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Che cos’e il DNA
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Che cos’e il DNA

ATTTATATAGTTTAAAAAAAACATTATATTTTCAATATAAAAATAATTAAATTTAATTTATAAATATAAT
TAAGTCAAATTTAATTTAAATAACAAATAAATAACCTAAAAATTATTTATTAATAAAGAAATATCAATAA
ATAAAGCTTCTAACTTTAACTCTAGATTCGTAAATAATCTATATTTCTTATTATACAATTTAAATAAATA
TTAATTTTAAAATAAAATTATATAATAAGCTAAATAAAGCTAACAGGTTCATACCCTGTCGATAAATTAA
TAATTTTTATATAAATTATTAAATTTATTTTAGTGTTTAAGCACATAAAATTTTGAATTTTATAGTATTA
ATTAAATTAATAAATTGGATATTAGTTATAAATAATAACATTTAAATTGCATTTAAAAATTAATATTTTA
TATATTATATCTAAAAAGTAATATGTCTGATAAAAGAAATATTTTGATAAAATATTAATGTATAATTTTT
ATATATACTATTAATTATCTTCTTCATAAATTTTAAATACCACTGATTTATCTATCTTTTAATTACTATC
TTTGTATTAATAATAAATTCCAATAATATTTTTATTCAATGAATATTAATAGAATTTGGTACAATCATTA
GAATTAGACTAATTAATATTAAATCCACAAATAAAACCCCGAGATTAATTTATTATTCAGTATCAGTAAT
TTCAAGAATTTTTTTATTCTTTATAATTATTGTATACTTATCATCTATTAGATTTACTAAAACAGATACT
TTTAATTTTATAGTTCAAATAATATTTTTTTTAAAAATTGGAACTTTCCCTTTTCATTTTTGAACAATTT
ATTCTTATGAAATAATAAATTGAAAGCAAATTTTTTTAATATCAACATTAATCAAATTTATTCCAATTTA
TATAATAGTTTCAATAACTAAAATTAATTCATGAACATTATATTTTTTAATTACAAATAGATTATATATT
TCATTTTATGCTAATAAATTTTACACTCTAAAAAAATTACTAGCATGTTCAACAATTTTTAATTCATTCT
ATTTTATTTTTATTTTAGAATTAAATAAGAATATATTTATTGCTATAATTATTTTATATTCATTTAATTA
TTTTTTATTAATTAGATTCTTAAATAAATTTAATATTCAAAATTTTAATTTTATATTTTATAATAAATAT
CAAATATACACATTCTTAACATTAATATTTAATTATTCAATATATCCAATTTTTCTTTCATTTGTAATTA
AATGAAATCTAATTTTTATAATAGTAAGAGTTAAAGCTTATAATTGAATTTTATTTCTTTTAATAATTTC
TAGAATATTAATAATTTGAAATTATATTATTATTTTAAAACGTGTATTTTTAAAAATAAATTTTTATAAA
AATAATTTTATTGATGATAAAGATAATAAATATATATATCATAGATATTTTGCACTTATACTTCTTTCAT
TTAATGTTTCATTTTTTATTACATTAAATTTTTTATAAATTATTATAATTATGATGTTAATAATTAATCT
TCAAATTTGCAATCTGATGTTTTATATTTTAAACTATAATAATTTATTTACCATGATATAGTATAGTATT
AGAAAAATTTTAATTTTCAATTTTTAAATTTACAATTTAACTCTTATTTAGATTTAATACTAAGTAAGAT
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Che cos’e il DNA

ATTTATATAGTTTAAAAAAAACATTATATTTTCAATATAAAAATAATTAAATTTAATTTATAAATATAAT
TAAGTCAAATTTAATTTAAATAACAAATAAATAACCTAAAAATTATTTATTAATAAAGAAATATCAATAA
ATAAAGCTTCTAACTTTAACTCTAGATTCGTAAATAATCTATATTTCTTATTATAGAATTTAAATAAATA
TTAATTTTAAAATAAAATTATATAATAAGCTAAATAAAGCTAACAGGTTCATACCCTGTCGATAAATTAA
TAATTTTTATATAAATTATTAAATTTATTTTAGTGTTTAAGCACATAAAATTTTGAATTTTATAGTATTA
ATTAAATTAATAAATTGGATATTAGTTATAAATAATAACATTTAAATTGCATTTAAAAATTAATATTTTA
TATATTATATCTAAAAAGTAATATGTCTGATAAAAGAAATATTTTGATAAAATATTAATGTATAATTTTT
ATATATACTATTATTTATCTTCTTCATAAATTTTAAATACCACTGATTTATCTATCTTTTAATTACTATC
TTTGTATTAATAATAAATTCCAATAATATTTTTATTCAATGAATATTAATAGAATTTGGTACAATCATTA
GAATTAGACTAATTAATATTAAATCCACAAATAAAACCCCGAGATTAATTTATTATTCAGTATCAGTAAT
TTCAAGAATTTTTTTATTCTTTATAATTATTGTATACTTATCATCTATTAGATTTACTAAAACAGATACT
TTTAATTTTATAGTTCAAATAATATTTTTTTTAAAAATTGGAACTTTCCCTTTTCATTTTTGAAGAATTT
ATTCTTATGAAATAATAAATTGAAAGCAAATTTTTTTAATATCAACATTAATCAAATTTATTCCAATTTA
TATAATAGTTTCAATAACTAAAATTAATTCATGAACATTATATTTTTTAATTACAAATAGATTATATATT
TCATTTTATGCTAATAAATTTTACACTCTAAAAAAATTACTAGCATGTTCAACAATTTTTAATTCATTCT
ATTTTATTTTTATTTTAGAATTAAATAACAATATATTTATTGCTATAATTATTTTATATTCATTTAATTA
TTTTTTATTAATTAGATTCTTAAATAAATTTAATATTCAAAATTTTAATTTTATATTTTATA-—==-ATAT
CAAATATACACATTCTTAACATTAATATTTAATTATTCAATATATCCAATTTTTCTTTCATTTGTAATTA
AATGAAATCTAATTTTTATAATAGTAAGAGTTAAAGCTTATAATTGAATTTTATTTCTTTTAATAATTTC
TAGAATATTAATAATTTGAAATTATATTATTATTTTAAAACGTGTATTTTTAAAAATAAATTTTTATAAA
AATAATTTTATTGATGATAAAGATAATAAATATATATATCATAGATATTTTGCACTTATACTTCTTTCAT
TTAATGTTTCATTTTTTATTACATTAAATTTTTTATAAATTATTATAATTATGATGATAATAATTAATCT
TCAAATTTGCAATCTGATGTTTTATATTTTAAACTATAATAATTTATTTACCATGATATAGTATAGTATT
AGAAAAATTTTAATTTTCAATTTTTAAATTTACAATTTAACTCTTATTTAGATTTAATACTAAGTAAGAT
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Come si analizza il DNA

