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22\ | Stadiul realizarii indicatorilor de performanta

proiect, Prof. Dr. Ing. Liviu Al. Marghitas.

Principalii indicatori de performanta sunt redati in tabelul urmator:

Desfasurarea prezentului proiect a dat posibilitatea unui membru in echipa de implementare
>/ a proiectului de a finaliza si sustine in anul 2008 teza de doctorat intitulata , Variabilitatea
- genetica a ecotipurilor de albine din Transilvania”, sub coordonarea stiintifica a Directorului de

2007

2008

2009

2010

previzut

realizat

previzut

realizat

previzut

realizat

prevazut

realizat

Numar de articole acceptate
spre publicare in reviste
indexate ISI

1

1

1

Numar de articole acceptate
spre publicare in reviste
indexate in baze de date

internationale

Numar cereri de brevete
nationale depuse

Numar cereri de brevete
internationale depuse

Dintre lucrarile stiintifice publicate de colectivul implicat in desfasurarea proiectului amintim:

1.0rsolya Teleky, Cristina Bojan, Adela Moise, Cristian Coroian, Daniel Dezmirean, Marghitas L. Al., 2007, Ecotypes
differentiation within honeybee (Apis mellifera carpatica) from Transylvania, USAMV-CN, 64/2007, ISSN 1454, 2382,
p. 195-200.

2.0rsolya Teleky, Marghitas L. Al., Dezmirean D., 2007, Modern techniques used in the study of the genetic diversity
and of phylogenetic relationships at honeybees populations, 1%t International Conference on Apiculture from Science to
Agribusiness and Apitherapy, p. 189- 192.

In prezent, se afla in pregatire 2 articole, care vor fi publicate la Simpozionul International al USAMYV Cluj-Napoca din
octombrie 2009, intitulate:

-The biodiversity testing of honeybee s populations bred in Transylvania,

-The study of AND markers with applicability in genetics analyses at Apis mellifera carpatica.




I1. Principalele rezultate noi, originale din punct de vedere stiintific
Studierea heterogenitatii populatiilor studiate si a gradului de hibridare

1. Analiza gradului de
heterogenitate in populatiile
studiate

S-au realizat masuratori
morfometrice la albine provenite
din 35 de locatii din Transilvania,
care au fost apoi corelate cu
analizele genetice efectuate asupra
ADN mitocondrial. Heterogenitatea
sub aspectul gradului de inrudire a
populatiilor studiate a fost
prelucrata cu ajutorul analizei
comparative a marimii
fragmentului amplificat analizat.

S-au folosit 2 perechi de
primeri ADN mt, E2 si H2 (Garnery
et al., 1993) care amplifica o
portiune intergenica cuprinsa intre
gena tRNA'ev si a doua subunitate a
genei citocrom oxidaza (COII),
care prezinta un bogat caracter
polimorfic (Cornuet et al., 1991) si
primerii N1 si N2, care amplifica un
fragment mai lung (Moricz, 2002).

Nr. proba Localitatea Judetul Initiale
1 Unirea Alba AB
2 Cut Alba AB
3 Cristian (hibridul Buckfast) Sibiu SB
4 Bradu (pastoral) Sibiu SB
5 Vanatori Mures MS
6 Rupea Brasov BV
8 Fagaras Bragov BV
10 Arcus Covasna CcVv
11 Zagoni Covasha CcVv
12 Poian Covasna CcvVv
14 Zetea Harghita HR
15 Suseni Harghita HR
16 Borsec Harghita HR
18 Petelea Mures MS
20 Cuci Mures MS
21 Uriu Bistrita-Nasaud BN
22 Livezile Bistrita-Nasaud BN
23 Fiad Bistrita-Nasaud BN
25 Tisa (pastoral) Maramures MM
26 Baia Sprie Maramures MM
27 Mediesu Aurit Satu Mare SM
29 Petri Satu Mare SM
30 Sacueni Bihor BH
31 Camar Salaj SJ
32 Finig Bihor BH
33 Zimbor Salaj SJ
34 Badesti Cluj CcJ
35 Baisoara Cluj CJ
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1. Analiza gradului de heterogenitate
in populatiile studiate

Din fiecare stupina au fost folosite 10 albine din care s-a realizat extractia
ADN genomic (din muschii toracali), folosind 2 protocoale de lucru:

a. 150 pl de Chelex + 6 ul Proteinaza K [probele se pun in termociclu cu PCR
(Eppendorf-Mastercycler personal), dupa programul: 55°C - 1 org,
99°C - 15 min., 37°C - 1 min., 99°C - 15 min., apoi se pastreaza la
4°C pana se dau in lucru];

b. Extractia cu Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega). Au fost citite
cantitatea si puritatea ADN. Valorile au fost cuprinse intre 13-139 ng/pl
pentru cantitate, iar puritatea (260/280) intre 1,06 si 1,97. Cu
protocolul a. se obtine o cantitate mai mare de ADN si o puritate mai
scazuta, iar cu protocolul b. se obtine o cantitate mai mica de ADN si o
puritate crescuta.

