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Genomica

La genomica è la disciplina che si occupa 
della struttura, sequenza, funzione ed 
evoluzione del genoma, vale a dire di 
tutta l’informazione genetica contenuta 
nel DNA presente nelle cellule di una 
particolare specie.

Enciclopedia Treccani



Come si analizza il DNA

Polymerase Chain Reaction (PCR)



Sequenziamento

1) Metodo tradizionale (Sanger)

2) Next Generation Sequencing

Come si analizza il DNA



Sequenziamento – Metodo Sanger

Come si analizza il DNA
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Sequenziamento – Next Generation Sequencing

Come si analizza il DNA



Sequenziamento – Next Generation Sequencing

Come si analizza il DNA



Il miele
a) Contiene il DNA ambientale (eDNA): il DNA di tutti 

gli organismi che direttamente o indirettamente 
sono venuti a contatto con il miele durante il suo 
«percorso» di produzione

b) Il suo DNA può essere analizzato per molteplici scopi

c) E’ facile da reperire



Alcune sfide dell’apicoltura

1) Biodiversità/genetica

2) Frodi

3) Malattie/avversità

4) Interazioni con l’ambiente

5) …



1) Identificazione delle sottospecie di Apis
mellifera

2) Determinazione dell’origine botanica (e 
geografica) del miele

3) Identificazione e caratterizzazione di 
patogeni e parassiti delle api

4) La firma del DNA ambientale nel miele 



1) Identificazione delle sottospecie di Apis
mellifera

2) Determinazione dell’origine botanica (e 
geografica) del miele

3) Identificazione e caratterizzazione di 
patogeni e parassiti delle api

4) La firma del DNA ambientale nel miele 

Sfida 1: Biodiversità/Genetica



1) Identificazione delle sottospecie di Apis mellifera



1) Identificazione delle sottospecie di Apis mellifera

A. m. ligustica A. m. mellifera

A. m. siciliana A. m. carnica X A. m. ligustica

Foto da
Fontana et al. (2018)

Analisi morfometrica



1) Identificazione delle sottospecie di Apis mellifera

Analisi morfometrica

From Bouga et al. 2011



3 principali linee mitocondriali in Europa:

A, C, M

Apis mellifera mtDNA

1) Identificazione delle sottospecie di Apis mellifera



From Ruttner, 1988

1) Identificazione delle sottospecie di Apis mellifera



Apis mellifera mtDNA

1) Identificazione delle sottospecie di Apis mellifera

- Diversa lunghezza della regione COI-
COII intergenic spacer

A
M
C

C

M

3 principali linee mitocondriali in Europa:

A, C, M



Isolamento
del DNA

PCR con 
primer specifi
disegnati sulla

regione di 
mtDNA

Sequenziamento
Sanger per 

confermare i prodotti
amplificati

Analisi con gel 
elettroforetico

1) Identificazione delle sottospecie di Apis mellifera



A  (152 bp)

M  (138 bp)

C  (85 bp)

1) Identificazione delle sottospecie di Apis mellifera

1      2         3        4        5        6         7        8
Campioni di mieli



20 mieli dalla 
penisola italiana
C (+ M)

24 mieli dalla 
penisola iberica
A e M

5 mieli dalla Sicilia
A (A. m. siciliana)



A  (152 bp)

M  (138 bp)

C  (85 bp)

1) Identificazione delle sottospecie di Apis mellifera

1      2         3        4        5        6         7        8

Il metodo può essere utilizzato per autenticare l’origine 
entomologica del miele

Campioni di mieli



AA+M

From Ruttner, 1988

1) Identificazione delle sottospecie di Apis mellifera

Il metodo può essere utilizzato per autenticare l’origine 
entomologica del miele



1) Identificazione delle sottospecie di Apis mellifera

Il metodo può essere utilizzato per autenticare l’origine 
entomologica del miele

Ad esempio:
Diversi mieli DOP portoghesi hanno indicato nel 
disciplinare di produzione anche la sottospecie di A. 
mellifera:
A. m. iberiensis



1) Identificazione delle sottospecie di Apis mellifera

Il metodo può essere utilizzato per autenticare l’origine 
entomologica del miele

