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e To understand ecosystems functioning;
e To study the interctions betwwen organims and
environment

mml Fields of activity

e Climate changes

e Eutrophication
e Exploitation of the water resources

T

e Natural biodiversity
e |ncrease of algal biomass
e Deterioration of the water quality
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Lake Garda Study Site

%/LTER

Italid m =

Italian Long-Term Ecological Research Network

Site Name:

Lago di Garda
Site Code:
LTER_EU _IT_044
Year Site Established: 1991 )
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Cyanobacteria: thanks for being there!

yaLt ¢ Photosynthesis’s inventors. They made life on Hearth
f‘*..f,',\*j. possible

Agw e ¥, 8 1 S/

Food source for aquatic (and non aquatic)
organisms
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Valuable compounds’ producers (for example
antibiotic production in Lyngbya)




Toxic Cyanobacteria

e

(D) (E) (F)
From: Salmaso et al, 2017. Basic Guide to Detection and Monitoring of Potentially Toxic Cyanobacteria. In: Handbook of Cyanobacterial Monitoring and Cyanotoxin
Analysis. First Edition. Edited by Jussi Meriluoto, Lisa Spoof and Geoffrey A. Codd. John Wiley & Sons, Ltd.
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Toxic cyanobacteria, a global concern

(In black: countries where documentd episodes of cyanobacteria toxic blooms have been documented)




Cyanotoxins list

Cyanotoxin Chemistry/number of congeners Associated cyanobacteria Toxicity

MICROCYSTINS Cyclic peptides/200 Dolichospermum, Microcystis, EPATO-TOXIC, TUMOR
Nostoc, Plankthotrix PROMOTERS
NODULARINS Cyclic peptides/10 Nodularia, Nostoc EPATO-TOXIC
CYLINDROSPERMOPSINS Alkaloids/5 Dolichospermum, TOXIC
Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis
ANATOXINS Alkaloids/10 Dolichospermum, NEURO-TOXIC
Aphanizomenon, Tychonema
ANATOXIN-a(S) Organo-Phosphate/1 Dolichospermum NEURO-TOXIC
SAXITOXINS (paralithic Alkaloids/50 Dolichospermum, NEURO-TOXIC
toxins, PSP) Aphanizomenon,

Cylindrospermopsis, Lyngbya

BMAA Aminoacid/1 many NEURO-TOXIC
(B-metil-amino-alanin)

LPS Lypopolisaccharides/tante All INFLAMMATORY AGENTS
(LypoPolySaccharides)

tot 277
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“All things are poison and nothing is without
poison; only the dose makes a thing not a
poison”
(Paracelsus, 1493-1541

Philipp Theophrast Bombast von Hohenheim
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Health Risk: Exposition routes

. Ingestion of contamined water ‘

. Inhalation/skin contact ‘

. Ingestion of fruit/vegetables irrigated with contaminated
water

. Ingestion of fish living in contaminated water

. Food supplements ‘

. Endovenous administration ‘
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Tegel Lake (Berlin), june 2017

-
REINICKENDORF 7

s

Neuartige Blaualge im Tegeler See totete f
drei Hunde v R— e
In drei Hunden wurde das Gift Anatoxin A nachgewiesen. Es stammt von ™~ (MI m‘a

einer neuartigen Blaualge, die auch flr Menschen geféhrlich ist.
li ﬁ SERRT,

'—'* —'ﬁ'

"
' | ‘!"

-

Janine Richter

Berhner 4. Morgenpost

Auch Jessica Simon trauert am Tegeler See um ihre tote Mischlingshindin Foto: Frank Lehmann
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Multidisciplinary approach

microscopy

chemistry

Genetics/genomics
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Cyanotoxins’ analysis

Noln e present - m
microcystins > 1opg/|

Ftee) r .
Line same shade as ﬁ
control line - no

microcystins present
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Tegel Lake, June 2017

Anatoxin A concentration in water: 1870 micrograms/liter!

