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INTRODUCERE

La fel ca orice organism viu, insectele sunt vudihde la agunea agetilor
patogeni, bacterii, fungi, virusuri, parazetc. Pentru insectele cu rol benefic in
economia mediului a existat o preocupare co#tide-a lungul timpului n
gasirea soltilor menite atat & redua riscul la imboldviri, dar si sa creasé sau
intensifice rezistega natural a unor specii sau poptiadin randul acestora la
atacul patogenilor. Pentru sghnarea acestei problematici complexe, in ultimele
decenii, au cdigat tot mai mult teren aboidle sistemice, care imbinconcepte
ecopatologice cu cele de ordin geneticde domeniul biologiei moleculare
(http://www.lifescience-zurich.ch/focus1l/materialetimod-en.asp).

Datoritd atat unor considerente de ordin etologicscatoductivApis melliferal.
este poate cea mai importameprezentaita clasei insectelor. Din acest motiv,
prevenireasi combaterea bolilor albinelor constituie una dnfpreocuprile
majore ale apicultorilor pe plan mondial. Atat nercatsi produsele apicole
secundare (polenaptisor de mata, propolis, ced) sunt bogate Tn factori

nutritivi si au agiune terapeuticvaloroad.
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De asemenea, albinele sunt un important vectorrdicegul de polenizare al
plantelor si ca urmare a progresului inregistrat de biotehgiols-au olinut
rezultate notabile chiar in transformarea lor irivali agemi de vehiculare al
transgenelor provenite de la plantele modificateetie (Dezmirean, Dsi
col.,, 2007; Rakosy-Tican, Elena, 2005)

in ceea ce privge ecopatologia, aceasta a devenit de mai binéndedecenii un
concept familiar in solionarea pe bazstiintifice a problemelor ridicate de
patologiile multifactoriale frecvente in practicaragriculturii intensive. Aceaist
abordare implig o pregitire atend a stragiilor meniteasasigure un management
eficient al sirii de sinatate a intregului ecosistem, gestionat prin intelioleunui
grup de lucru competent atait, ce include specigti din diverse domenii (ex.

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

Prin interpreiri statistice multidimensionale ale datelor coléetaunt gsite
soluii optime ce includ atat identificarea cétprevederea potgialilor factorilor
de risc, care, luain considerare in programele d@&naate aplicate fermelor
vegetalesi animale contribuie la sofii preventivesi non-medicale in @sui sa
rezolve principalele probleme legate de stareaidaate in agricultur (Faye
B. sicol., 1999).

Introducerea acestei abdardalaturi de diagnoza bazape metode moleculare in
sistemele de cstere a albinelor se constituie intr-o valobaportunitate menit

si deschid calea pentru crearea de instrumente importgntault mai eficiente
comparativ cu cele traghnale, pentru suportul decizional conceput pentru
asigurarea 8&tii de sanatate a stupului, simultan cu reducerea la minimum a

demersurilor invazive a dnilor curative.
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Pe baza acestor considerente, a crescut disptaidmdliipotezelor care pot permite

aprofundarea cugbtintelor despre maladiilor specifice familiilor de aibi

Bolile albinelor pot fi de natdrnecontagioassau contagioas Cele de natar
necontagioasau cauze fiziologice, pe cand cele contagioasé gwvocate de
diversitate larg de ageti patogeni de natérbacteriai, virald, micotici si/sau
parazitai (Marghitas, L.Al., 2003).

Bolile necontagioasecel mai frecvent intalnite la albine sunt: puietidit (boala
apare prinivara in familiile slabe care au cuiburile nerestgginneimpachetate),
diareea albinelor (este in principal consecinonsumului de hréande calitate
inferioa) si anomaliile natcilor (apar ca rezultat al distrofiilor sistemuhguro-

endocrin, sau sunt de natuwongenital).

Aparitia si manifestarea acestora este frecvent asociatinfluena exercitat de
mediu, ce are conseoin directe asupra @ti fiziologice a albinelor (fig. 1).
Condtiile de ecomediu sunt ilustrate de o varietateaatg factori, ce pot fi
reprezenta de la clini si grad de poluare, paria sistemele de cgtere si/sau

tipul de alimentae practicate in apicultér

Bolile contagioasereprezindi o amenimare mult mai sevérasupra $rii de
sinatate a albinelor, comparativ cu cele necontagiomsepecial datorit largii
diversititi a factorilor care le produc. Bianfluenta mediului asupra acestora este
minora, uneori condiile climatice sau de practicare a apiculturii matnstitui

factori favorizam in atacul agetiior bacterieni, virali, micotici sau parazitari.

11
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1 Alimentatie Y
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Figura 1. Relatia dintre factorii de mediu si patologia necontagioasa la albine
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Printre cei mai dspandii ageni bacterieni ce produc boli contagioase la
albineputem enumer&acillus larvae(loca americai), Bacillus pluton, Bacillus
alvei, Bacillus orpheus, Bacterium euridi&reptococcus apidoca europeat),
B.apisepticugsepticemia)Bacillus parathyphi alvejparatifoza).

Boala puietului de albine — puietul in sac estevpcat de virusul Morator
aetatule iar boala neagr cunoscut si sub denumirile de boala deiqure sau
paralizia are drept cadizot un virus dar detalii referitoare la naturasia& nu

sunt in@ pe deplin elucidate.

Cele mai frecvent®oli micotice ale albinelor sunt: ascosferoza (boala puietului
varos) provocat de Ascosphaera apjsaspergiloza (boala puietului pietrificat)
provocai de Aspergillusflavussi uneori deAspergillus nigersi melanoza al

carei agent patogen edtéelanosella mors apis

Bolile parazitare sunt provocate de diwerparazti care téiesc pe corpul
albinelorsi care pe langfaptul & se hénesc cu hrangi/sau hemolimfa acestora
sunt si ageni patogeni ai unor boli endo- sau ectoparazitare fuingie de
localizarea acestora. Dintre endoparazitoze amintiosemoza (provocatde
protozoarul unicelulaNosema apis amiboza (provocatde parazitul unicelular
Malphigamoeba mellifidasi acarioza (provocétde acarianuAcarapis woodi
Bolile ectoparazitare sunt provocate de paraar dintre acestea cele mai des
intalnite sunt: braulozaB¢aula coecg, varooza Yarroa destructoy, senotainioza
(Senotainia tricusp)s si  triunghiulinoza Meloé verigatus si  Meloé
proscarabeug

13
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Au fost identificate albine ce preziintezistem naturad la bolisi parazii. Astfel,
experimente efectuate in SUA pe unele linii deralprovenite din Rusia, ce se
presupunea acsunt rezistente |&arroa destructor(jacobson) au demonstrat
faptul & acestea aveau exprimat celtipuun mecanism de rezistén La
coloniile ce nu prezentau rezist&is-a inregistrat un grad de infestare a puietului
de 65 — 75%, in timp ce albinele care se presupaiigaezint rezisteri la
parazit au inregistrat rate de infestare considerause (Rinderer, T.Ki

col., 1999)

Liakos, V.si col. (2002) a efectuat incart de identificare a unor linii de
albine care preziatrezistem naturak la Varroa destructorin coloniile deApis
mellifera macedonicadn acelai timp se inceatcsi obtinerea unor linii de albine
rezistente prin procese de seiecin care rezistea este mgteniti de la @rinti la

descendeinca insyire aditiva (Lewey L.si col. 2003).

Numeroase programe de ameliorarea a pdpatade albine Tn vederea anirii

rezistenei acestora la boli au fost lansaitelezvoltate Tn intreaga lume.

Cresterea albinelor rezistente latmmea parazilor cu ajutorul programelor de
seletcie convemionale ce utilizeaz matci cu caracteristici dezirabile
imperecheate cu trantori apaand coloniilor selg@nate au condus la rezultate
promitatoare. O cale prortitoare de a dine prin selege albine rezistente la
boli si parazii o constituie si selegia gamdilor provenii de la masculi
homozigai, care s-a dovedit deja efici@nin procesele de selex a albinelor in
functie de performatele de produte (Jandricic, S.Ei col., 2003).

14
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in acest context, biologia moleculaofers importante mijloace de contrgl
monitorizare a prezeei agefilor patogeni, a paratior si a bolilor provocate de

acestea.

Identificarea locilor Tnsgirilor cantitative asociate cu rezistarla bolisi parazii

la albine are o deosebiimportana economig, pentru & oferda instrumentele
necesare sel@ei indivizilor cu insgiri dezirabilesi includerea lor in schemele
de ameliorare aacor alcituire este facilitét de selega asistat de markeri (MAS

— Marker Assisted Selection)

La albine, au fost utiliza markeri moleculari atat pentru identificarea tilar
filogenetice dintre poputa (Cameron, S.A., 2003), c&fi in studile de
evideniiere complet a genomului (Croziesi col., 1993), caracterizarea unor
regiuni intergenice in ADN-ul mitocondrial (Cornuseitcol., 1991),si a unor
secvere de ADN cu un grad inalt de conservare (T aré si,¢8l., 1993), pentru
punerea in evidea a unei rate inalte de recombinare la nivelul datw sexului
(Beye, M.si col., 1999). Markerii genetici s-au dovedit ade o deosehit
importana si utilitate in procesele de sefexa albinelor rezistente la boli, Gat
pentru studiul diversitii paraztilor, in vederea stabilirii structurii poluianale

si a relaiilor taxonomice (Navajas, Mi col., 2000).

La populaiile de albine, unde vati@a alozimelor este relativ &zuti, se acora
importana markerilor ADN care preziat un polimorfism adecvat studiilor
necesare identifizii rezistenei la boli si parazti in cadrul acestor popula
Acesti markeri ADN pot prezenta fie vatinale situs-urilor de restrie, cum
sunt markerii RAPD, fie varia ale lungimii, cum este cazul microsatidir

(Rowesicol., 1997).
15
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Multitudinea de markeri moleculari utiligain entomologie poate fi inclésin
douwi mari categorii, markeri proteigi markeri ADN (Loxdale, H.Dsi col.,
1998). Da@ markerii moleculari sunt reprezeftde izozime (enzime cu fund
similare produse la loci difei) si alozime (pentru o enzimdag, alozimele sunt
produi ai diferitelor alele la un anumit locus), mark&kDN prezin& o mult mai

mare variabilitate, in funie de tehnicile in care age isi gasesc utilizarea.

Comparativ cu markerii proteici, izozimedealozimele, markerii ADN utiliza
la insecte (inclusiv la albine) sunt mai nunyerécestia sunt:
» RFLP (Restriction Fragment Length PolymorphismBblimorfismele
Lungimii Fragmentelor de Restrictie
» SSLPs (Simple Sequence Length Polymorphism&plimorfismele
Lungimii Secvertelor Simple
* Minisateliti sauVNTRs (Variable Number of Tandem Repeats)
Numadarul Variabil al Repettiilor in Tandem
* Microsateliii
» AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphismdpolimorfismul
lungimii fragmentelor de ADN amplificate
» RAPD (Random Amplified Polymorphic DNAolimorfismul ADN-ului

amplificat la intamplare

Importana tuturor acestor markeri rezidn posibilitatea utilizrii acestora la
alcituirea Hirtilor de linkagesi a identificarii locilor Tnswirilor cantitative, care
au un rol decisiv in furnizarea de date utile imtowlul rezisterei la boli si

daunatori la populaiile de albine.

16
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CAPITOLUL 1

BOLILE SI PARAZITII ALBINELOR

Albina melifed (Apis mdllifera L.) este o inseétsocial cu trei caste. Face parte din
regnulAnimalia, clasansecta ordinulHymenoptera, familia Apidae, genulApis.

O colonie de albine (fig. 2, 3, 4) cahdin maté (regiri) - femela fertd — (2.a,
4), cateva mii de lugtoare - femele care nu au capacitatea de a sedtegre- (2.b,

3) si din cateva sute de trantori — masculi — (2.c).

Figura 2. Indivizii coloniei de albine, a - matca, b - albina lucratoare, ¢ — trantor
(www.liis.lv/kukaini/lkuk2.htm - 7his image may be subject to copyright)

17
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indatoririle albinelor lucitoare sunt diversificate pe parcursultiiiacestora, de
laasigurarea cdteniei, chdirea fagurilorsi hranirea puietului, panla activititile
de hénire a nitcii.

De la varsta de 15 zile asigwentilgia coloniei, pazai culegerea polenului. La
inceputul anului, o colonie de albine caingdin regiri si cateva sute de lugtioare
care au iernat (Mrghitas, L. Al., 2003).

Pe miisuii ce crgte lungimea zilei,matca incepei slepuri ponta. In condii
normale, din o@le fertilizate (diploide) se dezvaéltlucratoare, iar din cele

nefertilizate haploide, trantorii.

Figura 3. Albind lucrdtoare
(www.uni-bayreuth.de/departments/ toek1/fortner/ 7his image may be subject to copyright)

18
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Figura 4. Matcd inconjurata de albine lucratoare
(www.tuat.ac.jp/~ethology/ Sasaki/queen-L.jpeg - This image may be subject to copyright)

Timpul de dezvoltare a lugtoarelorsi trantorilor de la stadiul de ou péra cel
de adult este o caracterigtide cast si diferdi mult. In medie, o luétoare se
dezvolt din ou paa la stadiul de adult in 21 de zile, iar un trariorl6 zile
(Winston, 1987, citatde Denholm, C.H., 1999).

Tipul hranei administrate larvei diploide femelepdwarsta de 3 zile va conduce
la oktinerea unei luctoare, sau regine. kml, toate larvele sunt &mite cu
laptisor de maté (secréie bogai in proteine a glandelor mandibulage
hipofaringiene a ,doicilor”).

Larvele destinate a ajunge regine su@dhite cu cantiti mai mari de dptisor de
matc pe toad perioada existeai lor. Du@ varsta de 3 zile, larvele albinelor
lucratoaresi ale trantorilor nu mai sunt fmite cu hptisor de mat&, ci cu nectar
(care cu ajutorul enzimelor salivare este convartihiere)si polen (Denholm,
C.H., 1999).
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1.1. BOLILE ALBINELOR

1.1.1. Boli provocate de virusi

Toate formele de via sunt atacate de vigu existand o foarte mare varietate a
tipurilor acestora. Fiecare tip de virus areainsgazd specifi@, sau un spectru
foarte restrans de gazde. Particulele virale cangiatr-un fragment de material
genetic, ARN sau ADN, situat in interiorul unui @y proteic. Ele se Tnmtdsc

doar Tn interiorul celulelor vii ale gazdei.

Cea mai mare parte a vjilor care atag albinele au drept efect scurtareatvie
acestora. Acgia produc boli grave sau chiar fatale, se Tnesdsi se ispandesc
in organismele ga#dpe o perioadlindelungat, faira a cauza semne aparente ale
boli pe care o provoac Aceasi particularitate este caracterigtidn
cvasitotalitate bolilor provocate de wrdia albine.

Existi diferite clasifiari ale virwilor identificati la albine, toate realizate in
functie de reldile filogenetice existente intre ag@. Pe baza metodelor ce
utilizeazi secverirerea fragmentelor de ADN din genomul viral, stabdit
faptul & majoritatea virgilor identificai la albine sunt de tip ,picorna” (Evans,
J. D.,si col., 2000).

Metode directe de control a virusurilor la albina au fost ing stabilite,

diagnosticul precis al prezgn acestora fiind greu de stabilit.
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Paralizia cronica

Desi aceast boah a fost descris inci de acum un secol, cauza sa a fost
identificat abia Tn anul 1963. Inal s-a consideratagparazitulAcarapis woodi ar
fi cel care provoatboala, abia ulterior demonstrandu-geaceasta este rezultatul

agiunii unui virus —virusul paraliziel cronice.

Acest virus este probabil intotdeauna fiiste un virus ,satelit” - virusul asociat
al paraliziei cronice — aaoui agiune nu se cungte cu exactitate, dar se pate c

este implicat in mecanismele deiage.

La albine acest virus ,satelit” inhilreplicarea particulelor virale cu dimensiunile

cele mai margi cu capacitatea infectantea mai ridicait

In cazul acestei boli se intalnesc dotipuri de simptome. Primul este
caracteristic ga numitei ,boli a insulei Wight” identificatin Marea Britanie la
inceputul secolului XXsi const in pierderea capasiti de zbor, dilatarea
abdomenului, distgarea aripilor ins@ta de mgcari necoordonate.

Coloniile sever afectate adesea colapseaz special la mijlocul sezonului de
vara. Al doilea tip de simptome caracterizéaga numita bodl neagi. Acestea
sunt identice cu primele, dar in plus albingiepierd invelsul pilos, avand ca

urmare corpul negru cu aspect unsuros.
Se presupuneicapariia acestor dautipuri diferite de simptome cauzate de
acelgi virus se datoreazdiferenelor genetice dintre albine (Morse, R.A. &

Florttum K., Eds., 1997).
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Paralizia acuta

Aceast boak este provocétde virusul paraliziei acute si afecteaz albinele
adulte, in special pe perioada deavanitial nu a fost asociat cu inducerea
vreunei boli sau cu provocarea miorpentru @ albinele infestate gpeau
sinatoase. Mecanismul inducerii bolii nu este ainglucidat, sestie doar @
purtator al virusului ce o provoaceste parazituVarroa destructor (jacobsoni),

ce ationeaz ca un vector de transmitere a lui la albine adwslé® la puiet, sa
cum demonstreézi observaile efectuate in Europa, SUA America central
(Hung si col., 2000; Ballsi col., 1988, Baileysi col.,, 1979; Shimanuki

si col., 1994, citd de Morse, R.A. & Florttum K., Eds., 1997). Andiz
serologice au demonstrat prefgemasid a acestui virus in Ungaria (Bekesi,

L. si col., 1999).

Pentru evidefierea acestuia sunt utilizate analize ale seevenucleotidice
izolate din coloniile de albine infestate (EvanspPJ 2002). Albinele adulte
infectate pot constitui la randul or focare de afite pentru larvele tinere, prin

secreia unor cantiti mari de virus in hrana acestora.

Boala produsd de virusul albinelor din Kashmir (KBV)

KBV a fost intial detectat la albinele adulte din Askgpis cerana (Bailey si

Woods, 1977, citade Morse, R.AA. & Florttum K., Eds., 1997), datenior

a fost identificatsi la Apis mellifera in Europa, Australigi America de Nord
(Allen sicol., 1995; Anderson, 1990; Brucgcol., 1995; Hungsi col.,

1995 citai de Hung, A.C.F., 2000). Acesta este un virus diirgerologic cu

virusul paraliziei acute, are otame similaé lui. Unii autori consider ca acesta
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ar fi vehiculat de parazituVarroa destructor (jacobsoni) (Hung A. C.si
col.,1999). Pentru evidgrrea KVB au fost utilizate ifial metode serologice
(Hung A. C.si col., 1999), dar la momentul detfasunt utilizate analize ale
secvelei nucleotidice izolate din coloniile de albineeasfate (Evans, J. D.,
2002, Hung, A.GCsi col., 2002).

Spre deosebire de virusul paraliziei acute, toaklgirtile KBV sunt extrem de
virulente, virusul se inmtdste rapid in hemolimfa albinelor adulte sau a

puietului, producand moartea doar in trei zile.

Boala puietului T sac

Virusul care provoac aceast boak este Morator aetatule, fiind unul dintre
primele virusuri detectate la albine. Organizaremogni@ a virusului este
similara membrilor familieiPicornaviridae, cu gene structurale la capl 5’ si
gene nestructurale la capl 3 (Ghosh, R.si col, 1999, citat de
Grabensteiner, Kicol., 2001).

Virusul se inmukste rapid n mai multgesuturi larvare, iar larvele pai aibi o
dezvoltare normalpéari dupa capacire. Apoi devin galbene, cegiusau brune, cu
capul de culoare mai Tnchislecat corpul, sunt intoarse complet cu parteaal@nt
in sussi cea dorsal se sprijird pe peréi inferiori ai celulei luand aspectul unor saci
cu lichid. Acest lichid care cone milioane de particule virale este situat intre
corpul larveisi pergii celulei. Larvele mor apoi curand, se usyc primesc o
coloraie maro nchis. Virgii existerti in larvele moartesi pierd repede capacitatea
de a infecta noi indivizi, in special pe timpednii. Pericolul de infestare este mai
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mare la lucitoarele tinere pe perioada in careagicelulele fagurilor. Se pareic

trantorii, care niciodatnu minana polen nu sunt afediale acest virus.

La varsta de dauzile larvele sunt cel mai susceptibile latiacea virusului.
Perioada de varf a infasi este cea de la s§&ul primaverii si inceputul
verii. Este interesant de observat faptulketectele virusului puietului Tn sac sunt

identice cu cele produse de anestezia EEidCQ.

Malformatia aripilor

Este o anomalie produside un virus, numitirusul ce produce malformaria
aripilor, care a fost imial identificat la Apis mellifera din coloniile infestate cu
Varroa destructor (jacobsoni) in Japonia. Albinele din coloniile infestate aipite
slab sau foarte slab dezvoltate. Virusul are oopefiindelungat de inmuiire. Tn
cazul infesirii oualor, la scurt timp dup eclozionare larvele mor, la puiet moartea
se produce in stadiile de dezvoltare timpuried#d infegia se produce la albinele
adulte, acestea nu prezimhalformaii, dar moartea se produce. Se pareicusul
produce mortalitatgl in coloniile neinfestate cMarroa destructor (jacobsoni), iar
mecanismul & de transmitere este similar cu ce intalnit lausat paraliziei
acute (Ball, 1989, citatde Morse, R.A. & Florttum., KEds., 1997).
Cercetri similare efectuate in Anglia de Bowen-Walkgrcol. (1998)si de
van Oerssicol. (2000) in Olanda confirirolul de vector pe care il ax@rroa
destructor (jacobsoni) Tn transmiterea virusului ce provaamalformaia aripilor

la albine (DWV — deformed wing virus). Cu toate ste@, pentru a cauza boala
virusul trebuie & se gseasé& peste o anundtconcentrge in pupele albinelor
infestate (Browen — Walkegdi col., 1998).
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Boala produsd de virusul albinelor din Egipt

Aceasl boak este intalnit doar in Egipti este produsde un virus denumitirusul
albindor din Egipt, despre care iasu se cunade nimic nici in privina apatiei
salesi nici detalii despre mecanismele sale déuae (Baileysi col., 1979 cita
de Morse, R.A. & Florttum K., Eds., 1997).

Paralizia lenta

Virusul paraliziei lente este responsabil de producerea acestei boli. ndivi
infestai mor la 12 zile de la inducerea experimental bolii prin injectarea
virusului in hemolimi, iar cu dod zile Tnainte de colaps se produce paralizia
celor doa perechi de membre anterioare. Recent s-a dest@aekcest virus
este letal in coloniile infestate &arroa destructor (jacobsoni), dar nu se cunosc
inca date referitoare la istoricul bolii sau Espandirea acesteia (Morse, R.A.
& Flottum, K., 1997).

Boala produsd de virusul celulei negre a matcii

Virusul celulel negre a matcii constituie cauza mor larvelor de matg dup
inchiderea in celule. Este un virus de tip ,pi@drgi a fost intial izolat de la
albinele din Africa de Sud (Leat, M.col., 2003). Pen# celulelor devin maro
inchis sau negri. Larvele bolnave au o calergalben pal seaménd cu cele
infestate de virusul ce provaadoala puietului in sac. Adesea, virusul este
prezent la albinele infestate d&lbosema apis (Allen si col., 1993 citda de
Benjeddou, Msi col.,, 2002). Exist incerd@ri de manipulare a genomului

acestui virus in vederea expioat potertialului acestuia ca vector virgl
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utilizarea lui in experimente conduse cu scopubfmrdirii cuncstintelor despre
PMS la albine (Benjeddou, Micol., 2002).

Boala produsd de virusul filamentos

Virusul filamentos a fost intial identificat in SUA (Clark, 1978, citat de
Morse,R.A. & Florttum K., Eds., 1997). El se intestie in corpul grasi in
tesutul ovarian al albinei adulte. La indivizii capeezint infestare sevér
hemolimfa devine de culoare aldaptoas, acesta fiind singurul simptom

cunoscut al gaunii virusului.

Boala produsd de virusul Y al albinelor

Virusul Y al albinelor se inmuleste doar cand este introdus Tn organism ®dat

hrana. Nu se cunosc detalii despre acgstei despre simptomele infgei.

Virusul celulei negre a #tcii, cel filamentossi virusul Y al albinelor se
inmukesc in organismul albinelor adulte atunci cand taeesunt infestate cu

protozoaruNosema apis(Morse, R.A. & Florttum K., Eds., 1997).

Boala produsd de virusul X al albinelor

Aceasi boak este produsde un virus Tnrudit serologic cu virusul Y al alblor

si denumitvirusul X al albinelor, fiind aproape imposibil de separat de acesta pe
cale fizica sau chimia. Spre deosebire de virusul Y, virusul X alirdbor nu

este asociat cUNosema apis, dar s-au &pit uneori asocieri intre aces{a
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protozoarulMal pighamoeba mellificae. Virusul se ispandgte predominant prin
fecalele contaminate. Prezansa in albinele deja contaminate Mumellificae
accelereazxmoartea acestora (Morse, R.A. & Florttum K., Ed997).

Boala produsd de virusul aripilor opace

Infestarea albinelor curusul aripilor opace devine vizibik Tn momentul in care
aripile acestora devin opace. Diagnoza peegiacestei boli poate fi stabilidoar
serologic. Virusul se inmtgste n capuki toracele indivizilor infesta

Prezeipa acestuia conduce la scurtareativiéar coloniile cu infestare masiv
devin inactive dup care colapseé&da scurt timp (Morse, R.A. & Florttum
K., Eds., 1997).

Boala produsa de virusul Apis iridiscent

Virusul Apis iridiscent este un iridiovirus asociat cu ,boala clusterelor”
identificat in India laApis cerana. Infestarea cu acest iridiovirus conduce la
inactivitatea coloniilor in principal vara, colapguoducandu-se la un interval de

circa dod luni de la infestare.

Se Tnmuleste Tn diferite tesuturi: corpul gras, tractusul alimentar, glandele

hipofaringienesi ovarele albinelor (Morse, R.A. & Florttum K., Ed4997).
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Boala produsd de virusul albinei din Arkansas
Virusul ce produce aceésboak - virusul albing din Arkansas, a fost infial
identificat in Arkansas la albine apareimiagoase, 4ra a se cunagde detalii despre

acesta. Nu a fost intalnit in afara gtaiar SUA.

in California, Lommelsi col., 1985 (Morse, R.A. & Flottum, K. Eds., 1997)
intalnit un virus aseamator pe care l-au denumvtrusul Berkley al albinélor, dar nu
se cunogte Th@ dac acesta este identic cu virusul albinelor din Aden(Morse,
R.A. & Florttum K., Eds., 1997).

1.1.2. Boli provocate de bacterii

Datorita pierderilor economice considerabile pe care aeedi& produc
apicultorilor, bolile provocate de bacterii au fostle mai studiate boli ale

albinelor.

Loca americand

White n 1907 (Morse, R.A. & Flottum, K. Eds., 199 fost primul care a
demonstrat faptulacloca americaheste rezultatul infeitii cu bacteria sporulat
B.larvae. Este foarte contagioasi dac nu este tratatla timp si corespunitor

poate conduce la dispga intregii colonii, &spandindu-sei la alte stupini.
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Aceasit boah este una dintre cele mai grave boli ale albin&lcdintreaga lume,

agentul patogen fiinBacillus larvae.

Cadavrele larvelor infestate repredinsursa de infe®. Albinele lucitoare
incercand & elimine din stup larvele infestage moarte, preiau sporii bacteriei pe
piesele bucale, picioasecorp, devenind agdérinfectarti. Contaminarea se face pe
cale bucal, incepand cu a doua zi a stadiului larvar canetplincepe & fie
hranit de ctre albine. Cel mai frecvent, boala se transmitde stup la altul prin
intermediul albinelor haa, sau prin achigonarea necontrolata unor familii de
albine sau ritci.

Desi la indivizii aduli infestarea este greu de identificat, diagnospoate fi stabilit
prin examinarea puietului infestat. Larvele au atdogalben — maronig miros
similar cu cel al cleiului de oase. Cel mai fredvérvele mor dup capacire,
capacelele fiind perforatai concave. Cadavrul larvei se deshidraiegzadet la

peretele celulei cu care formé@am corp comun.

