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FITOPLANCTONFITOPLANCTON
• confronto delle liste di fitoplancton risultanti dai
metodi di campionamento e analisi tradizionali con
le liste risultanti dall’analisi dell’eDNA

• la strategia di campionamento è simile a quella
tradizionale incentrato sulla zona eufotica, tuttavia
l d l f l l èla procedura per la filtrazione e la conservazione è
adattata per i campioni di DNA

• il protocollo è parte del deliverable fornito dal WP1
del Progetto EcoAlpsWater

• tutti i membri del consorzio EcoAlpsWater (che
coinvolge 12 partner) hanno contribuito
ll' i i i di llall'ottimizzazione di questo protocollo
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FITOPLANCTONFITOPLANCTON

Materiali specifici per la preparazione di campioni
per analisi di eDNA:p

• guanti
• filtri Sterivex (0 22 μm) e relativi tappi• filtri Sterivex (0.22 μm) e relativi tappi
• siringhe sterili con attacco Luer (50 ml)
• contenitori e sacchetti sterili
• borsa termica con ghiaccio
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FITOPLANCTON

precauzioni specifiche:

FITOPLANCTON

precauzioni specifiche:
• ridurre le contaminazioni durante tutte le fasi, 

d ti t it i h tti t iliusando guanti, contenitori e sacchetti sterili;
• ridurre l'esposizione alla luce solare, se possibile.

dove e quando:dove e quando:
• stazioni di monitoraggio già utilizzate, zona eufotica

lt l 2 i i 6 l hi il t• una volta al mese per 2 anni per i 6 laghi pilota e 
almeno 1 volta per anno durante il periodo estivo 
per 2 anni per gli altri siti
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per 2 anni per gli altri siti



FITOPLANCTONFITOPLANCTON

Metodo di campionamento:

• raccolta campione di acqua rappresentativa della 
zona eufotica;zona eufotica;
• omogeneizzare delicatamente l'acqua del 
campione & riempire la siringa (100 ml);campione & riempire la siringa (100 ml);
• collegare la siringa con il filtro Sterivex e filtrare
(lentamente) il campione di acqua attraverso(lentamente) il campione di acqua attraverso
l’unità Sterivex;
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FITOPLANCTONFITOPLANCTON
Metodo di campionamento:

• filtrare da 100 ml a 1 litro: il volume di acqua filtrata
dipende dal carico microbico e torbidità del campionedipende dal carico microbico e torbidità del campione
d'acqua;
• ripetere la filtrazione (con la stessa siringa e filtroripetere la filtrazione (con la stessa siringa e filtro
sterivex) per filtrare quanto più volume possibile e
annotare il volume finale (il processo di filtrazioneannotare il volume finale (il processo di filtrazione
non dovrebbe durare più di 15 minuti);
• chiudere ingresso e uscita del filtro con i relativichiudere ingresso e uscita del filtro con i relativi
tappi;
• posizionare lo Sterivex in un sacchetto, conservalo
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posizionare lo Sterivex in un sacchetto, conservalo
nel ghiaccio e congelare il prima possibile a ‐ 20 ° C



FITOPLANCTON
• etichettare il campione con: “ Plancton ” , “ Nome 

FITOPLANCTON

del lago ” , "Stazione", "Layer", “ Data ” , “ volume 
(mL) ” e compilare un foglio di campo
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FITOPLANCTONFITOPLANCTON
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FITOPLANCTONFITOPLANCTON



DIATOMEEDIATOMEE
• confronto delle liste di diatomee risultanti dai

d d l d lmetodi di campionamento e analisi tradizionali con
le liste risultanti dall’analisi dell’eDNA

• la strategia di campionamento è in accordo con la
norma UNI 13946:2014 per l'analisi di routine di
di t b t i h d i fi i l hidiatomee bentoniche dai fiumi e laghi

• il protocollo è parte del deliverable fornito dal WP1
d l P E Al Wdel Progetto EcoAlpsWater

