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Studio della variabilita del locus
SDL e l'attribuzione di tipo genetico
nelle api
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L'ape e un insetto sociale.

Vivono in colonie in cui risiede una
femmina riproduttiva (I'ape regina) e la
sua prole.

Ogni alveare ha 50.000 o piu api all'inizio —
dell'estate.

Ogni ape ha un ruolo definito.




NOMIX Tre classi — GENETICA

QUEEN WORKER DRONE
Life Span: 2 -7 Years 22 - 42 Days ~ 90 Days




R, 'ape regina

Le api regine hanno un compartimento specializzato detta
“spermateca” dove conservano il materiale seminale
possono o meno fertilizzare ogni uovo mentre viene
deposto.

Slater, G.P.; Smith, N.M.A.; Harpur, B.A. Prospects in Connecting

Genetic Variation to Variation in Fertility in Male https://www.nationalgeographic.com/animals/article/honey-bee-job-
Bees. Genes 2021, 12, 1251. queen,hive,animals
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Genetica

* | maschi si sviluppano da
uova non fecondate e
quindi sono (aploidi)

* Le femmine si sviluppano
da uova fecondate e quindi
sono (diploidi).

“Aplodiploidia”



NOMIX Gene csd

CU4TZ LSNKTIHNNNNYKYNY-NNNYNNNHYNNNY----KKLQYYN--IINIEQIPVPVPVPIYCG

AUZ2T]1 LSNKTIHNNNNYKYNYNNNNYNNNNYN------- KKL-YYKNYIINIEQIPVPVPV--YYG
DU4T1 LSNKTIHNNNNYKYNYNNNNYNNNNYNNNYNNNCKKL-YYN--INYIEQIPIPVPV--YYG
FU24T2 LSNNTIH-NNNYKYN----—- NYNNYN------- KKL-YYN--IINIEQIPVPVPV--¥CG

Scientific RepoRts | 7: 2317 | DOI:10.1038/s41598-017-P2529-9

La determinazione del sesso in Apis mellifera e regolata dal gene csd

Il gene csd e costituito da 9 esoni, di cui gli esoni da 6 a 8 codificano per il
dominio di specificazione del potenziale (csd-PSD) che &€ composto da una
regione ipervariabile (HVR) basata su ripetizioni e SNP che insieme definiscono
I'allele cds.
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Csd Alleli (maschi/femmine)

Le api diploidi vitali hanno due alleli diversi e
sono femmine fertli.

Drone/maschio Operaia
Le api con un allele sono aploidi e maschi. Aploide Fertile Fertile

O & Qe

Quando sono presenti due alleli identici a csd,
i diploidi dovrebbero svilupparsi in femmine,
ma poiché hanno un solo allele di csd, si
sviluppano nei maschi.

| droni diploidi vengono uccisi.

s . . Drone/maschio i
La variabilita allelica in questo locus € / Operaia

essenziale per prevenire le perdite e per le diploide Fertile
strategie di conservazione. - X )




NoMIX SCOPO del lavoro

Mettere a punto il protocollo per le analisi degli alleli del
locus CSD e analizzarne la variabilita nelle api del
Progetto BEENOMIX

Diversi kit estrazione

3 primer set

3 parti anatomiche per |'estrazione :
torace, gambe, ali

Due tipi di conservazione
(Etanolo e ghiaccio secco)




