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Rezumat

A fost examinaté variabilitatea morfometrica, alozimica si mtADN a populatiilor de Apis mellifera cypria din nordul Ciprului. Au
fost analizate sase populatii (40 de colonii), folosind 39 de caractere morfometrice. Au fost testate zonele citocrom B si carboxiloxidaza
lui mtADN, pentru profilele enzimelor de restrictie Bgl Il si Hinf I, precum si polimorfismul lungimii segmentului de restrictie Dra | al zonei
intergenice CO I-CO II. Regiunea mitocondriald ND2 a fost secventiatd si comparatd cu secventele publicate ale altor subspecii. Un
numar suplimentar de 55 colonii din aceleasi localitati, din care au fost prelevate mostre ulterior, au fost studiate pentru variatia
alozimicd, folosind sisteme de sase enzime. Au fost detectate niveluri foarte joase ale variatiei alozimice, cu o heterozigozitie medie de
0,006+0,005. Analizarea tuturor zonelor mtADN a confirmat originea europeana a populatiilor de albine melifere din nordul Ciprului.
Profilurile de digestie identificate in nordul Ciprului au fost aceleasi cu cele ale albinelor melifere din estul Europei. Zona intergenica CO
I-CO Il posedad numai secventa Q, iar profilele de digestie corespund haplotipului C1. Analizarea datelor morfometrice plaseaza, insa,
albinele melifere din nordul Ciprului in linia morfologicé orientald, impreund cu A.m. anatoliaca, A. m. meda, A.m. syriaca si A. m.
caucasica. Arborele filogenetic, construit pe baza datelor secventei ND2, plaseaza albinele melifere din Cipru in linia mitocondriald C,
care include atét linia morfologica C cat si O.
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Introducere

Albina melifera din Cipru (A. m. cypria Pollmann, 1879) este un alt exemplu de subspecie insulara,
ca si A.m. ruttneri in Malta, A. m. adami in Creta, A. m. sicula in Sicilia. Tn mod similar altor subspecii
insulare, albinele melifere din Cipru sunt mai mici. Datoritd aspectului lor exotic au fost bine primite de
apicultori in perioada de inceput (RUTTNER, 1988).

In studiile sale morfometrice, RUTTNER (1992) a plasat albinele melifere din Cipru in ramura
orientald, impreuna cu A.m. anatoliaca, A. m. syriaca, A. m. meda si A. m. caucasica. Dupa cum ne putem
astepta datoritd pozitiei geografice, A. m. cypria arata la fel ca si vecinele sale. Ea se afla la o distanta
aproape egala fata de A. m. anatoliaca (74,6), A. m. syriaca (69,8) si A. m. meda (87,3). in comparatie cu A.
m. anatoliaca, albinele cipriote sunt mai mici decat cele anatoliene. in legatura cu dimensiunea corpului, ele
au trompa si picioarele mai lungi, dar aripile mai scurte. In cadrul ramurii orientale, ele au abdomenul cel mai
lung si zvelt (indice St6 84,6). Indicele cubital este deosebit de ridicat la albinele din Cipru (2,72). Cea mai
remarcabila caracteristica a albinelor cipriote este culoarea abdomenului. Albinele din Cipru si Siria au
acelasi tip de model coloristic, considerat apropiat de albina egipteana (A. m. lamarckii, fost A. m. fasciata)
(Fratele ADAM, 1983). In ceea ce priveste caracteristicile comportamentale, albinele din Cipru sunt foarte
asemanatoare cu A. m. anatoliaca adica sunt foarte agresive si roiesc usor (Fratele ADAM, 1983).

In pofida faptului c& este o subspecie insulard, A. m. cypria are o ridicata variatie morfometrica
(RUTTNER, 1988). Introducerea recenta de albine melifere din Turcia Th nordul Ciprului poate sa fi dus la
unele modificari morfometrice si ne putem intreba cat de mult au afectat aceste introduceri recente coloniile
de albine din nordul Ciprului. Nu exista inca studii detaliate privind variatia alozimica si genetica la nivel de
ADN.

Pentru abordarea in continuare a acestor probleme legate de variatia genetica la A. m. cypria si de
relatia acesteia cu linia O, am intreprins o prelevare de mostre amanuntita. n lucrarea de fata, comunicam
rezultatele analizelor complete de mtADN, morfometrie si alozimice ale albinelor din Cipru, A. m. cypria.

Materiale si metode

Un total de 40 de coIonn au fost supuse prelevarii de mostre, in 6 locatii din nordul Ciprului. Mostrele
au fost pastrate in etanol de 90 °C, in vederea analizei morfometrice si mtADN. Mostre din alte 55 de colonii
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au fost colectate din zona muntoasa si congelate, pentru stabilirea variatiei biochimice la populatiile de
albine din nordul Ciprului.