Ad esempio:
Diversi mieli DOP portoghesi hanno indicato nel 
disciplinare di produzione anche la sottospecie di A. 
mellifera:
A. m. iberiensis

Dossier Number  Designation Type Registration date A. m. iberica
PT/PDO/0117/0229 Mel de Barroso DOP 05/05/2005 YES

PT/PDO/0017/0240 Mel do Ribatejo Norte DOP 23/11/1996 YES

PT/PDO/0017/0222 Mel da Serra da Lousã DOP 21/06/1996 NO

PT/PDO/0017/0234 Mel do Parque de Montezinho DOP 21/06/1996 YES

PT/PDO/0017/0244 Mel das Terras Altas do Minho DOP 21/06/1996 YES

PT/PDO/0017/0245 Mel da Terra Quente DOP 21/06/1996 YES

PT/PDO/0017/0250 Mel da Serra de Monchique DOP 21/06/1996 YES

PT/PDO/0017/0252 Mel do Alentejo DOP 21/06/1996 NO

PT/PDO/0017/0268 Mel dos Açores DOP 21/06/1996 NO



1) Identificazione delle sottospecie di Apis mellifera

Il metodo può essere utilizzato anche per valutare la 
diffusione delle diverse linee in un territorio

Dispersion of Apis mellifera subspecies in the Emilia Romagna 
region (North of Italy) estimated using honey DNA analysis

Valerio Joe Utzeri1, Anisa Ribani1, Luca Fontanesi1

In preparation



From Ruttner, 1988

A

C

1) Identificazione delle sottospecie di Apis mellifera



Province N. di mieli

Bologna 28

Ferrara 1

Forlì-Cesena 24

Modena 7

Parma 10

Piacenza 4

Ravenna 8

Reggio-Emilia 11

Rimini 7

Totale 100

1) Identificazione delle sottospecie di Apis mellifera

Prima indagine sulla diffusione dei mitotipi di Apis mellifera in Emilia Romagna



1

28

24

7

10

4

11

8

7

Prima indagine sulla diffusione dei mitotipi di Apis mellifera in Emilia Romagna

1) Identificazione delle sottospecie di Apis mellifera



1) Conclusione

L’analisi del DNA permette di:
• autenticare l’origine entomologica del 

miele
• stimare la diffusione delle diverse 

sottospecie di Apis mellifera in un 
territorio in modo semplice e rapido

Può essere uno strumento per 
valorizzare le produzioni da ligustica



1)Identificazione delle sottospecie di Apis
mellifera

2)Determinazione dell’origine botanica (e 
geografica) del miele

3)Identificazione e caratterizzazione di 
patogeni e parassiti delle api

4)La firma del DNA ambientale nel miele 

Sfida 2: Frodi



2) Determinazione dell’origine botanica (e geografica) 
del miele



- Monoflorale
- Poliflorale (millefiori)

2) Determinazione dell’origine botanica (e geografica) 
del miele



Melissopalinologia

2) Determinazione dell’origine botanica (e geografica) 
del miele



trnL

DNA delle piante
(DNA cloroplastico)

cpDNA

2) Determinazione dell’origine botanica (e geografica) 
del miele

Barcoding



Isolamento
del DNA da 

miele

PCR
con primer 
universali

Sequenziamento
NGS

Database di 
riferimento con 
sequenze della 
regione target

Elaborazione
bioinformatica dei

dati derivati dal 
sequenziamento NGS 

- NGS data processing 

- Read assignment

2) Determinazione dell’origine botanica (e geografica) 
del miele



Tipo di miele Nazione Regione Anno di 

produzione

N. totale

di read

N. di gruppi

botanici

Castagno Italia Piemonte 

(Novara)

2015 3014 59

Melo Italia Trentino-Alto 

Adige (Valle 

dell’Adige, Trento)

2015 5403 47

Eucalipto Italia Calabria 

(Catanzaro)

2015 3925 74

Tiglio Italia Friuli-Venezia-

Giulia (Udine)

2015 16948 72

Acacia Italia Toscana (Arezzo) 2015 5790 71

Arancio Italia Sicilyia

Caltanisetta)