Loca europeand

Aceast boah este consideratde majoritatea apicultorilor mai pa grava decat
loca americain

Desi a fost studiat inca de la sfégitul secolului al XVlll-lea (Schirach, 1771 -

in Honey Bee Pests, Predators, and Diseases, 4seMRB.A. & Flottum, K.
Eds., 1997) detaliile referitoare la acédstak nu sunt ing elucidate.
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Agentul patogen este Melissococcus pluton, o bacterie care inal a fost
cunoscut sub denumirile deBacillus pluton si Streptococcus pluton. Este
raspandid pe tot globul, apare pribaara timpuriu pé#h toamna. Contaminarea
se face pe cale budalprin consumul de hréaninfestati, iar raspandirea in

principal prin albinele hgasi trantori.

Boala este dificil de depistat la Tnceput. Larvaide la inceputul Tmbokvirii
mai transpare#if corpul se inmoaiesiischimli poztia, devine glbui, iar la 3 —
4 zile de la infestare larvele mer se descompun. In locul acestora apare un

lichid opalescent care devine cafegiivascos.

Cand boala apare la puietdlpdcit, cipacelele celulelor se adancegaevin mai

Tnchise la culoare.

in 1984, Pinnocksi Featherstoone (cifiade Morse, RA. &
Florttum K., Eds., 1997)au #at & testul ELISA  (enzyme-linked
immunosorbent assay) poate fi utilizat cu succesléntificareaMelissococcus

pluton, punand astfel in evidgnexistena bolii in&a din stadiile timpurii cand

coloniile infestate paramatoase.

Septicemia

La albine, septicemia este o hodlacteriad a albinelor adulte desciigentru
prima dai de Burnside Tintde la inceputul secolului XX (in Honey Bee
Pests, Predators, and Diseases, 51, Morse, R.Aotgufn, K. Eds., 1997). Boala
este provocatdeBacillus apisepticus, bacterie reclasificatin anul 1959 deatre
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Landerkinsgsi Katznelson (in Honey Bee Pests, Predators, aseédses,
51, Morse, R.A. & Flottum, K. Eds., 1997) Bseudomonas apiseptica. Aceasta
este o bacterie nesporulargram-negati¥. Contaminarea se produce pe cale
respiratorie, agentul patoge#itiunde in hemolindf care are un aspecplossi
mobilitate redus. In hemolimé se Tnmuleste si in final produce moartea, la 20 —

30 ore dup infestare.

Boala este favorizatde condii necorespunzoare de intrénere, mai ales locuri
umbroasei racoroase. Se pot Tnregistra vindléspontane atunci cand cauzele care

au favorizat apaia acesteia dispar.

Paratifoza

Aceast boak este tot o boal a albinelor adulte favorizatde condiile
nefavorabile de intrmere. Agentul patogen estacillus parathyphi alvei.
Contaminarea se face pe cale baigalin intermediul apei infestate. Albinele
infestate §i pierd capacitatea de zbor, au abdomenul inflanpaiezing diaree
dupa care intervine moartea. Boala poate fi confundatnosemozsgi acariozasi

pentru stabilirea unui diagnostic corect trebuikzat examenul microscopic.

Boala produsd de Bacillus pluvifaciens

Este o boal intalniti destul de rar, probabil datarifaptului & nu este gor de
identificat (Morse, R.A. & Flottum, K. Eds., 199Bste produs de
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Bacillus pluvifaciens, o bacterie sporulatgram-pozitid. Ea afecteaz doar

larvele albinelor, iar etiologiei ei nu este dreducidad.

Boala produsd de spiroplasme

Spiroplasmele sunt bacterii din clasilollicutes. Clark, 1977b, 1978 (citat de
Morse, R.A. & Flottum, K. Eds., 1997). a descopén SUA o
specie apainand acestei clase, letalpentru albine. Nu se cunosc detalii
referitoare la boal

Boala produsd de Rickettsia

Rickettsia este 0 bacterie gram-negativare are gane parazitar intracelulai.
La albine au fost identificate poe cazuri de imbokviri produse de aceast
bacterie (Poltevsi col., 1967 in Rusia, Wille 1964b, 1966, 1967 inefa,
Wille 1964b in Germania).Ceréet efectuate dup 1970 aduc n discie
natura virad (Clark, 1977a, 1978) sau bactetiaiB ailey, 1981) a speciei,

insi acest aspect nu a fost dreducidat.

1.1.3. Boli provocate de protozoare

Protozoarele sunt organisme unicelulare ctiuae patogeh asupra insectelor,
cauzandu-le infeg cronice care pot fi sau nu letale pentru gardiesitai.
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La albine nu se cunosc semne clinice Tn cazul tirfesu protozoare, de aceea

diagnosticul poate fi stabilit doar prin examen noscopic.

Desi s-au efectuat multe studii referitoare la protyete care infesteazalbinele

si la bolile pe care acestea le produc, swEtmulte necunoscute cu privire la
geneticasi ciclul de viga al protozoarelor (Morse, R.A. & Flottum, K.
Eds., 59, 1997).

Nosemoza

Boala este prodidsde protozoarulNosema apis. Acesta infectedz celulele
epiteliale ale peretelui intestinal al albinelordense Tnmuéste, impiedicand
digestiasi asimilarea hranei. Agentul patogen are @ddarme, vegetati¥ si
sporulat. Tn forma vegetativ se multipliéi in ventricul, care devine in intregime
infestat Tn do@ saptamani de la contaminare (Fries col., 2003). Forma
sporulai apare dup moartea albinelor, sau cand protozoarul este edimin
mediul exterior, unde rezisttimp ndelungat, iar cand ajunge din nou in

organismul albinei se transfoiirin forma vegetatiw.

Contaminarea se face pe cale hycglrin consumul de &psau hrai
infestati. Boala se poate transmifeprin contact direct intre matca infestat
albinele care o ingrijesc, sau mai ales puara in timpul cuitirii fagurilor

infectai.

Familiile infestate prezitt o activitate redus primavara. Albinele bolnave
prezint diaree, au abdomenul umflati pierd capacitatea de zbor, tremur
paralizeai si apoi mor.
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imbolnavirea cuNosema conduce la stlerea produgei de mieresi la pierderi

mari in timpul iernii, Tn ciuda lipsei unor eviderclare ale instatii bolii.

Amoeboza

Boala a fost identificatin 1916 de d&tre Maassen care observat preaemnor
chisti amoebici in tubii Malpighi ai albinelor infestat Aceast amoeld a fost
denumiti Malpighamoeba mellificae (Prell, 1962b, citat de Morse, R.A. &
Florttum K., Eds., 1997). Acest protozoar esigpandit in toate continentele

dar are o frecva# mai redus de catNosema apis.

Trantorii si matcile sunt foarte rar infestate. Boala se transmiia chktii de
Malpighamoeba mellificae din depozitele de fecale, mai ales pivara cand

albinele cuita fagurii.

Nu se cunosc simptome clare ale infestu acest protozoar. Diagnosticul poate
fi stabilit doar prin examenul microscopic, aturgdnd se obseivprezema
chistilor in amoebici tubii Malpighi.Celulele epitel@lale tubilor infesta se

aplatizeai si vor fi consumate deatre parazit.

De asemenea, prezariMalpighamoeba mellificae cauzeaz disfuncii ale regkrii

osmozei la albinele infestate.

Boala provocatd de gregarine

Gregarinele sunt protozoare ce formeaa clag mare care cuprinde peste 1500

de specii (Levine, 1982, citat de Morse, R.A. & Ftoum K., Eds., 1997).
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Unele dintre acestea au fost identificate in trsugtintestinal al albinelor, atacand

epiteliul stomacului.

Speciile identificate la albine nu sunt specifienpu aceastgazdi (Wallace,
1966, citat de Morse, R.A. & Florttum K., Eds., I9%ar pot proveni din

nectarul cules, sau din@pori chiar prin contaminare de la alte insecte.

Desi pot produce modifigri patologice in celulele pe care le d@tagregarinele nu
produc efecte negative majore in coloniile pe ¢taratad. Climatul cald se pare
ca este favorabilaspandirii bolii, fiind identificai in SUAsi America Latiri.

Boala provocatd de flagellate
Flagellatele sunt protozoare nesporulate ce pdsdidgel, pseudopode, sau
ambele mijloace de locortie. La albine au fost identificate flagellate dilasa

Kinetoplastida, care a u formalungit si prezing flagel.

in intestinul albinelor a fost identificatprezema Leptomonas apis (Lotmar,
1946, citat de Morse, R.A. & Florttum K., Eds., I9%are produce semne
vizibile ale prezetei sale atacand peretele intestinal in regiunkeaigi, dar nu
existi nici o dovad ca prezeima acestora ar cauza vreo stare patofogic
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1.1.4. Boli provocate de ciuperci si mucegaiuri

Ciupercile si mucegaiurile sunt organisme saprofite frecveriélinite atat in
faguri, catsi la albine. Bolile pe care acestea le produc lénal micozele, sunt

boli infecto — contagioasg evoluia lor este influetata de condiile de mediu.

Ascosferoza (Puietul vdros)

Puietul \aros este o micaizce ataé larvele albinelor. Ea este cauiate

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

Boala are o aspandire larg peste tot in lumagi apare in lunile aprilie —
mai. Primele observa privitoare la boad au fost efectuate in 1913 de
catre Maassen in Germania (Lotmar, 1946, citat de Bl®,r R.A. &
Florttum K., Eds., 1997).

Contaminarea se face pe cale baigain intermediul albinelor care igienizeaz
stupul si care vin in contact cu albinel@aratoase. Umiditategi temperatura

ridicata favorizea2 apartia bolii.
in primul rand este atacat puietul de trantori,tpeci de obicei acesta se @afa

periferia fagurilor, unde umiditatea este mai mgiréemperatura mai dzuta,

extinzandu-se mai apgila restul puietului de albine.
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Larvele infestate se innegresg,dierd segments, pielea se aspyte, iar corpul
se acoper cu un miceliu alb. Larva moare, iar in urma evapoapei se usug

avand aspect mumificat devine asemnatoare unor pietricele de var.

Boala provocatd de mucegaiul polenului

Aceast micoz este produsde ciuperca saprofitBettsia alvel care agoneaz
asupra polenului depozitat in celulele fagurelue A aspandire largin Europa
si Noua Zeelandl Boala nu atacpuietul. Ea poate fi confundatu ascosferoza,
dar spre deosebire de aceasta apare iarna. Ief@s@loniilor cu aceastiupera
nu constituie o probledngrawa, neproducéand maladie ggasau moartea.

Aspergiloza (puietul pietrificat)

Aceasta este o baatari si apicultorii 0 considerau de importanminor, dar
ulterior s-a dovedit a fi foarte pericul@adiind transmisibii si omului cruia i
ataé@ mucoasele ocularg pe cele ale aparatului respirator. Esispéandii in

stupinele de pe toate continentele.

Boala este provocatle specii de ciuperci apgrand genuluAspergillus. Cel mai
frecvent boala este produde Aspergillus flavus, dar ocazional este produg de
Afumigatissi A.niger. Sunt atacate larvele, nimfaliealbinele adulte.

Contaminarea céAspergillus se produce mai frecvent dupn cules abundent de
polen, cand datotitnetadrii corespunitoare ciuperca il infestegzboala fiind

agravai de agiunea factorilor negativi de mediu. Primele semledrg#estirii
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sunt reprezentate de nefitd, du@ care albinele preziatmiscari anormale,

paralizeai si in final mor.

Larvele infestate céspergillus se deshidratedzau o consistea dura (de aici

numele de puiet pietrificat), deviralgui, sau galben — verzui.

Nu se cunogie cu exactitate modalitatea despandire a bolii, dar se presupune
ca aceasta s-ar extinde prin intermediul schimbwe rame pe care Il
realizeaZ cresatorii, adici prin ramele provenite din coloniile bolnayieajunse

Tn cele gnitoase.

Giauffretsi Taliercio (1967) (cita de Morse, R.A. & Florttum K.,
Eds., 1997) au evid@at posibilitatea ca boalai die legat si de administrarea
antibioticelor, care modific echilibrul florei intestinale normale la albine,
precumsi de influena unor factori de mediu (umiditate, lipsa ventda o hram
Cu un cofinut prea mare de apetc.), sau genetici care favorizéaapartia

bolilor produse de fungi.

Melanoza

Este o bodl ce afecteazsistemul reproduitor al nitcilor, producand sterilitate.
Boala a mai fost denunditH — melanoz (de la cuvantul german Hefeare
inseama drojdie) pentru a fi deosebitle B — melanoza care este pradds o

bacterie. Nu se cunosc detalii despre indideratural a bolii.
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Agentul patogen care produce H — melanozaMetanosella mors apis. Se pare&
acesta in# prin orificiul vaginal in oviductsi ovare unde produce melanoza, adic

colorgie neagi.

Punga cu venirsi glandele veninoase ale albinelor sunt de asemafesate,
prezentand inflama negre extinse, care exetcipresiune asupra oviductelor, iar
ouile sunt pierdute, matca devenind sliefifyg, 1964, citat de Morse, R.A. &
Florttum K., Eds., 1997).

1.2. PARAZITII ALBINELOR

Parazjii albinelor apatin clasei Arachnida, subclasaAcari, avand urritoarele
caracteristici: patru perechi de picioare segmentah corp nesegmentat, iar

cavitatea bucalalctuita din dou parti, papilele senzorialg chelicerele asaite.

Stupul de albine reprezintun habitat potrivit pentru o latgdiversitate de
parazii. Au fost identificate peste 86 de specii de parda habitatul albinelor
(de Jongsicol., 1982b, citade Morse, RA. & Florttum K., Eds., 1997).
Acestia pot fi clasificai in patru categorii (Eickwort, 1988, citat de Mog' s
R.A. & Florttum K., Eds., 1997):
> paraziti ,vidanjori” care se hinesc cu resturile din stup (litic
vechi de faguri cu miere, resturi de albine moaftegi etc.)si care
invadeaz proviziile de hraa depozitate. Acgia sunt parazi globulari
cu mkcari lente, corp de culoare deschisi membrele de culoare
Tnchisi. Din aceasi categorie fac partélycyphagus sp., in spé&
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Glycyphagus domesticus care se hineste exclusiv cu fungii din stup,
Acarus sp. in specialAcarus siro si Acarus immobilis care se Hinesc
atat cu fungi céati cu alte resturi de natiurorgani@, precumsi
Tyrophagus sp. Tyrophagus putrescentiae, Tyrophagus longior si
Tyrophagus palmarum. Desi se gisesc in nu@r mare, acgi parazti nu
aduc prejudicii coloniilor &atoase, neconstituind un pericol pentru

acestea.

> paraziti pradatori care se tnesc cu paragi ,vidanjori’, se
gasesc In cea mai mare parte in resturile din stup.nf@i excefpi,
acetia nu au drept habitat stupul, dar se aitolo unde organismele pe
care le atat Tsi procud hrana. Majoritatea apar subordinului
Mesostigmata, fiind parazii cu miscari rapidesi corp aplatizat. Cei mai
des intalni apatin famililor Ascidae, Macrochelidae si Parasitidae.
Cea mai mare parte pot fi obsewveu ochiul libersi nu aduc nici un

prejudiciu albinelogi/sau puietului.

> paraziti foretici, care se instaleaze albine cu scopul de ajunge
la locul din care acesteaiiprocud hrana (flori, stupi). Cei mai
raspandii apatin genuluiNeocypholaelaps. Acestia se atgeaz ntr-un
anumit stadiu al dezvalti lor de o insec adulé proaspt apiruta

pentru fi transportaintr-un cuib nou.

> paraziti care paraziteaz albinele adultesi puietul lor. Acestia
reprezinid cea mai importatitcategorie de parazidatoriti efectelor lor
daunitoare atat asupra albinelor adulte g&@supra puietuluiVarroa
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destructor si Acarapis woodi sunt parazii cu cele mai serioase efecte
asupra albinelogi puietului, atat datorit agiunii lor parazitare propriu-
zise catgi datoriti bolilor pe care ag#ia le vehiculeaz Aici trebuie
amintiti si paraztii apatinand genuluiTropilaelaps (T. clareae si T.
koenigerum), dar a @ror agiune este restraada perimetrul Asiei. Mai
existi si alte specii de parazicaracteristici altor gazdgl care doar
accidental paraziteazalbinele. Din aceast categorie fac parte cei
apatinandPiemontes sp. (Piemontes ventricosus, Piemontes anobii si
Piemontes tritici), care sunt parazipolifagi ai larvelor insectelogi care

invadea albinele doar ocazional.
Dintre categoriile de pargzimai sus metionate doar trei produc mortalitate
masivi n familiile de albine, respectiVarroa destructor (jakobsoni), Acarapis

woodi si Tropilaelaps clareae in Asia.

Toti fac parte din categoria celor care paraziiedhinele adultgi puietul lor.

1.2.1. Acarapis woodi

Apicultorii din intreaga lume se confrdntu pierderi masive dataogitbolii
produse de invazia acestui parazit, care mai poanimele de ,parazit al

traheilor” datorit faptului G se hinestesi e reproduce n traheea albinelor.
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Este un parazit cu dimensiuni microscopice, corpl,csegmentagi opt picioare.
Femelele au o lungime de 143 — liMsi o latime de 77 — 8@m, in timp ce masculii

sunt de dimensiuni mai reduse, 125 — @6lungimesi 60 — 77um latime.

Atat adutii, catsi larvelesi oudle lor au ca habitat sistemul respirator al altwnel
La nivelul primei perechi de stigme toracice caee deschide intr-o mic
excavaie in depresiunea mezotoracelui femelele depuatepproducand pénla
20 de descendé@ncare ajung la maturitate dupirca 11 — 12 zile mascuki 14
— 15 zile femelele. In mod afiuit acarienii produc doar o gengeain aceeg

gazdi. Acest acarian infesteaatat albinele luétoare cagi matcile si trantorii

(Pettis si col.,, 2003), dg trantorii datori tuburilor traheale mai largi sunt
infestai preferenial (Dawicke, 1991, citat de Morse, R.A. & Florttum
K., Eds., 1997).

Contaminarea se face prin intermediul albinelort&oa trantorilor, ritcilor si
roiurilor infestate. Albinele parazitatgi ipierd capacitate de zbor, cad inafa
urdinisului, abdomenul este dilatat, iar corpul prezittemudtturi. Aripile au

miscari nesincronizatgi sunt indeprtate.

La o infestare masiy traheile §i schimk culoarea, din alb sidefiu devenind
mate, galben — castagiiapoi negre. Coloniile cu un grad ridicat de indes sunt
mai skbite si produc mai ptin puiet (Scott-Dupresai Otis, 1988, cita de
Morse,R.A. &Florttum K., Eds., 1997).

Existi 0o serie de tratamente Tn combaterea acestui pa&e mai utile

dovedindu-se acelea pe bBate mentol (Tew, J.E., 2003).
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1.2.2. Varroa sp.

Datoriti efectelor sale extrem de nocigeraspandirii largiVarroa destructor
(Jacobsoni) constituie o probleth majoia pentru apicultorii din intreaga lume.
Varroa sp. este un parazit ce face parte dimulegnimalia, Tncrengtura
Arthropoda, ClasaArachnida, Ordinul Acari, Familia Parasitidae Genul
Varroa, Speciadestructor (Walker,K.L.si col., 1997).

Cercetrile efectuate in ultimii zece ani au demonstratdbci Varroa reprezind
nu numai o specie (Anderson, D., 2000), iar in Barcefectele Zlnatoare
produse de Varroa jacobsoni se datoredizde fapt specieVarroa destructor
(Anderson, D., 2000; Delaplane, #.col., 2005).

Initial Apis cerana, albina asiati&, a fost gazda parazitului. Se pateMarroa
destructor (jacobsoni) a inceput & infestezeApis mellifera doar in ultima sdtde
ani, odail cu ptrunderea ei in Asia, adaptandu-se la noua @yaRdar dod
tulpini ale parazituluiVarroa destructor au devenit paragiai albinei europene
(Apis mellifera L.) peste tot unde este preze(dnderson, D., 2000).

Este un parazit extern care poate fi observat bwbkber. Femela are o lungime
de 1,1 - 1,2 mmi 1,5 — 1,6 mm dtime, de culoare marogoat, corpul
transversal oval, aplatizat. Masculul, de culodbecanyie, are dimensiuni mai
reduse, cu aime si lungime de aproximativ 0,7 mm (http://MAAREC.
cas.psu.edu,2000, http://www.beekeeping.com/vitadlages/varroam.htm, 2003,

http://www.main.org/cahbs/varroam. htm, 2003).
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Masculii se dezvaitdin ou nefertilizatesi more duf imperechere, iar femelele

din o fertilizate. Femela se fixeaatat pe abdomen céitpe toracesi membre
(fig. 5).

]
A

i

Figura 5. Ciclul de viata al parazitului Varroa sp.
(www.mossopshoney.co.nz/From+hive+to+honeypot/)

Depune 7 — 8 au in celulele cu puiet sau pe larvele de trantddot si col.,
1992, citati deMorse, RA. & Florttum K., Eds., 1997), din carepd® zile

ies larvele ce se fimesc cu hemolimfa larvelgr nimfelor de albid si ajung la
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maturitate dup 7 zile cand se Tmperechéainainte de eclozionarea albinelor
(Corréa-Marques, M. Hi col., 2003).

Femelele Tmperecheate trec pe albineleatoare, trantorisi matc unde se
hranesc cu hemolimfa acestora producandu-le in firmdrtea (Medina, M. L.
si col., 2002).

Contaminarea se face prin intermediul albinelort&oa trantorilor, roiurilor,

fagurilor cu puiet, precuri prin practicarea stujpitului pastoral.

La Tnceputul infegtii, parazitul nu poate fi observat cu ochiul lipelatorit
numarului redus de indivizi, precurgi datoriti pozkiei acestuia intre inelele
abdominale. In timpul iernii paraiinelinistesc familia de albine, se produce un

consum mai ridicat de miegese produce apara diareei.

Cand exist un nundr mare de paragj dupi 2 — 3 ani de la infestare, albinele
eclozionate vor fi neviabile, cu aripile nedezvtdtacapulsi picioarele diforme.

Acestea cad pe fundul stupufisunt evacuate deitre albinele snatoase.

Cand infestarea atinge 30 — 40% din efectivul diptamilia skbeste si moare
(Marghitas, L. Al., 2003).

Varroa destructor (jacobsoni) este un parazit care argiiane destructi¥ majoi

asupra familiilor de albine predominant in zonelaperate (Wilkinson, Dxi
col., 2002; Fries, ki col., 2003; Harris, J. Wi col., 2004).
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Actiunea nociv a parazitului nu se datoreéadoar paraziirii coloniilor de albine
cu hemolimfa &rora se hineste, ci mai ales faptuluiacel constituie un puternic

vector al virgilor ce infesteaz coloniile de albine (Benoit, J. B.col., 2004).

Infestrile severe cuVarroa sp. sunt de obicei ingte de o multitudine de
simptome denumite generic Sindromul parazitic (PMSParasitic Mite
Syndrome). Pe laagasocierile cu transmiterea virusului paraliziaitag virusul
paraliziei lente, sau cel al malfortre aripilor (Nordstrom, S., 2000), se pare
ca Varroa destructor (jacobsoni) este asociagi cu un alt virus de tip ,picorna”
(picorna — like virus) recent izolat atat din patazatsi din albinele infestate cu
Varroa sp. (Vlak, J. Msi col., 2003).

Cerceiri efectuate pe popuiade albine infestate simultan @carapis woodi si
Varroa destructor (jacobsoni) au indicat faptul £ ar putea exista o intetame
biologica intre cei doi paragila nivel individual, ceea ce ar aduce prejudicii
suplimentare coloniilor infestate (Downey, D.siLcol., 2000).

Combaterea eficiefita parazitului constituie una dintre cele mai npagvodcri
ale apicultorilor din intreaga lume (Tew, J. EQ@OMoosbeckhofer, Ri
col., 2003; Donzé, G., 1998).

Una dintre cele mai mari probleme ale apicultordier azi congt in rezistera
parazitului la tratamentul cApistan (pesticid piretroid avand component activ
tau — fluvalinatul), una dintre substale cu cea mai mare utilizare in combaterea
Varroa destructor (jacobsoni), darsi la cele cu Amitrazi Cumafos (Pettis, J.
S., 2003).
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Cercetrrile efectuate la nivel molecular au evidah posibilitatea asocierii
acestei rezistea a parazitului la Apistan, dar la celelalte substae de sintez
utilizate in tratamente care iatm categoria pesticidelor (Odagiu, Antonia
si col., 2005), cum sunt, de exemplu, Cumafos-ubdps de sinteézpe baZ de
compyi organocloruré ce intd de obicei In compoga pesticidelor) si
Amitrazul (pe baxz de antibiotice) cu muide punctiforme aprute la nivelul
genelor canalului sodiului (Wang, R.col.,, 2002; Wang, Rsi col.,, 2003;
Wang, Rsicol., 2003).

Experimentele desfurate in Italia, Fra@, Germania, Belgia, Austria, Spagia.
incepand cu 1994, au demonstrat experimental p@@ezdrnomenului
(Hillesheim, E.si col.,, 1996; Milani, N., 1995; Trouiller, J., 1996
Bruneau, Esi col.,, 1997; Trouiller, Jsi col.,, 1997; Higes, Msi col.,
1998; Trouiller, J., 1998). RezistanparazituluiVarroa sp. la principalii
produi de combatere, bagape piretroizi s-ar putea explica prin mecanisme

identificate la momentul detta

Aceasta, ing Tn contextul mai larg al dezvelit rezistenei la pesticide atat a
plantelor catsi al altor organisme (echinoderme, insecte, araheid.), care se
pare & sunt guvernate de procese similare ¥Deg K. si col., 1991,
Sibbesen, Osi col.,, 1995; Besten, P.J., 1998; Valles, RindefeE. si
col., 1999; S.Msi col., 2003; Tan, ki col., 2005; Eleftherianos, $i col.,
2008,s.a.).

Unul dintre ele este reprezentat de prggenanumitor esteraze
(monooxigenazele), care stau la baza unui mecam&tabolic de rezisteh

specific, mediat de acestea - detoxifierea.
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in prezema monooxigenazelor piretroizii sintetici sunt oxigdaeea ce conduce la
anihilarea activitii lor toxice asupra paradior (Sammataro, Dianai col.,
2005). Aceste monooxigenaze fac parte dintr-un grapextins (Lewis,

D.F.V., 2001) localizat in reticulul endoplansmaiieste desemnat ca Citocrom
P — 450 (CYP sau P450). Acestea @pasuperfamiliei de proteine care ¢on

cofactorul Hem (hemoproteine).

Denumirea atribult acestui grup enzimatic se datoredacalizirii celulare a
acestoradito), darsi caracteristicilor spectrofotometricer¢m) — cand fierul din
Hem este redus, P450 absoarbe traialuminoase cu lungimea de und

carcteristid de 450 nm.

Reagtia de bai prin care Citocromul P45Qiimanifess rolul catalitic, este tipic
monooxigenazelor (oxidare prin introducerea unwmnmatde oxigen intr-un
substrat organic — RHi reducere prin formarea apei cu participarea tatui

atom de oxigen):

NADH/NADH
RH+ Q+2H +2¢ - OR + H,0

La echinoderme a fost evideéata dependera de P450 a metabolismului

compuilor piretroidici (Besten, P. 3i col., 1990; Besten, P. J., 1998).
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in cazul insectelor, a fost confiriaiprezema oxidazelor din complexul
enzimatic microzomal P450, care utilizéaastemul NADPH/NADH pentru a
cliva reduétor oxigenul atmosferic, conducand la o ftimee organié si o
molecuk de ag (Schuler, Mary A, 1996; Dong, K., 2007; Soderlund
D. M., 2008). Descrierea acestor mecanisme a tfaicéikplicarea fenomenului de
rezistemd a parazituluMarroa sp. la piretroizi. Pe baza lor tulpinile rezisteetd
produii de combaterssi-au dezvoltat capacitatea de a detoxifica inskfie

prin oxidare.

Cehlalt mecanism al rezistgz poate fi explicat prin mutidle punctiforme
produse la nivelul genei, care controleaanalele sodiului. Canalele sodiului
caracterizate de un potel electric sunt constituite integral din proteine
transmembranarg sunt responsabile de faza desteee rapid a poteialului de
agiune al celulei care face parte din categoria celorexcitabilitate ridicat
Insecticidele piretroide au efect de reducere @twm activarii si dezactivrii
canalului sodiului. Conseaia direct este deschiderea prelurigid canalelor
individuale, ceea ce conduce la paraligian final moartea insectelor ce vin in
contact cu acti compui (Wang, R.si col.,, 2002; Wang, Rsi col., 2003;
Wang, Rsicol., 2003).

