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Bevezetés

Az Okoszisztéma rendkiviil Osszetett kolcsonhatdsokon alapuld folyamat. A méhek a
természet fennmaradasaban és az emberiség szamara jelentds szerepet toltenek be. Alapvetd
fontossaguak az egyre inkabb ndvekedd élelmiszersziikséglet miatt. Méhek nélkiil a jovobeli
¢lelmiszer ellatas fenntarthatosaga keriilne veszélybe (Lampeitl, 2004).

A hazi méh (Apis mellifera) beporzd tevékenységét tekintve nélkiilozhetetlen a bioszféra
természetes rendszerében. Meghatarozd szerepet t6lt be a vadon él6 novényfajok diverzitasanak
megOrzésében. A rovar beporzas alapvetéen fontos a legtobb gylimolcs és zoldség esetében, ezaltal
a hazi méh a mezdgazdasagban nagymértékben hozzajarul a termés mennyiségének ndvekedéséhez.
Tobb ipardg (élelmiszeripar, gyogyszeripar, vegyipar) hasznositja a méhcsalad altal 1étrehozott
termékeket, mint a mézet, a viaszt, a propoliszt, a méhpemp6t valamint a méhmérget (Matray,
2002., Vicze, 1997). Az akacméz mindsége és egyedisége miatt Hungaricumnak szamit (Internet 1).

A méhek populdcié mérete csokkend tendenciat mutat a vildgon, amely az élelmiszerlanc
egészére hatassal lehet. A méhcsalddok 6sszeomlasa egy olyan Gsszetett probléma, mely a csaladok
hirtelen eltiinésével jar. Ez a jelenség példaul az Egyesiilt Allamokban jelentds szamu termeld
méhcsalad pusztulasahoz vezetett (Johnston, 2011., Matray-Szél, 2000).

Magyarorszagon is felbecsiilhetetlen hasznot hoz a kozel félmilli6 méhcsalad beporzéd
tevékenysége, mely a mezdgazdasdgi kultirdk termésatlagdnak novelésén thl, eldsegiti a
biodiverzitas fenntartasat (Matray, 2002). A magyar méhészet a mezdgazdasag bruttd termelési
értékének 1%-at, az allattenyésztésnek kozel 3%-at adja (Magyar Méhészeti Nemzeti Program
2010).

Magyarorszagon 6shonos méhfajta a krajnai méh (Apis mellifera carnica), mely kivaléan
alkalmazkodott az dkologiai feltételeinkhez. Tenyésztése szabalyozott és ellendrzott koriilmények
kozott folyik (Magyar Méhészeti Nemzeti Program, 2010). E fajta genetikai tisztasagat
veszélyeztethetik a kiilfo1drél hazankba érkez6 mas fajtak.

Hipotézisiink igazoldsara mitokondridlis DNS markert valasztottunk, mely az allatok
evolucids kutatasanak népszeri molekularis genetikai eszkoze. Torzsfejlodési vizsgalatok
tanulmanyozasara is alkalmas (Avise, 1994). Vizsgalatunkhoz a teljes mitokondrialis genomon

beliil a citokréom oxidaz I régio egyik legvariabilisabb szakaszat vizsgaltuk.



1. Témafelvetés

A héazi méh mitokondridlis DNS-e kapcsan szamos kutatast végeztek kiilonb6z6 genetikai
modszerek segitségével.

Mitokondrialis DNS felhasznalasaval 22 méhészet 142 méhcsaladjat elemezték az Egyesiilt
Allamok DK-i részén. Az eredmények alapjan a csaladok 4 %-a az Apis mellifera mellifera fajtiba
tartozik. Apis mellifera ligustica és Apis mellifera carnica fajta a fennmarad6 96 %, melyek import
utjan kertiltek a teriiletre a XIX. szdzadban. Jelentds kiilonbséget figyeltek meg a vad és tenyésztett
populaciok kozott. Javaslatot tettek arra, hogy a két populacié kozott 1évo genetikai variabilitds
lehet6séget nyujthat tovabbi tenyésztési programokra (Nathan-Sheppard, 1995).
vizsgalat soran harom okotipust kiilonitettek el: Bansag (B), Syenichko-Peshterski (S) illetve Timok
(T). Az eredményeik alapjan az orszagban jelenlévo fajtak a ,,C” szarmazasi vonalba sorolhatok. Az
eredmények alapjan az dkotipusok tobb haplotipusba kiilonithetdk el. Szerbidban e tanulmanyban
alkalmaztak el6szor a mtDNS vizsgalatat, mint molekularis technikat, az Apis mellifera szarmazasi
vonalainak feltérképezéséhez (Kozmus et al., 2007).

Magyarorszagon a krajnai méh (Apis mellifera carnica) genetikai diverzitasat vizsgaltak
RAPD-PCR segitségével 6 kiilonbozd anyaneveld méhészet 19 méhcsaladjaban. A kapott
eredményeket morfologiai eredményekkel vetették 6ssze. Bizonyitottak, hogy az egy tenyésztd altal
nevelt csaladok nem hasonlitanak jobban egymasra, mint az orszag mas részérél szarmazok. Az
analizis alapjan meger0sitették, hogy az altaluk vizsgalt hazai anyaneveld telepek nagyfoku
diverzitast mutatnak, melynek nagy szerepe lehet a jo termelési tulajdonsagok megtartasaban
(Révay et al., 2008).

A keresztez0dés igazolasanak vagy cafoldsanak kivalo eszkoze a mitokondrialis genom,
mely 0j szarmazasi vonalak felfedezésében is szerepet jatszott.

Tudomanyos didkkdri munkamban valaszt kerestiink arra, hogy a Magyarorszagon dshonos
krajnai méh fajta (Apis mellifera carnica) homogén vagy mas fajtak bearamlasa is kimutathat6 az

altalunk vizsgalt mintdkban.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. A hazi méhek és a méhészet torténete

A méhek a Foldon joval az ember el6tt jelentek meg. A legrégebbi lelet 30 millié éves, a
foldtorténeti harmadkorbol szarmazik. Az emberrel vald kapcsolat kezdetérdl egy spanyolorszagi
barlangfestmény tantaskodik, mely 20 ezer éves. A torténelem el6tti idok embere az egész 1épet —az
alcakkal és petékkel egyiitt- elfogyasztotta (Kotics, 2002).

Az asszirok ¢ékirdsos tablat hagytak az utodaikra, melyen mézbdl késziilt gyodgyszerek
receptjeit irtak le. Az okori Egyiptomban a templomi dombormiivek bizonyitjadk a méhészkedést. A
mézet balzsamozasra is hasznaltdk. Az Oszovetségben ugyancsak talalunk utalast a méhek
gondozasarol, a fiistolésérél és a méz kinyerésérdl. Belsé-Azsiaban feltart asztanai temetd egyik
aknasirjanak a falfestményén méhkaptar és méhek lathatok. Az dOkori gorogok is gyakoroltak a
méhészet mesterségét. ROmaban, a csaszarsag koraban a f6 étkezéseken allando kellékké valt a méz
¢és a mézzel készitett ételek (Vicze, 1997).

A méhészet Eurazsiaban is elterjedt, a Karpat-medencében mar a honfoglalas el6tt ismert
mesterséggé valt. A méhészetrdl az elsd irasos emlékiink Szent Istvan korabol szarmazik. Matyas
kiraly idején a méhészkedés jelentds fejlédésnek indult, egyre nagyobb igény jelentkezett a méz és
mézbdl késziilt termékek irant. A magyar méhészek lattdk el a kornyezd orszagokat mézzel,
mézeskalaccsal, mézsorrel és viasszal. A méz fogyasztasa és a viasz hasznalata Matyas kiraly
korszakaban nagyobb jelentdséggel birt, mint napjainkban, igy nagy mennyiség keriilt exportra. A
méhészkedés a XVI. szdzadban indult hanyatlasnak. Méria Terézia 1776-ban eltérélte a méhészettel
foglalkozok adogjat. 1770-ben Bécsben méhészeti féiskolat alapitott ennek kovetkeztében a
mesterség ismét fejlédésnek indult (Halmagyi- Keresztesi, 1991).

A méhek a természetben egy faoduban vagy sziklarepedésben esetleg foldiiregben épitenek
lIépeket. Korabban az ember a méhek kirablasaval jutott hozza a mézhez, késébb fatonkbe illetve
kasba helyezte a méhcsaladot. Ez mar egy sokkal hatékonyabb modszernek bizonyult, de a kas
illetve fatonk bovitése tovabbra sem valt lehetéveé, igy nagyobb hordas idején a méhcsaldd egy része
kirajzott. Az egyik leghatékonyabb és mai napig is jol miikodé modszer 1683-ban a keretes kaptar
megjelenése. Hazankban a bioméhészkedés a kaptarak és keretméretek szdmos tipusaval folyik.

Magyarorszagon a méhlegeldk sokféleségébdl adodoan allo és vandor méhészetek alakultak ki



(Szalai, 2001). Ezaltal a mézel6 méh fokozott szerepet t6lt be a vadon él6 novényfajok

diverzitasanak fenntartdsaban tovabba a mezdgazdasagi kulturdk beporzasaban.

2.2. A méhek rendszertana

Szamos méhfaj alakult Ki a vilagon a kiilonb6z6 természeti koriilményekhez alkalmazkodva.
A faj és fajta fogalma biologiai és morfoldgiai megkozelitésben értelmezhetd. A faj az
¢l6lények rendszerezésének az alapegysége. A morfologiai megkozelités az egymashoz hasonlito,
de mas egyedektdl eltérd allatok csoportjat jelenti. Bioldgiai értelemben a morfoldgiai
tulajdonsagok helyett a genetikai tulajdonsagok a mérvadok, vagyis a génkicserélddésen van a
hangstly. A fajon beliil megkiilonboztetiink alfajokat, valtozatokat, -eltéréseket, foldrajzi
valtozatokat (Okotipus) és rasszokat. A méhészeti szakirodalomban az alfaj helyett a fajta
megjelolést hasznaljak. A fajon beliil az alak, és élettani eltérést mutatd csoportok megjelolésére is
a fajta megnevezést alkalmazzak. A fajtak egymassal keresztezve termékeny utodokat hoznak Iétre,
természetes €s mesterséges uton is kialakulhatnak. A hdzi méh fajhoz dsszesen 39 fajta sorolhato. A
fajtdk tobbnyire természetes Uton jottek létre, az emberi beavatkozas csak kis mértékben jatszott
szerepet (Matray, 2002).
A héazi méh rendszertani helye:
izeltlabuak (Arthropoda) torzse
Légcesovesek (Tracheata) altorzse
Rovarok (Insecta) osztalya
Szarnyas rovarok (Pterygota) alosztalya
Hartyasszarnytiak (Hymenoptera) rendje
Fullankosok (Aculeata) alrendje
M¢hek (Apidae) csaladja
A hartyasszarnyaak (Hymenoptera) rendjébe kb. 100.000 faj talalhatd, ebbdl 2000 fajt a
méhfélék (Apidae) csaladjaba sorolunk. Jelenleg nyolc fajt ismeriink az Apis nemen (genus) beliil.
Ezek a kovetkezdek:
e nyugati (europai) hazi méh (Apis mellifera) (Linnaeus, 1758)
o torpe méh (Apis florea) (Fabricius, 1787)
e keleti hazi méh (Apis cerana) (Fabricius, 1793)
e Orias méh (Apis dorsata) (Fabricius, 1798)
e Dbokor vagy bozotlako méh (Apis andreniformis) (Smith, 1858)
8



o sziklak méhe vagy himaldjai méh (Apis laboriosa) (Smith, 1871)

e vOros méh (Apis koschevnikovi) (Buttel-Reepen, 1906)

e aproméh” (Apis nuluensis) (Tingek-Koeniger-Koeniger, 1996)

A hazi méh fajtai foldrajzi elterjedés szerint:

2 e o

10.
11.
12.
13.