Figure 1. (a) Water moss (Fontinalis antipyretica) floating on the surface of Lake Tegel (2 June 2017);
(b—d) Tychonema sp. filaments within water moss clumps (b: 2 June 2017; c-d: 6 June 2017; b: x100;
c: x400, d: x1000); (e) Tychonema sp. filament observed in the stomach contents of a dead dog (x200).
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Lake Garda - long term studies

Salmaso et al. FEMS Microbiology Ecology, 2016.
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Lake Garda - long term studies

Salmaso et al. Hydrobiologia, 2017.
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Lake Ledro

Opera di presa

http://www.floraitaliae.actaplantarum.org/download/file.php?id=67953
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Lake Ledro

Boscaini et al. Adv Ocean Limnol, 2017.
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Metabolic profiles of cyanobacteria
in southern perialpine lakes

Cerasino et al. Adv Ocean Limnol, 2017.

Targeted analysis

Species (Lake) Strain code Alkaloids MC (%)

Aph. flos-aguae (1dro) Aflos01
Aflos03
Aflos04
D. lemmermannii (Garda) Dlemm]4
Dlemml6
Dlemm2 |

M. aeruginosa (Caldonazzo) ~ MicroCl LR (96.6), LRdm (3.2), YR (0.2)
MicroC2 LR (90.8), LRdm (9.1), YR (0.1)

P. rubescens (Garda) Prubel | RRdm (83.1), LRdm (16.6), HtyrRdm (0.2), RR (0.1)
Prubel7 RRdm (89.4), LRdm (10.1), RR (0.3), HtyrRdm(0.1), LR (0.1)
Prube23 RRdm (99.6), LRdm (0.3), RR (0.1)

T. bourrellyi (Garda) Thour02 ATX, C3/4(?)
Thour04
Tbour05 ATX, C3/4(?)




Metabolic profiles of cyanobacteria
in southern perialpine lakes
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Metabolic profiles of cyanobacteria
in southern perialpine lakes

(A) (8)

8 Dismmls Cluster dendrogram - Ward's method
s
1
o o
o -
Prubel?
o | ~
8 =) Prubell | - I—--'—l
2 =] ‘.ruz o I i
o h
: Prube23’ i x E E S
g ! o4 - g
=17
‘ s LT
qﬂwgﬁlmm ;.é I——] &58 ’—l
‘0" -0'2 oro 0'2 0.'4 e 5 E g g
PCO 1 g 2




Molecular mass Observed m/z and RT

Putative compound
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Diagnostic fragmentation peaks®

5923 5933 at 1.37 Aeruginosin Prubell, Prubel 7 140, 120,
642 .4 643.4 at 4.89 aeruginosin 101 Dlemm16, Thour05 309,221, 86
650.4 651.3 at 1.92 aeruginosin 102 Prubell, Prube23 150, 140, 86,
698.3 699.2 at 0.83 anabaenopeptin Thour(4, MicroC2, Prubel 1 120, 74
7143 7153 at1.23 aeruginosin 126B Prubel7, Prube23 164, 150
816.3 8173 at4.82 anabaenopeptin Prubell, Prubel7, Prube23 120, 72
830.3 8313 at1.09 anabaenopeptin MicroC1 243, 150,120
836.4 8374 at1.25 anabaenopeptin B Prubell 201, 175
850.3 851.3 at 1.57 anabaenopeptin F Prubel7, Prube23 201,175
855.3 856.3 at 5.03 anabaenopetin MicroC2 243,120
983.4 984.4 at 4.06 cyanopeptolin MicroCl, MicroC2 243, 150
987 4 988.4 at 7.54 Microcystin Asp3Dhb7-LY Prube11 375,213, 135, 107, 86
996.4 997.4 at 3.21 microcystin (L-MeAla7)LR Prubel? 375,213
997 4 998.4 at 4.61 cyanopeptolin MicroC1, MicroC2 243, 150, 120
1008.5 1009.5 at 5.17 Microcystin MicroC1, MicroC2 375,213,135
1010.6 506.8 at 5.41* cyanopeptolin Prubel7, MicroC2 243,215, 150, 120
1011.4 1012.4 at 3.56 cyanopeptolin Prubel7 243,150,120
1023.5 1024.5 at4.15 cyanopeptolin MicroC1, MicroC2 150, 120
1030.5 1031.5 at 5.91 Microcystin Prubell 375,213,135
1039.5 520.7 at 4.20* cyanopeptolin MicroC2 150
1093.5 1094.5 at 2.53 cyanopeptolin Prubell, Prubel7, Prube23, Thour03 150, 107, 84
1107.6 554.8 at 3.60* Peptide Prubell, Prubel?7, Prube23 164, 107, 84
1121.7 561.8 at4.18* Peptide Prube23, Prubell 339, 164, 107
1123.7 562.3 at 3.04* Peptide Prubel7 150, 120, 84
1163.6 582.8 at 3.85% Peptide Prubel?7 164
1179.6 590.7 at 3.40* Peptide Prubell, Prubel7 164
1182.7 592.3 at 0.88* Peptide MicroC2 120
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Alpine Space Th e ECO‘AI psWater p rOj ect

