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INTRODUCERE 
 

 

 

 

La fel ca orice organism viu, insectele sunt vulnerabile la acŃiunea agenŃilor 

patogeni, bacterii, fungi, virusuri, paraziŃi etc. Pentru insectele cu rol benefic în 

economia mediului a existat o preocupare continuă de-a lungul timpului în 

găsirea soluŃiilor menite atât să reducă riscul la îmbolnăviri, dar şi să crească sau 

intensifice rezistenŃa naturală a unor specii sau populaŃii din rândul acestora la 

atacul patogenilor. Pentru soluŃionarea acestei problematici complexe, în ultimele 

decenii, au câştigat tot mai mult teren abordările sistemice, care îmbină concepte 

ecopatologice cu cele de ordin genetic şi de domeniul biologiei moleculare 

(http://www.lifescience-zurich.ch/focus1/material_method-en.asp). 

 

Datorită atât unor considerente de ordin etologic cât şi productiv Apis mellifera L. 

este poate cea mai importantă reprezentantă a clasei insectelor. Din acest motiv, 

prevenirea şi combaterea bolilor albinelor constituie una dintre preocupările 

majore ale apicultorilor pe plan mondial. Atât mierea cât şi produsele apicole 

secundare (polen, lăptişor de matcă, propolis, ceară) sunt bogate în factori 

nutritivi şi au acŃiune terapeutică valoroasă.  
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De asemenea, albinele sunt un important vector în procesul de polenizare al 

plantelor şi ca urmare a progresului înregistrat de biotehnologii s-au obŃinut 

rezultate notabile chiar în transformarea lor în virtuali agenŃi de vehiculare al 

transgenelor provenite de la plantele modificate genetic (D e z m i r e a n , D. şi 

col., 2007;  R a k o s y - T i c a n ,  E l e n a , 2005) 

 

În ceea ce priveşte ecopatologia, aceasta a devenit de mai bine de cinci decenii un 

concept familiar în soluŃionarea pe baze ştiinŃifice a problemelor ridicate de 

patologiile multifactoriale frecvente în practicarea agriculturii intensive. Această 

abordare implică o pregătire atentă a stragiilor menite să asigure un management 

eficient al stării de sănătate a întregului ecosistem, gestionat prin intermediul unui 

grup de lucru competent alcătuit, ce include specialişti din diverse domenii (ex. 

ingineri, agricultori, medici veterinari, statisticieni etc.).  

 

Prin interpretări statistice multidimensionale ale datelor colectate sunt găsite 

soluŃii optime ce includ atât identificarea cât şi prevederea potenŃialilor factorilor 

de risc, care, luaŃi în considerare în programele de sănătate aplicate fermelor 

vegetale şi animale contribuie la soluŃii preventive şi non-medicale în măsură să 

rezolve principalele probleme legate de starea de sănătate în agricultură (F a y e  

B .  şi col., 1999). 

 

Introducerea acestei abordări alături de diagnoza bazată pe metode moleculare în 

sistemele de creştere a albinelor se constituie într-o valoroasă oportunitate menită 

să deschidă calea pentru crearea de instrumente importante şi mult mai eficiente 

comparativ cu cele tradiŃionale, pentru suportul decizional conceput pentru 

asigurarea stării de sănătate a stupului, simultan cu reducerea la minimum a 

demersurilor invazive a acŃinilor curative.  
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Pe baza acestor considerente, a crescut disponibilitatea ipotezelor care pot permite 

aprofundarea cunoştinŃelor despre maladiilor specifice familiilor de albine.  

 

Bolile albinelor pot fi de natură necontagioasă sau contagioasă. Cele de natură 

necontagioasă au cauze fiziologice, pe când cele contagioase sunt provocate de 

diversitate largă de agenŃi patogeni de natură bacteriană, virală, micotică şi/sau 

parazitară (M ă r g h i t aş , L.Al., 2003). 

 

 

Bolile necontagioase cel mai frecvent întâlnite la albine sunt: puietul răcit (boala 

apare primăvara în familiile slabe care au cuiburile nerestrânse şi neîmpachetate), 

diareea albinelor (este în principal consecinŃa consumului de hrană de calitate 

inferioară) şi anomaliile mătcilor (apar ca rezultat al distrofiilor sistemului neuro-

endocrin, sau sunt de natură congenitală).  

 

ApariŃia şi manifestarea acestora este frecvent asociată cu influenŃa exercitată de 

mediu, ce are consecinŃe directe asupra stării fiziologice a albinelor (fig. 1). 

CondiŃiile de ecomediu sunt ilustrate de o varietate largă de factori, ce pot fi 

reprezentaŃi de la climă şi grad de poluare, până la sistemele de creştere şi/sau 

tipul de alimentaŃie practicate în apicultură. 

 

Bolile contagioase reprezintă o ameninŃare mult mai severă asupra stării de 

sănătate a albinelor, comparativ cu cele necontagioase, în special datorită largii 

diversităŃi a factorilor care le produc. Deşi influenŃa mediului asupra acestora este 

minoră, uneori condiŃiile climatice sau de practicare a apiculturii pot constitui 

factori favorizanŃi în atacul agenŃilor bacterieni, virali, micotici sau parazitari. 
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Figura 1. RelaŃia dintre factorii de mediu şi patologia necontagioasă la albine 

   Climă 

AlimentaŃie 

Sistem de creştere 

Puietul răcit 

Diareea albinelor 

Anomaliile mătcilor 

Distrofii ale sitemului 
neuro – endocrin 

Maladii congenitale 

Familii slabe, cuiburi  
slab organizate 
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Printre cei mai răspândiŃi agenŃi bacterieni ce produc boli contagioase la 

albineputem enumera: Bacillus larvae (loca americană), Bacillus pluton, Bacillus 

alvei, Bacillus orpheus, Bacterium euridice, Streptococcus apis (loca europeană), 

B.apisepticus (septicemia), Bacillus parathyphi alvei (paratifoza). 

 

Boala puietului de albine – puietul în sac este provocată de virusul Morator 

aetatule, iar boala neagră, cunoscută şi sub denumirile de boala de pădure sau 

paralizia are drept cauză tot un virus dar detalii referitoare la natura acestuia nu 

sunt încă pe deplin elucidate. 

 

Cele mai frecvente boli micotice ale albinelor sunt: ascosferoza (boala puietului 

văros) provocată de Ascosphaera apis, aspergiloza (boala puietului pietrificat) 

provocată de Aspergillus flavus şi uneori de Aspergillus niger şi melanoza  al 

cărei agent patogen este Melanosella mors apis. 

 

Bolile parazitare sunt provocate de diverşi paraziŃi care trăiesc pe corpul 

albinelor şi care pe lângă faptul că se hrănesc cu hrana şi/sau hemolimfa acestora 

sunt şi agenŃi patogeni ai unor boli endo- sau ectoparazitare, în funcŃie de 

localizarea acestora. Dintre endoparazitoze amintim: nosemoza (provocată de 

protozoarul unicelular Nosema apis), amiboza (provocată de parazitul unicelular 

Malphigamoeba mellifica) şi acarioza (provocată de acarianul Acarapis woodi). 

Bolile ectoparazitare sunt provocate de paraziŃi, iar dintre acestea cele mai des 

întâlnite sunt: brauloza (Braula coeca), varooza (Varroa destructor), senotainioza 

(Senotainia tricuspis) şi triunghiulinoza (Meloë verigatus şi Meloë 

proscarabeus). 
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Au fost identificate albine ce prezintă rezistenŃă naturală la boli şi paraziŃi. Astfel, 

experimente efectuate în SUA pe unele linii de albine provenite din Rusia, ce se 

presupunea că sunt rezistente la Varroa destructor (jacobsoni) au demonstrat 

faptul că acestea aveau exprimat cel puŃin un mecanism de rezistenŃă. La 

coloniile ce nu prezentau rezistenŃă s-a înregistrat un grad de infestare a puietului 

de 65 – 75%, în timp ce albinele care se presupunea că prezintă rezistenŃă la 

parazit au înregistrat rate de infestare considerabil reduse (R i n d e r e r , T.E. şi 

col., 1999)      

 

L i a k o s , V. şi col. (2002) a efectuat încercări de identificare a unor linii de 

albine care prezintă rezistenŃă naturală la Varroa destructor în coloniile de Apis 

mellifera macedonica. În acelaşi timp se încearcă şi obŃinerea unor linii de albine 

rezistente prin procese de selecŃie, în care rezistenŃa este moştenită de la părinŃi la 

descendenŃi ca însuşire aditivă (L e w e y  L. şi col. 2003). 

 

Numeroase programe de ameliorarea a populaŃiilor de albine în vederea măririi 

rezistenŃei acestora la boli au fost lansate şi dezvoltate în întreaga lume.  

 

Creşterea albinelor rezistente la acŃiunea paraziŃilor cu ajutorul programelor de 

selecŃie convenŃionale ce utilizează mătci cu caracteristici dezirabile 

împerecheate cu trântori aparŃinând coloniilor selecŃionate au condus la rezultate 

promiŃătoare. O cale promiŃătoare de a obŃine prin selecŃie albine rezistente la 

boli şi paraziŃi o constituie şi selecŃia gameŃilor proveniŃi de la masculi 

homozigoŃi, care s-a dovedit deja eficientă în procesele de selecŃie a albinelor în 

funcŃie de performanŃele de producŃie (J a n d r i c i c , S.E. şi col., 2003). 
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În acest context, biologia moleculară oferă importante mijloace de control şi 

monitorizare a prezenŃei agenŃilor patogeni, a paraziŃilor şi a bolilor provocate de 

acestea.  

 

Identificarea locilor însuşirilor cantitative asociate cu rezistenŃa la boli şi paraziŃi 

la albine are o deosebită importanŃa economică, pentru că oferă instrumentele 

necesare selecŃiei indivizilor cu însuşiri dezirabile şi includerea lor în schemele 

de ameliorare a căror alcătuire este facilitată de selecŃia asistată de markeri (MAS 

– Marker Assisted Selection) 

 

La albine, au fost utilizaŃi markeri moleculari atât pentru identificarea relaŃiilor 

filogenetice dintre populaŃii (C a m e r o n , S.A., 2003), cât şi în studiile de 

evidenŃiere completă a genomului (Crozier şi col., 1993), caracterizarea unor 

regiuni intergenice în ADN-ul mitocondrial (C o r n u e t şi col., 1991), şi a unor 

secvenŃe de ADN cu un grad înalt de conservare (T a r è s , S. şi col., 1993), pentru 

punerea în evidenŃa a unei rate înalte de recombinare la nivelul locusului sexului 

(B e y e , M. şi col., 1999). Markerii genetici s-au dovedit a fi de o deosebită 

importanŃă şi utilitate în procesele de selecŃie a albinelor rezistente la boli, cât şi 

pentru studiul diversităŃii paraziŃilor, în vederea stabilirii structurii polulaŃionale 

şi a relaŃiilor taxonomice (N a v a j a s , M. şi col., 2000). 

 

La populaŃiile de albine, unde variaŃia alozimelor este relativ scăzută, se acordă 

importanŃă markerilor ADN care prezintă un polimorfism adecvat studiilor 

necesare identificării rezistenŃei la boli şi paraziŃi în cadrul acestor populaŃii. 

Aceşti markeri ADN pot prezenta fie variaŃii ale situs-urilor de restricŃie, cum 

sunt markerii RAPD, fie variaŃii ale lungimii, cum este cazul microsateliŃilor 

(R o w e  şi col., 1997). 
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Multitudinea de markeri moleculari utilizaŃi în entomologie poate fi inclusă în 

două mari categorii, markeri proteici şi markeri ADN (L o x d a l e , H.D. şi col., 

1998). Dacă markerii moleculari sunt reprezentaŃi de izozime (enzime cu funcŃii 

similare produse la loci diferiŃi) şi alozime (pentru o enzimă dată, alozimele sunt 

produşi ai diferitelor alele la un anumit locus), markerii ADN prezintă o mult mai 

mare variabilitate, în funcŃie de tehnicile în care aceştia îşi găsesc utilizarea. 

 

Comparativ cu markerii proteici, izozimele şi alozimele, markerii ADN utilizaŃi 

la insecte (inclusiv la albine) sunt mai numeroşi. Aceştia sunt: 

� RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms) Polimorfismele 

Lungimii Fragmentelor de RestricŃie  

� SSLPs (Simple Sequence Length Polymorphisms) Polimorfismele 

Lungimii SecvenŃelor Simple  

• MinisateliŃii sau VNTRs  (Variable Number of Tandem Repeats) 

Numărul Variabil al RepetiŃiilor în Tandem 

• MicrosateliŃii  

� AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms) Polimorfismul 

lungimii fragmentelor de ADN amplificate  

� RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) Polimorfismul ADN-ului 

amplificat la întâmplare  

 

ImportanŃa tuturor acestor markeri rezidă în posibilitatea utilizării acestora la 

alcătuirea hărŃilor de linkage şi a identificării locilor însuşirilor cantitative, care 

au un rol decisiv în furnizarea de date utile în controlul rezistenŃei la boli şi 

dăunători la populaŃiile de albine. 

                                                                                                                                                                                                                                                                      



Antonia ODAGIU, Ioan Gh. OROIAN – Caracteristici ecopatologice la insecte, abordare 
moleculară. Volumul 1. Apis mellifera L. 

Bolile şi paraziŃii albinelor 

 17

 

 
       
 

  CAPITOLUL   I 
 
 
 
 
 

BOLILE ŞI PARAZIłII ALBINELOR 
 
 

Albina meliferă (Apis mellifera L.) este o insectă socială cu trei caste. Face parte din 

regnul Animalia , clasa Insecta, ordinul Hymenoptera, familia Apidae, genul Apis. 

O colonie  de  albine   (fig. 2, 3, 4)  constă din matcă (regină) -  femela fertilă – (2.a, 

4), câteva mii de lucrătoare - femele care nu au capacitatea de a se reproduce – (2.b, 

3) şi din câteva sute de trântori – masculi – (2.c). 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

Figura 2. Indivizii coloniei de albine, a - matcă, b - albină lucrătoare, c – trântor  
(www.liis.lv/kukaini/lkuk2.htm - This image may be subject to copyright) 
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Îndatoririle albinelor lucrătoare sunt diversificate pe parcursul vieŃii acestora, de 

la asigurarea curăŃeniei, clădirea fagurilor şi hrănirea puietului, până la activităŃile 

de hrănire a mătcii.  

 

De la vârsta de 15 zile asigură ventilaŃia coloniei, paza şi culegerea polenului. La 

începutul anului, o colonie de albine constă din regină şi câteva sute de lucrătoare 

care au iernat (Mă r g h i t aş , L. Al., 2003).  

 

Pe măsură ce creşte lungimea zilei,matca  începe  să  depună  ponta.  În condiŃii 

normale, din ouăle fertilizate (diploide) se dezvoltă lucrătoare, iar din cele 

nefertilizate haploide, trântorii. 

 

 

 
 
 

 

Figura 3. Albină lucrătoare 
(www.uni-bayreuth.de/departments/ toek1/fortner/This image may be subject to copyright) 
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Figura 4. Matcă înconjurată de albine lucrătoare 
(www.tuat.ac.jp/~ethology/ Sasaki/queen-L.jpeg - This image may be subject to copyright) 

 
 
Timpul de dezvoltare a lucrătoarelor şi trântorilor de la stadiul de ou până la cel 

de adult este o caracteristică de castă şi diferă mult. În medie, o lucrătoare se 

dezvoltă din ou până la stadiul de adult în 21 de zile, iar un trântor în 16 zile 

(W i n s t o n , 1987, citat de D e n h o l m , C.H., 1999).  

 

Tipul hranei administrate larvei diploide femele după vârsta de 3 zile va conduce 

la obŃinerea unei lucrătoare, sau regine. IniŃial, toate larvele sunt hrănite cu 

lăptişor de matcă (secreŃie bogată în proteine a glandelor mandibulare şi 

hipofaringiene a „doicilor”). 

 

Larvele destinate a ajunge regine sunt hrănite cu cantităŃi mai mari de lăptişor de 

matcă pe toată perioada existenŃei lor. După vârsta de 3 zile, larvele albinelor 

lucrătoare şi ale trântorilor nu mai sunt hrănite cu lăptişor de matcă, ci cu nectar 

(care cu ajutorul enzimelor salivare este convertit în miere) şi polen (D e n h o l m , 

C.H., 1999). 
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1.1. BOLILE ALBINELOR 

 

 1.1.1. Boli provocate de viruşi 

  
Toate formele de viaŃă sunt atacate de viruşi, existând o foarte mare varietate a 

tipurilor acestora. Fiecare tip de virus are însă o gazdă specifică, sau un spectru 

foarte restrâns de gazde. Particulele virale constau dintr-un fragment de material 

genetic, ARN sau ADN, situat în interiorul unui înveliş proteic. Ele se înmulŃesc 

doar în interiorul celulelor vii ale gazdei. 

 

Cea mai mare parte a viruşilor care atacă albinele au drept efect scurtarea vieŃii 

acestora. Aceştia produc boli grave sau chiar fatale, se înmulŃesc şi se răspândesc 

în organismele gazdă pe o perioadă îndelungată, fără a cauza semne aparente ale 

bolii pe  care o provoacă. Această particularitate este caracteristică în 

cvasitotalitate bolilor provocate de viruşi la albine. 

 

Există diferite clasificări ale viruşilor identificaŃi la albine, toate realizate în 

funcŃie de relaŃiile filogenetice existente între aceştia. Pe baza metodelor ce 

utilizează secvenŃirerea fragmentelor de ADN din genomul viral, s-a stabilit 

faptul că majoritatea viruşilor identificaŃi la albine sunt de tip „picorna” (E v a n s , 

J. D., şi col., 2000). 

 

Metode directe de control a virusurilor la albine nu au fost încă stabilite, 

diagnosticul precis al prezenŃei acestora fiind greu de stabilit.  
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Paralizia cronică 

Deşi această boală a fost descrisă încă de acum un secol, cauza sa a fost 

identificată abia în anul 1963. IniŃial s-a considerat că parazitul Acarapis woodi ar 

fi cel care provoacă boala, abia ulterior demonstrându-se că aceasta este rezultatul 

acŃiunii unui virus – virusul paraliziei cronice.  

 

Acest virus este probabil întotdeauna însoŃit de un virus „satelit” - virusul asociat 

al paraliziei cronice – a cărui acŃiune nu se cunoaşte cu exactitate, dar se pare că 

este implicat în mecanismele de apărare.  

 

La albine acest virus „satelit” inhibă replicarea particulelor virale cu dimensiunile 

cele mai mari şi cu capacitatea infectantă cea mai ridicată. 

 

În cazul acestei boli se întâlnesc două tipuri de simptome. Primul este 

caracteristic aşa numitei „boli a insulei Wight” identificată în Marea Britanie la 

începutul secolului XX şi constă în pierderea capacităŃii de zbor, dilatarea 

abdomenului, distanŃarea aripilor însoŃită de mişcări necoordonate.  

 

Coloniile sever afectate adesea colapsează, în special la mijlocul sezonului de 

vară. Al doilea tip de simptome caracterizează aşa numita boală neagră. Acestea 

sunt identice cu primele, dar în plus albinele îşi pierd învelişul pilos, având ca 

urmare corpul negru cu aspect unsuros.  

 

Se presupune că apariŃia acestor două tipuri diferite de simptome cauzate de 

acelaşi virus se datorează diferenŃelor genetice dintre albine (M o r s e , R.A. & 

F l o r t t u m  K., Eds., 1997). 
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Paralizia acută 

Această boală este provocată de virusul paraliziei acute şi afectează albinele 

adulte, în special pe perioada de vară. IniŃial nu a fost asociat cu inducerea 

vreunei boli sau cu provocarea morŃii pentru că albinele infestate păreau 

sănătoase. Mecanismul inducerii bolii nu este încă elucidat, se ştie doar că 

purtător al virusului ce o provoacă este parazitul Varroa destructor (jacobsoni), 

ce acŃionează ca un vector de transmitere a lui la albine adulte, sau la puiet, aşa 

cum  demonstrează şi observaŃiile efectuate în Europa, SUA şi America centrală 

(H u n g  şi col., 2000; B a l l  şi col., 1988, B a i l e y  şi col., 1979; S h i m a n u k i  

şi col., 1994, citaŃi de M o r s e , R.A. & F l o r t t u m  K., Eds., 1997). Analize 

serologice au demonstrat prezenŃa masivă a acestui virus în Ungaria (B e k e s i , 

L. şi col., 1999).  

 

Pentru evidenŃierea acestuia sunt utilizate analize ale secvenŃei nucleotidice 

izolate din coloniile de albine infestate (E v a n s , J. D., 2002).  Albinele adulte 

infectate pot constitui la rândul or focare de infecŃie pentru larvele tinere, prin 

secreŃia unor cantităŃi mari de virus în hrana acestora.  

 

 

Boala produsă de virusul albinelor din Kashmir (KBV) 

KBV a fost iniŃial detectat la albinele adulte din Asia, Apis cerana ( B a i l e y  şi 

Woods, 1977, citaŃi de M o r s e , R.A. & F l o r t t u m  K., Eds., 1997), dar ulterior 

a fost identificat şi la Apis mellifera în Europa, Australia şi America de Nord 

(A l l e n  şi col., 1995; A n d e r s o n , 1990; B r u c e  şi col., 1995; H u n g  şi col., 

1995 citaŃi de H u n g , A.C.F., 2000). Acesta este un virus înrudit serologic cu 

virusul  paraliziei acute, are o acŃiune similară lui.  Unii autori consideră că acesta  
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ar fi vehiculat de parazitul Varroa destructor (jacobsoni) (H u n g  A. C. şi 

col.,1999). Pentru evidenŃierea KVB au fost utilizate iniŃial metode serologice 

(H u n g  A. C. şi col., 1999), dar la momentul de faŃă sunt utilizate analize ale 

secvenŃei nucleotidice izolate din coloniile de albine infestate (E v a n s , J. D., 

2002, H u n g , A.C. şi col., 2002). 

 

Spre deosebire de virusul paraliziei acute, toate tulpinile KBV sunt extrem de 

virulente, virusul se înmulŃeşte rapid în hemolimfa albinelor adulte sau a 

puietului, producând moartea doar în trei zile. 

 

 

Boala puietului în sac 

Virusul care provoacă această boală este Morator aetatule, fiind unul dintre 

primele virusuri detectate la albine. Organizarea genomică a virusului este 

similară membrilor familiei Picornaviridae, cu gene structurale la capătul 5’ şi 

gene nestructurale la capătul 3’ (G h o s h , R. şi col., 1999, citat de 

G r a b e n s t e i n e r , E. şi col., 2001). 

 

Virusul se înmulŃeşte rapid în mai multe Ńesuturi larvare, iar larvele par să aibă o 

dezvoltare normală până după căpăcire. Apoi devin galbene, cenuşii sau brune, cu 

capul de culoare mai închisă decât corpul, sunt întoarse complet cu partea ventrală 

în sus şi cea dorsală se sprijină pe pereŃii inferiori ai celulei luând aspectul unor saci 

cu lichid. Acest lichid care conŃine milioane de particule virale este situat între 

corpul larvei şi pereŃii celulei. Larvele mor apoi curând, se usucă şi primesc o 

coloraŃie maro închis. Viruşii existenŃi în larvele moarte îşi pierd repede capacitatea 

de a infecta noi indivizi, în  special pe  timpul iernii.  Pericolul de infestare este mai  
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mare la lucrătoarele tinere pe perioada în care curăŃă celulele fagurilor. Se pare că 

trântorii, care niciodată nu mănâncă polen nu sunt afectaŃi de acest virus. 

 

La vârsta de două zile larvele sunt cel mai susceptibile la acŃiunea virusului. 

Perioada de  vârf  a  infestării  este  cea  de  la  sfârşitul  primăverii  şi începutul 

verii. Este interesant de observat faptul că efectele virusului puietului în sac sunt 

identice cu cele produse de anestezia rapidă cu CO2. 

 

 

MalformaŃia aripilor 

Este o anomalie produsă de un virus, numit virusul ce produce malformaŃia 

aripilor, care a fost iniŃial identificată la Apis mellifera din coloniile infestate cu 

Varroa destructor (jacobsoni) în Japonia. Albinele din coloniile infestate au aripile 

slab sau foarte slab dezvoltate. Virusul are o perioadă îndelungată de înmulŃire. În 

cazul infestării ouălor, la scurt timp după eclozionare larvele mor, la puiet moartea 

se produce în stadiile de dezvoltare timpurie, iar dacă infecŃia se produce la albinele 

adulte, acestea nu prezintă malformaŃii, dar moartea se produce. Se pare că virusul 

produce mortalitate şi în coloniile neinfestate cu Varroa destructor (jacobsoni), iar 

mecanismul său de transmitere este similar cu ce întâlnit la virusul paraliziei 

acute (B a l l , 1989, citatde M o r s e , R.A. & F l o r t t u m  K., Eds., 1997). 

Cercetări similare efectuate în Anglia de B o w e n - W a l k e r  şi col. (1998) şi de 

van O e r s  şi col. (2000) în Olanda confirmă rolul de vector pe care îl are Varroa 

destructor (jacobsoni) în transmiterea virusului ce provoacă malformaŃia aripilor 

la albine (DWV – deformed wing virus). Cu toate acestea, pentru a cauza boala 

virusul trebuie să se găsească peste o anumită concentraŃie în pupele albinelor 

infestate (B r o w e n  –  W a l k e r  şi col., 1998).  
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Boala produsă de virusul albinelor din Egipt 

Această boală este întâlnită doar în Egipt şi este produsă de un virus denumit virusul 

albinelor din Egipt, despre care însă nu se cunoaşte nimic nici în privinŃa apariŃiei 

sale şi nici detalii despre mecanismele sale de acŃiune (B a i l e y  şi col., 1979 citaŃi 

de M o r s e , R.A. & F l o r t t u m  K., Eds., 1997). 

 

 

Paralizia lentă 

Virusul paraliziei lente este responsabil de producerea acestei boli. Indivizii 

infestaŃi mor la 12 zile de la inducerea experimentală a bolii prin injectarea 

virusului în hemolimfă, iar cu  două  zile  înainte de colaps se produce paralizia 

celor două perechi de membre anterioare. Recent s-a descoperit ca acest virus 

este letal în coloniile infestate cu Varroa destructor (jacobsoni), dar nu se cunosc 

încă date referitoare la istoricul bolii sau la răspândirea acesteia (M o r s e ,  R . A .  

&  F l o t t u m ,  K ., 1997). 

 

 

Boala produsă de virusul celulei negre a mătcii 

Virusul celulei negre a mătcii constituie cauza morŃii larvelor de matcă după 

închiderea în celule.  Este un virus de tip „picorna” şi a fost iniŃial izolat de la 

albinele din Africa de Sud (L e a t , N. şi col., 2003). PereŃii celulelor devin maro 

închis sau negri. Larvele bolnave au o coloraŃie galben pal semănând cu cele 

infestate de virusul ce provoacă boala puietului în sac. Adesea, virusul este 

prezent  la albinele infestate cu Nosema apis (A l l e n  şi col., 1993 citaŃi de 

B e n j e d d o u , M. şi col., 2002). Există încercări de manipulare a genomului 

acestui   virus   în   vederea  exploatării   potenŃialului   acestuia  ca vector viral şi  
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utilizarea lui în experimente conduse cu scopul aprofundării cunoştinŃelor despre 

PMS la albine (B e n j e d d o u , M. şi col., 2002). 

 

 

Boala produsă de virusul filamentos 

Virusul filamentos a fost iniŃial identificat în SUA (C l a r k , 1978, citat de 

M o r s e , R.A. & F l o r t t u m  K., Eds., 1997). El se înmulŃeşte în corpul gras şi în  

Ńesutul ovarian al albinei adulte. La indivizii care prezintă infestare severă, 

hemolimfa devine de culoare albă lăptoasă, acesta fiind singurul simptom 

cunoscut al acŃiunii virusului. 

 

 

Boala produsă de virusul Y al albinelor 

Virusul Y al albinelor se înmulŃeşte doar când este introdus în organism odată cu 

hrana. Nu se cunosc detalii despre acesta şi nici despre simptomele infecŃiei. 

 

Virusul celulei negre a mătcii, cel filamentos şi virusul Y al albinelor se 

înmulŃesc în organismul albinelor adulte atunci când acestea sunt infestate cu 

protozoarul Nosema apis (M o r s e , R.A. & F l o r t t u m  K., Eds., 1997).  

 

 

Boala produsă de virusul X al albinelor  

Această boală este produsă de un virus înrudit serologic cu virusul Y al albinelor 

şi denumit virusul X al albinelor, fiind aproape imposibil de separat de acesta pe 

cale fizică sau chimică.  Spre  deosebire  de  virusul Y, virusul X al albinelor nu 

este   asociat  cu   Nosema  apis,   dar   s-au  găsit  uneori  asocieri între  acesta  şi  
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protozoarul Malpighamoeba mellificae. Virusul se răspândeşte predominant prin 

fecalele contaminate. PrezenŃa sa în albinele deja contaminate cu M.mellificae 

accelerează moartea acestora (M o r s e , R.A. & F l o r t t u m  K., Eds., 1997). 

 

 

Boala produsă de virusul aripilor opace 

Infestarea albinelor cu virusul aripilor opace devine vizibilă în momentul în care 

aripile acestora devin opace. Diagnoza precisă a acestei boli poate fi stabilită doar 

serologic. Virusul se înmulŃeşte în capul şi toracele indivizilor infestaŃi.  

 

PrezenŃa acestuia conduce la scurtarea vieŃii, iar coloniile cu infestare masivă 

devin inactive după care colapsează la scurt timp (M o r s e , R.A. & F l o r t t u m  

K., Eds., 1997). 

 

 

Boala produsă de virusul Apis iridiscent 

Virusul Apis iridiscent este un iridiovirus asociat cu „boala clusterelor” 

identificată în India la Apis cerana.  Infestarea cu acest iridiovirus conduce la 

inactivitatea coloniilor în principal vara, colapsul producându-se la un interval de 

circa două luni de la infestare.  

 

Se înmulŃeşte în diferite Ńesuturi: corpul gras, tractusul alimentar, glandele 

hipofaringiene şi ovarele albinelor (M o r s e , R.A. & F l o r t t u m  K., Eds., 1997). 
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Boala produsă de virusul albinei din Arkansas 

Virusul ce produce această boală  - virusul albinei din Arkansas, a fost iniŃial 

identificat  în  Arkansas  la  albine aparent sănătoase, fără a se cunoaşte detalii despre  

acesta. Nu a fost întâlnit în afara graniŃelor SUA.  

 

În California, L o m m e l  şi col., 1985 (Morse, R.A. & Flottum, K. Eds., 1997) a 

întâlnit un virus asemănător pe care l-au denumit virusul Berkley al albinelor, dar nu 

se cunoaşte încă dacă acesta este identic cu virusul albinelor din Arkansas (M o r s e , 

R.A. & F l o r t t u m  K., Eds., 1997).  

 

 
 

1.1.2. Boli provocate de bacterii 

 

Datorită pierderilor economice considerabile pe care acestea le produc 

apicultorilor, bolile provocate de bacterii au fost cele mai studiate boli ale 

albinelor. 

 

 

Loca americană 

W h i t e  în 1907 (Morse, R.A. & Flottum, K. Eds., 1997) a fost primul care a 

demonstrat faptul că loca americană este rezultatul infestării cu bacteria sporulată 

B.larvae. Este foarte contagioasă şi dacă nu este tratată la timp şi corespunzător 

poate conduce la dispariŃia întregii colonii, răspândindu-se şi la alte stupini.  
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Această boală este una dintre cele mai grave boli ale albinelor în întreaga lume, 

agentul patogen fiind Bacillus larvae.  

 

Cadavrele larvelor infestate reprezintă sursa de infecŃie. Albinele lucrătoare 

încercând să elimine din stup larvele infestate şi moarte, preiau sporii bacteriei pe 

piesele bucale, picioare şi corp, devenind agenŃi infectanŃi. Contaminarea se face pe 

cale bucală, începând cu a doua zi a stadiului larvar când puietul începe să fie 

hrănit de către albine. Cel mai frecvent, boala se transmite de la un stup la altul prin  

intermediul albinelor hoaŃe, sau prin achiziŃionarea necontrolată a unor familii de 

albine sau mătci. 