Krajnai méh (Apis mellifera carnica) — a Balkan-félszigettdl az Alpokig

Olasz méh (Apis mellifera ligustica) — Italia, Europa, Amerika

Sotét eurdpai méh (Apis mellifera mellifera) — Eszak-Eurdpa, Kozép-Oroszorszag
Kaukazusi méh (Apis mellifera caucasica) — Kaukazus, Romania, Bulgaria

Ciprusi méh (Apis mellifera cypria) — Ciprus

Tell méh (Apis mellifera intermissia) — Ibériai-félsziget, Eszak-Afrika (Marokkotol
Libiaig)

Egyiptomi méh (Apis mellifera fasciata) — Nilus volgye

Fokfoldi méh (Apis mellifera capensis) — Fokvaros

Afrikai méh (Apis mellifera adansoni) — a Szaharatol Dél-Afrikaig

Keleti méh (Apis cerana) — Azsia

Orias méh (Apis dorsale) — Azsia

Torpe méh (Apis florea) — Azsia

Braziliaban kiszabadult afrikanizalodott méhhibrid az un. ,,Gyilkos méh” az Apis

mellifera scutellata és az Apis mellifera hibridje (Matray, 2002).



2.3. Az Eurépaban gazdasagilag jelentés fajtak jellemzése

2.3.1. A krajnai méh fajta (Apis mellifera carnica)

A krajnai méh Magyarorszag  Gshonos
méhfajtaja (1. kép). A név az Alpok teriiletérdl
szarmazik. Megtalalhato a Duna vdlgyben, az
Alpokban  Ausztria déli részén, Szlovénia és
Horvatorszagon at a dalmat partokig. Elterjedt fajta
Norvégiaban, Oroszorszagban ¢s Kanaddban. A
Karpat-medence méhének is tekintjik, hiszen a

szlovak, dél-lengyel és a Karpatokban a hegyi méhek

teriiletére a kontinentalis klima jellemz6, ahol a hosszu hideg tél és a meleg, szaraz nyar valtja
egymast. A legjobban atteleld fajta, a Duna volgyében akar a minusz 30 OC-ot is taléli.

Az anya a nyari hordastalan idékben alkalmazkodik a lehetdségekhez, csokkend nektarforras
esetén visszafogja a petézést.

Az Apis mellifera carnica testfeliilete barnas, sziirkés, vilagossziirke széles szérovekkel.
Szorozete a toron barnds, kitinpancélja sotét szinll. 2-3 potrohgylirijén sargasbarna folt vagy csik
jelenhet meg. Fontosabb fajtabélyege a szipoka, melynek hossza 6,5 mm, a kubitalis (a harmadik
konyoksejt két erének aranya) index értéke 2,3-3,0, a tergitek sotétek, a masodik torszelvényen
kétoldalt néhany %-ban sargas szin huizoédhat.

Nem tamadé hajlamu, akar véddeszkozok nélkiil is kezelhetd, kdzepesen rajzonak tekintik.
Viszonylag kis népességgel telel és tavasszal gyorsan fejlodik. Nagy csaladot fejleszt korai akacra.
Tajékozodasi képessége kivalo, a terepviszonyokat és a szineket ismeri fel (Lampeitl, 2004.,
Matray, 2002., Vicze, 1997).
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2.3.2. Az olasz méh fajta (Apis mellifera ligustica)

2. kép: Apis mellifera ligustica (forras:
Internet 3)

Az olasz méh (Apis mellifera ligustica) (2. kép)
jellegzetesen sarga szinli. Az anya nem fogja vissza a
petézést, amikor csokken a nektarforrds, igy a
hordéstalan idében veszélybe keriil a csalad. Nagy
népességgel telel, nagy a téli fogyasztasa. Oshazaja az
Ibériai-félsziget, ezaltal alkalmazkodott a révid, enyhe,
nedves télhez és a hosszl, szaraz nyarhoz. Az eurdpai
méhhez képest zomokebb, rovidebb. A szipdkajanak
hossza 6,3-6,6 mm. A szOrOve sarga, a potrohgytri
kitinje vilagos szinii. Szelidnek tekintik, nem rajzo

hajlama. T4jékozodasi képessége a krajnai méhhez

képest gyengébb (Marton, 2010., Matray, 2002., Prigli, 2000).

2.3.3. A sotét europai méh (Apis mellifera mellifera)

A sotét europai méh (Apis mellifera

mellifera) (3. kép) eredeti hazaja Eszak-Eurépa,

az Alpok nyugati lejtéje illetve Kozép-

Oroszorszag. Tavasszal viszonylag nehezen |

indul fejlédésnek, azonban nagy csaladdal telel.
Méretét tekintve nagyobb az el6z6 két fajtahoz
képest, ugyanakkor szipokaja rovid: 5,5-6,4
mm. Potroha széles, kitinpancélja pedig
egyontetli sotét szinii, a 2. €s 3. potrohgyliriin
ritkan fordulnak el6 sarga foltok, viszont sarga

ov nem jellemzdé. Hosszu szorzetli, keskeny

3. kép: Apis mellifera mellifera (Internet 4)

szOrovekkel. Kubitalis indexe kicsi: 1,3-2,1. Tavasszal csak lassan fejlodik kozepes erdsségiire.

Tamado hajlamu, de a rablas nem jellemzi a fajtat (Marton, 2010., Matray, 2002., Prigli, 2000).

11



2.4. Az Apis mellifera faj elterjedése
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1. abra: Az Apis mellifera evolicios vonalainak és fajtainak természetes eloszlasa
Eurépaban (forras: De la Rua et al., 2009)

Molekularis genetikai mddszer -SNP (Single Nucleotide Polimorphism) vagy mas néven
pontmutacio- segitségével bizonyitottak azt a feltevést, hogy az Apis mellifera afrikai szarmazasq.
A tovabbi genetikai vizsgalatok harom evollcids szarmazasi vonalat kiilonitettek el (1. abra). A
jégkorszak utan fennmaradt populéciok Eurdpa felé¢ vandoroltak tovabb. A mediterran teriiletekrol
Eurdpa északi része felé terjedtek, az egyik {6 teriilet az Ibériai-félsziget, ahol a s6tét europai méh
(Apis mellifera mellifera), a masik a Balkan-félsziget, ahol a krajnai méh (Apis mellifera carnica)
jelent meg (Whitfield et al., 2006., Franck et al., 2000).

A legnagyobb természetes teriiletén valo eloszlassal a sotét europai méh rendelkezik. Mar 4000
¢ve jelen van Franciaorszag, Skandindvia és a Brit-szigetek teriiletén. Ez a fajta manapsag
szomszédos fajtakkal hibridizal, mint példaul az Olaszorszagban honos olasz méhvel (Apis
mellifera ligustica) és a balkani orszagok honos fajtajaval, a krajnai méhvel (Apis mellifera
carnica). Az importbol szarmazd idegen honos fajtak betelepitése miatt a fajtak kozotti
keresztez6dés jelentds (Carreck, 2008., Jensen, 2005).

A Szerbiabol, Szlovéniabol és Horvatorszagbol gyiijtott krajnai méh (Apis mellifera

carnica), a macedon méh (Apis mellifera macedonica) és a gorog méh (Apis mellifera cecropia)
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fajtak kozelmultbeli molekuldris genetikai elemzését kovetden a kutatok arra az eredményre
jutottak, hogy a populacidk szoros rokonsagi kapcsolatban vannak egymadssal, melyet valoszintileg
a génaramlas okozott (Kozmus et al., 2007).

Az Apis mellifera carnica az egész kozép-kelet-curdpai régiokban megtalalhatd. A fajtan beliil
foldrajzi valtozatok (Okotipusok) alakultak ki, melyek az alpesi, a pannon és a foldkozi-tengeri
zondkban talalhatoak. Ezek az okotipusok befolyasoljak a szomszédos fajtakat, a nyugati és az
adriai-tengerparton az Apis mellifera ligustica-t, az Apis mellifera mellifera-t és az Apis mellifera
macedonica-t (Ruttner, 1988).

A korabbi kutatasok alapjan olaszorszagi méh populéciok keriiltek Franciaorszag és Szlovénia
teriiletére. Az Apis mellifera ligustica az olasz félszigetre korlatozodott a poszt-pleisztocén
idoszakban. Az Apis mellifera mellifera a Ligur-tenger partja mentén, az Apis mellifera carnica
pedig az Adriai-tenger partjan terjedt el. A két fajta keresztez6dését az Alpok akadalyozta, mint
természetes foldrajzi barrier. Napjainkban egyre inkabb alkalmazott molekularis genetikai
modszerek alatamasztjak, hogy a két fajta hibridizalodott és uj fajtak jottek létre, mely feltehetden
az ember okozta mesterséges keresztezések eredményei (Frank et al., 2000).

Az Apis mellifera ligustica a méhészek kozott kedvelt fajta. Az intenziv gazdalkodas a
méhanydk tenyésztését eredményezte Eszak-Eurépaban, Ausztralidban és a Kanari-szigeteken.
Hasonloképpen felkeltette a méhészek figyelmét az Apis mellifera carnica is vilagszerte. A
méhtartok megkdnnyitették a krajnai méhanyék szallitasat az elterjedési teriiletiikon kiviilre, a vilag
barmely részén. A krajnai méh mar a 18. szdzadban ismertté valt Europa szerte. Szintén ilyen
elényods és kedvelt fajta a kaukazusi méh (Apis mellifera caucasica), melyet a méhészek mar tobb
mint 100 éve intenziven tartanak. A kaukazusi méhek elterjedési teriilete mesterségesen boviilt
Nyugat-Torokorszag ¢és Bulgaria teriiletére, jelentdés szamu kaptar keriilt be Oroszorszagba,
Ukrajnaba, Németorszagba és Franciaorszagba (Frank et al., 2000., Ruttner, 1988).

Az olasz és krajnai méhek intenziv terjesztése az egész europai kontinensre a két fajta szinte
teljes cseréjét eredményezte a koOzép-europai orszagokban, mint példaul Németorszagban.
Hibridizacios valtozatai jelentek meg a skandinav orszagokban és a Brit-szigeteken (Jensen et al.,
2005). Miutan egy viszonylag kis népesség differencialodott Olaszorszag teriiletére a méhkiralynd
intenziv tenyésztésével és a migracios méhészettel egy olyan 0j génallomany jott 1étre, amely

kizarolag e teriiletre jellemz6 (Dall’Olio et al., 2007).
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2.4.1. Az europai méh fajtik veszélyezteté tényezdoi

Az eurdpai méh fajtdk veszélyeztetd tényezdit foglaltam Ossze a kdvetkezd tablazatban (1.

tablazat). Ramutat arra, hogy a genetikai sokféleség megérzése ¢és a hibridizalodas elkeriilése

rendkiviil fontos feladat a méh fajtdk megdrzése szempontjabol.