Polymerase Chain Reaction (PCR)
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Come si analizza il DNA

Sequenziamento — Metodo Sanger

Sequencing
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Come si analizza il DNA

Sequenziamento — Next Generation Sequencing

ARTICLE

An integrated semiconductor device
enabling non-optical genome sequencing
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Come si analizza il DNA

Analisi bioinformatica dei dati

ATCTCTTGGCTCCAGCATCGATGAAGAACGCA
TCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGT
GAACTGTCAAAARCTTTTAACAACGGATCTCTT
TGTTGCTTCGGCGGCGCCCGCAAGGGTGCCCG
GGCCTGCCGTGGCAGATCCCCAACGCCGGGCC
TCTCTTGGCTCCAGCATCGATGAAGAACGCAG
CAGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGAT
CGATACTTCTGAGTGTTCTTAGCGAACTGTCA T~
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f1+f2

Tematiche
]

Attivita 1 Attivita 2
(campionamento, ecc.) (analisi e elaborazioni)

1
1
t T 1
Miglioramento e ottimizzazione dei siste[nﬁ per identificare le sottospecie di Apis !
imellifera direttamente analizzando il DNA delle api e del miele e valutazione della !
1

(distribuzione delle sottospecie nella Regione Emilia-Romagna con i nuovi approcci |

I

Messa a punto di metodi per valutare il p:atrlmomo genetico dell’'ape in funzione del'
livello di consanguineita delle famiglie médlante analisi diretta del DNA delle api e, |
indirettamente, attraverso I’analisi del DNA delle api che & presente nel miele .

Miglioramento dei sistemi per I’identifica:zibne dell’origine botanica del miele della

Regione Emilia-Romagna . i
1 1

1 1 1
'Valutazione di alcuni aspetti qualitativi del:mlele attraverso I'analisi del DNA

rambientale e 'utilizzo di informazioni su.pOSS|b|I| contaminanti
1
" 1

1
:Analisi dei possibili fattori che determin?n:o il collasso delle famiglie attraverso la

' caratterizzazione del DNA del miele e la Ivallutazione di fattori biotici e abiotici
1 | 1

\Impostazione di una prova per valutare, hélla pratica del blocco della covata estiva,
I'effetto di diverse metodologie di confln',amento della regina sulla possibile
'dlffu5|one di patologie alla famiglia

1
1
i
q q q q q q 1
:Monltoragglo della distribuzione di aIcur:u atogeni sul territorio regionale
1
1

1mediante I’analisi del DNA del miele

I'""'U’""_
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Biodiversita e

- genetica delle api

Autenticazione e

qualita del miele

Patologia delle
api
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Macro-tematiche

1) Biodiversita e genetica delle api
2) Autenticazione e qualita del miele

3) Patologia delle api




Macro-tematiche

1) Biodiversita e genetica delle api

2) Autenticazione e qualita del miele

3) Patologia delle api




o Biodiversita e genetica delle api

Miglioramento e ottimizzazione dei sistemi per identificare le
sottospecie di Apis mellifera direttamente analizzando il DNA
delle api e del miele e valutazione della distribuzione delle
sottospecie nella Regione Emilia-Romagna con i nuovi
approcci:

1) Analisi del DNA mitocondriale
2) Analisi del DNA nucleare
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o Biodiversita e genetica delle api
1) Analisi del DNA mitocondriale

* Ulteriori informazioni sulla distribuzione delle principali linee
mitocondriali utilizzando il DNA del miele
* Messa a punto di un metodo che distingue i mitotipi C1 e C2

dal DNA del miele
* |dentificazione dei mitotipi mediante analisi del DNA delle

api
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Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA mitocondriale: Ulteriori informazioni sulla
distribuzione delle principali linee mitocondriali utilizzando
il DNA del miele

tents lists available at ScienceDirect

Food Control

journal homepage: www elsevier.com/locate/foodcont

Authentication of honey based on a DNA method to differentiate Apis
mellifera subspecies: Application to Sicilian honey bee (A. m. siciliana) &=
and Iberian honey bee (A. m. iberiensis) honeys

