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Cuprinde conform planului experimental 3 obieciivgortante:

1. Cercet ri asupra variabilit ii genetice la albine;

2. Stabilirea corelaiilor dintre caracteristicile morfometrice i genofondul rasei
studiate;

3. Stabilirea heterogenit ii popula iilor studiate i a gradului de hibridare.

Fiecare obiectiv acuprinde la randulisactivit i specifice.

Probele au fost recoltate din 12 juglelin Transilvania, atat din stupine &aare, cat i
pastoralefigura 1). Din fiecare stupinau fost recoltate cate 100 de albine, iar exttacde ADN
s-au fcut din 10 albine pentru analiza microsatielf (picioru e), respectiv 10 albine pentru analize
a ADN mitocondrial (muchi toracici). M sur torile morfometrice s-au realizat pe un nurde 30
de albine.

Figura 1 - Distribu ia teritorial a probelor analizate

OBIECTIVUL 1 are 4 activit i:

1) Identificarea proporiei anumitor caracteristici genetice comune in pdpua studiat i

stabilirea corelaiilor dintre acestea

Populaiile de albineApis mellifera carpaticastudiate sub aspectul variabilit date de
analiza segmentelor microsatelit amplificate cunerii specifici (primeri folosi pe scar larg
pentru astfel de analize — vezi tabelul 1) au pgrobinerea unor rezultate in premiepentru
Romania privind variabilitatea datle markerii STRMicrosateliii sunt o clas de markeri ADN
care implic un numr variabil de repetii in tandem (de la 10 in sus), de 1-5 perechi aeeb
Polialelele de la locii microsatdlise caracterizeazprin aceed lungime exprimat in perechi de
baze. Fragmentele abute in urma reai PCR, pentru amplificarea ADN-ului situat Tntleu
secvere unice, legate intre ele prin regiuni repetatd¢aimdem, au un polimorfism deosebit de
ridicat. Deoarece aceste fragmente au acumulat irintaate ridicate in decursul evoiei, rezult
c aceti markeri au un polimorfism ridicat datoriexistenei unui numr mare de alele la acela
locus, utile Tn analizele de paternitate sau peotittarea genomului. Deoarece fac parte din
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categoria markerilor codominayei pot fi foarte utili in genetica popuiiéor, mai ales la speciile la
care variabilitatea alozimiceste redus La populaile de Apis mellifera,prin studiile efectuate
asupra locilor microsatelj au fost descoperica fiind abundem i foarte utili in caracterizarea
regiunilor TnvecinateEstoup i col., 1993, 1994; Valdes col., 1993; Weberi Wrong, 1993.

in cadrul analizelor efectuate detre colectivul nostru, primerii microsatelit care ar tat
un polimorfism ridicat sunt:

Tabelul 1
Primeri microsatelit utiliza i pentru analizele genetice i

temperaturile de aliniere ale acestora

1%#)&" "&)!" !%g(;f;d,.! Lo | 1451%6 "&)HSHR)8A" 1$&

(8 > = =

(© 67 = oz

+ 62 = o=

- > = —

9/ >/ 66::99 3‘_2

i o5 R

- 67 = o=
(+: 65 — 2=

La analiza variabilit ii genetice s-au folosit opt loci microsatgladnotai astfel: B 124, A
7,A 24, A28, A35 A 107, A113, A 88. Dintre atia, numai 7 au fost utilizapentru prelucrarea
statistic a datelor, deoarece microsatelitul A88 nu a amcglifvizibil toate loturile analizate.

Dup migrarea produlor PCR, obinu i in urma amplificrii cu primeri specifici celor 7 loci
microsatelii (B 124, A 7, A 24, A 28, A 35, A 107, A 1)13-a realizat capturarea imaginii gelului
de agaroz cu ajutorul sistemului UVP. In furie de markerul de talie moleculautilizat (Ladder,
100 bp, Promega, USA), s-a estimatrimea fragmentelor amplificate, coresputware fiecrei
albine (10) i respectiv fiecrei probe (Cristian SB, Petri SM, &eni BH, Medieu Aurit SM,
Camr SJ, Unirea AB, Cut AB, Cuci MS, Uriu, BN, Petelsts, Baia Sprie MM, Vartori MS,
Tisa MM, Zimbor MS, Fini SJ, Fg ra BV, Livezile BN, Rupea BV, Bde ti CJ, Fiad BN, Arcu
CV, B i oara CJ, Bradu SB, Zetea HR, Suseni HR, BorsedRdidn CV, Zagoni CV).