• tutti i membri del consorzio EcoAlpsWater (che
coinvolge 12 partner) hanno contribuito
all'ottimizzazione di questo protocollo
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DIATOMEEDIATOMEE

Materiali specifici per la preparazione di campioni
per analisi di eDNA:

• spazzolini sterilip
• guanti
• baccinelle sterili• baccinelle sterili
• etanolo assoluto e acqua millipore
• provette Falcon sterili (50 ml)
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DIATOMEEDIATOMEE
quando e dove campionare sui fiumi:

• i campionamenti devono essere fatti durante la stagione di basso flusso
del corpo idrico in condizioni di acqua limpida (attenzione agli eventi di
secca o di alluvione)secca o di alluvione)

• stazioni preesistenti definite dalle agenzie ambientali responsabili del
monitoraggio del fiume

quando e dove campionare sui laghi:

• i campionamenti devono essere effettuati durante l'estate, visto che è
la stagione con l'eterogeneità più alta tra le comunità presenti lungo il
litorale (attenzione all’ombreggiamento del sito al vento e allelitorale (attenzione all ombreggiamento del sito, al vento e alle
fluttuazioni del livello dell’acqua)

• stazioni preesistenti definite dalle agenzie ambientali responsabili del
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DIATOMEEDIATOMEE

Metodo di campionamento su fiumi e laghi:Metodo di campionamento su fiumi e laghi:

• precauzioni per assicurare la sterilità in tutte le fasi;

• metodo applicabile solo in presenza di sassi, ciottoli;

• procedere con il campionamento classico e dal
materiale biologico ottenuto (miscela di biofilm e
acqua) ricavare il subcampione per l’analisi del DNA in
questo modo:
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DIATOMEEDIATOMEE
Metodo di campionamento:

‐ prelevare la miscela di biofilm e acqua dal vassoio e 
riempire la provetta fino a 10 ml;riempire la provetta fino a 10 ml;

‐ aggiungere etanolo assoluto fino a 50 ml (aggiungereaggiungere etanolo assoluto fino a 50 ml (aggiungere 
~ 40 ml di etanolo assoluto)

‐ agitare per omogeneizzare, etichettare

‐ conservare i campioni a 4 ° C al buio per un massimo 
di 1 mese, oppure congelarli a ‐20 o ‐80 ° C per un
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di 1 mese, oppure congelarli a  20 o  80  C per un 
massimo di 3 mesi



DIATOMEEDIATOMEE

• Predisporre
documentazionedocumentazione
fotografica e fogli di
campo con dati dip
accompagnamento
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DIATOMEEDIATOMEE
Lago di Garda Fiume Adige
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DIATOMEEDIATOMEE



PESCIPESCI
• confronto delle liste di pesci risultanti dai metodi di
campionamento e analisi tradizionali con le liste risultanticampionamento e analisi tradizionali con le liste risultanti
dall’analisi dell’eDNA

• il campionamento è basato su due principi: 1) raccolta di grandiil campionamento è basato su due principi: 1) raccolta di grandi
volumi di acqua (30 l) lungo la linea di costa dei laghi o lungo il
flusso principale dei fiumi per rappresentare il corpo idrico e

l ibili à di li 2) ili di fil iaumentare la possibilità di raccogliere DNA; 2) utilizzo di filtri
chiusi per limitare la potenziale contaminazione; la strategia di
campionamento varia tra laghi e fiumi e ogni partner devep g g p
definirla, sulla base della realtà locale e tenendo conto dei
principi generali;

• il protocollo sarà parte del deliverable fornito dal WP1 del
Progetto EcoAlpsWater

i i b i d l i E Al W ( h i l 12
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• tutti i membri del consorzio EcoAlpsWater (che coinvolge 12
partner) stanno contribuendo all'ottimizzazione di questo
protocollo



PESCI
Materiali specifici per la preparazione di campioni
per analisi di eDNA:

PESCI

per analisi di eDNA:
• kit Spygen contenente:
filtro vigiDNA (0.45 μm) e relativi tappi
tubo in silicone
guanti
soluzione buffer per la conservazionesoluzione buffer per la conservazione