2014 1467 37

Millefiori Croatia, 

Romania, 

Serbia

- 2015 6300 58

Millefiori Cile Valvidia 2015 6958 48
Melata di abete

bianco

Italia Emilia Romagna 

(Foreste 

Casentinesi, Forlì)

2014 2714 52

2) Determinazione dell’origine botanica (e geografica) 
del miele



- 59 gruppi botanici

- 66% Castanea genus

Miele di Castagno

Castanea
66%

Rosoideae
17%

Oryza
4%

Robinia
4%

Ficus
1%

Oryza rufipogon
1% Rosa

1%
Other

6%

Chestnut honey

2) Determinazione dell’origine botanica (e geografica) 
del miele



- Il più alto numero di gruppi

botanici (74)

- 55% sottofamiglia Myrtoideae

(che comprende Eucalyptus)

- Divirsi taxa tipici della 

vegetazione mediterranea

(Asparagus and Onopordium)

Myrtoideae
55%

Asparagus acutifolius
17%

Castanea
7%

Orobanche
7%

Rosoideae
4%

Onopordium 
acanthium

1%

Poaceae
1%

Other
8%

Eucalyptus tree honey

Miele di Eucalipto

2) Determinazione dell’origine botanica (e geografica) 
del miele



- 71 gruppi botanici

- 41% Robinia

- Altri gruppi botanici tipici

della Toscana Robinia
41%

Castanea
13%

Rosa
11%

Prunus
6%

Caesalpinioideae
5%

Rosaceae
5%

Asteraceae
3%

Quercus
3%

Other
13%

Acacia honey

Miele di Acacia

2) Determinazione dell’origine botanica (e geografica) 
del miele



- Il più basso numero di gruppi

botanici (37)

- 56% Rutaceae (che include 

Citrus)

- 21% Oxalis, 3% Morus e altri

gruppi botanici tipici della 

flora siciliana
Rutaceae

56%

Oxalis
21%

Morus
3%

Malvoideae
2%

Rosoideae
2%

Other
16%

Orange tree honey

Miele di Arancio

2) Determinazione dell’origine botanica (e geografica) 
del miele



Weinmannia
73%

Onopordium acanthium
10%

Cunoniaceae
7%

Anacardiaceae
4%

Rosoideae
3%

Vitaceae
3%

Quintinia
0%

Chile honey
- 73% Weinmannia genus 

(familia delle Cunoniaceae) 

- 4% Anacardiaceae

- Identificazione di Gaultheria 

nubigena → IUCN Red List 

Miele Millefiori – Cile (Valdivia)

2) Determinazione dell’origine botanica (e geografica) 
del miele



- 52 gruppi botanici

- 58% Castanea

- 3% Abies – conferma l’origine

botanica

Castanea
58%

Asteraceae
18%

Rosoideae
15%

Clematis
4%

Abies
3%

Robinia
2%

Silver Fir Honeydew

Miele di Melata di Abete Bianco

2) Determinazione dell’origine botanica (e geografica) 
del miele



2) Conclusione

L’analisi del DNA permette di definire 
l’origine botanica (e quindi 
indirettamente anche geografica) del 
miele e di ottenere una fotografia della 
biodiversità vegetale 



1)Identificazione delle sottospecie di Apis
mellifera

2)Determinazione dell’origine botanica (e 
geografica) del miele

3)Identificazione e caratterizzazione di 
patogeni e parassiti delle api

4)La firma del DNA ambientale nel miele 

Sfida 3: Malattie/Avversità



3) Identificazione e caratterizzazione di patogeni e 
parassiti delle api

Honey as a source of environmental DNA for the monitoring of the hive 

pathosphere

Anisa Ribania, Valerio Joe Utzeria, Luca Fontanesia,*

In preparation

11 diversi patogeni / parassiti
…..



