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In cadrul proiectului intitulat Garacterizarea potenialului genetic al albinelor
Apis mellifera carpatica utilizand tehnici moleculare n vederea conservii
biodiversit ii acesteia”, pe perioadalesf ur rii etapei 15 decembrie 2007 - 31 octombrie
2008, colectivul nostrui-a propus urmtoarele obiective:

1. Determinarea m sur torilor morfometrice la Apis mellifera carpatica

2. ldentificarea markerilor moleculari utiliza i in testarea metodelor de analiz a
variabilit ii genetice a albinelor;

3. Testarea markerilor moleculari i alegerea metodei de lucru

Pentru atingerea acestor obiective au fost desdte urmtoareleactivit i:
1. Achizi ionarea echipamentelor a materialelor pentru nsurare i a programelor
de calculator necesare interpréatdatelor
2. Efectuarea mnsur torilor morfometrice laApis mellifera carpaticgrin biometrie
computerizat
Interpretarea datelor dhute in corelae cu specificitatea de rasi referinele
bibliografice internaonale
Studiu comparativ biometric al ecotipurilor locale
Identificarea markerilor specifici utilizain analiza molecular
Achizi ionarea materialelor necesare analizelor moleculare
Stabilirea genelori a locusurilor care pot furniza informigprecise de difererere
a rasei analizate
8. Aplicaii practice i identificarea metodei de lucru optime
9. Testarea markerilor prin tehnici de analmolecular
10. Analiza variabilit it microsateliilor
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1. DETERMINAREAM SUR TORILOR MORFOMETRICE LA APIS
MELLIFERA CARPATICA

Pentru determinarea msur torilor morfometrice s-au utilizat:

Materialul biologic: Probele de albine au fost recoltate din localitiferite ale
Transilvaniei, de la apicultori cu stupine tramhale, evitandu-se pe cat posibil zonele unde se
practic apicultura pastoral Acesta a fost un factor foarte important deoaraseel s-a
incercat evitarea amestecului de gene dintre thferpopulai din Romania.

La colectarea probelor de material biologic (albmelifere) s-au luat in considerare
urm torii factori:

perioada de recoltare a probelor pentrur@sea unor exemplare tinere;
raza de zbor a nicilor i a trantorilor pentru imperechere;

recoltarea pentru un lot se face doar din intelionui stup;

culoarea predominant fagurilor din stupul de recoltare.

Colectarea s-a €ut din trei localit i diferite a fiecrui jude. Doar in judeul Sibiu
aceast colectare nu a fost posibitatorit faptului ¢ majoritatea apicultorilor exploateaz
hibridul Buckfast sau practicapicultura pastoral In celelalte jude s-a Incercat cuprinderea
unei zone semnificative pentru fiecare jydar loturile seledonate au fost pozonate la o
distan minim de 50 km. A fost colectate probe de albine din woarele localit i: Unirea,
Cut, Cristian, Bradu, Vanori, Rupea, Fg ra, Arcu, Zagoni, Poian, Zetea, Suseni, Borsec,
Petelea, Cuci, Uriu, Livezile, Fiad, Tisa, Baia i8pMedieu Aurit, Petri, Scueni, Camr,
Fini , Zimbor, Bdeti iB i oara.




Substare chimice (utilizate pentru determimile morfometrice i pentru extradga
ADN): Chelex 100 Sodium form. (Sigma), Proteinas€dRfomega ); PCR Master Mix 2x
(Fermentas sau Promega), Primer Forward: B 124, AZ4, A 28, A 35, A 107, A 113, A
88 (Eurogentec); Primer Revers: B 124, A 7, A 2428, A 35, A 107, A 113, A 88
(Eurogentec); Pudrde Agaroz (Promega sau Merck); 10 X TBE Buffer (Lonza); MgCl
(25mM) (Promega); dNTP (10mM) (Promega); DietilfE1d, 12 M g/mol (Merck); GoTaq 5
U/ | (Promega); HO ultrapur (Fermentas sau Promega); Colorant: Blue/Oranden@xing
Dye (Promega)i 6x DNA Loading Dye (Fermentas); Ladder: 100 bp ADNtep Ladder
(Promega) i Grene Ruler 1kb DNA Ladder (Fermentas); SYBR dai¢A gel stain 10 x
(Invitrogen).

