
Il monitoraggio 
aerobiologico: 
metodiche di routine e 
approcci molecolari

Elisa Banchi 

Istituto Nazionale di 
Oceanografia e di Geofisica 
Sperimentale - OGS



Aerobiologia

Si occupa dello studio del trasporto degli organismi aerodiffusi 
e dei suoi effetti in ambienti aperti e confinati.



Bioaerosol
Comprende particelle e componenti emessi direttamente 
dalla biosfera nell’atmosfera: pollini, batteri, spore di funghi e 
felci, virus e frammenti di animali o piante. 

virus batteri Spore fungine pollini

~20 nm ~200 µm



Applicazioni

• Biodiversità e cambiamenti ambientali

• Specie di interesse economico – agronomico

• Allergeni-Patogeni-Specie aliene invasive (AIS)

Questi ultimi si diffondono rapidamente e sono richiesti costi elevati per la prevenzione, la gestione e la 
sorveglianza sia in termini di protezione ambientale che di assistenza sanitaria.

→ Necessità di metodi sensibili e accurati per il rilevamento di queste particelle biologiche

Metodi tradizionali Metodi molecolari



Monitoraggio tradizionale

• Agenzie regionali per la Protezione dell’Ambiente

• Si basa sulla microscopia ottica per l’identificazione ed 
il conteggio delle particelle

• Linee guida nazionali per il monitoraggio di pollini e 
spore fungine di interesse allergenico



Campionatore volumetrico di tipo Hirst (Lanzoni)

• Pompa aspirante a portata costante (10 l/min)

• Tamburo campionatore con dispositivo di avanzamento (2 mm/h)

• Superficie di campionamento: nastro ricoperto di silicone (Melinex)

• Il nastro viene rimosso e tagliato in campioni giornalieri

F. Borney; ARPA Valle d’Aosta



Preparazione e lettura dei campioni

Preparazione:

• Ogni porzione di nastro viene messo su un vetrino portaoggetto identificato con data e luogo 

• Sul nastro vengono messe 4-5 gocce di un colorante in gel (fucsina)

Lettura:

• Microscopia ottica in campo chiaro (40X)

• Superficie analizzata ≥ 15% del nastro, lettura per strisciata continua o campi tangenti

• Calcolo della concentrazione media giornaliera (granuli/m3d)

F. Borney; ARPA Valle d’Aosta



Pollini

Si possono distinguere per:

-tipo di aperture (aperturoidi, pori o 

colpi)

-dimensioni del granulo pollinico

-numero di aperture

-sculturazioni dell’esina

-rapporto asse polare/equatoriale



Spore fungine
Per riconoscerle al microscopio si utilizzano diversi
caratteri (dimensione, forma, spessore della parete, 
presenza di setti, presenza di spine, colore)



L’aggregazione dei dati giornalieri raccolti per i 

bollettini settimanali permette la redazione di 

un Calendario pollinico (annuale) pubblicato 

sul sito di ARPA

Settimana 20-26/03/2017; Trieste
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SCOPI DEL PROGETTO

• Studiare la distribuzione di particelle

aerobiologiche nello spazio e nel tempo in Italia 

• Comparare i risultati con quelli della microscopia

• Identificare i principali fattori ambientali che

influenzano la distribuzione di pollini e spore 

nell’aria

• Implementare di un database di sequenze di DNA 

di riferimento per piante e funghi



…GCTGTTGACTGCTA…

Perché il DNA?



Konzmann et al. 2019



DNA Barcoding
Metodo tassonomico che usa una corta sequenza del DNA di un organismo per 
determinare la sua appartenenza ad una specie

 breve tratto di DNA 

 variabile tra le specie

 conservato all’interno della stessa specie 

 semplice da amplificare e sequenziare



STANDARD BARCODES



DNA barcoding

DNA metabarcoding

metodo di stima della biodiversità che combina:

- DNA barcoding 

-Next Generation Sequencing (NGS) 

CAMPIONI AMBIENTALI

Estrazione DNA
Amplificazione (PCR)
Sequenziamento (Sanger)
Assegnazione tassonomica (Database)



Metabarcoding standard pipeline: 

Experimental design

Sampling

DNA extraction

Barcoding

NGS sequencing

Raw reads

Molecular biology

Quality filter

Chimera checking 

OTUs clustering/ASV

Taxonomic assignment

Bioinformatics Statistics

WHO IS THERE???

Rarefaction curves

Alpha diversity

Beta diversityDemultiplexing

Library preparation

PCoA
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• 5 siti nel nord e centro Italia

• 9 mesi di campionamento (Mar-Nov 2017)

• 18 settimane per sito (90 campioni)

• Primo lavoro a co-amplificare piante e funghi (ITS2)

• Mock communites

Principali obiettivi:

- valutare la diversità di piante e funghi aerodispersi considerando 

la loro variazione spazio-temporale

- consolidare e migliorare la pipeline di Banchi et al. (2018) per 

analizzare contemporaneamente piante e funghi
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Risultati

• Rilevamento di :

- 158 generi di piante (Corylus più abbond)

- 613 generi di funghi (Cladosporium più abbond)

- 43 specie piante aliene (12 specie invasive, Robinia pseudoacacia più abbond)

- 3 specie di fungi patogeni di piante

- Fino a 10 × il numero di taxa identificati con la microscopia

• Fattori ambientali:

- Effetto significativo della stagionalità per le piante

- Umidità relativa significativa per piante e funghi, Temperatura (min, max, avg) per piante

GCTACGTACGACTG

CGATCGATGCACCA

ATCATCACTGACCT

ATCAGCTGATCGGC



Conclusioni:
DNA metabarcoding

Pro:

✓ accesso alla biodiversità totale

✓ attribuzione tassonomica più dettagliata

✓operatore-indipendente

Contro:  

✓ costi/tempi elevati (sempre meno…)

✓ non quantitativo (da solo…) 

Conte al microscopio

Pro:

✓ quantitativo (poll/m3)

✓ costi/tempi contenuti

Contro:  

✓ operatore-dipendente

✓ attribuzione tassonomica meno 
dettagliata (fam.)

✓ Focus su taxa riconoscibili

+ =
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