Valerio Joe Utzeri, Anisa Ribani, Luca Fontanesi”
Department of Agricultural and Rood Sciences (DISTAL) Division of Animal Sciences, University of Belogna, Viale Fanin 46, 40127 Bologna. Italy

1 2 3 4 5 6 7 8

v A 520p)
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Biodiversita e genetica delle api

Trentino-

. Alto Adige
. insects ﬁﬁ\niy

q/ Friuli- A
Article \ {l\/ \| Venezia C
Distribution of the Main Apis mellifera Mitochondrial DNA > Giulia

Lineages in Italy Assessed Using an Environmental

DNA Approach AM
Valerio Joe Utzeri ), Anisa Ribani, Valeria Taurisano, Carles Hernandez i Banqué © and Luca Fontanesi *(0 C M
ACM

Department of Agricultural and Food Sciences, University of Bologna, Viale Giuseppe Fanin 46,
40127 Bologna, Ttaly; valeriojoe. utzeri2@unibo.it (V].U.); anisa ribani2@unibo.it (AR.);

valeria tauri: ibo.it (V.T.); carle bang il.com (C.H.iB.)

* Correspondence: lucafontanesi@unibo.it; Tel: +39-051-2096535

g

Y )

Mieli del 2018 "Jr?‘)
‘ [~

R,

9 |

Calabria

ALMA MATER STUDIORUM
UNIVERSITA DI. BOLOGNA



vouue Graz vauue
Bern

Graz
Bern

.
o >

Ljubljana . L

Ljubljana
Zagreb -

3 Zagreb

[}
Y Venice

: Biodiversita
. ~ a0 % | e genetica

.
Sarajevo San hzv‘wo ACM

. o
Monaco Monaco Florence 2
Ligurian Ligurian L (]
°
Podg¢ Podg
L
Adriatic
e L ] o) ’I’,’ ti
° Sea
L
LS L]
.. 5 ' = Bérl ° .Qarl
Sassarl @@ " % . oyl Naples .
o L
° &, a L . o » g 08
* ° WL ey °
%, LY Lot Ld culf e
&% Tyrehenian ra ° TR Lo/l
Se* @ Sea Py
)
° o
¢ &
Pilermo ° vian
oFs, ° o ‘og o . Jonian
. Seq NS Sea
°
Tunis channel °% ’
Tunis
= Vaduz i " Vaduz Graz
A . , M
& L
~. q Ljubljana Ljubljana
® Zagreb @ Zagreb
o o AM % ACM
é Milan) Venice o Venice
Turn ACM T
7 Banja Luka
e o © B | e g °
e o Genoa Bologna S Nt Caiios ‘Bologna !
° A ) f
@  SanMarino e / San Maripo St
Monaco Florence ) Monacd Florence ™ & . Jl
Liguria L] .
Sea L] .
LR ° [l Y °
Pod Pod
.‘ : Adriatic @ : Adriatic
Rome ° Rome™ .
° Sea . Sea
L L
» ot ®Bari
% o e © #,
Sassari FERI Sassari Naples A & ‘.
° e o e o
° ° . Gulf °
of
] Tyrrhenian L ] Tyrrhenian Taranto
Sea f
°® °®
° lonian lonian
Sea
ALMA MATER STUDIORUM
Tunis

A ‘ / UNIVERSITA DI BOLOGNA

Tunis



. insects F’nﬁa:y

Article

Distribution of the Main Apis mellifera Mitochondrial DNA
Lineages in Italy Assessed Using an Environmental
DNA Approach

‘Valerio Joe Utzeri (3, Anisa Ribani, Valeria Taurisano, Carles Hernindez i Banqué () and Luca Fontanesi (9

Department of Agricultural and Food Sciences, Uriversity of Bologra, Viake Giuseppe Fanin 6,
40127 Bologea laly; vl it (V1LY it (ARY;
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Molecular Ecology (2000) 9, 907-921

Hybrid origins of honeybees from Italy (Apis mellifera
ligustica) and Sicily (A. m. sicula)

P. FRANCK,*L. GARNERY,tG. CELEBRANO M. SOLIGNACtand |].-M. CORN
*Centre de Biologie et de Gestion des ions, Campus | 1de rquet, 34980 Monf

tLaboratoire Populations, Géndtiqu
{Dipartimento di Biologia Animale, 17 v

2000

T+
r-Lez, France,
Fvolution, CNRS, Avenue de la Terrasse, 91198 Gif-sur-Yvette cedex, France,

via Accademia Albertina, 10123 Torino, Italy
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o Biodiversita e genetica delle api
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o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA mitocondriale: Messa a punto di un
metodo che distingue i mitotipi -dal DNA del miele

C1 = Apis mellifera ligustica
C2 = Apis mellifera carnica
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o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA mitocondriale: Messa a punto di un
metodo che distingue i mitotipi -dal DNA del miele

TTTCCCCACTT

AWVWWIWY - [

TTTICCCACTT

SRR A

— C2
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0 Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA mitocondriale: Messa a punto di un
metodo che distingue i mitotipi -dal DNA del miele