Urm toarea etap dup estimarea nrimii fragmentelor amplificate in perechi de baae,
constat in denumirea de la 1 pda 29 a populdilor observate. Aceste genotipuri, observate in
urma estimrii m rimii benzilor de migrare in gel, se difermz foarte evident in 3 subgrupe,
prezentate ffigura 2. In figur se poate observa proba prelevatdin localitatea Cristian (proba
num rul 3), provine din hibridul Buckfasi se separtotal de restul probelor.
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Figura 2 — Gruparea genotipurilor observate (PAST e d. 1,85)

Fiecare microsatelit a identificat dogau mai multe genotipuri, in fume de segmentul de
recunoatere. Aceste genotipuri, impreuou markerul de identificare sunt prezentat@abelul 2.

Tabelul 2

Identificarea genotipurilor cu primerii microsateli t analiza i

&4™ 1$& 1%' & #$

(+: ?% 6% 5% @/% @@% @1

8 @% 2% @?% @6% @>

+: 1% 16

+- -% 1?

9/ @2% 12

(,8 @5% @.% 1/% 1@% 1106 1-% 1>

((9 >% .% @@% @-% 15%][1.

Analiza factorial a diferiilor loci microsatelit prezint rezultate care se completeaz
reciproc. Totui, exist un genotip (notat cu nurmul 12 — albine din localitatea Cristian — SB) care
prezint cel mai pregnant caracteristici genetice difedi celelalte probe. Este vorba despre
hibridul Buckfast. Lungimeai num rul alelelor amplificate sunt diferite in fume de locusul
analizat.

2) ldentificarea locusurilor de pe gene care sunt pripasei Apis mellifera carpatica

Pentru a identifica locusurile care furnizeamnformaii distincte despreApis mellifera
carpatica s-au efectuat analize a ADNmt, cu ajutorul a t2rsele primeri, folosi pentru analiza
mai multor populai de Apis melliferaincepand din 1993i pan in prezent._primerii E2i H2
(Garnery i col., 1993), respectiv N1i N2 (Moritz i col., 2006).
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Material i metode de lucru

Din fiecare stupin au fost extrase cate 10 albine din care s-a sdabBxtrada ADN
genomic (din muchii toracali), folosind 2 protocoale de lucra: 150 pul de Chelex + 6 pl
Proteinaza K [probele s-au pus in termociclu cu RERpendorf-Mastercycler personal), dup
programul: 55°C — 1 or 99°C — 15 min., 37°C — 1 min., 99°C — 15 minQiage pstreaz la 4°C
pan se dau in lucrulb. Extracia cu Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promeg#)u fost
citite cantitateai puritatea ADN. Valorile au fost cuprinse intre-139 ng/ul pentru cantitate, iar
puritatea (260/280) intre 1,061,97. Cu protocolul a. se abe o cantitate mai mare de ADNo
puritate mai sczut , iar cu protocolul b. se adbe o cantitate mai micde ADN i o puritate
crescut.

Amplificarea s-a fcut folosind 2 protocoale de lucru: protocoful pentru un volum de 10
pl/reacie, folosind primerii E2 [(5-GGC-AGA-ATA-AGT-GCA-TTG-3) i H2 (5-CAA-TAT-
CAT-TGA-TGA-CC-3’) (Garnery i col., 1993)], respectiv protocoll, pentru un volum de 25
pi/reacie [primerii N1 (5-TCC-ACA-AAT-AAA-ACC-CCA-AGA-TT-3) 1 N2 (5-GAA-GTG-
TAA-GTG-CAA-AAT-ATC-TAT-G-3’) (Moritz i col., 2006,date nepublicafg. S-a folosit PCR
Master Mix (2x) de la Fermentas, 10 pmol/reapentru primerii E2i H2 i 50 ng ADN/reade.
Aceleai concentrdi au fost respectate pentru volumul de 25 pl/reade, folosind GoTaq Flexi
DNA Polymerase (Promega) dNTP Mix (Promega). Programul de amplificare ®topentru
protocolul A este unul imbun it de Moritz i col., 2006 (95°C - 5 min., 40 cicluri pasul 1:
92°C — 45 sec., pasul 2: 50°C — 45 sec., paslI # 120 sec., elonga final 70°C — 20 min.).
Pentru primerii N1i N2 (protocolul B), programul de amplificare foibeste urmtorul: 95°C - 3
min., 40 cicluri  pasul 1. 94°C — 60 sec., pasul 2: 62°C — 60 gmsul 3: 72°C — 90 sec.,
elongaia final 70°C — 7 min. Cai indicator de mrime a fragmentului amplificat s-a folosit un
marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder de la Fermentas.