Risultati — 2 tecniche e (aploidi e

NOMI¥X
Allele 57 SSLSNKTIHNNNNYKKLYYNINYIEQI
Allele 20 SSLSNNYNSNNYNKYNYNNSKKLYYNINYIEQI
Allele 9 SSLSNKTIHNNNNYKYNYNNKYNYNNNNYNKKLYYKNYIINIEQI
Allele 26 SSLSNKTIHNNNKYNYNKYNYNNNNYNNYKKLYYNINYIEQI
Allele 33 SSLSNKTIHNNNNYKNYNYKKLYYNIINIEQI
Allele 4 SSLSNNTIHNNNYKYNYNNNYNNYNNYKKLYYNINYIEQI
allele 90 SSLSNNTIHNNNNYKYNYNNNYNNYNNYNNKKLYYNINYIEQI
Allele 16 SSLSNKTIHNNNNYNNNNYNNYKKLYYNINYIEQI
allele 93 SSLSNNYNYSNYNNNNNNYNNYKQLCYNINYIEQI
Allele 59 SSLSNNTIHNNNYKYNYNNNNYNNNNYNKKLYYNIINIEQI
Allele 95 SSLSNNYKYSNYNNYNNNNNYNNNYSKKLYYNIINIEQI
Allele 21 SSLSNKTIHNNNNYNNNNYNNYKKLYYNIINIEQI
Allele 23 SSLSNHYNYNNNKYNNYNNDYKKLYYNINYIEQI
Allele 54 SSLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNYNNNNYNNNYNNNCKKLYYNIINIEQI
Allele 7 SSLSKNTIHNNNYKYNYNNNNNYNNNYKKLQYYNINYIEQI
Allele 19 SSLSNNYKYSNYNNYNNNYNNNYNNNYNNNYKKLYKNYIINIEQI
Allele 109 SSNNYNYSNYNNNYNNNNYNNYKKLYYKNYIINIEQI
Allele 98 SSLSNKTIHNNNNYKNYNNYNNNNYKNYNNYKKLYYNIINIEQI
Allele 2 SSLSNNYNYNNYNNNYKPLYYNINYIEQI
Allele 27 SSLSNNYNYNNNNYNNYNNNYNNNYNKKLYYNIINIEQI
Allele 46 SSLSNNYKYSNYNNYNNYNKKLYYKNYIINIEQI
allele 91 SSLSNKTIHNNNNYNNNNNNYNNYNNYKKLYYNVINIEQI
Allele 94 SSLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNYNNNNYNNNNYKKLQYYNINYIEQI
Allele 96 SSLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNNNYKNYNNYKKLYYNINYIEQI
Allele 97 SSLSNNYNYNNCNYKHNKLYYNIINIEQI
Allele 11 SSLSNNYISNISNYNNNNNSKKLYYNINYIEQI
Allele 13 SSLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNYKNYNNYKKLYYNINYIEQI
Allele 17 SSLSNNTIHNNNNYNKKLYYNIINIEQI
Allele 22 SSLSNNYKYSNYNNYNNNYNNYNNNYNNNYKKLYYNINYIEQI
Allele 31 SSLSNKTIHNNNNYKYNYNNKYNYNNNNYNNNNYNKKLYYKNYIINIEQI
Allele 50 SSLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNYNNNYNNYKKLYYNINYIEQI
Allele 66 SSLSNNYNYSNYNNYNNNNYNNYKKLYYNINYIEQI
Allele 8 SSLSNSCNYSNNYYNKKLYYNIINIEQI

diploidi)

7,98%
5,85%
5,85%
4,79%
4,79%
4,79%
3,72%
3,72%
3,19%
3,19%
2,66%
2,66%
2,66%
2,66%
2,66%
2,13%
1,60%
1,60%
1,60%
1,60%
1,60%
1,06%
1,06%
1,06%
1,06%
1,06%
1,06%
1,06%
1,06%
1,06%
1,06%
1,06%
1,06%

Amelcsd-HVR111
Amelcsd-HVR213
Amelcsd-HVR70

Amelcsd-HVR107
Amelcsd-HVR115

Amelcsd-HVR28

Amelcsd-HVR42
Amelcsd-HVR31
Amelcsd-HVR166
Amelcsd-HVR134
Amelcsd-HVR51
Amelcsd-HVR60
Amelcsd-HVR99
Amelcsd-HVR39
Amelcsd-HVR114
Amelcsd-HVR12
Amelcsd-HVR43
Amelcsd-HVR21
Amelcsd-HVR54
Amelcsd-HVR124
Amelcsd-HVR86
Amelcsd-HVR34
Amelcsd-HVR38
Amelcsd-HVR120
Amelcsd-HVR19
Amelcsd-HVR170
Amelcsd-HVR20
Amelcsd-HVR23
Amelcsd-HVR195
Amelcsd-HVR205

Considerando tutte le 188 di circa
sequenze analizzate in totale sono
stati trovati 63 diversi alleli. Di cui
55 gia riportate in bibliografia
mentre 8 sono nuove sequenze (di
cui pero 4 gia pubblicate
nell’articolo Paolillo et al. 2022).

In tabella sono riportate le 33
sequenze ritrovate in piu di un
campione.