Aparate electronice i instrumentar (utilizate pentru determimile morfometrice i
pentru extraca ADN): Trus de disede i Stereomicroscop OLYMPUS SZX 16, Aparat foto
Olympus: OLYMPUS SP-350; Surgle lumin: KL 2500 LCD OLYMPUS; Program de
calculator Quick PHOTO MICRO 2,2; Balananalitic: PARTNER XA 110; Centrifug
mic : SIGMA 1-13; Centrifug mare: Hettich-MIKRO 22 R; Agitator electric: Bios®S-10
Orbitalshaker; Vortex: Heidolph REAX top; Aparat amicrounde: Vortex; Combin
Frigorific : Arctic, PCR: Corbett RESEARCH; EPPENDORF Masteley personal; Linie
electroforez: - linie curent Consort EV 261; Cuva de migrarepn€ort n.v. i
Transiluminator: UVP; Spectrofotometru: BECKMAN CQUER DU 730.

Rezultate: M sur torile morfometrice s-au efectuat conform metodelescrise de
Ruttner (1988) modificate: se scot albinele dingadator i se usuc cu aer cald de aburi de
ap, ca prul de pe ele sse desprind Se pornde sursa de lumin i se regleazintensitatea
de luminozitate necesapentru iluminarea masei microscopului.

Se folosete stereomicroscopul Olympus cu aparat foto, caste déegat de un
calculator. Se fixeazp rile albinei pe masa microscopului, se regleazagnitudinea i
claritatea pozei dupcare se captureazcu aparatul foto. Magnitudinea trebuie sa aib
intotdeauna acelgavalori, Tn caz contrar nsur torile morfometrice vor avea valori eronate.
Pozele apar pe monitorul calculatoruluazu se obserwdin figura 1.

M sur torile efectuate la nivelul capuligunt urmtoarele:linia intern a ochilor
simplii (POL), linia dintre ochii compu i i ochiul simplu (OOL), linia lateral a ochiului
(LOL), m rimea labrumului, lungimea trompei.

La nivelul aripii au fost determinate uroarele msur tori: cele 11 unghiuri formate
din imbinarea nervurii aripiiA4, B4, D7, E9, G18, 110, 116, K19, L13, N23,026ingimea
aripii anterioare (FL), | imea aripii anterioare (FB), lungimea celulei radiale (RC),
indicele cubital compus din vena cubital A (VC A) i vena cubital B (VC B). La aripa
posterioar (figura 27) se msoar urm toarele:lungimea aripii posterioare (Lap),| imea
aripii posterioare (Laap),num rul hamulilor (H).

Pe piciorul posterior se rmoar urm toarele:lungimea femurului (FE), lungimea
tibiei (TI), lungimea metatarsului (ML), | imea metatarsului (MT).

La nivelul abdomenului au fost determinak@ngimea sternitului 6 (S 6),1 imea
sternitului 6 (LS 6), lungimea sternitului 5 (S 5),lungimea sternitului 4 (S 4). Au fost
efectuate msur tori i la nivelul tergitelor.
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Fig. 2 - Ochii compui i ochii simplii
ocelii

Fig. 3 - M sur tori efectuate pe aripa
anterioar
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Fig. 4 - M sur tori de pe piciorul Fig. 5- M sur tori pe sternitul 6, 5 i 4
posterior
M sur torile morfometrice olnute prin Programul Quick PHOTO MICRO 2,2 se

salveaz in Programul Exceli urmeaz prelucrarea statistic



In urma msur torilor morfometrice i a analizelor genetice s-au otut rezultate
importante prin efectuarea analizei statisticeestr date.

Literatura de specialitate distinge 5 ecotipuri albinei Apis mellifera carpatica
bazate pe nsur torile morfometrice a urntoarelor caractere: lungimea trompei, lungimea
corporal, lungimea tarsuluii a tibiei, lungimea aripei anterioare, indice dabiEcotipurile
albinei melifere de la noi dirmar sunt urmtoarele:

ecotipul din Campia Sudi¢

ecotipul din Podiul Transilvaniei i Campia Vestic (inclusiv Banatul);
ecotipul din zona colinarsubcarpatic;

ecotipul din Podiul Moldovei;

ecotipul din Podiul Dobrogei (inclusiv Delta).

Pe teritoriul luat Tn analizse gsete ecotipul din Podul Transilvaniei i Campia
Vestic, i ecotipul din zona colinarsubcarpatic, pe lang aceste 5 ecotipuri albinele din
Roménia mai pot fi clasificate in diferite variet de campie, de deal de munte Aceast
adaptare este detaptat, daclu m in considerare factorii de mediu foarte varkn aceast
zon a Transilvaniei,i dac inem cont i de legile lui Bergmann, Alleni Glover referitoare
la adaptarea diferitelor specii de animale la caitelde mediu.