Multe dintre insectele ce prezintrezistema la piretroizi au suferit muta

punctiforme la nivelul genei canalului sodiului.

Teste efectuate asupra oocitelon@aopus ce au exprimate canalele sodiului, au
demonstrat £ aceste muta reduc sensibilitatea acestor canale la piretraeea

ce confirmi faptul & acesta reprezilat mecanismul major de rezisténla

piretroizi la diverse specii de insecte (SoderlumM.si col., 2003).
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Studii efectuate asupra a 12 specii de insecte gduind, D.M.si col., 2003;
Soderlund, D.M., 2008) au evideat o mutaie la nivelul genei 11S6 ce
determira rezistema acestor populiade insecte la piretroizi.

Wang, Rsicol. (2003) au regit si evidenieze gena pentru canalul sodiului de

la arahnide — gendmNa si la VVarroa destructor O.

Izolarea integral a genei VmNa a reprezentat un moment importantrgpen
caracterizarea compieta modului de fungonare a acestui mecanism de

rezistemi la produse pe bazle piretroizi.

in cazul fluvalinatului, rezultatele experimentala condus la concluziaidn
vederea combaterii parazitului in cotiité dezvolgrii rezistenei la piretroizi, cea
mai burd strategie ar fi utilizarea compusului activ ulizin tratamentet(—
fluvalinatul) in alternatd cu alte tipuri de comguactivi, pentru ca acesta-si
pastreze eficieta (Milani, N.sicol, 2002; Elzen, Pattgi col., 2004).

Constairi similare au fost enuate si de ati cercetitori, pe toate continentele
(Huang, Y. G.si col.,, 2001, in China; Martin, S.J., 2004, in UK;

Sammataro, Dianaicol., 2005 etc.).

Printre soldile eficiente, pentru folosirea in alternanse nurira substarele:

timolul, acidului formic sau acidului oxalic.

in urma unor experimente realizate la gqaitot, cerceitorii americani (USDA,
2006) au evideat posibilitatea utiliarii 2 — heptatonei (secretatchiar de

albine) Tn combaterea parazitului.
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Producerea sintetica substatei si administrarea ei ca insecticid ar putea
constitui o solte valoroas, atat datorit eficienei catsi a faptului @ este

bioegradabil si nu afecteaz calitatea produselor stupului.

1.2.3. Tropilaelaps clareae

Este un parazit e dimensiuni medii, lungimea 1,08 Eimea 0,55 mm, gor, de
culoare maro-rgcati. Apis dorsata este gazda sa trala, iar parazitul se apeste
doar in Asia, fiind mai r. Cand parazitéag Apis mellifera efectele asupra
acesteia sunt mai dezastroase decat cele produs&adea destructor
(Jacobsoni), albinele infestate prezentand pete de culoarighin principal pe
extremititi (Burgett siAkratanakul, 1985).

Datorita chelicerelor primitive, nespecializatéropilaclaps clareae nu este
capabil 4 stiapungh membranele albinelor adulte pentrgi @rocura hranai din
acest motiv se Bneste doar cu hemolimfa puietului, fiind foretice pelecadulte
(Griffiths, 1988). Ciclul 8u de viaa este similar cu cel Alarroa destructor

(Jacobsoni).

Tropilaelaps clareae este mult mai virulent in regiunile cu chmropicah si

subtropicad, fiind mai wor de controlat Th zonele cu clinemperat.
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ﬂ

Multitudinea bolilor (peste 30) induse atat de

viru si si bacterii, cat si de protozoare, ciupercisi

mucegaiuri precumsi a parazitilor care infesteaz
populatiile de albine din Tntreaga lume, a impus cercétorilor
din domeniu gisirea unor solutii suplimentare de combatere a
efectului uneori dezastruos produs de acestea. Aslf
tratamentul specific fiecirei maladii, bazat in spea pe
antibiotice, pe lang faptul ca atrage dupi sine riscul
contaminarii produselor stupului cu reziduuri si implicit la
excluderea acestora de pe pid, produc rezisterta 1in

populatile infestante ceea ce are drept rezultat reducese

eficientei tratamentului.
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CAPITOLUL 1II

BAZELE GENETICE ALE REZISTENTEI
ALBINELOR LA BOLI SI PARAZITI

O examinare ateita diverselor colonii de albine refewvnu numai faptul &
acestea diférintre ele prin dimensiune, culoare, organizaredpgie de mieresi
polen etc., dagi prin rezistera la boli sau la awnea divegilor parazii.

Examenele microscopice au scos in evilgnmai mult faptul @ exisé o mare
variabilitate in ceea ce prigte ncrcatura unei colonii cu pararzisau agef

patogeni. Mare parte din aceaséariabilitate este rezultatul expunerii accidemial
coloniei la adunea parazior, patogenilor, sau a altor componente de medie

contribuie la saderea mecanismelor deaagre a coloniei impotriva acestui flagel.
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Cu toate acestea, variabilitatea obserymtate fisi consecima diferenei in ceea

ce privete componeta genetig a coloniilor.

Diferentele genetice individuale dintre ldatoare precumsi dintre colonii
constituie materialul brut pentru gterea albinelor bazatpe seletia speciilor

rezistente la boli.

Desi eliminarea riscului apatei bolilor prin selede nu este un obiectiv realist
pentru cresitori, prin aplicarea sel@ei se ajunge la reducerea considetahil
riscului la Tmbolaviri. Cresterea albinelor pe principiile selea implica mai

multe etape:

I. Coloniile, sau indivizii (lucitoarele, trantorii, ritcile) sunt evaluate in
cadrul populgei de baz din care este selectat efectivul luat in studiu

[I. Matcile coloniilor care preziit caracteristicile dorite sunt selectate
pentru a asigura perpetuarea caracteristicilor telola genengile
viitoare

lll. Se practi@ inmukirea controlat intre mnitcile si trantorii apatinand
efectivului selectat

IV. Descendetii noilor matci sunt evalug atat individual, céatsi pe

intreaga colonie.
Dac o propotie suficient de mare a vatia insyirilor observate in popufe

parental este datoratdiferertelor genetice dintre indivizi, descendetor vor

semiina cu @rintii si astfel se va ainme ameliorarea prin selge.
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La albine, variabilitatea genelica fost demonstrat ca fiind cauza a trei
mecanisme generale de rezisida boli: fiziologic, comportamental anatomic.

Aceste mecanisme pot tama simultan asupra acelgiaagent patogen sau
parazit. De asemenea, un singur mecanism poaienacasupra mai multor

patogeni, paragi sau asupra ambelor clase.

2.1. MECANISME FIZIOLOGICE

Intr-un fel sau altul, larva ori chiar albina adufunt sursa unui produs care
impieded cresterea, dezvoltarea sau reproducerea agentului gratagi a
parazitului. Variabilitatea genetiéntalnit in cazul acestui tip de rezistem fost
demonstrat in cazul rezistaei larvelor la loca americénsi are implicaii n

dezvoltarea speciilor rezistente la agentul vitgaaaliziei albinelor.

Studii efectuate pe diverse popiilde albine au demonstrat faptul m coloniile
de albine Tn care diversitatea genetéste mare, incidea bolilor este redus
comparativ cu coloniile in care exisdiversitate sizuta. Astfel, in coloniile de
Bombus terestri L. Baer si Schmidt-Hempel (2001, ciiade Tarpy, D.,
2003) s-a observat o0 intensitate a irdi@stu parazii si 0 prevalem mai sézuta

a acestora in coloniile ce prezentau diversitatet@ mare. La bazdiversititii
genetice crescutest poliandria matcilor (capacitatea femelei de a se
imperechea cu mai mult decat un mascul; albinelémperecheazin medie cu

12 masculi - Strassmann, 2001, citat de Tarpy2003 -).
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S-a inregistrat varnee genotipi@ n rezistera la multe dat nu chiar la toate
bolile ce infesteazcoloniile de albine. La genotipuri diferite s-abtiaut grade
diferite de infestare cwarroa destructor, Acarapis woodi, Nosema apis

(Guzmansi col.,, 1996, 1998, Woyciechowskii col.,, 1994 cité de

Tarpy, D.R., 2003).

Cerceirile realizate de Tarpy, D.R. (2003) pe popiulde albine insmanate
artificial au avut drept rezultat cterea diversiitii genetice cu efecte pozitive
asupra viabiliitii puietului si a comportamentului igienic. In conformitate cu
predigiile modelului parazitsi patogen (Shermansi col.,, 1988, Schmid-
Hempelsi Croizer, 1999 cita de Tarpy, D.R., 2003), in coloniile cu
diversitate geneticmare prevale@ bolilor a fost mai szuti decét in coloniile
cu diversitate szuti. Astfel, s-a constatat o incidénmai sézuta a puietului

varos la coloniile cu diversitate genetimai mare.

Raméane in& neclar dag poliandria a evoluat la albine céspuns la atacul
paraziilor si bolilor (Hamilton, 1987; Shermasi col., 1988; Hamiltonsi col.,

1990; Shykoffsi col., 1991 a, b, cita de Neumanrsi col.,, 1999), sau dac
reducerea prevalegi bolilor este rezultatul inevitabil al impereal@rmultiple.

Gradul de dezvoltare larvara ar putea constitui alt posibil mecanism fiziologic
al rezisterei larvelor la loca americ&nSuttersi col., 1968, citat de Page, Rt.
col.,, 1997 (in Honey Bee Pests, Predators, andabesg 475, Morse, R.A. &
Flottum, K. Eds., 1997) au demonstrat faptularvele rezistente la agentul viral

al paraliziei au dimensiuni mai mari dec&ecnerezistente pe tot parcursul
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perioadei larvare timpurii, aceast&céndu-le probabil mai pun susceptibile la
infectia cu spori provei de laBacillus larvae.

De asemenea, coloniile cu o dezvoltare mai tapid aduti (un stadiu post
capacire mai scurt) sunt mai rezistente la Varroa deeéd cu stadii postapacire

mai indelungate.

Acest tip de rezisted poate fi considerat drept consagim timpului scurt pe
care il are parazitul de a se dezvoltaapknstadiul adult datotit perioadelor
post-Gipacire prea scurte (Moritgi Hanel, 1984, in Honey Bee Pests, Predators,
and Diseases, 476, Morse, R.A. & Flottum, K. E#1897).

2.2. MECANISME COMPORTAMENTALE

Cel mai cunoscut mecanism comportamental de regiska boli si parazii, n
cazul albinelor, esteomportamentul igienic, descris inial de Park, O.W.
(1937), citat de Morse, R.A. & Flottum, K. Eds.,99 Practic, este vorba
despre dou activititi deosebite realizate Tn dowetape succesive (Lapidge,
K.L. si col., 2002), prima implicand def®cirea, iar a doua eliminarea propriu-
zisa a corpului existent in celul Rothenbuhler (1964a,b), citat de Morse, R.A.
& Flottum, K. Eds. (1997), a presupus faptual aceste dou activititi sunt
controlate de daumecanisme genetice diferite. El a presupugiecare dintre

aceste dau activitati este controlat de d@tre o ge#i cu dod alele (fig. 6).
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Figura 6. Transmiterea comportamentului igienic la Apis mellifera L.
(http://members.aol.com/queenb95/genetics.html)

Analiza genetig a comportamentului la insecte a inceguss dezvolte iricdin
anii 60, dar iniial s-a limitat in a stabili déco insgire comportamentaleste
heritabik sau nusi determinand daca modulisde transmitere este dominant sau
recesiv (Hoy, M.A., 1994).

Daci initial analiza genetictradtionak a comportamentului la insecte implica

doar experimente de incrgare si selegie, in zilele noastre se face uz de

tehnicile geneticii moleculare ce utilizéanarkeri genetici.
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La Apis mellifera L., termenul de comportament igienic este utilipahtru a
descrie un proces in dbwtape realizat de albinele latware dup detectarea
larvelor sau pupelor moarte. fial, procesul implié des@pacirea (indeprtarea
cerii ce acopercelula), iar apoi indeyptarea larvelor sau pupelor moarte aflate in
celudi. Rothenbuhler (1964) a fost cel care a efectuaexmperiment de
retroincrucgare. Intia a incrugat o linie cu un pronuat comportament igienic
cu o linie ce nu a prezentat comportament igiefioloniile hibride F1 au

prezentat comportament neigienic.

Indivizii acestei linii au fost apoi retroincrgaii cu indivizi apatinand liniilor
igienice. Coloniile rezultate Tn urma retroincyddi au segregat in patru
fenotipuri comportamentale conform celei de a dag mendeleene. Aceste
date l-au determinat pe Rothenbuhler (196#)presupua ci cele dod
componente ale comportamentului igienic (descireasi respectiv indefrtarea
larvelor moarte) sunt controlate fiecare deétre&e un locus independent.
Lucratoarele homozigote recesiveiuj la locusul ,desdpacirii’ descipacesc
celulele ce cotin pupe moarte, in timp ce ldtoareleUu sauUU nu dedpacesc

celulele cu larve moarte.

Lucratoarelerr la locusul ,indeprtarii” indeparteaz pupele moarte din celulele
desa@pacite, in timp ce ludtoareleRr si RR nu indeprteaz larvele moarte. In
consecia, Rothenbuhler (1964) a concluzionat a c exprimarea
comportamentului igienic necesita lucktoarele § fie homozigote recesive la

nivelul ambilor loci ¢ruu).

Mai tarziu, reanalizand datele tolute de Rothenbuhler, Moritz (1988) a

concluzionat & de fapt cel ptin trei gene sunt implicate in comportamentul
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igienic al albinelor. Recent, Lapidgei col. (2002) au demonstrat cu ajutorul
tehnicilor moleculargi a cartarii linkage-ului locilor insirilor cantitative (QTL

— guantitative trat loci) faptuliomecanisme mult mai complexe decat s-a crezut
stau la baza geneli@ comportamentului igienig se pare £ un nunar mai mare

de gene ar fi implicate in manifestarea acestudatar. In experimentul efectuat
de ei au fost identifiga sapte loci ai insgirilor cantitative asoci@ cu

comportamentul igienic.

Acest comportament are o importanextrem de mare in mecanismul
comportamental de rezistéra boli (boala puietului &ros, loca americaiy loca

europeaa, la infestrile cuVarroa destructor, sauAcarapis woodi — fig. 5 — etc.).

De asemenea, este demde subliniatsi importarta economig a acestui
mecanism comportamental de rezigieta boli si parazii, care conduce la
reducerea costurilor intieerii familiilor de albine, necesitand o frecyg&mai
redus a tratamentelor in compaie cu liniile ce nu prezidt comportament
igienic. Tn acelg timp se va face mai pim uz de pesticide ceea ce atrageadup
sine costuri mai szute ale intrgnerii familiilor de albine, precungi diminuarea
riscului de contaminare a miesi a celorlalte produse ale albinelor (Spivak,
Marlasi col., 2001).

Metode eficiente de evidgarie a comportamentului igienic al albinelor astfo
elaborate abia la sfawl anilor ‘90 (Spivak, Marla, 1998). Studiile
privitoare la mecanismele implicate Tn comportamkigienic al albinelor, au
sugerat & acest tip de comportament constituie o0 §imsu recesiv
(Rothenbuhler, 1964 citatde Spivak, Marla, 1998).
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Cercetri efectuate la Universitatea Minnesota (Spivak, MNMa si col., 2001)
utilizand matci apatinand unor linii cu comportament igienic Timperedbepe
cale natura au demonstrat faptubics-au olinut grade mai reduse de infestare
cu Varroasi apariia puietului \ros la lucétoarele adulte, pe parcursul unui an,
in compargie cu coloniile care nu au acest comportameatanand ng
deschig problematica legatde posibilitatea rezistgsi sporite la infestare cu
parazii si bolii a albinelor rezultate in urma Tmperechenitcilor apatinand

liniilor cu comportament igienic cu trantori apaénd aceluigi tip de linii.

A fost studiat efectul compami genotipice a coloniilor de albine asupra
comportamentului igienic, in experimente conduse aputorul unor colonii
alcatuite din albine apainand atat unor linii cu comportament igienic, gainor
linii care nu manifedt acest tip de comportament in cané unui atac cu

Varroa destructor (jacobsoni).

Rezultatele experimentelor au demonstrat faptylerformarele igienice au fost
mai ridicate in coloniile in care au predominatrabapatinand liniilor igienice,
ceea ce a condus la presupunere@ enfluerta majoé asupra performaelor
comportamentului igienic o are compg@aigenotipi@ a coloniei.

Varsta la care albinele au comportament igienigazain funaie de compozia
coloniei si genotip. Cel mai frecvent albinele au un comgorent igienic cu
randament maxim inainte de a atinge varsta mijl¢tie — 19 zile), iar varsta
maxima pari la care s-a observat manifestarea acestui coarperit a fost de
56 de zile (Arathi, H.Si col., 2001).
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Studii efectuate asupra comportamentului igienié\pes mellifera iberica prin
infestare artificial cu Varroa au demonstrat existerunor corelgi pozitive in
ceea ce priwge comportamentul igienic fade celulele infestate artificial cu 2
sau 3 parazi(Flores, J.Msi col., 2001).

Cercetrile efectuate de Boecking, @.col. (2000) asupra comportamentului
igienic la albine, au demonstrat exiggemunui determinism genetic in ceea ce
priveste rezistera la loca americai la boala puietului &rossi la infestarea cu
Varroa destructor (jacobsoni). Au fost obinute valori ale heritabilitii pentru
comportamentului igienic egale cd & 0,18 + 0,27, coreti genetié@ dintre
raspunsul comportamentului igienic la infestarea gerd patogeni a avut
valoareag= 0,61 = 0,51, in timp ce coreia fenotipia a fosty = 0,11 + 0,28.
Aceste valori au indicat potgalul aplicarii selegiei la coloniile de albine in
scopul olgnerii unor familii cu rezistegd crescui la bolisi prazii.

De asemenea, in ultima vreme se baide un deosebit interes studiul efectelor
comportamentului de cigare intalnit la albinele din colonii cu nivel ridicde
infestare cu Varroa. Peng col., 1987a,b (Moritzsi Hanel, 1984, cita de
Morse, R.A. & Flottum, K. Eds., 1997) auatat & lucratoarele apamand
specieiA.cerana Tsi curata paraziii de pe corpsi 1i omoa# zdrobindu-i intre

mandibule.

in exprimarea omportamentului igienic, un loc cehtf ocug sistemul imunitar

al albinei.

62



Antonia ODAGIU, loan Gh. OROIAN — Caracteristici ecopatologice la insecte, abordare
moleculara. Volumul 1. Apis mellifera L.
Bazele genetice le rezistensei albinelor la boli si parazri

Sistemul imunitar al insectelor este mult mai sumpecat cel uman, alamii
mecanism nu este ipe deplin elucidat, in ciuda progresejtintifice realizate
in ultimele decade (Roitgi col., 1989, citatde Denholm, C.H., 1999).

O diferena importand intre sistemul imunitar al omulygi cel al insectelor este
acela @ organismul umansi ,aminteste” infegiile la care a mai fost supygsin
felul acesta poate combate o everituafecie ulterioaé produs de aceea
ageni patogeni, sau parakilmunitatea implid producerea de anticorpi specifici
constituerilor agenilor patogeni sau parg#or, astfel @ o serie de mecanisme

sunt induse n vederea preveniri inféor.

Acest tip de imunitate poate fi exploatat prin exgrea organismului uman la
ageni patogeni inactiv@ ceea ce are drept rezultat protedaa de infegie ca
urmare a prezeeai naturale a parazitului sau a agentului patodenpmen

cunoscut sub numele de vaccinare.

Spre deosebire de organismul uman, insectele eroatre se nuéna si albinele,
nu produc anticorpi. Astfel, nu este podgililabordare profilactica bolilorsi
paraziilor ce pot constitui 0 amenare pentru #atatea acestora.

Din punct de vedere filogenetic, expligaexisteei unui sistem imunitar mai
putin evoluat la insecte in compéaescu mamiferele, se dator@afaptului &
acestea au o uarelativ scurd, iar la majoritatea indivizilor reproducerea se
realizeaz in primul an de vig, in timp ce mamiferele sunt nevoita s
supravieuias@é intr-un mediu mai mult sau mai gou ostil pentru o perioadmult

mai indelungdtin vederea asiganii perpetudirii speciei.
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Cu toate acestea, odate Bailey si col., 1963 (citat de Denholm, C.H.,
1999) au demonstrati¢n ciuda infegirii virale, albinele pot #i fara a manifesta
semne evidente ale Tmbalnrii, s-a emis fie ipoteza existem unei anumite
imunitati antivirale, fie cea conformaceia virwii se replié in ga fel incat in

final nu se instaleaznfeqii evidente.

Un rol important Tn elucidarea t@nii agenilor patogenisi implicit prevenirea

bolilor 1l au studiile privitoare la genele cardica peptidele antimicrobiene.

Astfel, la Apis mellifera L. a fost pus in evided bagajul imunitar ce corstin
patru polipeptide care sunt induse de itifleccu patogenisi care produc un
spectru larg de mecanisme dérajpe antibacteriagn(Casteels-Johnson, K.
si col., 1994).

Polipeptide antimicrobiene (Bulet, §.col., 1999) prezente lapis mellifera L.
sunt :
> Polipeptide bogate in cistin- defensinele(fig. 7), respectiv royalizina
izolata din laptisorul de matg si defensina izoldgt din hemolimfa
albinelor infectate cu bacterii, ambele fiind cochfe de aceea g&n
polimorfica, defensina 1. Recent a fost pésin evidemi o alti geri ce
codifica o alt defensid la Apis mellifera L., desemnatsub numele de
defensina2 (Klaundry, Jsi col., 2005).

VT C DLLSFKGQVNDSAC AAN C LSLGKAGGHCEKGV C
ICRKTSFKDLWDKRF

Figura 7. Structura defensinei la Apis mellifera L. (AA) cu evidentierea reziduurilor de
cisteina cu grad inalt de conservare
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» polipeptide ce caim prolina — apidecinele la, Ib, Il, lll; abaecina (fig.

8). O supraprodu® de apidecine este inregisirad urmare a aicinii

» unice a unui mecanism de amplificare codificat ¢ienCasteels-
Johnson, Ksi col., 1994);

> si polipeptide bogate in glicin(himenoptecinelg.

Apidecina la G N NRPVYIP Q PRPP HPR |
Apidecina Ib G N NRPVYIP Q PRPP HPR L
Apidecina Il G N NRPVYIP Q PRPP HPR L
Apidecina Il G N NRPVYIP Q PRPP HPR |

Abaecina YVPLPNVPQPGR RPFPT FPGQ GPFNPK IKW PQGY

Figura 8. Structura apidecinelor si abaecinei la Apis mellifera L. (AA) cu evidentierea
reziduurilor cu grad inalt de conservare

Studii efectuate asupra acestora au condus laezgiadentificarea structurii lor
(Cornet, Bsi col., 1995) ficand astfel posikilcaracterizarea acestora (Rees,
J.A. si col.,, 1997; Mardones, Gsi col.,, 2000), precunsi evidertierea

precursorilor acestora (Casteels-Johnsonmi &l., 1994).

De asemenea, studii recente au congulg evidenierea modului de aine
intracelulaé a activititii polipeptidelor cu aune antimicrobiah (Brogden,
K.A., 2005), exemplificandu-se acest mecanism pensituaia Tn care
microorganismul gazdesteE.coli (fig. 9).
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Activeazd membrana citoplasmatica

Inhiibhé sinteza peretilor (inhibé& formarea septumului
celulari: PR-39, PR-26, indolicidina, microrcina 25
hersacidina
\ / Activeazd autoliza:
T i A1 <IN CILEF I anhidraza
i = . e M-acetil-marmoil-L-alanine
R,
s,
B
'\\._l N
Transcriptia Translatia ';_Tla.

— . ARN . Proteind

Replicarea

Se leags la ADM: buforina Inhib& ADMN-ul, ARMN-Ul 5i sinkeza inhibd activitates enzimatics: histating,
11, tahipleizina prokeica: phirocoricing, drosocing i apidecing
pleurocidina, dermaseptina, PR-39,
HMNP-1, HMP-2, indolicidina

Figura 9. Modul de actiune intracelulara a polipeptidelor antimicrobiene
(dupa Brogden, K.A,, 2005),

Studii efectuate asupraispunsului imun al larvelor albinelor Tn conite
infestrii cu Paenibacillus larvae (Evans, J.D., 2004) au demonstrat exigsten
transcriptelor acestora pe tdaperioada experimental constatandu-segi o
intensificare de 24 de ori a suprateilaebacineicand s-a efectuat inocularea
orali experimenta cu P. larvae, mai exact in momentul in care bacteria

traverseaz epiteliul intestinal al albinelor.
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S-a constatatacexpresia ambelor peptide antimicrobiene prézinca 1000
varigii in diferitele familii de albine, ceea ce a duasipoteza existeai unei
componente alelice a expresiei lor.

De asemenea, s-a emis ipoteza conforireia diferemele inregistrate in
raspunsul imun al albinelor la infestarea cu acedsacterie s-ar datora

variabilitatii genetice dintre colonii (Bachanova, §col., 2002)

Cercetrile efectuate in domeniul imunologiei insecteleawsintensificat datorit
presupunerii £ molecule implicate in mecanismele deirape ale acestora ar

putea conduce la producerea unei noi clase dei@titd(Casteels, 1990).

Introducerea markerilor moleculari la albigiea tehnicilor adecvate utilizii lor
a condus la elucidarea a o serie de mecanismeaugdasbaza comportamentelor

complexe, dagi a unor aspecte legate de ev@ispeciei in timp.

Este bine cunoscut faptud &a utilizarea markerilor moleculari in entomologie
recurge fie pentru a transforma un organism cuteféenefice ntr-unul cu
performane si mai bune, fie pentru a transforma un orgarisnefecte nocive,

intr-unul cu efecte negative atenuate (Alvarel,,J1998).

Prima parte a acestei ageni isi gaseste ilustrarea laApis mellifera L., in
programele MAS puse in practiatat cu scopul almerii unor produse apicole
superioare, ca$i cu cel al okinerii unor familii mai puternice cu o stare de

sinatate superioar
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La noi in taa au fost efectuate experimente cu scopul ide@tificacestui
comportament la specia de albine autohtone (OdAgtoniasi col., 2006, 2007).

Au fost efectuate cercat privitoare la rezistega la boli in generai la Varroa
destructor O. in particular, pe popuiade albine din stupine situate in cele 10
judete din Transilvania, Alba, Bista-Nasiaud, Brgov, Cluj, Covasna, Harghita,

Hunedoara, Murg Salaj si Sibiu (fig. 10).

Figura 10. Localizarea zonelor de prelevare a probelor si testare a stdrii de sandtate a albinelor
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2.3. EVIDENTIEREA COMPORTAMENTULUI
IGIENIC LA APIS MELLIFERAL. IN STUPINE
DIN TRANSILVANIA

2.3.1.Metode

Pentru a se ailme un tablou general privitor la rezistaria boli in generaji la
agiunea parazituluVarroa in particular, in stupinele din jugide Transilvaniei s-
a optat pentru aplicarea metodei chestionarului.

Acesta a fost elaborat dgaamanie# incat 4 ofere informai utile si usor de
prelucrat privitoare la tipul de apicultupracticai de ctre apicultor, experiea
acestuia, gradul de atac al patogeniodaunatorilor, precumsi numarul de

intervenii practicate de apicultor pe parcursul unui an.

Chestionarul a fost individualizat completat de 100 apicultori in jugk Alba,
50 n judeul Bistrita-Nasaud, 78 in judeul Brasov, 213 in judeail Cluj, 50 in
judetul Covasna, 115 in judd Harghita, 45 in judel Hunedoara, 67 in judd

Mures, 40 Tn judeul Salaj si 91 n judeul Sibiu.

Colectarea chestionarelor s-a realizat pentru fesgale.
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Au fost selectate stupine Tn care s-a testat cotamentul igienic al popuialor

de albine. Aceasta s-a realizat cu ajutorul metdddinepare a celulelorapacite
cu acul de gmalie (Spivac, Marla, 1998).

CHESTIONAR APICOL

Nr. Intrebarea

1. De cand practigaapicultura ?
mai ptin de 1 an 11- 15 ani
2-5ani 16 — 20 ani
6 — 10 ani peste 20 ani

2. Ce fel de sistem de apiculupracticai?
Pastoral
Staionar
Mixt

3. Cate intervetii sanitare efectuape an ?
0 2 — 5 intervet
1 interverie peste 5 intervein

4. Facei tratamente profilactice impotriva parazitului Yza ?
Da Nu

Capacele celulelor proasipacoperite au fost fepate cu un ac fin. Un procent de

desa@pacire si curatare a celulelor de 90% indigprezema comportamentului

igienic la populdgile studiate. In fiecare stupins-a ales randomizat un stile

pe o ram cu puiet au fost tepate cate 40 de celule. Gup4 de ore, au fost

numarate celulele dedpacite si curatate, rezultatul fiind exprimat procentual.

