Desfasurare si rezultate pe etape

Etapa 1

Varroa destructor acarianul albinelor este unul dintre cele mai mari amenintari pentru
apicultura in lume. Ectoparazitul a fost introdus In Europa din Asia in anii caz in care s-a mutat de la
gada naturald, de la albinele estice, Apis cerana la albinele europene Apis mellifera. Azi este greu sa
gasesti orice colonie de albine care sa nu fie atacate de Varroa destructor. Coloniile de albine
infestate de Varroa destructor, fard tratament mor in termen de pani la trei ani. In general, Varroa
destructor contribuie considerabil la moartea coloniilor de albine, care se observa in intreaga lume.

Nu se cunosc mediatori chimici - feromoni ai artropodelor . Exista studii privind componente
din hrana larvara care ar functiona ca attractant a acarianului Varroa in celulele cu puiet de trantor
(‘acidul C4 1in principal) acestia fiind kairomoni.

Exista doar un brevet german, publicat in iulie 2014 care propune pentru dezorientarea
imperecherii la Varroa un feromon sexual : un amestec format din acizi gragi C18 — C16- C12

Obiectivul cercetdrilor din acest proiect este de a identifica mediatori chimici - feromoni §i/
sau kairomoni — care intervin In comportamentul capusii Varroa destructor, cu scopul de a obtine si a
testa 0 modalitate de combatere a acestui daunator.

S-au studiat posibile componente feromonale ale Varroa prin colectarea si analiza COV
(compusi organici volatili) din stup si din indivizi izolati.

Un model experimental de colectare si analiza volatile consta din:

= Izolarea esantionul de interes cat mai mult posibil, fard a-1 deranja (albinele/Varroa )

Colectarea volatilelor emise cu o tehnica cat mai sensibila si eficientd posibil limitdnd 1n acelasi timp

introducerea de contaminanti.

= Se colecteaza probe din background pentru a ajuta la identificarea contaminangilor din afara

compusilor de interes.

Se utilizeaza tehnici analitice adecvate pentru a detecta si evalua compusii biologic imporanti.

Se confirma identitatile compusilor calitativ folosind standarde si tehnici analitice adecvate.

Se testeaza activitatile biologice ale probelor biologice Apoi se confirma activitatea compusilor

identificati cu testele in lab sau camp ale mix-urile chimice de sinteza.

Analizand principalele modalitati de colectare a volatilelor, respectiv a posibilitatilor de
desorbtie si analiza ulterioara a acestora, am convenit la configurarea urmatorului model in 3 pasi :

1. colectare dinamica a volatilelor dintr-o incinta inchisa : a. intregul stup; b. o cutie
de sticla in care sunt plasati mai multi indivizi Varroa vii, cu si fara hrana larvara. Ca material
absorbant fibra Carbowax/PDMS, introdusa intr-un tub protejat introdus printr-un orificiu in spatiul
superior al incintei si legat la o pompa de prelevare, pompa de vid, cu debitul de la 400 - 200ml/min,
5-12 ore.

2. desorbtie in solvent, o spalare cu solvent a materialui din filtru pentru a colecta in filtrat
substantele volatile captate. se trece peste materialul absorbant din filtru solvent nepolar (eter de
petrol sau hexan) apoi gradient polarizat cu eter etilic apoi doar solvent polar ( eter etilic).

3. identificarea volatilelor printr-o tehnica si intr-un instrument analitic adecvat i anume GC — MS
Agilent, injector splitless, coloana DB-35, program de temperatura : 10 min izoterm 30° C, gradient
5° C pe minut pana la 75° C, urmat de 10 ° C /min pana la 280° C, apoi izoterm <15 min.
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Toate cercetdrile s-au desfasurat in laboratoarele ICCRR-UBB, cele ale USAMYV Clyj si in
stupinele partenerului cofinantator SC.VIITOR SANATOS, care a infiintat 3 stupine in trei locatii, in
care experimentarile si anume colectarea de Varroa, colectarea volatilelor si testele biologice s-au
realizat folosind familii de albine netratate chimic antiVarroa.

Colectarea de Materialul biologic s-a facut din stupine aflate in diferite localitati.

S-a studiat daca specia prizintd variabilitate determinatd de posibilitatea existentei unor
ecotipuri. In acest sens se va proceda la studiul elementelor de morfologie extern, in special elemente
de naturd dimensionala si coloristico-ornamentald, precum si elemente de chetotaxia.