Patogeno /parassita 
(specie)

Malattia / Avverità Regione del DNA 
analizzata

N. di 
coppie di 
primer

Bibliografia (per disegno dei 
primer)

Varroa destructor Varroasi Cox1, cox3, cytb
(mtDNA)

8 Questo studio

Tropilaelaps spp. Acariosi Cox1 (mtDNA) 1 Questo studio

Acarapis woodi Acariosi respiratoria Cox1 (mtDNA) 2 Kojima et al. (2011), Garrido-Bailòn
et al. (2012)

Galleria mellonella (Tarma della cera) Cox1 (mtDNA) 2 Questo studio

Nosema ceranae Nosemiasi 16S (mtDNA) 3 Chen et al. (2009), Guzman-Novoa
et al. (2011), Fries et al. (2013)

Nosema apis Nosemiasi 16S (mtDNA) 3 Chen et al. (2009), Guzman-Novoa
et al. (2011), Fries et al. (2013)

Ascosphaera apis Covata calcificata 18S rRNA (nuclear) 1 Garrido-Bailòn et al. (2013)

Lotmaria passim (tripanosomiasi) Cytb (mtDNA) 1 Stevanovic et al. (2016)

Crithidia mellificae (tripanosomiasi) Cytb (mtDNA) 1 Stevanovic et al. (2016)

Paenibacillus larvae Peste americana 16S 2 Bakonyi et al. (2003), Han et al. 
(2008)

Melissococcus
plutonius

Peste europea sodA, NapA, 16S 
rRNA

3 Roetschi et al. (2008), Arai et al. 
(2014), Garrido-Bailòn et al. (2013)



Varroa destructor

Acarapis woodi

Tropilaelaps spp.
(T. clarae, T. mercedesae)

Galleria mellonella

Nosema

Aschospaera apis

Lotmaria passim

Crithidia mellificae

Melissococcus
plutonius

Paenibacillus larvae



Isolamento
del DNA da 

miele

PCR con 
primer 

specifici per 
ciascun

patogeno (end 
point PCR)

Sequenziamento
Sanger per 

confermare i prodotti
amplificati

Analisi mediante
elettroforesi su gel

3) Identificazione e caratterizzazione di patogeni e 
parassiti delle api



0%

20%

40%

60%

80%

100%

120%

Frequenza dei patogeni/parassiti

Italy Europe (with Italy) World

3) Identificazione e caratterizzazione di patogeni e 
parassiti delle api



A next generation sequencing approach for targeted Varroa destructor (Acari: 
Varroidae) mitochondrial DNA analysis based on honey derived environmental 
DNA

Valerio Joe Utzeri1§, Giuseppina Schiavo1§, Anisa Ribani1§, Francesca Bertolini1,2, 
Samuele Bovo1, Luca Fontanesi1*

Submitted to Journal of Invertebrate Pathology

3) Identificazione e caratterizzazione di patogeni e 
parassiti delle api (Varroa spp.)



3) Identificazione e caratterizzazione di patogeni e 
parassiti delle api (Varroa spp.)

Distribuzione mondiale di Varroa destructor su Apis mellifera



N. Mieli Paese di origine Regione Anno di prod.

1 Melata di Abete Bianco Italia Piemonte 2015
2 Melata di foresta Italia Trentino Alto-Adige 2015
3 Melata di Quercia Italia Veneto 2015
4 Melata di Foresta Italia Veneto 2015
5 Eucalipto Italia Calabria 2016

6 Tiglio Italia Sardegna 2015
7 Lavanda Francia Provenza 2017
8 Millefiori Paesi Bassi - 2017
9 Timo Grecia Lefkada island 2017
10 Millefiori Etiopia - 2016
11 Millefiori India - 2016
12 Millefiori Cina Dongbei 2017
13 Millefiori Giappone Kyoto area 2016
14 Millefiori USA Colorado 2016
15 Millefiori Guatemala - 2016
16 Millefiori Cile Valvidia 2015
17 Millefiori Brasile - 2017

Mieli analizzati

3) Identificazione e caratterizzazione di patogeni e 
parassiti delle api (Varroa spp.)



3) Identificazione e caratterizzazione di patogeni e 
parassiti delle api (Varroa spp.)



3) Identificazione e caratterizzazione di patogeni e 
parassiti delle api (Varroa spp.)