Datele colectate au fost prelucrate statistic ag@mul STATISTICA v. 7.0,

1994 — 2008. Au fost calcyiaurmatorii parametri statistici: media, eroarea standard
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a mediei, deviga standargi coeficientul de variabilitate (Coer Viorica si
A.Vlaic, 2007;Vlaic A sicol., 2004)

Pentru a riri gradul de incredere a intergmét calculul stastistic a vizati

parametrii asimetriei.

Pentru fiecare reprezentare grafis-au calculat atat boltirea cét gradul de
asimetrie, in funge de a &ror valori a fost apreciat gradul de reprezentatigi a
mediei (Merce E sicol., 2009).

2.3.2. Rezultate

Rezultatele chestionarului privitoare kxperienta cresatorilor de albine
demonstreazfaptul G in majoritatea judelor predomia cresdétorii de albine cu
experiega de 2 — 5 ani, respectiv 37,70% apiculforjudgul Alba, 25% in
judetul Bistrita - Nasaud, 42,85% in judel Brasov, 45% in judeaul Cluj, 57,14%
in judeul Covasna, 39,21% in jugeg Hunedoara, 67 in judd Mures, si 44,25%
in judeul Sibiu, Tn timp ce 34,29% in judeé Harghitasi 44,41% in judeul Salaj

au reprezentat cregforii cu experieri mai mare de 20 de ani (fig.11).

in ceea ce privge tipul de apicultura practicat (fig. 12), apicultorii prefer
sistemul pastoral in 37,98% apicultori in judeéAlba, 37,50% in judel Bistrita-
Nasaud, 85,72% in judel Brasov, 57,14% in judel Covasna, 82,16% in juas
Harghita, 51,23% in judel Hunedoara, 74,12 in juge Mures, 64,15% in
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judeul Salaj si 71,22% in judeaul Sibiu, in timp ce in judal Cluj predomii cei

care practig sistemul mixt, respectiv 55%.

in ceea ce privwge numirul de interventii pe an, se inregistreazo propotie
mare de apicultori care nu le efectueaele mai reperezentative valori, Th acest
sens, au fost: 41,66 % in judeBistrita-Nasaud, 42,15 % in judel Hunedoargi
44,12% in judeul Silaj.

EBAB 0OBN @By @CJ Ocv  0OHR BHA OMU [_ISN] @SB

100+

804

704

mai mult de 1 an 2-5ani 6-10 ani 11-15 ani 16-20 ani peste 20 de ani

Experienta crescatorului

Figura 11. Experienta crescatorilor de albine prezentata comparativ pe judetele
studiate (% din total apicultori chestionat;i)

72



Antonia ODAGIU, loan Gh. OROIAN — Caracteristici ecopatologice la insecte, abordare
moleculara. Volumul 1. Apis mellifera L.
Bazele genetice le rezistensei albinelor la boli si parazri

EBAB 0OBN @GOBV @C) BCY 0OHD ®BHA OMU ®BSJ BSB

100+

Subiecti chestionati, %

Pastoral Mixt Stationar
Tipul de apicultura

Figura 12. Tipul de apicultura practicat, prezentat comparativ pe judetele studiate
(% din total apicultori chestionati)

Cea mai mare propie insi 0 ocup in toate judgele apicultorii care efectueaz
intre 2si 5 intervenii pe an, respcetiv 49,51% in judeAlba, 44,23 % in judel
Bistrita-Nasaud, 62,12% in judel Brasov, 54,33% in judel Cluj, 52% in
judeul Covasna, 44,98% in juglé Harghita, 45 % in judal Hunedoara, 58,14%
in judeul Mures, 58,14% in judel Salaj si 62,14% in judeul Sibiu (fig.13).

Privitor la tratamentul impotriva varoozei, aceatéost practicat in proppe de
100% de &tre tai apicultorii din toate judgle in care a fost distribuit

chestionarul (fig.14).
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BAB 0OBN OBV BCJ BCY OHD BHA OMU ®SJ @SB

801

Subiecti chestionati, %

0 linterventie  2-5 interventii peste 5
interventii

Nr. interventii

Figura 13. Numarul de interventii practicate, prezentat comparativ pe judetele studiate
(% din total apicultori chestionati)

EAB OBN OBV BCJ) BCY OHD BHA OMU ES) BSB

, %

" 100"
90
80-
70
60-
50
40
30-
20-
104

0-

Subiecti chestionati

Varoa

Parazitul

Figura 14. Tratamentele practicate impotriva Varroa, prezentate comparativ pe judetele
studiate (% din total apicultori chestionat;)
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Rezultatele experimentelor dégirate in cele 10 jude din Transilvania in ceea
ce privete comportamentul igienic al albinelor din stupemahalizate (fig. 15 -
24) au condus la Tnregistrarea unor valori medi @locentului de despicire
cuprinse n intervalul 67 — 78%, cu valoarea medimima de 67,54%
inregistrai in judeul Harghitasi maxima de 78,72% in judal Cluj.

Variabilitatea observata fost redug coeficienii de variabilitate avand valoarea
minima de 1,74% 1in judel Brasov si maximi de 4,26% in judel Hunedoara
(tabelul 1).

Figura 15. Celule descdpacite, Figura 16. Celule descapdcite,
judetul Alba judetul Bistrita - Nasdud

Figura 17. Celule descapdcite, judetul Figura 18. eIuIe descapdcite, judetul
Cluj Covasna
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g N g o
il i Y

Figura 19. Celule descdpacite,
judetul Harghita

Figura 22. Celule déséépécite,
Mures judetul Satu-Mare

Figura 23. Celule descdpdcite, Figura 24. Celule descdpdcite,
judetul Salaj judetul Sibiu
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Tabelul 1. Valorile mediki indicii dispersiei pentru procentul de celule cigzicite Tn cadrul
experimentului de testare a comportamentului igi¢mialbinele din stupinele studiate in jtele
din Transilvania

Numarul de
Judeul celule testate X + S¢ s V%
Alba 400 71,375 + 0,231 1,462 2,049
Bistrita - Nasiud 400 69,625 + 0,322 2,034 2,922
Brasov 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
Mures 400 69,100 + 0,284 1,795 2,597
Silaj 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

Distributia procentului de de8pacire a celulelor in furtee de frecveta
rezultatelor conduce la o histogranasimetrid@, asetiune confirmai si de
valoarea coeficientului de asimetrie a lui Pearson 0,38. Valoarea pozitiv

calculati pentru acesta, indi@asimetria de dreapta.

in ciuda discontinuitii (nu s-au nregistrat valori ale procentului desdpacire
in intervalul 72 — 76%), datofitgradului moderat asimetria & 0,38), se poate
aprecia @ valoarea medie (71,58%) pe ansamblul jelde studiate are o
reprezentativitate corespuit@aare. Propara de desapacire situad in intervalul

70 — 72 % este cea mai frecve(fig. 25).

Distributia procentului de de#pacire a celulelor in furtee de frecveta
rezultatelor conduce la o histogranasimetrid@, asetiune confirmai si de
valoarea coeficientului de asimetrie a lui Pearson 0,38. Valoarea pozitiv
calculati pentru acesta, indi@simetria de dreapta.
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Figura 25. Distributia valorilor medii ale procentului de celule descapacite

in ciuda discontinuitii (nu s-au nregistrat valori ale procentului desdpacire
in intervalul 72 — 76%), datofitgradului moderat asimetria & 0,38), se poate
aprecia & valoarea medie (71,58%) pe ansamblul jelde studiate are o
reprezentativitate corespuitaare. Propara de desipacire situad in intervalul
70 — 72 % este cea mai frecve(fig. 25 ).

Valoarea kurtosisului (E = 0,35 > 0) ne indix repartiie leptokurtié, care vine
si confirme rezultatul analizei parametrului asime{rconform éreia valoarea

medie a procentului de deépdcire (71,58%) pe ansamblul judér studiate are
0 reprezentativitate corespuitzare (fig. 25).
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Rezultatele ofinute demonstredzca in nici una dintre stupinele studiate,

familiile de albine analizate nu au manifestat cortggment igienic.

Procentul mediu de deggcire a inregistrat valoarea maxinin judeul Cluj,
maximumul Tnregistrat fiind de 78,72%, situat maub limita de 91% de la care
familiile de albine se consideca manifesi rezisteima naturak la bolisi parazii

ca urmare a comportamentului igienic.

Cea mai mig@ medie pentru procentul de degicire a fost inregistratin judeul
Harghita, 67,54%.

2.4. MECANISME ANATOMICE

Sturtevantsi Revell, 1953 (cita de Morse, R.A. & Flottum, K. Eds.,
1997) au aitat & speciile de albine diféfintre ele in ceea ce prigte capacitatea
lor de a reduce nuirul de spori apainand B.larvae din mierea depozitat

produg din siropul de zair contaminat.

Ei au sugeratala baza acestui fenomen ar sta mecanismul darél@ sporilor
prin valva proventriculdr Ipoteza acestor cerdedri a fost confirmat si de
rezultatele cercetilor realizate de Pluradi Hartmen, 1965 (Moritz si
Hanel, 1984, in Honey Bee Pests, Predators, anehfes, Morse, R.A. &
Flottum, K. Eds., 1997), dar cu toateaceste studii au demonstrat impfita
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variabilitatii genetice in procesul de indefre a sporilor, nu au rgt sa

condua la concluzii care explicmecanismul propriu-zis.

Ei au mai sugeragi faptul i pe lang aciunea de stopare a invaziei sporilor

exercital de valva proventriculara, in reducerea nuirului acestora ar mai

putea fi implicatesi mecanisme bacteriostatice sau bactericide.

—

_~—_ Rezultate promititoare in oktinerea unor famili de

i U § albine cu rezistena crescut la boli au fost inregistrate
L

=" odati cu identificarea genelor responsabile de sinteza

polipeptidelor microbiene, ce alétuiesc echipamentul imunitar al
organismului  acestora (defensinele, apidecinele, akcina si
himenoptecina) utilizat contra atacului agetilor patogeni, aspect cu
importanta crescuéi odati cu aparitia ipotezei conform areia
cunoasterea aprofundata a precursorilor si mecanismelor lor de agune

ar putea conduce la producerea unei noi clase de tdnotice. Markerii

moleculari utilizati in selegia efectuat in acest scop au devenit deja

disponibili si au inceput s fie utilizati in practica.
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. Progresul inregistrat in ultimele decenii in domenl

VA . iy .
t U 3 geneticii moleculare a pus la dispotia cercetitorilor

“ ~ o

= mijloacele suplimentare ce pot fi utilizate cu suces

in combaterea bolilor si a daunatorilor albinelor. Luand 1in
considerare mecanismele genetice (fiziologice, aoatice, dar mai
ales comportamentale) putativ implicate in rezisteta la boli si
daunatori, cercetarile au fost indreptate in diredia gasirii unor
markeri moleculari specifici cu ajutorul carora sa se identifice
populatii de albine ce prezinéi rezistenta naturala, iar pe baza

acestora & se intocmeast programe de selette in vederea

Tnmultirii coloniilor ce prezinta aceste caractere.

/ ~ -~ Pe baze experimentale s-a demonstrat faptulis
0 ) albinele prezinta comportament igienic (parte a
mecanismelor genetice comportamentale identificate
la albine) iar acesta se presupuneicar constitui baza rezistenei
la paraziti si boli. O determinare exach a numiérului, pozitiei in
genomsi a nivelului relativ de influenta a locilor ce influenteazi

direct comportamentul igienic laApismellifera L. se poate realiza

\cu ajutorul markerilor ADN asociati cu genotipurile igienice. /
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CAPITOLUL 1III

MARKERI MOLECULARI ASOCIATI CU
REZISTENTA LA PARAZITI SI BOLI LA ALBINE

Genetica hymenopterelor are un istoric de pestedEs@ni (Page Jr., R.Ei
col., 2002), perioad de-a lungul &reia si-a adus contribtie la elucidarea
mecanismelor ce stau la baza dete#mingenetice a sexului, a evaiei
genomului si inswirilor adaptative, precunsi la determinarea genelica

comportamentului.

in ultimele decade, ca urmare a evieiurapide a tehnicilor de biologie molecular
si acumudirii de date privitoare la mecanismele rezigtema bolisi parazii s-au
Tnregistrat progrese din ce in ce mai mari in @elee de selee a albinelor
rezistente la ageinpatogeni.Tehnicile specifice biologiei molecwdaac posibi
localizareasi vizualizarea direét la nivel molecular a markerilor moleculari,

precumsi a genelor de interes.
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Markerii moleculari joag un rol esetial in toate procesele de identificare a

rezistenei la bolisi parazii la insecte in general albine in particular.

Markerii moleculari pot fi definti ca fragmente de ADN noninformanale
(regiuni hipervariabile de ADN sau introni), sateon chiar gene informenale
(gene fundonale) utilizate pentru detectarea segmentelormompmiale
implicate Tn manifestarea unui caracter preciina genelor care stau la baza

manifesirii acestora.

Markerii moleculari ideali sunt cei cu polimorfismdicat, caracterizat prin
posesia a dausau mai multe alele difergabile, codominantei care pot fi
diferertiate cu mare gurintd. Cu toate acestea, nutitonarkerii se preteazla
orice studiu. Potearalele lor aplicaéi sunt strans legate de specificul studiului

realizat.

in vederea ofinerii unor rezultate optime prin utilizarea tehilic moleculare
efectuate Tn vederea efeti studiilor filogenetice, ecologie, evolutive, lsa
comportamentelor complexe, markerii moleculari idgaruickshank, R.H.,

2002), indiferent de specie, ar treb@iicerespuna unor caracteristici comune:

1. Si fie prezen intr-o singui copie (sau copii omogene multiple)

in genoamele haploide, un marker molecular ideateui s fie prezent intr-o
singui copie, dgi nu este intotdeaunsar de identificat care marker este cel
prezent intr-o singércopie, iar amplificarea unei singure copii esteeei greu

de realizat.
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Copiile multiple corespund de asemenea unui madesl, daé toate copiile
prezint aceed@ secvem, astfel incat rezultatukdie identic indiferent de copia
secvelati. Acestea suntsor de amplificatsi produc benzi consistentesar de

vizualizat.

Existd dou tipuri de gene care se incadrgaz aceast categorie:
> genele mitocondrialesi

> genele ribozomale nucleare

2. Si fie wor de aliniat
Datorita delgiilor si duplicarii unor regiuni mici de ADN, lungimea unei gene
poate varia mult intre specii, sau chiar intre rasetiv pentru care secvete ar

trebui aliniate anterior analizei genetice.

Aceasta este sor de realizat pentru genele ce codifiproteinele, datorit
breselor produse in mod dafmuit in grupuri de cate trei, corespunzand codonilo
La genele ribozomale, care nu sunt traduse in ipegenu au aceaststructui
de codon cu trei perechi de baze, alinierea paase -lovedeasdcmai greu de

realizat.

Incertitudinea alinierii va conduce la rezultatedrte ale analizei. In aceste
cazuri, fie se vor indépta regiunile cu alinieri incerte, fie se va utdin structut
informativa secundar in vederea ainerii unei alinieri cunoscute (G ate sy
col., 1993, Kjer, 1995, citede Cruickshank, R.H., 2002).
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3. Toate situs-urilecs poat: varia in aceegd masura

Datoritd structurii de codon a genelor ce codifigroteinele, doar o treime din
situs-uri pot varia liberara a se altera secvenproteid. Este foarte probabil ca
mutgiile care altereax structura proteic i aiba un efect de detee asupra

functiei sale, astfel £ aceste modifiri, numite substitti nesinonime, sunt

nedorite. Din acest motiv doar o treime din situelsecverate se presupund c

ar avea valoare informativ

4.Rata de substitie si fie suficient de ridicat pentru a furniza un nuén
suficient de situs-uri

Markerii diferiti evolueaz la niveluri diferite, astfel £este foarte important se
aleag un marker cu o ratde substittie adecvat scopului Tn care este utilizat.
Spre exemplu, in cazul unor specii inrudite, oaganun grad Tnalt de substituire
va trebui § acumuleze un nuin suficient de mutd in timpul scurt al evolgei

speciilor respective.

5. Rata de substitie si fie suficient de sizutz pentru a evita un nuin excesiv
de substitti multiple

Daa se utilizeaz o gera neadecvat vor exista situs-uri in care s-au produsaou
sau mai multe substiiu Astfel, substittiile ulterioare le vor masca pe cele

anterioare. Acest fenomen paanumele de satutia.

Situgia poate fi exacerbatde echilibrul compoziei bazelor, care face foarte
probabik ca producerea celei de a doua muta un anumit situsasfie reversul

starii initiale (ex. A— T, urmaii de T— A). La genele ce codificproteinele se
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poate produce o rafoarte mare a substiitlor sinonime dei initial s-au produs

putine substitti nesinonime.

6. Compozii ale bazelor sensibil diferite

Daca compoziia bazelor este echilibggtvor cragte sansele ca aceganutaie s
se produg de mai multe ori. Aceasta va conduce Isterea homoplaziei, ceea
ce poate fi o probleme in cazul genelor mitoconelriee au tendta de a fi mai

bogate in AT.

7. Compozie constani bazelor in cadrul acelgaspecii
Variatiile in cadrul compoziei bazelor in cadrul acelgaspecii poate conduce la

probleme in analizele moleculare ale comportamenteimplexesi de filogenie.

8. Existema unor primeri universali

Din motive practice, este mult magar s1 se utilizeze acesiaprimeri pentru
diverse tipuri de analize. Primerii cu aplicabtitdargi au sanse mai mari de
conservare, reducandu-se astfel posibilitatea meridunutaiilor la nivelul situs-

ului primer-ului. Cu toate acestea, trebuie ewitdtlizarea primeri-lor cu un grad
foarte larg de utilizare, pentrd in acest fel se poate ajunge la amplificarea unor

secvelte nedorite (simbiam parazii, contaminarg din mediu etc.).

Astfel, in cazul studiile efectuate pe albine, gstferabii utilizarea primeri-lor

specifici hymenopterelor.
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9. Si fie utilizabili pe scad larga pentru a permite integrarea rezultatelor

Utilizarea unor gene care sunt implicate Tn studiultiple (ecologice,
comportamente complexe, filogenie etc.) se dostedearte valorodspentru &
se preteaz corobo#rii cu rezultatele altor studii conducand la reatdt

fundamentate, cu un grad de sigu#issuperior.

Imposibilitatea ca un singur marker molecular deatisface toate cetigle unui
marker ideal estesor de ineles. Astfel, la nivelul markerilor sittigpe genele
ribozomale alinierea se poate realiza cu dificaltaiar la nivelul acestor gene se
gasesc mai multe situs-uri informative decéat la hivgenelor care codific
proteinele. Chiar déacregiunile ce nu pot fi aliniate sunt indegate, Eman mai
multe situs-uri informative decéat cele existerdenivelul genelor de acega

dimensiune ce au rolul de a codifica proteinele.

Desi incepand cu anii '60 principalii markeri moleculatilizati la insecte au fost
alozimele, locul lor fost preluat in ultimii aniedmarkerii ADN. Aceasta se
datoreai faptului & desi tehnicile ce utilizeaz aceti markeri sunt relativ gor
realizabile, ele nu dau informiadecat despre cel mai conservat tip de ADN
(ADN-ul codificator).

Tehnicile ce utilizeaz alozime nu sunt capabilé furnizeze date despre vari&a
geneti@ existend la nivelul ADN-ului necodificator. La insecte, ipscest tip de
ADN prezint importana datori faptului @ poate constitui de la 30% pala

90% din genom.
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ADN-ul necodificator a primit denumirea de "junk”,
"selfish”, sau ’parasitic” ADN. Este alcatuit din
segmente nefungonale replicate de-a lungul

regiunilor cromozomiale cu funaiuni vitale.

Pseudogenele, sectele de ADN repetate in tandegn secverele de ADN
dispersat repetitive ce pak sau aild funaii, dar care totgi se acumuleazca
urmare a crossing-over-ului inegal, constituie eplentle "junk — ADN” (King,
R.K.si W.D. Stansfield, 2002).

Daci se inceart o clasificare a markerilor, age ar putea fi incadtain dow

categorii:markeri proteici si markeri ADN (fig. 26).

Atat markerii ADN cafi cei proteici au revolionatstiintele biologice, drgindu-
le cu mult domeniile de studiu atat in domeniulldgtei aplicate cati a celei
pure, dsindusi utilitatea chiarsi in studiile de dinamic a populgilor si

filogenie.

Tehnicile de biologie molecularbazate pe markeri genetici au condus la
obtinerea datelor de interes ce permit combinareazabal de linkage cu datele
obtinute cu ajutorul cu tehnicilor statistice de uliirara, ceea ce conduce la
identificarea tuturor regiunilor de ADN asociate ¢enotipurile complexe,

categorie din care face pasieccomportamentul igienic.
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Figura 26. Clasificarea markerilor moleculari utilizati in studiile de biologie moleculard
aplicate la insecte
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Pe lang tehnicile clasice, au fost dezvoltaieo serie de alte tehnici. Astfel, la
albine a fost pusla punct o metatlde generare a markerilor variabili Tn regiuni
ale genomului adiacente secwaor markerilor stabiti cu ajutorul unei tehnici
PCR bazate pe tehnica "walking chromosome”, uindato analiza de resttie
arbitrai. Aceasta a fost denurhitECAPS (extended cleaved amplified

polymorphic site — situl polimorfic cu clivaj exsramplificat).

Pentru a putea pune in aplicare acetdinic, este in& necesar cunogterea in
prealabil a unor informa referitoare la secvea de interes (Beye, Mi col.
2001). In procesele de sefieca albinelor pentru rezistenla bolisi parazii, un
rol determinant il au atat diversitatea gerdeéigistend in cadrul coloniilor casi

comportamentul igienic al acestora.

Tehnologia ADN-ului recombinagi tehnicile moleculare bazate pe Rgadn
Lant a Polimerazei au revalonat studiul geneticii comportamentale, ceea ce a
avut o deosehit importana asupra identifigrii locilor direct implicai in
influentarea comportamentului igienic la albige a mecanismelor prin care
acatia il influenteaz (Wilkes, K.si col., 2002).

incercirile de elucidare a mecanismelor implicate Tn teria la boli a albinelor
fac uz de tehnicile moleculare ce faciliteamentificareasi localizarea in
genomul albinelor a locilor Tngwilor cantitative (Quantitative Trait Loci —
QTL). Identificarea QTL neceditalcatuirea unei brti de linkage a genomului pe
baza locilor markerilor cu polimorfism ridicat. Garea locilor care sunt
responsabili pentru ingile cantitative este dificil de realizat cu ajuib
markerilor moleculari tradionali (in sp& alozimele) datorii faptului G au nivel

scazut de polimorfisngi nu se gsesc in cantiti suficiente in genom.
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Din acest motiv sunt prefgranarkerii ADN, datori# polimorfismului lor ridicat
si abunderei acestora in genom. De asemenea, ei péeawvdntajul & sunt
neutrii din punct de vedere fenotipic, nu preziefecte de epistazig sunt
codominafi (Wilkes, K.si col., 2002).

Tehnicile uzuale implicate in cerdgte mai sus metionate (RAPD, tehnica
microsatelilor, AFLP etc.) se bazeazpe identificarea markerilor moleculari
legai de regiunile ce controleazdomeniile de interes in demersgilintific

condus pentru elucidarea mecanismelor de rezistkeibolisi parazii la albine.

Acestea nu sunt altceva decét variante modifidatesadciei in lart a polimerazei
- PCR. Utilizarea lor conduce la tolerea mai rapidl a hartilor de linkage,
precumsi a unei acurate mai mari in determinarea ndanului si localizarii Tn

genom a locilor de interes (QTL) stuglisn acest tip de investigastiintifice.

3.1. MARKERI PROTEICI

Markerii proteici utilizai Tn entomologie, atat in studiul biologiei patdar si
agenilor patogeni, catsi a insectelor asupraiamra acetia agioneaz sunt
reprezenta de izozime si alozime Acesti markeri au fost utiliza cu pre@dere
para in momentul apatiei markerilor ADN care au permis atingerea unei

acuraté superioare in determn.
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3.1.1. Izozimele

Izoenzimele sau izozimele sunt proteine complexenébe din subuniti de
perechi polipeptidice ce catalizéagnportante & metabolice (King, R.Csi
Stansfield, W.D., 2002). Ele pot fi definite ca Bne cu fundi similare
produse la loci difeti, sau mai simplu, forme multiple ale unei singereime.
Desi izoenzimele unei anumite enzime catalizeameeg reacie, ele pot
prezenta propriéti diferite (ex. pH-ul sau concentra la care au activitatea

maxima poate fi diferit pentru izoenzimele aceleanzime).

3.1.2. Alozimele

Alozimele sunt markerii proteici cu cea mai largtilizare. Alozimele unei
anumite enzime sunt proglu diferitelor alele la un locus specific, sau altf
exprimat, sunt proteine produse de forme alelicadalgi locus. Organismele
diploide (2n) pot fi homozigote pe un anumit lo@lsunei enzime avand dau
copii ale aceles alele, sau heterozigote avand alele diferiteamifica variantele

aceleal enzime. De aici provine denumirea de alozime.
Atat alozimele cati izozimele au puncte izoelectrice diferite, mopentru care
pot fi separate electroforetic in gel de amidoaligorilamida sau acetat de

celuloz utilizand amestecuri de ragespecifice enzimelor.

Acest proces de separare, dlgpm se va vedea in continuare, include patru etape
(Loxdale, H.D.si G. Lushai, 1998):
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> Extractia. Cea mai mare parte a enzimelor separate prinreletz sunt
solubile, deci o rupere simph per@lor celulari este suficieéitpentru a le
obtine in soldie.

» Separarea. Proteinele sunt molecule cu sakcielectria ce migreaz in
camp electric, in conseciy proteinele cu masa difetitsi proprietti
conformaionale diferite vor migra diferit. Un mediu de mage solid, cum
este amidonul sau acrilamida este necesar pensepaaareaisse merina
dupa ce a fost indejstat campul electric. Acest mediu este utilizat tpen

separarea moleculelor dugimensiunei forma.

» Colorarea. Enzimele pot fi detectate fie prin Thcorporareaiwolorant in
produsul final, fie pot fi vizualizate direct inrhuna UV dad pe parcursul

reaciei apar modifidri ale fluorescetei.

> Interpretarea. Benzile oltinute pe gel sunt utilizate pentru a stabili bazele
genetice ale fenotipurilor analizateé observate. Alelele separate prin
electroforez sunt identificate prin &isurarea distgei benzii de la punctul
de aplicare (in cazul gelurilor din acetat de a#i)l sau de la partea
superioai a gelului (pentru gelurile din poliacrilandidsi compararea lor

cu un standard de refetin

Acesti markeri au diverse apliga fiind implicati si Tn studiile privitoare la
rezistema la insecticide a adinatorilor (Maa & Terriere, 1983, cita de
Loxdale, H.D.si G. Lushai, 1998), precunsi in evidenierea parazilor

himenopterelor (Walton et al., 1990ab, titde Loxdale, H.D.si G.

Lushai, 1998).
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3.2. MARKERI ADN

Utilizarea markerilor ADN a permis mari progresenpfurnizarea unor date
imposibil de olinut cu ajutorul markerilor proteici (ex. detalieferitoare la
secvelele nucleotidice). Astfel, prin examinarea digeat ADN-ului au putut fi
identificate gradele inalte de polimorfism, precymmutdiile, insetiile si

delgiile, ceea ce nu este posibil cu ajutorul markeplimteici.

Analizele ce utilizeazmarkeri ADN presupun uriitoarele etape:

> Extractia. ADN-ul total este extras din celule prindizu ajutorul unei
proteazesi separat prin precipitare cu sp& sirati de etanol 100%, sau
printr-un procedeu simplificat cu Chelex (un agdetchelare polivalent de
natui rezinici). Daca extraga s-a efectuat corect, molecula de ADN nu este

degradat si este compusdin fragmente e dimensiuni mari, 29 — 100 kb.