Fig. 1. Material biologic colectat i pregatit pentru analize (din zona Cluj)

Fig. 2. Imagine la lupa binocular cu exemplare de Varoa destructor
Fig. 3. Imagine partea ventrala a corpului la Varoa destructor
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Fig. 4. Imagine la lupa binocular, partea dorsala a corpului la Varoa destructor
Fig. 5. Imagine apendici locomotorii si aparat bucal la Varoa destructor

Fig. 6. Imagine ornamentatie latero-ventrala la Varoa destructor



In laboratorul de entomologie s-a testat in etapa 2 -3 functinalitatea
mediatorilor ecochimici pentru verificarea modului de actiune al acestora
sau agreganti).

(repelenti

Etapa 2

"Investigatii n stup"
Indiciile chimice joaca un rol important in comportamentul de gasire a gazdei de catre acarianul
Varroa destructor . In literatura se afirmi ci Varroa d. distinge intre albine de virste diferite si
anume prefera albinele “nurses”(varsta de 7 zile) in detrimentul “foragers”( varsta de 20 zile).
Acarianului “prefera”celulele cu larve de trantor celor cu larve de albine lucratoare.
Scopul studiilor experimentale a fost identificarea mecanismelor chimice ale acestor
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acarianului folosind o “tinta” falsa.
Experimentari : au fost colectati COV in diverse conditii si analizati prin GC-MS.

Profilul determinarilor GC-MS, efectuata pe un aparat tip Agilent (7890& 5975 MSD)
permite fundamentarea unor concluzii in incercarea deslusirii mecanismului de identificare si
convietuire gazda-parazit, a unor conexiuni metabolice care intervin in interactiunea gazda-parazit.

A. colectare cu Carbotrap (carbune active) a COV din atmosfera stupului

Colectarea volatilelor din atmosfera stupului pe cartuse de carbune Carbotrap si analiza GC-MS a
identificat compusi in atmosfera din stup care sunt: emisii naturale datorate fiziopatologiei albinelor,
componente din materialele de constructie a stupului( majoritari) si contaminanti din mediu.

B. colectare in fibra SPME a volatilelor emise de puiet de trantor intr-un vial headspace Avand
in vedere ca acarienii se hranesc exclusiv cu hemolimfa puietului pe care il paraziteaza-
singura sursa de nutrienti necesara asigurarii vietii parazitilor- este de asteptat ca sa fie
compozitii asemanatoare intre constituientii ambelor organisme: gazda si parazit.

Exemplu de Analize efectuate: Analiza gaz-cromatograficd COV-urilor din larve de trdntor prin
tehnica SPME



Legenda: 1. Pentan (tr2.844); 2.Hexan (3.727); 3. 3-Metil-3-buten-1-ol (7.293); 4.0ctan (9.961); 5. Tetracloro-
etilena(10.300); 6. Nonan(13.811) 7. B-ocimen (18.692) 8. 2-Nonanona (19.976); 9. Esterul metilic al
acidului benzoic (20.131);

C. extractii in diversi solventi a puietului de trantor, puietului de albine lucratoare, pupe de
trantor, albine adulte si acarieni Varroa destructor .
Clasele de compusi identificati, in functie de solventul utilizat au fost:
» alcani superiori cu catena liniara si ramificata,
» acizi grasi saturati si mononesaturati respectiv esteri metilici si etilici ai acestor acizi.
» produsi de reducere ai acizilor grasi : aldehide,cetone si alcooli —identificati in cantitati mici
si doar in extractul: chloroform-metanol si acetat de etil din puiet de trantor

Etapa 3

Desfasurare ;

1. Obtinerea "formularilor" chimice identificate anterior ca posibili feromoni sau kairomoni

2. Studii comportamentale in laborator ale acarienilor Varroa destructor ca raspuns la stimulii chimici
identificati in extracte.

3. Conditionarea "formularilor", variantelor propuse ca semiochemicals.

4. Diseminare : workshop, participare la conferinte, articole

1. CO —-UBB- ICCRR a preparat in laborator 3 variante , ”formulari” — cockteiluri ecomonale pe baza

datelor obtinute anterior
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acarianului in prezenta variantelor de ecomon V1, V2, V3 si a facut recomandari pentru variantele ce
urmeaza sa fie testate
Rezultatele: V1 si V3 au manifestat activitate repelentd, iar V2 — activitate atractanta.



1. V1 Dupa 6 ore de la amplasarea materialului biologic se poate observa ca in varianta V1 existd o
usoara sensibilitate a acarianului fatd de mediatorul fixat pe dop de cauciuc, fiind usor repelent, acarienii
departandu-se de acesta

Fig. Momentul 0 V1 Varroa destructor  Fig. 8 Efectul V1 la 6 ore (Varroa se indeparteaza de sursa)

2. V2 Dupa 6 ore se poate observa ca in varianta V2 acarienii au o tendinta de deplasare spre mediatorul
testat, acesta manifestand actiune atractanta (fig.6 si 7). Toate exempalarele se deplaseaza spre mediator.