Isolamento
del DNA da 

miele

PCR
con primer 
specifici per 

mtDNA di 
Varroa

Sequencing 
NGS 

Costruzione di 
una banca dati
di sequenze di 

riferimento

Elaborazione
bioinformatica dei

dati di 
sequenziamento NGS

- NGS data processing 

- Read assignment

3) Identificazione e caratterizzazione di patogeni e 
parassiti delle api (Varroa spp.)



K1 (C1-1)

K1

K1K1

K1 (P1)

K1 (P1)

K1

K1/J1
K1/J1

3) Identificazione e caratterizzazione di patogeni e 
parassiti delle api (Varroa spp.)



3) Conclusione

L’analisi del DNA permette di:
• identificare i patogeni e i parassiti 

dell’alveare;
• mettere a punto sistemi di monitoraggio e 

di prevenzione «GLOBALI».



1)Identificazione delle sottospecie di Apis
mellifera

2)Determinazione dell’origine botanica (e 
geografica) del miele

3)Identificazione e caratterizzazione di 
patogeni e parassiti delle api

4)La firma del DNA ambientale nel miele 

Sfida 4: tutto!



4) La firma del DNA ambientale nel miele (afidi e melata) 



Miele di melata

Miele di nettare

4) La firma del DNA ambientale nel miele (afidi e melata) 



DNA degli 
insetti 
produttori di 
melata

COI

COII

COI

mtDNA

4) La firma del DNA ambientale nel miele (afidi e melata) 



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

Elaborazione con 
metodi

bioinformatici dei
dati ottenuti

mediante
sequenziamento NGS

- NGS data processing 

- Read assignment

4) La firma del DNA ambientale nel miele (afidi e melata) 

COI



N. Miele Nazione Regione di origine Anno di 

prod.

Numero di 

read totali

Numero di 

read di  

Emitteri
1 Melata di quercia Italia Lombardia (Mantova) 2016 21605 6982

2 Melata Italia Trentino-Alto Adige 

(Bolzano)

2016 26587 6300

3 Melata Italia Veneto (Verona) 2016 22360 4392
4 Melata di abete

bianco

Italia Emilia Romagna (Forlì, 

Foreste Casentinesi)

2014 6046 2686

5 Melata di abete 

bianco

Italia Piemonte (Cuneo) 2017 47472 4008

6 Castagno Italia Piemonte (Novara) 2015 133183 16572
7 Melo Italia Trentino-Alto Adige 

(Trento, Valle dell’Adige)

2015 10054 1011

8 Tiglio Italia Friuli-Venezia-Giulia 

(Udine)

2015 6850 2098

9 Acacia Italia Toscana (Arezzo) 2015 4802 2530
10 Eucalipto Italia Calabria (Catanzaro) 2015 28649 4900

11 Eucalipto Italia Sicilia (Messina) 2015 12073 2907

12 Millefiori Francia Corsica 2016 38058 8933
13 Millefiori Serbia-Romania-

Croatia

- 2015 129628 16572

Mieli da melata e da nettare analizzati con il numero di read ottenute da NGS

4) La firma del DNA ambientale nel miele (afidi e melata) 



4) La firma del DNA ambientale nel miele (afidi e melata) 
Mieli da melata: Proporzione delle reads assegnate a diverse specie di emitteri



4) La firma del DNA ambientale nel miele (afidi e melata) 

Melata di quercia Melata (Trentino Alto-Adige)Melata (Trentino Alto-Adige) Melata (Veneto)

Melata di abete bianco
(Emilia Romagna)

Melata di abete bianco
(Piemonte)

Metcalfa pruinosa

Cinara pectinatae

Numero di read di altre specie di emitteri

Mieli da melata: Proporzione delle reads assegnate a diverse specie di emitteri



4) La firma del DNA ambientale nel miele (afidi e melata) 

Mieli da nettare: Proporzione delle reads assegnate a diverse specie di emitteri



Miele di Melo

Metcalfa

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Rhopalosiphum insertum

Myzus persicae

Cavariella aegopodii

Aphis gossypii

Therioaphis trifolii

Acyrthosiphon pisum

Aphis craccivora

Schoutedenia emblica

Dindymus versicolor

Myzus polaris

Pleotrichophorus sp.