» Clivarea. ADN-ul extras poate fiatat de o manieér previzibila si
reproductibif cu ajutorul enzimelor de restiie (endonucleaze). Acestea
recunosc secvea specifice de 4 — 6 pb lungirgiecliveazi ADN-ul de céate
ori intalnesc secveele respective. In cazul secvelor intampitoare,
enzima de restrie care recungge fragmente de 4 — 6 pb lungime taie
molecula la de ADN la 256 pb in medie. O enzta recunogie fragmente

de 6 pb lungime va efectua clivajul la fiecare 4p86
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» Separareasi vizualizarea segmentelor de ADNDe obicei, separarea prin
electroforeza se efectueain gel de agaraz ADN-ul poate fi vizualizat in
UV dupa colorare cu bromdrde etidiu. ADN-ul genomic clivat pgal cu
enzime de restrie va a@rea ca o patin gelul colorat cu bromarde

etidiu datoriéi faptului & exist foarte multe fragmente deanmi diferite.

Pentru a putea fi utiliza markerii ADN trebuie & posede cel pgin dow alele.
Doar trei tipuri de secvea de ADN indeplinesc aceasterina: Polimorfismele
Lungimii Fragmentelor de Restrictie (RFLPs — Restriction Fragment Length
Polymorphisms), Polimorfismele Lungimii Secventelor Simple (SSLPs -
Simple Sequence Length Polymorphisms) Polimorfismele unei singure
Nucleotide (SNPs — Single Nucleotide Polymorphisms) MarkafiN cel mai
frecvent utilizai pentru identificarea la populde de albine a unor markeri
moleculari asockacu rezistera la parazi si boli sunt: RFLP, SSLP (minisateli

si microsateliii), RAPD si AFLP.

3.2.1. Polimorfismele lungimii fragmentelor de
restrictie (RFLP)

Enzimele de restriee taie moleculele de ADN la nivelul secyelor specifice de

recunoatere. Aceasta inseraa la tratarea unui fragment de ADN cu o0 andmit
enzimi de restride va rezulta intotdeauna acglaet de fragmente. Cu toate
acestea, nu intotdeauna se inta@nggh in cazul moleculelor de ADN genomic,
datoriti faptului & situs-urile de restrie prezini polimorfism, existand sub

forma a dod alele.
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Una dintre acestea prezirgecvera coreci pentru situs-ul de resttie si va fi
taiata atunci cand molecula de ADN va fi trata enzima respectyiar cealak
aleli avand secvea modificai enzima nu va mai recunga situs-ul de
restrigie. Rezultatul acestei modific a secvetei consd in aceea & cele dod
fragmente de resttie adiacenteaman Tmpreuf doui tratarea cu enzima de
restrigie rezultand un polimorfism al lungimii. Acesta estn Polimorfism al
Lungimii Fragmentelor de Restrictie (RFLP) si pozitia sa in genom poate fi

determinat prin urmarirea transmiterii alelelor sale.

Fragmentele rezultate sunt inserate randomizatasnpde ce sunt apoi clonate in
colonii bacteriene. Fragmente analoge (probe de ANizate in studii
desfisurate Tn paralel) provenite de la alte organisnmé apoi utilizate pentru a
evidentia ADN-ul clonat. Odat ce ADN-ul omolog clonat (insertul de ADN care
leagi probele analoge) estegit, poate fi utilizat ca prabspecifia pentru o
specie, dup o prealabi izolaresi purificare.

Ca urmare a capasiti de detege a ADN-ului analog pe ambele perechi de
cromozomi omologi, tehnicile bazate pe RFLP prodnarkeri mendeleeni
codominafi non-epistatici care au 0 puterhiaezoltie genetid@ datorig

numarului mare de combiné&enzima de restrige — profa existente.

Se preconizeazutilizarea markerilor RFLP atat in vederea evitei rezistenei
albinelor la infestrile cuNosema api$n studiile efectuate de R.N. Rice (2001)
la coloniile deApis melliferaL. din Australia. De asemenea, utilizarea acestor
markeri se considerutila pentru secvererea anumitor regiuni ale genomului de
la Nosema apidn vederea difereierii tulpinilor virulente de cele inofensive

(Rice,R.N. 2001).
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Desi punerea n evidea la Apis melliferalL. a unor markeri RFLP ce ar putea fi
utilizati in vederea identifirii rezistenei la boli si parazii nu a dat ing&
rezultate, este uilmenionarea utilizrii acestora in cazul unor microorganisme

ce produc Tmbokiviri.

Astfel, Djordjevic S.Psi col. (2000) au evidegrat infestarea ctaenibacillus
alvei (bacterie ce constituie agentul patogen al pamzdij atat a unor probe de
miere, catsi a larvelor deApis melliferal. din Australia cu ajutorul markerilor
RFLP. Aceast bacterie produce o toxintiol — activali, alveolizina, iar
identificarea genei acestei toxine cu ajutorul reatér RFLP confirnd prezema
Paenibacillus alveiin coloniile de albine infestate. Cerirde efectuate pe
coloniile de albine din estul Australiei la caraus-inregistrat multe cazuri de
paratifoz au ficut uz de Analiza de Restie a ADN-ului Ribozomal Amplificat
(ARDRA) al genei alveolizinei (Djordjevic S.R.col. 2000).

Din izolatele dePaenibacillus alveiau fost amplificate fragmentele genei
alveolizinei - 16S rRNA (1.555 pb) -, iar RFLP awsf detectate cu enzimele
Cfol, SaBAI si Rsd. Primerii alveozin specifici utiliza pentru amplificarea
ADN-ului Tn vederea evideierii markerilor RFLP au fost ALV100, respectiv 5’
TAAAAAGGGGATGACTGTAT 3 pozitile 1 - 20 si ALV 101
5’AATGAGGAGATGTTCATACA 3, respectiv poziile 1555 — 1536. Pentru
confirmarea identificarea ampliconului de 1.555s&@parat prin electofor@zs-a
utilizat PCR semicuirita cu primerii ALV 102
5'CTTGAAAGGAAGGAAAGTAC 3, pozitile 39 — 58 si ALV 101.
Endonucleazele de restie Dral si Hinfl au produs RFLP-uri identice cu cele
prezise de soft-ul utilizat, in timp ce profiluriBFLP produse cu ajutorul

endonucleazelor de restieeCfol, Rsd si Alul nu au corespuns cu cele prezise de
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program. Prezea unui nurtir mare de RFLP-uri in probele analizate a sugerat
faptul @@ Paenibacillus alveieste o0 specie genetic eterogerutilizarea
enzimelor de restriie Dral si Hinfl pentru analiza RFLP-urilor utilizate ca
markeri moleculari in vederea identific genei 16S rRNA a condus la
identificarea cu precizie a prezen Paenibacillus alveiin probele analizate,

asigurand totodatdiferenierea acestei specii de speciile inrudite.

3.2.2. Polimorfismele lungimii secventelor simple
(SSLPs)

Polimorfismele Lungimii Secvealor Simple sunt profiluri de secuenrepetate
care prezirit varigii ale lungimii, alele diferite caim numere diferite de urif
repetitive. SSLPs pot fi multialelelice, astfelda@e SSLP poate avea un rium
de variante de lungimi diferite. Exdstdowa tipuri de SSLP: minisateli si

microsateliii.

Minisatelitii

Minisatelitii, cunoscti si sub denumirea de Nuin Variabil al Repetiilor in

Tandem (VNTRs — Variable Number of Tandem Repesats) formaiuni in care
unitatea repetitiv are o lungime mai mare de 25 pb. &&@nu sunt#spandii in

tot genomul, ci seagesc in zona telomedicle la captul cromozomilor.
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Cele mai multe alele ale minisatétir au dimensiuni mai mari de 300 pb pentru
ca unititile repetitive sunt relativ magi tind si se adune mai multe intr-o singur

formaiune.

Conform unor cerceti de dai receni realizate in Australia (Rice, R.N.,
2001), se pareaautilizarea minisatefilor ca markeri moleculari [&pis mellifera
L. in vederea identifiaii rezistenei laNosema apisa conduce la almerea unor

informaii mult mai complete decét cele tolute pai la momentul de f&.

Microsatelitii

Datorita dificultatilor tehnice intdampinate de procedeele utilizatebialogia
moleculad, folosirea microsatellor ca markeri moleculari in studiile efectuate
asupra insectelor cu comportament social este thereleeni (Estoupsi col,
1993, 1994 citat de Rowsg col, 1997).

Microsateliii sau secvetele simple repetate (SSR — simple repeat sequsnog)
fragmente de ADN compuse din seceeroarte scurte (2 — 6 pb) bazate pe
repettii Tn tandem. Acgtia pot fi homopolimeri (... TTTTTTT ..."), repag
dinucleotidia (... CACACACACACACA ... ), trinucleotidic (...
AGTAGTAGTAGTAGT...")) etc. CACACACACA este secveen cel mai des
intalnita. Datoria agiuni polimerazei, pe parcursul reglic ADN-ului exista
putine sanse ca aceste secwemepetateisfie alterate. Se pot crea sau Tnitég
copii ale uniitilor repetate.
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Microsateliii au variabiliéiti foarte mari, motiv pentru care existingimi diferite
ale aceluig microsatelit Tn doi cromozomi diferi Microsateliii alcatuiesc cea

mai mare parte a heterocromatinei din jurul cengtui.

Unicitatea lor congtin faptul & multi dintre acetia sunt asocta cu locii care

contin regiuni codificatoare.

Schimbirile de baze in aceste repietse produc mult mai frecvent decéat in

regiunile codificatoare, iar vatia polimorfismului lungimii poate fi inregistiat

Exemple de microsateii
» (CA)n — repetie simphk
» (CAAAC)N - repetiie simpk

» (CACTG)n - repetie simphk

O limitare majoi a SSR con&t in timpul si costul necesare izodi si
caracteriZrii fiecarui locus, atunci cand nu exisanterior o secvei de ADN
disponibik. Acest proces necesitconstruireasi evidertierea unei biblioteci
genomice alatuita din fragmente de ADN selectate in ftircde dimensiune cu
probe specifice de SSR, urraate secvetarea clonelor pozitive izolate, sinteza
primerilor PCRysi testarea (Edwards, K.gd.col,, 1996si Ostrander E.Agsi
col., 1992 cita de Hayden, M.J%i col., 2001).

Doar duf aceasta poate fi determinat rirol de copii, informéile pe care

acestea le dagi pozitia cromozomial a locilor SSR.
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Economiile semnificative atat in ceea ce pyigecostul cagi timpul ce au putut

fi realizate datorit renunarii la evidenierea bibliotecilor de gene, Tn acglamp

cu olrinerea de inform@ pentru mai mult decat un locus SSR pentru fiecar
clond plasmidi@. Au fost incercate o serie de imBtagri ale tehnicii utilizirii

microsateliilor ca markeri genetici.

Microsateliii s-au dovedit a fi instrumente deosebit de utle@naliza genetica
coloniilor de insecte sociale. Cu ajutorul lor, @stf determinat compoziia
genotipié a coloniilorsi a fost pus in evidem variabilitatea acestora, ceea ce
are implicaii directe asupra stabilirii markerilor geneticipircati in rezistera la

boli si parazii.

Neumann si col. (1997) au eviderat genotipulsi variabilitatea acestuia la
Apis melliferaL. utilizand 4 loci ai microsatellor ADN, respectiv A76, A43,
A107si B124.

Solignac, Msi col. (2004) au altuit o harti de linkage laApis melliferaL.
tot pe baza microsatélor. in acest scop, au fost foleisb52 markeri desci
anterior de Solignaai col.,, 2003 (cita de Solignac, Msi col. 2004)

alcatuiti Tn principal din minisatefi.

Harta genetit oktinuta de acgtia are o lungime de 4061 cm, cu 18% mai mare
decét cea amuta de Huntsi Page (1995).

Rezultatele ale cercatlor structurii genetice laApis melliferal., varietatea
specifia bazinului Mediteranean (insulele Baleare, Spamadlizate pe baza

polimorfismului microsatetilor au fost evidenate pe probe provenite din 22 de
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localitati (de la Rua, Psi col.,, 2003). La aceste probe au fost anéglipgt
microsatelii polimorfici: B124, A113, A7, A8, A35, A24, A28 A88.

Analiza structurii genetice s-a efectuat cu ajutgouogramului GENEPOP
version 1.2 (Raymond, Mi col., 1995, citd de de la Rua, Ri col., 2003).,
lar varigia microsatelilor in cadrul unei poputa si intre popul@i cu ajutorul
programului FSTAT version 1.2 (Goudet, J., 199&tale de la Rua, Ri.col.,
2003). Rezultatele cerceii efectuate cu ajutorul microsat@lor au demonstrat
ca nu exisi difererte notabile in cadrul populdor dintr-o insuk, dar intre insule

exist diferentieri.

Acest tip de analize prezintleosebit importana in cartarea locilor impliaain
rezistema la bolisi parazii la Apis melliferaL. cu ajutorul markerilor moleculari.
Desi implicarea cercétilor structurii genetice a albinelogi a filogeniei n
studiile de geneticmoleculas privitoare la rezistea la boli este indire&t datele
obtinute in urma acestor studii contribuie la facia stabilirii markerilor
moleculari cu ajutorul@ora se vor aliui hartile de linkagesi se vor stabili QTL

cu rol in mecanismele de rezisteta bolisi daunatori.

La populaii de Apis melliferadin Costa Rica (Segura, J.A.L., 2000) au fost
puse n evideg@d niveluri ridicate de variabilitate geneticcu ajutorul a doi
markeri genetici cu polimorfism inalt evidémi in genom (microsatelitul A%i
regiunea intergenicCOI - COII din ADNmt).

Pentru analiza regiuni intergenice mitocondrialel GOCOII au fost utiliza
primerii 5 TCTATACCACGACGTTATTC 3’ si 5
GATCAATATCATTGATGACC 3’ legai de poziiile nucleotidice 309@i 3940,
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pe baza #rtii mitocondriale realizat la Apis mellifera L. de Crozier si
Crozier (1993).

Determinarea dimensiunii exacte a alelelor la mivehicrosatelitului A7 cu
secverm miez (CTYT);CCTTCG(CT)4 (Estoup, Asi col., 1995) s-a dovedit
dificila. Aceasta s-a datorat faptului secvera miez mai sus m@onat include

repettii a cate dod si a unei singure nucleotide.

Estoup, Asi col. (1993) au pus in evidgnla albine Apis melliferalL.) un set
de microsatefi alcatuit din repetiii cu predominati perfect, 52 (CT) si 23
(GT), la distane de 15 Kklsi respectiv 34 kb. #a cum erai de gteptat, autorii
au identificat un nivel ridicat de polimorfism iapopulaional in studiile

referitoare la localizarea microsatidir la Apis melliferaL.

Acestea au o distrilpie asociativ si regiunile care le flancheazsunt suficient de
aseninatoare pentru a putea permite amplificarea RC& alte specii de albine
si vor putea fi utilizai Tn evidenierea QTL implica in comportamentul igienic al

acestora.

Studiile efectuate de acest grup de cétoat(Estoup, Asi col., 1995) au fost
continuate pe populiade albine apaméand la 3 subpopulia ale Apis mellifera
L. cu scopul de a identifica vatia microsatelilor si implicatile acesteia n
structura geneticierarhic a populdgilor. Dintre cei 75 de microsatélicunoscti
la Apis melliferaL. (Estoup, Asi col., 1993) au fost utiliza12 microsateti,
dintre caresapte au fost impligain toate studiile (A7, A24, A28, A43, A88,
A113, B124), iar patru doar in studiul unei singsubpopuldi (A14, A35, A29,
AT76,si A107).
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Analizele de linkage au #at @& dintre acegtia, 11 sunt independgngenetic.
Pentru identificarea minisatgbr au fost desemnate perechi de primeri specifici
5’- 3'. Structura geneticidentificat a fost determinatcu ajutorul programului
GENEPOP version 1.2. (RaymomndRousset, 1994, citade Estoup, A.

si col., 1995).

Utilizarea acestor microsatgliin studiul de fg a evidemiat faptul & acsti
markeri ADN pot fi utilizai cu succes n cercatle privitoare la identificarea

variabilitati in cadrul unei specii, dar intre specii.

De asemenea, folosirea microsatleli a confirmat existea si compoziia celor
trei ramuri evolutive dupcare Ruttneri col. in 1978 (cita de Estoup, A.
si col., 1995) au presupus pe baza analizelor mafooe @ ar fi evoluat
subspeciile de albine (A — subspeciile africane,—Msubspeciile din Vestul
Europei si C — subspeciile asiaticgi din Nordul Mediteranei), precumi
posibilitatea de a difergia subspeciilgi populaiile din cadrul speciilor.

Cu ajutorul microsateiior si STMP (Hayden M.Jsi col., 2001) Lapidgssi

col. (2002) au pus in evidginsapte QTL ce influereaz comportamentul igienic
la albine, stabilind un punctaj numeric al nivelutnediu al acestuia. Dintre
acetia, sase au prezentat un linkage sugestiv cu locii cgribwie la exprimarea
varigiei fenotipice a comportamentului igienic al alhin@r al saptelea a

prezentat un linkage puternic.

Cu toate acestea, in cadrul experimentului nudeatificat nici un QTL cu efect
major asupra comportamentului igienic,ars® pare £ acest comportament este

mostenit de manier cantitati\a.
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Cercelri efectuate in Australia deitte Rowe si col. (1997) au descoperit la
Apis melliferasapte microsateidi (B7, ED-R, FE1, FE2, FM-F, GJ, HG) o
secveim putativa minisatelit (GH-F). Dintre agéia cinci sunt repetii GA (trei
repetiii perfecte, doa imperfectesi una perfect intrerupt), unul const in

repetiii perfecte AT, iar cel de ghptelea este o repgdi mononucleotidiz T.

Pentru evidetierea microsateiior au fost utilizate 12 clone cu sonde (G#%i 0
clora GH pentru evideterea secvaei putative minisatelit. Utilizarea
microsateliilor in acest caz se datoréadaptului G pot fi caracteriza si analizai
cu wurinta. Pentru identificarea minisatdébr si microsatelilor au fost
desemnate perechi de primeri specifici 5’-3’ cugiam intre 110 — 270 pb pentru

microsatelii si 220 pb pentru secvemputativ minisatelit.

Pentrumicrosateliti au fost utilizate perechile de primeri cu denulmiri B7-f,
B7-r; ED2-f, ED2-r; FE1-f, FE1-r; FE2-f, FE2-r; FMLFM1-r GJ-f, GJ-r; HC-,
HC-r, iar pentru secvea putatid minisatelit GM-f si GM-r. Pentru secvaale
minisatelit FE1, FE3i HC primerii nu au fost testiainca. Acesti microsatelii,
precum si secvema putatid minisatelit §i vor dovedi ulterior utilitatea la

identificarea QTL implica in mecanismele de identificare a reziggeta boli.

STS (Sequence-Tagged Sites) sunt markeri molecatmsea utiliza pentru a
confirma identitatea grupelor de linkage dintreedte harti. Un STS reprezifto
regiune scutt din genom (cu lungimea de 200 — 300 pbjireicsecvera exact
nu se gseste n nici o ali portiune din genom. Aceasunicitate a secveai se

stabilete prin demonstrarea faptulu goate fi amplificat prin PCR.
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Secveira ADN a unui STS poate cpime elemente repetitive, secyercare mai
aparsi in alte regiuni ale genomului, th&tata vreme cat secvete situate la
ambele capete ale sit-ului sunt unice, se pot t&zateprimeri ADN unici
complementari acelor termitiia apoi se amplifi@ regiunea cu ajutorul PCH
astfel se demonstreaspecificitatea reai prin electroforeza in gel produsului
amplificat (Doggett, N.A., 1992).

Un exemplu de STS-uri polimorfice poate fi reprdaeme un locus variabil ce
cortine 0 secvefd scurti repetal cum este secven dinucleotidid repetitiva
(GT),, flancati de dod secvere unice (Doggett, N.A,, 1992). Aceste STS-uri
sunt markeri moleculari cu un Tnalt grad de pog&ninformativ si cu

aplicabilitate valoroasin analizele de linkage.

Dimensiunea produsului amplificat pentru STS-ulrezpntat in exemplul nostru
de (GT) va diferi in funde de valoarea lui n la acel locus, motiv pentreeca
STS prezint polimorfism. Fiecare individ este patdr a dod copii ale marker-
ului STS, céate una pe fiecare cromozom al uneighé@moloagsi fiecare copie
poate avea o valoare dif@ripentru n, devenind astfel o dldliferita a STS

polimorfic (fig. 27).

5 — secveri uniaa GTGTGT ......... GT secvan unici — 3’
- _/

Figura 27. Exemplu de STS (Sequence-tagged Site) polimorfic
(dupa Doggett, N., 1992)
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Din cei 14 loci STS desgiide Hunt si Page (1998) la albing testai in
cadrul experimentului realizat de atia, doar 3 au prezentat polimorfism in
cazul experimentului realizat de Wilkes K.col. (2002) in vederea reaiiz
hartilor de linkagesi a determidirii QTL responsabili pentru comportamentul
igienic laApis melliferaL. (Wilkes K.siOldroyd, B., 2002)

in experimentele realizate de Hurnst Page céiva markeri RAPD au fost
convertti in markeri STS (Olsoni col., 1989 citda de Huntsi Page 1995)
prin clonarea fragmentelor ce prezentau polimorfigndesemnarea primerilor

specifici situa pe secveta nucleotidid terminak a clonei.

Primerul utilizat pentru generarea acestor manarziai pe STS a fost stsQI6.58,
5 "AGTGCAGCCAGCTACTGAGAG.

Subramanian, S col. (2002) au pus la punct un sistem deibde date a
microsateliilor (MRD — microsatellite repeats database) carpeymié accesul
la informaii referitoare la microsateli din genoamele eucariotelor aror

secvele informaionale sunt disponibile.

MRD stocheaz informatii referitoare la secveale simple repetate in tandem de
k-ori, unde k = 1 — 6 (de la monomer pda hexamer). Astfel, este asigurat
accesul la inform@ referitoare la distribtia microsatelilor aflati in regiunile

codificatoare precursi in cele necodificatoare ale genomului.

Se pare & cerceidrile efectuate in Australia cu scopul iden@ific de markeri

moleculari implica in mecanismele de rezistéra albinelor laNosema apiswu
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condus la concluziaacutilizarea microsateiior in acest scop ar da rezultate

pozitive, in majoritatea cazurilor.

Mai mult, se preconizedacsati markeri au un poteral ridicat pentru a fi folosi
pentru a face distinie intre speciile virulentg cele nevirulente alBlosema apis
ce infesteaz coloniile deApismelliferaL. (Rice, R.N., 2001).

PCR este o tehricce s-a dovedit indispensabih evideniereaSTS (sequence-
tagged sites), markeri moleculari ce constau davesge scurte de ADN (200 —
500 pb) ce intial au fost identificate Tn genomul umanau proprietateaacse

gasesc doar ntr-o anurdizora a genomuluki Tntr-o singué copie. Ele provin

din ADNc (www.hyperdictionary.com).

Ulterior, aceti markeri au fost utiliza si la alte specii, la albine fiind impligain

studiile de identificare a comportamentului @e(Lapidge, K.L. si col,

2002). Utilizarea STG faciliteazdentificarea QTL in genomudpis mellifera
L. si alcatuirea hartilor de linkage (Hunt G.J., 1997 citatde Lapidgel. si

col., 2002).

Doggett, N. (1992) preziatun exemplu a modului Tn care un locus variabil ce
cortine o secved scurk repetai, cum este dinucleotida (Glflancat de dod
secvere unice, poate deveni STS (fig. 27). Dimensiuneaysului amplificat
pentru acest STS va diferi in furecde valoarea lun la locus-ul respectiv, deci
STS este polimorfic. Fiecare individ este ptot a dod copii ale marker-ului
STS unul pe fiecare cromozom al unei perechi ongagafiecare copie poate

avea o valoare difedita lui n constituind astfel o afetliferiti a STS polimorfic.
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STS este un marker polimorfic ce se transmite kceledeti (fig. 28). in gelul
obtinut Tn urma electroforezei sunt evidieti prodwii PCR pentru fiecare STS a
fiecarui membru al familiei. Cele d@aualele ale taiui sunt diferite de cele dé@u
alele purtate de mainiar descendeil mostenesc cate o aleh STS de la fiecare
parinte (fig. 28si 29).

Parinti 1 @

Descenden @ @ 5

Figura 28. Transmiterea la descendenti a STS (dupa Doggett, N., 1992)
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Figura 29. Gelul de electroforeza al produsilor PCR ai STS polimorfici
(dupiDoggett, N., 1992)
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3.3.3. Polimorfismul lungimii fragmentelor de adn
amplificate (AFLP)

Acest tip de markeri sunt de fapt forme modificale RFLP, in care este
evideniata prezema sau absea fragmentelor de resttie si nu diferenele dintre

acestea in ceea ce pgteelungimea lor.

Din acest motiv, nu este posibildentificarea imediata formei homo- sau
heteroziggei unui locus din prezea sau absea unei benzi pe gelul de
electroforea. ADN-ul genomic este evid@at prin utilizarea unui situs comuyn

rareori cu ajutorul unei enzime specifice careedii situs-ul la un anumit locus.

Secverele nucleotidice ,adaptoare” sunt ligate in acdstsgmente de ADN.
Aceste secveam AFLP constau din dauparti, 0 aa-zisi secver miezsi 0
secveim enzimati@ specifi@. Daca aceste dausitus-uri se gsesc la o distai
convenabid pentru amplificare, in urma amplifici PCR se produc caniii
discrete de ADN. Polimorfismele sunt amplificage vizualizate in gel de

poliacrilamidh utilizand autoradiografia.

Markerii AFLP sunt utilizé cu predilede pentru a face distifie intre

organisme cu grad de inrudire foarte apropiatusielliniile izogene.

Diferentele dintre lungimile fragmentelor generate cu ajuitaehnicii care
implica markerii AFLP pot fi identificate pe baza modifit bazelor aflate la
nivelul situs-ului de restriee, ori a insefilor sau del@ilor din fragmentul

respectiv de ADN.
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Markerii AFLP trebuie trata de obicei ca markeri domingn pentru @&
identitatea homo- sau heterozifjor nu poate fi stabilit decat dat studiile de
pedigre sunt conduse in vederea detetrninschemelor de transmitere a
echipamentului genetic sau a unei anumitesinissau grupuri de caractere, de la
parinti la descendan pe fiecare bard oktinuta in gelul de electroforéaz
(Amador, D.M., 2001).

Avantajele utilizrii markerilor AFLP constau in faptulacpermit vizualizarea
seturilor de fragmente de restigccu ajutorul PCRafa cunogterea prealahila

secvelei nucleotidice, precursi in aceea & prin utilizarea lor este posibilco-

amplificarea specific a unui nurmir mare de fragmente de restiec de obicei
intre 50si 100.

in compargde cu alte tehnologii care utilizeaznarkeri genetici, de exemplu
RAPD, RFLP sau microsatgij AFLP ofera acee@ performana sau chiar una

superioai n termenii reproductibilitii, rezoluiei si eficientei in timp.

Cu toate aceste ingt, markerii AFLP au devenit un standard molecutarun
spectru larg de aplicabilitate pretanu-se la ingest din domeniul sistematicii
pari la cele de genetica poptier, (Vos, P.si col.,, 1995, Savelkoul,
P.M.H.si col., 1999).

Identificarea AFLP laApis melliferal. prezint particularititi specifice speciei.
Din acest motiv, protocolul de kamtilizat Tn vederea identificii acestui tip de

polimorfism a fost simplificaki optimizat, efectuandu-se o serie de modific
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atat in procesul de digestie a ADN-ului, giga enzimelor de resttie si a gelului

in care se efectueamigrarea electroforetic

De asemenea, vizualizarea s-acut cu bromut de etidiu si nu prin
autoradiografierea primerilor marcan acest fel s-a almut o reproductibilitate
ridicati a benzilor obnute prin electroforeza progilor PCR si 0 sensibilitate

scizuti la condiiile de amplificare (Suazo, Ai col., 2004)

3.3.4. Polimorfismul ADN-ului amplificat la intamplare
(RAPD)

Polimorfismul ADN-ului amplificat la intamplare (R?D) reprezint
polimorfismul unei secvaa nucleotidice utilizand un test bazat pe ampliféea
ADN-ului in care se face uz doar de o setvemucleotidia alead arbitrar,

uneori palindromig.

Aceast evideniere a polimorfismului ADN-ului amplificat la intgohare implic
utilizarea unui primer scurt, diwit cel mai frecvent din 10 baze nucleotidice.
Acesta se leagde ADN-ul genomic in ddusit-uri diferite pe catene opuse ale
matritei de ADN, la o distai de circa 3000 pb.