 

Deşi la indivizii adulŃi infestarea este greu de identificat, diagnosticul poate fi stabilit 

prin examinarea puietului infestat. Larvele au culoare galben – maronie şi miros 

similar cu cel al cleiului de oase. Cel mai frecvent larvele mor după căpăcire, 

căpăcelele fiind perforate şi concave. Cadavrul larvei se deshidratează şi aderă la 

peretele celulei cu care formează un corp comun. 

 

 

Loca europeană 

Această boală este considerată de majoritatea apicultorilor mai puŃin gravă decât 

loca americană.  

 

Deşi a fost studiată încă de la sfârşitul secolului al XVIII-lea (S c h i r a c h , 1771 - 

în Honey Bee Pests, Predators, and Diseases, 45, Morse, R.A. & Flottum, K. 

Eds., 1997) detaliile referitoare la această boală nu sunt încă elucidate. 
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Agentul patogen este  Melissococcus pluton, o bacterie care iniŃial a fost 

cunoscută sub denumirile de Bacillus pluton şi Streptococcus pluton. Este 

răspândită pe tot globul, apare primăvara timpuriu  până toamna. Contaminarea 

se face pe cale bucală, prin consumul de hrană infestată, iar răspândirea în 

principal prin albinele hoaŃe şi trântori. 

 

Boala este dificil de depistat la început. Larva devine la începutul îmbolnăvirii 

mai transparentă, corpul se înmoaie, îşi schimbă poziŃia, devine gălbui, iar la 3 – 

4 zile de la infestare larvele mor şi se descompun. În locul acestora apare un 

lichid opalescent care devine cafeniu şi vâscos.  

 

Când boala apare la puietul căpăcit, căpăcelele celulelor se adâncesc şi devin mai 

închise la culoare. 

 

În 1984, P i n n o c k  ş i  F e a t h e r s t o o n e  (citaŃi de M o r s e , R.A. & 

F l o r t t u m  K., Eds., 1997)au arătat că testul ELISA  (enzyme-linked 

immunosorbent assay) poate fi utilizat cu succes în identificarea Melissococcus 

pluton, punând astfel în evidenŃă existenŃa bolii încă din stadiile timpurii când 

coloniile infestate par sănătoase. 

 

  

Septicemia 

La albine, septicemia este o boală bacteriană a albinelor adulte descrisă pentru 

prima dată de B u r n s i d e  încă de la începutul secolului XX (în Honey Bee 

Pests, Predators, and Diseases, 51, Morse, R.A. & Flottum, K. Eds., 1997). Boala 

este provocată de Bacillus apisepticus, bacterie reclasificată în anul 1959 de către  
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L a n d e r k i n  şi K a t z n e l s o n  (în Honey Bee Pests, Predators, and Diseases, 

51, Morse, R.A. & Flottum, K. Eds., 1997) ca Pseudomonas apiseptica. Aceasta  

este o bacterie nesporulantă gram-negativă. Contaminarea se produce pe cale 

respiratorie, agentul patogen pătrunde în hemolimfă care are un aspect lăptos şi 

mobilitate redusă. În hemolimfă se înmulŃeşte şi în final produce moartea, la 20 – 

30 ore după infestare.  

 

Boala este favorizată de condiŃii necorespunzătoare de întreŃinere, mai ales locuri 

umbroase şi răcoroase. Se pot înregistra vindecări spontane atunci când cauzele care 

au favorizat apariŃia acesteia dispar. 

 

 

 

Paratifoza 

Această boală este tot o boală a albinelor adulte favorizată de condiŃiile 

nefavorabile de întreŃinere. Agentul patogen este Bacillus parathyphi alvei. 

Contaminarea se face pe cale bucală prin intermediul apei infestate. Albinele 

infestate îşi pierd capacitatea de zbor, au abdomenul  inflamat,  prezintă  diaree  

după care intervine moartea. Boala poate fi confundată cu nosemoza şi acarioza şi 

pentru stabilirea unui diagnostic corect trebuie utilizat examenul microscopic. 

 

 

Boala produsă de Bacillus pluvifaciens 

Este o boală întâlnită destul de rar, probabil datorită faptului că nu este uşor de 

identificat (M o r s e ,  R . A .  &  F l o t t u m ,  K .  E d s ., 1997). Este produsă  de  
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Bacillus pluvifaciens, o bacterie sporulată gram-pozitivă. Ea afectează doar 

larvele albinelor, iar etiologiei ei nu este încă elucidată. 

 

 

Boala produsă de spiroplasme 

Spiroplasmele sunt bacterii din clasa Mollicutes. C l a r k ,  1977b, 1978 (citat de 

M o r s e ,  R . A .  &  F l o t t u m ,  K .  E d s ., 1997).  a descoperit în SUA o 

specie aparŃinând acestei clase, letală pentru albine. Nu se cunosc detalii 

referitoare la boală. 

 

 

Boala produsă de Rickettsia 

Rickettsia este o bacterie gram-negativă care are acŃiune parazitară intracelulară. 

La albine au fost identificate puŃine cazuri de îmbolnăviri produse de această 

bacterie (P o l t e v  şi col., 1967 în Rusia, W i l l e  1964b, 1966, 1967 în ElveŃia, 

W i l l e  1964b în Germania).Cercetări efectuate după 1970 aduc în discuŃie 

natura virală (C l a r k , 1977a, 1978) sau bacteriană (B a i l e y , 1981) a speciei, 

însă acest aspect nu a fost încă elucidat. 

 

 

1.1.3. Boli provocate de protozoare 

 

Protozoarele sunt organisme unicelulare cu acŃiune patogenă asupra insectelor, 

cauzându-le infecŃii cronice care pot fi sau nu letale pentru gazda infestată.  
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La albine nu se cunosc semne clinice în cazul infestării cu protozoare, de aceea 

diagnosticul poate fi stabilit doar prin examen microscopic.  

 

Deşi s-au efectuat multe studii referitoare la protozoarele care infestează  albinele  

şi  la  bolile  pe  care  acestea  le  produc,  sunt încă multe necunoscute cu privire la 

genetica şi ciclul de viaŃă al protozoarelor (M o r s e ,  R . A .  &  F l o t t u m ,  K .  

E d s ., 59, 1997). 

 

 

Nosemoza  

Boala este produsă de protozoarul Nosema apis. Acesta infectează celulele 

epiteliale ale peretelui intestinal al albinelor unde se înmulŃeşte, împiedicând 

digestia şi asimilarea hranei. Agentul patogen are două forme, vegetativă şi 

sporulată. În forma vegetativă se multiplică în ventricul, care devine în întregime 

infestat în două săptămâni de la contaminare (F r i e s  şi col., 2003). Forma 

sporulată apare după moartea albinelor, sau când protozoarul este eliminat în 

mediul exterior, unde rezistă timp îndelungat, iar când ajunge din nou în 

organismul albinei se transformă în formă vegetativă.  

 

Contaminarea  se  face  pe  cale  bucală,  prin  consumul  de  apă  sau  hrană  

infestată.  Boala  se  poate transmite şi prin contact direct între matca infestată şi 

albinele care o îngrijesc, sau mai ales primăvara în timpul curăŃirii fagurilor 

infectaŃi. 

 

Familiile infestate prezintă o activitate redusă primăvara. Albinele bolnave 

prezintă diaree, au abdomenul umflat, îşi pierd capacitatea de zbor, tremură, 

paralizează şi apoi mor.  
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Îmbolnăvirea cu Nosema conduce la scăderea producŃiei de miere şi la pierderi 

mari în timpul iernii, în ciuda lipsei unor evidenŃe clare ale instalării bolii. 

 

 

Amoeboza 

Boala a fost identificată în 1916 de către Maassen care  observat prezenŃa unor 

chişti amoebici în tubii Malpighi ai albinelor infestate. Această amoebă a fost 

denumită Malpighamoeba mellificae (P r e l l ,  1962b, citat de M o r s e , R.A. & 

F l o r t t u m  K., Eds., 1997). Acest protozoar este răspândit în toate continentele 

dar are o frecvenŃă mai redusă de cât Nosema apis. 

 

Trântorii şi mătcile sunt foarte rar infestate. Boala se transmite prin chiştii de 

Malpighamoeba mellificae din depozitele de fecale, mai ales primăvara când 

albinele curăŃă fagurii.  

 

Nu se cunosc simptome clare ale infestării cu acest protozoar. Diagnosticul poate 

fi stabilit doar prin examenul microscopic, atunci când se observă prezenŃa 

chiştilor în amoebici tubii Malpighi.Celulele epiteliale ale tubilor infestaŃi se 

aplatizează şi vor fi consumate de către parazit.  

 

De asemenea, prezenŃa Malpighamoeba mellificae cauzează disfuncŃii ale reglării 

osmozei la albinele infestate. 

 

 

Boala provocată de gregarine 

Gregarinele sunt protozoare ce formează o clasă mare care cuprinde peste 1500 

de specii (L e v i n e , 1982, citat de M o r s e , R.A. & F l or t t u m  K., Eds., 1997).  
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Unele dintre acestea au fost identificate în tractusul intestinal al albinelor, atacând 

epiteliul stomacului.  

 

Speciile identificate la albine nu sunt specifice pentru această gazdă (W a l l a c e , 

1966, citat de M o r s e , R.A. & F l o r t t u m  K., Eds., 1997) dar pot proveni din 

nectarul cules, sau din apă, ori chiar prin contaminare de la alte insecte.  

 

Deşi pot produce modificări patologice în celulele pe care le atacă, gregarinele nu 

produc efecte negative majore în coloniile pe care le atacă. Climatul cald se pare 

că este favorabil răspândirii bolii, fiind identificată în SUA şi America Latină. 

 

 

Boala provocată de flagellate 

Flagellatele sunt protozoare nesporulate ce posedă flagel, pseudopode, sau 

ambele mijloace de locomoŃie. La albine au fost identificate flagellate din clasa 

Kinetoplastida, care a u formă alungită şi prezintă flagel.  

 

În intestinul albinelor a fost identificată prezenŃa Leptomonas apis (L o t m a r ,  

1946, citat de M o r s e , R.A. & F l o r t t u m  K., Eds., 1997) care produce semne 

vizibile ale prezenŃei sale  atacând peretele intestinal în regiunea pilorică, dar nu 

există nici o dovadă că prezenŃa acestora ar cauza vreo stare patologică. 
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1.1.4. Boli provocate de ciuperci şi mucegaiuri 

 

Ciupercile şi mucegaiurile sunt organisme saprofite frecvent întâlnite atât în 

faguri, cât şi la albine. Bolile pe care acestea le produc la albine, micozele, sunt 

boli infecto – contagioase şi evoluŃia lor este influenŃată de condiŃiile de mediu. 

 

 

 

Ascosferoza (Puietul văros) 

Puietul văros este o micoză ce atacă larvele albinelor. Ea este cauzată de 

Ascosphaera apis, o ciupercă ce are micelii de ambele sexe.  

 

Boala are o răspândire largă peste tot în lume şi apare în lunile aprilie – 

mai. Primele observaŃii privitoare la boală au fost efectuate în 1913 de 

către Maassen în Germania (L o t m a r ,  1946, citat de M o rs e , R.A. & 

F l o r t t u m  K., Eds., 1997).  

 

Contaminarea se face pe cale bucală prin intermediul albinelor care igienizează 

stupul şi care vin în contact cu albinele sănătoase. Umiditatea şi temperatura 

ridicată favorizează apariŃia bolii.  

 

În primul rând este atacat puietul de trântori, pentru că de obicei acesta se află la 

periferia fagurilor, unde umiditatea este mai mare şi temperatura mai scăzută, 

extinzându-se mai apoi şi la restul puietului de albine.  
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Larvele infestate se înnegresc, îşi pierd segmentaŃia, pielea se aspreşte, iar corpul 

se acoperă cu un miceliu alb. Larva moare, iar în urma evaporării apei se usucă, 

având aspect mumificat şi devine asemănătoare unor pietricele de var.  

 

 

Boala provocată de mucegaiul polenului 

Această micoză este produsă de ciuperca saprofită Bettsia alvei care acŃionează 

asupra polenului depozitat în celulele fagurelui. Are o răspândire largă în Europa 

şi Noua Zeelandă. Boala nu atacă puietul. Ea poate fi confundată cu ascosferoza, 

dar spre deosebire de aceasta apare iarna. Infestarea coloniilor cu această ciupercă 

nu constituie o problemă gravă, neproducând maladie gravă sau moartea. 

 

 

Aspergiloza (puietul pietrificat) 

Aceasta este o boală rară şi apicultorii o considerau de importanŃă minoră, dar 

ulterior s-a dovedit a fi foarte periculoasă, fiind transmisibilă şi omului căruia îi 

atacă mucoasele oculare şi pe cele ale aparatului respirator. Este răspândită în 

stupinele de pe toate continentele.  

 

Boala este provocată de specii de ciuperci aparŃinând genului Aspergillus. Cel mai 

frecvent boala este produsă de Aspergillus flavus, dar ocazional este produsă şi de 

A.fumigatis şi A.niger. Sunt atacate larvele, nimfele şi albinele adulte.  

 

Contaminarea cu Aspergillus se produce mai frecvent după un cules abundent de 

polen, când datorită netasării corespunzătoare ciuperca îl infestează, boala fiind 

agravată de acŃiunea factorilor negativi de mediu. Primele semne ale infestării  
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sunt reprezentate de nelinişte, după care albinele prezintă mişcări anormale, 

paralizează şi în final mor.  

 

Larvele infestate cu Aspergillus se deshidratează, au o consistenŃă dură (de aici 

numele de puiet pietrificat), devin gălbui, sau galben – verzui.  

 

Nu se cunoaşte cu exactitate modalitatea de răspândire a bolii, dar se presupune 

că aceasta  s-ar  extinde  prin  intermediul  schimbului  de  rame  pe care îl 

realizează crescătorii, adică prin ramele provenite din coloniile bolnave şi ajunse 

în cele sănătoase.  

 

G i a u f f r e t  şi T a l i e r c i o  (1967) (citaŃi de M o r s e , R.A. & F l o r t t u m  K., 

Eds., 1997) au evidenŃiat posibilitatea ca boala să fie legată şi de administrarea 

antibioticelor, care modifică echilibrul florei intestinale normale la albine, 

precum şi de influenŃa unor factori de mediu (umiditate, lipsa ventilaŃiei, o hrană 

cu un conŃinut prea mare de apă etc.), sau genetici care favorizează apariŃia 

bolilor produse de fungi. 

 

 

 

Melanoza 

Este o boală ce afectează sistemul reproducător al mătcilor, producând sterilitate. 

Boala a mai fost denumită H – melanoză (de la cuvântul german Hefe care 

înseamnă drojdie) pentru a fi deosebită de B – melanoza care este produsă de o 

bacterie. Nu se cunosc detalii despre incidenŃa naturală a bolii. 
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Agentul patogen care produce H – melanoza este Melanosella mors apis.  Se pare că 

acesta intră prin orificiul vaginal în oviducte şi ovare unde produce melanoza, adică o 

coloraŃie neagră.  

 

Punga cu venin şi glandele veninoase ale albinelor sunt de asemenea afectate, 

prezentând inflamaŃii negre extinse, care exercită presiune asupra oviductelor, iar 

ouăle sunt pierdute, matca devenind sterilă (Fyg, 1964, citat de M o r s e , R.A. & 

F l o r t t u m  K., Eds., 1997). 

 

 

1.2. PARAZIłII ALBINELOR 

 

ParaziŃii albinelor aparŃin clasei Arachnida, subclasa Acari, având următoarele 

caracteristici: patru perechi de picioare segmentate, un corp nesegmentat, iar 

cavitatea bucală alcătuită din două părŃi, papilele senzoriale şi chelicerele ascuŃite. 

 

Stupul de albine reprezintă un habitat potrivit pentru o largă diversitate de 

paraziŃi. Au fost identificate peste 86 de specii de paraziŃi în habitatul albinelor 

(d e  J o n g  şi col., 1982b, citaŃi de M o r s e , R.A. & F l o r t t u m  K., Eds., 1997). 

Aceştia pot fi clasificaŃi în patru categorii (E i c k w o r t , 1988, citat de M o r se , 

R.A. & F l o r t t u m  K., Eds., 1997): 

� paraziŃi „vidanjori”  care se hrănesc cu resturile din stup (bucăŃi 

vechi de faguri cu miere, resturi de albine moarte, fungi etc.) şi care 

invadează proviziile de hrană depozitate. Aceştia sunt paraziŃi globulari 

cu mişcări lente, corp de culoare deschisă şi membrele de culoare 

închisă. Din această categorie fac parte Glycyphagus sp., în speŃă  
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Glycyphagus domesticus care se hrăneşte exclusiv cu fungii din stup, 

Acarus sp. în special Acarus siro  şi  Acarus immobilis care se hrănesc 

atât  cu fungi cât şi cu alte resturi de natură organică, precum şi 

Tyrophagus sp. Tyrophagus putrescentiae, Tyrophagus longior şi 

Tyrophagus palmarum. Deşi se găsesc în număr mare, aceşti paraziŃi nu 

aduc prejudicii coloniilor sănătoase, neconstituind un pericol pentru 

acestea. 

 

� paraziŃi prădători  care se hrănesc cu paraziŃii „vidanjori”, se 

găsesc în cea mai mare parte în resturile din stup. Cu mici excepŃii, 

aceştia nu au drept habitat stupul, dar se află acolo unde organismele pe 

care le atacă îşi procură hrana. Majoritatea aparŃin subordinului 

Mesostigmata, fiind paraziŃi cu mişcări rapide şi corp aplatizat. Cei mai 

des întâlniŃi aparŃin familiilor Ascidae, Macrochelidae şi Parasitidae. 

Cea mai mare parte pot fi observaŃi cu ochiul liber şi nu aduc nici un 

prejudiciu albinelor şi/sau puietului. 

 

 

� paraziŃi foretici , care se instalează pe albine cu scopul de ajunge 

la locul din care acestea îşi procură hrana (flori, stupi). Cei mai 

răspândiŃi aparŃin genului Neocypholaelaps. Aceştia se ataşează într-un 

anumit stadiu al dezvoltării lor de o insectă adultă proaspăt apărută 

pentru  fi transportaŃi într-un cuib nou. 

 

� paraziŃi care parazitează albinele adulte şi puietul lor . Aceştia 

reprezintă cea mai importantă categorie de paraziŃi datorită efectelor lor 

dăunătoare atât asupra albinelor adulte cât şi asupra puietului. Varroa  
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destructor şi Acarapis woodi sunt paraziŃii cu cele mai serioase efecte 

asupra albinelor şi puietului, atât datorită acŃiunii lor parazitare propriu-

zise cât şi datorită bolilor pe care aceştia le vehiculează. Aici trebuie 

amintiŃi şi paraziŃii aparŃinând genului Tropilaelaps (T. clareae şi T. 

koenigerum), dar a căror acŃiune este restrânsă la perimetrul Asiei. Mai 

există şi alte specii de paraziŃi caracteristici altor gazde şi care doar 

accidental parazitează albinele. Din această categorie fac parte cei 

aparŃinând Piemontes sp. (Piemontes  ventricosus, Piemontes  anobii şi  

Piemontes tritici), care sunt paraziŃi polifagi ai larvelor insectelor şi care 

invadează albinele doar ocazional. 

 

Dintre categoriile de paraziŃi mai sus menŃionate doar trei produc mortalitate 

masivă în familiile de albine, respectiv Varroa destructor (jakobsoni), Acarapis 

woodi şi Tropilaelaps clareae în Asia.  

 

ToŃi fac parte din categoria celor care parazitează albinele adulte şi puietul lor. 

 

 

 

1.2.1. Acarapis woodi 

 

Apicultorii din întreaga lume se confruntă cu pierderi masive datorită bolii 

produse de invazia acestui parazit, care mai poartă numele de „parazit al 

traheilor” datorită faptului că se hrăneşte şi e reproduce în traheea albinelor. 
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Este un parazit cu dimensiuni microscopice, corp oval, segmentat şi opt picioare. 

Femelele au o lungime de 143 – 174 µm şi o lăŃime de 77 – 88 µm, în timp ce masculii 

sunt de dimensiuni mai reduse, 125 – 136 µm lungime şi 60 – 77 µm lăŃime. 

 

Atât adulŃii, cât şi larvele şi ouăle lor au ca habitat sistemul respirator al albinelor. 

La nivelul primei perechi de stigme toracice care se deschide într-o mică 

excavaŃie în depresiunea mezotoracelui femelele depun ouăle, producând până la 

20 de descendenŃi, care ajung la maturitate după circa 11 – 12 zile masculii şi 14 

– 15 zile femelele. În mod obişnuit acarienii produc doar o generaŃie în aceeaşi 

gazdă. Acest acarian infestează atât albinele lucrătoare cât şi mătcile şi trântorii  

 

(P e t t i s  şi col., 2003), deşi trântorii datorită tuburilor traheale mai largi sunt 

infestaŃi preferenŃial (D a w i c k e , 1991, citat de M o r s e , R.A. & F l o r t t u m 

K., Eds., 1997). 

 

Contaminarea se face prin intermediul albinelor hoaŃe, a trântorilor, mătcilor şi 

roiurilor infestate. Albinele parazitate îşi pierd capacitate de zbor, cad în faŃa 

urdinişului, abdomenul este dilatat, iar corpul prezintă tremurături. Aripile au 

mişcări nesincronizate şi sunt îndepărtate.  

 

La o infestare masivă, traheile îşi schimbă culoarea, din alb sidefiu devenind 

mate, galben – castanii şi apoi negre. Coloniile cu un grad ridicat de infestare sunt 

mai slăbite şi produc mai puŃin puiet (S c o t t - D u p r e e  şi O t i s , 1988, citaŃi de 

M o r s e , R.A. & F l o r t t u m  K., Eds., 1997). 

 

Există o serie de tratamente în combaterea acestui parazit, cele mai utile 

dovedindu-se acelea pe bază de mentol (T e w , J.E., 2003). 
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1.2.2. Varroa sp. 

 

Datorită efectelor sale extrem de nocive şi răspândirii largi Varroa destructor 

(jacobsoni) constituie o problemă majoră pentru apicultorii din întreaga lume. 

Varroa  sp.  este  un  parazit  ce  face  parte  din  regnul  Animalia ,   încrengătura  

Arthropoda , Clasa Arachnida, Ordinul Acari , Familia Parasitidae, Genul 

Varroa , Specia destructor (W a l k e r , K .L. şi col., 1997). 

 

Cercetările efectuate în ultimii zece ani au demonstrat faptul că Varroa reprezintă 

nu numai o specie (A n d e r s o n , D., 2000), iar în Europa, efectele dăunătoare 

produse de  Varroa jacobsoni se datorează de fapt speciei Varroa destructor 

(A n d e r s o n , D., 2000; D e l a p l a n e , K. şi col., 2005).  

 

IniŃial Apis cerana, albina asiatică, a fost gazda parazitului. Se pare că Varroa 

destructor (jacobsoni) a început să infesteze Apis mellifera doar în ultima sută de 

ani, odată cu pătrunderea ei în Asia, adaptându-se la noua gazdă. Doar două 

tulpini ale parazitului Varroa destructor au devenit paraziŃi ai albinei europene 

(Apis mellifera L.) peste tot unde este prezentă (A n d e r s o n , D., 2000). 

 

Este un parazit extern care poate fi observat cu ochiul liber. Femela are o lungime 

de 1,1 – 1,2 mm şi 1,5 – 1,6 mm lăŃime, de culoare maro-roşcată, corpul 

transversal oval, aplatizat. Masculul, de culoare alb cenuşie, are dimensiuni mai 

reduse, cu lăŃime şi lungime de aproximativ 0,7 mm (http://MAAREC. 

cas.psu.edu,2000, http://www.beekeeping.com/vita/bdiseases/varroam.htm, 2003,  

http://www.main.org/cahbs/varroam. htm, 2003).  
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Masculii se dezvoltă din ouă nefertilizate şi more după împerechere, iar femelele 

din ouă fertilizate. Femela se fixează atât pe abdomen cât şi pe torace şi membre 

(fig. 5).   

 

 

 

 

 
 

 
Figura 5. Ciclul de viaŃă al parazitului Varroa sp. 

 (www.mossopshoney.co.nz/From+hive+to+honeypot/) 

 
 

Depune 7 – 8  ouă  în  celulele cu puiet sau pe larvele de trântori (Boot şi col., 

1992, citaŃi de M o r s e , R.A. & F l o r t t u m  K., Eds., 1997), din care după 2 zile 

ies larvele ce se hrănesc cu hemolimfa larvelor şi nimfelor de albină şi ajung la  
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maturitate după 7 zile când se împerechează înainte de eclozionarea albinelor 

(C o r r ê a - M a r q u e s , M. H. şi col., 2003).  

 

Femelele împerecheate trec pe albinele lucrătoare, trântori şi matcă unde se 

hrănesc cu hemolimfa acestora producându-le în final moartea (M e d i n a , M. L. 

şi col., 2002). 

 

Contaminarea se face prin intermediul albinelor hoaŃe, a trântorilor, roiurilor, 

fagurilor cu puiet, precum şi prin practicarea stupăritului pastoral. 

 

La începutul infestării, parazitul nu poate fi observat cu ochiul liber, datorită 

numărului redus de indivizi, precum şi datorită poziŃiei acestuia între inelele 

abdominale. În timpul iernii paraziŃii neliniştesc familia de albine, se produce un 

consum mai ridicat de miere şi se produce apariŃia diareei.  

 

Când există un număr mare de paraziŃi, după 2 – 3 ani de la infestare, albinele 

eclozionate vor fi neviabile, cu aripile nedezvoltate, capul şi picioarele diforme. 

Acestea cad pe fundul stupului şi sunt evacuate de către albinele sănătoase.  

 

Când infestarea atinge 30 – 40% din efectivul stupului, familia slăbeşte şi moare 

(M ă r g h i t aş ,  L. Al., 2003). 

 

Varroa destructor (jacobsoni) este un parazit care are acŃiune destructivă majoră 

asupra familiilor de albine predominant în zonele temperate (W i l k i n s o n , D. şi 

col., 2002; F r i e s , I. şi col., 2003; H a r r i s , J. W. şi col., 2004). 
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AcŃiunea nocivă a parazitului nu se datorează doar parazitării coloniilor de albine 

cu hemolimfa cărora se hrăneşte, ci mai ales faptului că el constituie un puternic 

vector al viruşilor ce infestează coloniile de albine (B e n o i t , J. B. şi col., 2004).  

 

Infestările severe cu Varroa sp. sunt de obicei însoŃite de o multitudine de 

simptome denumite generic Sindromul parazitic (PMS - Parasitic Mite 

Syndrome). Pe lângă asocierile cu transmiterea virusului paraliziei acute, virusul  

paraliziei lente, sau cel al malformaŃiei aripilor (N o r d s t r ö m , S., 2000), se pare 

că Varroa destructor (jacobsoni) este asociat şi cu un alt virus de tip „picorna” 

(picorna – like virus) recent izolat atât din parazit, cât şi din albinele infestate cu 

Varroa sp. (V l a k ,  J. M. şi col., 2003).  

 

Cercetări efectuate pe populaŃii de albine infestate simultan cu Acarapis woodi şi 

Varroa destructor (jacobsoni) au indicat faptul că ar putea exista o interacŃiune 

biologică între cei doi paraziŃi la nivel individual, ceea ce ar aduce prejudicii 

suplimentare coloniilor infestate (D o w n e y , D. L. şi col., 2000).  

 

Combaterea eficientă a parazitului constituie una dintre cele mai mari provocări 

ale apicultorilor din întreaga lume (T e w , J. E., 2000; M o o s b e c k h o f e r , R. şi 

col., 2003; D o n z é , G., 1998).  

 

Una dintre cele mai mari probleme ale apicultorilor de azi constă în rezistenŃa 

parazitului la tratamentul cu Apistan (pesticid piretroid având component activ 

tau – fluvalinatul), una dintre substanŃele cu cea mai mare utilizare în combaterea 

Varroa destructor (jacobsoni), dar şi la cele cu Amitraz şi Cumafos (P e t t i s , J. 

S., 2003). 

 



Antonia ODAGIU, Ioan Gh. OROIAN – Caracteristici ecopatologice la insecte, abordare 
moleculară. Volumul 1. Apis mellifera L. 

Bolile şi paraziŃii albinelor 

 47

 

Cercetările efectuate la nivel molecular au evidenŃiat posibilitatea asocierii 

acestei rezistenŃe a parazitului la Apistan, dar şi la celelalte substanŃe de sinteză 

utilizate în tratamente care intră în categoria pesticidelor (O d a g i u ,  A n t o n i a  

şi col., 2005), cum sunt, de exemplu, Cumafos-ul (produs de sinteză pe bază de 

compuşi organocloruraŃi ce intră de obicei în compoziŃia pesticidelor) şi 

Amitrazul  (pe  bază  de  antibiotice)  cu  mutaŃiile  punctiforme apărute la nivelul  

genelor canalului sodiului (W a n g , R. şi col., 2002; W a n g ,  R. şi col., 2003; 

W a n g , R. şi col., 2003). 

 

Experimentele desfăşurate în Italia, FranŃa, Germania, Belgia, Austria, Spania ş.a. 

începând cu 1994, au demonstrat experimental prezenŃa fenomenului 

(H i l l e s h e i m , E. şi col., 1996; M i l a n i , N., 1995; T r o u i l l e r , J., 1996; 

B r u n e a u , E. şi col., 1997; T r o u i l l e r ,  J. şi col., 1997; H i g e s , M. şi col., 

1998; T r o u i l l e r , J., 1998). RezistenŃa parazitului Varroa sp. la principalii 

produşi de combatere, bazaŃi pe piretroizi s-ar putea explica prin mecanisme 

identificate la momentul de faŃă.  

 

Aceasta, însă, în contextul mai larg al dezvoltării rezistenŃei la pesticide atât a 

plantelor cât şi al altor organisme (echinoderme, insecte, arahnide etc.), care se  

pare   că   sunt   guvernate   de   procese   similare   (D oy l e ,  K.  şi   col.,   1991;  

S i b b e s e n , O. şi col., 1995; B e s t e n ,  P.J., 1998; V a l l e s , Rinderer, T.E. şi 

col., 1999; S.M. şi col., 2003; Tan, J. şi col., 2005; E l e f t h e r i a n o s , I. şi col., 

2008, ş.a.). 

 

Unul dintre ele este reprezentat de prezenŃa anumitor esteraze 

(monooxigenazele), care stau la baza unui mecanism metabolic de rezistenŃă 

specific, mediat de acestea - detoxifierea.  
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În prezenŃa monooxigenazelor piretroizii sintetici sunt oxidaŃi, ceea ce conduce la 

anihilarea activităŃii lor toxice asupra paraziŃilor (S a m m a t a r o ,  D i a n a  şi col., 

2005). Aceste monooxigenaze fac parte dintr-un grup mai extins (L e w i s ,  

 

D.F.V., 2001) localizat în reticulul endoplansmatic şi este desemnat ca Citocrom 

P – 450 (CYP sau P450). Acestea aparŃin superfamiliei de proteine care conŃin 

cofactorul Hem (hemoproteine).  

 

Denumirea atribuită acestui grup enzimatic se datorează localizării celulare a 

acestora (cito), dar şi caracteristicilor spectrofotometrice (crom) – când fierul din 

Hem este redus, P450 absoarbe radiaŃiile luminoase cu lungimea de undă 

carcteristică de 450 nm.  

 

ReacŃia de bază prin care Citocromul P450 îşi manifestă rolul catalitic, este tipică 

monooxigenazelor (oxidare prin introducerea unui atom de oxigen într-un 

substrat organic – RH şi reducere prin formarea apei cu participarea celuilalt 

atom de oxigen): 

 

 

 

                                                                              NADH/NADH+ 
         RH + O2 + 2H+ + 2e–                                                  ROH + H2O 
 
 
 
 
 

La echinoderme a fost evidenŃiată dependenŃa de P450 a metabolismului 

compuşilor piretroidici (B e s t e n , P. J. şi col., 1990; B e s t e n , P. J., 1998). 
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În cazul insectelor,  a fost confirmată prezenŃa oxidazelor din complexul 

enzimatic microzomal P450, care utilizează sistemul NADPH/NADH pentru a 

cliva reducător oxigenul atmosferic, conducând la o funcŃiune organică şi o 

moleculă de apă (S c h u l e r ,  M a r y  A., 1996; D o n g , K., 2007; S o d e r l u n d, 

D. M., 2008). Descrierea acestor mecanisme a facilitat explicarea fenomenului de 

rezistenŃă a parazitului Varroa sp. la piretroizi. Pe baza lor tulpinile rezistente la  

produşii de combatere şi-au dezvoltat capacitatea de a detoxifica insecticidele 

prin oxidare.  