Migrarea probelor s-a realizat in gel de agar®%o, folosind ca buffer TBE 1 x, la 70 V
vitez de separare.

Interpretarea rezultatelor s-a realizat prin studtomparativ al lungimii produsului
amplificat cu alte popula studiate la nivel european.

In cazul restrigei cu enzimaDral (Promega), s-au folosit 15ul produs PCR, restmicti
enzyme 10u/ul - 0.8ul, Buffer B 10x - 2ul,® steril — 2.2ul. Volumul total este de 20 pl. Se las
la restrictat 4 ore la 37°C, apoi se migrepeoduii in gel de agaroz3.5%.

Pentru acesta a fost necesar documentare prealabilfoarte precis privind regiunea
amplificat de primerii cu care s-a lucrat. In cazul setulue dprimeri E2 (5
GGCAGAATAAGTGCATTG 3'- Forward) i H2 (5 CAATATCATTGATGACC 3'- Reverse),
se observ ca acetia amplific gena tRNA®™ | a doua subunitate a genei COIll (cytochrome
oxidase II), in lungime de aproximativ 572 gbefiBank: M23409.1,LOCUS AMFMTCOX) -
figura 3.

GenBank: M23409.1

LOCUS AMFMTCOX 2950 bp DNA linea INV 23-MAR-2000

DEFINITION Apis melliferatRNA-Trp gene, complete sequence; cytochrome-c abdse chain | gene, complete
cds; tRNA-Leu gene, complete sequence; cytochromesgidase chain Il gene, complete cds; and tRNA-Asgnd
tRNA-Lys genes, complete sequence; mitochondrialeges for mitochondrial products.

tRNA 1820..1889
/product="tRNA-Leu"
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1801 aatcaatttt aattaaattt taatat
1861 ataaagtatt tttaaacttt tattaaaatt tccccact

1921 aaattaataa caatttttaa taaaataaat aattaatt

1981 attcaatctt aaagatttaa tctttttatt aaaattaa
2041 aaatataaca gaatatattt attaaaattt aatttatt
2101 ttatatttca agaatcaaat tcatattatg ctgataat
2161 ttataataat tattattata atttcaacat taactgta
2221 taaacaaatt ctcaaattta tttttattaa aaaatcat
2281 ttattccaat tattattcta ttaattattt gttttcca
2341 ttgatgaaat tgtaaatcct tttttttcaa ttaaatca

ggca gaataagtgc at

aactta agattcaaat
ta attcatatta atttaaaaat

tt atttttatat tgaattttaa

ta aattaatata aaataaaaca
aa aatttccaca tgatttatat

tt aatttcattt cataatatag

ta tattatttta gatttattta

aa tattgaaatt atttgaacaa

tc attaaaaatt ttatatttaa

5 ggca gaataagtgc agi; 3’ primerul E2

att ggtcatcaa :gftattg at
t

2401 catatgaata tccagaattt aataatattg aatttgat tc atatatacta aattataata
primerul H2 5’ caatatcattgatgacc 3’
Figura 3 — Secven ele amplificate de setul de primeri E2 i H2 (Garnery icol., 1993)

S-a amplificat fragmentul respectiv pentru probele colectate dete noi, iar lungimea
fragmentului a diferit pun (aproximativ 580 pb — apreciere in gel de agarmhs%). Acesta este
deja un prim indiciu ¢ materialul genetic -Apis mellifera carpaticgprezint o diferen fa de
albinele Apis mellifera ligusticgpentru care s-a realizat secverea intregului ADN mitocondrial
(Crozier i Crozier, 1993). S-a trecut apoi la idrea” fragmentului amplificat cu enzima de
restricie Dral (Promega), care teoretic fragmenteaggmentul amplificat in 4 segmente mai mici:
dou cu lungimea de aproximatd&0-45 ph unul cu lungimea de aproxima®b pb, respectiv unul
mai lung de aproximati20 pb (conform cu studiul teoretic al locusurilor detrisie studiate la
Apis mellifera ligusticaGenBank, access number: M23409)1