Daca aceste dausitus-uri se gsesc la o distai convenabi pentru amplificare,

in urma amplifiarii PCR se produc candii discrete de ADN. Benzile sunt

vizualizate cu bromarde etidiu (Williamssi col., 1990).
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Prezera fiecirui produs de amplificare conduce la identificacsanplet sau
patiala a omologiei secveai nucleotidice dintre ADN-ul genomig primerul
oligonucleotidic la fiecare termifia a produsului de amplificare.

Fiecare primer va dirija amplificarea mai multocilén genom, #cand din acest
test o cale eficieaitde evidetiere a polimorfismului secveglor nucleotidice la

diferiti indivizi.

in acest caz, un anumit fragment de ADN care estemt doar pentru un individ
si care nu coincide cu cel generat pentru alt irtligrezing un polimorfism
caracteristic al ADN-ului respectiv, putand fi atlitilizat ca marker genetic.
Acesti markeri sunt transmgii la descenden pe cale mendeleear{Tingey si
col., 1993).

Principalul avantaj al acestei tehnici canBt aceea £ nu necesit cunoaterea
detaliilor referitoare la secvende ADN.

De asemenea, agemarkeri prezint si avantajul @ utilizarea lor nu implig o
tehni& sofisticad si nici costuri ridicate, conducand in acglamp la oltinerea
unor date cu un grad de complexitate superior inpavaie cu cele obnute cu

ajutorul altor markeri (Weedegi col., 1993).
Hunt si Page (1995) au altuit o harti de linkage laApis melliferaL pe baza

markerilor RAPD, ceea ce a condus la reale progregeocesul de identificare

de markeri moleculari asoti@u rezistera la bolisi parazii.
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Harta a constat in 26 grupuri de linkagecorntine gena malatdehidrogenazei
(Mdh-1), gena culorii negre corporale (blk) locusul major al determimii
sexului la albiai (locusul X), fiind al@tuita pe baza segrégi a 365 markeri

RAPD utilizand descendemhaploid de sex masculin a unei singuréton

Markeri RAPD au fost genaracu ajutorul PCR 1n conformitate cu metoda
elaborai de Williamssi col. (1990), cu aproximativ 2,8 loci catitda fiecare

primer 10-nucleotidic utilizat in PCR.

in experimentul efectuat deitce acetia, a fost utilizat un mascul haploid (16
cromozomi) si o femek diploidda (32 cromozomi), proveni din stupine

comerciale din California, in vedereatiolerii unei matci F1.

Aceasta a fost apoi introdugntr-o colonie, iar 94 dintre descenderi masculi
(haploizi) au fost utiliza in vederea analizelor de linkage. S-a preferizatea
populaiei haploide pentru a evita pierderile de infotimacauzate de domingn
markerilor RAPD.

Au fost evidegiati 1000 primeri pentru cei doiapntie F catsi pentru matca F1.
Markerii RAPD au fost denumidupa denumirea primer-ului urmate o liniesi

dimensiunea aproximativa, expriradh kilobaze.

Secverma primerilor utilizai pentru markerii RAPD a fost 5 -
AGTTGACAGAGATTAC 5i 5 - GCAGCCAGAATATAAGACGCTGTT.

Analizele de linkage au fost efectuate cu ajut@rdgramului MAPMAKER
software version 2.0. Rezultatele experimentaldeauonstrat £ markerii RAPD
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pot furniza date demne de incredere in procesattare a organismelor haploide

n condtiile evidertierii si seleciei corecte a primerilor.

Datele olinute sunt similare celor evidgate de Dietrichsi col. in 1992
(citati de Huntsi Page, 1995) care au g#usa realizeze o haitde linkage la
soarece pe baza SSR.

De o deosebit importana este asocierea dintrearkerii genetici si locii

insusirilor cantitative (QTL).

QTL reprezini regiuni ale genomului ce au un efectisurabil asupra unei
inswiri investigate. Analizele QTL au scopul de a cédcstatistic o asociere

dintre expresia unei ingu de interessi un grup de markeri genetici.

Cartarea QTL necesitexistena prealabid a unei frti de linkage a genomului
alcituita pe baza locilor markerilor polimorfici, precwgno varigie masurabib a
inswirii studiate Tn cadrul sau intre poptilaori specii (Falconeri Mackay
1996 citai de Wilkessi Oldroyd, 2002).

Metodele de identificare a QTL au stat la bazaistudbazelor genetice ale
schemelor comportamentale complexe, din care facte pi comportamentul

igienic laApis melliferal.

in vederea identifiarii mecanismelor implicate Tn comportamentul igeki Apis
mellifera L., Wilkes si Oldroyd (2002) au realizat experimente in care cu
ajutorul mai multor tipuri de markeri ADN, printreare si markeri RAPD, au

incercat & evidenieze nunirul de gene care influggaz comportamentul igienic
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la Apis melliferaL., nivelul relativ de influeta al acestor gene, precugn

localizarea lor in genom.

Harta de linkage a fost efectagie baza markerilor RAPE microsateliilor la

119 tréantori. Markerii RAPD au ocupat 3110 cm irdrch a 26 grupuri de
linkage, cu distata medie dintre markeri de 9,5 cm. in carldi in care
dimensiunea genomului a fost estimia 3450 cm (Huntgi Page, 1995).

Desi 0 mare parte din markerii RAPD utilizade Huntsi Page (1995) au fost
utilizati si in acest experiment, a fost imposibidentificarea grupurilor de
linkage individuale comune celor dobarti.

Aceasta ergi de ateptattinand cont de faptulaclocii markerilor produc benzi
diferite si prezend niveluri diferite de polimorfism in Tincrugiri diferite.

Analizele de linkage au fost efectuate cu ajutorul programului
MAPMARKER/EXP v3.0 software, PC version (Landeragt 1987; Lincoln
et al., 1992, citade Wilkes K.si Oldroyd, B., 2002).

Generand markeri RAPD, aaliri de microsatefi si STS, Lapidgesi col.
(2002) au alatuit o hart de linkage docilor insusirilor cantitative asociate cu
comportamentul igienic l&pis melliferaL. Lapidge K.L.si Oldroyd B.P.
(2002) au efectuat experimentul utilizattiai de Rothenbuhler (1964) dar au
facut uz de inemanarea artificiad (Spivaksi Gilliam, 1998).

Desi conform studiilor lui Rothenbuhler (1964) sauador realizate de Moriz
(1988) s-ar fi steptat 4 oltina 2 sau respectiv 3 markeri, autorii acestui stadiu

rewsit evidertierea existetei a 6 markeri ce au prezentat un linkage sugestiv
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pentru locii care contribuie la vatia fenotipi@a globak legat de
comportamentul igienigi unul care a prezentat un linkage puteriicin LOD
semnificativ cu valoarea de 3,37.

Existena acestorsapte markeri amane ind de confirmat prin cercéi ce
urmeaz a fi efectuate in continuare. Astfel, utilizareaarkerilor RAPD a
confirmat faptul @ baza genetica comportamentului igienic la albine este mult
mai compleX decat s-a crezut il si ca mai multe gene sunt implicate in

determinarea acestei g

Cerceiri efectuate la Departamentul de gtege a albinelor de la Institutul de
Cercetare a Animalelor Mici de la G6doll6, Ungaiitidas, A.si col., 2004) in
vederea studierii tolerga diferite a populgilor de albine din Ungaria la

infestarea carroa destructorau utilizat markeri RAPD.

Analiza molecular a demonstrat existemunei variabiliti reduse in cadrul unei
colonii, ceea ce a permis utilizarea ca @rakunui nunar redus de indivizi dintr-
o colonie. Markerii RAPD s-au dovedit eficierin evidenierea rezisteei

familiilor de albine studiate la Varroa.
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3.2. UTILITATEA IMPLEMENTARII MARKERILOR
MOLECULARI IN STUDIUL REZISTENTEI LA BOLI
SI PARAZITI LA APIS MELLIFERAL.

Este bine cunoscut faptub da bazamecanismului genetic de rezistetd a
albinelor la boli si daunitori, s& comportamentul igienic al acestor insecte

(paragraful 2.2., pag. 47).

La insecte, majoritatea comportamentelor pot fiactrizate #cand uz de
instrumentele caracteristice igsuor cantitative (ex. agresivitatea, inteligan
etc.). La albine, Tn particulainvatarea si inhibitia latenta, agresivitateg
precumsi comportamentul igienic se incadredz de asemenea, in categoria

acestor insgiri cantitative.

O Tnsyire mastenita cantitativ este determiriatde un nurir de gene care
aaioneaz mpreun. Insusirile cantitative prezirt o variaie ce descrisde curba
gaussiad. Unlocus al unei insyiri cantitative (QTL) poate fi definit ca @aona
cromozomiala despre care se credeacregleaz fenotipul unui organism

pentru respectiva insigire cantitativ a.

Pentru a realiza o analiza insuirilor cantitative urnitoarele aspecte trebuie
clarificate:
> numirul genelor care influgraz exprimarea insgrii cantitative studiate;
> care este nivelul de influgnal fiecirei gene asupra ingui;

> unde sunt localizate genele pe cromozom;
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> care este rolul fiexei gene.

Sunt necesare daweategorii de inform@ in vedere realirii unei analize QTL:
1. Harta de linkage a genomului speciei studiate.
2. Utilizarea unei metode adecvate in veder@ausrii modului de variéie

a comportamentului la animalele studiate.

Este necesari efectuarea unui experiment de imperechere a deliona Gror
comportament a fost ¥auratsi care au fost genotipizate, cu analiza acglora

parametrki la descenden acestora.

Pentru prezenta mecanismul de aa@TL trebuie & setina cont de faptul £
la majoritatea animalelor cromozomii sunt in peredhtr-o anumit zori
cromozomiad, secverele ADN ale markerilor utiliz& variaz intre dod copii
ale cromozomului. Pe parcursul meiozei, se prodecessing-over-ulsi

segmentele cromozomiale se schiriiiitre ele, rezultand recombinarea geretic

Spre exemplu, déacexisé doi markeri genetici difetii in cromozom, sun§anse
mari ca recombinarea se produg dac acstia sunt situa la distana mare unul

de altul,sansele fiind mici dacsun apropig.

Dac genele care regleazomportamentul studiat sunt apropiate de marker el
vor sta legate de marker pe parcursul recoanbirDaci sunt situate la distam
mari, probabilitatea ca acestéadmari legate de marker esteigata.

Localizarea QTL poate contribugi la determinarea idenidiii genei ce

influenteaz comportamentul studiat. Tn acest caz, problemattdn faptul &
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localizarea QTL nu este cunostu exactitate. Progresei@intifice nregistrate
pari la momentul de fa ofera date care aratdoar localizarea intre doi markeri
(Chandra, S.B.Gi col., 2001).

Aceasi probleni poate fi rezolvat prin secvetarea pogiunii de cromozom
situat intre cei doi markeri (,in amonte” — upstream éinspre unusi ,in aval”
— downstream — dinspre &kllt). Acest lucru este posibil tehnic, dadistana

dintre cei doi markeri nu este prea mare.

Comparand secvegle de ADN cu secveele genelor cunoscute se poate
determina identitatea genelor dintre markeri. Astle pot emite ipoteze

privitoare la genele situate in zona QTL ce autedsapra comportamentului.

Pentru a stabili existgm corelailor dintre variabilitatea comportamentului
studiatsi markerii utilizgi se folosesc programe special elaborate in acest s
(Flint, J., 2003, citat de Breed, M.D., 2003).

Dac se urnireste o familie inclug§ in experiment (femela, masculyi
descendetii lor), iar nivelul de manifestare a comportaméuaiteste intotdeauna
ridicat atunci cand este prezent un anumit magkertotdeauna szut cand este
prezent alt marker, este foarte probabil ca genacar@roleai respectivul

comportamentzsfie Tn apropierea acelui marker, pe cromozom.
Daca varigia comportamentului este mai mult sau matirpintampétor lega

de prezeta marker-ului, intre comportamesgit zona cromozomiél respectiv

existi linkage sazut, sau nu exist Nivelul asocierii dintre comportamest
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localizarea pe cromozom a genei care 1l guvemeaart numele depunctaj
LOD (McClean, P., 1998).

Cea mai mare parte a igsuor cantitative, inclusiv insgirile comportamentale,
au punctaje LOD mari pentru doypari la patru localiZri cromozomiale n
genomul unui organism. Cu cat punctajul LOD arelmare mai mare, cu atat se

pare @ este mai mare importangenei ce regleazomportamentul respectiv.

Cu ajutorul Metodei Punctajelor LOD se pot calcdistanele de linkage.
Aceasi metodi a fost introdus de N.E. Mortonsi este o abordare iterafivn

care sunt calculate o serie de punctaje LOD pamtraunar dat de distage de
linkage (McClean, P., 1998).

Principiul metodei constin estimarea unei distgnde linkage, aacei valoare va
fi utilizata pentru calcularea probabiliti produceri unei anumite secwen
Aceasi valoare va fi imprtita la valoarea probabifitii producerii secvefei
presupunand acgenele nu sunt linkate. Apoi, se calcukedézgaritmul acestui

raport, valoare ce reprezinpunctajul LOD pentru distaa de linkage estimat

Se utilizeaz formula:

probabilitatea producerii unei
secvete cu o valoare de linkage dat
Punctaj LOD = z =log < >
probabilitatea producerii unei

secvenfira linkage
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Metoda impune folosirea mai multor astfel de diggade linkage la care se ajlic
formula de mai sug astfel se ajunge la gherea a mai multor astfel de punctaje
LOD. Distana de linkage pentru care s-atiabt cel mai mare punctaj LOD este

considerat estimata distari de linkage.

Aceasi modalitate de calculare a distalor genetice, cu ajutorufieia se poate
determina punctajul LOD a fost i@l utilizata pentru nisurarea linkage-ului la

nivelul genomului uman.

Progresulstiintific continuu a condus la extinderea utiliz acestei metode nu
numai la genomul animal gi la cel vegetal. Astfel, punctajul LOD a devenit u
instrument util n determinarea QTL ce guverraeaamportamentul igienic, ce

st la baza mecanismului rezistenla bolisi parazii la Apis melliferaL.
Importana metodei punctajului LOD este evidiati si de utilizarea pe scar
larga a algoritmilor ce stau la baza calculelor ce sabdza acestei metoglein

pachetele soft folosite pentru cailie genetice.

Un exemplu 1l constituie programul MAPMAKER, de ease face uz in

cercefrile de cartare (McClean, P., 1998)
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3.3. GENE UTILIZATE IN STUDIUL
COMPORTAMENTELOR COMPLEXE LA ALBINE

Din multitudinea de markeri proteigi ADN identificati la insecte (Loxdale,

H.D. si col., 1998) majoritatea sunt utiliggi la albine.

Studiul acestor markeri este posibil datorigzultatelor cerceétilor privitoare la
genomulApis melliferalL. efectuate pe plan mondial, se cwteatat secvaa
complett a ADN-ului mitocondrial (fig. 30), ca&i genomul (Crozier, R.Hsi

Crozier Y.C., 1993; www.sci-ed-ga.org).

Au fost utilizate urnitoarele notgai:
Genele pentru RNAt - o singulitera pentru aminoacizii corespuitori
Genele RNALt cu asteriscuri corespund celor de. igaRuba.
Genele codificatoare ale proteinelor - COI
Genele ce codificsubunittile 1, 2si 3 ale citocromoxidazei ¢ - COlll
Genele pentru citocrom b - Cyt b
Genele ce codific subunititile 1 — 6si 41 ale NADHdehidogenazei - NDI-6
si ND4L
» Regiunea bogatin AT despre care se cred& ar conine originea replidrii

YV V. V V V V

pe baza organizii mitocondrale a ADN-ului ldb.melanogaster(Goddardsi
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M’'Olstenholme 1978, 1980, ciiade Crozier, R.Hsi Crozier Y.C,,
1993) - AT

Figura 30. Harta genomului circular la Apis mellifera L.
(dupa Crozier, R.H. si Crozier Y.C., 1993)

Directia de transcrifle pentru fiecare regiune codificatoare este indigain
sageti. ADN-ul mitocondrial laApis melliferalL. are o lungime de 16.343 gb
cuprinde 22 de gene pentru ARNt.

in comparge cuDrosophila melanogasted1 dintre genele ADNt sunt situate Tn

poztii diferite, dar celelalte ocuipaceleai pozitii.

Codul genetic identificat laApis melliferaL este identic cu cel decodat la
Drosophila melanogastedar difed anticodonii pentru doi ARNt (Crozier, R.H.
si Crozier Y.C., 1993).
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Markerii moleculari implicé in studiile filogenetice, evolutive, ecologiceusale
comportamentelor complexe la albine sunt gitlaanivelul unor gene situate la

diverse niveluri celulare.

Regiunile necodificatoare

Acestea includ regiunea mitocondsiade control, intronii genelor nuclease
regiunile spaului transcripional intern al genelor ribozomale nucleare. Rentr
ca aceste regiuni se afsub o presiune de sefecsczuti tind s evolueze rapid

si sunt utilizate doar in studiile efectuate la spe@nrudite.

Datoriti ratei ridicate de substiig, la nivelul acestor gene se observ
heterozigge, motiv pentru care este necésalonarea prodglor PCR Tnaintea

secverrii.

Genele mitocondriale

Datorita faptul @ se gisesc intr-un nuar mare de copii sunt mult masar de
utilizat decéat genele nucleare existente intr-qyugih copie, iar transmiterea
caracterelor acestora strict pe cale matare mare utilitate la nivel intraspecific.
Genele mitocondriale sunt de dotategorii:gene ribozomalgi gene ce codifi&
proteinele Exist doui gene mitocondriale ribozomal&2S ADNrsi 16S ADNI,

care nu sunt separate prin sp@anscrigionale interne.

in general, pozia a treia a genelor ribozomale ce codiffroteinele evolueaz
mai rapid decat genele ribozomale, dar pot fizdte cu rezultate bune primele
doui poztii ale acestora.
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Una dintre problemele potgale in utilizarea genelor mitocondriale can&h
faptul & pot fi transferate din regiunea mitocondfiéh cea nucleédr Aceste
gene, numiterumts (nuclear copies of mitochondrial genes — copiileaie ale
genelor mitocondriale) sapseudogene mitocondriale pot fi amplificate si

secvemmate din grgeah, conducéand astfel al erori.

Desi inca nu s-a semnalat existan acestora in studiile de specialitate la
Hymenoptere, este utihsetina seama de existemlor pentru a se putea evita
eventualele erori induse de pregeror. Besansson, Bi col. (2001) a

elaborat o serie de strategii pentru identificagieatilizarea acestor pseudogene

mitocondriale.

Gene nucleare codificatoare ale proteinelor

Aceste gene au un grad Tnalt de substitgi pot fi utilizate Tn diverse studii
moleculare. Una din marile probleme pe care lecZidhsi utilizarea lor este
paralogia. Ele pot fi adesea duplicaitén acest fel nu se poagéi cu exactitate

care copie a genei a fost seqath

Datorita faptului & aceste gene au o structimtron/exon , vor putea fi desemna
primeri cu un grad inalt de conservare pentru exanior amplifica secveele,
contracarand astfel efectul intronilor cu varidgbte ridicati. Aceasi situaie
este desemnafprin EPIC (exon primed intron crossing) constituie o sugsde

markeri nucleari cu variabilitate ridicattilizati in studiile specifice.
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e

Desi in practica nu se intalnesc markeri moleculari

ideali care s indeplineasé@ simultan toate nsuirile

dorite (sa fie prezem intr-o singura copie, sau copii
omogene multiplgi usor de aliniat; toate situs-urile & poat: varia
in aceeai mdasura; rata de substitde si fie suficient de ridicad
pentru a furniza un nund@r suficient de situs-uri; rata de substitie
sa fie suficient de s&zuta pentru a evita un nunir excesiv de
substituii multiple; sa aiba@ compozii ale bazelor sensibil diferitgi
compoziie constand bazelor in cadrul acelega specii; Si existe
pentru acatia primeri universali si sa fie utilizabili pe scati larga
pentru a permite integrarea rezultatelpr la nivelul regiunilor
necodificatoare, a genelor mitocondrialesi a celor nucleare

codificatoare ale proteinelor au fost localizé markeri care le

indeplinesc pe majoritateasi sunt utilizati cu rezultate bune in
MAS.
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. Din multitudinea de markeri moleculari utiliza;i\

L NN\ "
£< | "ol . . q L
{ U _"; prezent pentru a ewdema re2|ster¢a la parazm Nl

boli, la albine Tsi giasesc utilizarea mai pdin cei
proteici (alozimelesi izozimele) datoriti polimorfismului scazut.
Cea mai larga utilizare au insa markerii genetici (RFLP,
minisatelitii, microsateliti, AFLP si RAPD) care datorita

specificului si gradului lor Tnalt de polimorfism au fost utilizati cu

k succes in acest tip de investiga /

Se preconizeaik obtinerea la Apis melliferaL. a unor

productii superioare cantitativ si calitativ prin

identificarea cu ajutorul markerilor moleculari
(microsateliti, STS, markeri RAPD, RFLP si AFLP)
a locilor Tnsusirilor cantitative (QTL — Quantitative Trait Loci)

dorite, situati pe hartile de linkage alatuite la aceas# speciesi

Ksele@ia familiilor Tn func tie de acstia.

!
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CAPITOLUL 1V

TEHNICI DE BIOLOGIE MOLECULABA
UTILIZATE IN ANALIZA GENETICA
LA ALBINE

Indiferent de tehnicile utilizate Tn vederea idBairii markeri-lor moleculari la
albine, de importati majoi este atat luarea probelor cétpastrarea acestora

pari in momentul analizei, precugnextragia ADN-ului.

Tehnicile de luare a probelor s-au petii@tat in @a misuri, incat la momentul
de fga este posib# chiar luarea probelorafi efect letal asupra albinelor
(Chaline, Nsicol., 2004).

Cea mai eficierit metodi de prezervare a probelor de albinesi e intotdeauna

disponibili, consi n pistrarea acestora la —%X) imediat dup recoltarea lor.
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Ca o alternati¥ poate fi utilizai depozitarea lor la — 20, dug ce au fost in

prealabil introduse Tn alcoole etilic 100%.

Extragia ADN-ului, dsi etag preliminag in diversele analize genetice, este de
importana majo& pentru efectuarea in comidioptime a studiilor ulterioargi

acurateea rezultatelor amute.

Existi doui categorii de metode de extti@ca ADN-ului, extraga bruta si

metode de extraie speciale ce furnizeaZADN de puritate ridicat a.

a). Metodele brute de extratie a ADN-ului. Aplicarea acestora nu necésd

purificare prealabil pentru amplificarea cu succes a ADN-ului.

» Materialul proasft este introdus intr-o saie tampon de liz (Tris-HCI 10
mM la pH = 8, EDTA 1 mM, Nonidet P — 40 1%, proth K 100 mg/100
ml). Se depozitedzpeste noapte 18@ (Black si col., 1992).

» Extractia cu Chelex.Materialul proasiit se aduce in 500l Chelex 5%. Se
incubeaz la 56'C (0,5 — 4 ore) dupcare la 95 - 1T (5 — 15 minute),
dupi care se centrifughedziar supernatantul se depoziteda - 21C.
Datorita cantiitilor mici de ADN utilizate, este recomanddblosirea ca
martor a unei extraic blank, atunci cand se plicacest protocol (Canagi
col., 1993).

b). Metode de extratie ce conduc la otinerea ADN-ului de Tnalta puritate

» Metoda de extragie in solutie salima. Utilizarea acestei metode conduce

la oltinerea unui ADN-genomic de puritate Taaltlesi este una dintre cele
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mai rapide metodei in acelai timp puin costisitoare. Avantajul principal
consti in eliminarea folosirii unor reactivi nocii foarte scumpi (ex.
fenolul) si adaptabilitatea sa pentru aplicare la diverse amggne
(Sunnuckssi col., 1996).

Liza se efectue&azn:
- 400ul TEN (Tris-HCI 10mM, pH = 8; EDTA 0,2 mM, pH = 8laCl 0,4 M)
- 40l SDS 20%
- 8 ul proteinaa K

Se amestécsi se incubedzla 55'C timp de 1 a.

Se adaug) 300 ul NaCl 5 — 6 Msi se supunei se supune la vortex 15 — 30

secunde.
Se centrifugheaizla 10.000 — 40.000 g.

Se transfer supernatantul intru-n Eppendorf nguADN-ul este precipitat in

amestecul 1 : 1 propanol : etanol 100% (de la ghea
Se pistreaz la - 2°°C timp de 5 — 60 minute.

Se centrifughedizla £C timp de 15 — 20 minute, diizare peletul este st

cu etanol 70%i se lag si se usuce.

ADN-ul se pastreaz pari la utilizare sub formde suspensie n 20 — pllapa sterik.
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Atunci candprobele au fost recoltate sau jistrate in condtii neadecvatesi
pentru a evita procedeele costisitoare de puréicee utilizeax metoda descris
mai jos (Chaline, Nsi col., 2004).

& Soluia de liz:
- tiocianat de guanidiu 0,5 M
-EDTAO0,1 M

- acetat de amoniu 7,5 M de la gtiea

Se ameste; iar amestecul stla gheg 10 minute, dup care se adadg500
ml soluie cloroform : pentanol (21 : 1).

Amestecul este centrifugat la 14.000 timp de 10 utein Se colecteaz
supernatantuji se trece intr-un Eppendof nou.

Se adaugjizopropanol.

ADN-ul este precipitat la - 2C si colectat dup centrifugare la 14.000 g timp
de 20 minute.

Peletul de ADN este slat de trei ori cu etanol 70%, uscat in curent desa

resuspendat Tn agsterik.
> De asemenea, sunt disponilkieuri comerciale. Acestea sunt produse in
vederea izairii ADN-ului din tesuturi microscopice, pe o lansterik si

urmeaz un protocol intr-o singdretag (Burton si col., 1998). Aceste
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kit-uri sunt mai mult sau mai jga utile in funcie de analiza ADN ce se

urmareste a fi efectuai

in studiul ADN-ului la albine cele mai frecventliate protocoale de extrée se
bazeai pe aceleg principii mertionate in cele descrise mai susaiog adaptri
specifice (Wilkes, Ksi col., 2003)

Protocolul propus de Wilkessi Oldroyd (2003)
Albinele utilizate trebuiessfie proaspete, sau depozitate la 2Z0ADN-ul este
extras prin lizZ cu CTAB (Huntsi col., 1995).

Abdomenulsi capul se plaseandividual intr-un Eppendorf (1,5 ml). Se adaug
200 pl soldie de liz:

-CTAB 1%

- Tris 50 mM (pH =8)

- EDTA 10mM

-NaCl 1,2 M

- proteinaz K 100 pg/ml

Tesutul este zdrobit cu un pestiéncubat la 66C timp de 1 — 5 ore.
Probele sunt extrase in mod repetat prin invers Ilcu 100 pl fenol (pH =

7,4) si 100 pl cloroformsi centrifugare la 15000 g timp de 10 minute. Stratu

apos superior este transferat in alt Eppendorf.
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Extragia este repetat cu 200 pl cloroform agitare lentprin inversie si
centrifugare 2 — 3 minute. ADN-ul este precipitat20 ul acetat de sodiu 3M
(pH = 5,2)si 400 pl etanol rece 100%. Probele sunt incubatmitite la -78C,
apoi centrifugate 20 minute la 7000 g.

Peletul rezultat este &pt in etanol 70% rece, uscat sub widlizolvat in 100 pl
TEo 1
- tampon Tris 10 mM (pH = 7,6)
- EDTA 0,1 mM
prin indlzire la 65C timp de 10 minute. ADN-ul concentrat este dillat200

n af sterib pentru a fi apoi utilizat pentru amplificare.

4.1. TESTAREA PROTOCOALELOR DE IZOLARE A
ADN-ULUI DE LA ALBINA MELIFERA (APIS
MELLIFERAL.)

Probele au fost recoltate din 358 stupine din fuid&ilaj, 24 stupine apicultori
din judeul Cluj, 14 stupine din judal Satu Mare, 40 stupine din judéAlba si
35 stupine din judel Tulcea.

Aparatura utilizat a
> Autoclav, Raypa
> Baie de ap, Fisher Bioblock Scientific

> Microentrifuga, Sigma 1-15
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Containere pentru deuri, Biohazard
Deionizator de ah Smeg WP 3000
Vortex, Bioblock

YV V V V

Spectrofotometru NanoDrop 1000

Spectrofotometrul NanoDrop 1000
Principala compone#it a echipamentului de cuantificare a ADN este
Spectrofotometrul NanoDrop 1000 (fig. 31 — 33).

Acesta acopérintreg spectrul UV — VIS (220 — 750 nrgi) este destinat in

principal misurrii absorbarei probelor de ADN, ARNi proteine.

