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“Le analisi del DNA delle api e del DNA 
presente nel miele e altri approcci 
innovativi per la caratterizzazione e la 
valorizzazione delle produzioni apistiche e 
il monitoraggio degli aggressori dell’alveare 
in Emilia-Romagna (BEE-RER-3)”

Titolo del progetto



Che cos’è il DNA
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Che cos’è 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



Che cos’è 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



Come si analizza il DNA

Polymerase Chain Reaction (PCR)



Sequenziamento – Metodo Sanger

Come si analizza il DNA

http://www.pitt.edu/~rsup/3100.jpg


Sequenziamento – Next Generation Sequencing

Come si analizza il DNA



Analisi bioinformatica dei dati

Come si analizza il DNA
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1) Analisi del DNA mitocondriale
2) Analisi del DNA nucleare
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Biodiversità e genetica delle api

1) Analisi del DNA mitocondriale

Completamento della mappatura delle popolazioni apistiche 
per quanto riguarda la distribuzione delle linee mitocondriali 
nella regione Emilia-Romagna utilizzando

• il miele
• le api (larve)

1



Biodiversità e genetica delle api

1) Analisi del DNA mitocondriale da miele

A  (152 bp)

M  (138 bp)

C  (85 bp)

1      2         3        4        5        6         7        8

1

A C M



Mieli del 2018 (n. = 100) Mieli del 2019 (n. = 64)

Mieli del 2020 (n. = 173) Mieli del 2021 (n. = 120)



Biodiversità e genetica delle api1

A C M

2018 2019 2020 2021



Biodiversità e genetica delle api

1) Analisi del DNA mitocondriale da miele

1

C1 = Apis mellifera ligustica
C2 = Apis mellifera carnica

A T T T C C C C A C T T

A T T T C C C A C T T

C1

C2

C1 C2



Biodiversità e genetica delle api

1) Analisi del DNA mitocondriale da miele

1
C1 C2

2019 2020

n. = 40 n. = 68 n. = 118

2021



Biodiversità e genetica delle api

1) Analisi del DNA mitocondriale da api (larve/pupe)

1

(Analisi della regione intergenica tRNAleu-cox2)

A C1 C1* C2 M3 M4

n. = 11432021 + 2022



Biodiversità e genetica delle api

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

1



Biodiversità e genetica delle api1

2) Analisi del DNA nucleare

Obiettivo

• Identificare la sottospecie di ape
• Ottenere altre informazioni utili per la selezione

Strumento

• Pannello di 121 SNP presenti nel genoma nucleare di ape
• Genotyping by sequencing (GBS)
• Analisi sia da miele che da api
• Confronto dei risultati da miele e api
• Confronto dei risultati ottenuti con altre metodologie/dati



Biodiversità e genetica delle api1

2) Analisi del DNA nucleare

Obiettivo

• Identificare la sottospecie di ape
• Ottenere altre informazioni utili per la selezione

Strumento

• Pannello di 121 SNP presenti nel genoma nucleare di ape
- 97 SNP: utili per l’identificazione della sottospecie
- 24 SNP: associati a resistenza varroa e 
comportamento delle api



Biodiversità e genetica delle api1

2) Analisi del DNA nucleare

Ripetibilità dell’analisi da miele
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Duplicato del campione 1 di miele



Biodiversità e genetica delle api1

2) Analisi del DNA nucleare

D
N

A
 d

i 3
5

 a
p

i a
p

ii
n

 p
o

o
l

DNA dal miele della 
stessa colonia delle api

Correlazione > 98%



Biodiversità e genetica delle api1

2) Analisi del DNA nucleare

97 SNP informativi

Plot con varie sottospecie
(DNA da miele e da api)



Biodiversità e genetica delle api1

2) Analisi del DNA nucleare

24 SNP associati ad 
alcune caratteristiche 
delle colonie

Frequenze alleliche in 
ligustica e siciliana

* Non polimorfico

■ A. m. ligustica

■ A. m. siciliana

* * * * * * * * * * * *

SNP associati al 
comportamento SNP associati alla 

resistenza alla 
varroa
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Biodiversità e genetica delle api1

Conclusioni (1)

❑ Abbiamo messo a punto metodi basati sull’analisi 
del DNA mitocondriale e del DNA nucleare per 
identificare A. m. ligustica 