1. tablazat: Az eurdpai méh fajtak veszélyeztet6 tényezOi Osszefoglalva (De la Rua et al., 2009.,

Szalay, 2008., Vicze, 1997):

Veszélyezteto tényez6

Kozvetett hatas

Kozvetlen hatas

Kornyezetszennyezés

Talaj- és vizszennyezés, klimavaltozas

peszticidek, herbicidek;
korai viragzas, mely a
klimavaltozassal fiigg 0ssze, ez
populéciok besztkiilését

idézheti el6

Fajok behurcolasa

a parazitak és nem ismert korokozok terjesztése;

a tajidegen fajok terjesztése

a legfobb gondot jelenleg a
méh atka okozza (Varroa
destructor);
hibridizacié az 6shonos fajok

kozott

Intenziv foldhasznalat

természetes ¢l0helyek eltiinése

a megfeleld fészkeld- és
taplalkozo élohelyeknek a

besziikiilése

a genetikailag modositott

ndvények terjesztése

a vadon €16 allatok veszélyeztetése

a természetes €él6helyek
besziikiilnek, nem megfeleld a

méhek szamara a nektarforras

karos méhészeti tevékenységek

a vandorldé méhészet €s a méhkiralyndével valod

kereskedelem

kiilonbozo fajtak hibridizacioja; a

genetikai sokféleség besziikiilése

a méhészek tdmogatasanak

mérséklése

méhészetek csOkkenése

az europai hazi méh populaciok
csokkenése, esetleg néhany faj

eltiinése vagy kihalasa

védelmi politikak hianya

a méhészeti tevékenységre nincs korlatozoé tényezo

valamennyi fent emlitett hatas

14



2.5. Mitokondrium és mitokondrialis DNS (mtDNS)

A mitokondrium 6nallé genommal rendelkezik, amely az emldsokben kettés szala, kor alaka
DNS-molekula. A két lanc bazisosszetétele eltér egymastol oly moddon, hogy a két lanc
centrifugalassal szétvalaszthat6. Ez alapjan H (heavy, azaz nehéz) és L (light, azaz konnyii) lancot
kiilonboztetink meg. A lancokat a guanin-, illetve citozin tartalmuk alapjan kiilonitik el.
Tulajdonsagaikat tekintve szamos eltérést mutatnak példaul az 6roklédés modjaban, a rekombinacio
fokaban, az intronok méretében és szamaban, a javitd mechanizmusokban, a mutécids rataban
(Scheffler, 1999).

A DNS-nek két tipusat kiilonboztetjiik meg: a genomialis és a mitokondridlis genomot,

melyet a 2. abran szemléltetek.

Mitokondrialis
Genomialis DNS: DNS: ClrlkllJ(IaIHS
linearis DNS, DNS molekula a
5ma mitokondriumban
kromoszémakba

rendezett

2. abra: A DNS tipusai (forras: http://www.profimedia.hu/picture/cell-rajz/0042269948/)

A genomialis és mitokondrialis genomok kozotti fobb kiilonbségek (Brown et al., 1979.,

Omland, 1997):

e A genomialis genomban csak minden ezredik bazis, a mitokondrialis genomban minden
szazadik bazis mutat eltérést.

e A mtDNS mutacioés rataja joval nagyobb, mint a genomialis DNS mutacios rataja.

e A mitokondrialis genomban nagyon révid intronok talalhatoak.

e A mitokondrialis genom 37 gént hordoz, a gének hossza atlagosan 450 bazis.

e Hisztonok és egyéb fehérjék nem kotédnek a mitokondridlis genomhoz = igy a mutagén
hatasoknak nagyban ki van téve.

e A mMtDNS szekvencidk szabalyszeriibben valtoznak a morfologiai és a fiziologiai
tulajdonsagokhoz képest.

e A morfologiai és genetikai evoliciés ratak kozott korrelacié mutathatdo ki bizonyos
esetekben.
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A mtDNS analizis érzékenyebb technika, mint a sejtmagi DNS molekulainak vizsgalata.
Elénye, hogy a sejtmaggal nem rendelkezd mintak analizisét is lehetdvé teszi. A moddszer
eredményesen alkalmazhato roncsolodott DNS molekuldk esetében is. A mtDNS kizardlag anyai
agon oroklddik (SEAOK Igazsagiigyi és Biztositas-orvostani Intézet), az allatok evolicios
kutatasanak népszerii molekularis genetikai eszkoze. Torzsfejlédési vizsgalatok elvégzésére,
valamint a populaciok szerkezetének, dinamikajanak és molekularis  evolucigjanak
tanulmanyozasara is alkalmas (Avise, 1994). Eddig szamos taxon teljes mtDNS szekvenciajat
hataroztak meg, amelyek segitségével ugynevezett ,,univerzalis primercket” fejlesztettek ki. Ezek az
oligonukleotidok konzervalodtak ¢és a hianyos genetikai hattérrel rendelkez6 taxonok
megfigyelésére is alkalmassa valtak (Kocher et al., 1989).

A mitokondrialis genomot a legtobb fajban vizsgaltak mar, mely egy kerek, koriilbeliil 16 kb
méretii, 13 fehérjét kodolo, egy nagyobb nem kodold (D-loop), 2 rRNS, 22 tRNS régidja van. Eddig
14 rovar faj genomjat teljesen megszekvenaltak, melyek a kovetkez6k (Shao et al., 2001., Yukuhiro
etal., 2002):

e 7 légy faj: Drosophila yakuba, D. melanogaster, D. mauritiana, D. sechellia, D.

simulans, Ceratitis capitata, Cochliomyia

e 2 szinyog faj (Dipteria): Anopheles quadrimaculatus, A. gambiae

e Bombyx mori (Lepidoptera)

e Apis mellifera (Hymenoptera)

e Locusta migratoria (Orthoptera)

e Triatoma dimidiata (Hemiptera)

e Heterodoxus macropus (Phthiraptera)

2.5.1. A hazi méh (Apis mellifera) mitokondrialis DNS-e

A hazi méh mtDNS-e kor alak(i molekula, teljes szekvencidja 16.343 bazispar hosszu
(Clary-Wolstenholme, 1987). Ez a genom 13 fehérjét kodolo gént, 22 tRNS-t, 2 rRNS alegységet és
egy nem kodolo régiot tartalmaz (3. abra). A leghosszabb nem kodold régio a tRNS és a COII
kozott talalhatd, amely 193 nukleotidbodl all. Egyéb méh fajok esetében szintén e két gén kozott
figyelhetd meg a nem kodold szakasz. A mtDNS tekintetében kiilonbségeket figyeltek meg a
rovaroknal a Diptera, Hymenoptera, a Diptera rendjén beliil az Aedes és a Drosophila yakuba
kozott. A méh mtDNS-e hosszabb, mint a Drosophila-é, révidebb a kontroll régio, altalaban
hosszabb a gének kozotti valamint a nem kodold rész. A méhekre jellemzd fehérje szekvencidkrol
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sz0l6 beszdmolok szerint nagyobb szamu szubsztiticid kovetkezett be a méhek esetében a kdzos
6stél szamitva a Diptera-hoz, Hymenoptera-hoz, Aedes-hez és Drosophila-hoz képest. Egyéb
fajokkal ellentétben azonban a hazi méh mtDNS-ére jellemzd AT gazdagsdg okainak feltarasa
tovabbi kutatasokat igényel (Clary-Wolstenholme, 1987).

Az Apis mellifera mtDNS-ében AT gazdagsag jellemz6. A hazi méh mitokondrialis genomja
igen magas AT aranyt mutat, 84,9 % (Drosophila yakuba-ban 78,6 %) (Clary-Wolstenholme,
1987). A nagy szamban el6forduld nukleotidok jelenlétének okai azonban bizonytalanok.
Ugyanakkor azt is megallapitottak, hogy egyes mutacios folyamatok kedveztek a generéaciorol
generaciora novekedett AT aranynak (Crozier-Crozier, 1993).

Minden iniciacional a méh mtDNS-ben a fehérjét kodolé aminosav a metionin (3 ATG, 3
ATA) vagy az izoleucin (1 ATC, 6 ATT). Minden stop kodon a TAA, kivéve a COI és COII
régiokat, ahol mas végzédés is lehet, mint példaul T vagy AT (Cornuet et al., 1991).

Az A. mellifera és D. yakuba mtDNS genomjanak tekintve az AT nukleotidokat tartalmazo
kodonok %-os aranyaban, az eltérés mértéke a masodik helyen az aminosavakat felépité AT
triplettek pozicidjatol fiigg. Az A. mellifera-nal kb. kétszer tobb transzverzio fordul eld, mint a
Drosophila-nal. Ez az arany a kodont felépité bazisok pozicidjatol fliggben valtozik (Crozier-
Crozier, 1993).

A hazi méh mtDNS-e 43,2 %-a adenin, 41,7 %-a timin, 9,6 %-a citozin és 5,5 %-a guanin. A
méh mtDNS-ében a legritkabb a guanin. Hasonloan alacsony érték figyelheté meg a tiiskésboriiek
koziil a Paracentrotus lividus mtDNS-ében. A gerinctelenek esetében (mint példaul a Drosophila
yacuba vagy a fonalférgek koziil az Ascaris mum valamint a C. elegans), melyeknél jellemzden a
legritkabb nukleotid a citozin (Wolstenholme, 1992).

3. abra: A hazi méh (Apis mellifera) mitokondrialis genomjanak térképe, melyen piros nyil jeldli a

citokrom oxidaz I-es régiot (COI) (forras: Crozier-Crozier, 1993)
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2.5.2. A citokréom oxidaz I gén (COI)

A mtDNS citokrom oxidaz gén I. alegysége néhany kiilonleges sajatossaggal rendelkezik,
melyek révén alkalmas eszkoze az evolicios kutatasoknak. A citokrom oxidaz I részt vesz a
membranon keresztiil torténd bonyolult elektrontranszportban ¢s a hozza kapcsolc’)d(’) proton
helyeket, a proton csatorna alkotdelemeit valamint az a-helikazt (Saraste, 1990., Gennis, 1992). Az
aminosav maradvanyai, melyek a reakci6 kézpontban erdésen konzervalddtak, nem dominalnak a
COI molekula kozpontjaban, lehetdvé téve néhany régioban a nagymértékii variabilitast. A
citokrom oxidaz I alegysége a harom mtDNS-t kodolo citokrom oxidaz alegység koziil az egyik
legnagyobb régio (Lunt et al., 1996).

A mtDNS kutatésai alapjan a COOH végen szignifikdnsan tobb a variabilitas, mint a belsd
hurkokon, a kiils6é hurkokon, a transzmembran spirélon vagy az NH; végen. A mtDNS-ben talalhato
szekvencia variabilitas, azonban kapcsolatot teremt szamos alapvetd funkcionalis teriilettel. Nagy
mennyiségli konzervativ primerrel amplifikaltdk az eltéré variabilitdsu régiokat azon célbol, hogy

meghatarozhassak a rovarok teljes COI génjét (Saraste, 1990).
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4. abra A citokrom oxidaz I gén (Lunt et al., 1996)
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2.6.  Genetikai tavolsag vizsgalatok

A genetikai sokféleség vizsgalatahoz a legaltalanosabb modszer a PCR technikaval torténd

amplifikalas, majd szekvenalast kovetden a szekvencia eredmények elemzése.

2.6.1. A polimeraz lancreakcio (PCR)

A polimeraz lancreakcio (PCR: Polymerase Chain Reaction) felfedezdje Kary Banks Mullis,
aki eredményéért 1993-ban kémiai Nobel-dijat kapott. Az eljaras 1ényege, hogy a vizsgalandé DNS
szakasz szintézise lehetévé valik. A PCR elve a DNS fiiggé DNS polimerazok aktivitasan alapul.
Ez az enzim egy indit6 oligonukleotid, a primer segitségével képes lemasolni, és igy megkettézni az
eredeti DNS szalat. A ciklusos miikodésnek koszonhetéen az eredeti DNS molekula, a templat
tobbszorosére felsokszorozodik. A technika létrejottét egy termostabil DNS polimeraz, a Taq
polimeraz felfedezése ¢és az automatizalt fitéblokkok kialakitasa tette lehetové, hiszen a reakcid
altalaban 50 és 95 °C kozotti hémérsékleten zajlik le és ciklusosan ismétlédik (Dezs6, 2005., Féstis

et al., 2000).

Komponensei:

» DNS-templat:
bioldgiai mintabdl izolalt DNS, amely lehet genomialis- vagy extrakromoszomalis
DNS (plazmid) vagy RNS-r6l reverz transzkripcioval atirt cDNS

» Primerpar:
a 15-30 bazispar hosszisagu egyszali forward €s a reverz primer

» dNTP-keverék:
a DNS lanc épit6 koveit (ACTP, dATP, dGTP, dTTP) tartalmazza

» Hostabil Taq-polimeraz

» FEgyéb kiegészitd stabilizdilo vegyszerek (puffer, MgCly) (Uri et al., 2007, Dezs6, 2005.,
Féstis et al., 2000).