2019 2020
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o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA mitocondriale: Identificazione dei mitotipi
mediante analisi del DNA delle api

e Ulteriori analisi del DNA mitocondriale su api di
colonie con informazioni ottenute nel 2020
(Analisi della regione intergenica tRNAleu-cox2)

G Inizio del primo monitoraggio regionale globale
con analisi della regione intergenica tRNAleu-cox2
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Risultati dell’analisi morfometrica (n. = 80)

[effettuata in collaborazione con l'Istituto Zooprofilattico
Sperimentale del Lazio e della Toscana]

Soglia per
definire
Ligustica: 90%
di rispondenza

® |bridi =™ A.m. ligustica
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DNA mitocondriale

’A C M!< = =
j Er

Miele da favo (n. 80) 1 ape per famiglia (n. 80) Da analisi morfometriche (n. 80)

00

mA+C+M m C =AM mC m lbridi = A. m. ligustica
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DNA mitocondriale

ACM ‘ACM.S
i i

Miele da favo (n. 80) 1 ape per famiglia (n. 80) Da analisi morfometriche (n. 80)

00

mA+C+M m C =AM mC m lbridi = A. m. ligustica

! 2 4

SaEC 2
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o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA mitocondriale: Identificazione dei mitotipi
mediante analisi del DNA delle api

database di sequenze tRNA..-cox2 (PCR primers E2-H2;
mitocondriali Garnery et al., 1991)

N

4) Confror.1t.o con i risultati 3) Amplificazione e sequenziamento
delle analisiACM da 10-20 api per colonia

e

e 1) Costruzione del : 2) Analisi della regione intergenica

A MATER STUDIORUM

VERSITA DI BOLOGNA




o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA mitocondriale: Identificazione dei mitotipi
mediante analisi del DNA delle api

e 4) Confronto con i risultati <: 3) Amplificazione e sequenziamento

delle analisiACM da 10-12 api per colonia

g

RISULTATI:

* Nuovi mitotipi (linee A e M)
e Ala+Cl+C2

e C2

e C1

s M7

M4
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o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA mitocondriale: Identificazione dei mitotipi
mediante analisi del DNA delle api

e 4) Confronto con i risult ificazione e sequenziamento
delle analisiACM i per colonia
=

RISULTATI:
* Nuovi mitotipi
e Ala+Cl+C2
e (2

 C1

s M7

- M4
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o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA mitocondriale: Identificazione dei mitotipi
mediante analisi del DNA delle api

e Ulteriori analisi del DNA mitocondriale su api di
colonie con informazioni ottenute nel 2020
(Analisi della regione intergenica tRNAleu-cox2)

G Inizio del primo monitoraggio regionale globale
con analisi della regione intergenica tRNAleu-cox2
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o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA mitocondriale: Identificazione dei mitotipi
mediante analisi del DNA delle api =

Q Associazioni N. larve/pupe

PC 59 Analisi della regione

PR-RE 79 » intergenica tRNA..-cox2
(PCR primers E2-H2;

RA >3 Garnery et al., 1991)

FC 115
Totale 306
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o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA mitocondriale: Identificazione dei mitotipi

b

mediante analisi del DNA delle api

Province N. larve/pupe N.sequenziati

PC

PR

RE
MO
BO

FE

FC

RA

RN
Totale

59

79

115
53
115
306

38
42
14
15

In progress
In progress
In progress

109
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o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA mitocondriale: Identificazione dei mitotipi
mediante analisi del DNA delle api

b

Cl+ M3/M7 =84%
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o Biodiversita e genetica delle api

Miglioramento e ottimizzazione dei sistemi per identificare le
sottospecie di Apis mellifera direttamente analizzando il DNA
delle api e del miele e valutazione della distribuzione delle
sottospecie nella Regione Emilia-Romagna con i nuovi
approcci:

1) Analisi del DNA mitocondriale
2) Analisi del DNA nucleare

A MATER STUDIORUM

VERSITA DI BOLOGNA




o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA nucleare

e Messa a punto di un metodo per identificare |la
sottospecie utilizzando il DNA nucleare di ape che

si ritrova nel miele

0 Analisi del gene complementary sex determiner
(csd) di ape per la valutazione della
consanguineita delle popolazioni di ape

: A MATER STUDIORUM
VERSITA DI BOLOGNA




o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA nucleare

SCIENTIFIC
REPORTS

natureresearch

OFEN Shotgun sequencing of honey DNA
candescribe honey bee derived
environmental signatures and the
honey bee hologenome complexity

Samuele Bovo?, Valerio Joe Utzeri’, Anisa Ribani®, Riccardo Cabbri® & Luca Fontanesi' =

| i
MEGAHIT 1: B3 2 HoloBee-MOP db !

s

@ - - :
ANNOTATED QUANTIFIED
\—/CONTIGS /é;? BLAST }:;{ CONTIGS ]—» TAXA

BWA VARIANT
< A. mellifera CALLING

m

8
NUCLEAR

\ VARIANTS

I

VARIANT VIRUS
BWA amFV 1 CALLING ’ ; VARIANTS [~ DIVERSITY ’ ALMA MATER STUDIORUM
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1) Analisi del DNA nucleare

o Biodiversita e genetica delle api

OFEN Shotgun sequencing of honey DNA Selezionati Circa

candescribe honey bee derived
environmental signatures and the

honey bee hologenome complexity 140 marcato ri d el
Samuele Bova', Valerio Joe Utzeri’, Anisa Ribani’, Riccardo Cabbri® & Luca Fontanesi ge n O m a d i a p e
(SNP)