Analiza morfometrica: Un numar total de 18 colonii au fost supuse analizei morfometrice. 11-15
lucratoare per mostra au fost disecate si 39 de caractere morfometrice masurate, potrivit lui RUTTNER et al.
(1978). Majoritatea caracterelor au fost masurate cu ajutorul unei camere CCD, folosind un program de
masurare morfometrica (MEIXNER si MEIXNER, 1994). Pigmentarea si pilozitatea au fost masurate cu un
microscop de disectie si un micrometru ocular. Analiza statistica a fost realizatd cu mostre de referinta din
baza de date a "Institut fir Bienenkunde", Oberursel.

Analiza alozimelor: Dupa analiza preliminara, au fost prelevate mostre detaliate, dintr-un numar
suplimentar de 55 de colonii din zona montana, in vedera stabilirii variatiei alozimice. A fost utilizata
variabilitatea Tn sase sisteme de enzime (Pgm-1 si Pgm 2, Hk, Mdh, Me, Est si Pgi), asa cum s-a descris mai
sus (KANDEMIR si KENCE, 1995). Frecventele genelor, sumarul parametrilor variatiei genetice si devierile
de la echilibrul Hardy-Weinberg au fost stabilite prin folosirea programului BIOSYS-1 (SWOFFORD si
SELANDER, 1981).

Analiza ADN: Acizii nucleici totali au fost extrasi din 40 de colonii conform metodelor descrise de
SHEPPARD si McPHERON (1991), urmand protocolul pentru extractia fenol-cloroform, pus la punct pentru o
cantitate mare de mtADN circular intact. Extractele de ADN au fost depozitate la =80 °C. Pentru analiza
mtADN, regiunile intergenice COI, Cyt si COI-COIl au fost amplificate prin reactia in lant a polimerazei si
digerate cu Hinf-I, Bgl Il respectiv Dra-I, urmand recomandarile producatorului (Tabelul 1). Fragmentele de
gel pentru digestiile cu Hinf-I si Bgl Il au fost separate pe un gel de agaroza 2,5%, constand din 1% agaroza
standard BIO-RAD si 1,5% agaroza Nu-Sieve. Fragmentele de digestie restrictiva Dra-I au fost separate pe
geluri de poliacrilamida 10% si 7,5%. Ulterior, gelurile au fost colorate cu bromura de etidiu si fotografiate in
UV pentru documentare.

Tabelul |
Regiunile mtADN, perechile primare si enzimele de restrictie utilizate
Enzima de
Regiunile Perechile primare o Referinte
restrictie
COI-F 5-TTAAGATCCCCAGGATCATG-3’ HINF-1 Sheppard et al.,
COI-R 5-TGCAAATACTGCACCTATTG-3 1994
CytB-F 5-TATGTACTACCATGAGGACAAATATC-3’ Bgl-ll Sheppard et al.,
CytB-R 5-ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT-3’ 1994
COI-COll- E2 5-GGCAGAATAAGTGCATTG-3 Dra-I Garnery et al.,
COI-COIlI-H2 5-CAATATCATTGATGACC-3 1993
ND2-ILE 5-TGATAAAAGAAATATTTTGA-3’ Arias and
ND2-L1 5-GAATCTAATTAATAAAAAA-3 Sheppard, 1996

Rezultate

Morfometrie: Rezultatele preliminare au aratat ca albinele din Cipru fac parte din ramura orientala.
Toate mostrele din Cipru au fost grupate impreuna cu subspeciile anatoliaca, syriaca si caucasica. A. m.
lamarckii a fost subspecia cea mai apropiata de acest "cluster" (Figura 1).

Alozime: Din cele sase enzime testate pentru variata biochimica, patru au fost evidentiate ca
polimorfice la populatiile de albine din nordul Ciprului. Toate sistemele enzimatice se gaseau in echilibrul
Hardy-Weinberg (P > 0,05). Heterozigozitatea totala pentru albinele din nordul Ciprului a fost calculata ca
fiind 0,006+0,005.



Comisia de Biologie Apicola

Discriminant Analysis Syria - Turkey - Cyprus
S
3
o
o @ o o

1 o - °
o~ o = 0 o
-g o % o * o o OOO
R o
= -1
© S 2]
E
£ o
§ . i = +
& -3 — % S oF B

¥
* ¥ o L
5t == © A m anatoliaca
* o A m syriaca
¢ A mcypria
2 #  Cyprus bees - new analysis
-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8
discriminant factor 1

Figura 1 — Analiza factoriald a A. m. anatoliaca, A. m. syriaca, A. m. cypria (mostre de referinta provenite de la Oberursel)
si mostre din nordul Ciprului.

mtADN

Regiunea CO-I: Restrictia regiunii CO/ cu enzima de restrictie Hinf I nu a produs nici un fragment de
restrictie. Toate coloniile prezentau acelasi tip de fragment nedigerat pe gel de agar, ca si linia C din estul
Mediteranei.

