ possibile ascrivere i cambiamenti della macrofauna ai cambiamenti
climatici con assoluta certezza, ulteriori studi sono necessari per confermare questa

ipotesi.



ABSTRACT

The deep-sea environment is a unique environment that is constantly threatened by
anthropogenic pressures that may be global (through climate change) or local (through
overfishing or discharge from industries). These pressures lead to changes in deep-sea
community structures. The aim of this thesis is to see after a time span of 30 years the
changes that have been recorded in the composition of the macrofauna assemblages in
the deep Aegean Sea, considering also the presence of plastics found in one of the deep
anoxic hypersaline basins (DHAB) found in the Mediterranean Sea. The results
obtained showed that from 1994 to 2023 the macrofauna assemblage showed a change
in dominant taxa accompanied by a general reduction in the abundance of individuals.
Polychaetes have become minority compared to siphunculids, which represent the most
abundant taxa. In addition, it was found that the basin area is characterized by an

abundance of plastics.

However, changes in macrofauna cannot be ascribed to climate change with absolute

certainty; further studies are needed to confirm this hypothesis.



1.INTRODUZIONE

1.1 PRESSIONI ANTROPICHE SULL’AMBIENTE MARINO

Gli ecosistemi marini forniscono numerosi servizi ecosistemici essenziali per gli
esseri umani quali ad esempio mitigazione del clima, risorse alimentari,
protezione delle coste, riciclo dei nutrienti (Solé Figueras et al., 2024). Tuttavia,
essi sono messi a repentaglio dalle diverse forme di pressioni antropiche (Solé
Figueras et al., 2024). Con la rivoluzione industriale la produzione di CO2 da
parte delle industrie ¢ aumentata notevolmente, causando 1’aumento della
temperatura e all’incremento degli effetti dovuti al cambiamento climatico
(Yang Cheng et al. 2024).

L’incremento della temperatura globale porta alla fusione dei ghiacciai che
contribuisce, non solo all’aumento del livello dal mare mettendo in pericolo le
numerose citta costiere, ma anche il rilascio di un’enorme quantita di acqua
dolce che va a modificare sia la stratificazione che la circolazione oceanica
(Rignot et al., 2019).

Anche I’assorbimento della CO; viene modificato, in quanto 1’aumento della
CO; in atmosfera ne incrementa 1’assorbimento da parte dell’oceano. Essa
andando a reagire con I’acqua di mare va a formare acido carbonico, tramite una
reazione in equilibrio chimico, che libera ioni H' causando cosi una diminuzione

del pH. Conseguentemente, si assiste ad un’acidificazione dell’acqua di mare



con conseguenze negative per la vita marina; specialmente per gli organismi che
producono scheletri o gusci calcarei. (Hancock et al., 2020).

Gli effetti del cambiamento climatico non sono solo gli unici fattori di stress di
origine antropica per gli ecosistemi marini. Infatti, la crescente urbanizzazione
ha comportato, e comporta tuttora una serie di impatti quali ad esempio la sovra-
pesca, I'inquinamento chimico, I’eutrofizzazione, 1’inquinamento acustico,
immissione di materie plastiche (Chukwuemeka et al., 2024). Sebbene questi tipi
di impatti antropici siano definiti “locali” alcuni si essi quali ad esempio la sovra-
pesca e I’inquinamento da plastica sono ormai presenti a livello globale (Eriksen
et al., 2014).

E opportuno considerare che le varie tipologie di impatto raramente agiscono
singolarmente. Al contrario piu frequentemente agiscono in maniera additiva
(una dopo I’altra), sinergica (contemporaneamente) risultando piu incisivi e piu
raramente in maniera antagonista (Wang et al., 2024).

Dal 1950 la produzione della plastica ¢ incrementata notevolmente; infatti, ogni
anno vengono scaricati in mare milioni di tonnellate di plastica, che si vanno ad
accumulare in tutte le latitudini ed anche nelle regioni pit remote (Munari et al.,
2017; Sfriso et al., 2020). E stato stimato che piu di 268,940 tonnellate di
frammenti di plastica di varie dimensioni galleggi nel mare (Eriksen et al., 2014)
e molti piu frammenti siano depositati nei fondali (Patti et al., 2020). Tutti i
macro-frammenti (>5 mm) e tutti i micro-frammenti (<5mm) prodotti con rifiuti
hanno la possibilita di interagire in maniera negativa con 1’ambiente portando
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sia a danni ecologici che economici. L’interazione puo essere sia diretta che
indiretta. Per esempio, 1 frammenti possono essere ingeriti dagli organismi
oppure rimanere incastrati negli apparati respiratori. Inoltre, le plastiche sono in
grado di adsorbire inquinanti chimici e rilasciarli nell’ambiente marino (Napper
and Thompson 2020). In aggiunta a ci0, gli oggetti di plastica vanno a costituire
un substrato dove possono insediarsi specie invasive che vengono trasportate
anche per lunghe distanze, rappresentando quindi un vettore di trasporto per
specie aliene ed invasive (Garcia-Gomez et al., 2021). L’ ingresso delle plastiche
in mare pud avvenire sia dalle barche, dagli attrezzi per la pesca, oppure
attraverso I’apporto fluviale e dagli scarichi di industrie e citta (Sharifina et al.,
2020) ma anche dalla circolazione atmosferica (Pryor et al., 2015; GESAMP,
2016.). Ovviamente durante questi processi la forma e la grandezza di questi
frammenti si modifica diventando sempre piu piccole. Grazie a processi come la
circolazione oceanica la presenza di corridoi naturali come 1 canyon che vanno
ad amplificare I’effetto delle Dense Shelf Water Cascade (DSWC) ovvero acque
superficiali che raffreddandosi sprofondano verso il basso (Allen and Durrieu de
Madron 2009), i frammenti di plastica riescono a raggiungere le profondita dei
mari raggiungendo questi ambienti remoti e fragili, inoltre la composizione e
forma delle plastiche in questi ambienti a causa dell’elevata stabilita rimane

invariata per tanto tempo (Pierdomenico et al., 2020).