Are dimensiuni relativ reduse (20 cm x 14 cm). Danasudrii este doar de 10
secunde, iar domeniul deasurare acopé&run domeniu larg de concerntiratat
pentru ADN dublu catenar (2 - 3700 pb/ céat si pentreu ADNsi ARN
monocatenar{ 2400 ngfl si respectiv< 3000 nggl).

Datorita sistemului de furntconare perfegonat, cu ajutorul acestui aparat pot fi
cuantificate cantiti foarte mici din proba de analizat, o sithgicatura fiind

suficient.

La deschiderea aparatului, cu pipeta autéreatplasedizo picatura din proba de
analizat n locga destinat plasirii probei.
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Figura 31. Plasarea probei in vederea cuantificarii

Figura 32. Pozitionarea probei pe parcursul cuantificarii
Céand aparatul este inchis, falaadus la pozia initiala comprini picatura de

proka care este sup@isnasuftorii spectrale. Tensiunea de suptafeste singura
forta care metine proba.
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Cuantificarea se realizeagpe baza risufrii spectrului de radi@ emis la o
lungime a drumului optic de 1 mm, cu ddiibre optice, sursa de emisie fiind o
lampa de Xenon.

Cand nasurarea este finalizgtaparatul se deschide, iar proba este iirtip

prin simplastergere cu ugervet de laborator.

Figura 33. Indep3rtarea probei dupé cuantificare

Principiul de fundonare al aparatului (fig.34) se bazg@ae existeta unei impi
de Xenon, care emite radidocalizate pe o lentil de difragie (care fungoneaz

ca o prismni).

Fluxul luminos rezultat in urma trecerii prin prisraste algtuit din radiaii cu
diverse lungimi de uridsi este diregonat diferit. Prin far trece doar radia cu

lungimea de uniddorita.
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Figura 34. Schema de principiu a functionarii unui spectrofotometru
in domeniul UV — VIS

Existi trei posibilititi:

1. Daca aceasta ajunge in zona transparardiscului rotativ ajunge direct in
locul in care este plaggtroba de analizat, dagare este orientaspre cel de al

doilea disc rotativ prin intermediul unei

Zoni

. . . . . A . Neagri
oglinzi. Aici vine in contact cu oglinda

Zond
transparentd

acestuia, care o dirganeaz spre detector.
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2. Daca radiaia ajunge Tn zona de oglihad discului rotativ, aceasta este
diregionat spre celula de refetify apoi este orientatspre al doilea disc rotativ
si directiona@ spre detector.

3. Daa radigia vine in contact cu zona neagr discului, aceasta este blacat
Detectorul convertge semnalul luminos in semnal electric. Intensitate
luminoas a radigiei masurati in celula de referti este notdt cu b, iar cea
rezultati Tn urma trecerii prin celula ce qame proba cu I. Raportul dintre cele
dowa intensititi luminoase poaftnumele de absorbgisi este dat de refia A =
log lo/l.

Datele rezultate de ladsuritori sunt stocate automat in memoria dispozitivului
specificsi pot fi vizualizate fie cu un software tip DataVier sau programe tip
MS Excel.

4.1.1.Protocolul propus de Hunt si col.

Albinele utilizate trebuiezsfie proaspete, sau depozitate la 2Z0ADN-ul este
extras prin lizZ cu 350 pl CTAB. Trantorii sau dttile se plaseazindividual
intr-un Eppendorf (1,5 ml). Se adawo0 pl soltie de liz:

> CTAB 1%

> Tris-Cl 50 mM (pH =8)

> EDTA 10mM

> NaCl 750 mM

> proteinaz K 100 pg/ml
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Tesutul este zdrobit cu un pesgieincubat la 68C timp de 2 ore. Se adaug
treime din volumul de NaCl 1,5M/Tris-Cl 50 mM (pB)), pentru a preveni
precipitarea CTAB;i a polizaharidelor.

Probele sunt extrase ih mod repetat prin inveesié tu 100 ul fenol (pH = 7,4)

si 100 pl cloroformsi centrifugare la 15000 g timp de 10 minute.

Stratul apos superior este transferat in alt Eppénéxtragia este repetatcu

200 pl cloroform agitare leiprin inversiesi centrifugare 2 — 3 minute.

in continuare:
& ADN-ul este precipitat cu 20 pl acetat de sodiu @M = 5)si 400 pl
etanol rece 100%.

< Probele sunt centrifugate 10 minute la 4000 g.

Peletul rezultat este &pt cu etanol 70% recg apoi se adaugTris 10mM (pH =
7,6)si EDTA 1mM.

ADN-ul poate fi cuantificat cu un fluorometru, sgpectrofotometryi diluat la 3
ng/pl in Tris 10 mMsi EDTA 0,3 mM.

Céate 10 masculi din stupinele studiate din fiechnére judeele analizate au fost

supuyi protocolului de izolare a ADN-ului propus de Hgntol. (1997).

Performarele constructivesi functionale ale Spectrofotometrului NanoDrop
1000 permit eliminarea etapei de trasare a curbaiatibrare, precursi cele ce
implica necesitatea calculului concenteasi puritatii probelor.
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In urma cuantifigrii ADN-ului extras si a purititi acestuia, cu ajutorul
Spectrofotometrului Nanodrop, nu s-autiobt nici cantifiti, nici puritati
satisficatoare (fig. 35, 36).

in cazul cantitii de ADN extrase, au fost inregistiraoeficieni de variabilitate

foarte mari, cuprigi intre 20,63% (albinele din Clug) 40,21 % (Tulcea).

Puritatea ADN-ului extras, a fost nesat@toare (cu valori cuprinse intre 1,34%
si 1,55%) dar coeficietii de variabilitate au fost mici, intre 5,77% (adble din
Salaj) si 11,56 % (Cluj).

| W Salaj O Cluj O Satu Mare W Alba M Tulcea

100+

Cantitatea de ADN (ng/microlitru)

Media Coeficientul de variabilitate Deviatia standard

Parametru statistic

Figura 35. Cantitatea de ADN (ng/ul) extrasa din probele analizate
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Figura 36. Puritatea ADN-ului extras din probele analizate

4.1.2.Protocolul propus de Wilkes si Oldroyd (2003)

Albinele utilizate trebuiessfie proaspete, sau depozitate la 270ADN-ul este
extras prin lizZ cu CTAB (Huntsi col., 1995).

Abdomenulsi capul se plaseaandividual intr-un Eppendorf (1,5 ml). Se adaug
200 pl soltie de liz:
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CTAB 1%

Tris 50 mM (pH =8)
EDTA 10mM

NaCl 1,1 M

proteinaz K 100 pg/ml

YV V YV V V

Tesutul este zdrobit cu un pesfiéncubat la 68C timp de 1 — 5 ore.

Probele sunt extrase Th mod repetat prin inveesi@ tu 100 pl fenol (pH = 7,4)
si 100 pl cloroformsi centrifugare la 15000 g timp de 10 minute. Strajos
superior este transferat in alt Eppendorf.

Extragia este repetatcu 200 pl cloroform agitare lentprin inversie si

centrifugare 2 — 3 minute.

ADN-ul este precipitat cu 20 pl acetat de sodiu @¥ = 5,2)si 400 ul etanol
rece 100%. Probele sunt incubate 10 minute 13G78poi centrifugate 20 minute
la 7000 g.

Peletul rezultat este &pt in etanol 70% rece, uscat sub yidlizolvat in 100 pul
TEO,]_:

> tampon Tris 10 mM (pH = 7,6)
> EDTA 0,1 mM

prin Tncilzire la 65C timp de 10 minute. ADN-ul concentrat este dilLbiat200 in

apa sterik pentru a fi apoi utilizat pentru amplificare.
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In urma cuantifiarii ADN-ului extras si a purittii
Spectrofotometrului Nanodrop, s-autioloit cantititi si p

obtinute Tn cazul apliii protocolului (fig. 37, 38).

acestuia, cu ajutorul

uritati superioare celor

B Salaj OCluj @ Satu Mare B Alba E Tulcea
£ 100-
S
5 76,15 80,11
£ 68,34
5 g0 72,19 :
z
[a)]
<
2 604
©
Q
g
S 407 19,26
o 18,22
1534 1622 13 43
20- 13,81
L

Coeficientul de variabilitate

Media

Deviatia standard

Parametru statistic

Figura 37. Cantitatea de ADN (ng/ul) extrasa din probele analizate

in cazul cantiitii de ADN extrase, au fost inregisiraoeficieni de variabilitate
foarte mari, cuprigi intre 10,21% (albinele din Alba) 20,23 % (Satu Mare).

Puritatea ADN-ului extras, a fost safigftoare (cu valori cuprinse intre 1,75%

1,93%) iar coeficiefi de variabilitate au fost mici, intre 3,14% (alble din

Silaj) si 9,11 % (Cluj).

144



Antonia ODAGIU, loan Gh. OROIAN — Caracteristici ecopatologice la insecte, abordare
moleculara. Volumul 1. Apis mellifera L.
Tehnici de biologie moleculara utilizate la albine

B Salaj O Cluj O Satu Mare B Alba E Tulcea
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Figura 38. Puritatea ADN-ului extras din probele analizate

In urma cuantifigrii ADN-ului extras de laApis mellifera carpatica si a purittii
acestuia, cu ajutorul Spectrofotometrului Nanodropetoda propus de
Oldroydsicol., (2002) s-a dovedit cea mai efici&nt

Tehnicile moleculare implicate in identificareardarkeri moleculari la albine s-
au diversificat mult Tn ultimul deceniu, th$oate fac uz de tehnica Re@acin
Lant a Polimerazei, cu largi apliga in evidenierea maladiilor albinelor
(Bakonyi T.si col., 2003).
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4.2. TEHNICA REACTIEI IN LANT A
POLIMERAZEI - PCR
(POLYMERASE CHAIN REACTION)

Bazele acestei tehnici moleculare au fost puse deW Mullis la mijlocul
anilor ‘80 (Vlaic, A., 1997) bazandu-se pe carastwmile replicarii ADN-ului.
Este o tehnit rapich, necostisitoargi permite copierea unor fragmente specifice
de ADN in cantiti foarte reduse. Adesea PCR este utilizagntru a amplifica
secvelre de ADN cunoscute. Se alege secaare se dogge a se amplifica, apoi
primerii care se vor aja si vor flanca secve@ de interes in prezenunei
polimeraze, in felul acesta PCR conducand la amatéa unui anumit segment
de ADN.

PCR include trei etape:
> Denaturarea — fragmentele de ADN sunt ilzite la temperaturi
ridicate ce determin denaturarea ADN-ului, iar catenele devin

accesibile primeri-lor;

» Cuplarea — temperatura se reduce, primerii sesedd la regiunile
complementare situate pe catenele complementareARN-ului
matrita si se formeai din nou catena dublntre primerisi secvenele

complementare;
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» Elongatia (extensia) — ADN-polimeraza sintetizéazo catefi
complementa. Enzima citgte secveta de pe catena opussi
extinde primerii prin a#ligarea nucleotidelor in ordinea in care

acestea se pot imperechea. Intregul proces sé.repet

Initial amplificarea s-a realizat cu ajutorul ADN-po&nazei provenit din E.coli.
Aceastt ADN-polimeraz are un optim de fumionare la temperatura de %%
Datorita temperaturii de reae ridicate in cazul PCR aceasta se denatéyeaz
fiind necesat Tnlocuirea ei la inceputul figi ciclu. Din acest motiv s-a
renunat la utilizarea sa, la momentul deaféiind utilizati ADN-polimeraza Taq
izolata din bacteria Thermus aquaticus care tdieste in mediu acvatic la
temperaturi de panla 95C (Brown, T.A., 2002). Aceasta este 0 enzim

stabiki la temperatura de lucru avand un optim de tionare la 72C.

Spre exemplu, décse ia in considerare un fragment de ADN ceinen3 gene
(fig. 39), in condiile unei readgi PCR simple, prin care se u#neste
amplificarea doar a genei B se realizeam amestec de reae alctuit din gena
B, Taq polimera, nucleotidesi doi primeri care se vor gt la fiecare cap

al genei B. Acgia din urnd sunt secvege scurte de nucleotiode (15 — 35)

complementare capetelor secsemle ADN ce urmediza fi amplificat.

gena A gena B genaC
R————

Figura 39. Fragment de ADN din care se va amplifica gena B
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in prima etap, denaturarea (fig. 40), reada este incepit prin incilzirea
amestecului de re@ie la 94C, temperatur la care se rup laturile de hidrogen
dintre cele do#i catene polinucleotidice ale helixului, ADN-ul dém@&ndu-sesi

devenind o molecdlunicatenat.

in etapa a douauplarea (fig. 40), temperatura se reduce la 50 2B&eea ce
are drept rezultat redurarea unora dintre catenele simple ale ADN-udat; in

acelgi timp permitesi primerilor s se atgeze in poziile complementare aflate
la capetele genei de interes. Cei doi primeri s@jlda capetele 3’ ale genei

urmarite pe cele daucatene, motiv pentru care ate se numesc primeri ,sens”

sl ,antisens”.
Regiunea ce urmeaa fi amplificati (gena B)
57 | | 31
ADN-ul inta HEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
3 5’
5 Denaturare
la 94C
5’ 3
rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrnrinl
NN RN
3 5’

Rire la
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5’ 3
IIIIIIIIIIIIIIIIII|||II
Primeri
—
lllIIIIIIIIIllIIIIIIIII
3 5’
Sinteza ADN-ului
la $2
5’ 3
T 111
3 AN 5
Prodsi ,lungi”
5 \ 3
L1
3 5

Figura 40. Etapele PCR

Din acest moment incepe sinteza ADN-ului, iar terapea este ridicatla 72C,

temperatut optima pentru agunea Taq polimerazei.

in etapa a treia a regai, elongaia (fig. 40), se sintetize&zo serie de prodil
Jungi” din fiecare cate a ADN-ului tinta. Polinucleotidele au acelga
terminaii 5’, dar terminaiile 3’ sunt intampitoaresi repreziné poztiile in care

sinteza ADN-ului se incheie la intamplare.
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Cele trei etape ale PCR-ului se dgsara pe cicluri:

» Ciclul 1 — pe parcursul denatiiii (1 minut, 95C) catenele de ADN se
despart pentru a forma catene separate: pe paratagirii (aproximativ
1 minut, 45 - 68C ) un primer se ledgde o catehde ADN, iar cellalt
de catena complemeniarSit-urile de atgare a primeri-lor sunt alese n
asa fel incat 8 asigure sinteza ADN-ului in regiunea de interes pe
parcursul extensiei (1 minut, la aproximatiV@®cand sinteza ADN-ului
se desfsoal Tn regiunea de interes pe dig@rvariabile in zona de
Lflancare” (flanking region) producéand ,fragmentdélegi” de dimensiuni

variabile.

» Ciclul 2 — cand incepe ciclul 2, existious tipuri de matrie:
1. Catenele originale de ADN
2. Catenele de ADN nou sintetizate ce constau diruregitinta
si lungimi variabile ale zonei flancatoare situéd cagtul 3'.

Cand in acest ciclu se utilizeazltima matria se replid doar regiuneanta.

» Ciclul 3 — Regiuneatinta de ADN nou sintetizét (ex. fira regiunile
flancatoare) joacrol de matria. Molecula original de ADN este nt
prezend si va fi para la sfasitul reagiei. Dupi cateva cicluri, fragmentul
de ADN nou sintetizat se stabilizéazrapid si devine matra

predominant.

Cand se repetciclul denaturare — cuplare — sinte# (fig. 41), produii ,lungi”
agioneaz ca matre pentru noile sinteze de ADN dandsteae la prodsi
~Scuni” a caror terminaii 3° si 5 sunt stabilite de potile de cuplare a
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primerilor. Pe parcursul ciclurilor urtoare nunarul prodyilor de reage
~Scuni” se acumuleaz exponerial (dublandu-se pe parcursul fieai ciclu) pan
la epuizarea unuia dintre conyde reade.

5’ 3
ENEEENNEENEENENEY
3 5’
Prgduezultgi din primul ciclu
5’ 3
|1
3’ 5’
Denaturare
rrrrrrrrrrrrrtrrrrnr
1 I

eeenEERRERERERER
Lttt

Sinteza Rdilui

[TTTTTTTTTTTT T T TT]
LU Lddy

AnnnsENEEEERNNEEEE
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Produii rezultai din
al doilea ciclu

e T

mEEE e O T

Denaturare

eeenEERRERERERRRR
LI LU LT bl ket

®ina
ABWNui

B o i e =

Produii
celui de
al reilea
ciclu

Produs ,scurt” < [ I | | I I I I I I | I I |

(se acumuled@zexponefial)

Fig. 41. Sinteza produsilor ,scurti” ai PCR

Aceasta inseanirca dupa 30 de cicluri vor exista peste 250 milioane dedpgd
proventi din fiecare molecdl initiala. Adica, din cateva nanograme de fragment
de ADN ce se dorea a fi amplificat (ex. gena B) na@ulta cateva micrograme de
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produs al PCR. Astfel, este amplifitatioar gena de interes (B) care va fi

purificata pentru a fi Tn continuare utilizat

Rezultatele PCR pot fi vizualizageverificate pe diferite &. De obicei, prodsii

sunt analiza prin electroforei pe gel de agarézsau poliacrilamial

Astfel, prodyii de reatie separa prin electroforeza in gel de agafiozau
poliacrilamick sunt identifica in fungie de -calitatea lorsi dimensiunea

fragmentului amplificat.

4.3.VIZUALIZAREA PROBELOR

Ei pot fi vizualizai direct princolorare cu bromui de etidiu sau argint, sau prin

marcare cu radioizotopsi autoradiografie.

a). Colorarea

= Colorarea cubromura de etidiu este convenakilin cazul in care sunt
disponibile cantitti mari de ADN, cum este cazul praglor PCR, cand rezuit
ADN purificat utilizat apoi in analize de ADN spgce, fiind mai puin adecvat
in cazul ADNm, care este deteétati acuitate mai mare utilizand alte tehnici.

Utilizarea bromurii de etidiu dcele mai bune rezultate in cazul gelurilor de
agaroa. Nu este recomandatutilizarea acesteia 1n cazul gelurilor de
poliacrilamich folosite pentru identificarea cu o rezpduinal& a unor cantiti

reduse de ADN.
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Molecula de bromdrde etidiu capahilsi se intercaleze intre cele doorae ale
helixului ADN-ului absoarbe lumina UV (la 300 nnoscilea, pierde energigi
emite fluorescetd de culoare portocalie (cu lungimea de aidd 590 nm).

= Colorarea cuargint (Sambrooksi col.,, 1989) este utilizatin principal
cand electroforeza se efectugdm gel de poliacrilamigl (mai frecvent pentru
RFLP si microsatelii).

Prepararea colorantului se efectuesab agitare blarad

& Gelul este introdus 1n sala tampon A (180 ml apsterik, 40 ml etanol
100%, 2 ml acid acetic glacial) timp de 4 ntewu

& Soluia A este indeprtata si se introduce gelul in saia B (100 ml ap
sterifi, 0,1 g azotat de argint) timp de 10 minute.

& Gelul se spalde dod ori cu aj sterih.

& Gelul este introdus n sala tampon C ( 150 ml &gsterik, 2,25 g hidroxid
de sodiu, 15 g borohidéude sodiu, 0,6 ml formaldehiglpara in momentul
apatiei benzilor. Nu trebuie fassupraexpus, pentrud exisé riscul
Tnnegririi geluluki nu se vor mai putea vizualiza benzile.

& Se chteste Tn aj steriki, dupi care se introduce din nou in sgdutampon A

pentru fixare.

b).Marcarea

Marcarea cu radioizotopi se realizeégain incorporarea marker-ului respectiv
(radioactiv sau fluorescent) intr-o copie a@au paial sintetizai a secvetei
initiale de ADN. Aceasta se poate realiza prin mai enpltocedee (marcare

intaphtoare, translg "Nick”, sau marcarea capului moleculei de ADN).
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= Marcarea intamplitoare conduce la un grad finalt de Tincorporare a
markerului Tn molecula de ADN. Lungimea moleculeiADN poate constitui un
factor limitant in olinerea unei caliti corespunatoare a semnalului. Alegerea
izotopului ce va fi utilizat depinde de secteede nucleotide prevalenin prota
(dCTP, dATP, dGTP, dTTP).

Ordinea descrestoare a capaciti de emisie radioactiy a radioizotopilor
utilizati este urnitoarea: *?P, ¥*P si %°S. Fiecare dintre ag® izotopi sunt
disponibili cu diferite activiiti de emisie in funge de analiza in care sunt
folositi: [0*P] dCTP 3000 Ci/mmol pentru analizele de ampremenetia,
[a**P] dATP 2500 Ci/mmol pentru analizele de microsafeji [0*°S] dATP
1000 Ci/mmol pentru secvgere.

Proba este ifial purificati, dup care este denatuiapentru a otine ADN
unicatenar, dup care se #streaz la ghe@ pari in momentul amestecului cu

markerul radioactiv.

= Translatia "Nick” asigu# un grad mai redus de incorporare a markerului dar
necesii un ADN mai ptin pur. In cazul folosirii izotopului radiomarcat¥P]
dCTP, la proba purificatdenaturat se adaug

- am sterik si 10 x tampon de trangia "Nick” (dATP, dGTPsi

dTTP céate 0,2 mM fiecage soluie tampon de reae),

- amestec enzimatic (ADNalZADNpolimeraz)

- si radioizotpul, dup care se amest#c
# Se incubeazla 37C timp de o af, dupi care se utilizedz
& Markerii de transkge "Nick” sunt introdyi la intdmplare in catenele de ADN

de atre DNaza ki ADN polimeraz. Efectul const in oltinerea unor noi
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molecule marcate uniform, cu marker-ul incogp la locusul de substita

a nucleotidei C.

= Marcarea capatului moleculei de ADN const in marcarea radioactiva
unui capt a ADN-ului Tn prezeta transferazei terminale, €asi [a*?P] dATP.
Se mai poate realizai prin fosforilarea dire¢t a termingilor H 5’ dupa
indeprtarea gruprilor 5fosfat cu ajutorul fosfatazei alcaling marcarea cu

[V*2P] dATP in prezeta polinucleotid kinazei T4.

4.4. APLICATII ALE PCR
4.4.1.Tehnica SAGE

De asemenea, pertemareasi adaptarea tehnicii PCR in vederea cuaritific
simultane a nivelului ARNm total prezent intr-o Ipfoa condus la punerea la
punct a tehnicii SAGE (serial analysis of generegpion — analiza in serie a

expresiei genice).

Tehnica SAGE se bazeape principiul @ o secveta de 10 pb poate fi suficient
pentru a identifica ARNm (fig. 42).

Datorita dimensiunilor lor reduse, un ndmmare de asemenea capete ity
pentru o populge de ADNc pot fi ligate Tmprednsi analizate simultan prin

tehnici de secvaiere.
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Frecvenele relative cu care apar aceste ,capete” in seaveral sunt identice

cu cele ale diferitelor molecule de ARNm din pratrgginak. Etapele SAGE
sunt prezentate schematic in fig. 43.

S = |
l--ﬂ__,___—,nﬁ—_ Zolarea ARMm
e — = e
r_;"—;—;j:: sinteza ADNC
T eeEmm—
- iy Eliberares capetelor
[

e Alaturares capetelor
Secventierea si numarares
fiecarui capat

Capetele sunt prezente in acelasi
raport in care este prezent ARMm in
malecula iniiala

airg )

Figura 42. Principiul tehnicii SAGE (www.ergito.com)
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In primele doui etape moleculele de ARNm se leagde paturi la cajiul 3'. Se
sintetizeaz ADNCc si apoi se face scindarea cu o endonudledz restrige ce
recunoate secvetele de 4 perechi de baze (pb).

@

PAT E LEGAREA ADNC
@ \ . Téiere cu scindator de patru
haze (48C)
3 ¥ injumtatie 5i legare la linkeri
/ i T s 4 BC
f Primer Lz OC
!
Y] | ¥ Téiere cu scindstor distant (DC) i
—— dispunerea secventelor stagate la
: praturi
M,
= g Ligares si apoi amplificarea cu primeti
i EE
& Taieres cu acelagi 4 BC
':f:' el ford Concatenare

4BC :-‘_‘ ETag {10 bp)

& Clonare, secventare
i nUmMArares
ergito capetelor

Figura 43. Etapele SAGE (www.ergito.com)
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Etapa a 3-a.Se colecteaizpaturile, se izoleazfiecare fragment a fiécui ADNc
ce corespunde cajului 3’ a transcriptului original. Proba se imgath dod si
una dintre cele daumolecule de ADN linker este ligatFiecare linker caime o
secverm ce va fi utilizai pentru urnitoarea PCR, constituind in acglamp si
situs asimetric de recurgtare pentru endonucleaze de reg#icllS (care

scindeai la distama de situs-urile de recungtare).

Etapa a 4-a.Enzimele de tipul IS scindeasecvera ADNc punand in libertate
un fragment de ADN care cone linkerul la un caft si aproximativlO pb ale
ADNCc la cebhlalt capt. Aceasi secvera de 10 pb constituie ,capl’ (tag).
Fragmentele sunt purificate prin simpla colectareat de eliminarea paturilor.

Dupa utilizarea ADNpolimerazei pentru a crea capeteéeptafragmente, acestea
se combit si se produce ligarea. In felul acesta sérolrapete duble” (ditags)
ce constau din dau,capete” (tags) atate cap la cap in mod intaraalr.

Etapa a 5-a.,Capetele duble” (ditags) cu situs-uri pentru permdiferiti la

terminaiile lor sunt amplificate selectiv prin PGRRapoi purificate.

in etapa anteriodrsunt produsei ,capetele duble” (ditags) cu situs-uri pentru
acelgi primer la ambele terminia Aceste ,capete duble” (ditags) nu sunt
amplificate prin PCR pentriicele dod capete ale figwei molecule se ajaaz

unele de altelgi cu de primer. Din acest motiv proba trebuie sathdh dou.

Etapa a 6-a ,Capetele duble” (ditags) purificate sunt scimdaiu aceea

endonucleaz de restrigde care a fost utilizatinitial pentru a scinda moleculele
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de ADNc. Aceasta conduce la producerea de fragmemézne care sunt

compuse in cea mai mare parte din sevale celor doi,capete” (tags).

Etapa a 7-a.Aceste fragmente sunt apoi purificatdigate formand concatemeri
lungi in care fragmentele sunt incorporate intéatopl Concatemerii sunt apoi
clonai pentru a forma o bibliotédcSAGE. Apoi, clone individuale sunt luate la
intdmplaresi secvemate.

Etapa a 8-a.Cu ajutorul soft-ului specializat pentru acest dip analiz se
numara fiecare tip de ,caft” (tag) si se determia frecvena apatriei sale fai de
celelalte. Se realizeazorespondea dintre ,capete” (tagsj ADNc cu ajutorul

unei liste de ,capete” (tags) prezise pe baza omaecule de ADNc cunoscute.

Desi ,capetele” (tags) cam doar o secvea de 10 — 11 pb, pentrua @rovin
dintr-o anumii zora bine definit din cadrul fiedrei molecule de ADNc (foarte
aproape de capul 3' a situs-ului 3’ a primei enzime de restieg sunt suficiente

pentru a identifica cu exactitaté®olecule de ADNc.

Aplicatile SAGE vizeaz:
> caracterizarea transcriptelor specific celulare diadrul diferitelor
tesuturi, identificarea genelor induse in celuladgspuns la tratamentul cu
un factor de crgere sau difergrere,
> identificarea modifigrilor produse in expresia geaitn diferite stadii de
dezvoltare,
> monitorizarea diferagelor apirute in expresia gericdintre celulele

normalesi canceroase.
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Principiile tehnicii PCRsi-au gisit aplicabilitate in pentru evidgerea si
utilizarea microsateiior. Oda# cu identificarea markeri-lor de tipul STS, au fost
dezvoltatesi 0 serie de alte tehnici care au labprezema acestora:

» OCS -ordered catenation of sequence-tagged sitdsligasa, K.si col.,
2002)

» STMP -sequence-tagged microsatellite profiingHayden, M.Jsi col.,
2001), care utilizeazprincipiile SAGE pentru a genera o biblioieST
pentru caracterizarea rapid locilor SSR in cadrul unui genom de interes
din care pot fi identifica si utilizati markeri de tipul microsateiior.

» TALEST - tandem arrayed ligation of expressed sequence tags
(Spinella, G.Dsi col., 1999), ce oféro modalitate relativ simplde
analiz cantitativa a profilurilor globale ale expresiei genice difube si

tesuturi.