A }4 (April 2018 — April 2021)

Title: “Innovative Ecological Assessment and
Water Management Strategy for the Protection of
Ecosystem Services in Alpine Lakes and Rivers”

Partner
Partner Abbreviation Country
FEM ITALIA
LFUI OSTERREICH Obijective:
ARPAV ITALIA Next Generation Sequencing (NGS) to analyze
MNIB SLOVENIA 0 0 0
Y —LovENIA environmental DNA in waterbodies:
INRA FRANCE -> rapid species identification at low. costs (from fish
LfL DEUTSCHLANMD to bacteria)
AGES OSTERREICH
Lfl DEUTSCHLAND
AFE FRAMCE
ISPRA ITALIA GOAL: upgrading traditional WFD/WPO methods
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The AlgaeCeuticals project

(January 2018 — December 2021)

This project has received funding from the European Union’s Horizon 2020
research and innovation programme under the Marie Sktodowska-Curie grant
agreement No 778263

Title: “Development Of Microalgae-based Natural
Uv Sunscreens And Proteins As Cosmeceuticals
And Nutraceuticals”

“i-ec@duna @ Bionos |\ At ES Nl
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Bioactive compounds produced by Cyanobacteria

Bioactivity
Antimalarial activity
MDR-reversing activity
Enzyme inhibitor
Antimicrobial activity
Antifugal

Others

<Toxin

Protease inhibitor

Cytotoxic

11"
IIN

Not detected/not tested
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Number of compounds
Source: Dittmann et al, 2015. Trends in Microbiology
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Cyanobacteria: biotech applications

Pharmaceutical products Food products
- Anticancer - PUFA
- Enzyme inhibitory < » - Vitamins and antioxidants
- Other drug leads - Animal food
(osmetics Colorants and fine chemicals

(yanobacteria-based
products and
applications

Renewable primary products
- Biofuels
- Feedstocks for chemical industry

Ecotoxicological applications
+ (yanotoxin analyses
- Analytical toxin standards

Agrochemical products Environmental applications
- Herbicides and pesticides - + (0, sequestration / recycling
- Fertilizer - Wastewater sanitation

From: www.Cxano-Biotech.com
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Eutrophication Ecosystem Impact Light stress for phytoplankto botes and
ight stress for phytoplankton, macrophytes an
Climate change " Transparency and PAR \—» oeriphyton
reduction
l Enhanced competion for DIC, further favouring
Decrease of epilimnetic CO, — eyanobacteria; chemical stress for fishes
d increase of pH
Effects on I andinereaseotp Acute or sub-lethal effects on fish and benthic animals
Phytoplankton Alteration of — » due hypolimnetic ancxia and accumulation of reduced
growth —bl\\ bicgeochemical cycles /‘ compounds. Enhanced P release from sediments
l " Increase in cell or colony 0 Decrease of zooplankton grazing and impact of trophic
Increase in Size chains/webs and biomagnification
eographic Competition —* Interspecific competition for nutrients and other
gEOgrap
. .. .1
expansion and - : < resources
intensity of Intmdthun nf_ Shifts in heterotrophic activities and in nutrient
. cyanobacteria associated | — recyclin
cyanobacterial microrbial consortia et
blooms Succession of microbial | —* High abundance of toxin degrading bacteria
= \ communities Y.