MEGAHIT

1

! 1

1: 8 2. HoloBee-MOP db:
H 1

|\\. 3. Customized db )

e v V 4
ANNOTATED QUANTIFIED
\—7/ CONTIGS /é:? BLAST }::l CONTIGS i—»
< BWA VARIANT
; 8

A. mellifera CALLING NUCLEAR
\ VARIANTS

VARIANT VIRUS
BWA amFV}?C ALLING ]—?\;MNTS /—7/ DIVERSITY ’ | ALMA MATER STUDIORUM

i ! UNIVERSITA DI BOLOGNA
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o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA nucleare

Selezionati circa

140 marcatori del Disegno del
genoma di ape pannello AmpliSeq
(SNP) | per analisi con

piattaforma di

sequenziamento
S5 (lon Torrent) ?K]
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o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA nucleare

Selezionati circa
140 marcatori del
genoma di ape
(SNP)

Disegno del
pannello AmpliSeq
per analisi con

A 4

Test su campioni di

piattaforma di
sequenziamento
S5 (lon Torrent)

miele da favi di Apis

100% corretta
assegnazione

mellifera ligustica: «

ﬁ
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o Biodiversita e genetica delle api

oo 0 Sasgey
Lises 2 7 55
¥ ﬁ 1

e Messa a punto di un metodo per identificare |la
sottospecie utilizzando il DNA nucleare di ape che

si ritrova nel miele

1) Analisi del DNA nucleare

al

G Analisi del gene complementary sex determiner
(csd) di ape per la valutazione della
consanguineita delle popolazioni di ape
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o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA nucleare

Q complementary sex determiner (csd) di ape

Case A
Queen mates with a drone
having a diffferent sex allele

8/ R
A \
(3 queen has

Case B
Queen mates with a drone
having a sex allele In commeon

’
! '
.I, I !

two sex B A
I a3 alleles 21 a2 a2
& N \ |
3 N - ¥ 7 R -/
. ' " , .f’
; (> O) l (X ! v
a1 |a3 22 'Ia:, a1 a2 a1 | a2 22 | a2
workers have : drones result from worker has diploid drone
2 different alleles unfertilized eggs 2 different alleles 2 identical alleles
| all these bees are viable [ not viable l
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o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA nucleare

CU4T2 LSNKTIHNNNNYKYNY-NNNYNNNHYNNNY----KKLOYYN--IINIEQIPVEPVPVPIYCG

AUZT1 LSNEKTIHNNNNYKYNYNNNNYNNNNYN------- KKL-YYKNYIINIEQIPVEVPV--¥YG
DU4AT]1 LSNETIHNNNNYKYNYNNNNYNNNNYNNNYNNNCKKL-YYN--INYIEQIPIPVPV--YYG
FU24T2 LSNNTIH-NNNYKYN------ NYNNYN--=-=-=--- KKL-YYN--IINIEQIPVEVPV--XCG

\ ALMA MATER STUDIORUM
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o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA nucleare

Sequenziamento

‘ Isolamento
i del DNA da
7 miele/api NGS
E z 1
Database per — Identificazione —— Elaborazione
confronto alleli csd bioinformatica dei
alleli csd dati NGS
JIVERSITA DI BOLOGNA




o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA nucleare

0 complementary sex determiner (csd) di ape

Allele N. di reads N. di
aminoacidi
KIISSLSNKTIHNNNNYKPYYNINYIEQIP 13913 27
KIISSLSSNYNSNNYNNYNNYKQLCYNINYIEQIP 10814 32
KITSSLSNNYNSNNYNKYNYNNSKKLYYNINYIEQIP 5520 34
KIISSLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNYKNYNNYKKLYYNINYIEQIP 2419 43
KIISSLSNKTIHNNNNYKYNYNNNCKKLYYNINYIEQIP 1963 36
KIISSLSSNYNSNNYNNYSTNYKQLQYCYNINYIEQIP 728 35
KIISSLSNNYNYNNCNYKHKLYYNIINIEQIP 591 29
KIISSLSNNYNYSNYNNNNNNYNNYKQLCYNINYIEQIP 515 36

i -
5 >
ALMA MATER STUDIORUM
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o Biodiversita e genetica delle api

1) Analisi del DNA nucleare

0 complementary sex determiner (csd) di ape

Applicazioni:

» Selezione/miglioramento genetico/produzione
di regine — verifica compatibilita alleli

* Monitoraggio biodiversita delle popolazioni
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o Biodiversita e genetica delle api

Conclusioni (1)

d Stiamo affrontando diversi aspetti tecnico-
scientifici per poter arrivare ad identificare A. m.
ligustica

(d Abbiamo messo a punto diverse metodologie e
approcci

d Stiamo rifinendo alcuni metodi per poter testarli
su larga scala
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Macro-tematiche

1) Biodiversita e genetica delle api

2) Autenticazione e qualita del miele

3) Patologia delle api




Analisi del DNA del miele per definire:

e Origine botanica del miele
Q Origine entomologica del miele

G Caratteristiche microbiologiche del miele
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Shotgun metagenomics of honey DNA:
Evaluation of a methodological approach to
describe a multi-kingdom honey bee derived
environmental DNA signature