Una volta raggiunto il fondo le microplastiche vengono ingerite da organismi
principalmente appartenenti ai phyla Cnidaria, Echinodermata, Artopoda (Tylor
et al., 2016).

I principali tipi di plastiche che vengono ritrovante sono formate da poliestere

(53.4%), poliammidi e acetati (34.1%) e acrilici (12.4%) (Woodall et al., 2014).

1.2 IL MAR MEDITERRANEO

[1 Mar Mediterraneo si presenta come un bacino semichiuso, con un equilibrio
idrico negativo in cui I’evaporazione supera 1I’apporto di acqua proveniente dai
flumi (quali il Po, Rodano, Nilo) e dagli oceani (attraverso lo Stretto di
Gibilterra) (Parras-Berrocal et al., 2020). E caratterizzato da una temperatura
superiore a quella di altri mari e un regime tidale di pochi centimetri; viene
diviso in due sottobacini uno occidentale piu produttivo e uno orientale piu
povero di nutrienti (Pisano et al., 2020). Inoltre, il Mediterraneo comparato con
gli oceani ¢ un mare poco profondo (circa 1450 contro 1 3750 m rispettivamente)
(Boero et al., 2008). Queste sue caratteristiche lo portano a rispondere molto
velocemente ai vari fattori di stress causati dalle attivita umane rendendolo
estremamente vulnerabile.

[1 Mar Mediterraneo ¢ considerato un hot-spot di biodiversita con un’alta

percentuale di endemismi (Myers et al., 2000).



I1 Mar Mediterraneo presenta una struttura complessa con varie masse d'acqua
sovrapposte, superficiali, intermedie e profonde, con temperature e salinita
diverse. L'acqua atlantica, attraverso processi di evaporazione e
rimescolamento, aumenta la salinita e si sposta verso est entrando nel Mar
Mediterraneo. Nel Mediterraneo si formano acque intermedie come il Levantine
Intermediate Water (LIW) nella zona levantina in corrispondenza di Rodi, e
acque profonde come il Western Mediterranecan Deep Waters e 1'Eastern
Mediterranean Deep Waters formate rispettivamente nel golfo del Leone
(WMDW) e nel Adriatico meridionale (EMDW), mentre le acque piu profonde
Levantine Deep Water si possono formare nel gyre di Rodi o nel mare di Creta.
(Ovchinnikov e Popv, 1994; Tsimplis et al., 1999).

La circolazione delle masse d’acqua del Mar Mediterraneo viene forzata da
fattori naturali come venti e dai flussi di galleggiabilita proprio come accade in
Oceano.

Il Mar Mediterraneo ha subito dal 1970 al 2010 un aumento esponenziale
dell’urbanizzazione, passando da una popolazione di 152 milioni a 315 milioni

di persone rispettivamente (UNEP/MAP, 2012), (Fig. 1).
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Figura 1 densita di popolazione vicino le coste. “Population Density and Urban Centers in the Mediterranean Basin,”
GRID Arendal, 2013. https.//www.grida.no/resources/5900 (accessed October 24, 2021)

Per il 2030 il Mar Mediterraneo sara I’hot-spot di biodiversita con piu terre
urbanizzate (Elmqvist et al., 2013). Ovviamente questa espansione aumenta la
richiesta socioeconomica sia di terreno che di risorse andando a degradare e
impattare il nostro ecosistema (Garcia-Nieto et al., 2018).

Le ecoregioni del mediterranco vengono influenzate sia dai fattori di tipo
ambientale che antropico. Dopo I’apertura del Canale di Suez nel 1869 1’ impatto
che ’'uomo aveva sul Mar Mediterraneo € aumentato notevolmente, grazie non
solo all’incremento del numero di navi che entra nel mediterraneo, ma anche
favorendo un canale di comunicazione tra il Mar Mediterraneo e il Mar Rosso
per il passaggio di specie aliene (Polinov 2023).

Tra 1 diversi impatti locali che il Mar Mediterraneo subisce sono la pesca a

strascico le trivellazioni e anche I’inquinamento luminoso (Polinov et al., 2022).
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1.2.1 MAR EGEO

Il mar Egeo, ¢ situato nel bacino orientale del Mar Mediterraneo. Queste aree
sono considerate punti cruciali per la formazione delle acque levantine
intermedie (LIW), a causa dell’interazione tra i gyres presenti nella zona e le
LIW stesse che portano le acque levantine superficiali a sprofondare
(Georgopoulos 1989; G. Zoditas 1993; Manimpire et al., 2023). Tutta via durante
tutto 1’anno sono presenti altre 5 masse d’acqua formate dall’unione delle Acque
del Mar Nero e quelle del Mar Levantino: Black Sea Water (BSW), Aegean
Intermediate Water (AgIW), Cretan Deep Water (CDW), North Aegean Deep
Water (NAgDW) e Central Aegean Deep Water (CAgDW) che sono importanti
per la circolazione delle acque nel Mediterraneo e il successivo rientro

nell’Oceano (BESIKTEPE, Siikrii T 2015).

La maggior percentuale (85-90%) dei sedimenti marini in questa regione ¢
costituita da argilla limosa, con potenziale redox (da 387 a 467 mV) che indica
una buona ossigenazione dei sedimenti ma scarsa presenza di materia organica;
la salinita media varia da 39.5%o. a 38.8%., con una marcata stratificazione
superficiale in estate, con temperature superficiali di 24.5°C che scendono a

14.5°C sotto i 100 metri. (Tselepides et al., 1992).

La distribuzione e la composizione della fauna bentonica viene influenzata dalla

bassa produzione primaria, alte temperature, la forte stratificazione in estate e la
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dominanza delle comunita batterio planctoniche che portano ad un basso flusso

di materia organica verso il reparto bentonico (Tselepides e Eleftheriou, 1992).