• sistema di pompaggio a flusso costante (1 l/min)
• borsa termica con ghiaccio



PESCIPESCI

Garda quando e dove:Garda ‐ quando e dove:
una volta all’anno (tarda estate) per 
2 anni

Campioni integrati lungo la costa

2 anni

4 x ≥ 30 L di acqua campionata su transetti di 5 km
(usare 1 filtro per transetto)

Campioni integrati in zona profonda
3 x 10 L di acqua campionata in zona profonda3 x 10 L di acqua campionata in zona profonda
(usare 1 filtro per tutti e 3 i campioni)
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PESCIPESCI
Adige‐ quando e dove:

• 3 stazioni, posizionate lungo il flusso principale
( l )(Bolzano, Trento e Verona);

• campionare 2 repliche da 30 l di acqua da ogni
stazione;

• una volta all’anno (estate/autunno) per almeno 2 anni
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CIANOTOSSINECIANOTOSSINE
Metodo per il campionamento di biomasse algali in acque
lacustri e biofilm (laghi e fiumi) da utilizzare per l’estrazione
e analisi di cianotossine:

• Campionamento di acqua di lago: 2,5 l in bottiglia di vetro
scura + 2 l in bottiglia di plastica scura (per peso secco) dallo
stesso campione di acqua usato per le analisi dell’eDNA
(conservare a 4°C e analizzare entro 12 ore)
C i di bi fil l hi fi i d l• Campionamento di biofilm su laghi e fiumi: da un altro set
di pietre, raccolte nello stesso sito scelto per i campioni di
eDNA, grattare con un bisturi e raccogliere 10 ml + 10 ml, g g
(per peso secco) in due provette FALCON (conservare a 4°C
e analizzare entro 12 ore)
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SITI PILOTA E AGGIUNTIVI
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LAGHI ITALIANI MONITORATI

SITI PILOTA FP (mensile, 2 
anni)

DIA (1 
campionamento, 2 

PESCI (1 
campionamento,  CIANOTOSSINEPELAG + BENTanni) anni) 2 anni) PELAG + BENT

1 Garda x x x x

FP (1 Pesci (1
SITI AGGIUNTIVI

FP (1 
campionamento, 2 

anni)
DIA  

Pesci (1 
campionamento, 

2 anni)

CIANOTOSSINE
PELAGICHE

1 Iseo (Lombardia) x x
2 C (L b di )2 Como (Lombardia) x x x
3 Maggiore (Piemonte/Lombardia/CH) x x
4 Caldaro (Bolzano) x x
5 Caldonazzo (Trentino) x x
6 Fié (Bolzano) x x
7 Fimon (Veneto) x x
8 Frassino (Veneto) x x
9 Idro (Trentino/Lombardia) x x( / )
10 Ledro (Trentino) x x x
11 Mantova Superiore (Lombardia) x x
12 Ragogna (Friuli) x x
13 Serraia (Trentino) x x
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13 Serraia (Trentino) x x
14 Varese (Lombardia) x x



FIUMI ITALIANI MONITORATIFIUMI ITALIANI MONITORATI

SITI PILOTA
DIA (1 

campionamento, 2 
PESCI (1 

campionamento,  CIANOTOSSINE
BENTONICHEanni) 2 anni) BENTONICHE

1 Adige x x x

SITI AGGIUNTIVI DIA  (1 anno) Pesci (1 anno) CIANOTOSSINE
BENTONICHE

1 Corbiolo x x x
2 Restena x x x
3 Risorgiva delle Fontane Bianche x x x
4 Avisio x x x
5 Po x
6 Tagliamento x (x) x
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MetodiMetodi per la per la metagenomicametagenomica

Short movie presenting the plankton sampling for eDNA 
analyses: https://www.youtube.com/watch?v=du5dfjNQr1E

Short movie presenting the biofilm sampling for eDNA 
analyses: https://youtu.be/_6Q48nSMjNAy p y _ j
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