 

Celălalt mecanism al rezistenŃei poate fi explicat prin mutaŃiile punctiforme 

produse la nivelul genei, care controlează canalele sodiului. Canalele sodiului 

caracterizate de un potenŃial electric sunt constituite integral din proteine 

transmembranare şi sunt responsabile de faza de creştere rapidă a potenŃialului de 

acŃiune al celulei care face parte din categoria celor cu excitabilitate ridicată. 

Insecticidele piretroide au efect de reducere a cineticii activării şi dezactivării 

canalului sodiului. ConsecinŃa directă este deschiderea prelungită a canalelor 

individuale, ceea ce conduce la paralizia şi în final moartea insectelor ce vin în 

contact cu aceşti compuşi (W a n g ,  R. şi col., 2002; W a n g ,  R. şi col., 2003; 

W a n g ,  R. şi col., 2003). 

 

Multe dintre insectele ce prezintă rezistenŃă la piretroizi au suferit mutaŃii 

punctiforme la nivelul genei canalului sodiului.  

 

Teste efectuate asupra oocitelor de Xenopus ce au exprimate canalele sodiului, au 

demonstrat că aceste mutaŃii reduc sensibilitatea acestor canale la piretroizi, ceea 

ce confirmă faptul că acesta reprezintă mecanismul major de rezistenŃă la 

piretroizi la diverse specii de insecte (S o d e r l u n d ,  D.M. şi col., 2003). 
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Studii efectuate asupra a 12 specii de insecte (S o de r l u n d ,  D.M. şi col., 2003; 

S o d e r l u n d , D.M., 2008) au evidenŃiat o mutaŃie la nivelul genei IIS6 ce 

determină rezistenŃa acestor populaŃii de insecte la piretroizi.  

 

W a n g ,  R şi col. (2003) au reuşit să evidenŃieze gena pentru canalul sodiului de 

la arahnide – gena VmNa şi la Varroa destructor O.  

 

Izolarea integrală a genei VmNa a reprezentat un moment important pentru 

caracterizarea completă a modului de funcŃionare a acestui mecanism de 

rezistenŃă la produse pe bază de piretroizi. 

 

În cazul fluvalinatului, rezultatele experimentale au condus la concluzia că în 

vederea combaterii parazitului în condiŃiile dezvoltării rezistenŃei la piretroizi, cea 

mai bună strategie ar fi utilizarea compusului activ utilizat în tratamente (τ – 

fluvalinatul) în alternanŃă cu alte tipuri de compuşi activi, pentru ca acesta să-şi 

păstreze eficienŃa (M i l a n i ,  N . şi col., 2002; E l z e n ,  P a t t i  şi col., 2004). 

 

Constatări similare au fost enunŃate şi de alŃi cercetători, pe toate continentele 

(H u a n g , Y. G. şi col., 2001, în China; M a r t i n , S.J., 2004, în UK; 

S a m m a t a r o ,  D i a n a  şi col., 2005 etc.).  

 

Printre soluŃiile eficiente, pentru folosirea în alternanŃă, se numără substanŃele: 

timolul, acidului formic sau acidului oxalic.  

 

În urma unor experimente realizate la scară pilot, cercetătorii americani (USDA, 

2006) au evidenŃiat posibilitatea utilizării 2 – heptatonei (secretată chiar de 

albine) în combaterea parazitului.  
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Producerea sintetică a substanŃei şi administrarea ei ca insecticid ar putea 

constitui o soluŃie valoroasă, atât datorită eficienŃei cât şi a faptului că este 

bioegradabilă şi nu afectează calitatea produselor stupului. 

 
 

1.2.3. Tropilaelaps clareae 

 

Este un parazit e dimensiuni medii, lungimea 1,03 mm lăŃimea 0,55 mm, uşor, de 

culoare maro-roşcată. Apis dorsata este gazda sa iniŃială, iar parazitul se găseşte 

doar în Asia, fiind mai r. Când parazitează şi Apis mellifera efectele asupra 

acesteia sunt mai dezastroase decât cele produse de Varroa destructor 

(jacobsoni), albinele infestate prezentând pete de culoare închisă în principal pe 

extremităŃi (B u r g e t t  şi A k r a t a n a k u l , 1985). 

 

Datorită chelicerelor primitive, nespecializate Tropilaelaps clareae nu este 

capabil să străpungă membranele albinelor adulte pentru a-şi procura hrana şi din 

acest motiv se hrăneşte doar cu hemolimfa puietului, fiind foretice pe cele adulte 

(G r i f f i t h s , 1988). Ciclul său de viaŃă este similar cu cel  al Varroa destructor 

(jacobsoni). 

 

Tropilaelaps clareae este mult mai virulent în regiunile cu climă tropicală şi 

subtropicală, fiind mai uşor de controlat în zonele cu climă temperată. 
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Multitudinea bolilor (peste 30) induse atât de 

viru şi şi bacterii, cât şi de protozoare, ciuperci şi 

mucegaiuri precum şi a paraziŃilor care infestează 

populaŃiile de albine din întreaga lume, a impus cercetătorilor 

din domeniu găsirea unor soluŃii suplimentare de combatere a 

efectului uneori dezastruos produs de acestea. Astfel, 

tratamentul specific fiecărei maladii, bazat în speŃă pe 

antibiotice, pe lângă faptul că atrage după sine riscul 

contaminării produselor stupului cu reziduuri şi implicit la 

excluderea acestora de pe piaŃă, produc rezistenŃă în 

populaŃiile infestante ceea ce are drept rezultat reducerea 

eficienŃei tratamentului.  
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CAPITOLUL   II 

 
 
 
 
 

BAZELE GENETICE ALE REZISTENłEI 
ALBINELOR LA BOLI ŞI PARAZIłI 

 
 

O examinare atentă a diverselor colonii de albine relevă nu numai faptul că 

acestea diferă între ele prin dimensiune, culoare, organizare, producŃie de miere şi 

polen etc., dar şi prin rezistenŃa la boli sau la acŃiunea diverşilor paraziŃi.  

 

Examenele microscopice au scos în evidenŃă şi mai mult faptul că există o mare 

variabilitate în ceea ce priveşte încărcătura unei colonii cu paraziŃi sau agenŃi 

patogeni. Mare parte din această variabilitate este rezultatul expunerii accidentale a 

coloniei la acŃiunea paraziŃilor, patogenilor, sau a altor componente de mediu care 

contribuie la scăderea mecanismelor de apărare a coloniei împotriva acestui flagel. 
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Cu toate acestea, variabilitatea observată poate fi şi consecinŃa diferenŃei în ceea 

ce priveşte componenŃa genetică a coloniilor.  

 

DiferenŃele genetice individuale dintre lucrătoare precum şi dintre colonii 

constituie materialul brut pentru creşterea albinelor bazată pe selecŃia speciilor 

rezistente la boli. 

 

Deşi eliminarea riscului apariŃiei bolilor prin selecŃie nu este un obiectiv realist 

pentru crescători, prin aplicarea selecŃiei se ajunge la reducerea considerabilă a 

riscului la îmbolnăviri. Creşterea albinelor pe principiile selecŃiei implică mai 

multe etape: 

 

I. Coloniile, sau indivizii (lucrătoarele, trântorii, mătcile) sunt evaluate în 

cadrul populaŃiei de bază din care este selectat efectivul luat în studiu 

II.  Mătcile coloniilor care prezintă caracteristicile dorite sunt selectate 

pentru a asigura perpetuarea caracteristicilor dorite la generaŃiile 

viitoare 

III.  Se practică înmulŃirea controlată între mătcile şi trântorii aparŃinând 

efectivului selectat 

IV.   DescendenŃii noilor mătci sunt evaluaŃi atât individual, cât şi pe 

întreaga colonie.  

 

Dacă o proporŃie suficient de mare a variaŃiei însuşirilor observate în populaŃia 

parentală este datorată diferenŃelor genetice dintre indivizi, descendenŃii lor vor 

semăna cu părinŃii şi astfel se va obŃine ameliorarea prin selecŃie. 
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La albine, variabilitatea genetică a fost demonstrată ca fiind cauza a trei 

mecanisme generale de rezistenŃă la boli: fiziologic, comportamental şi anatomic. 

Aceste mecanisme pot acŃiona simultan asupra aceluiaşi agent patogen sau 

parazit. De asemenea, un singur mecanism poate acŃiona asupra mai multor 

patogeni, paraziŃi, sau asupra ambelor clase. 

 

 

 

2.1. MECANISME FIZIOLOGICE 

 

Într-un fel sau altul, larva ori chiar albina adultă sunt sursa unui produs care 

împiedecă creşterea, dezvoltarea sau reproducerea agentului patogen ori a 

parazitului. Variabilitatea genetică întâlnită în cazul acestui tip de rezistenŃă a fost 

demonstrată în cazul rezistenŃei larvelor la loca americană şi are implicaŃii în 

dezvoltarea speciilor rezistente la agentul viral al paraliziei albinelor.  

 

Studii efectuate pe diverse populaŃii de albine au demonstrat faptul că în coloniile 

de albine în care diversitatea genetică este mare, incidenŃa bolilor este redusă, 

comparativ cu coloniile în care există diversitate scăzută. Astfel, în coloniile de 

Bombus terestri L. B a e r  şi Schmidt-Hempel (2001, citaŃi de T a r p y , D., 

2003) s-a observat o intensitate a infestării cu paraziŃi şi o prevalenŃă mai scăzută 

a acestora în coloniile ce prezentau diversitate genetică mare. La baza diversităŃii 

genetice crescute stă poliandria  mătcilor (capacitatea femelei de a se 

împerechea cu mai mult decât un mascul; albinele, se împerechează în medie cu 

12 masculi - Strassmann, 2001, citat de T a r p y , D., 2003 -).  
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S-a înregistrat  variaŃie genotipică în rezistenŃa la multe dacă nu chiar la toate 

bolile ce infestează coloniile de albine. La genotipuri diferite s-au obŃinut grade 

diferite de infestare cu Varroa destructor, Acarapis woodi, Nosema apis 

(G u z m a n  şi col., 1996, 1998, W o y c i e c h o w s k i  şi col., 1994 citaŃi de 

T a r p y , D.R., 2003). 

 

Cercetările realizate de T a r p y , D.R. (2003) pe populaŃii de albine însămânŃate 

artificial au avut drept rezultat creşterea diversităŃii genetice cu efecte pozitive 

asupra viabilităŃii puietului şi a comportamentului igienic. În conformitate cu  

predicŃiile modelului parazit şi patogen (S h e r m a n  şi col., 1988,  S c h m i d -

H e m p e l  şi C r o i z e r , 1999 citaŃi de T a r p y , D.R., 2003), în coloniile cu 

diversitate genetică mare prevalenŃa bolilor a fost mai scăzută decât în coloniile 

cu diversitate scăzută. Astfel, s-a constatat o incidenŃă mai scăzută a puietului 

văros la coloniile cu diversitate genetică mai mare.  

 

Rămâne însă neclar dacă poliandria a evoluat la albine ca răspuns la atacul 

paraziŃilor şi bolilor (Hamilton, 1987; Sherman şi col., 1988; Hamilton şi col., 

1990; Shykoff şi col., 1991 a, b, citaŃi de Neumann şi col., 1999), sau dacă 

reducerea prevalenŃei bolilor este rezultatul inevitabil al împerecherilor multiple. 

 

Gradul de dezvoltare larvară ar putea constitui alt posibil mecanism fiziologic 

al rezistenŃei larvelor la loca americană. Sutter şi col., 1968, citat de Page, R.E. şi 

col., 1997 (în Honey Bee Pests, Predators, and Diseases, 475, Morse, R.A. & 

Flottum, K. Eds., 1997) au demonstrat faptul că larvele rezistente la agentul viral 

al  paraliziei  au  dimensiuni  mai  mari  decât  cele  nerezistente  pe  tot parcursul  
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perioadei larvare timpurii, aceasta făcându-le probabil mai puŃin susceptibile la 

infecŃia cu spori proveniŃi de la Bacillus larvae. 

 

De asemenea, coloniile cu o dezvoltare mai rapidă în adulŃi (un stadiu post 

căpăcire mai scurt) sunt mai rezistente la Varroa decât cele cu stadii post-căpăcire 

mai îndelungate.  

 

Acest tip de rezistenŃă poate fi considerat drept consecinŃă a timpului scurt pe 

care îl are parazitul de a se dezvolta până la stadiul adult datorită perioadelor 

post-căpăcire prea scurte (Moritz şi Hanel, 1984, în Honey Bee Pests, Predators, 

and Diseases, 476, Morse, R.A. & Flottum, K. Eds., 1997). 

 

 

 

2.2. MECANISME COMPORTAMENTALE 

 
Cel mai cunoscut mecanism comportamental de rezistenŃă la boli şi paraziŃi, în 

cazul albinelor, este comportamentul igienic, descris iniŃial de Park, O.W. 

(1937), citat de Morse, R.A. & Flottum, K. Eds., 1997. Practic, este vorba 

despre  două  activităŃi  deosebite  realizate  în două  etape succesive (L a p i d g e ,  

K.L. şi col., 2002), prima implicând descăpăcirea, iar a doua eliminarea propriu-

zisă a corpului existent în celulă. Rothenbuhler (1964a,b), citat de Morse, R.A. 

& Flottum, K. Eds. (1997), a presupus faptul că aceste două activităŃi sunt 

controlate de două mecanisme genetice diferite. El a presupus că fiecare dintre 

aceste  două  activităŃi  este  controlată  de  către o genă cu două alele (fig. 6).  
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Figura 6. Transmiterea comportamentului igienic la Apis mellifera L. 
(http://members.aol.com/queenb95/genetics.html) 

 
 

Analiza genetică a comportamentului la insecte a început să se dezvolte încă din 

anii 60, dar iniŃial s-a limitat în a stabili dacă o însuşire comportamentală este 

heritabilă sau nu şi determinând daca modul său de transmitere este dominant sau 

recesiv (Hoy, M.A., 1994).  

 

Dacă iniŃial analiza genetică tradiŃională a comportamentului la insecte implica 

doar experimente de încrucişare şi selecŃie, în zilele noastre se face uz de 

tehnicile geneticii moleculare ce utilizează markeri genetici. 
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La Apis mellifera L., termenul de comportament igienic este utilizat pentru a 

descrie un proces în două etape realizat de albinele lucrătoare după detectarea 

larvelor sau pupelor moarte. IniŃial, procesul implică descăpăcirea (îndepărtarea 

cerii ce acoperă celula), iar apoi îndepărtarea larvelor sau pupelor moarte aflate în 

celulă. R o t h e n b u h l e r  (1964) a fost cel care a efectuat un experiment de 

retroîncrucişare. IniŃia a încrucişat o linie cu un pronunŃat comportament igienic 

cu o linie ce nu a prezentat comportament igienic. Coloniile hibride F1 au 

prezentat comportament neigienic.  

 

Indivizii acestei linii au fost apoi retroîncrucişaŃi cu  indivizi aparŃinând liniilor 

igienice. Coloniile rezultate în urma retroîncrucişării au segregat în patru 

fenotipuri comportamentale conform celei de a doua legi mendeleene. Aceste 

date l-au determinat pe R o t h e n b u h l e r  (1964) să presupună că cele două 

componente ale comportamentului igienic (descăpăcirea şi respectiv îndepărtarea 

larvelor moarte) sunt controlate fiecare de către un locus independent. 

Lucrătoarele homozigote recesive (uu) la locusul „descăpăcirii” descăpăcesc 

celulele ce conŃin pupe moarte, în timp ce lucrătoarele Uu sau UU nu decăpăcesc 

celulele cu larve moarte.  

 

Lucrătoarele rr la locusul „îndepărtării” îndepărtează pupele moarte din celulele 

descăpăcite, în timp ce lucrătoarele Rr şi RR nu îndepărtează larvele moarte. In 

consecinŃă, Rothenbuhler (1964) a concluzionat că exprimarea 

comportamentului igienic necesită ca lucrătoarele să fie homozigote recesive la 

nivelul ambilor loci (rruu). 

 
 
Mai târziu, reanalizând datele obŃinute de Rothenbuhler, Moritz (1988) a 

concluzionat că de fapt cel puŃin trei gene sunt implicate în comportamentul  
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igienic al albinelor. Recent, Lapidge  şi col. (2002) au demonstrat cu ajutorul 

tehnicilor moleculare şi a cartarii linkage-ului locilor însuşirilor cantitative (QTL 

– quantitative trat loci)  faptul că mecanisme mult mai complexe decât s-a crezut 

stau la baza genetică a comportamentului igienic şi se pare că un număr mai mare 

de gene ar fi implicate în manifestarea acestui caracter. În experimentul efectuat 

de ei au fost identificaŃi şapte loci ai însuşirilor cantitative asociaŃi cu  

comportamentul igienic. 

 

Acest comportament are o importanŃă extrem de mare în mecanismul 

comportamental de rezistenŃă la boli (boala puietului văros, loca americană, loca 

europeană, la infestările cu Varroa destructor, sau Acarapis woodi – fig. 5 – etc.).  

 

De asemenea, este demnă de subliniat şi importanŃa economică a acestui 

mecanism comportamental de rezistenŃă la boli şi paraziŃi, care conduce la 

reducerea costurilor întreŃinerii familiilor de albine, necesitând o frecvenŃă mai 

redusă a tratamentelor în comparaŃie cu liniile ce nu prezintă comportament 

igienic. În acelaşi timp se va face mai puŃin uz de pesticide ceea ce atrage după 

sine costuri mai scăzute ale întreŃinerii familiilor de albine, precum şi diminuarea 

riscului de contaminare a mierii şi a celorlalte produse ale albinelor (S p i v a k , 

Marla şi col., 2001). 

 

Metode eficiente de evidenŃierie a comportamentului igienic al albinelor au fost 

elaborate abia la sfârşitul anilor ‘90 (S p i v a k ,  M a r l a , 1998). Studiile 

privitoare la mecanismele implicate în comportamentul igienic al albinelor, au 

sugerat că acest tip de comportament constituie o însuşire recesivă 

(R o t h e n b u h l e r , 1964 citat de  S p i v a k ,  M a r l a , 1998). 
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Cercetări efectuate la Universitatea Minnesota (S p i v a k , M ar l a  şi col., 2001) 

utilizând mătci aparŃinând unor linii cu comportament igienic împerecheate pe 

cale naturală au demonstrat faptul că s-au obŃinut grade mai reduse de infestare 

cu Varroa şi apariŃia puietului văros la lucrătoarele adulte, pe parcursul unui an, 

în comparaŃie cu coloniile care nu au acest comportament, rămânând încă 

deschisă problematica legată de posibilitatea rezistenŃei sporite la infestare cu 

paraziŃi şi bolii a albinelor rezultate în urma împerecherii mătcilor aparŃinând 

liniilor cu comportament igienic cu trântori aparŃinând aceluiaşi tip de linii. 

 

A fost studiat efectul compoziŃiei genotipice a coloniilor de albine asupra 

comportamentului igienic, în experimente conduse cu ajutorul unor colonii 

alcătuite din albine aparŃinând atât unor linii cu comportament igienic, cât şi unor 

linii care nu manifestă acest tip de comportament în condiŃiile unui atac cu 

Varroa destructor (jacobsoni).  

 

Rezultatele experimentelor au demonstrat faptul că performanŃele igienice au fost 

mai ridicate în coloniile în care au predominat albine aparŃinând liniilor igienice, 

ceea ce a condus la presupunerea că o imfluenŃa majoră asupra performanŃelor 

comportamentului igienic o are compoziŃia genotipică a coloniei.  

 

Vârsta la care albinele au comportament igienic variază în funcŃie de compoziŃia 

coloniei şi genotip.  Cel mai frecvent albinele au un comportament igienic cu 

randament maxim înainte de a atinge vârsta mijlocie (17 – 19 zile), iar vârsta 

maximă până la care s-a observat  manifestarea acestui comportament a fost de 

56 de zile (Arathi, H.S. şi col., 2001). 
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Studii efectuate asupra comportamentului igienic la Apis mellifera iberica prin 

infestare artificială cu Varroa au demonstrat existenŃa unor corelaŃii pozitive în 

ceea ce priveşte comportamentul igienic faŃă de celulele infestate artificial cu 2 

sau 3 paraziŃi (F l o r e s , J.M. şi col., 2001). 

 

Cercetările efectuate de B o e c k i n g , O. şi col. (2000) asupra comportamentului 

igienic la albine, au demonstrat existenŃa unui determinism genetic în ceea ce 

priveşte rezistenŃa la loca americană, la boala puietului văros şi la infestarea cu 

Varroa destructor (jacobsoni). Au fost obŃinute valori ale heritabilităŃii pentru 

comportamentului igienic egale cu h2 = 0,18 ± 0,27, corelaŃia genetică dintre 

răspunsul comportamentului igienic la infestarea cu agenŃii patogeni a avut 

valoarea rg = 0,61 ± 0,51, în timp ce corelaŃia fenotipică  a fost rf  = 0,11 ± 0,28. 

Aceste valori au indicat  potenŃialul aplicării selecŃiei la coloniile de albine în 

scopul obŃinerii unor familii cu rezistenŃă crescută la boli şi praziŃi. 

 

De asemenea, în ultima vreme se bucură de un deosebit interes studiul efectelor 

comportamentului de curăŃare întâlnit la albinele din colonii cu nivel ridicat de 

infestare cu Varroa. Peng şi col., 1987a,b (Moritz şi Hanel, 1984, citaŃi de 

Morse, R.A. & Flottum, K. Eds., 1997) au arătat că lucrătoarele aparŃinând 

speciei A.cerana îşi curăŃă paraziŃii de pe corp şi îi omoară zdrobindu-i între 

mandibule. 

 

În exprimarea omportamentului igienic, un loc central îl ocupă sistemul imunitar 

al albinei. 
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Sistemul imunitar al insectelor este mult mai simplu decât cel uman, al cărui 

mecanism nu este încă pe deplin elucidat, în ciuda progreselor ştiinŃifice realizate 

în ultimele decade (R o i t t  şi col., 1989, citat de D e n h o l m , C.H., 1999).  

 

O diferenŃă importantă între sistemul imunitar al omului şi cel al insectelor este 

acela că organismul uman îşi „aminteşte” infecŃiile la care a mai fost supus şi în 

felul acesta poate combate o eventuală infecŃie ulterioară produsă de aceeaşi 

agenŃi patogeni, sau paraziŃi. Imunitatea implică producerea de anticorpi specifici 

constituenŃilor agenŃilor patogeni sau paraziŃilor, astfel că o serie de mecanisme 

sunt induse în vederea preveniri infecŃiilor.  

 

Acest tip de imunitate poate fi exploatat prin expunerea organismului uman la 

agenŃi patogeni inactivaŃi ceea ce are drept rezultat protecŃia faŃă de infecŃie ca 

urmare a prezenŃei naturale a parazitului sau a agentului patogen, fenomen 

cunoscut sub numele de vaccinare.  

 

Spre deosebire de organismul uman, insectele printre care se numără şi albinele, 

nu  produc  anticorpi. Astfel,  nu  este  posibilă o abordare profilactică a bolilor şi  

paraziŃilor ce pot constitui o ameninŃare pentru sănătatea acestora.   

 

Din punct de vedere filogenetic, explicaŃia existenŃei unui sistem imunitar mai 

puŃin evoluat la insecte în comparaŃie cu mamiferele, se datorează faptului că 

acestea au o viaŃă relativ scurtă, iar la majoritatea indivizilor reproducerea se 

realizează în primul an de viaŃă, în timp ce mamiferele sunt nevoite să 

supravieŃuiască într-un mediu mai mult sau mai puŃin ostil pentru o perioadă mult 

mai îndelungată în vederea asigurării perpetuării speciei.  
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Cu toate acestea, odată ce B a i l e y  şi col., 1963 (citat de D e n h o l m , C.H., 

1999) au demonstrat că în ciuda infestării virale, albinele pot trăi fără a manifesta 

semne evidente ale îmbolnăvirii, s-a emis fie ipoteza existenŃei unei anumite 

imunităŃi antivirale, fie cea conform căreia viruşii se replică în aşa fel încât în 

final nu se instalează infecŃii evidente. 

 

Un rol important în elucidarea acŃiunii agenŃilor patogeni şi implicit prevenirea 

bolilor îl au studiile  privitoare la genele care codifică peptidele antimicrobiene. 

 

Astfel, la Apis mellifera L. a fost pus în evidenŃă bagajul imunitar ce constă din 

patru polipeptide care sunt induse de infecŃiile cu patogeni şi care produc un 

spectru larg de mecanisme de apărare antibacteriană (C a s t e e l s - J o h n s o n , K. 

şi col., 1994). 

 

Polipeptide antimicrobiene (B u l e t , P. şi col., 1999) prezente la Apis mellifera L. 

sunt : 

� Polipeptide bogate în cistină – defensinele (fig. 7), respectiv royalizina 

izolată din lăptişorul de matcă şi defensina izolată din hemolimfa 

albinelor infectate cu bacterii, ambele fiind codificate de aceea genă 

polimorfică, defensina 1. Recent a fost pusă în evidenŃă o altă genă ce 

codifică o altă defensină la Apis mellifera L., desemnată sub numele de 

defensina 2 (K l a u n d r y , J. şi col., 2005). 

 
 

VT C DLLSFKGQVNDSA C AAN C LSLGKAGGHCEKGV C 
ICRKTSFKDLWDKRF 

 
 

Figura 7. Structura defensinei la Apis mellifera L. (AA) cu evidenŃierea reziduurilor de 
cisteină cu grad înalt de conservare 
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� polipeptide ce conŃin prolină – apidecinele Ia, Ib, II, III; abaecina (fig. 

8). O supraproducŃie de apidecine este înregistrată ca urmare a acŃiunii  

 

� unice a unui mecanism de amplificare codificat genetic (C a s t e e l s - 

J o h n s o n , K. şi col., 1994);  

 
� şi polipeptide bogate în glicină (himenoptecinele). 

 
Apidecina Ia G N NRPVYIP  Q PRPP HPR I  
Apidecina Ib G N NRPVYIP  Q PRPP HPR L  
Apidecina II  G N NRPVYIP  Q PRPP HPR L  
Apidecina III  G N NRPVYIP  Q PRPP HPR I  
 
 Abaecina    YVPLPNVPQPG R RPFP T FPGQ G PFNP K IKW P Q G Y 
             
                         

Figura 8. Structura apidecinelor şi abaecinei la Apis mellifera L. (AA) cu evidenŃierea 
reziduurilor cu grad înalt de conservare 

 

 

Studii efectuate asupra acestora au condus la izolarea şi identificarea structurii lor 

(C o r n e t , B. şi col., 1995) făcând astfel posibilă caracterizarea acestora (R e e s , 

J.A. şi col., 1997; M a r d o n e s , G. şi col., 2000), precum şi evidenŃierea 

precursorilor acestora (C a s t e e l s - J o h n s o n , K. şi col., 1994). 

 

De asemenea, studii recente au condus şi la evidenŃierea modului de acŃiune 

intracelulară a activităŃii polipeptidelor cu acŃiune antimicrobiană (B r o g d e n , 

K.A., 2005), exemplificându-se acest mecanism pentru situaŃia în care 

microorganismul gazdă este E.coli (fig. 9). 
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Figura 9. Modul de acŃiune intracelulară a polipeptidelor antimicrobiene 
 (după B r o g d e n , K.A., 2005), 

 
 
 

Studii efectuate asupra răspunsului imun al larvelor albinelor în condiŃiile 

infestării cu Paenibacillus larvae (E v a n s , J.D., 2004) au demonstrat existenŃa 

transcriptelor acestora pe toată perioada experimentală, constatându-se şi o 

intensificare de 24 de ori a suprareglării aebacinei când s-a efectuat inocularea 

orală experimentală cu P. larvae, mai exact în momentul în care bacteria 

traversează epiteliul intestinal al albinelor.  
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S-a constatat că expresia ambelor  peptide  antimicrobiene  prezintă circa 1000 

variaŃii în diferitele familii de albine, ceea ce a dus la ipoteza existenŃei unei 

componente alelice a expresiei lor. 

 

De asemenea, s-a emis ipoteza conform căreia diferenŃele înregistrate în 

răspunsul imun al albinelor la infestarea cu această bacterie s-ar datora 

variabilităŃii genetice dintre colonii (B a c h a n o v a , K. şi col., 2002) 

 

Cercetările efectuate în domeniul imunologiei insectelor s-au intensificat datorită 

presupunerii că molecule implicate în mecanismele de apărare ale acestora ar 

putea conduce la producerea unei noi clase de antibiotice (C a s t e e l s , 1990). 

 

Introducerea markerilor moleculari la albine şi a tehnicilor adecvate utilizării lor 

a condus la elucidarea a o serie de mecanisme ce stau la baza comportamentelor 

complexe, dar şi a unor aspecte legate de evoluŃia speciei în timp.  

 

Este bine cunoscut faptul că la utilizarea markerilor moleculari în entomologie se 

recurge fie pentru a transforma un organism cu efecte benefice într-unul cu 

performanŃe  şi  mai  bune,  fie pentru a transforma un organism cu efecte nocive, 

 într-unul cu efecte negative atenuate (A l v a r e z , J.M., 1998).  

 

Prima parte a acestei aserŃiuni îşi găseşte ilustrarea la Apis mellifera L., în 

programele  MAS puse în practică atât cu scopul obŃinerii unor produse apicole 

superioare, cât şi cu cel al  obŃinerii unor familii mai puternice cu o stare de 

sănătate superioară. 
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La noi în Ńară au fost efectuate experimente cu scopul identificării acestui 

comportament la specia de albine autohtone (Odagiu, Antonia şi col., 2006, 2007).  

 

Au fost efectuate cercetări privitoare la rezistenŃa la boli în general şi la Varroa 

destructor O. în particular, pe populaŃii de albine din stupine situate în cele 10 

judeŃe din Transilvania, Alba, BistriŃa-Năsăud, Braşov, Cluj, Covasna, Harghita, 

Hunedoara, Mureş, Sălaj şi Sibiu (fig. 10).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 10. Localizarea zonelor de prelevare a probelor şi testare a stării de sănătate a albinelor 
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2.3. EVIDENłIEREA COMPORTAMENTULUI 

IGIENIC LA APIS MELLIFERA L. ÎN STUPINE  

DIN TRANSILVANIA 

 

2.3.1.Metode 

 
Pentru a se obŃine un tablou general privitor la rezistenŃa la boli în general şi la 

acŃiunea parazitului Varroa în particular, în stupinele din judeŃele Transilvaniei s-

a optat pentru aplicarea metodei chestionarului.  

 

Acesta a fost elaborat de aşa manieră încât  să ofere informaŃii utile şi uşor de 

prelucrat privitoare la tipul de apicultură practicată de către apicultor, experienŃa 

acestuia, gradul de atac al patogenilor şi dăunătorilor, precum şi numărul de 

intervenŃii practicate de apicultor pe parcursul unui an.  

 

Chestionarul a fost individualizat şi completat de 100 apicultori în judeŃul Alba, 

50 în judeŃul BistriŃa-Năsăud, 78 în judeŃul Braşov, 213 în judeŃul Cluj, 50 în 

judeŃul Covasna, 115 în judeŃul Harghita, 45 în judeŃul Hunedoara, 67 în judeŃul 

Mureş, 40 în judeŃul Sălaj şi 91 în judeŃul Sibiu.  

 

Colectarea chestionarelor s-a realizat pentru fiecare judeŃ. 
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Au fost selectate stupine în care s-a testat comportamentul igienic al populaŃiilor 

de albine. Aceasta s-a realizat cu ajutorul metodei de înŃepare a celulelor căpăcite 

cu acul de gămălie (S p i v a c ,  M a r l a , 1998). 