Cinara sp.

Myzocallis sp.

Myzocallis castanicola

Aphis cytisorum

Schizaphis graminum

Brachycaudus salicinae

Cinara ponderosae

Numero di read di altre specie di emitteri

Afide verde migrante del melo

Miele di Castagno



Miele di Tiglio

Metcalfa

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Aphis craccivora

Issus muscaeformis

Eucallipterus tiliae

Aphididae sp.

Thelaxes suberi

Cinara cedri

Illinoia liriodendri

Aphis craccae

Brachycaudus populi

Afide nero della medica

Percentuale di read di altre specie di emitteri



Miele di Acacia

Metcalfa

Miele Millefiori Est Europa

Metcalfa

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Hyalopterus pruni

Aphis gossypii

0 10 20 30 40 50 60 70

Aulacorthum solani

Pemphigus bursarius

Numero di read di altre specie di emitteri

Numero di read di altre specie di emitteri



Eucalyptus tree honey (Sicily)

Metcalfa
0 10 20 30 40 50 60

Myzus persicae

Acyrthosiphon pisum

Issus muscaeformis

Aphis gossypii

Numero di read di altre specie di emitteri

Miele di Eucalipto (Calabria)

Miele di Eucalipto (Sicilia)

Numero di read di altre specie di emitteri



4) La firma del DNA ambientale nel miele (afidi e melata) 

Conclusione

Il miele contiene informazioni utili per monitorare le 
infestazioni da afidi delle colture intorno agli alveari che 
hanno prodotto il miele.

Si possono aprire interessanti prospettive nel 
monitoraggio fitosanitario.



4) La firma del DNA ambientale nel miele (metagenomica) 



Isolamento
del DNA da 

miele

PCR con 
primer

Sequenziamento
NGS di tutto il

DNA

Costruzione/ 
Sviluppo di una 

banca dati di 
riferimento

Elaborazione
bioinformatica dei dati

di sequenziamento
NGS

- NGS data processing 

- Read assignment

4) La firma del DNA ambientale nel miele (metagenomica) 

Pipeline bioinformatica



4) La firma del DNA ambientale nel miele (metagenomica) 



Miele di Arancio

Miele di Eucalipto



Dataset Livello Arancio Eucalipto

N. di reads N. di MOTU N. di reads N. di MOTU

Artropodi Specie 53 7 1620 20

Genere 58 7 1793 11

Piante Specie 141 38 165 36

Genere 209 38 191 32

Funghi Specie 49 13 467 40

Genere 59 12 958 23

Batteri Specie 2514 121 36648 229

Genere 2834 65 37939 92

Virus Specie 188360 3 99540 4

Genere - - - -

4) La firma del DNA ambientale nel miele (metagenomica) 





4) La firma del DNA ambientale nel miele (metagenomica) 



Funghi:
1) Caratteristici del miele: Zygosaccharomyces, Schizosaccharomyces, Lachancea, 

Saccharomyces e Torulaspora;
2) Patogeni delle api o di insetti: Metarhizium, Nosema ceranae, Bettsia alvei, 

Aspergillus; 
3) Patogeni delle piante: Alternaria alternate, Ustilago bromivora, Botrytis cinerea;
4) Altri: Penicillium.

Batteri:
1) Caratteristici del microambiente dell’alveare: Lactobacillus kunkeei, 

Parasaccharibacter apium, Gilliamella apicola, Frischella perrara;
2) Patogeni delle api: Melissococcus plutonius, Paenibacillus larvae, Spiroplama apis
3) Patogeni delle piante: Pseudomonas syringae, Erwinia amilovora, Spiroplasma

citri
4) Ubiquitari: Escherichia coli, Bacillus cereus, Salmonella enterica
5) Altri/antagonisti: P. agglomerans

4) La firma del DNA ambientale nel miele (metagenomica) 



4) Conclusione

L’analisi del DNA apre una finestra a 360°
sulle interazioni api e ambiente

Ci offre gli strumenti per rispondere in 
modo nuove alle sfide che l’apicoltura deve 
affrontare
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