In legtur cu fragmentul supus diséei, pentru probele noastre s-auiobt lungimi ale
fragmentelor diferite de cele ale albinefgis mellifera ligusticalLa albinele din cele 35 de loga
s-a constatat cnu exist posibilitatea diferemerii unor haplotipuri distincte. Comparand prolaeec
in urma analizei unor loci microsatelit au dat difee de 100% (ex. probele de albine din
localitatea Cristian — judel Sibiu, care sunt foarte puternic diferate de celelalte probe) fade
toate celelalte probe, cu ajutorul restéccu enzimaDral a fragmentului de 580 pb abut, nu a
prezentat un haplotip diferifigura 4). Acest fragment nu ofera adar posibilitatea de a diferén
albina Apis mellifera carpaticade hibridul Buckfast prin restria cu enzimaDral. S-au pus in
eviden 3 locusuri de restrie, imp r ind fragmentul de 580 pb Tn 4 segmente deym urmeaz

9 un segment de aproximativ 48 pb;
9 un segment de aproximativ 70 pb;
9 un segment de aproximativ 90 pb;
9 respectiv un segment de aproximativ 370fm(a 4).

Exist ins diferene evidente fa de alte speciii subspecii de albine deja studiate pe acest
fragment. Astfel, la populéle de albineApis ceranadin Philipine, De La Ruai col. (2000)
identific 4 haplotipuri Cel, Ce2, Ce3, Ce4, in general imcie de insulele de unde au fost
recoltate albinele. Fragmentele iolote au fost cuprinse intre 10 si 216 pb. Garneopl. (1993)
descoper 21 de haplotipuri pe acest fragment, la un rnude 302 colonii de albine prelevate de pe
un vast teritoriu: Scandinavia, Anglia, Fran Spania, Sicilia, Algeria, Maroc, Sudul Africii,
aparinind liniior evolutive A, C i M. El-Niweiri i Moritz (2008) descoperla albinele Apis
mellifera exploatate Tn SudarApis mellifera adansonii, Apis mellifera scutellatgpis mellifera
lamarckii, Apis mellifera syriaga- folosind aceea regiune amplificat i aceea enzim de
restricie — 7 haplotipuri apanand liniilor evolutive A, O i C: Al (47 bp; 108 bp; 483 bp), A4 (47
bp; 108 bp; 193 bp; 483 bp), A8 (47 bp; 591 bp)3A47 bp; 310 bp; 483 bp), O1 (47 bp; 67 bp;
108 bp; 420 bp), O1’ (47 bp; 67 bp; 67 bp; 108 PO bp; 420 bp), C2 (47 bp; 64 bp; 420 bp).
Niciunul nu corespunde celui descoperit de noie egrarine liniei evolutive C.
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Haplotipul este urm torul: 48 pb, 70 pb, 90 pb, 370 pl{determinarea exact numrului de
perechi de baze a fiewi segment se va face prin secvere).

Figura 4 — Profilul electroforetic al
probelor restric ionate cu enzimaDral
n gel de agaroz 3.5%

Culoarul 1:Marker de lungime molecular
de 100 pb (Fermentas);
Culoarul 2:Prob de ADN amplificat cu

primerii E2 i H2 nerestridonat; ==
Culoarul 3:Prob din localitatea Unirea —
(MS) restricionat cu enzimaDral; —
Culoarul 4:Prob din localitatea Cristian a " ‘ i,
(SB) restricionat cu enzimaDral; ' [ —

Culoarul 5:Prob din localitatea Bradu
pastoral (SB) restrimnat cu enzima

Dral; Culoarul 6:Prob din localitatea

Van tori (MS) restricionat cu enzima 90 pb
Dral; Culoarul 7: Prob din localitatea
Rupea (BV) restric ionat cu enzima
Dral; Culoarul 8: Marker de lungime
molecular de 50 pb (Fermentas).

Pe baza analizei lungimii fragmentelor amplificateprimerii E2 i H2, se poate face
o clasificare a materialului biologic din stupinafudiate. Astfel, lungimea frgamentului de
aproximativ 580 pb ne permite Bicadr m acele albine in specigis mellifera carnicalinia
evolutiv C, ecotipulcarpatica(albine inrudite cu populide de albine din partea sud-estic
a Europei).

In urma migrrii electroforetice a prodilor PCR amplificai cu primerii N1 i N2, s-
au pus in eviden fragmente de 790 pb, in cazul tuturor popilet luate in studiu.