Nel bacino cretese la produzione primaria rispecchia quella di tutto il bacino
orientale con concentrazioni che variano dai 19 — 60 mgCm™2d™! in comparazione
ai 140 — 160 mgCm>d"! del bacino occidentale. Inoltre, la velocita delle correnti
passa da 1.1 — 27 cm sec! a valori 3 volte piu alti in estate portando a

risospensione il sedimento (Danovaro et al. 1999).

Dal punto di vista delle pressioni antropiche, quest’area ¢ molto importante in
quanto rappresenta un punto cruciale per la comunicazione tra I’Oceano Indiano
e I’Oceano Atlantico, portando il passaggio di numerose navi sia mercantili che
turistiche (Fig. 2), incrementando I’impatto che 'uomo ha su questo ecosistema,

gia impattato dalla presenza di numerose specie aliene (Tsirintanis et al., 2023;

Tsiamis 2024)
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Figure 2 rotte navi Mar Egeo [source: EMOdnet]

1.3 L AMBIENTE MARINO PROFONDO

Gli ambienti marini profondi costituiscono la pit grande porzione dei nostri mari
(~95%) (Danovaro et al. 2017). Essi rappresentano 1’area oceanica con una
profondita maggiore di 200 metri, dove la luce non ¢ sufficiente per la
fotosintesi. Questo ambiente costituisce I’ecosistema piu grande del pianeta, con
una profondita media di 4.2 km, e una superficie di fondale di 434 milioni di
km? (Costello et al. 2010; Danovaro et al. 2014).

La vita ¢ presente in tutti 1 mari fino agli 11000 metri di profondita (Fig. 3),
anche se questi ambienti vengono considerati estremi a causa delle basse

temperature (~4°) e, clevate pressioni (>400 atmosfere). A causa di queste
13



caratteristiche, la distribuzione degli organismi varia in maniera inversamente
proporzionale con la profondita ovvero che all’aumentare della profondita la
biomassa degli organismi diminuisce, fatta eccezione per batteri e archea
(Danovaro et al., 2017). Nonostante ci0, esistono delle oasi come 1 canyon e
montagne sottomarine dove la biomassa aumenta nonostante le elevate
profondita (Danovaro et al., 2010; Rogers et al., 2015). Oltre a queste condizioni
esistono anche ambienti particolari come le sorgenti idrotermali (con
temperature che sfiorano 1 400°) caratterizzate dalla presenza di organismi
chemiosintetici, ovvero che non dipendono dalla luce solare, ma anche le zone
ipossiche e quelle a minimo di ossigeno (dove le concentrazioni di ossigeno sono
< 1,0 mg/L) (Van Doven 2000; Connelly et al 2012; Danovaro et al. 2014), ma
anche reef corallini profondi e cold seeps (Danovaro et al., 2024). Qui gli
animali hanno sviluppato adattamenti e meccanismi fisiologici per sopportare
queste pressioni, viene stimato che la biodiversita del Mediterraneo profondo
raggiunga circa 2805 specie dove il 66% rimane ancora sconosciuto (Danovaro
et al.,, 2010, Danovaro et al., 2017), nonostante la ricerca stia sviluppando
attrezzature sempre piu all’avanguardia per la scoperta e lo studio di questi

ambienti (Jing-Chun Feng et al., 2022).
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Figura 3 Divisione ecosistemi profondi del reparto planctonico e bentonico sotto | 200 metri. Photos © A.D. Rogers,
International Union for Conservation of Nature Seamounts Project,
http://www.iucn.org/about/work/programmes/marine/marine_our_work/marine_governance/gmpp_ocean_govern
ance_projects/seamounts/; O. Ashford, University of Oxford; P. Tyler, University of Southampton.

I lunghi cicli vitali, la fragilita degli organismi e la stabilita di questi ecosistemi
lo rendono uno deli ambienti piu fragili e piu a rischio da parte dei cambiamenti
climatici e dall’attivita antropica in generale. Considerando il fatto che le nostre
conoscenze su come gli organismi possano rispondere a questi cambiamenti
sono ancora molto limitate in quanto studiare questi organismi ¢ molto difficile
(Danovaro et al., 2017). I principali impatti che questi ambienti subiscono sono
la pesca a strascico che va ad impattare le comunita con lunghi cicli vitali,
introduzione di substrati duri, I’introduzione di sostanze chimiche provenienti

dalle attivita estrattive ma anche inquinamento acustico e luminoso (Roger 2015;
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Rogers et al., 2024), ma anche diminuzione di ossigeno, acidificazione, cambi
di temperatura e limitazione di cibo. Tutto ci0 porta ad una riduzione della
biodiversita, e della taglia degli organismi, con 1’aumento delle specie

opportuniste e delle comunita microbiche (Fig. 4) (Danovaro 2018).

I
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Figura 4 impatto degli effetti dovuti all'aumento del cambiamento climatico in Mediterraneo (tratteggiato) e in oceano (linea
piena) Danovaro, R. Climate change impacts on the biota and on vulnerable habitats of the deep Mediterranean Sea.
Rend. Fis. Acc. Lincei

1.3.1 BACINI PROFONDI IPERALINI E ANOSSICI

I bacini profondi iperalini e anossici rappresentano uno degli ambienti piu
estremi che si possano trovare in mare, questo ¢ dovuto alla combinazione di
diversi fattori come la completa anossia (concentrazione di ossigeno < di 0.2

mg/L), I’alto livello di sale (~ 7-10 volte piu elevato delle condizioni normali)
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(Barozzi et al 2018), che comporta stress osmotico, l’elevata pressione
idrodinamica (~ 35Mpa), in oltre la concentrazione del Mg?* & molto elevata
mentre quella del N™ & molto bassa (Van Der Wielen et al., 2005).

Nel Mar Mediterraneo sono presenti diversi bacini profondi iperalini e anossici
(DHAB): L’ Atalante, Urania, Discovery, Bannock, Tyro e La Medee (Fig. 5),
con una profondita compresa tra 1 3200m e 1 3600m, e tutti contengono lo strato

chiamato “brine” (Fig. 6).
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Figura 5 DHAB del Mediterraneo [Da Merlino 2018]
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Questo strato si ¢ formato durante il periodo di grande evaporazione avvenuto
tra 5.9 e 5.3 milioni di anni fa, chiamata anche evaporazione Messiniana (Hsu"
et al., 1977; Danovaro et al., 2010).