Fig. Momentul 0 V2 Varroa destructor Fig. Efectul V2 la 6 ore (Varroa se apropie)

3. V3 Dupa 6 ore 1n varianta V3 se constata cd fatd de acarian, mediatorul are un efect repelent (fig. 8 si
9). Toti indivizii Varroa din ”campul experimental” se deplaseaza usor de centru.

Comparativ cu varianta V1 la varianta V3 repelenta mediatorilor a fost mai accentuata.

UBB-ICCRR a realizat si studiit SPME- GC-MS pe larve de trantor de diverse varste obtinand rezultate
privind aspecte de fiziologie a puietului de albina,



Identificari Compusi Organici Volatili prin tehnica SPME 2016
Colectarea volatilelor emise de larve de trdntor vii —stupina Ciianu

Material :

20 de larve de trantor (Apis mellifera) cu varste de 7-8
zile au fost colectate din stupina Caianu in luna Mai

Fig. Prelevare puiet de trantor din stup si analiza cu tehnica SPME — GC-MS
Analiza gaz cromatografica a COV (aparat Agilent 7890 & 5975 MS)

COVs s-au adsorbite pe fibra

Fibra s-a injectat 1n inletul gaz-cromatografului, in modul “scan”, mentinut izoterm la 240°C, timpul de
desorbtie fiind de 10 min.

Coloana capilara utilizata a fost de tip HP 5-MS, 30 m x 0, 25 mm x 0,25 pm.



Gazul purtator He, debit de 1ml/min.Programul de temp. a coloanei GC: temperatura initiala este de
35°C, de la 35 1a 230°C 5% min apoi 10 min constant la 230°C.
Prin aceasta tehnica s-au facut prelevari de material biologic si analize ale COV repetate.

e Colectarea volatilelor emise de ADULTII VARROA prin tehnica SPME

Material: adulti Varroa destructor au fost colectati de pe fundul anti-varroa din stupina Caianu in luna
Mai

Metoda: Intr-un flacon SPME de 10 ml s-au introdus 20 de adulti Varroa vii proaspit colectati apoi
flaconul s-a sigilat cu dop cu septum de PTFE. Fibra SPME de tip
Divinilbenzen/Carboxen/Polidimetilsiloxan Analiza GC-MS a COV-urilor adsorbite pe fibra s-a efectuat
prin injectarea fibrei in inletul gaz-cromatografului, in modul “scan”.

Au fost identificati compusi volatili majoritari in VOC colectate repetat atat din emisiile puietului de
trantor, cat si emisiile adultilor de Varroa si s-au propus 3 variante pentru testari.

Studiul matricelor pentru conditionarea semiochemicals propuse in biotehnica OFFVARROA
Pentru conditionarea comusilor propusi in biotehnica OFFVARROA au fost testate in laborator doua
tipuri de substraturi: dopuri din cauciuc si filtre Whatman.

Ecomonul a fost aplicat dupa o prealabila dizolvare in solvent organic si retinut prin procese de absortie-
adsorbtie pe o profunzime variabild. Temperatura a fost cea a mediului ambiant.

Analizele materialului biologic s-au facut prin prelevarea aleatorie a unor rame cu puiet din stupi, la
care, apoi, s-a verificat denistatea exemplarelor de Varroa destructor raportata la numarul de larve
existente pe ramd. Ramele au provenit din stupina 1 judetul Salaj, si stupina 2 din orasul Reghin, la
care nu s-au aplicat tratamente de combatere a acarianului.

S-au efectuat cate 4 observatii la diferite date, la fiecare data analizandu-se cate 2 rame.

Pentru evaluarea densitatii populatiei in stationarele monitorizate s-a procedat la prelevarea puietului
din celulele capacite si la analiza materialului colectat.

Rame cu puiet (foto Pop Andrei-Emil) Prelevarea puiet din celulele
capacite (foto Teo Florian)

Variantele conditionate pe dopuri de cauciuc au fost testate in etapa urmatoare
folosind tehnica OFFVarroa pentru definitivarea amestecul ecomonal si demonstrarea
functionalitatea modelului.

Workshops cu participarea membilor din consortiu.



Participarea la manifestari tehnico-stiintifice din domeniul proiectului

» EurBee 2016 “ The 7th European Congess of Apidology, Cluj-Napoca, 7-9 septembrie 2016.
Sesiunea de postere

S Identification of Volatile Organic Compounds, using SPME/GC-MS techique, in honey collected
in Apiaries from Transylvania area.,

Maria Pojar-Fenesan, Ana Balea, Irina Ciotlaus and Mihaela Vlassa

Agriculture &Food” 4th International Conf. , 20-24 June 2016, Elenite Holiday Village, Bulgaria
Sesiunea de postere

o Different techniques for volatile collection of bee brood.