 

 
CHESTIONAR APICOL 

 
Nr. Întrebarea 

De când practicaŃi apicultura ? 
      mai puŃin  de 1 an          �    11- 15 ani                         �  
      2 – 5 ani                         �    16 – 20 ani                       �  

1. 

      6 – 10 ani                       �    peste 20 ani                      �  
Ce fel de sistem de apicultură practicaŃi? 
      Pastoral �  
      StaŃionar �  

2. 

      Mixt �  
Câte intervenŃii sanitare efectuaŃi pe an ? 
     0                                      �       2 – 5 intervenŃii                  �  

3. 

     1 intervenŃie                    �      peste 5 intervenŃii                �  
FaceŃi tratamente profilactice împotriva parazitului Varroa ? 4. 
     Da                           �  Nu                                           �  

 
 
Capacele celulelor proaspăt acoperite au fost înŃepate cu un ac fin. Un procent de 

descăpăcire şi curăŃare a celulelor de 90% indică prezenŃa comportamentului 

igienic la populaŃiile studiate. În fiecare stupină, s-a ales randomizat un stup şi de  

pe o ramă cu puiet au fost înŃepate câte 40 de celule. După 24 de ore, au fost 

numărate celulele descăpăcite şi curăŃate, rezultatul fiind exprimat procentual.  

 

Datele colectate au fost prelucrate statistic cu programul STATISTICA  v. 7.0, 

1994 – 2008. Au fost calculaŃi următorii parametri statistici: media, eroarea standard 
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 a mediei, deviaŃia standard şi coeficientul de variabilitate (C oş i e r  V i o r i c a  ş i  

A . V l a i c , 2007; V l a i c  A . şi col., 2004) 

 

Pentru a mări gradul de încredere a interpretării, calculul stastistic a vizat şi 

parametrii asimetriei.  

 

 

Pentru fiecare reprezentare grafică s-au calculat atât boltirea cât şi gradul de 

asimetrie, în funcŃie de a căror valori a fost apreciat gradul de reprezentativitate a 

mediei (M e r c e  E .  şi col., 2009). 

 
 

2.3.2. Rezultate  
 

Rezultatele chestionarului privitoare la experienŃa crescătorilor de albine 

demonstrează faptul că în majoritatea judeŃelor predomină crescătorii de albine cu 

experienŃă  de  2  –  5 ani,  respectiv  37,70%  apicultori  în judeŃul  Alba,  25% în 

judeŃul BistriŃa - Năsăud, 42,85% în judeŃul Braşov, 45% în judeŃul Cluj, 57,14% 

în judeŃul Covasna, 39,21% în judeŃul Hunedoara, 67 în judeŃul Mureş, şi 44,25% 

în judeŃul Sibiu, în timp ce 34,29% în judeŃul Harghita şi 44,41% în judeŃul Sălaj 

au reprezentat crescătorii cu experienŃă mai mare de 20 de ani (fig.11). 

 

În ceea ce priveşte tipul de apicultură practicat (fig. 12), apicultorii preferă 

sistemul pastoral în 37,98% apicultori în judeŃul Alba, 37,50% în judeŃul BistriŃa-

Năsăud, 85,72% în judeŃul Braşov, 57,14% în judeŃul Covasna, 82,16% în judeŃul 

Harghita, 51,23% în judeŃul Hunedoara, 74,12 în judeŃul Mureş, 64,15% în  
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judeŃul Sălaj şi 71,22% în judeŃul Sibiu, în timp ce în judeŃul Cluj predomină cei 

care practică sistemul mixt, respectiv 55%. 

 

În ceea ce priveşte numărul de intervenŃii pe an, se înregistrează o proporŃie 

mare de apicultori care nu le efectuează. Cele mai reperezentative valori, în acest 

sens, au fost: 41,66 % în judeŃul BistriŃa-Năsăud, 42,15 % în judeŃul Hunedoara şi 

44,12% în judeŃul Sălaj.  
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 Figura 11.  ExperienŃa crescătorilor de albine prezentată comparativ pe judeŃele 
studiate  (% din total apicultori chestionaŃi) 
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Figura 12. Tipul de apicultură practicat, prezentat comparativ pe judeŃele studiate 
 (% din total apicultori chestionaŃi) 

 
 

Cea mai mare proporŃie însă o ocupă în toate judeŃele apicultorii care efectuează 

între 2 şi 5 intervenŃii pe an, respcetiv 49,51% în judeŃul Alba, 44,23 % în judeŃul 

BistriŃa-Năsăud, 62,12% în judeŃul Braşov, 54,33% în judeŃul Cluj, 52% în 

judeŃul Covasna, 44,98% în judeŃul Harghita, 45 % în judeŃul Hunedoara, 58,14% 

în judeŃul Mureş, 58,14% în judeŃul Sălaj şi 62,14% în judeŃul Sibiu (fig.13). 

 
Privitor la tratamentul împotriva varoozei, acesta a fost practicat în proporŃie de 

100% de către toŃi apicultorii din toate judeŃele în care a fost distribuit 

chestionarul (fig.14). 
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Figura 13. Numărul de intervenŃii practicate, prezentat comparativ pe judeŃele studiate  
(% din total apicultori chestionaŃi) 
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Figura 14. Tratamentele practicate împotriva Varroa, prezentate comparativ pe judeŃele 

studiate  (% din total apicultori chestionaŃi) 
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Rezultatele experimentelor desfăşurate în cele 10 judeŃe din Transilvania în ceea 

ce priveşte comportamentul igienic al albinelor din stupinele analizate (fig. 15 - 

24) au condus la înregistrarea unor valori medii ale procentului de descăpăcire 

cuprinse în intervalul 67 – 78%, cu valoarea medie minimă de 67,54% 

înregistrată în judeŃul Harghita şi maximă de 78,72% în judeŃul Cluj.   

 

Variabilitatea observată a fost redusă, coeficienŃii de variabilitate având valoarea 

minimă de 1,74% în judeŃul Braşov şi maximă de 4,26% în judeŃul Hunedoara 

(tabelul 1).  

 
 

  
Figura 15. Celule descăpăcite, 

judeŃul Alba 
Figura 16. Celule descăpăcite, 

judeŃul BistriŃa - Năsăud 
  

  
Figura 17. Celule descăpăcite, judeŃul 

Cluj 
Figura 18. Celule descăpăcite, judeŃul 

Covasna 
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Figura 19. Celule descăpăcite,  

judeŃul Harghita 
Figura 20. Celule descăpăcite, 

judeŃul Hunedoara 

  

  
Figura 21. Celule descăpăcite, judeŃul 

Mureş 
Figura 22. Celule descăpăcite, 

judeŃul Satu-Mare 

  

  
Figura 23. Celule descăpăcite,  

judeŃul Sălaj 
Figura 24. Celule descăpăcite,  

judeŃul Sibiu 
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Tabelul 1. Valorile medii şi indicii dispersiei pentru procentul de celule descăpăcite în cadrul 
experimentului de testare a comportamentului igienic la albinele din stupinele studiate în  judeŃele 
din Transilvania  

 

 
JudeŃul 

Numărul de  
celule testate 

 

X  

 
± 

 

X
s  

 
s 

 
V% 

Alba 400 71,375 ± 0,231 1,462 2,049 
BistriŃa - Năsăud 400 69,625 ± 0,322 2,034 2,922 

Braşov 400 69,625 ± 0,192 1,213 1,742 
Cluj 400 78,725 ± 0,343 2,172 2,759 

Covasna 400 71,400 ± 0,306 1,932 2,706 
Harghita 400 67,548 ± 0,257 1,628 2,411 

Hunedoara 400 70,225 ± 0,473 2,991 4,260 
Mureş 400 69,100 ± 0,284 1,795 2,597 
Sălaj 400 70,350 ± 0,331 2,095 2,977 
Sibiu 400 77,825 ± 0,275 1,738 2,233 

TOTAL 4000 71,58 ± 0,298 1,873 2,349 

 

 

DistribuŃia procentului de descăpăcire a celulelor în funcŃie de frecvenŃa 

rezultatelor conduce la o histogramă asimetrică, aserŃiune confirmată şi de 

valoarea coeficientului de asimetrie a lui Pearson α = 0,38. Valoarea pozitivă 

calculată pentru acesta, indică asimetria de dreapta. 

 

 În ciuda discontinuităŃii (nu s-au înregistrat valori ale procentului de descăpăcire 

în intervalul 72 – 76%), datorită gradului moderat asimetric (α = 0,38), se poate 

aprecia că valoarea medie (71,58%) pe ansamblul judeŃelor studiate are o 

reprezentativitate corespunzătoare. ProporŃia de descăpăcire situată în intervalul 

70 – 72 % este cea mai frecventă (fig. 25). 

 

DistribuŃia procentului de descăpăcire a celulelor în funcŃie de frecvenŃa 

rezultatelor conduce la o histogramă asimetrică, aserŃiune confirmată şi de 

valoarea coeficientului de asimetrie a lui Pearson α = 0,38. Valoarea pozitivă 

calculată pentru acesta, indică asimetria de dreapta. 
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Figura 25. DistribuŃia valorilor medii ale procentului de celule descăpăcite 

 
 
 În ciuda discontinuităŃii (nu s-au înregistrat valori ale procentului de descăpăcire 

în intervalul 72 – 76%), datorită gradului moderat asimetric (α = 0,38), se poate 

aprecia că valoarea medie (71,58%) pe ansamblul judeŃelor studiate are o 

reprezentativitate corespunzătoare. ProporŃia de descăpăcire situată în intervalul 

70 – 72 % este cea mai frecventă (fig. 25 ). 

 

Valoarea kurtosisului (E = 0,35 > 0) ne indică o repartiŃie leptokurtică, care vine 

să confirme rezultatul analizei parametrului asimetriei, conform căreia valoarea 

medie a procentului de descăpăcire (71,58%) pe ansamblul judeŃelor studiate are 

o reprezentativitate corespunzătoare (fig. 25).    
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Rezultatele obŃinute demonstrează că în nici una dintre stupinele studiate, 

familiile de albine analizate nu au manifestat comportament igienic. 

 

Procentul mediu de descăpăcire a înregistrat valoarea maximă în judeŃul Cluj, 

maximumul înregistrat fiind de 78,72%, situat mult sub limita de 91% de la care 

familiile de albine se consideră că manifestă rezistenŃă naturală la boli şi paraziŃi 

ca urmare a comportamentului igienic.   

 

Cea mai mică medie pentru procentul de descăpăcire a fost înregistrată în judeŃul 

Harghita, 67,54%. 

 

 

2.4. MECANISME ANATOMICE 
 
 

Sturtevant şi Revell, 1953 (citaŃi de Morse, R.A. & Flottum, K. Eds., 

1997) au arătat că speciile de albine diferă între ele în ceea ce priveşte capacitatea 

lor de a reduce numărul de spori aparŃinând B.larvae din mierea depozitată 

produsă din siropul de zahăr contaminat.  

 

Ei au sugerat că la baza acestui fenomen ar sta mecanismul de filtrare a sporilor 

prin valva proventriculară. Ipoteza acestor cercetători a fost confirmată şi de 

rezultatele cercetărilor realizate de Plurad şi Hartmen, 1965 (M o r i t z  şi 

H a n e l , 1984, în Honey Bee Pests, Predators, and Diseases, Morse, R.A. & 

Flottum, K. Eds., 1997), dar cu toate că aceste studii au demonstrat implicaŃiile  
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variabilităŃii genetice în procesul de îndepărtare a sporilor, nu au reuşit să 

conducă la concluzii care explică mecanismul propriu-zis.  

 

Ei au mai sugerat şi faptul că pe lângă acŃiunea de stopare a invaziei sporilor 

exercitată de valva proventriculară, în reducerea numărului acestora ar mai 

putea fi implicate şi mecanisme bacteriostatice sau bactericide. 

 

 

 

 

Rezultate promiŃătoare în obŃinerea unor familii de 

albine cu rezistenŃă crescută la boli au fost înregistrate 

odată cu identificarea genelor responsabile de sinteza 

polipeptidelor microbiene, ce alcătuiesc echipamentul imunitar al 

organismului acestora (defensinele, apidecinele, abaecina şi 

himenoptecina) utilizat contra atacului agenŃilor patogeni, aspect cu 

importanŃă crescută odată cu apariŃia ipotezei conform căreia 

cunoaşterea aprofundată a precursorilor şi mecanismelor lor de acŃiune 

ar putea conduce la producerea unei noi clase de antibiotice. Markerii 

moleculari utilizaŃi în selecŃia efectuată în acest scop au devenit deja 

disponibili şi au început să fie utilizaŃi în practică. 
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Progresul înregistrat în ultimele decenii în domeniul 

geneticii moleculare a pus la dispoziŃia cercetătorilor 

mijloacele suplimentare ce pot fi utilizate cu succes 

în combaterea bolilor şi a dăunătorilor albinelor. Luând în 

considerare mecanismele genetice (fiziologice, anatomice, dar mai 

ales comportamentale) putativ implicate în rezistenŃa la boli şi 

dăunători, cercetările au fost îndreptate în direcŃia găsirii unor 

markeri moleculari specifici cu ajutorul cărora să se identifice 

populaŃii de albine ce prezintă rezistenŃă naturală, iar pe baza 

acestora să se întocmească programe de selecŃie în vederea 

înmulŃirii coloniilor ce prezint ă  aceste caractere. 

 

 

 

 

Pe baze experimentale s-a demonstrat faptul că 

albinele prezintă comportament igienic (parte a 

mecanismelor genetice comportamentale identificate 

la albine) iar acesta se presupune că ar constitui baza rezistenŃei 

la paraziŃi şi boli. O determinare exactă a numărului, pozi Ńiei în 

genom şi a nivelului relativ de influenŃă a locilor ce influenŃează 

direct comportamentul igienic la Apis mellifera L. se poate realiza 

cu ajutorul markerilor ADN asocia Ńi cu genotipurile igienice. 
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  CAPITOLUL   III 

  

 
 
 

MARKERI MOLECULARI ASOCIAłI CU 
REZISTENłA LA PARAZIłI ŞI BOLI LA ALBINE 

 
 
Genetica hymenopterelor are un istoric de peste 150 de ani (P a g e  Jr., R.E. şi 

col., 2002), perioadă de-a lungul căreia şi-a adus contribuŃia la elucidarea 

mecanismelor ce stau la baza determinării genetice a sexului, a evoluŃiei 

genomului şi însuşirilor adaptative, precum şi la determinarea genetică a 

comportamentului. 

 

În ultimele decade, ca urmare a evoluŃiei rapide a tehnicilor de biologie moleculară 

şi acumulării de date privitoare la mecanismele rezistenŃei la boli şi paraziŃi s-au 

înregistrat progrese din ce în ce mai mari în procesele de selecŃie a albinelor 

rezistente la agenŃii patogeni.Tehnicile specifice biologiei moleculare fac posibilă 

localizarea şi vizualizarea directă la nivel molecular a markerilor moleculari, 

precum şi a genelor de interes.  
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Markerii moleculari joacă un rol esenŃial în toate procesele de identificare a 

rezistenŃei la boli şi paraziŃi la insecte în general şi albine în particular. 

 

Markerii moleculari  pot fi definiŃi ca fragmente de ADN noninformaŃionale 

(regiuni hipervariabile de ADN sau introni), sau uneori chiar gene informaŃionale 

(gene funcŃionale) utilizate pentru detectarea segmentelor cromozomiale 

implicate în manifestarea unui caracter precum şi a genelor care stau la baza 

manifestării acestora. 

 

Markerii moleculari ideali sunt cei cu polimorfism ridicat, caracterizat prin 

posesia a două sau mai multe alele diferenŃiabile, codominante şi care pot fi 

diferenŃiate cu mare uşurinŃă. Cu toate acestea, nu toŃi markerii se pretează la 

orice studiu. PotenŃialele lor aplicaŃii sunt strâns legate de specificul studiului 

realizat.  

 

În vederea obŃinerii unor rezultate optime prin utilizarea tehnicilor moleculare 

efectuate în vederea efectuării studiilor filogenetice, ecologie, evolutive, sau a 

comportamentelor complexe, markerii moleculari ideali (C r u i c k s h a n k , R.H., 

2002), indiferent de specie, ar trebui să corespundă unor caracteristici comune: 

 

 

1. Să fie prezenŃi într-o singură copie (sau copii omogene multiple) 

În genoamele haploide, un marker molecular ideal ar trebui să fie prezent într-o 

singură copie, deşi nu este întotdeauna uşor de identificat care marker este cel 

prezent într-o singură copie, iar amplificarea unei singure copii este deseori greu 

de realizat.  
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Copiile multiple corespund de asemenea unui marker ideal, dacă toate copiile 

prezintă aceeaşi secvenŃă, astfel încât rezultatul să fie identic indiferent de copia 

secvenŃată. Acestea sunt uşor de amplificat şi produc benzi consistente, uşor de 

vizualizat.  

 

Există două tipuri de gene care se încadrează în această categorie: 

� genele mitocondriale şi  

� genele ribozomale nucleare. 

 

 

2. Să fie uşor de aliniat 

Datorită deleŃiilor şi duplicării unor regiuni mici de ADN, lungimea unei gene 

poate varia mult între specii, sau chiar între rase, motiv pentru care secvenŃele ar 

trebui aliniate anterior analizei genetice.  

 

Aceasta este uşor de realizat pentru genele ce codifică proteinele, datorită 

breşelor produse în mod obişnuit în grupuri de câte trei, corespunzând codonilor. 

La genele ribozomale, care nu sunt traduse în proteine şi nu au această structură 

de codon cu trei perechi de baze, alinierea poate să se dovedească mai greu de 

realizat.  

 

Incertitudinea alinierii va conduce la rezultate incerte ale analizei. În aceste 

cazuri, fie se vor îndepărta regiunile cu alinieri incerte, fie se va utiliza o structură 

informativă secundară în vederea obŃinerii unei alinieri cunoscute (G a t e s y  şi 

col., 1993, K j e r , 1995, citaŃi de C r u i c k s h a n k , R.H., 2002). 

 

 



Antonia ODAGIU, Ioan Gh. OROIAN – Caracteristici ecopatologice la insecte, abordare 
moleculară. Volumul 1. Apis mellifera L. 

Markeri moleculari 
 
 

 85

3. Toate situs-urile să  poată  varia în aceeaşi măsură 

Datorită structurii de codon a genelor ce codifică proteinele, doar o treime din 

situs-uri pot varia liber fără a se altera secvenŃa proteică. Este foarte probabil ca 

mutaŃiile care alterează structura proteică să aibă un efect de deleŃie asupra 

funcŃiei sale, astfel că aceste modificări, numite substituŃii nesinonime, sunt 

nedorite. Din acest motiv doar o treime din situs-urile secvenŃate se presupune că 

ar avea valoare informativă. 

 

 

4.Rata de substituŃie să fie suficient de ridicată pentru a furniza un număr 

suficient de situs-uri 

Markerii diferiŃi evoluează la niveluri diferite, astfel că este foarte important să se 

aleagă un marker cu o rată de substituŃie adecvată scopului în care este utilizat. 

Spre exemplu, în cazul unor specii înrudite, o genă cu un grad înalt de substituire 

va trebui să acumuleze un număr suficient de mutaŃii în timpul scurt al evoluŃiei 

speciilor respective. 

 

 

5. Rata de substituŃie să fie suficient de scăzută pentru a evita   un număr excesiv 

de substituŃii multiple 

Dacă se utilizează o genă neadecvată, vor exista situs-uri în care s-au produs două 

sau mai multe substituŃii. Astfel, substituŃiile ulterioare le vor masca pe cele 

anterioare. Acest fenomen poartă numele de saturaŃie.  

 

SituaŃia poate fi exacerbată de echilibrul compoziŃiei bazelor, care face foarte 

probabilă ca producerea celei de a doua mutaŃii la un anumit situs să fie reversul  

stării ini Ńiale (ex. A → T, urmată de T → A). La genele ce codifică proteinele se 
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poate produce o rată foarte mare a substituŃiilor sinonime deşi ini Ńial s-au produs 

puŃine substituŃi nesinonime. 

 

 

6. CompoziŃii ale bazelor sensibil diferite 

Dacă compoziŃia bazelor este echilibrată, vor creşte şansele ca aceeaşi mutaŃie să 

se producă de mai multe ori. Aceasta va conduce la creşterea homoplaziei, ceea 

ce poate fi o probleme în cazul genelor mitocondriale, ce au tendinŃa de a fi mai 

bogate în AT. 

 

 

7. CompoziŃie constantă  bazelor în cadrul aceleaşi specii 

VariaŃiile în cadrul compoziŃiei bazelor în cadrul aceleaşi specii poate conduce la 

probleme în analizele moleculare ale comportamentelor complexe şi de filogenie. 

 

 

8. ExistenŃa unor primeri universali 

Din motive practice, este mult mai uşor să se utilizeze aceeaşi primeri pentru 

diverse tipuri de analize. Primerii cu aplicabilitate largă au şanse mai mari de 

conservare, reducându-se astfel posibilitatea producerii mutaŃiilor la nivelul situs-

ului primer-ului. Cu toate acestea, trebuie evitată utilizarea primeri-lor cu un grad 

foarte larg de utilizare, pentru că în acest fel se poate ajunge la amplificarea unor 

secvenŃe nedorite (simbionŃi, paraziŃi, contaminanŃi din mediu etc.).  

 

Astfel, în cazul studiile efectuate pe albine, este preferabilă utilizarea primeri-lor 

specifici hymenopterelor.  
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9. Să fie utilizabili pe scară largă pentru a permite integrarea rezultatelor 

Utilizarea unor gene care sunt implicate în studii multiple (ecologice, 

comportamente complexe, filogenie etc.) se dovedeşte foarte valoroasă pentru că 

se pretează coroborării cu rezultatele altor studii conducând la rezultate 

fundamentate, cu un grad de siguranŃă superior. 

 

Imposibilitatea ca un singur marker molecular de a satisface toate cerinŃele unui 

marker ideal este uşor de înŃeles. Astfel, la nivelul markerilor situaŃi pe genele 

ribozomale alinierea se poate realiza cu dificultate, dar la nivelul acestor gene se 

găsesc mai multe situs-uri informative  decât la nivelul genelor care codifică 

proteinele.  Chiar dacă regiunile ce nu pot fi aliniate sunt îndepărtate, rămân mai 

multe situs-uri informative decât  cele existente la nivelul genelor de aceeaşi 

dimensiune ce au rolul de a codifica proteinele. 

 

Deşi începând cu anii ’60 principalii markeri moleculari utilizaŃi la insecte au fost 

alozimele, locul lor  fost preluat în ultimii ani de markerii ADN. Aceasta se 

datorează faptului că deşi tehnicile ce utilizează aceşti markeri sunt relativ uşor 

realizabile, ele nu dau informaŃii decât despre cel mai conservat tip de ADN 

(ADN-ul codificator).  

 

Tehnicile ce utilizează alozime nu sunt capabile să furnizeze date despre variaŃia 

genetică existentă la nivelul ADN-ului necodificator. La insecte, însă, acest tip de 

ADN prezintă importanŃă datorită faptului că  poate constitui de la 30% până la 

90% din genom.  
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ADN-ul necodificator a primit denumirea de ”junk”, 

”selfish”, sau ”parasitic” ADN. Este alcătuit din 

segmente nefuncŃionale replicate de-a lungul 

regiunilor cromozomiale cu funcŃiuni vitale.  

 

 

Pseudogenele, secvenŃele de ADN repetate în tandem şi secvenŃele de ADN 

dispersat repetitive ce par să nu aibă funcŃii, dar care totuşi se acumulează ca 

urmare a crossing-over-ului inegal, constituie exemple de ”junk – ADN” (K i n g , 

R.K. şi W.D. S t a n s f i e l d , 2002). 

 

Dacă se încearcă o clasificare a markerilor, aceştia ar putea fi încadraŃi în două 

categorii: markeri proteici  şi markeri ADN  (fig. 26). 

 

Atât markerii ADN cât şi cei proteici au revoluŃionat ştiinŃele biologice, lărgindu-

le cu mult domeniile de studiu atât în domeniul biologiei aplicate cât şi a celei 

pure, găsindu-şi utilitatea chiar şi în studiile de dinamică a populaŃiilor şi 

filogenie. 

 

Tehnicile de biologie moleculară bazate pe markeri genetici au condus la 

obŃinerea datelor de interes ce permit combinarea analizelor de linkage cu datele 

obŃinute cu ajutorul cu tehnicilor statistice de ultimă oră, ceea ce conduce la 

identificarea tuturor regiunilor de ADN asociate cu fenotipurile complexe, 

categorie din care face parte şi comportamentul igienic. 
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                                                                                                         Alozime  
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                       Izozime 
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                 MinisateliŃii (VNTR)  
 
 

  
 

       Markeri ADN  
 

   
            MicrosateliŃii (SSR) 

 
        

    
     AFLP 

 
 
                                                                                                     RAPD  
 

 
Figura 26. Clasificarea markerilor moleculari utilizaŃi în studiile de biologie moleculară 

aplicate la insecte 
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Pe lângă tehnicile clasice, au fost dezvoltate şi o serie de alte tehnici. Astfel, la 

albine  a fost pusă la punct o metodă de generare a markerilor variabili în regiuni 

ale genomului adiacente secvenŃelor markerilor stabiliŃi cu ajutorul unei tehnici  

PCR bazate pe tehnica ”walking chromosome”, urmată de o analiza de restricŃie 

arbitrară. Aceasta a fost denumită ECAPS (extended cleaved amplified 

polymorphic site – situl polimorfic cu clivaj extins amplificat).  

 

Pentru a putea pune în aplicare această tehnică, este însă necesară cunoaşterea în 

prealabil a unor informaŃii referitoare la secvenŃa de interes (B e y e , M. şi col. 

2001). În procesele de selecŃie a albinelor pentru rezistenŃa la boli şi paraziŃi, un 

rol determinant îl au atât diversitatea genetică existentă în cadrul coloniilor cât şi 

comportamentul igienic al acestora.  

 

Tehnologia ADN-ului recombinat şi tehnicile moleculare bazate pe ReacŃia în 

LanŃ a Polimerazei au revoluŃionat studiul geneticii comportamentale, ceea ce a 

avut o deosebită importanŃă asupra identificării locilor direct implicaŃi în 

influenŃarea comportamentului igienic la albine şi a mecanismelor prin care 

aceştia îl influenŃează (W i l k e s , K. şi col., 2002).  

 

Încercările de elucidare a mecanismelor implicate în rezistenŃa la boli a albinelor 

fac uz de tehnicile moleculare ce facilitează identificarea şi localizarea în 

genomul albinelor a locilor însuşirilor cantitative (Quantitative Trait Loci – 

QTL). Identificarea QTL necesită alcătuirea unei hărŃi de linkage a genomului pe 

baza locilor markerilor cu polimorfism ridicat. Cartarea locilor care sunt 

responsabili pentru însuşirile cantitative este dificil de realizat cu ajutorul 

markerilor moleculari tradiŃionali (în speŃă alozimele) datorită faptului că au nivel 

scăzut de polimorfism şi nu se găsesc în cantităŃi suficiente în genom.  
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Din acest motiv sunt preferaŃi markerii ADN, datorită polimorfismului lor ridicat 

şi abundenŃei acestora în genom. De asemenea, ei prezintă avantajul că sunt 

neutrii din punct de vedere fenotipic, nu prezintă efecte de epistazie şi sunt 

codominanŃi (W i l k e s , K. şi col., 2002).  

 

Tehnicile uzuale implicate în cercetările mai sus menŃionate (RAPD, tehnica 

microsateliŃilor, AFLP etc.) se bazează pe identificarea markerilor moleculari 

legaŃi de regiunile ce controlează domeniile de interes în demersul ştiinŃific 

condus pentru elucidarea mecanismelor de rezistenŃă la boli şi paraziŃi la albine.  

 

Acestea nu sunt altceva decât variante modificate ale reacŃiei în lanŃ a polimerazei 

- PCR. Utilizarea lor conduce la obŃinerea mai rapidă a hărŃilor de linkage, 

precum şi a unei acurateŃi mai mari în determinarea numărului şi localizării în 

genom a locilor de interes (QTL) studiaŃi în acest tip de investigaŃii ştiinŃifice.  

 
 
 

3.1. MARKERI PROTEICI 
 
 
Markerii proteici utilizaŃi în entomologie, atât în studiul biologiei paraziŃilor şi 

agenŃilor patogeni, cât şi a insectelor asupra cărora aceştia acŃionează sunt 

reprezentaŃi de izozime şi alozime. Aceşti markeri au fost utilizaŃi cu precădere 

până în momentul apariŃiei markerilor ADN care au permis atingerea unei 

acurateŃi superioare în determinări.  
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3.1.1. Izozimele 
 

Izoenzimele sau izozimele sunt proteine complexe formate din subunităŃi de 

perechi polipeptidice ce catalizează importante căi metabolice (King, R.C. şi 

Stansfield, W.D., 2002). Ele pot fi definite ca enzime cu funcŃii similare 

produse la loci diferiŃi, sau mai simplu, forme multiple ale unei singure enzime. 

Deşi izoenzimele unei anumite enzime catalizează aceeaşi reacŃie, ele pot 

prezenta proprietăŃi diferite (ex. pH-ul sau concentraŃia la care au activitatea 

maximă poate fi diferit pentru izoenzimele aceleaşi enzime).  

 
 

3.1.2. Alozimele 
 
Alozimele sunt markerii proteici cu cea mai largă utilizare. Alozimele unei 

anumite enzime sunt produşii diferitelor alele la un locus specific, sau altfel 

exprimat, sunt proteine produse de forme alelice la acelaşi locus. Organismele 

diploide (2n) pot fi homozigote pe un anumit locus al unei enzime având două 

copii ale aceleaşi alele, sau heterozigote având alele diferite ce codifică variantele 

aceleaşi enzime. De aici provine denumirea de alozime.  

 

Atât alozimele cât şi izozimele au puncte izoelectrice diferite, motiv pentru care 

pot fi  separate electroforetic în gel de amidon, poliacrilamidă sau acetat de 

celuloză utilizând amestecuri de reacŃie specifice enzimelor.  

 

Acest proces de separare, după cum se va vedea în continuare, include patru etape 

(Loxdale, H.D. şi G. Lushai, 1998): 
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� ExtracŃia. Cea mai mare parte a enzimelor separate prin electroforeză sunt 

solubile, deci o rupere simplă a pereŃilor celulari este suficientă pentru a le 

obŃine în soluŃie. 

 

� Separarea. Proteinele sunt molecule cu sarcină electrică ce migrează în 

câmp electric, în consecinŃă, proteinele cu masa diferită şi proprietăŃi 

conformaŃionale diferite vor migra diferit. Un mediu de migrare solid, cum 

este amidonul sau acrilamida este necesar pentru ca separarea să se menŃină 

după ce a fost îndepărtat câmpul electric. Acest mediu este utilizat pentru 

separarea moleculelor după dimensiune şi formă.  

 

� Colorarea. Enzimele pot fi detectate fie prin încorporarea unui colorant în 

produsul final, fie pot fi vizualizate direct în lumină UV dacă pe parcursul 

reacŃiei apar modificări ale fluorescenŃei. 

 

� Interpretarea. Benzile obŃinute pe gel sunt utilizate pentru a stabili bazele 

genetice ale fenotipurilor analizate şi observate. Alelele separate prin 

electroforeză sunt identificate prin măsurarea distanŃei benzii de la punctul 

de aplicare (în cazul gelurilor din acetat de celuloză) sau de la partea 

superioară a gelului (pentru gelurile din poliacrilamidă) şi compararea lor 

cu un standard de referinŃă. 

 

Aceşti markeri au diverse aplicaŃii fiind implicaŃi şi în studiile privitoare la 

rezistenŃa la insecticide a dăunătorilor (Maa & Terriere, 1983, citaŃi de 

Loxdale, H.D. şi G. Lushai, 1998), precum şi în evidenŃierea paraziŃilor 

himenopterelor (Walton et al ., 1990ab, citaŃi de Loxdale, H.D. şi G. 