In queste aree sono riescono a vivere solo le comunita microbiche (Merlino et
al., 2018).

Per adattarsi a vivere in queste condizioni estreme, 1 procarioti hanno sviluppato
diversi adattamenti, tra cui I’equilibrio iso-osmotico attraverso I’ingresso di ioni
K" e CI, adattamenti per resistere alle elevate pressioni attraverso
I’aggiustamento dello stato fisico della membrana e la scarsitd di ossigeno
(Fisher et al., 2021). Tuttavia, nel 2014 Naves (et al., 2014) scoprirono il primo
organismo multicellulare a vivere in condizioni di completa anossia Spinoloricus

cinziae un Loricifero che riesce a vivere in condizioni di completa anossia.
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Figura 6 Basic diagram of a deep-sea hypersaline anoxic basin (DHAB). Eastern Mediterranean Sea DHABs are about
3300 mbsl with approximate brine depths ranging from 50 to 160 m and surface areas of 1.7-25 km2 (La Cono et al.,
2019). The plot shows the concentration of MgCI2 in Molar with depth in meters within the Hephaestus, Discovery and
Kryos basins. Values based on published data from La Cono et al. (2019), Hallsworth et al. (2007) and Yakimov et al.

(2015). Data were depth corrected for better comparison of chemoclines. Note: the figure is not to scale. (Luke A. Fisher

et al. 2021)

1.4 MACROFAUNA

I fondali molli rappresentano sistemi di grande interesse scientifico per la loro
vasta distribuzione, la rilevanza e varieta delle comunita bentoniche che vi
risiedono (Schratzberger e Ingels, 2018), tra le quali troviamo: comunita
microbiche sia aerobiche che anaerobiche che costituiscono piu di 5/6 della
biomassa totale del pianeta e contribuiscono al riciclo di materia organica e
inorganica ma anche per i cicli di C, S, N (Baker et al., 2020), comunita virali
che controllano le comunita microbiche attraverso la lisi batterica (Heinrichs et

al.,, 2020) e assemblaggi di macrofauna (Fig. 7) e meiofanua, questi ultimi
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utilizzati come indicatori ambientali grazie alla loro ubiquita, variabilita, piccola

taglia, sedentarieta e cicli vitali molto veloci (Jeong et al., 2023).

Figura 7 tipici animali della macrofauna “Microscope images of macrofauna. Upper row from left to right: Aplacophora
indet, Anguillosyllis sp., Ledella sp., Echinodermata juvenile indet., Aglaophamus sp., Bryozoa indet. Middle row from left
to right: Bryozoa indet., Glycera sp., Ophelina martinezarbizui Wiklund et al., 2019, Gastropoda indet., Sphaerodoridae
indet., Laonice sp. Lower row from left to right: Dacrydium sp., Flabelligeridae indet., Myonera sp., Plenaster craigi Lim &

Wiklund, 2017~

Per macrofauna si intende I’insieme di organismi che hanno dimensioni
superiori ai 0.5 mm ed inferiore ai Scm (Ramirez-Llodra et al., 2010), fa
eccezione le comunita macrobentoniche profonde in quanto la dimensione del
setaccio utilizzato diminuisce a 0.3 mm.

I fondali molli sono popolati da organismi di varie specie che attraverso il

fenomeno del bioturbamento possono penetrare a diverse profondita nel
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substrato, contribuendo all'ossigenazione tramite la costruzione di gallerie
(Martinez-Garcia et al., 2015). Lo spessore colonizzato varia notevolmente tra
gli ambienti marini e salmastri, in base alla granulometria del sedimento, al
contenuto di sostanza organica e ad altri fattori, 1 principali taxa che si
riscontrano sono: Policheti, Bivalvi, Anfipodi Decapodi ed Echinodermi (Fig.

8).

Figura 8 Composizione della macrofauna a. Cassidinidea fluminensis (Marie-Garzén, 1944). b. Sinelobus stanfordi
(Richardson, 1901). c. Melita mangrovi Oliveira, 1953. d. Eurypanopeus dissimilis (Benedict & Rathbun, 1891). e.
Amphibalanus sp. f. Brachidontes darwinianus (d'Orbigny, 1842). g. Heleobia sp. H. Alitta succinea (Leuckart, 1847). i.
Chironomidae larvae. Barra di scala: a-c, g, i, 1 mm; d, f, h, 5 mm; e, 2 mm. Rodrigues, Antonio & Fernandes, Mauricio &
Miyahira, Igor & Neves dos Santos, Luciano & Caetano, Carlos. (2021). Anais da Academia Brasileira de Ciéncias. 93.
10.1590/0001-3765202120191221.
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I Policheti rappresentano il taxon piu abbondante nelle comunita a fondo molle,
sia a livello di numero di specie, abbondanza e biomassa, inoltre forniscono una
buona rappresentazione dell’attivita e strategia di alimentazione e 1’analisi di
solo questo gruppo ci da informazioni su tutta la comunita macrobentonica
(Tselepides et al., 2000).

La comunita macrobentonica ¢ molto spesso utilizzata come “indicatore” della
qualita ambientale in quanto risponde molto velocemente e in maniera
significativa ai cambiamenti ambientali (Afghan et al., 2020), cio ¢ dovuto al
fatto che le comunitd macrobentoniche di fondo molle sono strettamente
correlate a molte caratteristiche biotiche e abiotiche, come idrodinamismo,
granulometria, potenziale redox, presenza di materia organica e fonti di

inquinamento (Martinez-Garcia et al., 2015).

2. OBIETTIVI DELLA TESI

Lo studio ha come obiettivo valutare il cambiamento della composizione e
abbondanza della macrofauna nel Mar Egeo avvenuto nell’arco temporale dal
1994 al 2023 usando come dati del 1994 quelli raccolti da Tselepides et al.,
(2000), e valutare la presenza di plastica ritrovata sia nel bacino Cretese che

all’interno del DHAB L’ Atalante.