3) Studiul amprentei moleculare la Apis mellifera caapica

Pentru a olne informaii asupra variabilit ii genetice aApis melliferaexploatat pe
teritoriul Transilvaniei, colectivul nostru a efaat analize complexe, bazate pe abord
experimentale diferiteloci microsatelit, respectivsecvene intergenice din ADNmt Pe
baza rezultatelor oimute, s-a putut intocmi un grafic al frecveinde aparie a anumitor
genotipuri.

Analiza locilor microsatelit. S-au identificat pentru fiecare marker microsaiakle
specifice, de nrimi diferite i Tn num r specific. Exist a adar posibilitatea folosirii acestora
ca loci specifici albinelor exploatate in Romartiacusurile detectate de microsateliB124
au fost alelele care in stare homozigfdrmeaz trei genotipuri distincte, dupm rimea
fragmentelor amplificate, astfel: 190, 200210 pb. Tn urma analizei locusului microsatelit
A7, s-au detectat 5 genotipuri diferete dup m rimea fragmentelor olmute (110 pb in
stare homozigot respectiv 110-170 pb, 110-150 pb, 110-120 phl00-150 in stare
heterozigot). In urma estimrii m rimii fragmentelor de ADN microsatelit analizat cu
primerul specificA107 s-au obinut 8 genotipuri detectate de diferite alele. Aeealele apar
in stare homozigotla m rimile de 180 pb, 160 pbi 100 perechi de baze in stare
heterozigot 180-200 pb, 160-180 pb, 180-220phl60-220 perechi de baze. Microsatelitul

Pagina? din 12



P #
$ W& &'( &)*+

Al113 a generat 4 genotipuri la diferite alele, don stare homozigotde 170 pbi 210 pb,
respectiv douin stare heterozigode 170-210 pbi 210-250 pb. Microsatelituh28 prezint
doar dou tipuri de alele, una homozigode 150 pb i una heterozigot de 140-160 pb.
MicrosatelitulA24 are tot 2 tipuri de alele, una homozigoe 105 pbi una heterozigotde
90-110 pb. MicrosatelituA35 este tot cu doualele, una homozigotde 110 pbi una
heterozigot de 80-120 pb.

Analiza ADN mitocondrial. Restricia cu enzimaDral a fragmentului amplificat de
primerii E2 i H2 ne-a permis descoperirea unui nou haplotipci$ic populaiilor studiate.
Fragmentele restrictate sunt diferite de celénole la celelalte populiade albine europene.
Locusurile de restriee identificate sunt localizate destul de predigufa 5), urm toarea
etap fiind secvenerea intregului fragment.

48pb 1 70pb 9 90pb 3 370pb
— > > b g
d ) )
a I -
tRNAleu Intergenic region coln
100ph

Figura 5 — Identificarea locusurilor de restric ie cu enzima Dral
la popula iile de albine din Transilvania

4) Interpretarea statistic a rezultatelor i stabilirea dispersiei in populé a anumitor
caractere proprii raseii variet ilor studiate

Analiza locilor_microsatelit. Rezultatele olinute in urma apliaii testului Kruskal-
Wallis ne arat diferenele existente intre diferite probe de albine. Sdatectat difereme
semnificative intre probele comparate cu probaGtistian SB. Astfel, diferea intre Cristian
SB i Media u Aurit SM este de p=0,00573, CangJ p=0,00873, Cuci MS p=0,00397, Tisa
MM P=0,00655, Fg ra BV p=0,00573, Zetea HR p=0,00299, Poian CV p=0600¢abelul
3).

Analiza ADN mitocondrial. Datorit faptului ¢ fragmentele “tiate” de enzim@ral
sunt identice la toate probele, interpretareastiatidevine nul pentru acest marker.

OBIECTIVUL 2 are 2 activit i:

1) Evidenierea corelaiilor genetice i fenotipice in relaie cu seleda pe baza
performanelor productive ale populalor analizate

Din punct de vedere fenotipic, albinele sunt cansé ca o popul@ relativ omogen
O singur excepie este prezent i anume proba din localitatea Cristian, care pitezin
caractere de coloina diferite privind pigmentarea tergitului 3. Decsasenea, se poate distinge
0 singur caracteristic analizat care influeneaz m rimea corporal a albinelor, i anume
altitudinea. Mrimea corporal ste semnificativ corelat(p=0,04) cu altitudinea. Hegura 6
se observ foarte bine gruparea albinelor in fuilecde latitudine i altitudine (legea lui
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Bergmann). Grupul selectat cu culoarea marou peodin loturile de albine de la altitudini
inalte, grupul delimitat cu portocaliu este dinldég@odi .
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Figura 6 — Gruparea albinelor in func  ie de altitudine (PAST ed.1,85)

Omogenitatea morfometricrelativ se explic In mare parte prin practicarea

stup ritului pastoral, dari prin faptul ¢ diferenele au fost probabili in trecut destul de slab
evideniate.