Lushai, 1998). 
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3.2. MARKERI ADN 
 

Utilizarea markerilor ADN a permis mari progrese prin furnizarea unor date 

imposibil de obŃinut cu ajutorul markerilor proteici (ex. detalii referitoare la 

secvenŃele nucleotidice). Astfel, prin examinarea directă a ADN-ului au putut fi 

identificate gradele înalte de polimorfism, precum şi mutaŃiile, inserŃiile şi 

deleŃiile, ceea ce nu este posibil cu ajutorul markerilor proteici.  

 

Analizele ce utilizează markeri ADN presupun următoarele etape: 

 

� ExtracŃia. ADN-ul total este extras din celule prin liză cu ajutorul unei 

proteaze şi separat prin precipitare cu soluŃie sărată de etanol 100%, sau 

printr-un procedeu simplificat cu Chelex (un agent de chelare polivalent de 

natură rezinică). Daca extracŃia s-a efectuat corect, molecula de ADN nu este 

degradată şi este compusă din fragmente e dimensiuni mari, 29 – 100 kb. 

 

� Clivarea. ADN-ul extras poate fi tăiat de o manieră previzibilă şi 

reproductibilă cu ajutorul enzimelor de restricŃie (endonucleaze). Acestea 

recunosc secvenŃe specifice de 4 – 6 pb lungime şi clivează ADN-ul de câte 

ori întâlnesc secvenŃele respective. În cazul secvenŃelor întâmplătoare, 

enzima de restricŃie care recunoaşte fragmente de 4 – 6 pb lungime taie 

molecula la de ADN la 256 pb în medie. O enzimă ce recunoaşte fragmente 

de 6 pb lungime va efectua clivajul la fiecare 4096 pb. 
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� Separarea şi vizualizarea segmentelor de ADN. De obicei, separarea prin 

electroforeza se efectuează în gel de agaroză. ADN-ul poate fi vizualizat în 

UV după colorare cu bromură de etidiu. ADN-ul genomic clivat parŃial cu 

enzime de restricŃie va apărea ca o pată în gelul colorat cu bromură de 

etidiu datorită faptului că există foarte multe fragmente de mărimi diferite. 

 

Pentru a putea fi utilizaŃi, markerii ADN trebuie să posede cel puŃin două alele. 

Doar trei tipuri de secvenŃe de ADN îndeplinesc această cerinŃă: Polimorfismele 

Lungimii Fragmentelor de RestricŃie (RFLPs – Restriction Fragment Length 

Polymorphisms), Polimorfismele Lungimii SecvenŃelor Simple (SSLPs – 

Simple Sequence Length Polymorphisms) şi Polimorfismele unei singure 

Nucleotide (SNPs – Single Nucleotide Polymorphisms)  Markerii ADN cel mai 

frecvent utilizaŃi pentru identificarea la populaŃiile de albine a unor markeri 

moleculari asociaŃi cu rezistenŃa la paraziŃi şi boli sunt: RFLP, SSLP (minisateliŃii 

şi microsateliŃii), RAPD şi AFLP. 

 

 

3.2.1. Polimorfismele lungimii fragmentelor de 
restricŃie (RFLP) 

 

Enzimele de restricŃie taie moleculele de ADN la nivelul secvenŃelor specifice de 

recunoaştere. Aceasta însemnă că la tratarea unui fragment de ADN cu o anumită 

enzimă de restricŃie va rezulta întotdeauna acelaşi set de fragmente. Cu toate 

acestea, nu întotdeauna se întâmplă aşa în cazul moleculelor de ADN genomic, 

datorită faptului că situs-urile de restricŃie prezintă polimorfism, existând sub 

forma a două alele.  
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Una dintre acestea prezintă secvenŃa corectă pentru situs-ul de restricŃie şi va fi 

tăiată atunci când molecula de ADN va fi tratată cu enzima respectivă, iar cealaltă 

alelă având secvenŃa modificată enzima nu va mai recunoaşte situs-ul de 

restricŃie. Rezultatul acestei modificări a secvenŃei constă în aceea că cele două 

fragmente de restricŃie adiacente rămân împreună două tratarea cu enzima de 

restricŃie rezultând un polimorfism al lungimii. Acesta este un Polimorfism al 

Lungimii Fragmentelor de RestricŃie (RFLP) şi poziŃia sa în genom poate fi 

determinată prin urmărirea transmiterii alelelor sale. 

 

Fragmentele rezultate sunt inserate randomizat în plasmide ce sunt apoi clonate în 

colonii bacteriene. Fragmente analoge (probe de ADN utilizate în studii 

desfăşurate în paralel) provenite de la alte organisme sunt apoi utilizate pentru a 

evidenŃia ADN-ul clonat. Odată ce ADN-ul omolog clonat (insertul de ADN care 

leagă probele analoge) este găsit, poate fi utilizat ca probă specifică pentru o 

specie, după o prealabilă izolare şi purificare. 

 

Ca urmare a capacităŃii de detecŃie a ADN-ului analog pe ambele perechi de 

cromozomi omologi, tehnicile bazate pe RFLP produc markeri mendeleeni 

codominanŃi non-epistatici care au o puternică rezoluŃie genetică datorită 

numărului mare de combinaŃii enzimă de restricŃie – probă existente. 

 

Se preconizează utilizarea markerilor RFLP atât în vederea evidenŃierii rezistenŃei 

albinelor la infestările cu Nosema apis în studiile efectuate de  R.N. R i c e  (2001) 

la coloniile de Apis mellifera L. din Australia. De asemenea, utilizarea acestor 

markeri se consideră utilă pentru secvenŃierea anumitor regiuni ale genomului de 

la Nosema apis în vederea diferenŃierii tulpinilor virulente de cele inofensive 

(R i c e , R.N. 2001). 
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Deşi punerea în evidenŃă la Apis mellifera L. a unor markeri RFLP ce ar putea fi 

utilizaŃi în vederea identificării rezistenŃei la boli şi paraziŃi nu a dat încă 

rezultate, este utilă menŃionarea utilizării acestora în cazul unor microorganisme 

ce produc îmbolnăviri.  

 

Astfel, D j o r d j e v i c  S.P. şi col. (2000) au evidenŃiat infestarea cu Paenibacillus 

alvei (bacterie ce constituie agentul patogen al paratifozei) atât a unor probe de 

miere, cât şi a larvelor de Apis mellifera L. din Australia cu ajutorul markerilor 

RFLP. Această bacterie produce o toxină tiol – activată, alveolizina, iar 

identificarea genei acestei toxine cu ajutorul markerilor RFLP confirmă prezenŃa 

Paenibacillus alvei în coloniile de albine infestate. Cercetările efectuate pe 

coloniile de albine din estul Australiei la care s-au înregistrat multe cazuri de 

paratifoză au făcut uz de Analiza de RestricŃie a ADN-ului Ribozomal Amplificat 

(ARDRA) al genei alveolizinei (D j o r d j e v i c  S.P. şi col. 2000).   

 

Din izolatele de Paenibacillus alvei au fost amplificate fragmentele genei 

alveolizinei - 16S rRNA (1.555 pb) -, iar RFLP au fost detectate cu enzimele 

CfoI, Sau3AI şi RsaI.  Primerii alveozin specifici utilizaŃi pentru amplificarea 

ADN-ului în vederea evidenŃierii markerilor RFLP au fost ALV100, respectiv 5’ 

TAAAAAGGGGATGACTGTAT 3’ poziŃiile 1 – 20 şi ALV 101 

5’AATGAGGAGATGTTCATACA 3’, respectiv poziŃiile 1555 – 1536. Pentru 

confirmarea identificarea ampliconului de 1.555 pb separat prin electoforeză s-a 

utilizat PCR semicuibărită cu primerii ALV 102 

5’CTTGAAAGGAAGGAAAGTAC 3’, poziŃiile 39 – 58 şi ALV 101. 

Endonucleazele de restricŃie DraI şi HinfI au produs RFLP-uri identice cu cele 

prezise de soft-ul utilizat, în timp ce profilurile RFLP produse cu ajutorul 

endonucleazelor de restricŃie CfoI, RsaI şi AluI nu au corespuns cu cele prezise de 
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program. PrezenŃa unui număr mare de RFLP-uri în probele analizate a sugerat 

faptul că  Paenibacillus alvei este o specie genetic eterogenă. Utilizarea 

enzimelor de restricŃie  DraI şi HinfI pentru analiza RFLP-urilor utilizate ca 

markeri moleculari în vederea identificării genei 16S rRNA a condus la 

identificarea cu precizie a prezenŃei Paenibacillus alvei în probele analizate, 

asigurând totodată diferenŃierea acestei specii de speciile înrudite.   

 

 

3.2.2. Polimorfismele lungimii secvenŃelor simple 

(SSLPs) 

 

Polimorfismele Lungimii SecvenŃelor Simple sunt profiluri de secvenŃe repetate 

care prezintă variaŃii ale lungimii, alele diferite conŃin numere diferite de unităŃi 

repetitive. SSLPs pot fi multialelelice, astfel fiecare SSLP poate avea un număr 

de variante de lungimi diferite. Există două tipuri de SSLP: minisateliŃii şi 

microsateliŃii. 

 
 

MinisateliŃii 

MinisateliŃii, cunoscuŃi şi sub denumirea de Număr Variabil al RepetiŃiilor în 

Tandem (VNTRs – Variable Number of Tandem Repeats) sunt formaŃiuni în care 

unitatea repetitivă are o lungime mai mare de 25 pb. Aceştia nu sunt răspândiŃi în 

tot genomul, ci se găsesc în zona telomerică de la capătul cromozomilor. 
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Cele mai multe alele ale minisateliŃilor au dimensiuni mai mari de 300 pb pentru 

că unităŃile repetitive sunt relativ mari şi tind să se adune mai multe într-o singură 

formaŃiune. 

 

Conform unor cercetări de dată recentă realizate în Australia (R i c e ,  R.N., 

2001), se pare că utilizarea minisateliŃilor ca markeri moleculari la Apis mellifera 

L. în vederea identificării rezistenŃei la Nosema apis va conduce la obŃinerea unor 

informaŃii mult mai complete decât cele obŃinute până la momentul de faŃă. 

 

MicrosateliŃii 

Datorită dificultăŃilor tehnice întâmpinate de procedeele utilizate în biologia 

moleculară, folosirea microsateliŃilor ca markeri moleculari în studiile efectuate 

asupra insectelor cu comportament social este de dată recentă (E s t o u p  şi col, 

1993, 1994 citat de R o w e  şi col, 1997).    

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

MicrosateliŃii sau secvenŃele simple repetate (SSR – simple repeat sequence) sunt  

fragmente de ADN compuse din secvenŃe foarte scurte (2 – 6 pb) bazate pe 

repetiŃii în tandem. Aceştia pot fi homopolimeri ('... TTTTTTT ...'), repetiŃie 

dinucleotidică ('.... CACACACACACACA .....'), trinucleotidică ('.... 

AGTAGTAGTAGTAGT...') etc. CACACACACA este secvenŃa cel mai des 

întâlnită. Datorită acŃiuni polimerazei, pe parcursul replicării ADN-ului există 

puŃine şanse ca aceste secvenŃe repetate să fie alterate. Se pot crea sau îndepărta 

copii ale unităŃilor repetate.  
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MicrosateliŃii au variabilităŃi foarte mari, motiv pentru care există lungimi diferite 

ale aceluiaşi microsatelit în doi cromozomi diferiŃi. MicrosateliŃii alcătuiesc cea 

mai mare parte a heterocromatinei din jurul centromerului.    

 

Unicitatea lor constă în faptul că mulŃi dintre aceştia sunt asociaŃi cu locii care 

conŃin regiuni codificatoare.  

 

Schimbările de baze în aceste repetiŃii se produc mult mai frecvent decât în 

regiunile codificatoare, iar variaŃia polimorfismului lungimii poate fi înregistrată. 

 

Exemple de microsateliŃi: 

� (CA)n – repetiŃie simplă  

� (CAAAC)n - repetiŃie simplă 

� (CACTG)n - repetiŃie simplă 

 

O limitare majoră a SSR constă în timpul şi costul necesare izolării şi 

caracterizării fiecărui locus, atunci când nu există anterior o secvenŃă de ADN 

disponibilă. Acest proces necesită construirea şi evidenŃierea unei biblioteci 

genomice alcătuită din fragmente de ADN selectate în funcŃie de dimensiune cu 

probe specifice de SSR, urmată de secvenŃarea clonelor pozitive izolate, sinteza 

primerilor PCR şi testarea (E d w a r d s , K.J. şi col., 1996 şi O s t r a n d e r  E.A. şi 

col., 1992 citaŃi de H a y d e n , M.J. şi col., 2001).  

 

Doar după aceasta poate fi determinat numărul de copii, informaŃiile pe care 

acestea le dau şi poziŃia cromozomială a locilor SSR.  
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Economiile semnificative atât în ceea ce priveşte costul cât şi timpul ce au putut 

fi realizate datorită renunŃării la evidenŃierea bibliotecilor de gene, în acelaşi timp 

cu obŃinerea de informaŃii pentru mai mult decât un locus SSR pentru fiecare 

clonă plasmidică. Au fost încercate o serie de îmbunătăŃiri ale tehnicii utilizării 

microsateliŃilor ca markeri genetici.  

 

MicrosateliŃii s-au dovedit a fi instrumente deosebit de utile în analiza genetică a 

coloniilor de insecte sociale. Cu ajutorul lor, a fost determinată compoziŃia 

genotipică a coloniilor şi a fost pusă în evidenŃă variabilitatea acestora, ceea ce 

are implicaŃii directe asupra stabilirii markerilor genetici implicaŃi în rezistenŃa la 

boli şi paraziŃi. 

 

N e u m a n n  şi col. (1997) au evidenŃiat genotipul şi variabilitatea acestuia la 

Apis mellifera L. utilizând 4 loci ai microsateliŃilor ADN, respectiv A76, A43, 

A107 şi B124. 

 

S o l i g n a c , M. şi col. (2004) au alcătuit o hartă de linkage la Apis mellifera L. 

tot pe baza microsateliŃilor. În acest scop, au fost folosiŃi 552 markeri descrişi 

anterior de S o l i g n a c  şi col., 2003 (citaŃi de S o l i g n a c , M. şi col. 2004) 

alcătuiŃi în principal din minisateliŃi.  

 

Harta genetică obŃinută de aceştia  are o lungime de 4061 cm, cu 18% mai mare 

decât cea obŃinută de H u n t  şi P a g e  (1995). 

 

Rezultatele ale cercetărilor structurii genetice la Apis mellifera L., varietatea 

specifică  bazinului Mediteranean (insulele Baleare, Spania), realizate pe baza 

polimorfismului microsateliŃilor au fost evidenŃiate pe probe provenite din 22 de 
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localităŃi (de la Rúa, P. şi col., 2003). La aceste probe au fost analizaŃi opt 

microsateliŃi polimorfici: B124, A113, A7, A8, A35, A24, A28 şi A88.  

 

Analiza structurii genetice s-a efectuat cu ajutorul programului GENEPOP 

version 1.2 (R a y m o n d ,  M. şi col., 1995, citaŃi de de la Rúa, P. şi col., 2003)., 

iar variaŃia microsateliŃilor în cadrul unei populaŃii şi între populaŃii cu ajutorul 

programului FSTAT version 1.2 (Goudet, J., 1995, citat de de la Rúa, P. şi col., 

2003). Rezultatele cercetării efectuate cu ajutorul microsateliŃilor au demonstrat 

că nu există diferenŃe notabile în cadrul populaŃiilor dintr-o insulă, dar între insule 

există diferenŃieri.  

 

Acest tip de analize prezintă deosebită importanŃă în cartarea locilor implicaŃi în 

rezistenŃa la boli şi paraziŃi la Apis mellifera L. cu ajutorul markerilor moleculari. 

Deşi implicarea cercetărilor structurii genetice a albinelor şi a filogeniei în 

studiile de genetică moleculară privitoare la rezistenŃa la boli este indirectă, datele 

obŃinute în urma acestor studii contribuie la facilitarea stabilirii markerilor 

moleculari cu ajutorul cărora se vor alcătui hărŃile de linkage şi se vor stabili QTL 

cu rol în mecanismele de rezistenŃă la boli şi dăunători. 

 

La populaŃii de Apis mellifera din Costa Rica (S e g u r a , J.A.L., 2000) au fost 

puse în evidenŃă niveluri ridicate de variabilitate genetică cu ajutorul a doi 

markeri genetici cu polimorfism înalt evidenŃiaŃi în genom (microsatelitul A7 şi 

regiunea intergenică COI - COII din ADNmt).  

 

Pentru analiza regiuni intergenice mitocondriale COI - COII au fost utilizaŃi 

primerii 5’ TCTATACCACGACGTTATTC 3’ şi 5’ 

GATCAATATCATTGATGACC 3’ legaŃi de poziŃiile nucleotidice 3090 şi 3940, 
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pe baza hărŃii mitocondriale realizată la Apis mellifera L. de C r o z i e r  şi 

C r o z i e r  (1993).  

 

Determinarea dimensiunii exacte a alelelor la nivelul microsatelitului A7 cu 

secvenŃa miez (CT)3(T)7CCTTCG(CT)24 (E s t o u p , A. şi col., 1995) s-a dovedit 

dificil ă. Aceasta s-a datorat faptului că secvenŃa miez mai sus menŃionată include 

repetiŃii a câte două şi a unei singure nucleotide.  

 

E s t o u p , A. şi col. (1993) au pus în evidenŃă la albine (Apis mellifera L.) un set 

de microsateliŃi alcătuit din repetiŃii cu predominanŃă perfectă, 52 (CT)n şi 23 

(GT)n la distanŃe de 15  kb şi respectiv 34 kb. Aşa cum era şi de aşteptat, autorii 

au identificat un nivel ridicat de polimorfism intrapopulaŃional în studiile 

referitoare la localizarea microsateliŃilor la Apis mellifera L.  

 

Acestea au o distribuŃie asociativă şi regiunile care le flanchează sunt suficient de 

asemănătoare pentru a putea permite amplificarea PCR şi al alte specii de albine 

şi vor putea fi utilizaŃi în evidenŃierea QTL implicaŃi în comportamentul igienic al 

acestora.  

 

Studiile efectuate de acest grup de cercetători (E s t o u p , A. şi col., 1995) au fost 

continuate pe populaŃii de albine aparŃinând la 3 subpopulaŃii ale Apis mellifera 

L. cu scopul de a identifica variaŃia microsateliŃilor şi implicaŃiile acesteia în 

structura genetică ierarhică a populaŃiilor. Dintre cei 75 de microsateliŃi cunoscuŃi 

la Apis mellifera L. (E s t o u p , A. şi col., 1993) au fost utilizaŃi 12 microsateliŃi, 

dintre care şapte au fost implicaŃi în toate studiile (A7, A24, A28, A43, A88, 

A113, B124), iar patru doar în studiul unei singure subpopulaŃii (A14, A35, A29, 

A76, şi A107).  
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Analizele de linkage au arătat că dintre aceştia, 11 sunt independenŃi genetic. 

Pentru identificarea minisatelŃilor au fost desemnate perechi de primeri specifici 

5’- 3’. Structura genetică identificată a fost determinată cu ajutorul programului 

GENEPOP version 1.2. (R a y m o n d  şi R o u s s e t , 1994, citaŃi de E s t o u p , A. 

şi col., 1995).  

 

Utilizarea acestor microsateliŃi în studiul de faŃă a evidenŃiat faptul că aceşti 

markeri ADN pot fi utilizaŃi cu succes în cercetările privitoare la identificarea 

variabilităŃi în cadrul unei specii, dar şi între specii.  

 

De asemenea, folosirea microsateliŃilor a confirmat existenŃa şi compoziŃia celor 

trei ramuri evolutive după care R u t t n e r  şi col. în 1978 (citaŃi de E s t o u p , A. 

şi col., 1995) au presupus pe baza analizelor morfometrice că ar fi evoluat 

subspeciile de albine (A – subspeciile africane, M – subspeciile din Vestul 

Europei şi C – subspeciile asiatice şi din Nordul Mediteranei), precum şi 

posibilitatea de a diferenŃia subspeciile şi populaŃiile din cadrul speciilor. 

 

Cu ajutorul microsateliŃilor şi STMP (H a y d e n  M.J. şi col., 2001) L a p i d g e  şi 

col. (2002) au pus în evidenŃă şapte QTL ce influenŃează comportamentul igienic 

la albine, stabilind un punctaj numeric al nivelului mediu al acestuia. Dintre 

aceştia, şase au prezentat un linkage sugestiv cu locii ce contribuie la exprimarea 

variaŃiei fenotipice a comportamentului igienic al albine, iar al şaptelea a 

prezentat un linkage puternic.  

 

Cu toate acestea, în cadrul experimentului nu s-a identificat nici un QTL cu efect 

major asupra comportamentului igienic, însă se pare că acest comportament este 

moştenit de manieră cantitativă.                   
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Cercetări efectuate în Australia de către R o w e  şi col. (1997) au descoperit la 

Apis mellifera şapte microsateliŃi (B7, ED-R, FE1, FE2, FM-F, GJ, HC) şi o 

secvenŃă putativă minisatelit (GH-F). Dintre aceştia cinci sunt repetiŃii GA (trei 

repetiŃii perfecte, două imperfecte şi una perfectă întreruptă), unul constă în 

repetiŃii perfecte AT, iar cel de al şaptelea este o repetiŃie mononucleotidică T.  

 

Pentru evidenŃierea microsateliŃilor au fost utilizate 12 clone cu sonde (GA)10 şi o 

clonă GH pentru evidenŃierea secvenŃei putativ minisatelit. Utilizarea 

microsateliŃilor în acest caz se datorează faptului că pot fi caracterizaŃi şi analizaŃi 

cu uşurinŃă. Pentru identificarea minisatelŃilor şi microsateliŃilor au fost 

desemnate perechi de primeri specifici 5’-3’ cu lungimi între 110 – 270 pb pentru 

microsateliŃi şi 220 pb pentru secvenŃa putativ minisatelit.  

 

Pentru microsateliŃi au fost utilizate perechile de primeri cu denumirile:  B7-f, 

B7-r; ED2-f, ED2-r; FE1-f, FE1-r; FE2-f, FE2-r; FM1-f, FM1-r GJ-f, GJ-r; HC-f, 

HC-r, iar pentru secvenŃa putativă minisatelit GM-f şi GM-r. Pentru secvenŃele 

minisatelit FE1, FE2 şi HC primerii nu au fost testaŃi încă. Aceşti microsateliŃi, 

precum şi secvenŃa putativă minisatelit îşi vor dovedi ulterior utilitatea la 

identificarea QTL implicaŃi în mecanismele de identificare a rezistenŃei la boli.        

 

STS (Sequence-Tagged Sites) sunt markeri moleculari adesea utilizaŃi pentru a 

confirma identitatea grupelor de linkage dintre diferite hărŃi. Un STS reprezintă o 

regiune scurtă din genom (cu lungimea de 200 – 300 pb) a cărei secvenŃă exactă 

nu se găseşte în nici o altă porŃiune din genom. Această unicitate a secvenŃei se 

stabileşte prin demonstrarea faptului că  poate fi amplificată prin PCR.  
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SecvenŃa ADN a unui STS poate conŃine elemente repetitive, secvenŃe care mai 

apar şi în alte regiuni ale genomului, însă atâta vreme cât secvenŃele situate la 

ambele capete ale sit-ului sunt unice, se pot sintetiza primeri ADN unici 

complementari acelor terminaŃii, apoi se amplifică regiunea cu ajutorul PCR şi 

astfel se demonstrează specificitatea reacŃiei prin electroforeza în gel  produsului 

amplificat (D o g g e t t , N.A., 1992). 

 

Un exemplu de STS-uri polimorfice poate fi reprezentat de un locus variabil ce 

conŃine o secvenŃă scurtă repetată cum este secvenŃa dinucleotidică repetitivă 

(GT)n, flancată de două secvenŃe unice (D o g g e t t , N.A., 1992). Aceste STS-uri 

sunt markeri moleculari cu un înalt grad de potenŃial informativ şi cu 

aplicabilitate valoroasă în analizele de linkage.  

 

Dimensiunea produsului amplificat pentru STS-ul reprezentat în exemplul nostru 

de (GT)n va diferi în funcŃie de valoarea lui n la acel locus, motiv pentru care  

STS prezintă polimorfism. Fiecare individ este purtător a două copii ale marker-

ului STS, câte una pe fiecare cromozom al unei perechi omoloage şi fiecare copie 

poate avea o valoare diferită pentru n, devenind astfel  o alelă diferită a STS 

polimorfic (fig. 27). 

 

 

5’ – secvenŃă unică GTGTGT ……… GT secvenŃă unică – 3’ 

 
                                                                   (GT)n 

 
 
 

Figura 27.  Exemplu de STS (Sequence-tagged Site) polimorfic  
(după D o g g e t t , N., 1992) 
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Din cei 14 loci STS descrişi de H u n t  şi P a g e  (1998) la albine şi testaŃi în 

cadrul experimentului realizat de aceştia, doar 3 au prezentat polimorfism în 

cazul experimentului realizat de W i l k e s  K. şi col. (2002) în vederea realizării 

hărŃilor de linkage şi a determinării QTL responsabili pentru comportamentul 

igienic la Apis mellifera L. (W i l k e s  K. şi O l d r o y d , B., 2002) 

 

În experimentele realizate de H u n t  şi P a g e  câŃiva markeri RAPD au fost 

convertiŃi în markeri STS (O l s o n  şi col., 1989 citaŃi de  H u n t  şi P a g e  1995) 

prin clonarea fragmentelor ce prezentau polimorfism şi desemnarea primerilor 

specifici situaŃi pe secvenŃa nucleotidică terminală a clonei.  

 

Primerul utilizat pentru generarea acestor markeri bazaŃi pe STS a fost stsQl6.58, 

5 ”AGTGCAGCCAGCTACTGAGAG. 

 

S u b r a m a n i a n , S. şi col. (2002) au pus la punct un sistem de bază de date a 

microsateliŃilor (MRD – microsatellite repeats database) care să permită accesul 

la informaŃii referitoare la microsateliŃii din genoamele eucariotelor a căror 

secvenŃe informaŃionale sunt disponibile.  

 

MRD stochează informaŃii referitoare la secvenŃele simple repetate în tandem de 

k-ori, unde k = 1 – 6 (de la monomer până la hexamer). Astfel, este asigurat 

accesul la informaŃii referitoare la distribuŃia microsateliŃilor aflaŃi în regiunile 

codificatoare precum şi în cele necodificatoare ale genomului. 

 

Se pare că cercetările efectuate în Australia cu scopul identificării de markeri 

moleculari implicaŃi în mecanismele de rezistenŃă a albinelor la Nosema apis au 
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condus la concluzia că utilizarea microsateliŃilor în acest scop ar da rezultate 

pozitive, în majoritatea cazurilor.  

 

Mai mult, se preconizează aceşti markeri au un potenŃial ridicat pentru a fi folosiŃi 

pentru a face distincŃie între speciile virulente şi cele nevirulente ale Nosema apis 

ce infestează coloniile de Apis mellifera L. (R i c e ,  R.N., 2001).    

 

PCR este o tehnică ce s-a dovedit indispensabilă în evidenŃierea STS (sequence-

tagged sites), markeri moleculari ce constau din secvenŃe scurte de ADN (200 – 

500 pb) ce iniŃial au fost identificate în genomul uman şi au proprietatea că se 

găsesc doar într-o anumită zonă a genomului şi într-o singură copie. Ele provin 

din ADNc (www.hyperdictionary.com).  

 

Ulterior, aceşti markeri au fost utilizaŃi şi la alte specii, la albine fiind implicaŃi în 

studiile de identificare  a  comportamentului  igienic (L a p i d g e ,  K.L.  şi col.,  

2002).  Utilizarea  STG facilitează identificarea QTL în genomul Apis mellifera 

L. şi alcătuirea hărŃilor de linkage (H u n t  G.J., 1997 citat de  L a p i d g e , K.L. şi 

col., 2002). 

 

D o g g e t t , N. (1992) prezintă un exemplu a modului în care un locus variabil ce 

conŃine o secvenŃă scurtă repetată, cum este dinucleotida (GT)n flancată de două 

secvenŃe unice, poate deveni STS (fig. 27). Dimensiunea produsului amplificat 

pentru acest STS va diferi în funcŃie de valoarea lui n la locus-ul respectiv, deci 

STS este polimorfic. Fiecare individ este purtător a două copii ale marker-ului 

STS unul pe fiecare cromozom al unei perechi omoloage şi fiecare copie poate 

avea o valoare diferită a lui n constituind astfel o alelă diferită a STS polimorfic. 
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STS este un marker polimorfic ce se transmite la descendenŃi (fig. 28). În gelul 

obŃinut în urma electroforezei sunt evidenŃiaŃi produşii PCR pentru fiecare STS a 

fiecărui membru al familiei. Cele două alele ale tatălui sunt diferite de cele două 

alele purtate de mamă, iar descendenŃii moştenesc câte o alelă a STS de la fiecare 

părinte (fig. 28 şi 29). 

 
 
PărinŃi             1                       2  
 
 
 
 
 
 
                                  DescendenŃi              3                       4                       5 
 
 

 
 

Figura 28. Transmiterea la descendenŃi a STS (după D o g g e t t , N., 1992) 
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Figura 29. Gelul de electroforeză al produşilor PCR ai STS polimorfici  
(după D o g g e t t , N., 1992) 
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3.3.3. Polimorfismul lungimii fragmentelor de adn 
amplificate (AFLP) 

 

Acest tip de markeri sunt de fapt forme modificate ale RFLP, în care este 

evidenŃiată prezenŃa sau absenŃa fragmentelor de restricŃie şi nu diferenŃele dintre 

acestea în ceea ce priveşte lungimea lor.  

 

Din acest motiv, nu este posibilă identificarea imediată a  formei homo- sau 

heterozigoŃiei unui locus din prezenŃa sau absenŃa unei benzi pe gelul de 

electroforeză. ADN-ul genomic este evidenŃiat prin utilizarea unui situs comun şi 

rareori cu ajutorul unei enzime specifice care clivează situs-ul la un anumit locus.  

 

SecvenŃele nucleotidice „adaptoare” sunt ligate în aceste fragmente de ADN. 

Aceste secvenŃe AFLP constau din două părŃi, o aşa-zisă secvenŃă miez şi o 

secvenŃă enzimatică specifică. Daca aceste două situs-uri se găsesc la o distanŃă 

convenabilă pentru amplificare, în urma amplificării PCR se produc cantităŃi 

discrete de ADN. Polimorfismele sunt amplificate şi vizualizate în gel de 

poliacrilamidă utilizând autoradiografia. 

 

Markerii AFLP sunt utilizaŃi cu predilecŃie pentru a face distincŃie între 

organisme cu grad de înrudire foarte apropiat, inclusiv liniile izogene.  

 

DiferenŃele dintre lungimile fragmentelor generate cu ajutorul tehnicii care 

implică markerii AFLP pot fi identificate pe baza modificării bazelor aflate la 

nivelul situs-ului de restricŃie, ori a inserŃiilor sau deleŃiilor din fragmentul 

respectiv de ADN.   
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Markerii AFLP trebuie trataŃi de obicei ca markeri dominanŃi, pentru că 

identitatea homo- sau heterozigoŃilor nu poate fi stabilită decât dacă studiile de 

pedigre sunt conduse în vederea determinării schemelor de transmitere a 

echipamentului genetic sau a unei anumite însuşiri sau grupuri de caractere, de la 

părinŃi la descendenŃi, pe fiecare bandă obŃinută în gelul de electroforeză 

(A m a d o r , D.M., 2001). 

 

Avantajele utilizării markerilor AFLP constau în faptul că permit vizualizarea 

seturilor de fragmente de restricŃie cu ajutorul PCR fără cunoaşterea prealabilă a 

secvenŃei nucleotidice, precum şi în aceea că prin utilizarea lor este posibilă co-

amplificarea specifică a unui număr mare de fragmente de restricŃie, de obicei 

între 50 şi 100. 

 

În comparaŃie cu alte tehnologii care utilizează markeri genetici, de exemplu 

RAPD, RFLP sau microsateliŃii, AFLP oferă aceeaşi performanŃă sau chiar una 

superioară în termenii reproductibilităŃii, rezoluŃiei şi eficienŃei în timp.  