3. MATERIALI E METODI
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3.1 AREA DI STUDIO

I campioni sono stati presi in tre aree del Mar Egeo: la zona tra la penisola del
Peloponneso e I’isola di Creta, I’area antistante a Creta, I’area piu profonda nelle
DHAB dove sono stati presi sia campioni di controllo che di studio.

Queste aree differiscono molto sia per 1 parametri batimetrici che per gli altri
parametri abiotici. Infatti, nell’area antistante a creta la granulometria ¢ fango
sabbioso, I’area tra creta e il Peloponneso ¢ un misto tra fango sabbioso e fango

fine mentre I’area del bacino anossico € prettamente a fango fine (Fig. 9).

36.000°N

34.000°N l...eg end

Granulometriy:
[0 Fine mud
I Sandy mud

20.000°E 22.000°E 24.000°E 26.000°E

Figura 9 Granulometria aree di campionamento Mar Egeo [Fonte: EMODnet]

Nel bacino L’ Atalante la concentrazione degli ioni Na' supera i 4 M (Merlino et

al., 2018), inoltre le acque superiori sono separate da quelle del bacino
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caratterizzate da una salinita totale > 30%, completa anossia, elevate
concentrazioni di metano e idrogeno solforato e la clorosita e clorinita a 20°C ¢

di 120 gl'! rispettivamente (Danovaro et al., 2005).

3.2 STRATEGIA DI CAMPIONAMENTO

Il campionamento ¢ stato effettuato nel periodo che va dal 22/04/2023 al
08/05/2023 a bordo della nave oceanografica Aegaeo, il campionamento ¢ stato
effettuato con un box corer con una superficie di 0.1 m?.

Le aree di campionamento sono 3: una antistante 1’isola di Creta con un transetto
costa largo (Stazioni D3, D4, D5, D6, D7), un transetto tra I’isola di Creta ¢ il
Peloponneso (Stazioni A4, A5, A6, AGALB, A7, A12, A14,A16,Al18, A20, A21,

A22), e all’interno del bacino profondo iperalino e anossico Atalante (Fig. 10).

21°0,000'E 22°0,000°E 23°0,000'E 24°0,000'E 25°0,000'E 26°0,000°E 27°0,000°E
—— ———————] ———— —

N

. A

37°0,000'N
36°0,000'N

35°0,000'N

LEGEND 34°0,000'N
® SEMPLE POINTS

Figura 10 Punti di campionamento [EMOdnet]
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3.3 ATTIVITA’ DI LABORATORIO
3.3.1 SORTING E ANALISI MACROFAUNA

I campioni una volta raccolti attraverso il box corer sono stati passati su un
setaccio con una maglia metallica di 300 pum, tutto cid che ¢ rimasto sopra il
filtro ¢ stato congelato a -20°C.

Successivamente in laboratorio 1 campioni sono stati fatti scongelare
gradualmente in modo da evitare un brusco cambio di temperatura che poteva
comportare la rottura di qualche organismo.

Per rendere piu facile la fase di sorting i campioni sono stati colorati con il rosa
bengala a concentrazione 0.5 gL' ed analizzati dopo almeno un giorno
(Tselepides et al., 2000).

Successivamente 1 campioni sono stati analizzati allo lo stereomicroscopio per
estrarre gli organismi appartenenti alla macrofauna. I quali sono stati
ulteriormente analizzati per cercare di arrivare al piu basso livello tassonomico

possibile e poi ricongelati a -20°C in una eppendorf.

3.3.2 SORTING E ANALISI DEI FRAMMENTI DI PLASTICA

Durante la fase di sorting della macrofauna i frammenti di plastica che sono stati

rinvenuti sono stati contati ¢ messi da parte in una eppendorf.
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Successivamente, sono stati trasferiti in una piastra petri in vetro e seccati in
stufa a 30° per rimuovere 1’acqua adesa sopra le plastiche ed essere pronte per
la fase di caratterizzazione.

Questa fase ha permesso di capire la composizione chimica delle microplastiche
rinvenute, inoltre € stato preparato un bianco lasciando aperta una petri in vetro
all’aria cosi da poter standardizzare 1 nostri risultanti andando eventualmente a
rimuovere la contaminazione da laboratorio.

La caratterizzazione chimica delle plastiche, in base alle loro dimensioni, ¢ stata
eseguita utilizzando due modalita: trasmissione e ATR (riflettanza totale
attenuata). Nel caso della modalita di trasmissione, le microplastiche singole
sono state posizionate su un filtro di ossido di alluminio (Whatman® Anodisc,
diametro 25mm, porosita 0.2), successivamente montato su supporti specifici
per il microscopio FT-IR (Fig. 11), per permettere l'analisi agli infrarossi in

trasmissione.
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Figura 11 Microscopio FT-IR

Nella modalita ATR, invece, le microplastiche, troppo spesse per essere
analizzate in trasmissione, sono state collocate direttamente su un supporto del
microscopio FT-IR, garantendo un contatto diretto tra la microplastica e il
cristallo di lettura del microscopio (Fig. 12). Gli spettri FT-IR ottenuti sono stati
poi identificati mediante un confronto software con le librerie di riferimento, al
fine di determinare con precisione la composizione chimica delle microplastiche

rilasciate.
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Figura 12 Cristallo per l'analisi ATR

3.4 ANALISI DEI DATI

Da entrambi i dataset finali dell’assemblaggio della macrofauna e della plastica,
¢ stata ottenuta una matrice di similarita calcolata attraverso 1’applicazione
dell’indice Bray-Curtis sui dati trasformati attraverso la radice quadrata. Dalla
matrice di similarita ¢ stato ottenuto un’analisi MDS (multi dimensional scale
analysis) al fine di visualizzare graficamente le differenze fra stazioni.