Acestea tehnici au implicaii importante in studiile efectuate pe albine.

La albine, in particular, tehnica PGRadapirile acesteia utilizate in vederea
identificarii microsateliilor si-au adus contribtia in diverse studii genetice prin

evidentierea:

» Genotipuluisi variabilitatii acestuia laApis mellifera L. utilizand 4 loci ai

microsateliilor ADN (Neumannsi col., 1997) .

» Variabilitatii ridicate a populailor de Apis mellifera L. din Costa Rica
(Segura, J.A.L., 2000) cu ajutorul a doi markering&i cu
polimorfism inalt evidetiati Tn genom (microsatelitul A%i regiunea

intergeni@ COI-COII din ADNmt).
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> Existenei QTL implicgi in comportamentul igienic al poptiikor de Apis
mellifera L. cu ajutorul unui set de microsateklcatuit din repetiii cu
predominar perfecte, 52 (CT)si 23 (GT) la distame de 15 kbsi
respectiv 34 kb. Acestea au o disttibuasociati¥ si regiunile care le
flancheaZ sunt suficient de aseimitoare pentru a putea permite
amplificarea PCR (Estoup, Ai.col., 1993, 1995)

» Existenei asapte QTL ce influe@az comportamentul igienic la albine,
stabilind un punctaj numeric al nivelului mediu adestuia. (Hayden
M.J.si col., 2001, Lapidgsi col., 2002)

> ldentificarea laApis mellifera iberica a QTL implicai in mecanismele de
identificare a rezisteai la boli cu ajutorul gapte microsatei (B7, ED-
R, FE, FM-F, GH-F, GJ, HC) (Row i col.,1997).

4.4.2. Tehnica RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism — Polimorfismul fragmentelor de

restrictie)

Markerii RFLP au fost primii markeri ADN studia La tratarea moleculei de
ADN cu o enzind de restrige se oline intotdeauna acelaset de fragmente,
ceea ce semnificfaptul @ respectivele enzime scindéamolecula de ADN la

nivelul unor secvee de recunacgere specifice.
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Aceasi asetiune nu este valakilsi la nivelul ADN-ului genomic, pentruac

unele situs-uri de resttie prezind polimorfism.

Adica, la acest nivel existdoui alele,una cu secveta specifi@ situs-ului de
restrigie la nivelul @reia enzima de resttie va scinda molecula de ADN, iar
cealalta alek prezint modificari secvemiale si nu va fi recunoscétde enzing,

care nu va scinda molecula la nivelul acesteia.

Rezultatul modifidrii secvenei uneia dintre cele déualele este acelaaccele
doui fragmente de resttie adiacenteaman legate impreursi dupa tratamentul
cu enzima de resttie, ceea ce conduce la apariunui polimorfism al lungimii.
Acesta este de fapt un polimorfism al fragmenteder restrige (RFLP —

Restriction Fragment Length Polymorphism), ce p@iaiélizat ca marker ADN.

Tehnica RFLP const din scindarea moleculei de ADN in diopérti cu ajutorul
unei enzime de resttie la fiecare parte a regiunii ce predipblimorfism, astfel

Tncat aceastaasamani intach.

Fiecare molecdl de ADN este digerat cu aceea enzimi de restrige.
Fragmentele de ADN sunt plasate pe gel de agaroz

La migrarea pe gel, fragmentele de ADN de dimemnsnai reduse migreaznai

repede decat cele de dimensiuni mai mari, rezul@nplrofil specific.

Fragmentele de ADN dublu catenar sunt ulterioratienate obnandu-se ADN
monocatenasi trasferate ulterior prin atrée capilaé pe o membrandin nylon

pe care sunt fixatg merntinute ca ADN monocatenar.
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Se utilizeaz o protd (fragment de ADN marcat capabil secunoast specific
polimorfismul ohinut) pentru a vizualiza fragmentele de ADN compaesar. in
felul acestea poate fi determiaadimensiune secvés repetate in funie de

pozitia sa pe membran

Rezultatul final este aimut prin utilizarea a patru probe diferite cu pute

discriminatorii diferite.

Membrana de nylon este ulterior expuazelor X, oinandu-se un film care in
momentul develofrii va prezenta cate o bandntunecat la locul in care se

gaseste proba hibridizaitcu ADN-ul complementar.

Utilizarea acestei tehnici poate fi difigilatunci cand nu exi&to cantitate de
ADN suficieng.

Cerceiri efectuate pe plan mondial (Yang — Jiang ku col.,, 1992,
http://nilgs.naro.affrc.go.jp) arat rezultatele foarte bune whbute n cazul
utilizarii tehnicii RFLP pentru evideierea variéiei genetice in cadrul

populdiilor de albine.

Pentru aceasta se poate utiliza amplificarea segmemgenic 16s ADNr (965
pb) se va utiliza perechea de primeri: 5 — CAACAGAGGTCGCAAACATC —
3 si 3 — AGTTGGGACTATGTTTTCCATG - 5, iar pentru amfitarea

segmentului genic CO | (1028 pb), perechile de erim 5 -

GATTACTTCCTCCCTCATTA — 3%si 3' — AATAAGTCTGATAGGTCTAA —

5 (Nielsensi col., 1999, citd de Brown T.A., 2001).
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Amplificarea prin PCR se realizeazcu 5 pyl amestec (0,5 x tampon
TagADNpolimeraz + 1,5 mM MgCI2 + 2 x 0,2 mM dNTP + 2 pM din fieear
primer + 0,5ul ADN matrita + 0,25 U Tag ADNpolimeraz). Profilul de
temperatut este urnitorul:

> 3 minute la 94C,

> 5 secunde la 5C — 30 de cicluri,

> 5 secunde la 68.

Dupa ciclul final se mai realizeéazun ciclu suplimentar timp de 10 minute la
72°C.Dupi amplificare, segmentele de ADNm vor fi supusguaii enzimelor de
restrigie. Pentru ADNm: Ss I, Dra |, Hinc Il, EcoR [, Pisgi Alu I. Pentru
segmentul genic CO I: Sau3A I, Fok I, Bcl I, Ssp$tU Isi Xho 1.

Segmentele amute n urma aanii enzimelor de restriee sunt separate prin
electroforez in gel de agaraz2% x tampon TBE, colorate cu broraute etidiu

si vizualizate Tn lumia ultravioleg.

4.4.3. Tehnica RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA - Polimorfismului ADN-ului Amplificat
la Intamplare)

Este o tehnit bazai pe PCR, perfemnat de Williams si col. (1990)si
Welshsi McClelland (1990). Cu ajutorul acestei tehnicnsamplificate
segmente de ADN despre care nu se cunosc detadiir(phtoare).
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Cu ajutorul acestei tehnici este identificat polifrenul unei secvee
nucleotidice utilizadnd un test bazat pe amplifieaAON-ului in care se face uz
doar de o secvennucleotidi@ alead arbitrar.

In vederea amplifirii ADN-ului genomic se utilizeazun singur primer altuit
din 10 baze nucleotidice. Acesta se teag ADN-ul genomic in dausit-uri

diferite pe catene opuse ale mairde ADN.

Daca aceste daisitus-uri se gsesc la o distal convenabi pentru amplificare,

Tn urma amplifiérii PCR se produc caniii discrete de ADN (fig. 44).

Prezera fiecirui produs de amplificare conduce la identificacsanplet sau
patiala a omologiei secveai nucleotidice dintre ADN-ul genomig primerul

oligonucleotidic la fiecare termifia a produsului de amplificare.

Fiecare primer va dirija amplificarea mai multocilan genom, #cand din acest
test o cale eficieatde evidetiere a polimorfismului secveglor nucleotidice la
diferiti indivizi. Astfel, un anumit fragment de ADN cageste generat doar pentru
un individ si care nu coincid cu cel generat pentru alt indiypdezint
polimorfism al ADN-ului, putand fi astfel utilizata marker genetic. Age

markeri sunt transryiila descendanpe cale mendeleean

Principalul avantaj al acestei tehnici cant aceea £ nu necesit cunoaterea
detaliilor referitoare la secvemde ADN. De asemenea, m&isubliniat faptul &
este o tehnic usor de realizat, utilized@zfluorescera n locul radioactivittii

(Williams si col, 1992 citat de Tingeyi col., 1993)si necesid canti@ti de
ADN doar de ordinul nanogramelor.
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Distata dintre primeri

31
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T o | RS I ———
5 3
o

Figura 44. Diagrama schematica a RAPD

in vederea identifirii unor gene care conferezistemi la boli si daunitori la
albine, este necesaatat evidetierea genomului (Croziegi col., 1993) casi

alcatuirea unei hrti de linkage.

in vederea akltuirii unei hirti de linkage, Huntsi col. (1995) au generat
markeri RAPD cu ajutorul primer-ului UBC-239, denstndnd polimorfismul
tipic al acestora (fig. 45).

Primul culoar din stanga corespunde mamaicmF1, iar celelalte culoare con
ADN amplificat de la descendgintrantorilor haploizi ai mitcii F1 cu excepa

markerul-ui de greutate moleculasituat pe culoarul central (*).
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Cei cinci markeri care au contribuit la cartareapgior de linkage au fost: 239-1,
239-96f, 239-59, 239-4i 239-29f.

I.Il!ﬂli'

--i-——.—--—--

Figura 45. Gelul obtinut in urma amplificarii ADN-ului polimorfic generat de primerul
UBC-239 (dupa , Hunt sicol., 1995)

Harta de linkage aituita de Huntsi col. (1995) s-a realizat pe baza segreg
a 365 markeri RAPD utilizdnd descenderhaploid de sex masculin a unei

singure nitci.

Acestia s-au dovedit foarte eficigrin cartare, cu aproximativ 2,8 loci caitka

fiecare primer 10-nucleotidic utilizat in PCR (fif).
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Figura 46. Harta de linkage la Apis mellifera L. alcatuita pe baza markerilor RAPD
(dupd, Hunt sicol., 1995)
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Figura 46 — continuare
Harta de linkage la Apis mellifera L. alcatuitd pe baza markerilor RAPD
(dupd, Hunt sicol., 1995)
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Comparai efectuate intre markerii RAPBiI microsatelii identificati la o
populaie deserpi (Sstrurus c. catenatus) utilizati in studii popul@onale si de
variabilitate au demonstrat cu ajutorul analizeivdeiarta (ANOVA) faptul c
acetia prezini performame aserinitoare. Cu toate acestea, se pate c
microsateliii ar fi mai adecva in studiile realizate la nivelul popuigor
(Lougheed, S.C., 2000).

Variabilitatea geneticdin cadrul unor poputa la viespi Polybia eaquatorialis)
a fost evidetiata prin aplicarea tehnicii RAPD, ceea ce a condugelavarea
unor informaii interesantesi privitoare la diviziunea muncii in coloniile
respective. S-a emis de asemenea ipotg@za&ast diviziune a muncii ar putea fi
un factor ce contribuie la mgnerea unui grad Tnalt de variabilitate genotigic

cadrul acestor colonii (O’'Donnell, S., 1996)

4.4.4. Tehnica AFLP (Amplified Length Polymorphism —
Polimorfismul amplificat al lungimi fragmentelor de
ADN)

Aceasi tehni@ este o variadta RFLP, prin care este evideti prezema sau

abseipa fragmentelor de resttie si nu lungimea lor.

Ea se baze@ze ligarea adaptorilor de fragmentele de rggtrigenomice, dup
care urmeaz amplificarea prin PCR cu primeri specifici adaptor
(Savelkoul , P.H.Msi col., 1999).
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Diferentele dintre fragmentele generate prin ace&shnica pot fi detectate ca
urmare a modifigrilor situs-urilor de restrige/adaptorului, sau a
insetiilor/deletiilor din fragmentul de ADN. Pentru aceastehni@ nu este
necesar cunogterea genomului, datofitutilizarii adaptorilor unei secvea

cunoscute ce este ligade fragmentele de resttiie.

Pentru analiza AFLP sunt necesare cattieduse de ADN genomic purificat, iar

principiul metodei este prezentat in fig.47.

ADN genomic purificat

digestie cu EcoRI (E) 51 (Msel{M)

At RE AR RR RN

Py S— e cilistareasitielithor b
Ti i B AR R BT fragmente
Y
CTCGTAGACTGCGTACT AATTCNNN s NNNT TACTCAGGACTCAT
CATCTGACGCATGGTTAA GINNN s NN AAT AGTGCTGAGTAGCAG
Y

ligarea adaptorilor
CTCGTAGACTGCGTACCAATTCN NN s NNNTTACTCAG GACTC A sliqonuelantidichspacitic
AT GACCCATGETTAAGNNN———— NNNAKTOACTCCTCACTAGCAG  Secventelor
Y
CTCGTAGACTGCGTACCAATTCNN N NNN TTACTC AGGACTC AT
= DAATGAGTCCTGAGTAG amplificare

Fon Y
“GAGTGCGTACCAATTCA >
CATCTGACGCATGG TTAAGNN N NNNAATG AGTCC TG AGTAGCAG
Y

electroforeza in gel de poliacrilamida
{sunt detectabile doar fragmentele marcate)

Figura 47. Reprezentarea schematica a principiului AFLP
(dupd Savelkoul, P.H.M. si col., 1999)
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Realizarea tehnicii AFLP implicpatru etape (Amador, D.Mi col., 2001):

= Restrictia ADN-ului genomic
Fragmentele de resttie din ADN-ul genomic sunt produse cu ajutorul aido
enzime de restrie Msel (4 pb) care scindegala distame micisi EcoRI (6 pb) la

distarte mai matri.

= Ligarea adaptorilor oligonucleotidici

Adaptorii dublu catenari constau din o0 segieimiez” si 0 secvem specifia
enzimei. Ei sunt specifici atat pentru situs-uloBtcatsi pentru Msel. Restri@a
si ligarea se produc in cadrul unei singure fiealcigarea adaptorului la nivelul
situs-ului de restrita a ADN-ului modifia situs-ul de restrice astfel Tncat

previne producerea celei de a doua suindluipi ce s-a produs ligarea.

Se utilizeaz urmatorul amestec de resttie ligare:

- tampon de ligare 10 x T4

-NaCl0,5M

- BSA 1 mg/mi

- 50 uM adaptori Msel (5'-CTC GTA GAC TGC GTA CC-3
3'-CAT CTRCG CAT GGT TAA-3))

-5 uM adaptori EcoRI (5'-GAC GAT GAG TCC TGA G-3’

3-TACTC AGG ACT &T-5)

- EcoRI 20 U/ ml

- Msel 4 U/ul

- ADN ligaza T4 3 U/ul
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Reactivii se adaugin ordinea indicat in tub, dup care se adadgADN-ul

genomic (0,5 -1 ug).

Se amestecsi se centrifugheaizla 14.000g timp de 15 secunde.

Se incubeaz 2 ore sau mai mult la 82 (sau pe timpul najp la temperatura

camerei).

= Amplificarea preselectiva

Primerii utilizai Tn aceagt eta constau dintr-o secven,miez”, o secveti
specifi@ enzimei de restriee si 0 extensie selectivalcituita dintr-o singuéi baz
la cagitul 3.

Secverele adaptorilosi situs-urilor de restrige servesc ca situs-uri de legare a

primeri-lor pentru ,amplificarea PCR preseleétiv
Fiecare primer preselectiv posed nucleotid ,selectia” care recunocge
subsetul fragmentelor de restrécce au perechea nucleotidic aval de situs-ul

de restrige.

Produii primari ai acestei etape sunt acele fragmentauc®st scindate o datle

Mselsi o dat de EcoRki posed nucleotidele pereche.

Etapa de amplificare preselectigonduce la reducerea de 16 ori a compiakit

fragmentului de ADN analizat.
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Se utilizeaz urmatorul amestec amplificare preseleétiv
- api
- tampon PCR (apMgCl; 15 mM) x 10
- dNTP mM
- primeri PS EcoRA (5'- GACTGCGTACCAATTCA - 3)
- primeri PS MseC (5’- GATGAGTCCTGAG TAAC - 3)
- ADN polimeraz termostabi 5 U/ pl

in fiecare tub se adaadl5 pl, amestec de preamplificagies pl din probe. Se
amestes si se centrifugheaz la 14.000g timp de 15 secunde. Amplificarea

preselectid se realizeaz cu urniatorul program pentru termocycler:

72C oo, 2 minute Incubare initiala
9LC o 20 secunde ..... denaturar

56°C .o 20 secunde ..... cuplare 20 decicluri
7PC e, 20 secunde ..... extensie

7PC e, 2 minute Extensie finak
60°C oo, 30 minute Incubare finali

Se adaugy180 pl tampon TE (diluat de 10 ori).
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= Amplificarea selectivii cu primeri marcati
Primerii selectivi sunt margaatat radioactiv c&di fluorescent. Ei constau dintr-o
secveim identici cu cea a primeri-lor utilizala amplificarea preselectivplus

inca doui nucleotide selective la capl 3'.

Aceste doa nucleotide suplimentare pot fi oricare dintre cé&® combindgi

posibile ale celor patru nucleotide.

Din numarul imens de fragmente generate de enzimele dectestdoar cele ce
se potrivesc nucleotidelor vor fi amplificate (5@60 fragmente). Acedsetapi
reduce complexitatea produsului PCR de 256 de ori.

Diferitele combingi de primeri vor genera fragmente diferite. Esexesat o
evideniiere preliminai pentru a alege perechea de primeri care geriereaz

niveluri de variie adecvate.

Amestecul de amplificare selectiv
- ap‘i
- tampon PCR (apMgCl, 15 mM) x 10
-dNTP mM
- primeri EcCORIA 0,46 uM (5'FAM-GACTGCGTACCAATTCACT -3)
- primeri MselC 2,75 uM (5’- GATGAGTCCTGAG TAACAG -3))
- ADN polimeraz termostabid 5 U/ pl
in fiecare tub se adaid5 pl, amestec de preamplificaié pl din probe.

Se amestecsi se centrifugheaizla 14.000g timp de 15 secunde
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Amplificarea preselectivse realizeazcu urmatorul program pentru termocycler:

72C oo 2 minute

Denaturare initiala

9LC o 20 secunde ..... denaturare

56°C ..ocveereeeennn 20 secunde ..... cuplare

72PC oo, 20 secunde ..... extensie

OLC o, 20 secundedenaturare

Se scade’Clciclu ......... 30 secunde ..... cuplare 9cicluri
TPC e, 20 minute extensie

9LC oo 20 secunde ..... denaturare

56°C ..ocveereeeennn 20 secunde ..... cuplare 20 decicluri
7PC oo, 20 secunde ..... extensie

60°C oo, 30 minute

Incubare finala

= Analiza fragmentelor amplificate oktinute in gel

~

Datoriti faptului @& fragmentele sunt marcate cu colarage prezini

fluorescem pot fi separategi cuantificate cu ajutorul secvetorului.
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Proba multipi (amplificat cu seturi separate de primeri, fiecare marcat o
culoare fluoresceatdiferitad) poate fi plasat pe un singur gel auri cu un

standard marcat de ADN.

In secvemtor se introduc 5 pl din produsul de némcezultat de la amplificarea

selectiv si se adaug5 pl colorant fluorescent.

Schematic, principiul AFLP poate fi redat astfel:

= RE , situs-ul 1
[ RE, situs-ul 2
ADN genomic

ADN restrigionat
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Adaptorii complementari ai secven cunoscute sunt ligade termingile
restrictive ale ADN-ului. Dat enzimele de restrie utilizate la dierea ADN-
ului genomic nu sunt labile termic, sectemdaptoare nu trebui@ segenereze

secverma de recunagere originai.

Adaptori complementari
I .
I [ .

Matrita de AND ligai este acum gata pentru amplificarea PCR.

Fragmentul ligat
L m
L m

Pentru a reduce din start complexitatea papuldragmentului adaptat,
amplificarea PCR se realizeéiazu primeri complementari secwefor adaptoare,

fiecare cu o nucleotidselecti.

Teoretic, presupunand existarde frecvete nucleotidice egalg ca fiecare baz
aditionali se extinde in regiunea necunoscde AND ar trebui & redua
numarul fragmentelor generate cu 4n (n — rivah de baze adobnale). PCR se
realizea Tn condiii stricte asiguradndu-se ca doar cirpé perfecte & ajungt la

elongaie.
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Primer 1

!
[

Primer 2

Populaia fragmentelor preselective generate prin PCRt&dnsprimul rand din

cele cu urmtoarea frecveg:

>
®

Prodyii preselectivi sunt din nou amplifigala fel ca in etapa anterigardar
unul dintre primeri, cu posibile nucleotide seleetimultiple va fi marcat cu
fluorofor. Doar fragmentele ce c@m un situs cu primer complementar primer-

ului marcat cu fluorofor va fi vizualizat Tn contiare.
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Numarul de nucleotide selective necesar pentru disiabaptima a fragmentului
este Tn mare asui dependent de complexitatea ADN-ulinta care variaz

mult printre clasele de organisme.

Primer 1

0 41X
.
.
/]
XC +

Primer 2

Datoritd faptului @G utilizeaz markeri ADN ce au polimorfism ridicat, aceast

tehnia si-a dovedit utilitatea in construirea dérth de linkage n vederea

identificarii QTL pentru nssirile legate de comportamentul igienic la albine
(Wilkes, K.si col., 2002).

Aplicarea AFLP a contribuiti la evidenierea a peste 315 STS utilizate n
alcatuirea Hrtii de linkage laApis mellifera L., ceea ce se preconizéa# ar avea
drept rezultat facilitarea muncii de cercetare @uerea aktuirii unei liste de
gene candidate asociate cu comportamentele compexaceast insect

(Schlipalius D.l., 2004).
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4.4.5.Tehica RT — PCR (Reverse Transcriptase — PCR -
Revers Transcriptia — PCR)

Aceast tehnid este tot o variaata PCR-ului, Tn care amplificarea pogteede la
cateva molecule de ARNm. In prezamevers transcriptazei, molecula de ARNm
devine matti pentru sinteza ADNc, ddpcare procesul de amplificare decurge

in mod normal (fig. 48).

3 5" ARNmM
N N N N EN N B

Revers
Transcripta

5 3’ ADNc
LT T T T T 1 |

5’ 3

L T T T 1 [T 1

L T T T [T 7T [ ]

3 5

Figura 48. Principul RT — PCR
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Cuantificarea expresiei genice se baZepe presupunereaicse [streaz o
anumit propotionalitate intre cantitatea de ADN de la incepuedgiei si
cantitatea produsului de amplificare.

O apreciere a canitii de ARNm prezent inainte de transcrierea invgrsate fi

facuta prin compararea intensiti benzilor intr-un gel de agaraz

Este demn de subliniat faptu eplicarea PCR la moleculele de ARN necesit

modificarea a PCR in prima etap

Pentru @ molecula nu poate fi copiain prezem Taq polimerazei, aceasttap
este catalizatde revers transcriptazenzind in prezera cireia este sintetizat

molecula de ADN pe matd de ARN.

Copia de ADN este apoi amplifigain prezera Tag polimerazei, prin tehnica
specifica RT-PCR.

Descoperirea enzimelor termostabile (ex. ADN-peliaza T obnuta din
bacteria Thermus thermophilus) cu ajutorul d&rora pot fi obinute copii
termostabile de ADN atat de pe mgarde ADN catsi de pe matte de ARN
deschide va face posibiaplicarea RT — PCR Tn conide Tn care va fi necesao

singut reagie in prezeta unei singure enzime (Brown, T.A., 2002).
Aplicarea acestei tehnigii-a dovedit utilitatea Tn special la identificarear

markeri moleculari laApis mellifera, cu ajutorul drora este pusin evidema

prezema virusilor in organismul insectei, in cerégte efectuate in intreaga lume.
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Avantajul ei congt in faptul @ s-a dovedit un instrument rapid, speciic
sensibil in diagnoza viralla albine, punand in evidgnacizii nucleici virali cu o
acuratge mult superiodar metodelor tradionale de analiz (Grabensteiner,
E.si col., 2001).

in 2002, Evans, J.Dsi Hung, AK., in SUA, au realizat o clasificare a
virusurilor ce atat albinele. Conform acestor ceraxet ele apatin la dou clase
de virusuri: cele de tip picorna, precwino clas de virusuri cunoscute sub

numele de virusuri de tiprosophila.

Leat, Nsi col. (2003), in Africa de Sud, au pus in evigetu ajutorul RT-PCR
virusul celulei negre a #tcii, stabilind Tn acela timp si aparteneta acestuia la

virusurile de tip picorna.

Tot in Africa de Sud, cercat efectuate in ultima decagDavison, Ssi col.,
2003) au pus in eviden si caracterizat 18 vigl ce infesteax albinele,
obtindndu-sesi secvema complel a genomului pentru cei de tip picorna (virusul

paraliziei acute, celulei negre auttii, puietului in sagi a aripilor deformate).

Bekesi, L.si col. (1999)si Bakonnyi, T.si col. (2002) au evidarat prin
aceeal tehnia gradul de infestarea a stupinelor din Ungariaicusul paraliziei

acute, a &rui agent viral este parazitMbrroa destructor.

Existena unor cazuri de coinfge realizai de virusurile paraliziei acutei
Kashmir asupra organismului albinei a fost @13 evidemi de Evans, J.
(2002). De asemenea, Hung, A.C. a evigersi posibilitatea determirii
existenei virusului Kashmir cu ajutorul RT-PCR din exaeaibinelor.
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Tot cu ajutorul RT-PCR a fost evidéat rolul de agent viral al parazitulMarroa
destructor in vehicularea unei mari varigt de virwi. Aplicatia cea mai
important a fost demonstratin cazul virusului aripilor diforme la albine in
stupinele din Angliasi Suedia (Bowen-Walker, P.Lsi col., 2002,
Nordstréom, S., 2003).

in Austria, evidetierea prezeei virusului puietului in sac (Grabensteiner,
E. si col.,, 2001) s-a realizat tot prin tehnici molean@, avand drept principal
instrument de laborator tehnica RT-PCR, radndu-se la studiile traghnale ce

implica microscopia electronicsi analizele RIA.

Perfegionarea tuturor acestor tehnici moleculare a chbuirila dezvoltarea
concomitent a o serie de firme cu renume in ziua de 8@roa, Promega, Bio-
Rad, Cambridge Bioscience, New England Biolabs, Apigene, Clonetech,
Stratageneetc.) care dispun de propriile lor laboratogireare pun la dispoga
cerceitorilor implicati in acest domeniu nu numai reactivi de inalaritate cisi

kit-uri comerciale, ce facilitedazn mare mMisui munca de cercetare.
Sunt furnizate kit-uri atat pentru o analizomple a ADN-ului, céatsi pentru

etape separate (extre; marcare, clonare) sau pentru identificarea aekeni

moleculari prin diverse tehnici (tabelul 2).
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Tabelul 2. Kit-uri comerciale disponibile pentru utilizare fehnicile moleculare folosite lapis
mellifera L. (dupi Loxdalesicol., 1998)

Companiile
comerciale e
o E| 18|88 5 |5 |E|s |2
. S 5| S| €€ |52 |8 |S8E|C |2 |w
Kit-uri = o %/ 5E |EQ |5 |28 5|5 |8 |E
ol E| 2| o® c S | 8 9 c | 8 = §=)
< <|o|m= Om O Zoo o | a " )
Extragia ADN-ului L ° o |0 ° °
genomic
Marcare o|o o o e |0 [
intdmphtoare
Translaie Nick ® ° °
Marcare finad ° °
Radioizotopi ®
Marcare cu biotia LK ® [ [ ° )
Colorare cu argint ® [ I ) °
Fluoresceti ° ° ) ° e | o ° °
PCR (B ° e | o ° °
Clonare e o o ) ° e | o ° °
Secvefiere (normal) ® ° [ e | o
Secvefiere pe cicluri 4 L ® o o [
Geluri pretratate ®
Markeri moleculari | ® | ® ® (] ° o o ° °
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ﬁ

Markerii genetici 1si gasesc utilitatea 1n

alcatuirea hartilor de linkage care sunt

utilizate cu mult succes in identificarea QTL.
In toate aceste analize se face uz de soft-uri sfiEe

elaborate in vederea faciliirii procesului de cartare.

o )

4 N

. Importanta identificarii localizarii exacte a
£ | il
[ISENT |

L) QTL rezida in posibilitatea utilizarii acestora
w n design-ul experimental a unor programe de
ameliorare aplicate in vederea otbinerii insusirilor dorite
(comportamentul igienic ce favorizeai rezisterta la boli si
paraziti la Apis melifera L.). Cunoscand care zone

cromozomiale prezink importanta, pot fi efectuate

Qanipulﬁri genetice in favoarea Tnssirii urm irite. /
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