 

Cu toate aceste însuşiri, markerii AFLP au devenit un standard molecular cu un 

spectru larg de aplicabilitate pretânu-se la investigaŃii din domeniul sistematicii 

până la cele de genetica populaŃiilor, (V o s , P. şi col., 1995, S a v e l k o u l , 

P.M.H. şi col., 1999). 

 

Identificarea AFLP la Apis mellifera L. prezintă particularităŃi specifice speciei. 

Din acest motiv, protocolul de bază utilizat în vederea identificării acestui tip de 

polimorfism a fost simplificat şi optimizat, efectuându-se o serie de modificări 
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atât în procesul de digestie a ADN-ului, cât şi a enzimelor de restricŃie şi a gelului 

în care se efectuează migrarea electroforetică.  

 

De asemenea, vizualizarea s-a făcut cu bromură de etidiu şi nu prin 

autoradiografierea primerilor marcaŃi. În acest fel  s-a obŃinut o reproductibilitate 

ridicată a benzilor obŃinute prin electroforeza produşilor PCR şi o sensibilitate 

scăzută la condiŃiile de amplificare (Suazo, A. şi col., 2004) 

 

 

3.3.4. Polimorfismul ADN-ului amplificat la întâmplare 
(RAPD) 

 

Polimorfismul ADN-ului amplificat la întâmplare (RAPD) reprezintă 

polimorfismul unei secvenŃe nucleotidice utilizând un test bazat pe amplificarea 

ADN-ului în care se face uz doar de o secvenŃă nucleotidică aleasă arbitrar, 

uneori palindromică. 

 

Această evidenŃiere a polimorfismului ADN-ului amplificat la întâmplare implică 

utilizarea unui primer scurt, alcătuit cel mai frecvent din 10 baze nucleotidice. 

Acesta se leagă de ADN-ul genomic în două sit-uri diferite pe catene opuse ale 

matriŃei de ADN, la o distanŃă de circa 3000 pb.  

 

Daca aceste două situs-uri se găsesc la o distanŃă convenabilă pentru amplificare, 

în urma amplificării PCR se produc cantităŃi discrete de ADN. Benzile sunt 

vizualizate cu bromură de etidiu (W i l l i a m s  şi col., 1990). 
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PrezenŃa fiecărui produs de amplificare conduce la identificarea completă sau 

parŃială a omologiei secvenŃei nucleotidice dintre ADN-ul genomic şi primerul 

oligonucleotidic la fiecare terminaŃie a produsului de amplificare.  

 

Fiecare primer va dirija amplificarea mai multor loci în genom, făcând din acest 

test o cale eficientă de evidenŃiere a polimorfismului secvenŃelor nucleotidice la 

diferiŃi indivizi.  

 

În acest caz, un anumit fragment de ADN care este generat doar pentru un individ 

şi care nu coincide cu cel generat pentru alt individ prezintă un polimorfism 

caracteristic al ADN-ului respectiv, putând fi astfel utilizat ca marker genetic. 

Aceşti markeri sunt transmişi la descendenŃi pe cale mendeleeană (T i n g e y  şi 

col., 1993). 

 

Principalul avantaj al acestei tehnici constă în aceea că nu necesită cunoaşterea 

detaliilor referitoare la secvenŃa de ADN.  

 

De asemenea, aceşti markeri prezintă şi avantajul că utilizarea lor nu implică o 

tehnică sofisticată şi nici costuri ridicate, conducând în acelaşi timp la obŃinerea 

unor date cu un grad de complexitate superior în comparaŃie cu cele obŃinute cu 

ajutorul altor markeri (W e e d e n  şi col., 1993). 

 

Hunt şi Page (1995) au alcătuit o hartă de linkage la Apis mellifera L pe baza 

markerilor RAPD, ceea ce a condus la reale progrese în procesul de identificare 

de markeri moleculari asociaŃi cu rezistenŃa la boli şi paraziŃi.  
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Harta a constat în 26 grupuri de linkage şi conŃine gena malatdehidrogenazei 

(Mdh-1), gena culorii negre corporale (blk) şi locusul major al determinării 

sexului la albină (locusul X), fiind alcătuită pe baza segregării a 365 markeri 

RAPD utilizând descendenŃa haploidă de sex masculin a unei singure mătci.  

 

Markeri RAPD au fost generaŃi cu ajutorul PCR  în conformitate cu metoda 

elaborată de Will iams şi col. (1990), cu aproximativ 2,8 loci cartaŃi la fiecare 

primer 10-nucleotidic utilizat în PCR. 

 

În experimentul efectuat de către aceştia, a fost utilizat un mascul haploid (16 

cromozomi) şi o femelă diploidă (32 cromozomi), proveniŃi din stupine 

comerciale din California, în vederea obŃinerii unei mătci F1.  

 

Aceasta a fost apoi introdusă într-o colonie, iar 94 dintre descendenŃii ei masculi 

(haploizi) au fost utilizaŃi în vederea analizelor de linkage. S-a preferat utilizarea 

populaŃiei haploide pentru a evita pierderile de informaŃie cauzate de dominanŃa 

markerilor RAPD.  

 

Au fost evidenŃiaŃi 1000 primeri pentru cei doi părinŃie F cât şi pentru matca F1. 

Markerii RAPD au fost denumiŃi după denumirea primer-ului urmată de o linie şi 

dimensiunea aproximativa, exprimată în kilobaze.  

 

SecvenŃa primerilor utilizaŃi pentru markerii RAPD a fost 5 ’- 

AGTTGACAGAGATTAC şi 5 ’- GCAGCCAGAATATAAGACGCTGTT.  

 

Analizele de linkage au fost efectuate cu ajutorul programului MAPMAKER 

software version 2.0. Rezultatele experimentale au demonstrat că markerii RAPD 



Antonia ODAGIU, Ioan Gh. OROIAN – Caracteristici ecopatologice la insecte, abordare 
moleculară. Volumul 1. Apis mellifera L. 

Markeri moleculari 
 
 

 115

pot furniza date demne de încredere în procesul e cartare a organismelor haploide 

în condiŃiile evidenŃierii şi selecŃiei corecte a primerilor.  

 

Datele obŃinute sunt similare celor evidenŃiate de Dietrich ş i  col. în 1992 

(citaŃi de Hunt şi Page, 1995) care au reuşit să realizeze o hartă de linkage la 

şoarece pe baza SSR. 

   

De o deosebită importanŃă este asocierea dintre markerii genetici şi locii 

însuşirilor cantitative  (QTL).   

 

QTL reprezintă regiuni ale genomului ce au un efect măsurabil asupra unei 

însuşiri investigate. Analizele QTL au scopul de a calcula statistic o asociere 

dintre expresia unei însuşiri de interes şi un grup de markeri genetici.  

 

Cartarea QTL necesită existenŃa prealabilă a unei hărŃi de linkage a genomului 

alcătuită pe baza locilor markerilor polimorfici, precum şi o variaŃie măsurabilă a 

însuşirii studiate în cadrul sau între populaŃii ori specii (Falconer şi Mackay 

1996 citaŃi de Wilkes şi Oldroyd, 2002).  

 

Metodele de identificare a QTL au stat la baza studiului bazelor genetice ale 

schemelor comportamentale complexe, din care face parte şi comportamentul 

igienic la Apis mellifera L. 

 

În vederea identificării mecanismelor implicate în comportamentul igienic la Apis 

mellifera L., Wilkes şi Oldroyd (2002) au realizat experimente în care cu 

ajutorul mai multor tipuri de markeri ADN, printre care şi markeri RAPD, au 

încercat să evidenŃieze numărul de gene care influenŃează comportamentul igienic 
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la Apis mellifera L., nivelul relativ de influenŃă al acestor gene, precum şi 

localizarea lor în genom. 

 

Harta de linkage a fost efectuată pe baza markerilor RAPD şi microsateliŃilor la 

119 trântori. Markerii RAPD au ocupat 3110 cm în cadrul a 26 grupuri de 

linkage, cu distanŃa medie dintre markeri de 9,5 cm. în condiŃiile în care 

dimensiunea genomului a fost estimată la 3450 cm (Hunt şi Page, 1995).  

 

Deşi o mare parte din markerii RAPD utilizaŃi de Hunt şi Page (1995) au fost 

utilizaŃi şi în acest experiment, a fost imposibilă identificarea grupurilor de 

linkage individuale comune celor două hărŃi.  

 

Aceasta era şi de aşteptat Ńinând cont de faptul că locii markerilor produc benzi 

diferite şi prezentă niveluri diferite de polimorfism în încrucişări diferite. 

Analizele de linkage au fost efectuate cu ajutorul  programului 

MAPMARKER/EXP v3.0 software, PC version (Lander et al., 1987; Lincoln 

et al., 1992, citaŃi de Wilkes K. şi Oldroyd, B., 2002). 

 

Generând markeri RAPD, alături de microsateliŃi şi STS, Lapidge ş i  col. 

(2002) au alcătuit o hartă de linkage a locilor însuşirilor cantitative  asociate cu 

comportamentul igienic la Apis mellifera L. Lapidge K.L. şi Oldroyd B.P. 

(2002) au efectuat experimentul utilizat iniŃial de Rothenbuhler (1964) dar au 

făcut uz de însămânŃarea artificială (Spivak şi Gi l l iam, 1998).  

 

Deşi conform studiilor lui Rothenbuhler (1964) sau a celor realizate de Moriz 

(1988) s-ar fi aşteptat să obŃină 2 sau respectiv 3 markeri, autorii acestui studiu au 

reuşit evidenŃierea existenŃei a 6 markeri ce au prezentat un linkage sugestiv 
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pentru locii care contribuie la variaŃia fenotipică globală legată de 

comportamentul igienic şi unul care a prezentat un linkage puternic şi un LOD 

semnificativ cu valoarea de 3,37.  

 

ExistenŃa acestor şapte markeri rămâne însă de confirmat prin cercetări ce 

urmează a fi efectuate în continuare. Astfel, utilizarea markerilor RAPD a 

confirmat faptul că baza genetică a comportamentului igienic la albine este mult 

mai complexă decât s-a crezut iniŃial şi că mai multe gene sunt implicate în 

determinarea acestei însuşiri.  

 

Cercetări efectuate la Departamentul de creştere a albinelor de la Institutul de 

Cercetare a Animalelor Mici de la Gödöllö, Ungaria (Hidas, A. şi col., 2004) în 

vederea studierii toleranŃei diferite a populaŃiilor de albine din Ungaria la 

infestarea cu Varroa destructor, au utilizat markeri RAPD.  

 

Analiza moleculară a demonstrat existenŃa unei variabilităŃi reduse în cadrul unei 

colonii, ceea ce a permis utilizarea ca probă a unui număr redus de indivizi dintr-

o colonie. Markerii RAPD s-au dovedit eficienŃi în evidenŃierea rezistenŃei 

familiilor de albine studiate la Varroa. 
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3.2. UTILITATEA IMPLEMENTĂRII MARKERILOR 
MOLECULARI ÎN STUDIUL REZISTENłEI LA BOLI 

ŞI PARAZIłI LA APIS MELLIFERA L. 
 

 
Este bine cunoscut faptul că la baza mecanismului genetic de rezistenŃă a 

albinelor la boli şi dăunători , stă comportamentul igienic al acestor insecte 

(paragraful 2.2., pag. 47).  

 

La insecte, majoritatea comportamentelor pot fi caracterizate făcând uz de 

instrumentele caracteristice însuşirilor cantitative  (ex. agresivitatea, inteligenŃa 

etc.). La albine, în particular, învăŃarea şi inhibi Ńia latentă, agresivitatea, 

precum şi comportamentul igienic se încadrează, de asemenea, în categoria 

acestor însuşiri cantitative.  

 

O însuşire moştenită cantitativ este determinată de un număr de gene care 

acŃionează împreună. Însuşirile cantitative prezintă o variaŃie ce descrisă de curba 

gaussiană. Un locus al unei însuşiri cantitative  (QTL) poate fi definit ca o zonă 

cromozomială despre care se crede că reglează fenotipul unui organism 

pentru respectiva însuşire cantitativă.  

 

Pentru a realiza o analiză a însuşirilor cantitative următoarele aspecte trebuie 

clarificate: 

� numărul genelor care influenŃează exprimarea însuşirii cantitative studiate; 

� care este nivelul de influenŃă al fiecărei gene asupra însuşirii; 

� unde sunt localizate genele pe cromozom; 
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� care este rolul fiecărei gene. 

 

Sunt necesare două categorii de informaŃii în vedere realizării unei analize QTL: 

1. Hartă de linkage a genomului speciei studiate. 

2. Utilizarea unei metode adecvate în vederea măsurării modului de variaŃie 

a comportamentului la animalele studiate.  

 

Este necesară şi efectuarea unui experiment de împerechere a animalelor a căror 

comportament a fost măsurat şi care au fost genotipizate, cu analiza aceloraşi 

parametri şi la descendenŃii acestora.  

 

Pentru  prezenta mecanismul de analiză QTL trebuie să se Ńină cont de faptul că 

la majoritatea animalelor cromozomii sunt în perechi. Într-o anumită zonă 

cromozomială, secvenŃele ADN ale markerilor utilizaŃi variază între două copii 

ale cromozomului. Pe parcursul meiozei, se produce crossing-over-ul şi 

segmentele cromozomiale se schimbă între ele, rezultând recombinarea genetică.  

 

Spre exemplu, dacă există doi markeri genetici diferiŃi în cromozom, sunt şanse 

mari ca recombinarea să se producă dacă aceştia sunt situaŃi la distanŃă mare unul 

de altul, şansele fiind mici dacă sun apropiaŃi.  

 

Dacă genele care reglează comportamentul studiat sunt apropiate de marker ele 

vor sta legate de marker pe parcursul recombinării. Dacă sunt situate la distanŃe 

mari, probabilitatea ca acestea să rămână legate de marker este scăzută.  

 

Localizarea QTL poate contribui şi la determinarea identităŃii genei ce 

influenŃează comportamentul studiat. În acest caz, problema constă în faptul că 
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localizarea QTL nu este cunoscută cu exactitate. Progresele ştiinŃifice înregistrate 

până la momentul de faŃă oferă date care arată doar localizarea între doi markeri 

(C h a n d r a ,  S.B.C. şi col., 2001).  

 

Această problemă poate fi rezolvată prin secvenŃarea porŃiunii de cromozom 

situată între cei doi markeri („în amonte” – upstream –    dinspre  unul şi „în aval” 

– downstream – dinspre  celălalt). Acest lucru este posibil tehnic, dacă distanŃa 

dintre cei doi markeri nu este prea mare.  

 

Comparând secvenŃele de ADN cu secvenŃele genelor cunoscute se poate 

determina identitatea genelor dintre markeri. Astfel, se pot emite ipoteze 

privitoare la genele situate în zona QTL ce au efect asupra comportamentului. 

 

Pentru a stabili existenŃa corelaŃiilor dintre variabilitatea comportamentului 

studiat şi markerii utilizaŃi se folosesc programe special elaborate în acest scop 

(F l i n t , J., 2003, citat de B r e e d ,  M.D., 2003).  

 

Dacă se urmăreşte o familie inclusă în experiment (femela, masculul şi 

descendenŃii lor), iar nivelul de manifestare a comportamentului este întotdeauna 

ridicat atunci când este prezent un anumit marker şi întotdeauna scăzut când este 

prezent alt marker, este foarte probabil ca gena ce controlează respectivul 

comportament să fie în apropierea acelui marker, pe cromozom.  

 

Dacă variaŃia comportamentului este mai mult sau mai puŃin întâmplător legată 

de prezenŃa marker-ului, între comportament şi zona cromozomială respectivă 

există linkage scăzut, sau nu există. Nivelul asocierii dintre comportament şi 



Antonia ODAGIU, Ioan Gh. OROIAN – Caracteristici ecopatologice la insecte, abordare 
moleculară. Volumul 1. Apis mellifera L. 

Markeri moleculari 
 
 

 121

localizarea pe cromozom a genei care îl guvernează poartă numele de punctaj 

LOD  (M c C l e a n , P., 1998). 

 

Cea mai mare parte a însuşirilor cantitative, inclusiv însuşirile comportamentale, 

au punctaje LOD mari pentru două până la patru localizări cromozomiale în 

genomul unui organism. Cu cât punctajul LOD are o valoare mai mare, cu atât se 

pare că este mai mare importanŃa genei ce reglează comportamentul respectiv. 

 

Cu ajutorul Metodei Punctajelor LOD se pot calcula distanŃele de linkage. 

Această metodă a fost introdusă de N.E. M o r t o n  şi este o abordare iterativă în 

care sunt calculate o serie de punctaje LOD pentru un număr dat de distanŃe de 

linkage (M c C l e a n , P., 1998). 

 

Principiul metodei constă în estimarea unei distanŃe de linkage, a cărei valoare va 

fi utilizată pentru calcularea probabilităŃii produceri unei anumite secvenŃe. 

Această valoare va fi împărŃită la valoarea probabilităŃii producerii secvenŃei 

presupunând că genele nu sunt linkate. Apoi, se calculează logaritmul acestui 

raport, valoare ce reprezintă punctajul LOD pentru distanŃa de linkage estimată.  

 

Se utilizează formula: 

 

 
 
                                                                  probabilitatea producerii unei 
                                                          secvenŃe cu o valoare de linkage dată 
     Punctaj LOD  =  z  = log 
                                                                  probabilitatea producerii unei 
                                                                         secvenŃe fără linkage  
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Metoda impune folosirea mai multor astfel de distanŃe de linkage la care se aplică 

formula de mai sus şi astfel se ajunge la obŃinerea a mai multor astfel de punctaje 

LOD. DistanŃa de linkage pentru care s-a obŃinut cel mai mare punctaj LOD este 

considerată estimata distanŃei de linkage. 

 

Această modalitate de calculare a distanŃelor genetice, cu ajutorul căreia se poate 

determina punctajul LOD a fost iniŃial utilizată pentru măsurarea linkage-ului la 

nivelul genomului uman.  

 

Progresul ştiinŃific continuu a condus la extinderea utilizării acestei metode nu 

numai la genomul animal ci şi la cel vegetal. Astfel, punctajul LOD a devenit un 

instrument util în determinarea QTL ce guvernează comportamentul igienic, ce 

stă la baza mecanismului rezistenŃei la boli şi paraziŃi la Apis mellifera L.  

 

ImportanŃa metodei punctajului LOD este evidenŃiată şi de utilizarea pe scară 

largă a algoritmilor ce stau la baza calculelor ce sau la baza acestei metode şi în 

pachetele soft folosite pentru cartările genetice.  

 

Un exemplu îl constituie programul MAPMAKER, de care se face uz în 

cercetările de cartare (M c C l e a n , P., 1998) 
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3.3. GENE UTILIZATE ÎN STUDIUL 
COMPORTAMENTELOR COMPLEXE LA ALBINE 

 

 

Din multitudinea de markeri proteici şi ADN identificaŃi la insecte (L o x d a l e , 

H.D. şi col., 1998) majoritatea sunt utilizaŃi şi la albine.  

 

Studiul acestor markeri este posibil datorită rezultatelor cercetărilor privitoare la 

genomul Apis mellifera L. efectuate  pe plan mondial, se cunoaşte atât secvenŃa 

completă a ADN-ului mitocondrial (fig. 30), cât şi genomul (C r o z i e r , R.H. şi 

C r o z i e r  Y.C., 1993; www.sci-ed-ga.org).  

 

Au fost utilizate următoarele notaŃii: 

� Genele pentru RNAt -  o singură literă pentru aminoacizii corespunzători  

� Genele RNAt cu asteriscuri  corespund celor de la D. yakuba.  

� Genele codificatoare ale proteinelor - COI  

� Genele ce codifică subunităŃile 1, 2 şi 3  ale citocromoxidazei c - COlll  

� Genele pentru citocrom b - Cyt b  

� Genele ce codifică subunităŃile 1 – 6 şi 41 ale NADHdehidogenazei - NDI-6 

şi ND4L  

� Regiunea bogată în AT despre care se crede că ar conŃine originea replicării  

pe baza organizării mitocondrale a ADN-ului la D.melanogaster  (G o d d a r d  şi 
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M ’ O l s t e n h o l m e  1978, 1980, citaŃi de C r o z i e r , R.H. şi C r o z i e r  Y.C., 

1993) - AT 

       

 
 
 

Figura 30. Harta genomului circular la Apis mellifera L. 
(după Crozier, R.H. şi Crozier Y.C., 1993) 

 
 
DirecŃia de transcripŃie pentru fiecare regiune codificatoare este indicată prin 

săgeŃi. ADN-ul mitocondrial la Apis mellifera L. are o lungime de 16.343 pb şi 

cuprinde 22 de gene pentru ARNt.  

 

În comparaŃie cu Drosophila melanogaster, 11 dintre genele ADNt sunt situate în 

poziŃii diferite, dar celelalte ocupă aceleaşi poziŃii.  

 

Codul genetic identificat la Apis mellifera L este identic cu cel decodat la 

Drosophila melanogaster, dar diferă anticodonii pentru  doi ARNt  (Crozier, R.H. 

şi Crozier Y.C., 1993). 
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Markerii moleculari implicaŃi în studiile filogenetice, evolutive, ecologice sau ale 

comportamentelor complexe la albine sunt situaŃi la nivelul unor gene situate la 

diverse niveluri celulare. 

 

 

Regiunile necodificatoare 

Acestea includ regiunea mitocondrială de control, intronii genelor nucleare şi 

regiunile spaŃiului transcripŃional intern  al genelor ribozomale nucleare. Pentru 

că aceste regiuni se află sub o presiune de selecŃie scăzută tind să evolueze rapid 

şi sunt utilizate doar în studiile efectuate la speciile înrudite.  

 

Datorită  ratei ridicate de substituŃie, la nivelul acestor gene se observă 

heterozigoŃie, motiv pentru care este necesară clonarea produşilor PCR înaintea 

secvenŃării. 

 

 

Genele mitocondriale 

Datorită faptul că se găsesc într-un număr mare de copii sunt mult mai uşor de 

utilizat decât genele nucleare existente într-o singură copie, iar transmiterea 

caracterelor acestora strict pe cale maternă are mare utilitate la nivel intraspecific. 

Genele mitocondriale sunt de două categorii: gene ribozomale şi gene ce codifică 

proteinele. Există două gene mitocondriale ribozomale, 12S ADNr şi 16S ADNr, 

care nu sunt separate prin spaŃii transcripŃionale interne.  

 

În general, poziŃia a treia a genelor ribozomale ce codifică proteinele evoluează 

mai rapid decât genele ribozomale, dar pot fi utilizate cu rezultate bune primele 

două poziŃii ale acestora.  
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Una dintre problemele potenŃiale în utilizarea genelor mitocondriale constă în 

faptul că pot fi transferate din regiunea mitocondrială în cea nucleară. Aceste 

gene, numite numts (nuclear copies of mitochondrial genes – copii nucleare ale 

genelor mitocondriale) sau pseudogene mitocondriale, pot fi amplificate şi 

secvenŃate din greşeală, conducând astfel al erori.  

 

Deşi încă nu s-a semnalat existenŃa acestora în studiile de specialitate la 

Hymenoptere, este util să se Ńină seama de existenŃa lor pentru a se putea evita 

eventualele erori induse de prezenŃa lor.  B e s a n s s o n , D. şi col. (2001) a 

elaborat o serie de strategii pentru identificarea şi utilizarea acestor pseudogene 

mitocondriale. 

 

 

 

Gene nucleare codificatoare ale proteinelor 

Aceste gene au un grad înalt de substituŃie şi pot fi utilizate în diverse studii 

moleculare. Una din marile probleme pe care le ridică însă utilizarea lor este 

paralogia. Ele pot fi adesea duplicate şi în acest fel nu se poate ştii cu exactitate 

care copie a genei a fost secvenŃată.  

 

Datorită faptului că aceste gene au o structură intron/exon , vor putea fi desemnaŃi 

primeri cu un grad înalt de conservare pentru exonii ce vor amplifica secvenŃele, 

contracarând astfel efectul  intronilor cu variabilitate ridicată. Această situaŃie 

este desemnată prin EPIC (exon primed intron crossing) şi constituie o sursă de 

markeri nucleari cu variabilitate ridicată utilizaŃi în studiile specifice. 
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Deşi în practică nu se întâlnesc markeri moleculari 

ideali care să îndeplinească simultan toate însuşirile 

dorite (să fie prezenŃi într-o singură copie, sau copii 

omogene multiple şi uşor de aliniat; toate situs-urile să  poată  varia 

în aceeaşi măsură; rata de substituŃie să fie suficient de ridicată 

pentru a furniza  un număr suficient de situs-uri; rata de substituŃie 

să fie suficient de scăzută pentru a evita un număr excesiv de 

substituŃii multiple; să aibă compoziŃii ale bazelor sensibil diferite şi 

compoziŃie constantă  bazelor în cadrul aceleaşi specii; să existe 

pentru aceştia primeri universali şi să fie utilizabili pe scară largă 

pentru a permite integrarea rezultatelor), la nivelul regiunilor 

necodificatoare, a genelor mitocondriale şi a celor nucleare 

codificatoare ale proteinelor au fost localizaŃi markeri care le 

îndeplinesc pe majoritatea şi sunt utilizaŃi cu rezultate bune în 

MAS. 
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Din multitudinea de markeri moleculari utiliza Ńi în 

prezent pentru a evidenŃia rezistenŃa la paraziŃi şi 

boli, la albine îşi găsesc utilizarea mai puŃin cei 

proteici (alozimele şi izozimele) datorită polimorfismului scăzut. 

Cea mai largă utilizare au însă markerii genetici (RFLP,  

minisateliŃii, microsateliŃii, AFLP şi RAPD) care datorită 

specificului şi gradului lor înalt de polimorfism au fost utiliza Ńi cu 

succes în acest tip de investigaŃii.  

 

 

 

 

Se preconizează obŃinerea la Apis mellifera L. a unor 

producŃii superioare cantitativ şi calitativ prin 

identificarea cu ajutorul markerilor moleculari 

(microsateliŃi, STS, markeri RAPD, RFLP şi AFLP) 

a locilor însuşirilor cantitative (QTL – Quantitative Trait Loci) 

dorite, situaŃi pe hăr Ńile de linkage alcătuite la această specie şi 

selecŃia familiilor în func Ńie de aceştia. 
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CAPITOLUL   IV 

 

 

                       
 

TEHNICI DE BIOLOGIE MOLECULARĂ 
UTILIZATE ÎN ANALIZA GENETICĂ  

LA ALBINE 
 
 
Indiferent de tehnicile utilizate în vederea identificării markeri-lor moleculari la 

albine, de importanŃă majoră este atât luarea probelor cât şi păstrarea acestora 

până în momentul analizei, precum şi extracŃia ADN-ului.  

 

Tehnicile de luare a probelor s-au perfecŃionat în aşa măsură, încât la momentul 

de faŃă este posibilă chiar luarea probelor fără efect letal asupra albinelor 

(C h â l i n e , N. şi col., 2004). 

 

Cea mai eficientă metodă de prezervare a probelor de albine, deşi nu întotdeauna 

disponibilă, constă în păstrarea acestora la – 800C, imediat după recoltarea lor.  
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Ca o alternativă poate fi utilizată depozitarea lor la  – 200C, după ce au fost în 

prealabil introduse în alcoole etilic 100%. 

 

ExtracŃia ADN-ului, deşi etapă preliminară în diversele analize genetice, este de 

importanŃă majoră pentru efectuarea în condiŃii optime a studiilor ulterioare şi 

acurateŃea rezultatelor obŃinute. 

 

Există două categorii de metode de extracŃie a ADN-ului, extracŃia brut ă şi 

metode de extracŃie speciale ce furnizează ADN de puritate ridicată. 

 

a). Metodele brute de extracŃie a ADN-ului. Aplicarea acestora nu necesită o 

purificare prealabilă pentru amplificarea cu succes a ADN-ului. 

� Materialul proaspăt este introdus într-o soluŃie tampon de liză (Tris-HCl 10 

mM la pH = 8, EDTA 1 mM, Nonidet P – 40 1%, proteinază K 100 mg/100 

ml). Se depozitează peste noapte la 40C (B l a c k  şi col., 1992). 

 

� ExtracŃia cu Chelex. Materialul proaspăt se aduce în 500 µl Chelex 5%. Se 

incubează la 560C (0,5 – 4 ore) după care la 95 - 1000C (5 – 15 minute), 

după care se centrifughează, iar supernatantul se depozitează la - 210C. 

Datorită cantităŃilor mici de ADN utilizate, este recomandată folosirea ca 

martor a unei extracŃii blank, atunci când se plică acest protocol (C a n o  şi 

col., 1993). 

 

b). Metode de extracŃie ce conduc la obŃinerea ADN-ului de înaltă puritate 

 

� Metoda de extracŃie în soluŃie salină. Utilizarea acestei metode conduce 

la obŃinerea unui ADN-genomic de puritate înaltă, deşi este una dintre cele 
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mai rapide metode şi în acelaşi timp puŃin costisitoare. Avantajul principal 

constă în eliminarea folosirii unor reactivi nocivi şi foarte scumpi (ex. 

fenolul) şi adaptabilitatea sa pentru aplicare la diverse organisme 

(S u n n u c k s  şi col., 1996). 

 

Liza se efectuează în: 

  - 400 µl TEN (Tris-HCl 10mM, pH = 8; EDTA 0,2 mM, pH = 8; NaCl 0,4 M) 

- 40 µl SDS 20% 

- 8 µl proteinază K  

 

Se amestecă si se incubează la 550C timp de 1 oră. 

 

Se adaugă 300 µl NaCl 5 – 6 M şi se supune şi se supune la vortex 15 – 30      

secunde. 

 

Se centrifughează la 10.000 – 40.000 g. 

 

Se transferă supernatantul întru-n Eppendorf nou şi ADN-ul este precipitat în     

amestecul 1 : 1 propanol : etanol 100% (de la gheaŃă). 

 

Se păstrează la - 210C timp de 5 – 60 minute. 

 

Se centrifughează la 40C timp de 15 – 20 minute, după care peletul este spălat     

cu etanol  70% şi se lasă să se usuce.  

 

ADN-ul se păstrează până la utilizare sub formă de suspensie în 20 – 50 µl apă sterilă. 
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Atunci când probele au fost recoltate sau păstrate în condiŃii neadecvate şi 

pentru a evita procedeele costisitoare de purificare, se utilizează metoda descrisă 

mai jos (C h â l i n e , N. şi col., 2004). 

 

� SoluŃia de liză: 

- tiocianat de guanidiu 0,5 M 

- EDTA 0,1 M 

- acetat de amoniu 7,5 M de la gheaŃă 

 

Se amestecă, iar amestecul stă la gheaŃă 10 minute, după care se adaugă 500      

ml soluŃie cloroform :  pentanol (21 : 1). 

 

Amestecul este centrifugat la 14.000 timp de 10 minute. Se colectează      

supernatantul şi se trece într-un Eppendof nou. 

 

Se adaugă izopropanol. 

 

ADN-ul este precipitat la - 200C şi colectat după centrifugare la 14.000 g timp     

de 20  minute. 

 

Peletul de ADN este spălat de trei ori cu etanol 70%, uscat în curent de aer şi     

resuspendat în apă sterilă. 

 

� De asemenea, sunt disponibile kit-uri comerciale. Acestea sunt produse în 

vederea izolării ADN-ului din Ńesuturi microscopice, pe o lamă sterilă şi 

urmează un protocol într-o singură etapă (B u r t o n  şi col., 1998). Aceste 
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kit-uri sunt mai mult sau mai puŃin utile în funcŃie de analiza ADN ce se 

urmăreşte a fi efectuată. 

 

În studiul ADN-ului la albine cele mai frecvent utilizate protocoale de extracŃie se 

bazează pe aceleaşi principii menŃionate în cele descrise mai sus, însă cu adaptări 

specifice  (W i l k e s , K. şi col., 2003) 

 

 

Protocolul propus de Wilkes şi Oldroyd (2003) 

Albinele utilizate trebuie să fie proaspete, sau depozitate la – 700C. ADN-ul este 

extras prin liză cu  CTAB (Hunt şi col., 1995).  

 

Abdomenul şi capul se plasează individual într-un Eppendorf (1,5  ml). Se adaugă 

200 µl soluŃie de liză: 

- CTAB 1% 

- Tris 50 mM (pH =8) 

- EDTA 10mM 

- NaCl 1,1 M 

- proteinază K 100 µg/ml 

 

łesutul este zdrobit cu un pestle şi incubat la 600C timp de 1 – 5 ore. 