❑ Il metodo basato sull’analisi del DNA nucleare può 
essere ulteriormente migliorato

❑ Questi metodi possono essere applicati a partire 
dal DNA del miele e dal DNA di ape
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2) Autenticazione e qualità del miele

3) Patologia delle api

Macro-tematiche



Autenticazione e qualità del miele2

a) Origine botanica del miele

b) Origine entomologica del miele

a

b

Analisi del DNA del miele per definire:

Obiettivo:
• aumentare il numero di campioni 

analizzati



Autenticazione e qualità del miele2

Approccio target:
Metabarcoding

Approccio non 
target:
Shot-gun 
sequencing



Autenticazione e qualità del miele2

rbcL

DNA delle piante
(DNA cloroplastico)

cpDNA

matK
trnL

Approccio target:
Metabarcoding per origine botanica



Autenticazione e qualità del miele2

Approccio target:
Metabarcoding
per origine 
botanica ed 
entomologica

Aumentato il 
numero di 
campioni di miele

Approccio non 
target:
Shot-gun 
sequencing



Isolamento
del DNA da 

miele

PCR
con primer 
universali

Sequenziamento
NGS

3 database di 
riferimento con 
sequenze delle
regioni target

Elaborazione
bioinformatica dei

dati NGS 

c

d
cpDNA

Autenticazione e qualità del miele2

rbcL, trnL, matK

Identificazione
dell’origine

botanica

Confronto con dati
melissopalinologici

Approccio target:
Metabarcoding per origine botanica

Numero di read
assegnate a 

taxa



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

Autenticazione e qualità del miele2
Approccio target:
Metabarcoding per:
origine botanica + origine entomologica



Autenticazione e qualità del miele2

Approccio 
target:
Metabarcoding
per origine 
entomologica

Approccio non 
target:
Shot-gun 
sequencing



DNA degli 
insetti 
produttori di 
melata

COI

COII

COI

mtDNA

Autenticazione e qualità del miele2
Approccio target:
Metabarcoding per origine entomologica



DNA degli 
insetti 
produttori di 
melata

COI

COII

COI

mtDNA

Autenticazione e qualità del miele2
Approccio target:
Metabarcoding per origine entomologica



Isolamento
del DNA da 

miele

PCR
con primer 

universali per il
mtDNA di Rincoti

Sequenziamento
NGS

Costruzione di 
una banca dati
di sequenze di 
riferimento per 

la seconda
regione

Elaborazione con 
metodi

bioinformatici dei
dati ottenuti

mediante
sequenziamento NGS

- NGS data processing 

- Read assignment

COI

Autenticazione e qualità del miele2
Approccio target:
Metabarcoding per origine entomologica



2

Conclusioni (2)

❑ Le metodologie di analisi del DNA del miele 
possono:

▪ determinare l’origine del miele (botanica ed 
entomologica – per melata)

▪ definire indicatori di biodiversità dell’ambiente

Autenticazione e qualità del miele



1) Biodiversità e genetica delle api

2) Autenticazione e qualità del miele

3) Patologia delle api

Macro-tematiche



Patologia delle api3

Analizzare i possibili fattori che influiscono sul collasso delle famiglie 
attraverso la caratterizzazione del DNA del miele, la valutazione dell’impatto 
del parassita Lotmaria passim e la valutazione di fattori abiotici.

Completamento della prova per valutare, nella pratica del blocco 
estivo della covata, l’impatto di diverse metodologie di confinamento 
della regina sulla diffusione di patologie tra le api adulte dell’alveare e 
la capacità di ripresa dell’ovideposizione post blocco di covata 

Ottimizzare la metodologia di monitoraggio della presenza 
dell’aggressore dell’alveare Aethina tumida mediante l’analisi del DNA 
del miele

a

b

c



Patologia delle api3

a Completamento della prova per valutare, nella pratica del blocco 
estivo della covata, l’impatto di diverse metodologie di confinamento 
della regina sulla diffusione di patologie tra le api adulte dell’alveare e 
la capacità di ripresa dell’ovideposizione post blocco di covata 

A = classico confinamento con gabbietta senza covata

B = confinamento con telaio normale

C = confinamento con telaio tripartito

In 4 apiari – 4 colonie per ciascuna modalità

ANNO 1 + ANNO 2 della prova (pilot)