2.6.1.1. Nukleinsavak elvalasztasa elektroforézissel

Legaltalanosabban  hasznalt modszer a fragmentek elvalasztasara az agardz

gélelektroforézis. A technika egy egyszerli és gyors modszer arra, hogy a gélben lévé DNS
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kozvetleniil lathatova valjon, a DNS molekulak festhetéek Gelreddel vagy Grsafe-vel. A
gélelektroforézis alapelve, hogy a toltéssel rendelkez6 molekuldk elektromos térben,
Ossztoltésiknek megfelelden, az ellentétes elektroda felé vandorolnak (Uri et al., 2007, Dezs6,

2005., Féstis et al., 2000).

2.6.2. Szekvenalas

A szekvendlds soran a DNS lanc bazissorrendjét hatarozzadk meg, mely alapjan mutacidok
detektalhatok. Elvileg elegendé a kettdsszala DNS egyetlen szalanak ismerete, hiszen a
komplementer szekvencidja megjosolhato a bazis parosodas szabalyai szerint (Fésis et al., 2000).

Elterjedtebb szekvenalasi médok:

1. Maxam Gilbert-féle szekvenalds:
Egyszalo DNS-t adott bazisra jellemz6é helyen roncsolnak, a szalat elvagjak, a kapott

fragmentumokat lathatova teszik radioaktiv foszfat atommal.

2. Sanger-féle szekvendalas:

A DNS kettds szalat denaturadljak, majd a templat DNS
szalhoz egy szélat szintetizalnak. Ezt a szintetizalast megszakitjak
a beépiilé didezoxinukleotidok, melyek végérdl hianyzik az —OH
csoport, igy a szintetizalt ldncba val6 beépiilésiik lanczarodashoz
vezet. A kiilonb6z6 ddNTP-ket fluoreszcens festékkel jelolik, és
1ézer detektor azonositja a bazisokat a fény hulldmhossza alapjan,

ezaltal a radioaktiv jelolés kikeriilhetd. Sokkal gyorsabb és

biztonsagosabb modszer, mint a Maxam Gilbert-féle szekvenalas

(5. abra) (Fésts et al., 2000).

5. abra: Sanger-féle szekvenalas
eredménye
(forras:frameworker.wordpress.com/20
08/08/

2.6.3. Hazi méh mitokondrialis DNS vizsgalatok

Molekularis genetikai vizsgalatok alkalmazasaval 5 szarmazasi vonalat kiilonitettek el. Az

eurdpai szarmazasi vonal, ,,M”, melybe példaul az Apis mellifera mellifera és az Apis mellifera
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iberica sorolhato. Az afrikai szarmazasi vonalhoz, ,,A”, tartozik példaul az Apis mellifera scutellata
¢s az Apis mellifera adansonii. A harmadik az észak mediterran szarmazasi vonal, ,,C”, melyben
megjelennek példaul az Apis mellifera ligustica, az Apis mellifera carnica illetve az Apis mellifera
macedonica fajtak. A legujabb vizsgalatok alapjan tovabbi két szarmazasi vonalat mutattak be, az
,,O”-t, melyhez a Kozel és Kozép Keleti orszagokban megtalalhato fajtak csoportosithatok és az
,» Y -t, melyhez a kelet afrikai fajtak, mint példaul az Apis mellimera lamarckii (Franck et al., 2001).

Az Ausztralidban 1évé Tazmania szigetallamban elvadult ¢s domesztikalt hazi

méhcsaladokbol begytijtésre keriilt mintdkban meghataroztdk a mtDNS polimorfizmusat. Ezen
eredményeket az Eurdpa teriiletén honos referencia fajtdk morfologiai adataival 6sszehasonlitottak.
A mintak koziil szamos hibridizacié bizonyitékaul szolgalt, ugyanis a melegebb parti régiokban a
két fajta konnyen keresztez6dhet. A hidegebb hegyi részeken a hibridizalodas korlatozott, erésen
érvényesiilnek az Apis mellifera mellifera jellemz6i (Oldroyd et al., 1995).
110 csaladbol szarmazo mintanal. A nem kodold szekvencia alapjan két f6 csoportot talaltak. Az
egyik a nyugati forma, mely Indiaban, Sri Lankan és az Andaman szigeteken fordul el6, a masik a
keleti forma, mely Nepalban, Thaifoldon, Malajzidban, Indonézidban, Philippinekben, Hong
Kongban, Koredban, Japadnban és Indidban. A keleti tipuson belill a szekvencia varidciok
filogenetikai analizise alapjan két jol elkiilonithetd haplotipust allapitottak meg: egyik a
»Sundaland” csoport, mely megtalalhato Malajzia, Borneo, Java, Bali, Lombok, Timor és Flores
szigeteken. A masik a Philippin csoport, mely eléfordul Luzonban, Mindanaoban és Sangihe-ben.
Mindkét haplotipus jellemz6 Sulawesi-ben, mely arra utal, hogy a sziget az A. cerana két
csoportjatol fiiggetleniil kolonizalodott (Smith-Hagen, 1996).

Az Ibériai-félszigeten tizenegy populaciobol gytijtottek mintakat és a COI-COIl markert
alkalmaztdk a vizsgalat soran. Eredményeik alapjan publikaltdk, hogy ez idaig a félszigeten nyoma
sincs ,,afrikanizalddasnak™ és a populacid nagyon hasonlit a francia méhpopulacidhoz. Tovabba
megallapitottak, hogy az Ibériai-félsziget nem atmeneti teriilet (Franck et al., 1998).

Ausztraliaban harom szigetrdl (Mindanao, Luzon és Palawan) valamint Visayan szigetérdl
(Panay, Negros, Cebu és Leyte) 47 méhcsalad egyedeit vizsgaltak. E teriileteken az Apis cerana
dshonos fajta, melynek morfoldgiai adatok alapjan négy valtozata fordul eld. Ezek a kovetkezdk: az
Apis cerana cerana, az Apis cerana indica, az Apis cerana japonica és az Apis cerana himalaya.
Genetikai variabilitds vizsgalatot végeztek restrikcids €s mitokondridlis régid (tRNS'e”-COII)
szekvencia analizise segitségével. Eredményeik alapjan négy kiilonb6z6 haplotipust kiilonitettek el,
a Cel, a Ce2, a Ce3 valamint a Ce4 tipusokat. A Cel haplotipus Mindanao és a Visayan szigeteken,

a Ce2 Luzonban, a Ce3 ¢és Ce4 kizardlag Palawan teriiletén jelent meg. A szekvencidk filogenetikai
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analizise azt az eredményt nyujtotta, hogy a fajon beliil jelent6s a variabilitas, mely a szigetek
geoldgiai torténetével és néhany korabbi morfologiai és molekularis genetikai tanulmany
eredményével parhuzamba vonhat6 (De la Rua et al., 2000).

Afrika teriiletén végeztek Apis mellifera mellifera populacidban mikroszatellit és mtDNS
vizsgalatokat. A mtDNS analizisek kiilonb6z6 haplotipusok 1étét bizonyitottak, melyek kozott eddig
nem kozolt szarmazasi vonalak is megjelentek. Az un. ,,0” és ,,Y” feltehetéen a Kozel-Keletrdl
szarmaztak. Ezen eredmények alapjan megallapitottak, hogy a mitokondrialis adatok énmagukban
nem elegenddek a hazi méh populaciok taxondmiai €és genetikai statuszanak meghatarozasahoz
(Franck et al., 2001).

A Kanari-szigeteken eléforduldé méhpopulaciokat is megvizsgaltak a mtDNS modszerével.
A filogenetikai analizis megmutatta, hogy jellemzden két haplotipus fordul el6 nagy gyakorisaggal.
A kanari-szigeteki hazi méh kiilonbozik més szdrmazasi vonalaktol, illetve genetikailag bizonyitott
a populaciok afrikai szarmazasa (De la Rua et al., 2001).

Szlovén hazi méh mintak vizsgalata alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak Susnik et al.
(2004), hogy a megfigyelt méhcsaladokban a genetikai kiilonbség alacsony mértékii a mtDNS COI-
COII régiodja alapjan. Felfedeztek egy 0j mitokondrialis haplotipust, melyet C2C-nek neveztek el.
Hasonlo haplotipust detektaltak horvat, néhany német és cseh mintakban. Az Apis mellifera
macedonica populacioban nagy genetikai valtozatossagot igazoltak, ami egy 10j haplotipus
elkiilonitését tette lehetoveé (C2D).

Tiz ismert hazi méh fajban két kiilonb6z6 régiot (ND2 mitokondrialis gén és EF1-a intron)
amplifikaltak, klonoztak majd szekvenaltak. A méheket természetes elterjedési teriiletiikon
gytjtottek. A mtDNS szekvenciakat parsimony-, tavolsag- és maximum likelthood modszerrel
analizaltak, mely alapjan az Apis nemzetségen beliil a filogenetikai rokonsag megallapitasra kertilt.
A szarmazasi analizis alatamasztotta a korabbi morfologiai vizsgalatokat és harom {6 klaszterre
osztotta: orias méhek (A. dorsata, A. binghami és A. laboriosa), torpe méhek (A. adeniformis és A.
florea) és tiregben fészkel6 méhek (A. mellifera, A. cerana, A. koschevnikovi, A. nuluensis és A.
nigrocincta). Mitokondrialis gének alapjan a harom 6 klaszterbe sorolt csoport kozott a szekvencia
kiilonbség kozel 18%, mig az intronban 10-15 % (Arias-Sheppard, 2004).

Gorogorszagban és Cipruson RFLP technikan alapuld6 mtDNS génszegmensek alapjan
allapitottak meg a filogenetikai kapcsolatot hazi méh populaciok kozott. Elkiilonitették azon
enzimeket, melyek egyenként ismerik fel a 16s rRNS, COI és ND5 régiokat. Eredményeik alapjan
hét haplotipust allapitottak meg, és az Apis mellifera macedonica fajtat megkiilonboztettek a

populaciok eltéré fajtaitol (Bouga et al., 2005).
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A COI régioban Hinfl emésztéssel kimutattak, hogy az Apis mellifera lamarckii a Franck et
al. (2001) altal felfedezett ,,0” szarmazasi vonalba sorolhaté (Kandemir, 2006).

Uj haplotipusokat azonositottak a Toérokorszagban eléforduld hazi méh populaciokban is
mtDNS vizsgalattal. Restrikcids enzim polimorfizmus vizsgalat kimutatta, hogy a torok
méhpopulacidok az észak mediterran és a kelet-kozép eurdpai szarmazasi vonalba tartoznak. A
felfedezett haplotipusok koziil harmat Toérokorszagban azonositottak (Ozdil et al., 2009).

Tizenot kiillonbozo torokorszagi Apis mellifera méhpopulaciot vizsgaltak meg a mtDNS
a GenBank-ban talalhatdé mintak szekvenciajaval hasonlitottak Ossze. Az eredmények alapjan
készitett filogenetikai fan a kelet eurdpai fajtdk egy haplotipusba sorolhatdk, az olasz és néhany
gorog hazi méh fajta hasonloan egy haplocsoportot alkot. A publikacié a mitokondrialis genom COI
Torokorszagban eléforduld haplotipusokrol (Ozdil-1lhan, 2012).

