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 Rezumat 
 Structura genetică a populaţiilor de albine melifere din diferite zone ale insulei Creta (Grecia) şi anume Apis mellifera adami 
(conform analizei morfometrice a lui RUTTNER, 1988) a fost studiată cu ajutorul analizei RFLP a două segmente de gene mtADN. 
 Şaizeci de mostre au fost studiate, fiind prelevate de la mătci diferite. A fost extras ADN total, iar ulterior segmentele de genă 
16s rADN (965 bp) şi CO I (1028 bp) au fost amplificate cu ajutorul PCR. Şapte respectiv şase enzime de restricţie au avut cel puţin un 
sit de recunoaştere la segmentele de genă 16s rADN respectiv CO I. 
 Variaţia intrapopulaţie a fost evidenţiată în ce priveşte segmentul de genă CO I, digerat cu ajutorul enzimei de restricţie  
BstU I. 
 S-a constatat că din cauza transhumanţei şi a creşterii comerciale de albine structura genetică a acestor populaţii ar fi putut fi 
modificată în decursul ultimelor două decenii. Se pare că pe insula Creta nu mai există populaţii pure de Apis m. adami. Datele noastre, 
comparate cu cele din cercetările anterioare, arată că albina meliferă din Creta pare să fie similară cu populaţiile de albine melifere din 
alte zone ale Greciei. 
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 Introducere 
 
 
 În mod tradiţional, taxonomia intraspecifică a albinei melifere (Apis mellifera) s-a bazat pe 
morfologie. În prezent, pe baza caracterelor mofometrice sunt recunoscute 26 de subspecii de A. mellifera 
(RUTTNER, 1988, 1992; SHEPPARD et al., 1997). 
 Mai recent, instrumentele genetice, cu precădere analiza secvenţei ADN şi electroforeza cu alozimă, 
au fost aplicate la studiul diversităţii albinei melifere. ADN-ul mitocondrial (mtADN) posedă anumite 
proprietăţi, care fac din el un instrument favorit în sistematica şi biologia populaţiilor. El este, în general, 
moştenit pe linie maternă, fără recombinare. Ca atare, el permite detectarea precisă a haplotipurilor străine 
în interiorul populaţiilor. Numai moştenirea maternă a mtADN a fost demonstrată la albinele melifere 
(MEUSEL şi MORITZ, 1993), astfel, toate lucrătoarele şi toţi trântorii dintr-o colonie împărtăşesc acelaşi 
mtADN ca şi matca. Totuşi, trebuie să se ţină seama de anumite îmbunătăţiri tehnice, introduse mai mult sau 
mai puţin recent în întreţinerea coloniei, cum ar fi importul de mătci din străinătate şi practicarea 
transhumanţei. 
 Pe baza cercetărilor morfometrice, populaţiile de albine melifere din Creta (Marea Egee de Sud, 
Grecia), au fost descrise de RUTTNER (1980) ca fiind Apis mellifera adami. Potrivit lui RUTTNER (1988), 
Apis m. adami prezintă similarităţi morfologice accentuate cu subspeciile din Orientul Apropiat. Analiza 
aloenzimatică (BADINO et al., 1988) a populaţiilor de albine melifere din Grecia continentală (Tracia, 
Macedonia, Grecia centrală şi Peloponez), precum şi a celor din insula Creta arată că în Creta a existat o 
rasă pură. 
 În cercetarea noastră, populaţiile de albine melifere din diferite zone al insulei Creta, corespunzând 
lui Apis m. adami potrivit analizei morfometrice (RUTTNER, 1988), au fost studiate cu ajutorul analizei RFLP 
a două segmente de genă mtADN. 
 Obiectivul nostru a fost studierea structurii genetice a acestor populaţii, pentru a descoperi dacă mai 
există în Creta o rasă pură de populaţii de albine, precum şi dacă există vreo coincidenţă cu analiza 
morfometrică a lui RUTTNER (1988). 
 
 
 Materiale şi metode 
 
 
 Au fost colectate albine din 60 de colonii din diferite zone ale Cretei (Chania, Rethymno, Heraklion şi 
Lasithi). Locurile de prelevare a mostrelor sunt prezentate în Figura 1. Populaţiile de albine melifere din 
aceste zone corespund rasei A.m. adami, potrivit analizei morfometrice (RUTTNER, 1988). 
 Mostrele au fost transportate vii în laborator şi depozitate la –80 OC până la utilizare. ADN-ul total a 
fost extras de la fiecare individ, potrivit protocolului stabilit de HUNT şi PAGE (1992), cu unele modificări 
minore (BOUGA et al., 2003). 
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Figura 1 – Locurile de prelevare de mostre din Creta:  
Chania, Rethymno, Heraklion, Lasithi 

 
 
