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La diagnostica La diagnostica 
biomolecolare a supporto biomolecolare a supporto 
dei controlli ufficiali per le dei controlli ufficiali per le 
api regine d’importazioneapi regine d’importazione



La disponibilitLa disponibilitàà didi ““importantiimportanti”” apparecchiature di apparecchiature di 
laboratorio, come i laboratorio, come i sequenziatorisequenziatori di DNAdi DNA, unitamente , unitamente 
alla crescente diffusione alla crescente diffusione di strumenti informaticidi strumenti informatici per per 
la condivisione ed il confronto dei dati analitici con la condivisione ed il confronto dei dati analitici con 
essi prodotti, ha contribuito in modo fondamentale essi prodotti, ha contribuito in modo fondamentale 
allo allo sviluppo di nuovi approcci d’indagine 
laboratoristica. Un esempio pratico, che coinvolge il . Un esempio pratico, che coinvolge il 
nostro Istituto ed il settore dellnostro Istituto ed il settore dell’’apicoltura, apicoltura, èè relativo relativo 
allall’’identificazione di un importante parassita degli identificazione di un importante parassita degli 
alveari, lo scarabeo alveari, lo scarabeo AethinaAethina tumida.tumida. Nella Nella 
presentazione, verrpresentazione, verràà illustrato lillustrato l’’approccio approccio 
biomolecolare sviluppato per il riconoscimento, biomolecolare sviluppato per il riconoscimento, 
soprattutto negli stadi larvali, di questo insettosoprattutto negli stadi larvali, di questo insetto

PREMESSAPREMESSA
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Strumentazione ad elevato contenuto tecnologico: Strumentazione ad elevato contenuto tecnologico: 

--Un Un sequenziatoresequenziatore di DNA, di DNA, monocapillaremonocapillare

--Un Un pirosequenziatorepirosequenziatore di DNAdi DNA

--Due amplificatori per PCR “Due amplificatori per PCR “RealReal Time”Time”

--Pacchetti Pacchetti softwaresoftware didi bioinformaticabioinformatica

e, in fase di acquisizionee, in fase di acquisizione

-- Un Un sequenziatoresequenziatore di DNA, 8 capillaridi DNA, 8 capillari
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PRINCIPALI ATTIVITA’: PRINCIPALI ATTIVITA’: 

-- Centro di Referenza Nazionale per la ricerca di OGMCentro di Referenza Nazionale per la ricerca di OGM

-- Caratterizzazioni genetiche (in specie animali, batteriche, virCaratterizzazioni genetiche (in specie animali, batteriche, virali)ali)

-- Sviluppo e produzione di ibridomi, cellule staminali e proteineSviluppo e produzione di ibridomi, cellule staminali e proteine
ricombinantiricombinanti

-- Isolamenti virali Isolamenti virali 

-- Diagnostica molecolareDiagnostica molecolare

-- Promozione e partecipazione ad attività di ricerca Promozione e partecipazione ad attività di ricerca 

--“Identificazione molecolare” di specie animali“Identificazione molecolare” di specie animali

--Supporto ad altre strutture dell’Istituto, soprattutto per lo svSupporto ad altre strutture dell’Istituto, soprattutto per lo sviluppo iluppo 
di protocolli diagnostici………….di protocolli diagnostici………….



Attività a sostegno dell’unità operativa Attività a sostegno dell’unità operativa 
“Apicoltura”“Apicoltura”

Attivazione di protocolli di “Attivazione di protocolli di “PolymerasePolymerase ChainChain

ReactionReaction” (PCR, sia “end ” (PCR, sia “end pointpoint” che “” che “RealReal
Time”) per il rilevamento dei seguenti Time”) per il rilevamento dei seguenti 
patogeni: patogeni: 

--ABPV ABPV (Acute (Acute BeeBee ParalysisParalysis Virus)Virus)

--CBPV CBPV ((ChronicChronic BeeBee ParalysisParalysis Virus)Virus)

--DWV DWV ((DeformedDeformed WingWing Virus)Virus)

--SBV SBV ((SacbroodSacbrood Virus)Virus)

--KBV KBV (Kashmir (Kashmir BeeBee Virus)Virus)