2001-ben La Palma szigetén (Kanari-szigetek) torvény sziiletett a honos hazi méh
meglrzése céljabol. A térvény az idegen honos fajtak behurcolasat tiltotta. Az Apis mellifera
populaciok genetikai diverzitasat mtDNS (COIl ¢és a tRNS'™ régiok) ¢és nuklearis DNS (ot
mikorszatellit marker) segitségével vizsgaltak. Valaszt kerestek arra a kérdésre, hogy a teriileten
talalhaté hazi méh fajta genetikailag homogén maradt-e a torvény bevezetése utan. Két felmérés
alapjan (1998 ¢s 2006) vizsgaltak a genetikai allomany esetleges valtozasat. Az eredmények szerint
a mMtDNS variabilitasa jelentdsen megvaltozott a teriileten a térvény bevezetését kovetden, azonban

nuklearis szinten nem tudtak bizonyitani e tényt (Munoz-De la Rua, 2012).
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3. Anyag és modszer

3.1. Mintavétel

A magyar mintak begylijtése eldzetes telefonegyeztetés utdn, a 2009-2010-es évben, mig a
kiilfoldi mintdk gytjtése 2011-2012-ben tortént. Hat méhészetbdl, méhészetenként négy csaladbol,
csaladonként egy-egy 5-7 napos dolgozé alca keriilt begytjtésre, melyeket eppendorf csovekbe

helyeztiink, és 4 9C-on hiitve taroltunk a genomialis DNS kivonasaig.

A mintak begylijtése a kovetkezd helyekrol tortént:
e Budapest
e Dinnyeberki
e Fertészentmiklos
o Kiskunfélegyhaza
¢ Nyircsaholy
e Perkupa

Tovabbi mintakat kaptunk kiilonb6z6 kiilfoldi méhészetektdl illetve egy magyar méhészettol, mely
Buckfast vonalat tart, melyeket kontroll mintaként hasznaltunk fel:

e Bialowieza /Lengyelorszag/

e Krakko /Lengyelorszag/

e Wroclaw /Lengyelorszag/

e Bydgoszcz /Lengyelorszag/

e Jibloo /Libéria/

e Hajduvid /Magyarorszag/

e Bologna /Olaszorszag/

e Galicia /Spanyolorszag/

¢ Cantabria /Spanyolorszag/

e Murcia /Spanyolorszag/

¢ Navarra /Spanyolorszag/
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3.2. Genomialis DNS izolalas

Az 5-7 napos alcakbol vontuk ki a genomialis DNS-t Latorre médszere alapjan (Latorre et
al., 1986). Az izolalt DNS-t -20 °C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig.

3.3. Primertervezés

crer

terveztlink primereket.

3.4. Polimeraz lancreakciéo (PCR)

Az amplifikélast a Debreceni Egyetem Allatgenetika Laboratériumaban végeztik az
Applied Biosystems gép segitségével. A PCR moédszer soran hasznalatos primer szekvenciajat a 2.

tablazat mutatja be.

PCR reakcioelegy 10 ul reakcio kozegben:

o desztillalt viz

¢ 10 X puffer /Applied Biosystem/

3 mM MgCl; (25mM) /Promega/

¢ 200 uM dNTP mix (2 mM) (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) /Fermentas/
¢0,75 U GoTag enzim (5U/ul) /Flexi Buffer/

¢20 uM genomidlis DNS

e 1 pmol/ul reverse primer (10pmol/ul) /SIGMA/

e 1 pmol/ul forward primer (10pmol/ul) /SIGMA/
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2. tablazat: A PCR analizis soran alkalmazott primer jellemzdi

Forward primer Reverse primer Amphﬁ,kalt Feltapadasi
. . . termék v e,
Primer szekvencia szekvencia hémérséklet
(51_3|) (5|_3|) hossza (OC)
(bp)
CTGATATAGCATTCCCCC | AGAATTGGATCTCCACC
COl GAATA TCCTA 421 63

A PCR reakcio koriilmények a kovetkezok voltak:

92°C 2:00 perc

92°C 0:30 masodperc

63°C 0:30 masodperc 35 X
63°C 2:00 perc

63°C 10:00 perc

10°C o0

A PCR reakcidhoz sziikséges vegyszerekkel és koriilményekkel amplifikalt terméket

allitottunk eld a genomialis DNS-eket hasznalva.

3.5. Nukleinsavak elvalasztasa elektroforézissel

Az amplifikalt terméket ellendrzés céljabol agardéz gélen 30 percig futtattuk 100 V-0s
fesziiltségen, majd UV fény alatt tettiik lathatova.

Az elektroforézishez sziikséges vegyszerek:
e 2 %-0s Seakem agardz
o1 X TAE puffer
¢ 0,5 mg/ml Gelred vagy Grsafe
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3.6. A mintak szekvenalashoz valo el6készitése

A PCR termékek tisztitasa szekvenalashoz Viogene DNA/RNA Extraction (PCR-M Clean
up System) kittel tortént. A kithez tartozé felhasznalasi itmutatot kovettiik minden 1épésnél.
Operon cég szekvenalashoz sziikséges kovetelményének megfeleld mennyiséget szaritottunk be

minden mintabol, majd Németorszagba postaztuk a primerrel (2 pmol/ul) egyiitt.

3.7. Szekvenciak elemzése

A szekvendlds elvégzése utan elektronikus formaban megkaptuk a bekiildott mintdink
szekvenciait, majd a leolvasott nukleotidok helyességét a BioEdit programmal ellenériztiik.

Ezt kovetéen ClustalW programmal 6sszehasonlitottuk a szekvenciakat, majd mentettiik a
kapott filet.

A statisztikai értékelések soran a MEGA (Tamura et al., 2007), DnaSp 4.50.2 (Rozas et al.,
2003) és a Network version 4.6.0.0. (Bandelt et al., 1999) programcsomagokat hasznaltuk.

27



4. Eredmények

A rendelkezésiinkre bocsatott mintak 7 hazai és 10 kiilfoldi méhészetbdl szarmaztak, melyek

laboratériumi vizsgélatat a Debreceni Egyetem Allatgenetika Laboratoriuméban végeztiik el.

4.1. Primertervezés

A teljes mitokondrialis genombol régiokat jeloltiink ki variabilitdsuk szerint. A két
kivalasztott régio a COI és a 16s rRNS szakaszok voltak, melyek egyes szakaszaira 1-1 primerpart
terveztiink a Primer 3 tervezd program segitségével. A program hasznalatandl az altalanos
primerekkel szemben tamasztott kdvetelményeket vettiik alapul:

» a valasztott minimum szekvencia hossz értéke 300-400 bp

» az optimalis GC%-os aranya 55% volt

» a3’ végen nagyfoku legyen a cél DNS szekvenciaval valé komplementaritas

» a primerpar tagjai ne legyenek egymassal komplementerek és a Tm értékiik kozel

essen egymashoz

A kiilonbo6z6 szinekkel jeldlt tervezett primerparok pozicioi a 6. abran lathatoak:

e COI:
forward primer: CTCATATAGCATTCCCCCCAATA
reverz primer: AGAATTCEATCTCCACCTCCT
Az amplifikalt termék hossza: 421 bp
e 16s rRNS:
forward primer: ACATCGAGGTCGCAAACATC
reverz primer TTAGGTCGATCTGCTCAATGAA

Az amplifikalt termék hossza: 425 bp
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>gi]336279|gb|L06178.1|AMFGENOM Apis mellifera ligustica complete mitochondrial
genome