Successivamente, allo scopo di testare la significativita delle differenze fra le
stazioni, ¢ stata effettuata un’analisi PERMANOVA (permutation analisis of

variance). Il disegno sperimentale includeva un unico fattore chiamato
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“stazione”, nell’analisi statistica sono state escluse le stazioni del DHAB in
quanto non contenendo organismi non ¢ stato possibile applicarci il Bray-Curtis
cosi come non ¢ stato possibile includerli nell’ ANOVA parametrica.

La biodiversita della macrofauna ¢ stata misurata attraverso ’utilizzo di diversi
indici: 1) dominanza calcolata come 1- indice di Simpson che va da un range di
0 (tutti 1 taxa sono equamente presenti) a 1 (un taxa domina la comunita), 2)
Simpson calcolato come 1-D, 3) Shannon in cui i valori variano da 0 per
comunita con un solo taxa a valori piu alti per comunita con diversi taxa, 4)
evennes calcolato come e"H/S e 5) Margalef che viene calcolato come (S-
1)/In(n). Tutte le analisi statistiche e il calcolo dei vari indici sono stati effettuati

con il software PAST.

4. RISULTATI

4.1 ASSEMBLAGGIO DELLA MACROFAUNA

L’abbondanza totale media degli organismi della macrofauna nell’area di studio
varia da 5 £ 0.5 a 960 + 350 individui al m? nelle stazioni A5 e D3
rispettivamente, nel DHAB L’Atalante non ¢ stato trovato nessun organismo

appartenete alla macrofauna (Fig. 13).
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Figura 13 Abbondanza (media + e.s) nelle stazioni campionate.

L’ ANOVA ha indicato il fattore “stazione” come significativo (p < 0.01). il pair-

wise test indica come significativamente differente la stazione D3 rispetto a tutte

le altre (p < 0.05) ad eccezione delle stazioni A6 e A7 (p = 0.07) e la stazione D6

rispetto alla A4 (p < 0.0001).

Il numero di taxa nell’area di studio varia da 1 taxa a 7 taxa nelle stazioni A5 e

D3 rispettivamente, mentre nel DHAB L’ Atalante in numero di taxa ¢ zero (Fig.

14).
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Figura 14 Diversita dell'assemblaggio della macrofauna nelle stazioni campionate, espresse come numero di taxa
superiori

L’assemblaggio della macrofauna investigato ¢ composto da: Sipuncula,
Crustacea, Isopoda, Nemerta, Scaphopoda, Copepoda, Acari, Nematoda,
Bivalvia, Tanaidacea, Pycnogonida, Polychaeta, Ostracoda, Amphipoda,
Ophiuroidea.

I taxa piu abbondanti (piu del 50% del totale per ogni stazione) sono risultati
essere: Nematoda (Fig 15a), Sipuncula (Fig 15b) e Polycaeta, di quest’ultima
sono state riconosciute 4 famigle: Syllidae, Sigalionidae (identificati i Pholoides

(Fig. 15¢) e Sthenelais), Eunicidae, Goniadidae (Fig. 16).
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Figura 15a foto di un Nematoda allo stereomicroscopio.

Figura 15b foto di un Sipuncula allo stereomicroscopio.
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Figura 16 Struttura assemblaggio della macrofauna
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L’indice di dominanza D mostra come nella stazione A5 (valore di D =1) sia

dominante una sola specie mentre tutte le altre stazioni non esiste una specie che

domina sulle altre (Fig. 17).
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Figura 17 Indice di Dominanza D

L’indice di Simpson mostra come i valori di tutte le stazioni siano superiori di

0.4 fatta eccezione della stazione A5 dove il valore ¢ = 0 (Fig. 18).
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Figura 18 Indice di Simpson 1-D

L’indice di Shannon (H) mostra in tutte le stazioni valori prossimi o superiori

all’l ad eccezione della stazione A5 (dove il valore di H = 0), e delle stazioni

A21 e CTRLN-2023 (con H superiori a 0.5) (Fig. 19).
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Figura 19 Indice di Shannon H
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L’indice Evenness mostra valori uguali o superiori di 0.7 in tutte le stazioni

(Fig. 20).
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Figura 20 Evenness e"H/S

L’indice di Margalef mostra valori superiori a 0.8 in tutte le stazioni fatta

eccezione delle stazioni A5, A21 e A7 dove si trovano valori inferiori a 0.7

(Fig.21)
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Figura 21 Indice di Margalef

Nel MDS le repliche delle varie stazioni appaiono concentrate un vicino all’altra

ad eccezione di una replica di A22, AS e CTRLN-2023 (Fig. 22).
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Figura 22 MDS macrofauna
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L’analisi PERMANOVA ha indicato il fattore “stazione” come significativo (p
< 0.001). Nel pair-wise test non sono state riscontrante differenze significative
tra le stazioni; tuttavia, spesso si riscontrano valori di p-value prossimi alla
significativita (p=0.09).

Ci0 ¢ imputabile al basso numero di repliche presenti in ciascuna stazione, che
non permette di effettuare un test abbastanza robusto da raggiungere la

significativita.

4.2 PLASTICHE

L’abbondanza totale delle plastiche mostra valori inferiori a 100 pezzi al m? fatta
eccezione per le stazioni A4, A5, A6, CTRLN-2023, DHABO0823 in quest’ultima
i valori superano i 750 + 250 pezzi/m? con un peso totale di 32.15 mg, mentre in
A4 e A6 mostrano valori di abbondanza di 660 = 365 pezzi al m? e 700 £ 300

pezzi al m? e con un peso totale di 72.57 e 230.12 mg rispettivamente (Fig. 23).
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Figura 23 Abbondanza totale plastiche

L’ANOVA ha indicato il fattore “stazione” come significativo (p < 0.0001).
Mentre il pair-wise test indica come significativamente differenti le stazioni del
transetto D rispetto alle stazioni DHABO0823, CTRLN-2023, A4 e A6 (p <0.01),
la stazione CTRL-2023 con le stazioni dalla A7 alla A22 (p <0.01) cosi come la
stazione A4 e la A6 con le stazioni dalla A7 alla A22 (p < 0.05).