--IAPV IAPV ((IsraeliIsraeli Acute Acute ParalysisParalysis Virus)Virus)

--BQCV BQCV (Black Queen (Black Queen CellCell Virus)Virus)

--NosemaNosema ceranaeceranae

--NosemaNosema apisapis

…..e, relativamente ai …..e, relativamente ai controlli controlli 
ufficialiufficiali sulle api regine sulle api regine 

d’importazioned’importazione, l’attivazione di un , l’attivazione di un 
protocollo di “PCRprotocollo di “PCR-- sequenziamentosequenziamento
del DNA” per l’identificazione del del DNA” per l’identificazione del 

coleottero coleottero 
AethinaAethina tumida.tumida.



CychramusCychramus luteusluteus

AethinaAethina tumidatumida
CryptophagusCryptophagus
hexagonalis hexagonalis 

Necessità di una diagnosi differenzialeNecessità di una diagnosi differenziale
negli stadi adulti e/o larvalinegli stadi adulti e/o larvali

Galleria Galleria mellonella mellonella 



Approcci possibiliApprocci possibili

••MorfologicoMorfologico

••AnatomicoAnatomico

••EtologicoEtologico

••BiochimicoBiochimico

••BiomolecolareBiomolecolare

••MultidisciplinareMultidisciplinare



Approccio Approccio biomolecolarebiomolecolare: : 
la scelta per la scelta per AethinaAethina tumidatumida

Si è optato per lo sviluppo di un metodo di PCR
classico (end point), seguito dal sequenziamento
del prodotto di amplificazione e dal confronto di 
questo con le sequenze depositate in banche dati 
pubbliche. 

In particolare, la strumentazione di laboratorio ed i 
supporti informatici (commerciali e/o pubblici) a 
disposizione hanno contribuito a……



• individuare la regione bersaglio della PCR e a 
definire una coppia di primer in grado di rilevarla 
(applicazione WEB pubblica primerBLAST-NCBI).

•definire le condizioni ottimali per l’esecuzione del 
metodo di PCR 
(software commerciale Oligo 6, MBI, USA).

•applicare e verificare la bontà del saggio, su larve del 
coleottero.

•sequenziare (ed analizzare) il  prodotto di 
amplificazione, (sequenziatore automatico 
monocapillare ABI310, Applied Biosystems).

•confrontare le sequenze ottenute con quelle 
depositate in banche dati pubbliche (applicazioni WEB

pubbliche: nBLAST-NCBI e BOLD Identification System-
BOLD)

Approccio Approccio biomolecolarebiomolecolare: : 
la scelta per la scelta per AethinaAethina tumidatumida



Approccio biomolecolare: Approccio biomolecolare: 
quale “regione bersaglio”?quale “regione bersaglio”?

••CITOCROMOCITOCROMO--C OSSIDASI C OSSIDASI subunitàsubunità I (“COI”)I (“COI”)

••rDNArDNA 16s16s

••CITOCROMO b (“CITOCROMO b (“CytCyt b”)b”)

••ITSITS--11

••rbcLrbcL & & matK matK 

••………….………….



“COI” come bersaglio d’elezione“COI” come bersaglio d’elezione

••Sufficientemente stabile Sufficientemente stabile 
a livello intraspecifico a livello intraspecifico 

••Sufficientemente variabile a Sufficientemente variabile a 
livello interspecificolivello interspecifico

••Consente lo sviluppo di protocolli di PCR “trasversali”, Consente lo sviluppo di protocolli di PCR “trasversali”, 
in grado cioè di essere applicati, potenzialmente, su  in grado cioè di essere applicati, potenzialmente, su  
gruppi tassonomici distanti (gruppi tassonomici distanti (eses: mammiferi ed : mammiferi ed 
echinodermi)echinodermi)

Riassumendo: la “COI” possiede le caratteristiche ideali Riassumendo: la “COI” possiede le caratteristiche ideali 
per assumere il ruolo di per assumere il ruolo di markermarker genetico d’elezione genetico d’elezione 
nell’identificazione “nell’identificazione “biomolecolarebiomolecolare” di specie.” di specie.