ATTTATATAGTTTAAAAAAAACATTATATTTTCAATATAAAAATAATTAAATTTAATTTATAAATATAATTAAGTCAAAT TTAATTTAAATAATCTAAAA
ATTATTTATTAATAAAGAAATATTAATAAATAAAGCTTCTAACTTTAACTCTAGATTCATAAATAATCTATATTTCTTATTATATAAATTAATTTAGATA
AATATTAATTTTAAAATAATTATATAATAAGCTAAATAAAGCTAACAGGTTCATACCCTGTCGATAAATTAATAATTTTTATATAAATTATTAAATTTAT
TTTAGTGTTTAAAGCACATAAAATTTTGAATTTTATAGTATTAACTAAATTAATAAATTTGGATATTAGTTAATAAATAATAACATTTAAATTGCATTTA
AAAATTAATATTTTATATATTATATCTAAAAAAGTAATATGTCTGATAAAAGAAATATTTTGATARAATATTAATGTATAATTTTATATATACTATTACT
TATCTTCTTCATAAATTTTAAATACCACTGATTTATTTATTTTTTAATTACTATTTTTGTATTAATAATAAATTCCAATAATATTTTTATTCAATGAATA
TTAATAGAATTTGGTACAATCATTAGAATTAGATTAATTAATATTAAATCCACAAATAAAACCCCAAGATTAATTTATTATTCAGTATCAGTAATTTCAA
GAATTTTTTTATTCTTTATAATTATTGTATACTTATCATCCATTAGATTTACTAAAACAGATACTTTTAATTTTATAGTTCAAATAATATTTTTTTTAAA
AATTGGAACTTTCCCCTTTCATTTTTGAATAATTTATTCTTATGAAATAATAAATTGAAAGCARATTTTTTTAATATCAACATTAATTARATTTATTCCA
ATTTATATAATAGTTTCAATAACTAAAATTAATTCATGAACATTATATTTTTTAATTACAAATAGATTATATATTTCATTTTATGCTAATARATTTTACA
CTCTAAAAAAATTACTAGCATGTTCAACAATTTTTAATTCATTCTATTTTATTTTTATTTTAGAATTAAATAAAAATATATTTATTGCTATAATTATTTT
ATATTCATTTAATTATTTTTTATTAATTAGATTCTTAAATAAATTTAATATTCAAAATTTTAATTTTATATTTTACAATAAATATCAAATATATACATTC
TTAACATTAATATTTAATTATTCAATATATCCAATTTTTCTTTCATTTGTAATTAAATGAAATCTAATTTTTATAATAGTAAGAGT TAAAGCTTATAATT
GAATTTTATTTCTTTTAATAATTTCTAGAATATTAATAATTTGAAATTATATTATTATTTTAAAACGTGTATTTTTAAAAATAAATTTTTATAAAAATAA
TTTCATTGATGATAAAGATAATAAATATATATATCATAGATATTTTGCACTTACACTTCTTTCATTTAATATTTCATTTTTTATTACATTAAATTTTTTA
TAAATTATTATAATTATGAAATTAATCTTCAAATTTGCAATCTGATGTTTTATAATTTAAACTATAATAATTTATTTAACATGATATAATATAGTATTAG
AAAAATTTTAATTTTCAATTTTTAAATTTACAATTTAACTCTTATTTAGATTTAATACTAAATAAGATTTAAAAAACCCTTTTTTATTTTTTTATTTTTT
TAAATTTTTAAAATATATACAAAGATTTTAAGTTAAAATTTAAAAACTATTAATCTTCAAAATTAAAAATAAAAATTAATTTTTTAAATCTTAATAATAA
AGTGATTCATATCAACCAATCATAAAAATATTGGGATCTTGTATATTATTCTAGCTTTATGATCTGGAATACTAGGATCATCAATGAGACTTATTATTCG
AATAGAATTAAGATCCCCAGGATCATGAATTAGCAATGATCAAATTTATAATACAATTGTTACTAGTCATGCATTCCTAATAATTTTTTTTATAGTTATA
CCATTTTTAATTGGAGGATTTGGARATTGGCTTATTCCTTTAATACTAGGATCACCTCATATAGCATTCCCCCGARTANATAATATTAGATTTTGATTAC
TTCCTCCCTCATTATTTATACTTTTATTAAGAAATTTATTTTATCCAAGACCAGGAACTGGATGAACAGTATATCCACCATTATCAGCATATTTATATCA
TTCTTCACCTTCAGTAGATTTTGCAATTTTTTCTCTTCATATATCAGGAATTTCCTCAATTATAGGATCATTAAACTTAATAGTTACAATTATAATAATA
AAAAATTTTTCTATAAATTATGACCAAATTTCATTATTTCCATGATCAGTTTTTATTACAGCAATTTTATTAATTATATCATTACCTGTATTAGCTGGAG
CAATTACTATACTATTATTTGATCGAAATTTTAATACATCATTTTTCGATCCTATRCCACCTCCACATCOARTTCT TTATCAACATTTATTTTGATTTTT
TGGTCATCCAGAAGTTTATATTTTAATTTTACCTGGATTTGGATTAATCTCTCATATTGTAATAAATGAAAGAGGAAAAAAAGAAATTTTTGGTAATTTA
AGAATAATTTATGCAATATTAGGAATTGGATTTCTAGGTTTTATTGTTTGAGCACATCACATATTTACAGTCGGATTAGATGTTGATACTCGAGCATATT
TTACTTCAGCAACAATAATCATTGCTGTACCAACAGGAATTAAAGTTTTTAGATGATTAGCAACTTATCATGGTTCAAAATTAAAATTAAATATTTCAAT
TTTATGATCACTAGGTTTTATTATACTATTTACTATTGGTGGATTAACAGGAATTATATTATCAAATTCTTCTATTGATATTATTCTTCATGATACATAT
TACGTTGTTGGACATTTTCATTATGTTCTTTCAATAGGTGCAGTATTTGCAATTATTTCAAGATTTATTCATTGATATCCATTAATTACTGGATTATTAT
TAAATATTAAATGATTAAAAATTCAATTTATTATAATATTTATTGGAGTAAATCTAACTTTCTTTCCTCAACATTTTTTAGGACTAATATCTATACCACG
ACGTTATTCAGACTATCCAGATTCTTATTACTGTTGAAATTCAATTTCATCTATAGGATCAATAATTTCATTAAATAGAATAATTTTTTTAATTTTTATT
ATTTTAGAAAGATTAATTTCTAAACGAATATTATTATTTAAATTCAACCAATCATCACTTGAATGATTARAATTTTTTACCACCTCTAGATCATTCACATT
TAGAAATTCCATTATTAATTAAAAATTTAAATTTAAAATCAATTTTAATTAAATTTTAATATGGCAGAATAAGTGCATTGAACTTAAGATTCAAATATAA
AGTATTTTTAAACTTTTATTAAAATTTCCCCACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTTATTT
TTATATTGAATTTTAAATTCAATCTTAAAGATTTAATCTTTTTATTAAAATTAATAAATTAATATAAAATAAAACAAAATATAACAGAATATATTTATTA
AAATTTAATTTATTAAAATTTCCACATGATTTATATTTATATTTCAAGAATCAAATTCATATTATGCTGATAATTTAATTTCATTTCATAATATAGTTAT
AATAATTATTATTATAATTTCAACATTAACTGTATATATTATTTTAGATTTATTTATAAACAAATTCTCAAATTTATTTTTATTAAAAAATCATAATATT
GAAATTATTTGAACAATTATTCCAATTATTATTCTATTAATTATTTGTTTTCCATCATTAAAAATTTTATATTTAATTGATGAAATTGTAAATCCTTTTT
TTTCAATTAAATCAATTGGTCATCAATGATATTGATCATATGAATATCCAGAATTTAATAATATTGAATTTGATTCATATATACTAAATTATAATAATTT
AAACCAATTTCGTTTACTAGAAACTGATAATCGAATAGTAATTCCAATAAAAATCCCACTACGTTTAATTACAACATCAACAGATGTAATTCATTCATGA
ACAGTTCCATCCTTAGGTATTAAAGTTGATGCAGTTCCAGGACGAATTAATCAATTAAATTTAATTAGAAAACGTCCAGGAATTTTTTTTGGTCAATGTT
CAGAAATTTGTGGTATAAATCATAGATTTATACCAATTATAATTGAATCAACTTCATTTCAATATTTTTTAAATTGAGTAAATAAACAAATCTAAAAAAT
TAGTTAATAATATAACATTAGTTTGTCAAACTAAAATAAATTTATTCATAAATTATTTTTTAAAATTAACATTAGATGTCTGAATTATAAGAGTTGATCT
TTTAAATCAAATATAGTATATTTTAATACTTCTAATGAATTTAATTCCTCAAATAATACCTATAAAATGATTTTTAATTTATTTTATTTATTTATTAATT
TTTTATTTATTCATTATATTAATTAATTCAATACTAATCAAAACTAAAATCAATAAAGAAACATTAAAAATTAAATTAAAAAAATGAAATTGATTTTGAT
AATAAATTTATTTGAAATATTTGATCCATCAACTAGAAATAATTTATCAATAAATTGATTATTTATAATATTACCAATTATTATTTTTCCAAGAATTTTT
TGATTAATTCAATCACGAATTATATTTATTATAAAAACACTAATAAATTTTATATATAATGAATTTAAAGTTGTTTCAAAATCTAAATATCAATCTAATA
TTATTATTTTTATTAGATTAATACTTTATATTATAATTACTAACATTTTTAGATTAATTCCTTATGTTTTTACATTAACAAGACATCTACTTTTAAATAT
AATTTTATCATTAACATTATGATTTAGATTTCTAATTTATTTAATTTATAATAATTATATTATATTCCTTAGTCATTTAGTTCCATTAAATTCACCAGTA
TTTTTAATAAACTTTATAGTAATTATTGAACTTATTAGATTAATTATTCGACCTTGAACATTATCAATTCGATTATCAGCAAATTTAATTTCTGGACATT
TAATTTTAACATTATTAGGAATTTTTATTAGAAACTTTATTTCAATTTTACCAATTAATTTAATAATTCAAAATATACTTTTAACTTTAGAAATTTTTAT
ATCAATAATTCAAAGTTATGTATTTTCAATTCTTTTAATTTTATATTTCTCTGAATCARAATTARAATATTAAAAATARAAACTARATGAAAAAAAATTTCC
CATTTCATATAGTTACAAATAGACCTTGACCAATTATTTTATCATTTAGATTTATAAATACTCTCATTAGAACAGTTATTTGAATTTATAGATCAATCTC
AATATTTATAATTTTAAATTTTATTAATTCAATTTTAATTATAATATTATGATTTCGAGATATTATTCGAGAAAGAACATTTCAAGGTATACATTCAATA
TTTATTACTAATTTTTTAAAATTTAGAATAATTTTATTTATTTTATCAGAATTAATATTTTTTATTTCATTTTTTTGAACATTTTTTCATTCATCAATTT
CTCCAAATATTGAAATTAATATAACATGACCACCAAAAAATATTAAATTTTTTAATCCAATAGAAATTCCTTTACTAAATTCATTTATTCTTGTATCATC
AGGATTTACAGTTACATTAAGTCATTATTATTTAATTATTAATAATTTAAAACTTAGAAAATCATATTTATTATTAACAATTCTATTAGGAATTTATTTT
ACAATTCTTCAAACAATTGAATACTCAAATTCATTTTTTTGTTTTAATGATAGTATTTATGGTTCAATTTTTTTTATAGCAACAGGATTTCATGGTTTAC
ATGTATTAATTGGATCAATCTTTTTATTAATTTCTTTATATCGAATAATAAATATTCATTTTTCTAATATACATAATATAAATTTTGAATTAGCAATTTG
ATATTGACATTTTGTAGACGTAATTTGATTATTTTTATATACATTTATTTACTTATTAATTTAATAAAAATTTATARAATTAAAAAAATAAAATTATAATT
ATATATATATATATATATATATATATAGTATATAAAATACATTTAATCTCCAATTAAAAAAATTAATTAAATTTAATATATATAATAAAATTTATTTTTA
TATATTTTATTTTTATTATTTTAATCTCATCAATTTTATTATTATTAAATAAATTTATTTCAATTTATAAAAAAAAAGATTATGAAAAAAGTTCACCATT
TGAATGTGGATTTAATCCAATTACAAAAGCAAATTTACCATTTTCTTTACCTTTTTTTCTAATAACAATAATATTTTTAATTTTTGACGTTGAAATTATT
TTATTTCTACCAATTATTTTTTATCTAAAATCATCAAGAACAATAATTTCATATTTAATAATTTCAATTTTTCTTATCTTATTAATTACCACATTAATTT
TAGAATGAATAAATAATTATTTAAATTGATTATTTTAAAATTTAAATAATTACAATAATTACTACCAAAATAATATAAGGATTTTTTATAAATCAATATT
TAAGTCGAAATTAAATTGTAAATAATTACTTCTTATATTTTTATTTAATTTATTTATTAAAATAATTAATATTTTAAAAATAAAACCTAAAATAATATAA
TAAATTATATTTATTATATTATTTTATTTAAATTTAGTTAAAGCTAAATAATTAGCAATTTATTGTTAATAAATCATATGAATTTAAAAAATTCTAACTA
AAAAATTTATATTTAAAAAATTTAAAAAATTTTCATTAATATTTTCAATATTACGCTCTARATATAAGCTATTTAAATARATTTAAAATAATTAAAAATT
AATTAAATAAATTAATAAATAAATTAAATAAATTAAAATCGTTAAATAAATATTAATCATTAAATTTGAAATTTTTAATTCATAAATATTCAATGTAACT
GATATAAATTTTCTTGATAAAATCTCAATAATTGATTTTTCAATATAAACTTCATAAGTAAATATTATTATAATAATTTTTTTATAAATAATTTTATAAA
TTAAATTTATAAATAAAAAAGATATTTTAAAATAACCAATTTTATTATTTAATAAAATTAATTTATAAAAATTAAATCCTATAATTAATCCTACTATAAT
TATTTTAAAAACTATTAATTTATAAATTATTAACAAATTAATTCCTAATAAATTAAAATTTATTAAATTAAAAATTAATTTTCTATAAAT TAAACTARAA
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ATTATTATTATCATCATAGAAATACATATAATTTTATCTTCTTTTCTATAAATAACATTTATTATTAAAAATTTTCTAGTTAAAACTAAAATTATTCGAA
ATGAATAGGATACAGTAAAAATTGTACCAATAATTAAATTAATTATTGAAAAATAAATTATTTTTCTAAAAAAAAATATTTCAATAATTAAATCTTTTGA
ATAATAACCAACTAAAAAAGGAAAACCACATAATCTTAAAATTGAAAAAATTAAAATTATTCTTTTTATTGGATAAATATAATATATACCATAATATATT
CGAATATCTTGATTACTATATATATAATGTATATACCTACCAACACATATAAACATTAATGATTTAAATATTGCATGAATAAATAAATGTAAAAATACTA
ATTCAGTTGAACCAATTGATAATATTCTTATTATAAATCCTAATTGTCTTAAAGTAGAATAAGCAACAACTTTTTTTAAATCTAATTCAAAATTTGCAAC
TAAACCAGCAAATAATATTGTTAATCTAGCAATCAATATAATATAATTTTTATAATTAAAATCTAATAAATTTACATATCGAATTAATAAATAAATTCCA
GCAGTAACTAAAGTTGATGAATGAACTAAAGATGAAACAGGAGTTGGAGCTATTATTGCTATTGGTAATCAAGTTGAAAAAGGAATTTGTGCTCTTTTAG
TAAAAGCTATCAATAAAATATAAATCATTATAAATTCATTTATTTTATAAAAACTTAAATTTCATCTTCCATAATATGTTATTAATCCCATAATTAATAA
TAAACCAATATCTCCTAATCGATTTAATAAAATAGTAACTATACCTGAAGTAAATGATTTTATTTTTATATAATAAATTACAAGACAATAAGAAATTAAT