Le plastiche ritrovate (Fig. 24) sono composte principalmente da Titanium
ethylexoxide (Fig. 25a, b) nelle stazioni DHAB0823, CTRLN-2023, e tutto il
transetto A fatta eccezione per la stazione Al4, altro materiale diffuso sono 1
frammenti di vernice (Fig. 25¢) (Fig. 26).

Nelle stazioni del transetto D questo tipo di plastica se presente se ne trova in
minori concentrazioni. In questo transetto, la tipologia di plastica mostra una

diversita maggiore rispetto alle stazioni nel complesso.
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Library Search 10/09/2024 17:07:34
5 T Portions QSTJwan.Gﬁiacadw 201
1 ‘ \
U | J\ |
2 M|
s | | /-L
2= ] | |
E- =1 | |
< ' i / Compound Name TITANIUM ETHYLHEXOXIDE
I s'ﬂ it ’ / Molecular Formula C32HB80ATi
| lﬁ ‘ Molecular Weight 564.77
/ [ 4] CAS Registry Number 1070-10-6
i N Sample Preparation ATR single bounce
L [ﬁ U Reference NE417/ NIC12135
- m\/ \ Copyright (¢) 2014 Nicodom
o T T T T T Entry No. 3351
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 Library name ATR-LIB-COMPLETE-2-472-2.501
‘Wavenumber cm-1 Library description ATR-FTIR-Library COMPLETE, Vol. 2
Color Hit Quality Compound name CAS Number Molecular formula Molecular weight
578 TITANIUM ETHYLHEXOXIDE 1070-10-6 C32H6804Ti 564.77
Color File Path Spectrum Type
SEARCH sample.124 AB 000000.0 D:\Filippe Marcucci Query Spectrum
Page 1 of 1
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Figure 26 fotografia di pezzi definiti come Titanium ethylexoxide (a) e vernice (b)

Nel MDS le repliche delle varie stazioni appaiono concentrate un vicino all’altra
ad eccezione di due repliche della A21 ed una della A20, A22, A14, A7, A5 e D4

che sono posizionate vicine tra di loro (Fig. 27).
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Figura 27 MDS delle plastiche

L’analisi PERMANOVA ha indicato il fattore “stazione” come significativo (p
< 0.001). Nel pair-wise test non sono state riscontrante differenze significative
tra le stazioni; tuttavia, spesso si riscontrano valori di p-value prossimi alla
significativita (p=0.09).

Ci0 ¢ nuovamente imputabile al basso numero di repliche presenti in ciascuna
stazione, che non permette di effettuare un test abbastanza robusto da

raggiungere la significativita.

5. DISCUSSIONE
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5.1 MACROFAUNA

I risultati di questo studio evidenziano come ci sia stato un cambiamento sia nel
numero che nella composizione dell’assemblaggio della macrofauna nell’arco di
30 anni.

Un cambiamento notevole si ¢ visto soprattutto lugo la scarpata cretese dove
I’abbondanza totale degli organismi misurata da Tselepides (et al., 2000) passa
da 654 ind/m? (1994) a 960 ind/m? (2023) (a 200 m di profondita) (unico caso di
aumento), da 431 ind/m? (1994) a 140 ind/m? (2023) (a 500 m di profondita), da
481 ind/m? (1994) a 65 ind7m? (2023) (a 1000m di profondita) e da 191 ind/m?
(1994) a 50 ind/m? (2024) (a 1570 m di profondita), comunque rimane costante
che ci sia un andamento inversamente proporzionale tra profondita e abbondanza
degli organismi, ovvero che all’aumentare della profondita I’abbondanza
diminuisce come tipico degli ambienti profondi (Danovaro et al., 2010).
Similmente, anche la composizione dell’assemblaggio della macrofauna passa
da una composizione formata principalmente da policheti (44.5-69.3% tra i1 40-
200 m, 39.7-43.9% tra1540-940 me il 53.4% a 1570 m), molluschi (15.2-25.2%
con un massimo contributo a 100 m ), crostacei (7.1-8% tra i 40-200 m, 5.3-
10.6% tra 1540 ¢ 940 me 5.7% a 1570) e sifunculidi (4.4% a 40 m, 3.4% a 1570
m ), a una composizione formata da sifunculidi (42-50% da 200-500 m, 8-23%
tra 700-1000 m, e 0% a 1570 m), nematodi (18.75-28.57% tra 200-500m, 40-
38.46% tra 700-1000m e 0% a 1570 m), crostacei (3.13-10.71% tra 200-500m,

12-15.38% tra 500-700 m, 100% a 1570 m), policheti (2.08-7.14% tra 200-500
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m, 16-15.38 tra 700-100 m e 0% a 1570 m) e molluschi (0.52 % a 200 m e 4 %
a 700 m mentre per le restanti profondita 0% (Tselepides et al., 2000).

A conferma di ci0 anche gli indici di diversita applicati sui taxa superiori
mostrano questo trend, infatti 1’indice di dominanza fatta eccezione della
stazione A5 dove il valore ¢ uguale a 1 (un solo taxa domina sugli altri), mostra
valori che sono inferiori allo 0.5 che ci fa capire che non ¢’¢ un taxa che domina
sugli altri, cid viene anche visto dall’indice di Shannon che con i sui valori
superiori al fatta eccezione della stazione A5 (dove il valore ¢ 0) ci dice che i
taxa sono ben distribuiti nella stazione, anche I’indice di Simpson conferma
quanto detto con valori bassi sulla stazione A5 dove quindi la probabilita che
due individui presi a caso appartengano allo stesso taxon ¢ massima, mentre
nelle altre stazioni 1 valori sono maggiori cid vuol dire che la probabilita a molto
piu bassa.

I risultati dell’ ANOVA e PERMANOVA confermano una certa eterogeneita tra
le stazioni, come indicato dalla significativita del fattore “Stazione”.

Questo trend ¢ confermato anche per le altre aree dove si ¢ visto che sia la
composizione che 1’abbondanza della macrofauna cambia, in quanto il numero
di policheti diminuisce e aumenta quello dei sifunculidi che diventano il gruppo
dominate mentre il numero di nematodi aumenta leggermente (Kroncke et al.,
2003).