Samuele Bovo', Anisa Ribani', Valerio Joe Utzeri', Giuseppina Schiavo',
Francesca Bertolini»?, Luca Fontanesig'*

1D of Agri and Food University of Bologna, Bologna, Italy, 2 Department of Bio
and Health Informatics, Technical University of Denmark, Kongens Lyngby, Denmark
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Autenticazione e qualita del miele

Approccio target:
Metabarcoding
per origine
botanica

Approccio hon
____ target:
Shot-gun
sequencing
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Autentlca2|one e qualita del miele

3 Approccio target:
Metabarcoding per origine botanica

rbcl trnl

DNA delle piante
(DNA cloroplastico)
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Autentlca2|one e qualita del miele

£28 Approccio target:
Metabarcoding per origine botanica

rbcl trnl
4 matk

DNA delle piante
(DNA cloroplastico)
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Aute

Isolamento
del DNA da
miele

Approccio target:
Metabarcoding per origine botanica

PCR
mmmmsms) [ CcONn primer  |EEE—— )

_

universali P

rbel, trnL, matK 4
f bt

nticazione e qualita del miele

Sequenziamento
NGS

3 database di
riferimento con
sequenze delle

regioni target

CA
fGT
i i

CG
CC
AG
AT
CA
AC

ACAACGGATCTCTTGGCTCCAGCATCGATGAA
GGCTCCAGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAACGCGATATGTAAT]
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Autenticazione e qualita del miele

2

Approccio target:
Metabarcoding per origine botanica

Isolamento PCR ;
del DNA da |messssssd| con primer |me) | S€quUenziamento
miele universali [~ NGS
= rbcL, trnL, matK k ;:»
Elaborazione
bioinformatica dei
dati NGS
3 database di
riferimento con ca
sequenze delle
regioni target

ACAACGGATCTCTTGGCTCCAGCATCGATGAA
CGGATCTCTTGGCTCCAGCATCGATGAAGAAC,
ACGCAGCGAAACGCGATATGTAAT]
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B

Isolamento
del DNA da
miele

Approccio target:

Metabarcoding per origine botanica

PCR

)| CON primer

universali

rbcL, trnlL, matK

Identificazione
dell’origine
botanica

Numero di read
assegnate a
taxa

Autentlca2|one e qualita del miele

Sequenziamento
NGS

Elaborazione

bioinformatica dei

dati NGS

*

3 database di
riferimento con
sequenze delle

regioni target

CA
GT
TT

CG
CC
AG
AT
CA
AC

ACAACGGATCTCTTGGCTCCAGCATCGATGAA
CGGATCTCTTGGCTCCAGCATCGATGAAGAAC,
ACGCAGCGAAACGCGATATGTAAT]
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Isolamento

Approccio target:

Metabarcoding per origine botanica

PCR

del DNAda |==sssssss)| con primer

miele

!u}'(:

Confronto con dati

melissopalinologici

universali

rbcL, trnL, matK

Identificazione

mm)| dell’origine

botanica

Numero di read
assegnate a
taxa

Autentlcazmne e qualita del miele

Sequenziamento
NGS

Elaborazione
bioinformatica dei
dati NGS
2 5

3 database di
riferimento con ca
sequenze delle |-

regioni target

ACAACGGATCTCTTGGCTCCAGCATCGATGAA
CGGATCTCTTGGCTCCAGCATCGATGAAGAAC,
ACGCAGCGAAACGCGATATGTAAT]

ALMA MATER STUDIORUM

UNIVERSITA DI BOLOGNA




Food Control 86 (2018) 342-349

Contents lists available at ScienceDirect

Food Control

¥

ELSEVIER

journal homepage: www.elsevier.com/locate/foodcont

CONTROL

CONTROL

CONTROL

CONTROL

CONTROL
CONTROL

Application of next generation semiconductor based sequencing to
detect the botanical composition of monofloral, polyfloral and
honeydew honey

Valerio Joe Utzeri ¢, Anisa Ribani ?, Giuseppina Schiavo 2, Francesca Bertolini * ",
Samuele Bovo * ¢, Luca Fontanesi *”

* Department of Agricultural and Food Sciences (DISTAL), University of Bologna, Viale Fanin 46, 40127 Bologna, Italy

¥ Department of Animal Science, lowa State University, 2255 Kildee Hall, 50011 Ames, lowa, USA

© Biocomputing Group, Department of Biological, Geological, and Environmental Sciences (BiGeA), University of Bologna, Via San Giacomo 9/2, 40126
Bologna, ltaly

SCIENTIFIC REPg}RTS

OPEN

Received: 31uly 2017
Accepred: 11 Jane 2018
Published ouline: 03 July 2018

Entomological signaturesin
honey: an environmental DNA
metabarcoding approach can
disclose information on plant-
sucking insects in agricultural and
forest landscapes

Samuele Bovo? & Luca Fontanesic?

, Silvia Tinarelii,

it Inthis stud

Jyflors! and

other boneys,

Approccio target:
Metabarcoding
per origine

~ botanica +
origine
entomologica
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Autenticazione e qualita del miele

= | |\ [ Approccio target:
Metabarcoding per:
origine botanica + origine entomologica

72 mieli di diversa origine (70% da
Emilia Romagna)

di cui

33 mieli con dati melissopalinologici: |

e (Osservatorio Nazionale Miele
* Lucia Piana
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VERSITA DI BOLOGNA



Autentlca2|one e qualita del mlele

Approccio target:
Metabarcoding per:
origine botanica + origine entomologica

,,,,,,
........