Amplificarea s-a facut folosind 2 protocoale de lucru, pentru un
volum de 10 ul/reactie (A), respectiv 25 ul (B). S-a folosit PCR
Master Mix (2x) (Fermentas), 10 pmol/reactie primerii E2 si H2
si 50 ng ADN/reactie. Aceleasi cantitati au fost respectate si
pentru volumul de 25 pl/reactie.



2. Identificarea afluxului de gene straine prin
cuantificarea analizelor ADN mitocondrial cu

markeri specifici
REZULTATE SI DISCUTII

Migrarea
electroforetica a
probelor s-a
realizat in gel de

R
SRR

!
’

agaroza 2%, pe
cate 5 albine din
fiecare stupina.
Markerul de
lungime a
fragmentelor este
de 100 pb.

R

Imaginea fragmentelor amplificate cu primerii N1 si N2




REZULTATE SI DISCUTII

Imaginea fragmentelor amplificate cu primerii E2 si H2




REZULTATE SI DISCUTII

Dupa migrarea produsilor PCR, obtinuti in urma amplificarii cu primeri
specifici E2 si H2, s-a reallzat capturarea imaginii gelului de agaroza cu
ajutorul sistemului UVP. In functie de markerul de talie moleculara utilizat
(Ladder, 100 bp, Promega, USA), s-a estimat madrimea fragmentelor
ampllﬂcate corespunzatoare fiecirei albine (10) si respectiv fiecarei probe
(Cristian SB Petri SM, Uriu BN, Petelea MS, Finis BH, Rupea BV, Badesti
CJ, Fiad BN, Arcus CV, Baisoara CJ Suseni HR)

Inainte de analizarea acestor probe cu primeri specifici de ADN mitocondrial,
acestea au fost analizate cu primeri specifici pentru m|crosateI|§|
Rezultatele obtinuti cu analiza microsatelitilor au aratat procentele de
aparlli)e a diferitelor ecotipuri in functie de genotipul estimat si procentul

de hibridare cu hibridul importat Buckfast. Astfel probele Petri SM, Uriu
BN, Finis BH, Badesti CJ, Fiad BN, Arcus CV, Baisoara CJ au fost detectate
100% apartlnand ecotlpulw Transilvinean. In schimb proba provenita din
Petelea MS s-a detectat ca fiind ametecat cu hibridul Buckfast in procent
de 10%, Rupea BV in procent de 20%, Suseni HR in procent de 30%, iar
Cristian SB in procent de 100% Buckfast.



REZULTATE SI DISCUTII

Potrivit lui Ruttner si colaboratorii, (1978) cele 24 de subspecii de Apis

mellifera au fost grupate in patru linii evolutive, bazandu-se pe
masuratori morfometrice: albinele melifere europene (M), africane (A),
si nord-mediteraniene (C). Mai tarziu, cand s-a dezvoltat ingineria
genetica, cu ajutorul ADNmt (Cornuet si colab., 1991) si a ADN
genomic, aceste grupe s-au clasificat in 5 linii distincte:

¢ linia A (se gaseste in Africa, exceptand partea nord-vestica);
¢ linia M (partea vestica si nordicé a Europei);

¢ linia C (sudul Europei cu exceptia Spaniei si Frantei);

¢ linia O (Asia estica si nord-estul Africii);

¢ linia Y (s-a identificat pana in momentul de fata numai in
Somalia) (Franc si colaboratorii, 2000, 2001).

gelul de migrare a produsilor de PCR din figurile 1-4 se poate urmarii
rezultatul amplificarii cu ||:>r|mer|| E2 si H2 utilizati pentru analizarea
ADN-uluj mitocondrial de la albine. In cazul probelor noastre se poate
vedea ca probele provenite din localitatile urmatoare: Petri SM, Uriu
BN, Petelea MS, Finis BH, Badesti CJ, Fiad BN, Arcus CV, Balsoara CJ,
Suseni HR au aleld hom02|gota la marimea 590 perechl de baze, in
schimb probele din localitatea Cristian SB si Rupea BV au marimea de
240 perechi de baze.