Obiectivul acestui studiu a fost s constate dac mai exist aceste ecotipuri sau
variet i pe teritoriul Transilvaniei.

Analiza statistic s-a efectuat folosind programBIAST 1,84.exe(Palaeontological
Statistics, versiunea 1,84 exeqttp://folk.unio.no/ohammer/past ) i programul de
calculatorOrigini .

S-a putut astfel stabili o corelaintre factorii de mediu, a cum aratfigura 6.
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Fig. 6 - Corelaia linear Tintre factorii de mediu: altitudine (alt.) itemperatura medie
multianual (tma). Ecuaia de regresie linear este alt=-109,81 tma + 1310,1

Pentru exprimarea mai corec datelor s-a utilizat procedura in doi ipde analiz
multivariant :

1. analiza factorial (in mod special analiza componentelor principaléCA —

utilizat pentru a detecta subgrupele dintr-o popeldintr-o zon dat ).



2. analiza discriminatorie in etape (DA — pentru conéirea subgrupelor stabilité
identificarea caracterelor celor mai discriminatorivederea calcutii distanei dintre
centrul grupelor).

S-a incercatorelarea datelor obinute in urma msur torilor morfometrice intre ele
sau corelarea acestora cu factorii de mediu. Tnlaazsur torilor morfometrice se pot oine

iruri de variaii, dar care nu ofernici o specificae pentru caracterul urmt, in schimb ne
ofer date valoroase atunci cand ele sunt corelateatarfede mediu.

Corela ia intre factorii de mediu i un caracter urm rit, ar trebui s ne ofere date
exacte. Astfel s-a urmit corelarea msur torilor morfometrice cdegile lui Allen, Rensch i
Bergmann. Aceste legi se refeda regnul animal, cu aplicabilitate deoselid albin . Legea
lui Allen precizeaz ¢ picioarele i trompa scad in lungime in zonele cu climat rébensch
susine, ¢ anexele cu rol in protea temperaturii cresc odatu altitudineai cu latitudinea,
deci animalele in zonele cu climat rece trebuieak blana mai lung i mai deas.
Bergmann suge c toracele crede odat cu latitudineai altitudinea.

In urma prelucrrii datelor obinute se poate concluziona gu exist nici o corelaie
intre caracterele m surate i factorii de mediu. Legea lui Allen, Bergmann Rensch se
refer la generaliti privind regnul animal, insaceleai rezultate au fost olmute i de ctre
Ruttner atunci cand analiza rasele de albine delplk. Aceste corela ins nu pot fi
observate Tn urma raur torilor efectuate pe probele de albine din Trarmsila.

Rezultatele obinute Tn urma determin rilor m sur torilor morfometrice nu sunt
discriminatorii pentru ecotipurile identificate amii “70. Mai mult, nici varietile de campie,
de deal sau de munte nu se mai pot evidercest fapt se explicprin amestecarea
ecotipurilor detectate in urmcu peste 30 de ani, datoripracticrii intense a apiculturii
pastorale.

Metoda msur torilor morfometrice a fost suplimentatu analize genetice care ne
ofer o clasificare mult mai fidella nivelul microsatelilor.

2. IDENTIFICAREA MARKERILOR MOLECULARI UTILIZA I TN
TESTAREA METODELOR DE ANALIZ A VARIABILIT Il GENETICE A
ALBINELOR
Pentru realizarea acestui obiectiv s-au testat tamin markeri moleculari:

Secven a Numele primerului
5'-GGCAGAATAAGTGCATTG-3' E2
5'-CAATATCATTGATGACC-3' H?2
5-TCCACAAATAAAACCCCAAGATT-3' N 1
5-GAAGTGTAAGTGCAAAATATCTATG-3' N 2
5'-CAACATCGAGGTCGCAAACATC-3' 16 s DNA (ADNmt)

3-AGTTGGGACTATGTTTTCCATG-5'
COol

Ace ti markeri moleculari au fost desdrin multe studii bibliografice din stin tate,
fiind utiliza i la scar larg n lume.