Regiunea Cyt B: Digerarea acestei regiuni a dus la aparitia a doua fragmente, ceea ce reprezinta
un sit de diagnostic pentru albinele melifere europene. Toate coloniile din Cipru prezinta acest sit, indicand,
ca atare, ca fac parte din linia C a mtADN.

Regiunea COI-COII: in aceasta regiune nu a fost identificatd nici o variatie genetica. Produsul
amplificat cu PCR a aratat ca aceasta regiune consta numai din secventa Q, cazul tuturor liniilor C. Digestia
cu enzima de restrictie Dra-I nu a produs nici o variatie. Toate prezinta acelasi tip de profile de digestie
restrictiva.

Secventierea ND2: Gena ND2 din ADN-ul mitocondrial a fost secventiata in ambele directii, folosind
primarele ILE si L1. Un total de 650 bp lizibili a fost combinat cu alte secvente ND2, depozitate in banca de
gene, si a fost utilizat Tn analiza filogenetica. Trei "clusteri" principali au fost vizualizati in arborele filogenetic
construit prin Neighbor Joining. Liniile A, C si M au fost distinse cu claritate, iar linia O a fost inserata in linia
A. Dintre aceste linii, coloniile din Cipru au fost plasate in linia C (Figura 2).
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Figura 2 — Un arbore NJ prezumtiv, prezentand raportul filogenetic dintre albinele din nordul Ciprului si celelalte subspecii de albine
melifere, bazat pe o replicare de 1000 (negru — linia C; albastru — linia M si rosu — linia A).
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Discutii

Morfometrie

In cele mai multe cazuri, alocarea clara a albinelor din nordul Ciprului la mostrele clasificate ca A. m.
cypria in colectia de referinta a rezultat din analiza morfometrica (Figura 1). Albinele din nordul Ciprului
formau un "cluster" cu subspeciile din linia O, dupa cum era de asteptat. Un nou set de albine a aratat ca
albinele din Cipru continud sa-si mentina structura morfometrica, anticipand efectul recentei introduceri, asa
cum s-a putut observa din analiza factoriala (Figura 1). Printre albinele colectate din partea de vest a Ciprului
(livezi de citrice), au existat cateva colonii mai apropiate de A. m. anatoliaca, fapt deloc surprinzator. Numai
trei dintre mostre — toate provenind din stupine moderne — au fost abordate in analizd ca A. m. anatoliaca,
fiind probabil o urmare a coloniilor importate in nordul Ciprului de pe continent. Ca atare, din aceste rezultate
se poate desprinde concluzia ca polulatia de albine a insulei se gaseste inca, intr-o mare masura, in forma
originala. De asemenea, din analiza se poate observa ca A. m. cypria este mai asemanatoare cu A. m.
syriaca si A. m. anatoliaca decat cu A. m. adami si A. m. meda.

Alozime

Analiza morfometricd a evidentiat ca regiunea de vest din nordul Ciprului a fost influentatd de
introducerile recente. Astfel, noile prelevari de mostre pentru detectarea variatiei biochimice la albinele din
nordul Ciprului au fost efectuate mai ales in zona muntoasa.

Totusi, nu exista o mare variabilitate la albinele din nordul Ciprului, asa dupa cum era de asteptat la
o subspecie insulara. In plus, aceastd zon& nu este poluata de gene nou introduse, un alt motiv al nivelurilor
scazute de heterozigozitate Tn zona muntoasa. Dimpotriva, a fost evidentiata o diferentiere genetica scazuta
(valoarea F este de 0,038) in randul populatiilor din zona. in ceea ce priveste sistemul de enzime Hk si Est,
populatiile sunt eterogene. Prezenta unor niveluri reduse de variabilitate ar putea reprezenta un alt sprijin in
favoarea morfometriei, in ceea ce priveste mentinerea unui statut original al albinelor din Cipru.

mtADN

Toate mostrele din Cipru au prezentat acelasi profil de mtADN, ceea ce dovedeste in mod clar ca
fac parte din linia mitocondriala C. Toate tipurile diferite de analiza mitocondriala (digestia cu citocrom B a
regiunii Bgl Il, digestia cu carboxiloxidaza | a regiunii Hinf, digestia regiunii CO/-COlII si Dra-I) au concurat la
aceastd concluzie. In majoritatea analizelor, albinele din Cipru sunt foarte asemenatoare cu subspeciile
vecine din Siria gi Turcia, in timp ce populatiile din aceste tari prezinta o variabilitate mult mai mare. De
asemenea, rezultatul analizei secventiale a regiunii ND2 a evidentiat ca mostrele de A. m. cypria fac parte
din linia C, desi morfometric se incadreaza in linia O.
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