L'allele piu frequente € il 57 che si
dei campioni



Risultati analisi csd da WGS della linea Beenomix (diploidi)

NOMI¥X
Allele 33 SSLSNKTIHNNNNYKNYNYKKLYYNIINIEQI
Allele 20 SSLSNNYNSNNYNKYNYNNSKKLYYNINYIEQI
Allele 9 SSLSNKTIHNNNNYKYNYNNKYNYNNNNYNKKLYYKNYINIEQI
Allele 26 SSLSNKTIHNNNKYNYNKYNYNNNNYNNYKKLYYNINYIEQI
allele 93 SSLSNNYNYSNYNNNNNNYNNYKQLCYNINYIEQI
Allele 95 SSLSNNYKYSNYNNYNNNNNYNNNYSKKLYYNIINIEQI
Allele 4 SSLSNNTIHNNNYKYNYNNNYNNYNNYKKLYYNINYIEQI
Allele 46 SSLSNNYKYSNYNNYNNYNKKLYYKNYIINIEQI
Allele 57 SSLSNKTIHNNNNYKKLYYNINYIEQI
Allele 54 SSLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNYNNNNYNNNYNNNCKKLYYNIINIEQI
Allele 98 SSLSNKTIHNNNNYKNYNNYNNNNYKNYNNYKKLYYNIINIEQI
Allele 7 SSLSKNTIHNNNYKYNYNNNNNYNNNYKKLQYYNINYIEQI
Allele 50 SSLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNYNNNYNNYKKLYYNINYIEQI
Allele 16 SSLSNKTIHNNNNYNNNNYNNYKKLYYNINYIEQI
Allele 94 SSLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNYNNNNYNNNNYKKLQYYNINYIEQI
Allele 11 SSLSNNYISNISNYNNNNNSKKLYYNINYIEQI
Allele 96 SSLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNNNYKNYNNYKKLYYNINYIEQI
Allele 13 SSLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNYKNYNNYKKLYYNINYIEQI
Allele 21 SSLSNKTIHNNNNYNNNNYNNYKKLYYNIINIEQI
Allele 31 SSLSNKTIHNNNNYKYNYNNKYNYNNNNYNNNNYNKKLYYKNYIINIEQI
Allele 2 SSLSNNYNYNNYNNNYKPLYYNINYIEQI

16,0%
14,0%
14,0%
14,0%
10,0%
10,0%
8,0%
6,0%
6,0%
6,0%
6,0%
6,0%
4,0%
4,0%
4,0%
4,0%
4,0%
4,0%
4,0%
4,0%
4,0%

Amelcsd-HVR115
Amelcsd-HVR213
Amelcsd-HVR70
Amelcsd-HVR107
Amelcsd-HVR42
Amelcsd-HVR166
Amelcsd-HVR21
Amelcsd-HVR111
Amelcsd-HVR60
Amelcsd-HVR114
Amelcsd-HVR99
Amelcsd-HVR23
Amelcsd-HVR124
Amelcsd-HVR38
Amelcsd-HVR86
Amelcsd-HVR120
Amelcsd-HVR134
Amelcsd-HVR20

Amelcsd-HVR12

H cenes

Avrticle

In totale sono state
ricostruite entrambi gli alleli
di 51 operaie.

Sono stati trovati 47 diversi
alleli di cui 21 condivisi da
almeno 2 campioni.

42 sequenze erano gia
riportate in letteratura, 2
sono state gia pubblicate in
un nostro recente articolo e
3 sono nuovi alleli.

s

Amnalysis of Complementary Sex-Determiner (csd) Allele

Diversity in Different Honeybee Subspecies from Italy Based
on NGS Data

Gianluigi Paolillo '+, Maria Grazia De Torio %, Joel E Soares Filipe 100, Federica Riva ', Alessandra Stella 2,
Gustavo Gandini !, Giulio Pagnacco 2, Barbara Lazzari * and Giulietta Minozzi '*
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Albero filogenetico e istogramma
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Lalbero filogenetico e l'istogramma
mostrano che gli alleli ricostruiti dal
WGS sono equamente distribuiti tra
le diverse linee genetiche.