E’ una PCR asimmetrica condotta in E’ una PCR asimmetrica condotta in 
presenza di una opportuna miscela di presenza di una opportuna miscela di 

dNTPdNTP//ddNTPddNTP--fluorescenti fluorescenti 
L’incorporazione di un L’incorporazione di un ddNTPddNTP--

fluorescente, nel filamento di DNA in fluorescente, nel filamento di DNA in 
estensione, determina  sia estensione, determina  sia 
l’interruzione della sintesi di l’interruzione della sintesi di 

quest’ultimo, sia la sua marcatura. quest’ultimo, sia la sua marcatura. 
Le condizioni di reazione solo tali per Le condizioni di reazione solo tali per 

cui, statisticamente, si ottiene una cui, statisticamente, si ottiene una 
popolazione di filamenti marcati,  popolazione di filamenti marcati,  
ciascuno dei quali interrotto in una ciascuno dei quali interrotto in una 

posizione specifica: nel loro insieme, posizione specifica: nel loro insieme, 
queste interruzioni, interessano tutta queste interruzioni, interessano tutta 

(entro certi limiti) la regione da (entro certi limiti) la regione da 
sequenziaresequenziare. La successiva . La successiva 

separazione e  caratterizzazione separazione e  caratterizzazione 
(della fluorescenza) dei filamenti, (della fluorescenza) dei filamenti, 
mediante elettroforesi (capillare o mediante elettroforesi (capillare o 

gel), consente di determinare la gel), consente di determinare la 
sequenza del DNA oggetto dello sequenza del DNA oggetto dello 

studiostudio

Sequenziamento Sequenziamento con il metodo con il metodo CHAIN TERMINATIONCHAIN TERMINATION

(o metodo di (o metodo di SangerSanger))
DNA stampoDNA stampo

. . . . . ACGCAGGTGTTGCGATGTCCAC. . . . . ACGCAGGTGTTGCGATGTCCAC

PrimerPrimer

……T G C GTCCA C A…………T G C GTCCA C A……





STANDARD DI RIFERIMENTO PER STANDARD DI RIFERIMENTO PER 
L’APPROCCIO BIOMOLECOLAREL’APPROCCIO BIOMOLECOLARE

Sono le sequenze di DNA bersaglio, Sono le sequenze di DNA bersaglio, 
ottenute dalle specie d’interesse, raccolte ottenute dalle specie d’interesse, raccolte 
in basi dati proprie e/o pubbliche e in basi dati proprie e/o pubbliche e 
utilizzate per il confronto (mediante utilizzate per il confronto (mediante 
applicazione WEB o software di applicazione WEB o software di 
laboratorio) con le sequenze ottenute nel laboratorio) con le sequenze ottenute nel 
corso delle analisi.corso delle analisi.













GenBankGenBank
NCBI’s NCBI’s GenBankGenBank database database isis a a collectioncollection of of publiclypublicly availableavailable annotatedannotated
nucleotide nucleotide sequencessequences, , includingincluding mRNAmRNA sequencessequences withwith codingcoding regionsregions, , 
segmentssegments of of genomicgenomic DNA DNA withwith a single gene or multiple a single gene or multiple genesgenes, and , and 
ribosomalribosomal RNA gene RNA gene clustersclusters..
GenBankGenBank isis specificallyspecifically intendedintended toto bebe anan archivearchive of of primaryprimary sequencesequence
data. data. ThusThus, , toto bebe includedincluded, the , the sequencingsequencing mustmust havehave beenbeen conductedconducted byby
the the submittersubmitter. NCBI  . NCBI  doesdoes some some qualityquality control control checkschecks and and willwill notifynotify a a 
submittersubmitter ifif somethingsomething appearsappears amissamiss, , butbut itit doesdoes notnot curate the data; curate the data; 
the the authorauthor hashas the final the final saysay on the on the sequencesequence and and annotationannotation placedplaced in in 
the the GenBankGenBank record. record. AuthorsAuthors are are encouragedencouraged toto update update theirtheir recordsrecords
withwith new new sequencesequence or or annotationannotation data, data, butbut in in practicepractice recordsrecords are are 
seldomseldom updatedupdated..









Alcune identificazioni  Alcune identificazioni  
condotte presso l’IZSLTcondotte presso l’IZSLT
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