 

Probele sunt extrase în mod repetat prin inversie lentă cu 100 µl fenol (pH =      

7,4) şi 100 µl cloroform şi centrifugare la 15000 g timp de 10 minute. Stratul      

apos superior este transferat în alt Eppendorf.  
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ExtracŃia este repetată cu 200 µl cloroform agitare lentă prin inversie şi     

centrifugare 2 – 3 minute. ADN-ul este precipitat cu 20 µl acetat de sodiu 3M      

(pH = 5,2) şi 400 µl etanol rece 100%. Probele sunt incubate 10 minute la -700C,       

apoi centrifugate 20 minute la 7000 g. 

 

Peletul rezultat este spălat în etanol 70% rece, uscat sub vid şi dizolvat în 100 µl 

TE0,1: 

             - tampon Tris 10 mM (pH = 7,6) 

             - EDTA 0,1 mM 

    prin încălzire la 650C timp de 10 minute. ADN-ul concentrat este diluat 1 : 200  

    în apă sterilă pentru a fi apoi utilizat pentru amplificare. 

 
 
 

4.1.TESTAREA PROTOCOALELOR DE IZOLARE A 

ADN-ULUI DE LA ALBINA MELIFERĂ (APIS 

MELLIFERA L.)  
 
 

Probele au fost recoltate din 358 stupine din judeŃul Sălaj, 24 stupine apicultori 

din judeŃul Cluj, 14 stupine din judeŃul Satu Mare, 40 stupine din judeŃul Alba şi 

35 stupine din judeŃul Tulcea.  

 

Aparatura utilizat ă 

� Autoclav, Raypa 

� Baie de apă, Fisher Bioblock Scientific 

� Microentrifugă, Sigma 1-15 
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� Containere pentru deşeuri, Biohazard 

� Deionizator de apă, Smeg WP 3000 

� Vortex, Bioblock 

� Spectrofotometru NanoDrop 1000 

 

 

Spectrofotometrul NanoDrop 1000 

Principala componentă a echipamentului de cuantificare a ADN este 

Spectrofotometrul NanoDrop 1000 (fig. 31 – 33).  

 

Acesta acoperă întreg spectrul UV – VIS (220 – 750 nm) şi este destinat în 

principal măsurării absorbanŃei probelor de ADN, ARN şi proteine.  

 

Are dimensiuni relativ reduse (20 cm x 14 cm). Durata măsurării este doar de 10 

secunde, iar domeniul de măsurare acoperă un domeniu larg de concentraŃii atât 

pentru ADN dublu catenar (2 - 3700 ng/µl) cât şi pentreu ADN şi ARN 

monocatenar (≤ 2400 ng/µl şi respectiv ≤ 3000 ng/µl).  

 

Datorită sistemului de funcŃionare perfecŃionat, cu ajutorul acestui aparat pot fi 

cuantificate cantităŃi foarte mici din proba de analizat, o simplă picătură fiind 

suficientă.  

 

La deschiderea aparatului, cu pipeta automată se plasează o picătură din proba de 

analizat în locaŃia destinată plasării probei. 
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Figura 31. Plasarea probei în vederea cuantificării 

 

 

 

 

Figura 32. PoziŃionarea probei pe parcursul cuantificării 

 

Când aparatul este închis, braŃul adus la poziŃia iniŃială comprimă picătura de 

probă care este supusă măsurătorii spectrale. Tensiunea de suprafaŃă este singura 

forŃă care menŃine proba.  
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Cuantificarea se realizează pe baza măsurării spectrului de radiaŃii emis la o 

lungime a drumului optic de 1 mm, cu două fibre optice, sursa de emisie fiind o 

lampă de Xenon. 

 

Când măsurarea este finalizată, aparatul se deschide, iar proba este îndepărtată 

prin simpla ştergere cu un şervet de laborator. 

 

 

 

 

Figura 33. Îndepărtarea probei după cuantificare 

 

 

Principiul de funcŃionare al aparatului (fig.34) se bazează pe existenŃa unei lămpi 

de Xenon, care emite radiaŃii focalizate pe o lentilă de difracŃie (care funcŃionează 

ca o prismă).  

 

Fluxul luminos rezultat în urma trecerii prin prismă este alcătuit din radiaŃii cu 

diverse lungimi de undă şi este direcŃionat diferit. Prin fantă trece doar radiaŃia cu 

lungimea de undă dorită. 
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Figura 34. Schema de principiu a funcŃionării unui spectrofotometru 

în domeniul UV – VIS 

 

Există trei posibilităŃi:  

 

1. Daca aceasta ajunge în zona transparentă a discului rotativ ajunge direct  în  

locul  în care este plasată proba de analizat, după care este orientată spre cel de al  

doilea disc rotativ prin intermediul unei 

oglinzi. Aici vine în contact cu oglinda 

acestuia, care o direcŃionează spre detector.         
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2. Dacă   radiaŃia  ajunge  în  zona  de  oglindă a discului rotativ, aceasta este 

direcŃionată spre celula de referinŃă, apoi este orientată spre al doilea disc rotativ 

şi direcŃionată spre detector.  

 

3. Dacă radiaŃia vine în contact cu zona neagră a discului, aceasta este blocată. 

Detectorul converteşte semnalul luminos în semnal electric. Intensitatea 

luminoasă a radiaŃiei  măsurată în celula de referinŃă este notată cu I0, iar cea 

rezultată în urma trecerii prin celula ce conŃine proba cu I. Raportul dintre cele 

două intensităŃi luminoase poartă numele de absorbanŃă şi este dat de relaŃia A = 

log I0/I. 

 

Datele rezultate de la măsurători sunt stocate automat în memoria dispozitivului 

specific şi pot fi vizualizate fie cu un software tip DataViewer sau programe tip 

MS Excel.  

 

 

4.1.1.Protocolul propus de Hunt şi col.  

 

Albinele utilizate trebuie să fie proaspete, sau depozitate la – 700C. ADN-ul este 

extras prin liză cu  350 µl CTAB. Trântorii sau mătcile se plasează individual 

într-un Eppendorf  (1,5  ml). Se adaugă 200 µl soluŃie de liză: 

� CTAB 1% 

� Tris-Cl 50 mM (pH =8) 

� EDTA 10mM 

� NaCl 750 mM 

� proteinază K 100 µg/ml 
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łesutul este zdrobit cu un pestle şi incubat la 600C timp de 2 ore. Se adaugă o 

treime din  volumul de NaCl  1,5M/Tris-Cl 50 mM (pH=8), pentru a preveni 

precipitarea CTAB şi a polizaharidelor. 

 

Probele sunt extrase în mod repetat prin inversie lentă cu 100 µl fenol (pH = 7,4) 

şi 100 µl cloroform şi centrifugare la 15000 g timp de 10 minute.  

 

Stratul apos superior este transferat în alt Eppendorf. ExtracŃia este repetată cu 

200 µl cloroform agitare lentă prin inversie şi centrifugare 2 – 3 minute.  

 

În continuare: 

� ADN-ul este precipitat cu 20 µl acetat de sodiu 3M (pH = 5) şi 400 µl  

     etanol rece 100%.  

� Probele sunt centrifugate 10 minute la 4000 g. 

 

Peletul rezultat este spălat cu etanol 70% rece şi apoi se adaugă Tris 10mM (pH = 

7,6) şi EDTA 1mM.  

 

ADN-ul poate fi cuantificat cu un fluorometru, sau spectrofotometru şi diluat la 3 

ng/µl în Tris 10 mM şi EDTA 0,3 mM.  

 

Câte 10 masculi din stupinele studiate din fiecare dintre judeŃele analizate au fost 

supuşi protocolului de izolare a ADN-ului propus de Hunt şi col. (1997). 

 

PerformanŃele constructive şi funcŃionale ale Spectrofotometrului NanoDrop 

1000 permit eliminarea etapei de trasare a curbei de calibrare, precum şi cele ce 

implică necesitatea calculului concentraŃiei şi purităŃii probelor. 
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În urma cuantificării ADN-ului extras şi a purităŃii acestuia, cu ajutorul 

Spectrofotometrului Nanodrop, nu s-au obŃinut nici cantităŃi, nici purităŃi 

satisfăcătoare (fig. 35, 36). 

 

În cazul cantităŃii de ADN extrase, au fost înregistraŃi coeficienŃi de variabilitate 

foarte mari, cuprinşi între 20,63% (albinele din Cluj) şi 40,21 % (Tulcea). 

 

Puritatea ADN-ului extras, a fost nesatisfăcătoare (cu valori cuprinse între 1,34% 

şi 1,55%) dar coeficienŃii de variabilitate au fost mici, între 5,77% (albinele din 

Sălaj) şi 11,56 % (Cluj). 
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Figura 35. Cantitatea de ADN (ng/µl) extrasă din probele analizate 
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Figura 36. Puritatea ADN-ului extras din probele analizate 

 

 

4.1.2.Protocolul propus de Wilkes şi Oldroyd (2003) 

 

Albinele utilizate trebuie să fie proaspete, sau depozitate la – 700C. ADN-ul este 

extras prin liză cu  CTAB (Hunt şi col., 1995).  

 

Abdomenul şi capul se plasează individual într-un Eppendorf (1,5  ml). Se adaugă 

200 µl soluŃie de liză: 
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� CTAB 1% 

� Tris 50 mM (pH =8) 

� EDTA 10mM 

� NaCl 1,1 M 

� proteinază K 100 µg/ml 

 

łesutul este zdrobit cu un pestle şi incubat la 600C timp de 1 – 5 ore. 

 

Probele sunt extrase în mod repetat prin inversie lentă cu 100 µl fenol (pH = 7,4) 

şi 100 µl cloroform şi centrifugare la 15000 g timp de 10 minute. Stratul apos 

superior este transferat în alt Eppendorf.  

 

ExtracŃia este repetată cu 200 µl cloroform agitare lentă prin inversie şi 

centrifugare 2 – 3 minute.  

 

ADN-ul este precipitat cu 20 µl acetat de sodiu 3M (pH = 5,2) şi 400 µl etanol 

rece 100%. Probele sunt incubate 10 minute la -700C, apoi centrifugate 20 minute 

la 7000 g. 

 

Peletul rezultat este spălat în etanol 70% rece, uscat sub vid şi dizolvat în 100 µl 

TE0,1: 

 

� tampon Tris 10 mM (pH = 7,6) 

� EDTA 0,1 mM 

 

prin încălzire la 650C timp de 10 minute. ADN-ul concentrat este diluat 1 : 200 în 

apă sterilă pentru a fi apoi utilizat pentru amplificare. 



 Antonia ODAGIU, Ioan Gh. OROIAN – Caracteristici ecopatologice la insecte, abordare 
moleculară. Volumul 1. Apis mellifera L. 

Tehnici de biologie moleculară utilizate la albine 
 
 

 144

În urma cuantificării ADN-ului extras şi a purităŃii acestuia, cu ajutorul 

Spectrofotometrului Nanodrop, s-au obŃinut cantităŃi şi purităŃi superioare celor 

obŃinute în cazul aplicării protocolului  (fig. 37, 38). 
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Figura 37. Cantitatea de ADN (ng/µl) extrasă din probele analizate 
 

 

În cazul cantităŃii de ADN extrase, au fost înregistraŃi coeficienŃi de variabilitate 

foarte mari, cuprinşi între 10,21% (albinele din Alba) şi 20,23 % (Satu Mare). 

 

Puritatea ADN-ului extras, a fost satisfăcătoare (cu valori cuprinse între 1,75% şi 

1,93%) iar coeficienŃii de variabilitate au fost mici, între 3,14% (albinele din 

Sălaj) şi 9,11 % (Cluj). 
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Figura 38. Puritatea ADN-ului extras din probele analizate 

 
 

În urma cuantificării ADN-ului extras de la Apis mellifera carpatica şi a purităŃii 

acestuia, cu ajutorul Spectrofotometrului Nanodrop, metoda propusă de 

O l d r o y d  şi col., (2002) s-a dovedit cea mai eficientă. 

 
Tehnicile moleculare implicate în identificarea de markeri moleculari la albine s-

au diversificat mult în ultimul deceniu, însă toate fac uz de tehnica ReacŃiei în 

LanŃ a Polimerazei, cu largi aplicaŃii în evidenŃierea maladiilor albinelor 

(B a k o n y i  T. şi col., 2003). 
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4.2. TEHNICA REACłIEI ÎN LANł A 
POLIMERAZEI – PCR 

(POLYMERASE CHAIN REACTION) 
 

Bazele acestei tehnici moleculare au fost puse de Ka r y  M u l l i s  la mijlocul 

anilor ’80 (V l a i c , A., 1997) bazându-se pe caracteristicile replicării ADN-ului. 

Este o tehnică rapidă, necostisitoare şi permite copierea unor fragmente specifice 

de ADN în cantităŃi foarte reduse. Adesea PCR este utilizată pentru a amplifica 

secvenŃe de ADN cunoscute. Se alege secvenŃa ce se doreşte a se amplifica, apoi 

primerii care se vor ataşa şi vor flanca secvenŃa de interes în prezenŃa unei 

polimeraze, în felul acesta PCR conducând la amplificarea unui anumit segment 

de ADN. 

 

PCR include trei etape: 

� Denaturarea – fragmentele de ADN sunt încălzite la temperaturi 

ridicate ce determină denaturarea ADN-ului, iar catenele devin 

accesibile primeri-lor; 

 

� Cuplarea – temperatura se reduce, primerii se ataşează la regiunile 

complementare situate pe catenele complementare ale ADN-ului 

matriŃă şi se formează din nou catena dublă între primeri şi secvenŃele 

complementare; 
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� ElongaŃia (extensia) – ADN-polimeraza sintetizează o catenă 

complementară. Enzima citeşte secvenŃa de pe catena opusă şi 

extinde primerii prin adăugarea nucleotidelor în ordinea în care 

acestea se pot împerechea. Întregul proces se repetă. 

 

IniŃial amplificarea s-a realizat cu ajutorul ADN-polimerazei provenită din E.coli. 

Această ADN-polimerază are un optim de funcŃionare la temperatura de 370C. 

Datorită temperaturii de reacŃie ridicate în cazul PCR aceasta se denaturează, 

fiind necesară înlocuirea ei la începutul fiecărui ciclu. Din acest motiv s-a 

renunŃat la utilizarea sa, la momentul de faŃă fiind utilizată ADN-polimeraza Taq 

izolată din bacteria Thermus aquaticus care trăieşte în mediu acvatic la 

temperaturi de până la 950C (B r o w n ,  T.A., 2002). Aceasta este o enzimă 

stabilă la temperatura de lucru având un optim de funcŃionare la 720C. 

 

Spre exemplu, dacă se ia în considerare un fragment de ADN ce conŃine 3 gene 

(fig. 39), în condiŃiile unei reacŃii PCR simple, prin care se urmăreşte 

amplificarea doar a genei B se realizează un amestec de reacŃie alcătuit din gena 

B, Taq polimerază, nucleotide şi doi primeri care  se  vor  ataşa  la  fiecare  capăt  

al  genei  B.   Aceştia  din  urmă  sunt  secvenŃe scurte de nucleotiode (15 – 35) 

complementare capetelor secvenŃei de ADN ce urmează a fi amplificată.  

 
 
                   gena A                                gena B                                 gena C 
 
 

 
 

Figura 39. Fragment de ADN din care se va amplifica gena B 
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În prima etapă, denaturarea (fig. 40), reacŃia este începută prin încălzirea 

amestecului de reacŃie la 940C, temperatură la care se rup legăturile de hidrogen 

dintre cele două catene polinucleotidice ale helixului, ADN-ul denaturându-se şi 

devenind o moleculă unicatenară. 

 

În etapa a doua, cuplarea (fig. 40), temperatura se reduce la 50 – 600C, ceea ce 

are drept rezultat realăturarea unora dintre catenele simple ale ADN-ului, dar în 

acelaşi timp permite şi primerilor să se ataşeze în poziŃiile complementare aflate 

la capetele genei de interes. Cei doi primeri se leagă la capetele 3’ ale genei 

urmărite pe cele două catene, motiv pentru care aceştia se numesc primeri „sens” 

şi „antisens”.  

 
 
 

Regiunea ce urmează a fi amplificată (gena B) 
                                
                                   5’                                                                            3’ 
                                                                                                                                                                                                
ADN-ul Ńintă 
                                   

                                  3’                                                                                             5’ 
 

Denaturare 
la 940C 

                                          5’                                                                                           3’                                                                                                                        
 
 
 
 
                                                  

           3’                                                                                              5’ 
 

                            
 
                           Răcire la 
                          50 – 600C 
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                                       5’                                                                                              3’ 
 
 
                                                                            
                                                                          
                                                                             Primeri 
 
 
 
                                       3’                                                                                              5’ 
 
 
                                                                                                     
                                                                                                                           Sinteza ADN-ului  
                                                                                                                                     la 720C 

 
                                      5’                                                                                             3’ 
 
 

        3’                                                                                      5’ 
 
        Produşi „lungi” 
 

                                     5’                                                                                             3’ 
 
                                 
                                     3’                                                                                             5’ 
 
 

Figura 40.  Etapele PCR 
 
 
Din acest moment începe sinteza ADN-ului, iar temperatura este ridicată la 720C, 

temperatură optimă pentru acŃiunea Taq polimerazei.  

 

În etapa a treia a reacŃiei, elongaŃia (fig. 40), se sintetizează o serie de produşi 

„lungi” din fiecare catenă a ADN-ului Ńintă. Polinucleotidele au aceleaşi 

terminaŃii 5’, dar terminaŃiile 3’ sunt întâmplătoare şi reprezintă poziŃiile în care 

sinteza ADN-ului se încheie la întâmplare. 
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Cele trei etape ale PCR-ului se desfăşoară pe cicluri: 

� Ciclul 1 – pe parcursul denaturării (1 minut, 950C) catenele de ADN se 

despart pentru a forma catene separate: pe parcursul ataşării (aproximativ 

1 minut, 45 - 600C ) un primer se leagă de o catenă de ADN, iar celălalt 

de catena complementară. Sit-urile de ataşare a primeri-lor sunt alese în 

aşa fel încât să asigure sinteza ADN-ului în regiunea de interes pe 

parcursul extensiei (1 minut, la aproximativ 720C) când sinteza ADN-ului 

se desfăşoară în regiunea de interes pe distanŃe variabile în zona de 

„flancare” (flanking region) producând „fragmentele lungi” de dimensiuni 

variabile. 

 

� Ciclul 2 – când începe ciclul 2, există două tipuri de matriŃe: 

1. Catenele originale de ADN şi 

2. Catenele de ADN nou sintetizate ce constau din regiunea Ńintă 

şi lungimi variabile ale zonei flancatoare situată la capătul 3’. 

   

Când în acest ciclu se utilizează ultima matriŃă se replică doar regiunea Ńintă. 

 

� Ciclul 3 – Regiunea Ńintă de ADN nou sintetizată (ex. fără regiunile 

flancatoare) joacă rol de matriŃă. Molecula originală de ADN este încă 

prezentă şi va fi până la sfârşitul reacŃiei. După câteva cicluri, fragmentul 

de ADN nou sintetizat se stabilizează rapid şi devine matriŃa 

predominantă. 

 

Când se repetă ciclul denaturare – cuplare – sinteză (fig. 41), produşii „lungi” 

acŃionează ca matriŃe pentru noile sinteze de ADN dând naştere la produşi 

„scurŃi” a căror terminaŃii 3’ şi 5’ sunt stabilite de poziŃiile de cuplare a 
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primerilor. Pe parcursul ciclurilor următoare numărul produşilor de reacŃie 

„scurŃi” se acumulează exponenŃial (dublându-se pe parcursul fiecărui ciclu) până 

la epuizarea unuia dintre compuşii de reacŃie.  

 

 

 

5’                                                                            3’ 
                                                              
3’                                                                 5’ 
                                                                                              Produşii rezultaŃi din primul ciclu 
          5’                                                                 3’ 
 
 
3’                                                                           5’ 

       
 
                    Denaturare 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

                                                                          
                     
          
                 
                                         Sinteza ADN-ului 
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Produşii rezultaŃi din  
al doilea ciclu 

                                         
               
 
 
                                                                                                                                     

                                                                                                                                           
Denaturare 

 
 

 
       

 
 

                                                                                                   Sinteza  
                                                                                                   ADN-ului 
 
 

 
 

                        
 

Produşii  
celui de  
al reilea     
ciclu 

 
                         

Produs „scurt” 
(se acumulează exponenŃial) 
 
 

 
 

Fig. 41. Sinteza produşilor „scurŃi” ai PCR 
 

 
Aceasta înseamnă că după 30 de cicluri vor exista peste 250 milioane de produşi 

proveniŃi din fiecare moleculă iniŃială. Adică, din câteva nanograme de fragment 

de ADN ce se dorea a fi amplificat (ex. gena B) vor rezulta câteva micrograme de 
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produs al PCR. Astfel, este amplificată doar gena de interes (B) care va fi 

purificată pentru a fi în continuare utilizată. 

 

Rezultatele  PCR pot fi vizualizate şi verificate pe diferite căi. De obicei, produşii 

sunt analizaŃi prin electroforeză pe gel de agaroză, sau poliacrilamidă.  

 

Astfel, produşii de reacŃie separaŃi prin electroforeza în gel de agaroză sau 

poliacrilamidă sunt identificaŃi în funcŃie de calitatea lor şi dimensiunea 

fragmentului amplificat.  

 
 
 

4.3.VIZUALIZAREA PROBELOR 

 

Ei pot fi vizualizaŃi direct prin colorare cu bromură de etidiu sau argint, sau prin 

marcare cu radioizotopi şi autoradiografie.  

 

a). Colorarea 

� Colorarea cu bromur ă de etidiu este convenabilă în cazul în care sunt 

disponibile cantităŃi mari de ADN, cum este cazul produşilor PCR, când rezultă 

ADN purificat utilizat apoi în analize de ADN specifice, fiind mai puŃin adecvată 

în  cazul ADNm, care este detectată cu acuitate mai mare utilizând alte tehnici.  

 

Utilizarea bromurii de etidiu dă cele mai bune rezultate în cazul gelurilor de 

agaroză. Nu este recomandată utilizarea acesteia în cazul gelurilor de 

poliacrilamidă folosite pentru identificarea cu o rezoluŃie înaltă a unor cantităŃi 

reduse de ADN.  
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Molecula de bromură de etidiu capabilă să se intercaleze între cele două braŃe ale 

helixului ADN-ului absoarbe lumina UV (la 300 nm), oscilează, pierde energie şi 

emite fluorescenŃă de culoare portocalie (cu lungimea de undă de 590 nm). 

 

� Colorarea cu argint  (S a m b r o o k  şi col., 1989) este utilizată în principal 

când electroforeza se efectuează în gel de poliacrilamidă (mai frecvent pentru 

RFLP şi microsateliŃi).  

 

Prepararea colorantului se efectuează sub agitare blândă.  

� Gelul este introdus în soluŃia tampon A (180 ml apă sterilă, 40 ml etanol  

     100%, 2 ml acid acetic glacial) timp de 4 minute.  

� SoluŃia A este îndepărtată şi se introduce gelul în soluŃia B (100 ml apă  

    sterilă, 0,1 g  azotat de argint) timp de 10 minute. 

� Gelul se spală de două ori cu apă sterilă. 

� Gelul este introdus în soluŃia tampon C ( 150 ml apă sterilă, 2,25 g hidroxid  

    de sodiu, 15 g borohidrură de sodiu, 0,6 ml formaldehidă) până în momentul  

     apariŃiei benzilor. Nu trebuie însă supraexpus, pentruu că există riscul  

     înnegririi gelului şi nu se vor mai putea vizualiza benzile. 

� Se clăteşte în apă sterilă, după care se introduce din nou în soluŃia tampon A  

     pentru  fixare. 

 

b).Marcarea 

Marcarea cu radioizotopi se realizează prin încorporarea marker-ului respectiv 

(radioactiv sau fluorescent) într-o copie nouă sau parŃial sintetizată a secvenŃei 

iniŃiale de ADN. Aceasta se poate realiza prin mai multe procedee (marcare 

întâplătoare, translaŃie ”Nick”, sau marcarea capătului moleculei de ADN). 
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� Marcarea întâmplătoare conduce la un grad înalt de încorporare a 

markerului în molecula de ADN. Lungimea moleculei de ADN poate constitui un 

factor limitant în obŃinerea unei calităŃi corespunzătoare a semnalului. Alegerea 

izotopului ce va fi utilizat  depinde de secvenŃa de nucleotide prevalentă în probă 

(dCTP, dATP, dGTP, dTTP).  

 

Ordinea descrescătoare a capacităŃii de emisie radioactivă a radioizotopilor 

utilizaŃi este următoarea: 32P, 33P şi 35S. Fiecare dintre aceşti izotopi sunt 

disponibili cu diferite activităŃi de emisie în funcŃie de analiza în care sunt 

folosiŃi: [α32P] dCTP 3000 Ci/mmol pentru analizele de amprentă genetică, 

[α33P] dATP 2500 Ci/mmol pentru analizele de microsateliŃi, şi [α35S] dATP 

1000 Ci/mmol pentru secvenŃiere. 

 

Proba este iniŃial purificată, după care este denaturată pentru a obŃine ADN 

unicatenar, după care se păstrează la gheaŃă până în momentul amestecului cu 

markerul radioactiv. 

 

� TranslaŃia ”Nick”  asigură un grad mai redus de încorporare a markerului dar 

necesită un ADN mai puŃin pur. În cazul folosirii izotopului radiomarcat [α32P] 

dCTP, la proba purificată denaturată se adaugă: 

- apă sterilă şi 10 x tampon de translaŃie ”Nick” (dATP, dGTP şi  

  dTTP câte 0,2 mM fiecare şi soluŃie tampon de reacŃie),  

- amestec enzimatic (ADNazăI/ADNpolimerază) 

- şi radioizotpul, după care se amestecă. 

� Se incubează la 370C timp de o oră, după care se utilizează. 

� Markerii de translaŃie ”Nick” sunt introduşi la întâmplare în catenele de ADN  

     de către DNaza I şi ADN polimerază. Efectul constă în obŃinerea unor noi  
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      molecule marcate uniform, cu marker-ul încorporat la locusul de substituŃie  

      a  nucleotidei C. 

 

� Marcarea capătului moleculei de ADN constă în marcarea radioactivă a 

unui capăt a ADN-ului în prezenŃa transferazei terminale, Co2+ şi [α32P] dATP. 

Se mai poate realiza şi prin fosforilarea directă a terminaŃiilor H 5’ după 

îndepărtarea grupărilor 5’fosfat cu ajutorul fosfatazei alcaline şi marcarea cu 

[γ32P] dATP în prezenŃa polinucleotid kinazei T4.  

 
 
 

4.4. APLICAłII ALE PCR 
 

4.4.1.Tehnica SAGE 

 

De asemenea, perfecŃionarea şi adaptarea tehnicii PCR în vederea cuantificării 

simultane a nivelului ARNm total prezent într-o probă a condus la punerea la 

punct a tehnicii SAGE (serial analysis  of gene expression – analiza în serie a 

expresiei genice).  

 

Tehnica SAGE se bazează pe principiul că o secvenŃă de 10 pb poate fi suficientă 

pentru a identifica ARNm (fig.  42). 

 

Datorită dimensiunilor lor reduse, un număr mare de asemenea capete pregătite 

pentru o populaŃie de ADNc pot fi ligate împreună şi analizate simultan prin 

tehnici de secvenŃiere.   
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FrecvenŃele relative cu care apar aceste „capete” în secvenŃa totală sunt identice 

cu cele ale diferitelor molecule de ARNm din proba originală. Etapele SAGE 

sunt prezentate schematic în fig. 43.  

 

 

 
 

Figura 42. Principiul tehnicii SAGE (www.ergito.com) 
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În primele două etape, moleculele de ARNm se leagă de paturi la capătul 3’. Se 

sintetizează ADNc şi apoi se face scindarea cu o endonuclează de restricŃie ce 

recunoaşte secvenŃele de 4 perechi de baze (pb).  

 

 
 

Figura 43. Etapele SAGE (www.ergito.com) 
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Etapa a 3-a. Se colectează paturile, se izolează fiecare fragment a fiecărui ADNc 

ce corespunde capătului 3’ a transcriptului original. Proba se împarte în două şi 

una dintre cele două molecule de ADN linker este ligată. Fiecare linker conŃine o 

secvenŃă ce va fi utilizată pentru următoarea PCR, constituind în acelaşi timp şi 

situs asimetric de recunoaştere pentru endonucleaze de restricŃie IIS (care 

scindează la distanŃă de situs-urile de recunoaştere). 

 

Etapa a 4-a. Enzimele de tipul IIS scindează secvenŃa ADNc punând în libertate 

un fragment de ADN care conŃine linkerul la un capăt şi aproximativ10 pb ale 

ADNc la celălalt capăt. Această secvenŃă de 10 pb constituie „capătul” (tag). 

Fragmentele sunt purificate prin simpla colectare urmată de eliminarea paturilor. 

 

După utilizarea ADNpolimerazei pentru a crea capete plate e fragmente, acestea 

se combină şi se produce ligarea. În felul acesta se obŃin „capete duble” (ditags) 

ce constau din două „capete” (tags) ataşate cap la cap în mod întâmplător. 

 

Etapa a 5-a. „Capetele duble” (ditags) cu situs-uri pentru primeri diferiŃi la 

terminaŃiile lor sunt amplificate selectiv prin PCR şi apoi purificate.  

 

În etapa anterioară sunt produse şi „capetele duble” (ditags) cu situs-uri pentru 

acelaşi primer la ambele terminaŃii. Aceste „capete duble” (ditags) nu sunt 

amplificate prin PCR pentru că cele două capete ale fiecărei molecule se ataşează 

unele de altele şi cu de primer. Din acest motiv proba trebuie scindată în două. 

 

Etapa a 6-a. „Capetele duble” (ditags) purificate sunt scindate cu aceeaşi 

endonuclează de restricŃie care a fost utilizată iniŃial pentru a scinda moleculele 
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de ADNc. Aceasta conduce la producerea de fragmente interne care  sunt 

compuse în cea mai mare parte din secvenŃe ale celor două „capete” (tags).  

 

Etapa a 7-a. Aceste fragmente sunt apoi purificate şi ligate formând concatemeri 

lungi în care fragmentele sunt încorporate întâmplător. Concatemerii sunt apoi 

clonaŃi pentru a forma o bibliotecă SAGE. Apoi, clone individuale sunt luate la 

întâmplare şi secvenŃate. 

 

Etapa a 8-a. Cu ajutorul soft-ului specializat pentru acest tip de analiză  se 

numără fiecare tip de „capăt” (tag) şi se determină frecvenŃa apariŃiei sale faŃă de 

celelalte. Se realizează corespondenŃa dintre „capete” (tags) şi ADNc cu ajutorul 

unei liste de „capete” (tags) prezise pe baza unor molecule de ADNc cunoscute. 

 

Deşi „capetele” (tags) conŃin doar o secvenŃă de 10 – 11 pb, pentru că provin 

dintr-o anumită zonă bine definită din cadrul fiecărei molecule de ADNc (foarte 

aproape de capătul 3’  a situs-ului 3’ a primei enzime de restricŃie) sunt suficiente 

pentru a identifica cu exactitate 410 molecule de ADNc. 

 

AplicaŃiile SAGE vizează:  

� caracterizarea transcriptelor specific celulare din cadrul diferitelor 

Ńesuturi, identificarea genelor induse în celula ca răspuns la tratamentul cu 

un factor de creştere sau diferenŃiere,  

� identificarea modificărilor produse în expresia genică în diferite stadii de 

dezvoltare,  

� monitorizarea diferenŃelor apărute în expresia genică dintre celulele 

normale şi canceroase. 
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Principiile tehnicii PCR şi-au găsit aplicabilitate în pentru evidenŃierea şi 

utilizarea microsateliŃilor. Odată cu identificarea markeri-lor de tipul STS, au fost 

dezvoltate şi o serie de alte tehnici care au la bază prezenŃa acestora: 

� OCS – ordered catenation of sequence-tagged sites (Higasa, K. şi col., 

2002) 

� STMP  - sequence-tagged microsatellite profiling ( H a y d e n , M.J. şi col., 

2001), care utilizează principiile SAGE pentru a genera o bibliotecă ST 

pentru caracterizarea rapidă a locilor SSR în cadrul unui genom de interes 

din care pot fi identificaŃi şi utilizaŃi markeri de tipul microsateliŃilor.  