Esempio 1: tre mieli di coriandolo
Famiglia: Apiaceae

Miele A: Provincia Bologna:
* melissopalinologica =37% (non conforme)

Miele B: Provincia Forli-Cesena
 melissopalinologica = 68% (conforme)

Miele C: Provincia Rimini
* melissopalinologica = 64% (conforme)
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Autentlca2|one e qualita del mlele

Approccio target:
Metabarcoding per:
origine botanica + origine entomologica

Esempio 1: tre mieli di coriandolo

AN

Famiglia: Apiaceae — sottofamiglia Apioideae
rbcL

Miele A: coriandolo non conforme Miele B: coriandolo conforme Miele C: coriandolo conforme

N. di reads Livello Nome N. di reads Livello Nome N. di reads Livello Nome

13119 subfamily Caesalpinioideae 4928 species  Papaver rhoeas 7973 subfamily Apioideae

3042 genus Amorpha 3874 subfamily Apioideae 7317 genus Rubus

2896 genus Adenanthera 3628 genus Rubus 5141 family Asteraceae

1951 subfamily Apioideae 3112 genus Adenanthera 4500 species Punica granatum

1248 tribe Maleae 1711 subspecies Brassicarapa 3807 subfamily Allioideae
subsp. oleifera

1064 species  Papaver rhoeas 1500 species Punica 1306 order Brassicales
granatum

841 subfamily Amygdaloideae 1070 genus Prunus 1235 subspecies Brassica rapa

subsp. oleifera

. LMA MATER STUDIORUM
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Autentlca2|one e qualita del miele

= | |\ [ Approccio target:
Metabarcoding per:
origine botanica + origine entomologica

Esempio 2:
Cinque mieli con varie indicazioni di frode
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Esempio 2:

Autenticazione e qualita del miele

- Approccio target:
Metabarcoding per:
origine botanica + origine entomologica

Cinque mieli con varie indicazioni di frode

SCIENTIFIC REPg}RTS

PEN Entomological signatures in
honey: an environmental DNA
metabarcoding approach can

‘ disclose information on plant-

“M - sucking insects in agricultural and
forest landscapes

Mancanza del DNA di insetti
produttori di melata
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| updates

Shotgun metagenomics of honey DNA:
Evaluation of a methodological approach to
describe a multi-kingdom honey bee derived
environmental DNA signature

Samuele Bovo', Anisa Ribani', Valerio Joe Utzeri', Giuseppina Schiavo',
Francesca Bertolini»?, Luca Fontanesig'*

1D of Agri and Food University of Bologna, Bologna, Italy, 2 Department of Bio
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Autenticazione e qualita del miele

- Approccio target:

Metabarcoding

Approccio non
target:
Shot-gun
sequencing —
caratteristiche
microbiologiche
del miele
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utenticazione e qualita del miele

o) 1 c: ¥ I i,
2 ' ! ey
—

Isolamento Sequenziamento i|lumina
del DNA da ——> NGS di tutto il

. miele DNA é E
]

Approccio non target: Shot-gun sequencing

o Elaborazione
bioinformatica dei dati
Risultati: NGS
Interpretazione <mmm
dei dati costrUZionE/ RTCGATGAAGAACGCA
Sviluppo di una accaazeroTs
b dati di CoATcaAcI 0 b
- anca gatl g
riferimento  [icoecrconen
hAACGCGATATGTAAT
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Aute

e y B
seal | e
14
' | 2
)
% N

del miele

Organism No.

contigs

Lactobacillus_kunkeei 85263
Parasaccharibacter_apium 1679
Melissococcus_plutonius 119
Neoasaia_chiangmaiensis 118
Kozakia_baliensis 140
Lactobacillus_sp. BHWM-4 535
Bartonella_apis 496
Acidibrevibacterium_fodinaquatile 18
Gilliamella_apicola 365
Acetobacter_sp. KACC 21233 28
Neokomagataea_sp. Ha5 37
Komagataeibacter_saccharivorans 17
Gluconobacter_albidus 49
Pantoea_agglomerans 231
Acetobacter_aceti 36
Serratia_symbiotica 185
Swingsia_samuiensis 25
Frischella_perrara 192
Lactobacillus_apis 189

2" Approccio non target:
Shot-gun sequencing — caratteristiche microbiologiche

Sequence ldentity

95,72367176
96,20091245
84,99955462
83,05714407
81,73227857
83,96006916
95,60480645
82,42922222
95,20624384
80,74546429
82,35405405
79,32582353
80,98073469
98,1004026

80,61655556
96,03800541

81,80812

97,16048958
96,47309524

Sequence
Coverage
97,95678078
97,80166766
78,31092437
82,77118644
82,08571429
90,85233645
98,30645161
81,22222222
97,94520548
77,57142857
83,78378378
78,41176471
79,53061224
99,04761905
79,97222222
96,36216216
74,64
98,13020833
98,28042328

N. reads

252432
1911
1536
1429
1116
886
524
456
392
353
347
325
320
236
209
206
203
197
193

nticazione e qualita del miele

% on total n. of
sequenced reads
12,94
0,10
0,08
0,07
0,06
0,05
0,03
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01



Aute

.......
........

nticazione e qualita del miele

e

Conclusioni (2)