 Variaţia ADN-ului mitocondrial a fost analizată prin RFLP, realizată pe produse amplificate prin PCR. 
Două seturi de amorse au fost utilizate pentru amplificarea segmentelor de gene 16s rADN şi CO I. 
Amorsele utilizate pentru segmentul 16s rADN au fost perechea 5΄-CAACATCGAGGTCGCAAACATC-3΄ şi 
3΄-AGTTGGGACTATGTTTTCCATG-5΄ (NIELSEN et al., 1994), iar pentru segmentul CO I – perechea 5΄-
GATTACTTCCTCCCTCATTA-3΄ şi 3΄-AATAAGTCTGATAGGTCTAA-5΄ (NIELSEN et al., 1999). Reacţia în 
lanţ a polimerazei (PCR) (SAIKI et al., 1988) a fost realizată aşa cum este descrisă de BOUGA et al., (2003), 
ca şi condiţiile PCR. 
 Segmentele de mtADN amplificate au fost digerate cu enzime de restricţie. Enzimele informative de 
restricţie utilizate pentru segmentul de genă 16s rADN au fost Ssp I, Dra I, Hinc II, EcoR I, Pst I şi Alu I, iar 
pentru segmentul de genă CO I au fost Sau3A I, Fok I, Bel I, Ssp I, BstU I şi Xho I. 
 Segmentele digerate au fost ulterior separate electroforetic pe geluri de agaroză 2%, în tampon de 
0,5X TBE, colorate cu bromură de etidiu şi vizualizate în lumină UV. Dimensiunile fragmentelor de ADN au 
fost comparate cu marcatorul PCR (Promega), aplicat pe acelaşi gel şi au fost calculate folosind programul 
DNAfrag 3.03 (NASH, 1991). O literă, în ordinea apariţiei, a identificat diferitele modele de restricţie. 
Genotipurile compuse ale fiecărui individ au fost, ulterior definite în baza tuturor modelelor de restricţie ale 
celor două segmente de mtADN. 
 
 

Rezultate 
 
 
 Dimensiunile segmentelor de mtADN, amplificate prin PCR, ale tuturor populaţiilor au fost 964bp şi 
1928bp pentru segmentele de genă 16s rADN respectiv CO I. Şapte şi şase enzime de restricţie au avut cel 
puţin un loc de recunoaştere pe segmentele amplificate 16s rADN respectiv CO I. Tabelele I şi II conţin 
modelele de fragmentare produse de fiecare enzimă de restricţie pentru cele două segmente de mtADN. 
 
 

Tabelul I 
Estimarea dimensiunii fragmentelor (în perechi de bază) a tuturor modelelor de fragmentare observate pe  

segmentele de genă mtADN 16s rADN la populaţiile studiate 
16s rADN 

Sau3A I Ssp I Dra I Hinc II EcoR I Pst I Alu I 
 A  A  A  A  A  A  A 

548  628  557  598  492  621  572  
416  336  407  366  472  343  392  
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Tabelul II 
Estimarea dimensiunii fragmentelor (în perechi de bază) a tuturor modelelor de fragmentare pe segmentele de  

genă de mtADN CO I la populaţiile studiate 
CO I 

Sau3A I FoK I Bcl I Ssp I Bstu I Xho I 
 A  A  A  A  A B  A 

371  476  465  487  1028   616  
349  425  326  277  658   412  
280  127  237  264  370     
28             

 
 
 Variaţia intrapopulaţie a fost relevată, în privinţa segmentului de genă CO I, digerat cu enzima 
restrictivă BstU I, după cum arata Figura 2. 
 
 

 
 
 
 

Figura 2 – Modelele de restricţie ale fragmentelor după digerarea  
cu enzima BstU I la populaţiile de albine melifere din (1-3) Chania,  

(4-6) Rethymno, (7-9) Heraklion, (10-12) Lasithi 
 
 
 
 Cele două haplotipuri (genotipuri compuse) detectate în populaţiile studiate (literele, în ordine 
corespund aceleiaşi ordini a modelelor de fragmentare prezentate în tabelele I şi II), frecvenţele haplotipurilor 
şi dimensiunea mostrei fiind prezentate în Tabelul III. 
 
 

Tabelul III 
Genotipurile compuse (haplotipuri), frecvenţa haplotipurilor şi dimensiunea mostrei (N) la toate populaţiile studiate 

Localitatea de origine a mostrei Haplotipul Genotipul compozit 
Chania Rethymno Heraklion Lasithi 

Tipul 1 AAAAAAAAAAABA 1.000 1.000 1.000 0,933 
Tipul 2 AAAAAAAAAAAAA    0,067 

 N 15 15 15 15 
 
 
 
 Discuţii 
 
 
 Studierea mtADN este de interes particular în cazul albinelor melifere, deoarece este marcatorul 
ideal pentru colonie – toţi indivizii coloniei împărtăşesc acelaşi haplotip (cu excepţia mutaţiilor), conform cu 
moştenirea maternă. 
 Rezultatele studiului de faţă, comparate cu rezultatele lucrărilor anterioare (BOUGA et al., 2003) 
indică că albinele melifere din insula Creta arată la fel ca albinele melifere din alte zone ale Greciei, fapt care 
poate fi rezultatul "Importului" de mătci din aceste zone. Rezultatele analizei morfometrice clasice 
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(HARIZANIS et al., 2001) ale aceloraşi mostre şi compararea cu cele ale albinelor melifere din Macedonia 
(nordul Greciei) au arătat că nu există diferenţe statistic semnificative între aceste populaţii. Studiul bazat pe 
analiza morfometrică geometrică (HATJINA et al., 2002) arată că există o variabilitate redusă la albinele 
melifere din Creta. 
 Rezultatele noastre indică că există un haplotip unic la albinele melifere din Creta, în ce priveşte 
frecvenţa cu valoare joasă. Se pare că acest haplotip este rezultatul importului de mătci străine sau al 
existenţei rasei pure de Apis m. adami. 
 În general, se poate ca în cursul ultimelor două decenii structura genetică a populaţiei de albine 
melifere să se fi modificat din cauza apiculturii transhumante şi a creşterii comerciale. Se pare că datele 
noastre nu coincid cu cele ale analizei morfometrice a lui RUTTNER (1988) în ceea ce priveşte existenţa 
rasei Apis m. adami. 
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