Sanger (linea maschile usando 6
e droni per linea)

Linea maschile Beenomix

famiglia sequenza allele
1 KISSNNYNYSNYNNNYNNNNYNNYKKLYYKNYIINIEQ! allele 109
KIISSLSNNTIHNNNNYKYNYNNNYNNYNNYNNKKLYYNINYIEQ!  allele 90
KIISSLSNHYNYNNNKYNNYNNDYKKLYYNINYIEQ allele 23
fam2  KIISSLSNKTIHNNNNYKKLYYNINYIEQ allele 57
KIISSLSNNTIHNNNYKYNYNNNNYNNNNYNKKLYYNIINIEQ! allele 59
a3 KUISSLSNNTIHNNNNYKYNYNNNYNNYNNYNNKKLYYNINYIEQ!  allele 90 . elesn ]
KIISSLSNKTIHNNNNYNNNNNNYNNYNNYKKLYYNVINIEQ) - e alta variabilita allelica
tma KIISSLSNNYNYSNYNNYNNYNNNYNNYKKLYYNINYIEQ)
KIISSLSNKTIHNNNNYKYNYNNKYNYNNNNYNKKLYYKNYIINIEQ! ~ allele 9
cams  KIISSLSNKTIHNNNNYKKLYYNINYIEQ allele 57 ]
KIISSLSNNTIHNNNYKYNYNNNYNNYNNYKKLYYNINYIEQ] allele 4 ° 33 Seq uenze trovate in 14
BMG e ANTIHNNAYIYNYNNAYNIVNAYRKOVNIYE allled :
allele
ey KUISSLSNNTIHNNNYKYNYNNNNYNNNNYNKKLYYNIINIEQ) a::e:e 59 DPQ, tra queSte sono stati
KIISSLSNKTIHNNNNYKKLYYNINYIEQ allele 57 . .- . . . .
o ISSNNYNYSNYRNNYNNNNYNNYKYYRYINEQ 2lele 109 identificati 14 diversi alleli
KIISSLSNNTIHNNNNYKYNYNNNYNNYNNYNNKKLYYNINYIEQ!  allele 90 . .
tamg  KISSLSNNTIHNNNNYKYNYNNNYNNYNNYNNKKLYYNINYIEQ! allele 90 circolanti
KIISSLSNHYNYNNNKYNNYNNDYKKLYYNINYIEQ allele 23
1o KISSLSNNTIHNNNNYKYNYNNNYNNYNNYNNKKLYYNINYIEQI  allele 80
KIISSLSNNTIHNNNYKYNYNNNYNNYNNYKKLYYNINYIEQ! allele 4
KITSSLSNNYNSNNYNKYNYNNSKKLYYNINYIEQ allele 20 e | d ue a | |e | i p| U freq ue nt|
gy KISSLSNKTIHNNNNYKKLYYNINYIEQ! a::e:e SZ) _ ) .
KIISSLSNNTIHNNNNYKYNYNNNYNNYNNYNNKKLYYNINYIEQ!  allele
KIISSLSNSCNYSNNYYNKKLYYNIINIEQ! allele 8 sonoil 90 e il 57 (216)
1y KUISSLSNKTIHNNNNYKNYNNYNNNNYKNYNYKKLYYNIINIEQ!
KIISSLSNKTIHNNNNYKKLYYNINYIEQ allele 57
tm 13 KIISSLSNHYNYNNNKYNNYNNDYKKLYYNINYIEQ) allele 23
KIISSLSNKTIHNNNNYKKLYYNINYIEQ allele 57
KIISSLSNKTIHNNNNYNNNNYNNYKKLYYNIINIEQ allele 21
cm1a  KISSLSNNYNYSNYNNNNNNYNNYKQLCYNINYIEQ! allele 93
KIISSLSNKTIHNNNNYKKLYYNINYIEQ allele 57
KIISSLSNNTIHNNNNYKYNYNNNYNNYNNYNNKKLYYNINYIEQ!  allele 90




STUDIO DIVESTITA” GENETICA
INTERNAZIONALE
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> BEENOMIX 1.0

e 125 campioni

 7linee genetiche Campionamenti

Ligustica

* Analisi genoma completo 30X coverage



GENETICA — ATTRIBUZIONE TIPO
GENETICO
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Article
Whole-Genome Sequence Analysis of Italian Honeybees
(Apis mellifera)

Giulietta Minozzi 1"**t(, Barbara Lazzari >*(, Maria Grazia De Iorio !, Cecilia Costa 3, Emanuele Carpana 3,

Paola Crepaldi 47, Rita Rizzi !, Elena Facchini °, Gustavo Gandini !, Alessandra Stella ? and Giulio Pagnacco 2



NOMIX SCOPO_ BEENOMIX 20

Passare da analisi di milioni di marcatori a
44.000 Marcatori che riescono a distinguere |
tipi genetici

Validato su campioni diversi tipi genetici
Caratterizzato Linea BEENOMIX 2.0

Validato su CHIP Commerciali
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