J Le metodologie di analisi del DNA del miele
POSSONO:

" determinare l'origine botanica del miele

" jdentificare possibili frodi

d Stiamo lavorando per aumentare le informazioni
delle varie tipologie di miele e migliorare
I'interpretazione dei risultati
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Macro-tematiche

1) Biodiversita e genetica delle api

2) Autenticazione e qualita del miele

3) Patologia delle api




Analisi dei possibili fattori che determinano il collasso delle famiglie
attraverso la caratterizzazione del DNA del miele e la valutazione di
fattori biotici e abiotici

Impostazione di una prova per valutare, nella pratica del blocco della
covata estiva, 'effetto di diverse metodologie di confinamento della
regina sulla possibile diffusione di patologie alla famiglia

Monitoraggio della distribuzione di alcuni patogeni sul territorio
regionale mediante I'analisi del DNA del miele

A MATER STUDIORUM

VERSITA DI BOLOGNA




e Analisi dei possibili fattori che determinano il collasso delle famiglie
attraverso la caratterizzazione del DNA del miele e la valutazione di
fattori biotici e abiotici

Disegno sperimentale:

Ovs 8

Aumentato il numero dei case e dei control
Aumento delle tipologie di analisi
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e Analisi del DNA da favo: shot-gun sequencing
* Valutazione presenza Nosema su api

* Valutazione presenza Lotmaria passim su api
* Presenza lieviti intestini di api

* Analisi di metalli pesanti su api

* Determinazione glifosate su miele
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Analisi del DNA da favo: shot-gun sequencing
- Pipeline bioinformatica di analisi dei dati di shot-gun sequencing
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Analisi del DNA da favo: shot-gun sequencing
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Patologia delle api

e 7%

G Impostazione di una prova per valutare, nella pratica del blocco della
covata estiva, |'effetto di diverse metodologie di confinamento della
regina sulla possibile diffusione di patologie alla famiglia

ANNO | della prova (pilot)

In 4 apiari — 4 colonie per ciascuna modalita

A = classico confinamento con gabbietta senza covata
B = confinamento con telaio normale

C = confinamento con telaio tripartito
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Patol

O Impostazione di una prova per valutare, nella pratica del blocco della
covata estiva, |'effetto di diverse metodologie di confinamento della
regina sulla possibile diffusione di patologie alla famiglia

ogia delle api

20

 Campionamento di api ogni 15— 25 gg
 Congelamento api a-80°C

* Analisi virosi
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Patologia delle api

Monitoraggio della distribuzione di alcuni patogeni sul territorio
regionale mediante I'analisi del DNA del miele
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Monitoraggio della distribuzione di alcuni patogeni sul territorio
regionale mediante I'analisi del DNA del miele

Varroa destructor Aschospaera apis

Acarapis woodi (Y L2
q'f Paenibacillus larvae

t

Nosema ceranae
Nosema apis

Melissococcus
plutonius

Tropilaelaps spp.
(T. clarae, T. mercedesae)
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Patologia delle api

7

Monitoraggio della distribuzione di alcuni patogeni sul territorio

regionale mediante I'analisi del DNA del miele
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Analysis of honey environmental DNA indicates that the honey bee (Apis

mellifera L.) trypanosome parasite Lotmaria passim is widespread in the
apiaries of the North of Italy

Anisa Ribani?, Valerio Joe Utzeri®, Valeria Taurisano”, Roberta Galuppi®, Luca Fontanesi™

* Department of Agricultural and Food Sciences, University of Bologna, Viale Giuseppe Fanin 46, 40127 Bologna, Italy
® Department of Veterinary Medical Sciences, University of Bologna, Via Tolara di Sopra 50, 40064 Ozzano Emilia, Bologna, Italy
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tologia delle api

G Monitoraggio della distribuzione di alcuni patogeni sul territorio
regionale mediante I'analisi del DNA del miele

@ Campioni positivi
Lotmaria passim Campioni negativi
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Monitoraggio della distribuzione di alcuni patogeni sul territorio
regionale mediante I'analisi del DNA del miele

Honey environmental DNA can be used to detect and
monitor honey bee pests: development of methods useful
to identify Aethina tumida and Galleria mellonella
infestations

Anisa Ribani 1, Valeria Taurisano 1, Valerio Joe Utzeri ! and Luca Fontanesi 1*

4 . .
In preparazione ' * Aethina tumida

Galleria mellonella
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e Monitoraggio della distribuzione di alcuni patogeni sul territorio
regionale mediante I'analisi del DNA del miele
Mieli
\
1 2 3 4 5 6 7 8 9 C

123 45 C

S Galleria mellonella
L LMA MATER STUDIORUM

DNA Ladder
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e Patologia delle api

Conclusioni (3)

J Largomento e particolarmente complesso e puo
essere affrontato con diversi approcci

d Abbiamo sviluppato alcune metodologie utili per il
monitoraggio

d Altre indagini sono necessarie per completare il
percorso iniziato
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Conclusioni generali

e stato strutturato in diverse azioni per
cercare di contribuire alla soluzione di diversi problemi
del settore apistico regionale — come da bando

* Abbiamo ottenuto risultati che aprono nuove possibilita
applicative

* || coinvolgimento e la collaborazione delle Associazioni e
Organizzazioni apistiche regionali, fondamentali per
'ottenimento dei risultati, lo saranno ancora di piu per il
loro trasferimento applicativo
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