CCTAAACCATCTCAACCTAAAATAATTGATAATATATTTGGTCTTAAAATTAACATATATATAGAAATTAAAAATAAAATTATTAAATATAAAAAACGAT
CCATTTTTAATTCACTTAAATCTATATATCTAATTCTATAAATAATAATTATAGAAAAAATTATTCTAACTAAAAAAATAAATATTAATGATTTATAATC
AATTAATAACAAAAAATTAAACTTTATTGAATTAAATGTATAAATATTTCATTCAAAAAAAAATTCCTTATTTAAATATAATAAATATAATCTTATTAAC
ATTATTAAAAACCTAAATTCAAATAATAAAATTCCACAAACTATTATTTTAATAATGATTTAAAATAAATTATTTTATATCATTGATCCCACAAATCAAT
ATTTTAAACTTAAACTATTTAAATCTAATTTTAAAACTTTAATTTAAATAAAATAAAGTTTTAAAAACATTAAATTTAAAGGAATTCAATGTAATAATAA
TACAAAATATTCAACTAAAATTCCATTTTTAATTTTAAACATAATAAAAATTTTTCCATGATTAATAAATATAAATAAATAAATTGAATAAATAAATCTA
AATAAACAATATATTATTAAAATTAATATTATAAATTTTAACCACGAAATTATCCCAATTAATAATATAACCTCGCTAATTAAATTTAAAGAAACTGGAG
ATCCTATATTTGATGAACATAACATAAATCATAATAATGATATTGAAGGTATAAAATTAATTATACCTTTATTAATAAATATTAATCGTCTATTAGTTTG
TCTATAAATTACATTAACTAAAAAAAATAAACCTGAAGAACTTAAACCATGAGAAATCATTATTAAATATCCTCCAATTAATCTAATTTTTAAAAAAGTT
ATTATTCTTATAATTATTAATCCTATATGAACAATAGATGAAATTGCAATAATTGATTTTATATCAAATTGTGATAAACATATTAATCTTAAAATTAAAA
CCCCAAAAGAATTAATTATTACCAAAATTTTTTGAATTAAAATAAATTCATTTTTATAAATAATTATCAATCGTAATATTCCATATCCTCCTAATTTTAA
TATAATTGAAGCTAAAATTATTGATCCATAATAAGGAGCTTCAACATGAGCTTTTAATAACCAACCATGAAATAAATAAATAGGAATTTTAACCAAAAAT
GATATTAATAAATAAATAAATAATATTATATTTAAATTTAAATTTAATATCTCTATTAATATAAAATTTAATCTATAATCAATTAAATAAATATAATAAA
TAATATATAATATTGGTAAAGAAAAAATCATTGTATAAAATATTAAATAAAATCCAGATAATCATCGATTTTCACTATAACCTCATTTTACAACTAAATA
AAAAATTAATAACAAACCAAATTCATAAAATAAATAAAATAATAATAAATTTATAGATAAAAAAACTAATAATAAAGAAATTATTAATAATAAATTTATA
AATAAACAATTTAATCTATTATTATTTAAAGAAATAAAAATTAATCCAAAAATTCATAAAGTTAATATAATCAATCCATATGAATATATATTAAATCTTA
AATTACAAAAAATATAAATTCAATCAATTCAATTTAAATTAAATAAATTTAATAATAAATTAATAATAATTAAATTTCCAATAATTAAATTTAAATTATT
TTTTATTTTATTTATAAATAATATAAACAAATAAATTATTGATATTATTAACATATTCAATATAATTAATAATAATAATAAATATATTAATTAATAAATC
AAATCTATAACTCTTAATTTTTGATGACCAAGTTCATAATTTATTCTTACTAATAATGATAAACCTAAAACTAACTCACATACAGAAAATACTAAAAAAA
TTAAAAATAACCATCTATTAATTTCATATCCAATAATAAAAAATAAAACAGTAATTACTAAAAATTCTATTAAAATTAAAAAACTTAAAAAATTTACATT
ATAATACCATAAAAATATAAAAAATAATAATATTATTACAAATAATAATTTAATAAATTCTTATAAAGCTAAATAGTTTAAAATTTAAAAACATTAATTT
TGTAAATTAAAATTATATTAAAATTCATTATAATATTTTAGCTAAATTTATCATTCATAAATTTCAAAAAAATTTATTAAATAAATATCGATAATTCCCA
AAATTACCATTTTTAAATTAAACTATTTTTTGATAAATTAATTATATTAACAATCATCATATTATCAAAAATTTTTATATCTTCATTAATTTCAATAATT
TTAACAATTTATTTAAATAACATCTTTAATAGACCTTCCATATTACTAATTTATTTAATTTCTTACTCTATTTATATATCCTTAATAATATTTACCATAT
GTTCAATAAATTCACTATTAATTTTAATAATTTTAATTGTTTTTTTAAGAGGAATATTAATTATATTTTCTTATTTTATTTCATTAATCAATGAACCATT
AAAATTAAAAATAAAGCCTTTTATTCAAACTTTATTTTTAATTATTATTACAATAAAAATCTATAATAAATTAAGACAAAATGAACATTACTTTAATTAT
TTTAAGAATATTGATTTAATATATCTATATATAAAAATAAATTCAACACTATTTTTTATTATAATTTTAATATTAATTATTACCCTAATTTTAATAACAA
AGATTACATATATTGAAAAAAAAACTCTACGTAAAAAAAAATAATTAATATTTAATTTAAAATCATTATTAAATTATTATATTATTATTAATTTTTACCA
TCAATGAAAAAATTTATAAACTTTTTTAGTTCCAATGAATTTCTAAAAATAATTATATCTACAATTTATTTACCAACTCCAGTAAATATTAATTATATAT
GAAATTTTGGATCAATTCTTGGAATTTTTTTAATAATTCAAATCATTTCTGGATTTATTTTATCAATACATTATTGTCCAAATATTGATATTGCTTTCTG
ATCAATTACTAATATTATAAAAGATATAAATTCAGGATGATTATTTCGTTTAATTCACATAAATGGAGCATCATTTTATTTTTTAATAATATATATTCAT
ATTAGTCGAAATTTATTTTATTGTTCATATAAATTAAATAATGTATGAGGAATTGGAATTATAATTCTTTTAATATCAATAGCAGCTGCATTTATAGGAT
ATGTACTACCATGAGGACAAATATCATATTGAGGTGCAACAGTTATTACTAATCTTTTATCAGCAATTCCTTATATTGGTGATACAATTGTATTATGAAT
TTGAGGTGGATTTTCAATTAATAATGCTACATTAAATCGATTTTTTTCTTTACATTTTATTTTACCATTATTAATTTTATTTATAGTTATTCTTCATTTA
TTTGCCTTACATTTAACTGGATCATCTAATCCTCTTGGATCAAATTTTAATAATTATAAAATTTCATTTCATCCATATTTTTCAATTAAAGATCTTTTAG
GATTTTATATCATCTTATTTATCTTTATATTCATTAATTTTCAATTTCCATATCATTTAGGAGATCCAGACAATTTCAAAATTGCAAATCCAATAAATAC
TCCAACTCATATTAAACCTGAATGATATTTCCTATTTGCATATTCAATTTTACGAGCAATTCCTAATAAATTAGGAGGTGTAATCGGATTAGTAATATCA
ATTCTTATTCTTTATATTATAATTTTTTATAATAATAAAATAATAAACAATAAATTTAATATATTAAATAAAATTTATTATTGAATATTTATTAATAACT
TCATTTTATTAACATGATTAGGTAAACAATTAATTGAATATCCATTTACTAATATTAATATATTATTTACAACAACATATTTTTTATATTTTTTCTTAAA
TTTCTATTTAAGAAAATTATGAGATAATTTAATTTGAAATTCACCATTAAATTAAATTAAATAAAAAATTAATTTTTTTAAAATCAATTTTTAAATTTTA
AGTTAATGAACTTGAATAAGTATATATTTTGAAAATATAATATAGAAATAAAATTTTCTATTAACTTTTTTACTTATTTTAATATAAATTAATATTAAAC
TTTAAATACATAAAAATTCTTTTATAAAATATAAATATATTAAATAAATTATAACTAATATTAATATTTCAGTTCAACATATATTTATTAATTTATCATA
TCGAATTCGAGGTAAAATACCTCGAATTCAAATAATTAAACAAATATGAAATAAATAAATTAAAATAAATTTAATTGATCAATATTTAAATCCATAAAAT
ATTAATCTTAAAATAACTCTTATAAATATAATATTTATATATTCAGATAAAAAAATTAATACAAATATTCTTCTATGATATTCAATATTAAAACCAGATA
CTAATTCAGATTCTCCTTCAATTAAATCAAATGGAGTTCGATTTAATTCAATTAATATTCTAGTAAACATCATCAAATATAATGGATACAATAAAATTGC
AAATTTAATATTATTCTGAAAAAAAAAAAATTCATTAAATGAAAAACTCTCAACTATTATTATTAATCTAAATACTAAAAAAAATAAATTAATTTCAAAT
GAAATTATTGTTGATACTAACCGTATTGATCCTAAAATAGCATAATTACAATTAGAAATTCATCCAACAAATAAAACAGGATAAACTCTTAAACCTAAAA
CTAACAACATAAACAAAATACTAAATTCAATATAATATATAAATCCAAATCAAGGATACAAAATTCATATAACTAATGATAAAAAAAATATTAATATAGG
TCTATAAATAAATAAATTTGAATAATTAAAAAAAAATCATTCTTTAGATAATAACTTTAATGCATCACTAAAAGGTTGAAATATACCAAACAATATAATT
TTATTAGGACCTTTACGATCCTGAATATAACCTAAAATTTTTCGTTCTAATAAAGTTAAAAATGCTACTCTAATTAAAACTATGATTATCAAAATCAATA
AATTAATTAATACTCAAATTATTATTTATTAATTTAAAAGAATTAATATAATTAAATCCTAAATTTAATGCACTATTATGCTAAAATAACTATATAATAT
ATTTATTATTAATTTATAAATAATTTAAAAATTAAAGTCCTTTCGTACAATTAATTAATATTTTATTATAGATAGAAACCAATCTGACTTACGTCGATTT
GAACTCAAATCATGTAAGATTTTAAAAGTCGAACAGACTTAAAAACTTAAACTACTGCGCCTAATTTTCATCTTAATTCAACATCGAGGTCGCAAACATC
TTTATCTATATGATCTATCAAAAGATATTACGCTGTTATCCCTAAGGTAATTTATTCTTTTAATTACAATTTATAATTCAAAAAATTATCTTTATATCAA
AATTAAATCTTAAATAAAGTTTATTAAATTTACCAATCCTCCCAATCAAATTTAATCTTAAATATATTTATTAAAATTATAAATAAATTTAAAAATTAAA
TTAAATTCTATAGGGTCTTATCGTCCCATAATTAAATTTTAGAATTTTAACTAAAAATTTAAATTCATTTAATAATTTAGAGACAGTTATTATTTCATTA
ATTCTTTCATACAATTCTTCAATTAAAAGACAATTTATTATGCTACCTTTGTACAGTCAACATACTGCAGCTATTTAAAATAATTCATTGAGCAGATCGA
CCTAAAATTATAATCAACAGGACATGTTTTTGATAAACAGGTGAATAATATATTTGCCGAATTCCTTTAAATTATATAATACAAAATATCATTATAAAAT
ATAACTTTATTACTAATCTAATCACTATTTCTATATTTTATTAATTAAAATATAAATTTTTATAGAAAAATAAAATATAAATTTAAATCATTATTAATTT
ATAAATATTAAATTATTAAATTATTAAAATTAAAGAAAAATATTATCTCTATAACATTAAAAATTAAAATTAAATTTTTATCTTAAATTTATAGATTATC
CCATAAATTTTTAATATAAAAATTAATAAATTAAAATAAAATTTAATTTACTAAAATAATTATATCTAAATTAAATTTATTTCTAAAAAAACTAGATATT
AATAAGTTCGTTTAACATTTAATTTCTAAATCTATATTTATAATTTTATTGCTACAAAAAAAATAATATAAATTTAGCTCCCTTATTTTCGAGATATTTA
AAATCATTAAATAAATTTTAATCAACCCTGATACAAAAGGTACAAAAAATTATTCTACTTTTTCACATTTAAATTTTCATTTACATTACTTTAAACTATA
AAATTTTAAATTATTTCAAAATAATTAATTTAACCTAAATAAAATCTTTATAAACTTTTAAAAAAAAAAATAAATTATTATTATTAATATATATATATAT
ATATATATATATATATATATATATAAATATAACCAAATAATTTTATTAATAATTTTAATTATAAAATTTTAAAAACTAATTTTTTAATCTTTTCACTGTA
AAAGAAATATTTTACTTTAAACTAAAATTTTAATCTAAAAACACCTTCCGGTACTCTTACTATGTTACGACTTATTCCAATTTTAATGAAATTGACGGGC
GATTTGTACACTTTTTAATACTATCTTCAATTAAAGAAATTACTTTAATTTACTTTTAAATTCTCTTTCATATTTATATTAAAATAAATAATTCTAAAAT
TAAATTTATTGATATTCATCTTATATCTTAAATATACTACATTTTGATTTGAATTATTATTATATAAAATTTCTCTAACCCAAATAAATTCAAGCTAATT
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AAAACAACAATACATAAATTTAAACTTAAGTAGATCTTATCGTGGACTATCAAATTAATCGACAAACATCTCTAACTAGATATAAAAAGCCGCCATATCG
TTTAATTTTAATGATTCAACATTTACTACCTTAATATATTTATTTACTATTTTTATAGTAGGGTATCTAATCCTAGTTTTTTATTAAATTTTTTAATGAC
AAAAAAAATTATTTATAATTATTATTATTAATTCAAAATTTCACCTAAAATCAATAAATTTAATTATAATTTTTATTACAATTTAAATTAATATTAGAAA
AAATTAATTTATAAGTCAAGTTTAACCGCTATTGCTGGCGACTCATATTTATCCTTACTAGAATTAATTTCCGAATAAAACTTTCATTCATTGTTTCAGA
ATTCTCTATTAACTATAATTTACTATAATTTTTAATAATTTTTATATTTTATATATAAATCAATTAATACAATTAATCTAAAAAACTACAACATGATTTA
TTTAATAAATTTATAATAAATAATATAAAATAATTTTTAATATATATATATATATATATATATATATATTATAATTTTTATTTATTCATAGTATTTAATA
TATAATTTTATTATTTAGTATAAAATTTTAAATATAAAATTAACTATTTTATATTATAAATATTTTTTTTTATTAATTAATTTAAATATTAATAATAAAT
AATAAAATGAGTTTTTTTTTTTTTTTGTTATATTTTATTTATTTAAAATAAAATATATATATATATATATATAATATTATATATATTTATAATTATATAA
ATATATATATATTATTTTATTCTCTAATTATATATTAATTTATAAATAATTATATATATATAAATATTAATTTTATATTAATAAATATATATATATAATT
ATATATTGATTTATAAATATTTATAAAACCAATATTTATTAATTTATTTTTTAAAATTTAATAATTTTTATTAAATTAACTTAATTTTTTATACTAATTT
AAAAAATTACATAATAACATATATGAATAAATAAGCATAATAATTAATTTTTAATATTTTCTCTTAAATTAAATAATTTTAATAAAAAAACTTAAATAAA
AAATAAAAATTTTTAAAAATAAAAACTTTAAAAATAAAAAATTTTAAAAAATAAAAACTTTTTTAAAAAAATAAAAAACTTTTTTAAAAAATAAAAACTT
TTTAAAAAAATAAAAATTTAAAAAATAAAAAATTTTTAAAAAATAAATAAAATAAAAAATAGTAACATTATAAACAATAAAAATAATATTTTCAATAACT
AATATTAATATTAATATCTTATTTAAAAATATTTTACTTAATT