REZULTATE $SI DISCUTII

Se poate face o clasificare a materialului biologic din
stupinele studiate in functie de lungimea fragmentului
amplificat cu primerii E2 si H2. Astfel, lungimea
frgamentului de 590 pb ne permite sa incadram acele
albine in specia Apis mellifera carnica, linia evolutiva
M, ecotipul carpatica, iar fragmentul de 240 pb indica
albine apartinand Apis mellifera ligustica, linia evolutiva
C.



REZULTATE SI DISCUTII

S-au realizat amplificari si cu primerii N1 si N2 care
amplifica o alta regiune din ADN-ul mitocondrial.
Imaginile arata o mali mare omogenitate a probelor decat
in cazul primerilor E2 si H2, si aceeasi lungime a
fragmentului amplificat, de aproximativ 780 pb.

Pentru a face o incadrare a celor 35 de populatii intr-o
anumita subspecie si linie evolutiva, este necesara
secventierea fragmentului analizat. Aceasta operatiune
este in curs de desfasurare momentan, si va fi raportata
odata cu raportul de etapa prevazut pentru etapa lll.



Implicarea tinerilor cercetiatori si modul in care se reflecta in cheltuielile de

personal
Nume Functie in cadrul Activitati desfasurate in prezent
proiectului
Prof. Dr. Ing. Liviu Director de - gestionarea resurselor umane, organizarea muncii si trasarea sarcinilor pentru
Al Mirghitas proiect membrii echipei implicate in proiect;

- planificarea realista a lucrarilor de cercetare si sustinerea si verificarea aplicarii
lor in practica;

- elaborarea si verificarea rapoartelor de activitate;

- asigurarea unei bune comunicari intre membrii echipei.

Conf. Dr. Ing.
Daniel Dezmirean

Cercetator cu
experienta

- coordonarea activitatilor de promovare a obiectivelor proiectului;

- organizare de workshop;

- determinarea parametrilor biometrici ai populatiilor de albine Apis mellifera
carpatica si la analiza moleculara a acestora;

- participa la toate manifestarile stiintifice planificate.

Dr. Ing. Adela Moise

Cercetator cu
experienta

- participa la activitatile de recoltare a materialului biologic;

- determinarea parametrilor biometrici ai populatiilor de albine Apis mellifera
carpatica si la analiza moleculara a acestora;

- participa la toate manifestarile stiintifice planificate.

Dr. Ing. Cristian
Coroian

Cercetator cu
experienta

- participa la activitatile de recoltare a materialului biologic;

- determinarea parametrilor biometrici ai populatiilor de albine Apis mellifera
carpatica si la analiza moleculara a acestora.

- participa la toate manifestarile stiintifice planificate.

Drd. Ing. Orsolya
Teleky

Cercetator 1n
formare

Activitatea de doctorand incheiata cu sustinerea tezei de doctorat ,,Variabilitatea
genetica a ecotipurilor de albine din Transilvania”;
Concediu de maternitate (cf. Notei justificative nr. 3749/06.04.2009)

Drd. Ing. Cristina
Bojan

Cercetator 1n
formare

Activitatea de doctorand incheiata cu sustinerea tezei de doctorat;
Concediu de maternitate (cf. Notei justificative nr. 3749/06.04.2009)




Centralizarea cheltuielilor de personal

Etapal Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
(1 oct. -15 dec. 2007) | (1 dec.2007-31 oct. 2008) | (1 nov. 2008 — 15 sept. 2009) (16 sept. 2009 15
sept. 2010)
Cercetatori cu experienta 24772 145 047 130778
(inclusiv  directorul  de
proiect)
Cercetitoriin formare 3600 21 603 2 686
(2 pers/2.5 luni) (1 pers/11 luni) (1 pers/2 luni)
TOTAL 28 372 166 650 133464 266 546

IVV.Dificultati intalnite in derularea proiectului

Dificultatile intalnite in desfasurarea proiectului sunt reprezentate de reducerea sumelor
contractate, asa cum rezulta din urmatorul tabel:

Tipul de cheltuieli Contractat initial pt. Valori dupa
anul 2009 modificarea
bugetului/2009

Cheltuieli de personal 233310 133464

Regie 64633 27084
Mobiliati 8667 0
Logistica 81690 20011
TOTAL 388300 180559




Va muliumim pentru atentie!