Maria Pojar-Fenesan, Ana Balea , Irina Ciotlaus and Mihaela Vlassa..

S Characterization of volatile profile of unifloral honey and their involvement in chemical
communication.

Ciotlaus, 1., Balea, A., Pojar-Fenesan., M., Vlassa, M.

2 Volatile components from multifloral honey and honeydew from apiaries with different
locations in Transylvania area, Romania.

Ana Balea, Maria Pojar-Fenesan, Irina Ciotlaus and Mihaela Vlassa

S  Studies on the chemical profile of some melliferous plant from Cluj-area, Romania, using diferent
extraction techiques ,ANA BALEA, MARIA POJAR-FENESAN, IRINA CIOTLAUS,

Revista de Chimie, in press 2017 (IF 1,232 Q3)
S Chemicals Markers in Volatiles of Multifloral and Unifloral Honey Collected by Apis mellifera from
Transilvania, Romania IRINA CIOTLAUS, ANA BALEA, MARIA POJAR-FENESAN, IOAN
PETEAN, in press revista Food Technology and Biotechnology (IF 0,891-2016, Q3), trimitere ID 5522

Diverse prezentari realizate de SC Viitor sanatos Grup pentru apicultori
https://www.youtube.com/watch?v=smF-Z4wEvmo&feature=player_ detailpage#t=25
https://www.youtube.com/watch?v=xZMuQ-MsoXk

https://www.youtube.com/channel/UChL9Y T-tPqoyldd0oj-Ipgw
https://www.youtube.com/watch?v=U{VhqvXN-b&

Etapa 4

Biotehnica OFFVarroa — demonstrarea functionalitatii

In anul IV al experimentelor s-au repetat colectarile de volatile emise de puietul de trantor de
diverse varste, cat si de adultii Varroa adunati manual din stup, s-a realizat modelul experimental si
s-a testat biotehnica propusa

Variante de produsi semiochiomici pentru testare in camp:


https://www.youtube.com/watch?v=smF-Z4wEvmo&feature=player_detailpage#t=25
https://www.youtube.com/watch?v=UfVhqvXN-b8
https://www.youtube.com/channel/UChL9YT-tPqoyldd0oj-Ipgw
https://www.youtube.com/watch?v=xZMuQ-MsoXk

Varianta 1 AAG Varianta 2 2- EH Varianta 3 ABIB Varianta 4 ONF

TESTE IN CAMP
Materiale si metode
Pentru a scadea populatia daunatorului Varroa in stup am instalat in stupi in care nu s-au facut

tratamente chimice (cu Varachet-amitraz) din cele 2 stupine produse semiochimice 1n 3 respectiv 4
variante, realizate la UBB-ICCRR Cluj-Napoca.

Indicatori ai proiectului :

1. Model experimental - Produs OffVarroa = “capcane” cu atractanti (compusi
semiochimici) pentru retinerea parazitilor

2. Biotehnica OFFVarroa

Pe perioada monitorizarii In cele patru variante aflate in testare in Stupina 1 s-au capturat un

numadr de 440 indivizi de Varroa. Cele mai multe capturi s-au realizat cu varianta 3 care a capturat
46% din totalul exemlarelor iar varianta V2 a capturat 26% din totalul capturilor.

Cele trei variante instalate In stupina 2 au capturat in total un numar de 161 indivizi, mai putin decat
in stupina 1, motivul putand fi infestarea mai redusa cu parazit Varroa.

Din formularile propuse carora li s-a studiat atractivitatea prin instalarea momelilor in camp,
in stupi in care nu s-au facut tratamente se poate spune ca varianta 3 (amestecul de acizi) este cea mai
atractivd acest amestec fiind un cokteil kairomonal. Varianta a doua poate fi considerat feromon de
agregare al indivizilor Varroa fiind identificat in volatilele emise de paraziti vii.

Toate aceste rezultate fiind originale au fost propuse spre brevetare.
3. Cerere de brevet
A fost trimis la OSIM Cererea de brevet inregistratd cu numarul A/00774/29.092017

Titlul inventiei : ”Biotehnica de combatere a acarianului Varroa destructor, parazit al
albinelor Apis mellifera folosind compozitii atractante”
Domeniul tehnic, la care se refera inventia: apicultura, protectia albinelor
Inventia se refera la o tehnicd, un procedeu de combatere a daunatorului Varroa destructor
parazit al albinelor Apis mellifera folosind mediatori ecochimici — kairomoni si feromoni - identificati
ca atractanti pentru acarianul Varroa destructor, adultii parazitului fiind atrasi, capturati si indepartati
din stup, reducand astfel populatia si intrerupand ciclul biologic al ddunétorului.
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