2) Nominalizarea criteriilor de selete inand cont de mennerea biodiversit ii ide
caracteristicile genetice ale raselor

Studiul de fa se supune principiilor unui program intetioaal de mernnere a
biodiversit ii speciilor, ca sursde gene valoroase care se solieitfi conservatei mai ales
protejate. Procesul adapt este unul foarte complex, care se nme® intr-o permanent
reacie de echilibru cu mediul inconjuor, iar acest lucru este valabil cu atat mai ninilt
cazul subspeciei Apis mellifera carpatica, intreantext european chiar mondial in care se
discut din ce in ce mai mult despre un Colaps al Colonide Albine [Colony Collapse
Disorder (CCD)]. Cauzele nu sunt pe deplin idecdiie, de aceea se impune cu atat mai mult
i mai repede un program de mieere a genelor cu rezisteni adaptabilitate crescut

Se impune adar ca pe langcriteriile clasice de selae ale albinelor: dup
producie, prolificitatea mtcilor, intensitatea de zbor a albinelor in timpulesului i pe timp
nefavorabil, longevitate, modul de depunere a mieascibilitatea, predispoz la roire,
rezistena la iernare, rezistem la boli, s se propun i criterii de selege genetic (folosirea
de mtci i trantori genotipiza — la diferite caractere care confeezisten la condiiile de
mediu de exploatare, rezistemgenetic la imbolnviri cu parazii i virusuri, etc.).
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Tabelul 3
Rezultatele analizelor testului Kruskal-Wallis pent ~ ru asem narea intre probele analizate

CristianSB | LivezileBN | RupeaBV | BadestiCJ | FiadBN ArcusCV BaisoaraCJ | BraduSB ZeteaHR SuseniHR | BorsecHR | PoianCV ZagonCV
PetriSM 0.03932 0.36000 0.21480 0.62210 0.82060 0.96980 0.67760 0.93970 0.07412 0.41810 0.41810 0.18770 0.96980
SacueniBH 0.01145 0.75830 0.43030 1.00000 0.66820 0.57520 0.89510 0.50970 0.44040 0.85350 0.97550 0.97950 0.37340
MediesuAuritSM 0.00573 0.78430 0.78960 0.38110 0.14320 0.19770 0.31950 0.15140 0.81830 0.23920 0.41150 0.31210 0.10730
CamaraSJ 0.00873 0.97550 0.76480 0.51810 0.86910 0.69240 0.59780 0.64440 0.30360 0.92640 0.90200 0.60700 0.44830
UnireaAB 0.03442 0.54950 0.26430 0.77820 0.76240 0.96980 0.85010 0.96980 0.13540 0.54950 0.50350 0.36410 0.85010
CutAB 0.01380 0.86960 0.50520 0.89550 0.88800 0.72480 0.83270 0.69850 0.33800 0.97380 0.86960 0.78430 0.45970
CuciMS 0.00397 0.77530 0.83580 0.39180 0.12720 0.19240 0.33170 0.12720 0.77670 0.19450 0.39180 0.23010 0.08551
UriuBN 0.03071 0.69360 0.66390 0.94760 0.30720 0.45970 0.83270 0.36000 0.78430 0.49050 0.84380 0.60300 0.32420
PeteleaMS 0.01243 1.00000 0.73890 0.79430 0.40250 0.32110 0.64180 0.36850 0.78960 0.52390 0.75000 0.61040 0.20360
BaiaSprieMM 0.01693 0.85350 0.56790 0.92640 0.66820 0.53100 0.84320 0.48870 0.57150 0.80550 0.97550 0.85710 0.37340
VanatoriMS 0.07861 0.69360 0.68510 0.97380 0.80530 0.77820 0.97190 0.69850 0.52900 0.97380 0.97380 0.86950 0.64720
TisaMM 0.00655 0.95380 0.66290 0.75000 0.51490 0.47570 0.70980 0.35220 0.61040 0.70650 0.86200 0.75240 0.29170
ZimborSJ 0.03442 0.39810 0.17240 0.67270 0.70550 0.87980 0.70550 0.87980 0.07898 0.41810 0.36000 0.25350 1.00000
FinisBH 0.02080 0.74270 0.40090 1.00000 0.83270 0.94390 1.00000 0.86030 0.19830 0.66950 0.66950 0.49380 0.72480
FagarasBV 0.00573 0.95090 0.80660 0.51810 0.55290 0.62090 0.53100 0.37340 0.60700 0.75830 0.87770 0.81700 0.32260
CristianSB 0.00000 0.02703 0.01243 0.02703 0.03442 0.11580 0.05089 0.06520 0.00299 0.01586 0.02374 0.00261 0.06520
LivezileBN 1.00000 0.00000 0.97690 0.62240 0.54950 0.59740 0.59740 0.43860 0.70160 0.76760 0.76760 0.97820 0.43860
RupeaBV 1.00000 1.00000 0.00000 0.52390 0.21480 0.35220 0.47570 0.26430 0.94200 0.36920 0.66390 0.54410 0.21480
BadestiCJ 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000 0.67270 0.64720 0.94390 0.64720 0.32440 0.97380 0.89550 0.66140 0.57320
FiadBN 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000 0.70550 0.82060 0.87980 0.25350 0.86030 0.62210 0.74740 0.57080
ArcusCV 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000 0.82060 0.96980 0.30550 0.75130 0.69850 0.59820 0.82060
BaisoaraCJ 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000 0.73370 0.31950 0.94390 0.83270 0.68190 0.67760
BraduSB 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000 0.19770 0.62210 0.54950 0.48230 0.87980
ZeteaHR 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000 0.35200 0.56540 0.37030 0.12070
SuseniHR 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000 0.84380 0.97820 0.48130
BorsecHR 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000 0.95630 0.45970
PoianCV 0.98600 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000 0.30550
ZagonCV 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 0.00000
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OBIECTIVUL 3 are 3 activit i:

1) Analiza gradului de heterogenitate in populée studiate

Genotipurile cele mai omogenecaracteristice ecotipului observat sunt utoarele:
Petri SM, Scueni BH, Camr SJ, Uriu, BN, Tisa MM, Zimbor MS, FiniSJ, Bde ti CJ, Fiad
BN, Arcu CV, B i oara CJ, Bradu SB, Zagoni CV. Din cele 35 de pnolbmai 13 au fost
detectate ca fiind din stocul nativ local (SNL)nc nefiind amestecate cu hibridul Buckfast.

Probele detectate ca fiind amestecate cu hibriddkEst sunt urntorele: Cristian
SB (90%), Medieu Aurit SM (20%), Unirea AB (30%), Cut AB (20%), €GuMS (30%),
Petelea MS (10%), Baia Sprie MM (35%), Véori MS (50%), Fg ra BV (20%), Livezile
BN (20%), Rupea BV (10%), Zetea HR (30%), Suseni (@6%), Borsec HR (20%), Poian
CV (60%). La 15 probe au fost observate genotipuriracteristice hibridului Buckfast. Tn
rest, se poate afirma calbinele studiate apam subspecieiApis mellifera carpaticao
populaie distinct de celelalte popula nvecinate, cu caractere fenotipice genotipice
proprii.

2) Identificarea afluxului de gene strine prin cuantificarea analizelor ADN
mitocondrial cu markeri specifici

Prin folosirea markerilor ADN mitocondrial folosiin cadrul proiectului de fa
(Garnery i col., 1993; Moritz i col., 2006), nu se poate face o diferere a populailor de
albine exploatate in Transilvania. Afluxul de gesteine se va putea realiza doar prin
secvenierea fragmentelor amplificate, eventual folosireai a altor seturi de primeri, care s
amplifice alte regiuni din ADN mitocondrial. S-as®perit ins un nou haplotip Tn urma
restriciei cu enziméDral a fragmentului amplificat de setul de primeri EB2.

3) Intocmirea unei h r i a distribu iei diferitelor genotipuri in populaia studiat

S-a intocmit o hart a distribuiei teritoriale a genotipurilor olmute cu primerii
microsatelit utilizai 1 procentul de hibridare cu hibridul Buckfagg(ra 7).

Figura 7 — Repartizarea genotipurilor i a variet ilor de albine din Transilvania
analizate la diver i loci microsatelit
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