Cyanotoxins Impact

Direct Exposure tosingle Acute or sub-lethal effects on fish, benthic animals,

toxins zooplankton, aguatic birds; effects on macrophytes?

Synergic effects of different
cyanotoxins and of other
toxins

Fig. 1 Schematic presentation of the consequences and impacts of the invasion of toxic cyanobacteria on
various components of the aquatic ecosystem

Sukenik, Quesada & Salmaso, 2015
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Alpi Ledrensi

Linee Guida e Valori di riferimento

Misure di prevenzione dell’'inquinamento del corpo idrico

(es. controllo reflul agricoli e civili)

Acque potabili
(D.L.152/2006)

Misure di controllo e gestione dell'invaso (es. caratterizzazione
dei sedimenti, bonifiche, controllo dei volumiidrici mediante
gestione dei prelievi € regolazioni afflussi/defiussi)

Sorveglianza delle ponolazioni algali nel corpo idrico per gestire )
lacaptazione (es. pitopere dipresa in punti diversi nel corpo
idrico, npera di presa regolabile sul'a colonna d’acqua), altre
azioni preventive di gestione della captazione (es areazione
intorno opera di presa) y

Irattamenti di potabilizzzzione efficaci per la rimozione delle
alghe e delle cianotossine con adepuato monitoraggio

~
Plani d gestione dell’'emergenza adeguatamente predefiniti e

collaudati con possibilita di ritornimenti idrici alternativi

(da ISTISAN 11/35: Cianobatteri in acque destinate al consumo umano)
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Riserve
Alpi Ledrensi Y
Tecniche di prevenzione e trattamenti Classe
con performance comprovate di protezione
in precedenti bloom relativa
Ne— = * Disinfezione
. efficace
— Condizioni potenziali di lisi cellulare? ip . |_'|ella_
inattivazione
delle —-
no l cianotossine® no
[ 3
Monitoraggio e gestione della captazione
(es. opere di presa si
a posizione/profondita variabile) no

=

Trattamenti di imozione di cellule algali (s ssssssnsnns
adeguatamente gestiti?

2!

no

Trattamenti di imozione di cianotossine no
adeguatamente gestiti*+ I
si

; — ’

(da ISTISAN 11/35: Cianobatteri in acque destinate al consumo umano)




Alpi Ledrensi
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Riserve
Tabella A1, Schema riassuntive dei livelli di Fischio e della loro gestione adottati nel sistema di sorveglianza
Base decisionale Definizione della soglia Azioni raccomandate Provwedimenti
e rischio configurabile’ ed eventuali

0 Livelle di rivelazione

Rivelazione della presenza
di cianchkatten
potenzialmente tossici )
nel cerse del menitoraggle™

1 Livello di allerta

Allerta per possibile

rischio sanitaric:

contegglo algale assooiato
a potenziale presenza

di cianctossine nelle acque
da destinare al consuma
{prima della filiera

di potabilizzazione )

a lvelli pari al valore
massimo ammissibile”™"

2 Livells di allerta elevato

Allerta elevato per possikile
rischio sanitario:

conteggle algale asscoiato
a polenziale presenza

di slanctossine nelle acgue
da destinare al consumao
(prima della filiera di
potabilizzazione)

a livelli pari a 10x del
massime ammissibie””
rnelle acgue destinate

al consumo umano

Specie potenzialmente tossiche™":
500-2.500 cell'mL

appure

Clarafilla clanobatierica; 1-2,6 pgil

Rivelazione ol cianobatien a ndofte concenirazion),
ran configurabil rschi sanitar immedial,