� TALEST – tandem arrayed ligation of expressed sequence tags 

(S p i n e l l a , G.D. şi col., 1999), ce oferă o modalitate relativ simplă de 

analiză cantitativă a profilurilor globale ale expresiei genice din celule şi 

Ńesuturi. 

 

Acestea tehnici au implicaŃii importante în studiile efectuate pe albine. 

 

La  albine, în particular, tehnica PCR şi adaptările acesteia utilizate în vederea 

identificării microsateliŃilor şi-au adus contribuŃia în diverse studii genetice prin 

evidenŃierea: 

 

� Genotipului şi variabilităŃii acestuia la Apis mellifera L. utilizând 4 loci ai 

microsateliŃilor ADN (N e u m a n n  şi col., 1997) . 

 

� VariabilităŃii ridicate a populaŃiilor de Apis mellifera L. din Costa Rica 

(S e g u r a , J.A.L., 2000) cu ajutorul a doi markeri genetici cu 

polimorfism înalt evidenŃiaŃi în genom (microsatelitul A7 şi regiunea 

intergenică COI-COII din ADNmt). 
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� ExistenŃei QTL implicaŃi în comportamentul igienic al populaŃiilor de Apis 

mellifera L. cu ajutorul unui set de microsateliŃi alcătuit din repetiŃii cu 

predominanŃă perfecte, 52 (CT)n şi 23 (GT)n la distanŃe de 15  kb şi 

respectiv 34 kb. Acestea au o distribuŃie asociativă şi regiunile care le 

flanchează sunt suficient de asemănătoare pentru a putea permite 

amplificarea PCR ( E s t o u p , A. şi col., 1993, 1995) 

 

� ExistenŃei a şapte QTL  ce influenŃează comportamentul igienic la albine, 

stabilind un punctaj numeric al nivelului mediu al acestuia. (H a y d e n  

M.J. şi col., 2001, L a p i d g e  şi col., 2002)      

 

� Identificarea la Apis mellifera iberica a QTL implicaŃi în mecanismele de 

identificare a rezistenŃei la boli cu ajutorul a şapte microsateliŃi (B7, ED-

R, FE, FM-F, GH-F, GJ, HC) (R o w e  şi col.,1997). 

 

  

 

4.4.2. Tehnica RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphism – Polimorfismul fragmentelor de 

restricŃie) 

 

Markerii RFLP  au fost primii markeri ADN studiaŃi. La tratarea moleculei de 

ADN cu o enzimă de restricŃie se obŃine întotdeauna acelaşi set de fragmente, 

ceea ce semnifică faptul că respectivele enzime scindează molecula de ADN la 

nivelul unor secvenŃe de recunoaştere specifice.  
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Această aserŃiune nu este valabilă şi la nivelul ADN-ului genomic, pentru că 

unele situs-uri de restricŃie prezintă polimorfism.  

 

Adică, la acest nivel există două alele, una cu secvenŃa specifică situs-ului de 

restricŃie la nivelul căreia enzima de restricŃie va scinda molecula de ADN, iar 

cealaltă alelă prezintă modificări secvenŃiale şi nu va fi recunoscută de enzimă, 

care nu va scinda molecula la nivelul acesteia.  

 

Rezultatul modificării secvenŃei uneia dintre cele două alele este acela că cele 

două fragmente de restricŃie adiacente rămân legate împreună şi după tratamentul 

cu enzima de restricŃie, ceea ce conduce la apariŃia unui polimorfism al lungimii. 

Acesta este de fapt un polimorfism al fragmentelor de restricŃie (RFLP – 

Restriction Fragment Length Polymorphism), ce poate fi utilizat ca marker ADN. 

 

Tehnica RFLP constă din scindarea moleculei de ADN în două părŃi cu ajutorul 

unei enzime de restricŃie la fiecare parte a regiunii ce prezintă polimorfism, astfel 

încât aceasta să rămână intactă.  

 

Fiecare moleculă de ADN este digerată cu aceeaşi enzimă de restricŃie. 

Fragmentele de ADN sunt plasate pe gel de agaroză.  

 

 La migrarea pe gel, fragmentele de ADN de dimensiuni mai reduse migrează mai 

repede decât cele de dimensiuni mai mari, rezultând un profil specific.  

 

Fragmentele de ADN dublu catenar  sunt ulterior denaturate obŃinându-se ADN 

monocatenar şi trasferate ulterior prin atracŃie capilară pe o membrană din nylon 

pe care sunt fixate şi menŃinute ca ADN monocatenar.  
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Se utilizează o probă (fragment de ADN marcat capabil să recunoască specific 

polimorfismul obŃinut) pentru a vizualiza fragmentele de ADN complementar. În 

felul acestea poate fi determinată dimensiune secvenŃei repetate în funcŃie de 

poziŃia sa pe membrană.  

 

Rezultatul final este obŃinut prin utilizarea a patru probe diferite cu puteri 

discriminatorii diferite.  

 

Membrana de nylon este ulterior expusă razelor X, obŃinându-se un film care în 

momentul developării va prezenta câte o bandă întunecată la locul în care se 

găseşte proba hibridizată cu ADN-ul complementar. 

 

Utilizarea acestei tehnici poate fi dificilă atunci când nu există o cantitate de 

ADN suficientă. 

 

Cercetări efectuate pe plan mondial (Yang – Jiang Lu şi col., 1992, 

http://nilgs.naro.affrc.go.jp) arată rezultatele foarte bune obŃinute în cazul 

utilizării tehnicii RFLP pentru evidenŃierea variaŃiei genetice în cadrul 

populaŃiilor de albine. 

 

Pentru aceasta se poate utiliza amplificarea segmentului genic 16s ADNr (965 

pb) se va utiliza perechea de primeri: 5’ – CAACATCGAGGTCGCAAACATC – 

3’ şi 3’ – AGTTGGGACTATGTTTTCCATG – 5’, iar pentru amplificarea 

segmentului genic CO I (1028 pb), perechile de primeri: 5’ – 

GATTACTTCCTCCCTCATTA – 3’ şi  3’ – AATAAGTCTGATAGGTCTAA – 

5’ (Nielsen şi col., 1999, citaŃi de B r o w n  T.A., 2001). 
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Amplificarea prin PCR se realizează cu 5 µl amestec (0,5 x tampon 

TaqADNpolimerază + 1,5 mM MgCl2 + 2 x 0,2 mM dNTP + 2 pM din fiecare 

primer + 0,5 µl ADN matriŃă + 0,25 U Taq ADNpolimerază). Profilul de 

temperatură este următorul:  

� 3 minute la 940C,  

� 5 secunde la 500C – 30 de cicluri,  

� 5 secunde la 680C.  

 

După ciclul final se mai realizează un ciclu suplimentar timp de 10 minute la 

720C.După amplificare, segmentele de ADNm vor fi supuse acŃiunii enzimelor de 

restricŃie. Pentru ADNm: Ss I, Dra I, Hinc II, EcoR I, Pst I şi Alu I. Pentru 

segmentul genic CO I: Sau3A I, Fok I, Bcl I, Ssp I, BstU I şi Xho I. 

 

Segmentele obŃinute în urma acŃiunii enzimelor de restricŃie sunt separate prin 

electroforeză în gel de agaroză 2% x tampon TBE, colorate cu bromură de etidiu 

şi vizualizate în lumină ultravioletă. 

 

 

4.4.3. Tehnica RAPD (Random Amplified Polymorphic 
DNA – Polimorfismului ADN-ului Amplificat  

la Intâmplare) 
 

Este o tehnică bazată pe PCR, perfecŃionată de W i l l i a m s  şi col. (1990) şi 

W e l s h  şi M c C l e l l a n d  (1990). Cu ajutorul acestei tehnici sunt amplificate 

segmente de ADN despre care nu se cunosc detalii (întâmplătoare).  
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Cu ajutorul acestei tehnici este identificat polimorfismul unei secvenŃe 

nucleotidice utilizând un test bazat pe amplificarea ADN-ului în care se face uz 

doar de o secvenŃă nucleotidică aleasă arbitrar. 

 

In vederea amplificării ADN-ului genomic se utilizează un singur primer alcătuit 

din 10 baze nucleotidice. Acesta se leagă de ADN-ul genomic în două sit-uri 

diferite pe catene opuse ale matriŃei de ADN.  

 

Daca aceste două situs-uri se găsesc la o distanŃă convenabilă pentru amplificare, 

în urma amplificării PCR se produc cantităŃi discrete de ADN (fig. 44).  

 

PrezenŃa fiecărui produs de amplificare conduce la identificarea completă sau 

parŃială a omologiei secvenŃei nucleotidice dintre ADN-ul genomic şi primerul 

oligonucleotidic la fiecare terminaŃie a produsului de amplificare. 

 

Fiecare primer va dirija amplificarea mai multor loci în genom, făcând din acest 

test o cale eficientă de evidenŃiere a polimorfismului secvenŃelor nucleotidice la 

diferiŃi indivizi. Astfel, un anumit fragment de ADN care este generat doar pentru 

un individ şi care nu coincid cu cel generat pentru alt individ prezintă 

polimorfism al ADN-ului, putând fi astfel utilizat ca marker genetic. Aceşti 

markeri sunt transmişi la descendenŃi pe cale mendeleeană. 

 

Principalul avantaj al acestei tehnici constă în aceea că nu necesită cunoaşterea 

detaliilor referitoare la secvenŃa de ADN. De asemenea, merită subliniat faptul că 

este o tehnică uşor de realizat, utilizează fluorescenŃa în locul radioactivităŃii 

(Wil l iams şi col, 1992 citat de T i n g e y  şi col., 1993) şi necesită cantităŃi de 

ADN doar de ordinul nanogramelor. 
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            DistanŃa dintre primeri 
 
 
                                                                                                                   3’                                     
5’ 

 
 
 
 
 
 

5’                                       3’ 
 

 
 
 
 
 

Figura 44. Diagrama schematică a  RAPD 
 

 

 

În vederea identificării unor gene care conferă rezistenŃă la boli şi dăunători la 

albine, este necesară atât evidenŃierea genomului (C r o z i e r  şi col., 1993) cât şi 

alcătuirea unei hărŃi de linkage.   

 

În vederea alcătuirii unei hărŃi de linkage, H u n t  şi col. (1995) au generat 

markeri RAPD cu ajutorul primer-ului UBC-239, demonstrând polimorfismul 

tipic al acestora (fig. 45).  

 

Primul culoar din stânga corespunde mamei mătcii F1, iar celelalte culoare conŃin 

ADN amplificat de la descendenŃii trântorilor haploizi ai mătcii F1 cu excepŃia 

markerul-ui de greutate moleculară situat pe culoarul central (*).  

..............

. ............... 
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Cei cinci markeri care au contribuit la cartarea grupelor de linkage au fost: 239-1, 

239-96f, 239-59, 239-4 şi 239-29f. 

 

 
 

Figura 45. Gelul obŃinut în urma amplificării ADN-ului polimorfic generat de primerul 
 UBC-239 (după , H u n t  şi col., 1995) 

 
 
 

Harta de linkage alcătuită de  H u n t  şi col. (1995) s-a realizat pe baza segregării 

a 365 markeri RAPD utilizând descendenŃa haploidă de sex masculin a unei 

singure mătci.  

 

Aceştia s-au dovedit foarte eficienŃi în cartare, cu aproximativ 2,8 loci cartaŃi la 

fiecare primer 10-nucleotidic utilizat în PCR (fig. 46).             
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Figura 46. Harta de linkage la Apis mellifera L. alcătuită pe baza markerilor RAPD  
(după , H u n t  şi col., 1995) 
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Figura 46 – continuare 

Harta de linkage la Apis mellifera L. alcătuită pe baza markerilor RAPD  
(după , H u n t  şi col., 1995) 
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ComparaŃii efectuate între markerii RAPD şi microsateliŃi identificaŃi la o 

populaŃie de şerpi (Sistrurus c. catenatus) utilizaŃi în studii populaŃionale şi de 

variabilitate au demonstrat cu ajutorul analizei de varianŃă (ANOVA) faptul că 

aceştia prezintă performanŃe asemănătoare. Cu toate acestea, se pare că 

microsateliŃii ar fi mai adecvaŃi în studiile realizate la nivelul populaŃiilor 

(L o u g h e e d , S.C., 2000). 

 

Variabilitatea genetică din cadrul unor populaŃii la viespi (Polybia eaquatorialis) 

a fost evidenŃiată prin aplicarea tehnicii RAPD, ceea ce a condus la relevarea 

unor informaŃii interesante şi privitoare la diviziunea muncii în coloniile 

respective. S-a emis de asemenea ipoteza că această diviziune a muncii ar putea fi 

un factor ce contribuie la menŃinerea unui grad înalt de variabilitate genotipică în 

cadrul acestor colonii (O ’ D o n n e l l , S., 1996) 

 

 

 

4.4.4. Tehnica AFLP (Amplified Length Polymorphism –
Polimorfismul amplificat al lungimi fragmentelor de 

ADN) 
 

 
Această tehnică este o variantă a RFLP, prin care este evidenŃiată prezenŃa sau 

absenŃa fragmentelor de restricŃie şi nu lungimea lor.  

 

Ea se bazează pe ligarea adaptorilor de fragmentele de restricŃie genomice, după 

care urmează amplificarea prin PCR cu primeri specifici adaptorilor 

(S a v e l k o u l  , P.H.M. şi col., 1999). 
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DiferenŃele dintre fragmentele generate prin această tehnică pot fi detectate ca 

urmare a modificărilor situs-urilor de restricŃie/adaptorului, sau a 

inserŃiilor/deleŃiilor din fragmentul de ADN. Pentru această tehnică nu este 

necesară cunoaşterea genomului, datorită utilizării adaptorilor unei secvenŃe 

cunoscute ce este ligată de fragmentele de restricŃie. 

 

Pentru analiza AFLP sunt necesare cantităŃi reduse de ADN genomic purificat, iar 

principiul metodei este prezentat în fig.47. 

 

 

 
 

 
 

Figura 47. Reprezentarea schematică a principiului AFLP 
(după S a v e l k o u l , P.H.M. şi col., 1999) 
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Realizarea tehnicii AFLP implică patru etape (A m a d o r , D.M. şi col., 2001): 

 

� RestricŃia ADN-ului genomic 

Fragmentele de restricŃie din ADN-ul genomic sunt produse cu ajutorul a două 

enzime de restricŃie MseI (4 pb) care scindează la distanŃe mici şi EcoRI (6 pb) la 

distanŃe mai mari. 

 

� Ligarea adaptorilor oligonucleotidici 

Adaptorii dublu catenari constau din o secvenŃă ”miez” şi o secvenŃă specifică 

enzimei. Ei sunt specifici atât pentru situs-ul  EcoRI cât şi pentru MseI. RestricŃia 

şi ligarea se produc în cadrul unei singure reacŃii. Ligarea adaptorului la nivelul 

situs-ului de restricŃia a ADN-ului modifică situs-ul de restricŃie astfel încât 

previne producerea celei de a doua scindări după ce s-a produs ligarea.  

 

Se utilizează următorul amestec de restricŃie ligare: 

- tampon de ligare 10 x T4 

- NaCl 0,5 M 

- BSA 1 mg/ml 

- 50 µM adaptori MseI (5’-CTC GTA GAC TGC GTA CC-3’ 

                                        3’-CAT CTG ACG CAT GGT TAA -3’) 

- 5 µM  adaptori EcoRI (5’-GAC GAT GAG TCC TGA G-3’ 

                                                                   3’-TA CTC AGG ACT CAT -5’) 

- EcoRI 20 U/ ml 

- MseI 4 U/µl 

- ADN ligază T4 3 U/µl 
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Reactivii se adaugă în ordinea indicată în tub, după care se adaugă ADN-ul 

genomic (0,5 – 1 µg). 

 

Se amestecă şi se centrifughează la 14.000g timp de 15 secunde. 

 

Se incubează 2 ore sau mai mult la 370C (sau pe timpul nopŃii la temperatura 

camerei). 

 

 

� Amplificarea preselectivă 

Primerii utilizaŃi în această etapă constau dintr-o secvenŃă „miez”, o secvenŃă 

specifică enzimei de restricŃie şi o extensie selectivă alcătuită dintr-o singură bază 

la capătul 3’.  

 

SecvenŃele adaptorilor şi situs-urilor de restricŃie servesc ca situs-uri de legare a 

primeri-lor pentru „amplificarea PCR preselectivă”.  

 

Fiecare primer preselectiv posedă o nucleotidă „selectivă” care recunoaşte 

subsetul fragmentelor de restricŃie ce au perechea nucleotidică în aval de situs-ul 

de restricŃie. 

 

Produşii primari ai acestei etape sunt acele fragmente ce au fost scindate o dată de 

MseI şi o dată de EcoRI şi posedă nucleotidele pereche.  

 

Etapa de amplificare preselectivă conduce la reducerea de 16 ori a complexităŃii 

fragmentului de ADN analizat. 
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Se utilizează următorul amestec amplificare preselectivă: 

- apă 

 - tampon PCR (apă/MgCl2 15 mM) x 10 

 - dNTP  mM 

- primeri PS EcoRI A (5’- GACTGCGTACCAATTC A - 3’) 

- primeri PS MseI C (5’- GATGAGTCCTGAG TAA C - 3’) 

- ADN polimerază termostabilă 5 U/ µl 

 

În fiecare tub se adaugă 15 µl, amestec de preamplificare şi 5 µl din probe. Se 

amestecă şi se centrifughează la 14.000g timp de 15 secunde. Amplificarea 

preselectivă se realizează     cu următorul program pentru termocycler: 

 
 
 

 
720C ...................2 minute                                              Incubare iniŃială 

 

 

 

940C .................. 20 secunde ..... denaturare 

560C .................. 20 secunde ..... cuplare                          20 de cicluri 

720C .................. 20 secunde ..... extensie 

 

 

720C .................. 2 minute                                                  Extensie finală 

600C ................. 30 minute                                                 Incubare finală 

 
 
Se adaugă 180 µl tampon TE (diluat de 10 ori). 
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� Amplificarea selectivă cu primeri marcaŃi 

Primerii selectivi sunt marcaŃi atât radioactiv cât şi fluorescent. Ei constau dintr-o 

secvenŃă identică cu cea a primeri-lor utilizaŃi la amplificarea preselectivă plus 

încă două nucleotide selective la capătul 3’.  

 

Aceste două nucleotide suplimentare pot fi oricare dintre cele 16 combinaŃii 

posibile ale celor patru nucleotide.  

 

Din numărul imens de fragmente generate de enzimele de restricŃie, doar cele ce 

se potrivesc nucleotidelor vor fi amplificate (50 – 200 fragmente). Această etapă 

reduce complexitatea produsului PCR de 256 de ori.  

 

Diferitele combinaŃii de primeri vor genera fragmente diferite. Este necesară o 

evidenŃiere preliminară pentru a  alege perechea de primeri care generează 

niveluri de variaŃie adecvate. 

 

Amestecul de amplificare selectivă: 

- apă 

- tampon PCR (apă/MgCl2 15 mM) x 10 

- dNTP  mM 

- primeri EcoRI A 0,46 µM (5’-FAM-GACTGCGTACCAATTC ACT  -3’) 

- primeri MseI C 2,75 µM (5’- GATGAGTCCTGAG TAA CAG -3’) 

- ADN polimerază termostabilă 5 U/ µl 

În fiecare tub se adaugă 15 µl, amestec de preamplificare şi 5 µl din probe. 

 

Se amestecă şi se centrifughează la 14.000g timp de 15 secunde 
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Amplificarea preselectivă se realizează cu următorul program pentru termocycler: 

 
 
720C ................... 2 minute                                              

 

Denaturare iniŃială 

 

940C .................. 20 secunde ..... denaturare 

560C .................. 20 secunde ..... cuplare               

720C .................. 20 secunde ..... extensie 

 

940C ................................ 20 secunde ..... denaturare 

Se scade 10C/ciclu  ......... 30 secunde ..... cuplare                           9 cicluri 

720C ................................ 20 minute  ..... extensie 

 

 

940C .................. 20 secunde ..... denaturare 

560C .................. 20 secunde ..... cuplare                             20 de cicluri 

720C .................. 20 secunde ..... extensie 

 

600C ................. 30 minute                                                        

 
 
Incubare finală 
 
 
 

� Analiza fragmentelor amplificate obŃinute în gel 

Datorită faptului că fragmentele  sunt marcate cu coloranŃi ce prezintă 

fluorescenŃă pot fi separate şi cuantificate cu ajutorul secvenŃatorului.  
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Proba multiplă (amplificată cu seturi separate de primeri, fiecare marcată cu o 

culoare fluorescentă diferită) poate fi plasată pe un singur gel alături cu un 

standard marcat de ADN.  

 

În secvenŃator se introduc 5 µl din produsul de reacŃie rezultat de la amplificarea 

selectivă şi se adaugă 5 µl colorant fluorescent. 

 

Schematic, principiul AFLP poate fi redat astfel: 

 
 

                                RE , situs-ul 1 

                                RE, situs-ul 2 

 

 

ADN genomic 

 

 

 

ADN restricŃionat 
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Adaptorii complementari ai secvenŃei cunoscute sunt ligaŃi de terminaŃiile 

restrictive ale ADN-ului. Dacă enzimele de restricŃie utilizate la tăierea ADN-

ului genomic nu sunt labile termic, secvenŃa adaptoare nu trebuie să regenereze 

secvenŃa de recunoaştere originală.  

Adaptori complementari 

 

 

MatriŃa de AND ligată este acum gata pentru amplificarea PCR.  

                                  Fragmentul ligat 

 

 

Pentru a reduce din start complexitatea populaŃia fragmentului adaptat, 

amplificarea PCR se realizează cu primeri complementari secvenŃelor adaptoare, 

fiecare cu o nucleotidă selectivă.  

Teoretic, presupunând existenŃa de frecvenŃe nucleotidice egale şi că fiecare bază 

adiŃională se extinde în regiunea necunoscută de AND ar trebui să reducă 

numărul fragmentelor generate cu 4n (n – numărul de baze adiŃionale). PCR se 

realizează în condiŃii stricte asigurându-se ca doar cuplările perfecte să ajungă la 

elongaŃie.  
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                                       Primer 1 

 

                                                         + T                                   

 

                                                        C + 

                                                                 Primer 2 

PopulaŃia fragmentelor preselective generate prin PCR constă în primul rând din 

cele cu următoarea frecvenŃă: 

 

                                           A                          

 

                                                            G 

 

Produşii preselectivi sunt din nou amplificaŃi la fel ca în etapa anterioară, dar 

unul dintre primeri, cu posibile nucleotide selective multiple va fi marcat cu 

fluorofor. Doar fragmentele ce conŃin un situs cu primer complementar primer-

ului marcat cu fluorofor va fi vizualizat în continuare.  
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Numărul de nucleotide selective necesar pentru distribuŃia optimă a fragmentului 

este în mare măsură dependent de complexitatea ADN-ului Ńintă care variază 

mult printre clasele de organisme.   

 

                                       Primer 1 

 

                                                         + TX                                  

 

                                                       XC + 

                                                                 Primer 2 

 

Datorită faptului că utilizează markeri ADN ce au polimorfism ridicat, această 

tehnică şi-a dovedit utilitatea în  construirea de hărŃi de linkage în vederea 

identificării QTL pentru însuşirile legate de comportamentul igienic la albine 

(W i l k e s , K. şi col., 2002). 

 

 

Aplicarea AFLP a contribuit şi la evidenŃierea a peste 315 STS utilizate în 

alcătuirea hărŃii de linkage la Apis mellifera L., ceea ce se preconizează că ar avea 

drept rezultat facilitarea muncii de cercetare în vederea alcătuirii unei liste de 

gene candidate asociate cu comportamentele complexe la această insectă  

(S c h l i p a l i u s  D.I., 2004). 
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4.4.5.Tehica RT – PCR (Reverse Transcriptase – PCR - 
Revers TranscripŃia – PCR) 

 
 

Această tehnică este tot o variantă a PCR-ului, în care amplificarea porneşte de la 

câteva molecule de ARNm. În prezenŃa revers transcriptazei, molecula de ARNm 

devine matriŃă pentru sinteza ADNc, după care procesul de amplificare decurge 

în mod normal (fig. 48). 

 
                                                         3’                                                  5’  ARNm 

 

 

   Revers 
Transcriptază 

 

                                                         5’                                                 3’  ADNc 

 

 

 

                                                        5’                                                   3’ 

 

 

                                      

                                                        3’                                                   5’ 

 

 

Figura 48. Principul RT – PCR  
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Cuantificarea expresiei genice se bazează pe presupunerea că se păstrează o 

anumită proporŃionalitate între cantitatea de ADN de la începutul reacŃiei şi 

cantitatea produsului de amplificare.  

 

O apreciere a cantităŃii de ARNm prezent înainte de transcrierea inversă poate fi 

făcută prin compararea intensităŃii benzilor într-un gel de agaroză.  

 

Este demn de subliniat faptul că aplicarea PCR la moleculele de ARN necesită o 

modificarea a PCR în prima etapă.  

 

Pentru că molecula nu poate fi copiată în prezenŃa Taq polimerazei, această etapă 

este catalizată de revers transcriptază, enzimă în prezenŃa căreia este sintetizată 

molecula de ADN pe matriŃa de ARN.  

 

Copia de ADN este apoi amplificată în prezenŃa Taq polimerazei, prin tehnica 

specifica RT-PCR. 

 

 Descoperirea enzimelor termostabile (ex. ADN-polimeraza T obŃinută din 

bacteria Thermus thermophilus) cu ajutorul cărora pot fi obŃinute copii 

termostabile de ADN atât de pe matriŃe de ADN cât şi de pe matriŃe de ARN 

deschide va face posibilă aplicarea RT – PCR în condiŃiile în care va fi necesară o 

singură reacŃie în prezenŃa unei singure enzime (B r o w n , T.A., 2002). 

 

Aplicarea acestei tehnici şi-a dovedit utilitatea în special la identificarea nor 

markeri moleculari la Apis mellifera, cu ajutorul cărora este pusă în evidenŃă 

prezenŃa viruşilor în organismul insectei, în cercetările efectuate în întreaga lume.  
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Avantajul ei constă în faptul că s-a dovedit un instrument rapid, specific şi 

sensibil în diagnoza virală la albine, punând în evidenŃă acizii nucleici virali cu o 

acurateŃe mult superioară metodelor tradiŃionale de analiză (G r a b e n s t e i n e r , 

E. şi col., 2001). 

 

În 2002, E v a n s ,  J.D. şi H u n g , A.K., în SUA, au realizat o clasificare a 

virusurilor ce atacă albinele. Conform acestor cercetări, ele aparŃin la două clase 

de virusuri: cele de tip picorna, precum şi o clasă de virusuri cunoscute sub 

numele de virusuri de tip Drosophila. 

 

L e a t , N.şi col. (2003), în Africa de Sud, au pus în evidenŃă cu ajutorul RT-PCR 

virusul celulei negre a mătcii, stabilind în acelaşi timp şi apartenenŃa acestuia la 

virusurile de tip picorna.  

 

Tot în Africa de Sud, cercetări efectuate în ultima decadă (D a v i s o n , S. şi col., 

2003) au pus în evidenŃă şi caracterizat 18 viruşi ce infestează albinele, 

obŃinându-se şi secvenŃa completă a genomului pentru cei de tip picorna (virusul 

paraliziei acute, celulei negre a mătcii, puietului în sac şi a aripilor deformate).    

 

B e k e s i , L. şi col. (1999) şi B a k o n n y i , T. şi col. (2002) au evidenŃiat prin 

aceeaşi tehnică gradul de infestarea a stupinelor din Ungaria cu virusul paraliziei 

acute, a cărui agent viral este parazitul Varroa destructor. 

 

ExistenŃa unor cazuri de coinfecŃie realizată de virusurile paraliziei acute şi 

Kashmir asupra  organismului albinei a fost pusă în evidenŃă de E v a n s , J. 

(2002). De asemenea, H u n g , A.C. a evidenŃiat şi posibilitatea determinării 

existenŃei virusului Kashmir cu ajutorul  RT-PCR din excreta albinelor. 
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Tot cu ajutorul RT-PCR a fost evidenŃiat rolul de agent viral al parazitului Varroa 

destructor în vehicularea unei mari varietăŃi de viruşi. AplicaŃia cea mai 

importantă a fost demonstrată în cazul virusului aripilor diforme la albine în 

stupinele din Anglia şi Suedia (B o w e n - W a l k e r , P.L. şi col., 2002; 

N o r d s t r ö m ,  S., 2003). 

 

În Austria, evidenŃierea prezenŃei virusului puietului în sac (G r a b e n s t e i n e r , 

E. şi col., 2001) s-a realizat tot prin tehnici moleculare, având drept principal 

instrument de laborator tehnica RT-PCR, renunŃându-se la studiile tradiŃionale ce 

implică microscopia electronică şi  analizele RIA. 

 

 

* 

*                 * 

 

 

PerfecŃionarea tuturor acestor tehnici moleculare a contribuit la dezvoltarea 

concomitentă a o serie de firme cu renume în ziua de azi (Sigma, Promega, Bio-

Rad, Cambridge Bioscience, New England Biolabs, Appligene, Clonetech, 

Stratagene etc.) care dispun de propriile lor laboratoare şi care pun la dispoziŃia 

cercetătorilor implicaŃi în acest domeniu nu numai reactivi de înaltă puritate ci şi 

kit-uri comerciale, ce facilitează în mare măsură munca de cercetare.  

 

Sunt furnizate kit-uri atât pentru o analiză completă a ADN-ului, cât şi pentru 

etape separate (extracŃie, marcare, clonare) sau pentru identificarea de markeri 

moleculari prin diverse tehnici (tabelul  2). 
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Tabelul  2. Kit-uri comerciale disponibile pentru utilizare în tehnicile moleculare folosite la Apis 
mellifera L. (după L o x d a l e  şi col., 1998) 

 

Companiile 
comerciale 
 
 
Kit-uri 

A
p

p
lig

en
e 

A
m

er
sh

am
 

B
io

-R
ad

 

B
o

eh
ri

n
g

er
 

M
an

n
h

ei
m

 

C
am

b
ri

d
g

e 
B

io
sc

ie
n

ce
 

C
lo

n
et

ec
h

 

N
ew

 E
n

g
la

n
d

 
B

io
la

b
s 

P
h

ar
m

ac
ia

 

P
ro

m
eg

a 

S
tr

at
ag

en
e 

S
ig

m
a 

ExtracŃia ADN-ului 
genomic 

� � �  �   � � � � 

Marcare 
întâmplătoare 

� � � �    � � �  

TranslaŃie Nick �   �     �   
Marcare finală    �     �   
Radioizotopi  �          
Marcare cu biotină � �  �  � �  �  � 
Colorare cu argint   �     � �  � 
FluorescenŃă  �  � �  � � � � � 
PCR   � �  �  � � � � 
Clonare  � � � � �  � � � � 
SecvenŃiere (normal)  �  � �   � �   
SecvenŃiere pe cicluri  �  �   � � � �  
Geluri pretratate          �  
Markeri moleculari � �  � �  � � � � � 
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Markerii genetici îşi găsesc utilitatea în 

alcătuirea hăr Ńilor de linkage care sunt 

utilizate cu mult succes în identificarea QTL. 

În toate aceste analize se face uz de soft-uri specifice 

elaborate în vederea facilitării procesului de cartare.  

 

 

 

 

 

Importan Ńa identificării localizării exacte a 

QTL rezidă în posibilitatea utilizării acestora 

în design-ul experimental a unor programe de 

ameliorare aplicate în vederea obŃinerii însuşirilor dorite 

(comportamentul igienic ce favorizează rezistenŃa la boli şi 

paraziŃi la Apis mellifera L.). Cunoscând care zone 

cromozomiale prezintă importanŃă, pot fi efectuate 

manipulări genetice în favoarea însuşirii urm ărite. 
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