Materialele utilizate Tn cadrul acestui experimennt prezentate in prima parte a
prezentei expuneri, fiind utilizata metoda claside determinare PCR pentru analiza
filogenetic utilizand markeri moleculari. S-a mai incercat oget Phenol-cloroform, dar care
este 0 metoda foarte laborioas care utilizeaz substare toxice pentru organismul uman.
Astfel, s-a decis utilizaremetodei Chelex

Aceasta metodade lucru (Metoda Chelex identificat ca markeri moleculari pentru
albinele melifere din Transilvaniamorsele E2 si H2 Acestea vor fi utilizate si pentru
urm toarele analize genetice a diferitelor populde albine din Transilvania.



3. TESTAREA MARKERILOR MOLECULARI
| ALEGEREA METODEI DE LUCRU

S-au folosit mai mui pa i (metode de analiz pentru testarea variabiliti genetice la
Apis mellifera carpaticalin bazinul transilvan cu ajutorul ADN-ului mitaadrial, i anume:
extracia ADN-ului genomic, cuantificarea probelor, reacPCR cu primerii specifici,
migrarea acestora in gel de agarogaptarea i analiza imaginilor obnute i n final
interpretarea datelor pentru aflarea gradului dedine filogenetic intre populaile analizate.

Extrac ia ADN (Metoda Chelex) s-a realizat prin tatonarea unwitqmol relativ
simplu, folosind urmtorii reactivi: Chelex, proteinaza K, etanol 70% aistilat. Ca i
poriune anatomic pentru extrage s-au folosit muwchii toracali. Dup urmarea palor de
lucru se pune proba in termocycler-ul cu PCR pe tomal program: 55°C — 1 oy 99°C — 15
min., 37°C — 1 min., 99°C — 15 min.. Se depoziteszoi probele in frigider la 4°C, pata
amplificarea fragmentului de interes dorit.

Cantitatea i _puritatea ADN-ului s-au citit utilizand spectrofotometrul NanoDrop
1000. Rezultatele aratdiferene mici in stadiul de puritate intre diferitele peobnalizate
(Tabelul 1). Cantitateai puritatea ADN-ului se pot considera bune pentmpkficarea
acestorai analiza secveelor de ADN mitocondrial.

Reacia PCR s-a bazat pe folosirea mai multor seturi de pritheriversali” (care au
fost testa deja la nivel european de mai multe echipe deetdori, i care au dat rezultate
bune pentru analiza biodiversit la populaiile de Apis mellifea apainand raselorApis
mellifera lingustica, Apis mellifera caucasica.,igmellifera carnica

Dup ce s-a realizat capturarea imaginii gelului deraga(unde s-au migrat benzile
de ADN mt) (Fig. 7) cu ajutorul sistemului UVP sede laestimarea num rului de perechi
de bazein funcie de markerul de talie moleculautilizat (LADDER, 1bp, Promega, USA).

Tabelul 1

Cantitatea (ng/ 1) i puritatea (260/280) ADN-ului extras din muchii toracali ai
Apis mellifera carpatia crescut in diferite jude e din Transilvania

Regiunea anatomic N ng/ul A260 A280 260/280 260/230
Mu chi toracali 15 I 291.46 5.989 3.049 1.96 0.66
Mu chi toracali 15 Il 185.81 3.717 2.148 1.73 0.44
Mu chi toracali 15 11 342.73 7.415 5.932 1.25 0.57
Mu chi toracali 15 v 382.61 27.652 27.169 1.02 0.49
Mu chi toracali 15 \Y 93.66 1.873 1.376 1.36 0.45
Mu chi toracali 15 VI 19494 3.899 3.102 1.26 0.4
Mu chi toracali 15 Vi 146.47 2.929 1.642 1.78 0.4
Mu chi toracali 15 VI 210.37 24.207 21.189 1.14 0.49
Mu chi toracali 15 IX 161.29 3.226 2.265 1.42 0.43
Mu chi toracali 15 X 289.01 5.78 4,426 1.31 0.54
Mu chi toracali 15 Xl 158.82 3.176 1.885 1.69 0.5
Mu chi toracali 15 Xl 526.51 30.53 39.823 0.77 0.43




Fig. 7 — Benzi de ADNmt migrate pe gel de agaroz

Probele migrate pentru testarea protocolului deulwu provenit din judel Cluj,
localitatea Bi oara, Bdeti iDeu.

Metoda testat a dat rezultate bune protocolul de lucru este coresputm, i in
etapele urntoare ale proiectuluva fi aplicat i pentru restul probelor, in vederea
caracteriz rii filogenetice a populaiei de albine melifere din Transilvania