P. rubescens: 2.500 cellimL*®

oppure
Altre specie tossiche: 5.000 celiml™®

Inzediamente @ sviluppe della popolazionsa i
cianobatten nel corpo idrice tale da configurare in
condizioni di peggiare aceparie’ un potenziale di
produzione di fazaina nelle acque da dealinare a
ponsume a concentrazion mellintome del valons
maszima ammisibile (1,0 ual MC-LR')

F. rubescens: 25.000 celimL*®

appure
Altre specie tossiche: §50.000 cellimL™®

Insedlamento e sviluppe della popolazionse of
cianchatten nel como idrico tale da configurare in
condizioni di peggiore scenano’ un potenziale df
produzione di fagaine nelle acque da deatinare a
consumo a concenfrazion’ nellintormoe of 10x i valore
riferiments massima ammissibie {1

Mizure di prevenzicns e fraffamento adeguale
devano essers implementate par mitigare i nizchi,
altrimenti sone richiest provevedimenti di fmitazioni
d'uso e implementazione di pian of Nsposta
ailemergenza’” e adegquala informazione e
comunicazione'’

Intensificare ispezione visiva sull'invaso.

Implementare monitoraggio regolare

almaenc su base :Iulrrdinlhnh del conteggio algalea clarofilla
F )

.11,

clancbatterica

Matifica ad autorita sanitaria locale in circostanze dove i
fencmeni non sena ricerrenti'sistem atici @ adeguatamente
gestiti, a conoscenza dell'auterta sanitaria”,

Implermentare monitaraggio regalare su base guindicinale o,
preferibilmente, settimansle mediante conteggio algale™' ™’
almeno sulle acque in enfrata e uscita dallimpianto.

Se il livelle di protezicne del sistema @ considerato
inadeguate’ implementare analisi settimanale™'™'""

di clanotossine nelle acgue in entrata e, se necessario,
in uscita dallimpianto o in distribuzione ",

Cittimizzare per quanto possibile le misure di mitigazione
nella filiera di potabilizzazione™"

. H -
Assicurare un'adeguats clorazione

Metifica ad autoritd sanitaria”

Manitoreggio regolare setimanale o preferibilmente
bisettimanale mediante santeggie algale” '
Determinazione clanatossine frequenza settimanale o
preferibilmente bisettimanale'’ su acque in entrata, in uscita
dal potabilizzatore e in distribuzione™ "'

Cttimizzare e/a potenziare le misure di mitigazione nella filiera
di putnhilizz&ziune"'” .

Assicurare un'adeguata slorazione’

Fredisposizione dei piani df emergenza’ informazione e
comunicazione

limitazion| d'use’

Limitazioni d'usa”
in seguito a
riscantro di
consenirazian di
tossine superiori ai
valon massimi
ammissibili nelle
acgue in
distribuzione” "

Limitazicni d'usa”
in seguito a
riscantra di
coneenirazioni di
teasine superior ai
valor massimi
ammisibili nelle
aogue in
gistribuzione” "'

(da ISTISAN ll/'i')l Clanobatteri in acque destinate al consumo urmn
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Alpi Ledrensi

Acque di balneazione

(D.L. 116/2008 + decreto attuativo 30 marzo 2010)

Trasparenza- Im Ispzion: visiva: fioriture. schiums,
fosforo totale - 20pz/L variadons colore
Clorofilla = 20pg/L

l schiume

Dominanza cianobatteri . ediviato di balneazions
sthiuma X .
*Conts: —> | cinformazone al pubblico
*ldantificazions dzl gener2 2 possibilmanta dalla spacis sossarvazione dall’svoluzions
dzlla schiuma

- 20.000 cell/mlL 20.000 - 100.000 cell/mL - 100.000 c=ll/mL
*osservadions *oss2rvaznons2 sdivizto di
possibilmants giornalisra balnzazions
giornaliera *contz almano sin‘formazion= al
*conts sattimanali sattim anali pubblice
sinformazione al sContz alm=no
pubblico sattimanali

T |

Analisi delle micggocistine
sconcentrazions - 25pg/L: divisto di baln=azions

—