Patologia delle api3

a Completamento della prova per valutare, nella pratica del blocco 
estivo della covata, l’impatto di diverse metodologie di confinamento 
della regina sulla diffusione di patologie tra le api adulte dell’alveare e 
la capacità di ripresa dell’ovideposizione post blocco di covata 

• Campionamento di api ogni 15 – 25 gg 
(fino all’inizio di novembre)

• Congelamento api a -80°C – estrazione 
RNA

• Analisi virosi – Real Time q PCR – digital 
PCR



Patologia delle api3

a Completamento della prova per valutare, nella pratica del blocco 
estivo della covata, l’impatto di diverse metodologie di confinamento 
della regina sulla diffusione di patologie tra le api adulte dell’alveare e 
la capacità di ripresa dell’ovideposizione post blocco di covata 

Virus
1. BQCV – Virus della cella reale nera (Black queen cell virus) 
2. DWV- Virus delle ali deformi (Deformed wing virus)
3. SBV - Virus della covata a sacco (Sacbrood virus)
4. ABPV- Virus della paralisi acuta (Acute bee paralysis virus)
5. CBPV- Virus della paralisi cronica (Chronic bee paralysis virus)



Patologia delle api3

a Completamento della prova per valutare, nella pratica del blocco 
estivo della covata, l’impatto di diverse metodologie di confinamento 
della regina sulla diffusione di patologie tra le api adulte dell’alveare e 
la capacità di ripresa dell’ovideposizione post blocco di covata 



Patologia delle api3

b La valutazione dell’impatto del parassita Lotmaria passim

Esame microscopico degli intestini

Apiario n. api 

esaminate 

per alveare

n. api positive 

per alveare 

(media; min-

max) 

n. api 

esaminate 

per apiario

n. api 

positive  

per apiario  

% Intervallo di confidenza 

(IC 95%)

Rimini 21 0 63 0 0 0

Bologna A 15 3,5; 2 - 5 90 21 23,3% 14,57 – 32,03

Bologna B 15 3,5; 0-7 90 21 23,3% 14,57 – 32,03

Bologna C 15 2,6; 0-10 90 16 17,7% 9,82 – 25,28

Bologna  D 15 3,8; 0-9 90 23 25,5% 16,5 – 34,5



Patologia delle api3

c Ottimizzare la metodologia di monitoraggio della presenza 
dell’aggressore dell’alveare Aethina tumida mediante l’analisi del DNA 
del miele

Galleria mellonella

Aethina tumida



Patologia delle api3

c

Aethina tumida

Ottimizzare la metodologia di monitoraggio della presenza 
dell’aggressore dell’alveare Aethina tumida mediante l’analisi del DNA 
del miele

0,0001 ng



Patologia delle api3

c Ottimizzare la metodologia di monitoraggio della presenza 
dell’aggressore dell’alveare Galleria mellonella mediante l’analisi del 
DNA del miele

Galleria mellonella

0,0001 ng
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Conclusioni (3)

❑ Stiamo cercando di dare risposte relative 
all’impatto di alcune pratiche apistiche sulla salute 
delle colonie

❑ Abbiamo sviluppato metodologie utili per il 
monitoraggio degli aggressori dell’alveare e di 
parassiti 

Patologia delle api



Conclusioni generali

• BEE-RER-3 è 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 possibilità 
applicative

• Il coinvolgimento e la collaborazione delle Associazioni e 
Organizzazioni apistiche regionali, fondamentali per 
l’ottenimento dei risultati, lo saranno ancora di più per il 
loro trasferimento applicativo



Risultati e attività in numeri
BEE-RER, BEE-RER-2 e BEE-RER-3 hanno prodotto
• 6 pubblicazioni scientifiche (altre 3 sono in corso di 

pubblicazione)
• 3 comunicazioni in convegni scientifici
• 5 articoli divulgativi
• 12 eventi di divulgazione
• 18 nuovi metodi/protocolli analitici

• Sono stati  effettuati circa 4500 campionamenti di api/favi/miele

• Sono stati analizzati circa 1500 campioni di miele per un totale di 
circa 3500 analisi 

• Sono state analizzate circa 1700 api o pool di api
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