In conclusione, nel corso di questi 30 anni ¢’¢ stato uno shift nella composizione
e abbondanza della macrofauna in tutto il bacino Cretese.
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Nell’area del DHAB L’Atalante non sono stati trovati organismi appartenenti
alla macrofauna, pero nell’area di controllo esterna al bacino a 3400 m di
profondita sono stati trovati organismi come sifunculidi, questo risultato
conferma cio che ¢ stato osservato gia nella letteratura (Danovaro et al., 2010;
Fisher et al., 2021).

Questo cambiamento potrebbe essere dovuto dai cambiamenti climatici in
quanto gli animali che vivono negli ambienti profondi sono adattati a vivere in
condizioni stabili e anche piccoli cambi delle condizioni ambientali possono
modificare le strutture di comunita (Danovaro et al., 2004).

La mancanza di dati intermedi non permette di determinare se i cambiamenti
riscontrati siano frutto di variazioni interannuali, o se si tratti piuttosto di un trend
generale dovuto a fattori quali ad esempio 1 cambiamenti climatici.

Un trend di cambiamento ¢ stato osservato anche nella meiofauna dove un
aumento dei nematodi ¢ accompagnato da una diminuzione dei policheti.
Rispetto ai dati di confronto del 1994 ¢ stato registrato un cambio della
composizione della materia organica con un aumento dei lipidi e delle proteine
normalmente associato al cambiamento climatico. I quali sono difficilmente
utilizzabili dagli organismi come fonte di cibo (Danovaro et al., 2001), questo
potrebbe aver contribuito alla riduzione e al cambiamento dell’assemblaggio

della macrofauna suggerendo un possibile ruolo dei cambiamenti climatici.
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5.2 PLASTICA

Uno studio condotto da Woodall (et al., 2014) sugli ambienti profondi come area
di accumulo di rifiuti mostra come gia nel 2014 1’area del Mar Egeo (3500 m di
profonditd) presentava un numero di plastiche pari a 15 pezzi per 50 ml di
sedimento, con una composizione fatta da vernice e poliestere. In accordo con
Woodal (et al., 2004), 1 nostri risultati mostrano come le vernici siano ancora
presenti. In aggiunta sono stati trovati altri pezzi di diverso tipo.

Le analisi dei1 frammenti di plastica mostrano come il titanium ethylexoxide sia
il materiale piu abbondante fatta eccezione per le prime stazioni del transetto D
(D3, D4, D5). Questo materiale, perd, non ¢ un materiale plastico ma ¢ un
additivo che viene utilizzato (sotto anche il nome di “TYZOR” o 2-Titanium
(VI) ethylexyloxide) come catalizzatore o promotore di adesione per reazioni di
esterificazione trans esterificazione e reazione di Ziegler-Natta, per molteplici
usi industriali.

Proprio la reazione di Ziegler-Natta ¢ una reazione che ¢ stata utilizzata per la
formazione del polipropilene isotattico che da quando fu scoperto nel 1950,
inizio ad essere utilizzato per numerosi scopi fino ai giorni nostri, per la
produzione di comuni oggetti per la casa e anche per componenti secondarie di
tubature di scarico. Il polipropilene attraverso questa reazione diventa piu

resistente a trazione, pressione, sfregamento, calore e agenti chimici,
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permettendo a questo materiale di acquisire un incredibile versatilita e
resistenza.

Attraverso I’analisi allo stereo microscopio (ingrandimento totale 15x) sono stati
selezionati molti pezzi di plastica simili appartenenti a diverse stazioni. Ad
un’analisi allo FTIR si € visto che questi erano per la gran parte classificati come
titanium exoxide. Ma in alcuni casi essi venivano classificati come polipropilene
o materiale da riempimento ed isolamento questo dovuto alla similarita dei due
spettri che differiscono solo per la posizione dei picchi (Fig. 25b). Questo
conferma che il materiale pit abbondante possa essere in realta polipropilene
trattato con additivi quali TYZOR, espandendo ancora di piu 1 molteplici usi di
questo materiale tra il quale forse anche I’uso come isolante per i cavi di
telecomunicazioni sottomarini.

Per quanto concerne I’abbondanza, le area che mostrano il maggior numero di
plastiche sono quella del DHAB e I’area al disopra del bacino (stazioni CTRLN,
A4, AS, A6), I'intera area quindi potrebbe essere un’area di accumulo dovuto
anche alla direzione della corrente principale che spinge le masse d’acqua in
direzione del bacino (Pedrotti et al., 2022). Ulteriori studi potrebbero confermare
questo tipo di ipotesi.

Anche lungo le coste Cretesi sono state ritrovate delle plastiche di diverse
composizioni rispetto all’area del bacino infatti troviamo: polietilene, poliestere

e canapa, ma in quantita molto inferiore.
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A conferma di ci0, la PERMANOVA evidenzia I’eterogeneita spaziale attraverso

la significativita del fattore “Stazione”.

6. CONCLUSIONE

In conclusione, possiamo dire che, nel corso di 30 anni ¢ avvenuto uno shift
nell’abbondanza e composizione della macrofauna con un cambio dei taxa
superiori dominanti. Inoltre, I’area del bacino potrebbe essere un’area di
accumulo per le plastiche, ulteriori studi potrebbero quindi permettere di poter
avere una visione migliore sulla quantita e la tipologia delle plastiche ritrovate.
Questo studio evidenzia come a discapito di come si ¢ pensato per molto tempo,
I’ambiente marino profondo non ¢ un ambiente stabile come si pensava, ma al
contrario ¢ facile riscontrare delle variazioni, anche se ¢ spesso difficile
individuare una causa univoca di queste variazioni (Glover et al., 2010).

I cambiamenti riscontrati, ci permettono inoltre di confermare come
I’assemblaggio della macrofauna sia fra i descrittori piu adatti nel monitoraggio

dell’ambiente marino di profondita (Danovaro et al., 2020).
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