6. abra: A tervezett primerparok (COI és 16s rRNS)

4.2. Primerek ellenorzése PCR segitségével

Az optimalis feltapadasi homérséklet megallapitasanal gradiens PCR-t alkalmaztunk. Ezt

kovetden a PCR reakcio sikeresen lejatszodott, a mintdkat az amplifikalas ellendrzésére agaroz

gélen 30 percig futtattuk 100 °C-on. Eredménye a 4. képen lathato.
COl 16s rRNS

50 bp A A
A4

létra

4. kép: A gélképen a 63 “C-on elvégzett PCR reakci6 termékei lathatoak a COI és 16s TRNS
primerparral torténd felszaporitast kovetéen

Mivel a PCR mindkét régidban talalhatd primerparral miikodott, ezért a variabilisabb, COI
régioban talalhatot valasztottuk a szekvenalas elvégzéséhez. A COI primer alkalmazasaval 6sszesen

24 magyarorszagi €s 32 kiilfoldi mintat amplifikaltunk PCR segitségével.

4.3. Szekvenalas

A szekvendltatdshoz sziikséges minta elOkészitése soran, az elsd 1épés a PCR termék

tisztitasa, mely a tisztito kitben talalhato protokoll alapjan tortént.
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Majd a mintakat tjra ellendriztik 2%-0s
agaroz gélen (7. abra) és lemértiik a koncentracidjukat
NanoDrop késziilék segitségével. Az eredményekbol
meghataroztuk a koncentraci6 alapjan a szekvenalast

elvégzd cég szamadra kelld mennyiséget.

7. abra: Tisztitott PCR

1
)
AU

mintainkat a német Eurofins MWG Operon

COl reverz primerrel egyiitt.

értékelhetd szekvencidja tekinthetd meg.

udhuhﬂhnghuuhgduhnqndumd

8. abra: EQy (nyircsaholyi) minta

szekvenciaja

A kapott szekvencidkat ClustalW szamitégépes programmal egymds ala rendeztik. E

program segitségével egy mutaciot detektaltunk a magyar méhészetek kozott, mely a nyircsaholyi

2B mintaban jelent meg. A 9. abran ezt a mutaciot jeloljiikk meg.

Fertoszentmiklos2B
Fertoszentmiklos2C
KiskunfelegyhazaSAa
FertoszentmikloslOA
Fertoszentmiklos3A
Kiskunfelegyhaza5B
Perkupa2B
NYircsaholy2B
Budapest9B
Budapest9C
Budapest9a
Budapest2B
PerkupaéB
Perkupa2C
Perkupa2i
NYircsaholy9a
NYircsaholy2C
NYircsholy2A
KiksunfelegyhazaSC
Kikunfelegyhaza4B
Dinnyeberki9a
Dinnyeberki3B
Dinnyeberki2A
DinnveberkilC

9. abra: A ClustalW programmal kapott egymas ala rendezett szekvenciak egy részének bemutatasa

GIGGATATACTGITCATCCAGITCCTIGGTICTIGGATARAATAARTTTCTTARTARRAGTA
GIGGATATACTGITCATCCAGTITCCTIGGICTIGGATARAATARATTTCTTAATARRAGTA
GIGGATATACTGITCATCCAGTITCCTIGRICTTIGGATARARATAARTTTCTTARTAARRGTA
GIGGATATACTIGITCATCCAGTITCCTIGICTTGGATARAATAARTTTCTTARTARRRGTA
GIGGATATACTIGITCATCCAGTITCCTIGI CTTGGATARAATAARTTTCTTARTAARRGTA
GIGGATATACTGTITCATCCAGTTCCTGYLCTIGGATARARTARAATTTCTTARTAARAGTA
GIGGATATACTGITCATCCAGTTCCTIGEICTIGCGATARAATAAATTTCTTARTARRRGTA
GIGGATATACTGITCATCCAGTITCCTGRICTIGGATARAATARATTTCTTARTAARAGTA
GIGGATATACTGITCATCCAGTITCCTIGGICTIGGATARAATAARTTTCTTARTARRAGTA
GIGGATATACTGITICATCCAGITCCTIGGTICTIGGATARAATARATTTCTTARTARRAGTA
GIGGATATACTGITCATCCAGTITCCTIGGTICTTGGATARARTARATTTCTTARTARRRGTA
GIGGATATACTIGITCATCCAGTITCCTIGGICTTIGGATARAATARRTTTCTTARTARRRGTA
GIGGATATACTIGITCATCCAGTITCCIGGTICTIGGATARARTARRTTTCTTARTARRRGTA
GIGGATATACTIGITCATCCAGTITCCTIGGTICTIGGATARAATAAATTTCTTAATAARAGTA
GIGGATATACTIGTITCATCCAGTTICCIGGTCTTGGATARAATARATTTCTTAATAARAGTA
GIGGATATACTGITCATCCAGTITCCTGGTICTIGGATARARTAARTTTCTTARTAARAGTA
GIGGATATACTGTITICATCCAGTITCCTIGGTICTIGGATARAATARATTTCTTARTARRRGTA
GIGGATATACTGITCATCCAGTITCCTIGGTICTIGGATARAATARATTTCTTARTAARAGTA
GIGGATATACTGITCATCCAGTITCCIGGTICTIGGATARARTAAATTTCTTARTARRRGTA
GIGGATATACTGITCATCCAGTITCCTGGICTIGGATARARTAARTTTCTTARTARRRGTA
GIGGATATACTIGITCATCCAGTITCCTIGGTICTIGGATARARTARRTTTCTTARTARRAGTA
GIGGATATACTIGITCATCCAGTITCCTIGGTICTIGGATARAATARRTTTCTTARTAARAGTA
GIGGATATACTIGITCATCCAGTITCCTIGGICTIGGATARAATARRTTTCTTARTAARAGTA
GIGGATATACTGITCATCCAGTITCCTGGICTIGGATARAATARARTTTCTTARTARRAGTA
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A kért mennyiség beszaritdsat kovetden postdztuk a

cégnek, a

A 8. 4bran a cég altal kiildott nyircsaholyi minta

289
289
290
294
294
294
294
295
295
295
295
295
295
295
295
295
295
295
295
295
295
295
295
295



4.4. Genetikai diverzitasmutatok

A magyar méhészetek €s az orszagok kozotti kiilonbozé diverzitas értékeket, a haplotipus, a
variabilis poziciok szamat, a nukleotid gyakorisag, valamint az In/Del poziciok értékeit a 3.
tablazatban foglaltuk ossze.

3.tablazat: A vizsgalati minta mtDNS szekvenciainak statisztikai alapadatai (n=24 és n=32):

magyar mze:f;z;etek kozott orszagok kozott (n=32)
variabilis poziciok szama: 1 14
0sszes mutacio szama: 1 14
haplotipusok szama (h): 2 10
haplotlpusok( ::jv)(?rznas értéke 0,0710,065 0,534+0,079
nukleotid diverzitas (Pi): 0,000+0,000 0,006+0,001
In/Del pozicié: 0 0

A vizsgalt 6sszes mintdban 10 haplotipust kiilonitettiink el és 14 variabilis pozicidt talaltunk.
A haplotipus és nukleotid diverzitas értékek igen alacsonyak voltak: Hd: 0,534+0,079; Pi:
0,006+0,001.

A magyar mintakban két haplotipust detektaltunk, melyeknek nagyon alacsony a genetikai
variabilitasa: Hd: 0,071+0,065, és a nukleotid diverzitas: Pi: 0,000+0,000.

Az orszagok méhmintdinak szekvenciaiban inszerciot €s deléciot nem talaltunk.

A genetikai tavolsag értékeket a 4. és 5. tablazatban lathatok az egyes orszagok és csak a
magyar méhészetek kozott.

4. tablazat: Genetikai tavolsag értékek orszagok kozott (Jelmagyardzat: [1] Magyarorszag,
[2] Olaszorszag, [3] Lengyelorszag, [4] Afrika (Libéria), [5] Spanyolorszag):

1 2 3 4 5
1 0 0.000 0.002 0.005 0.004
2 0.000 0 0.002 0.005 0.004
3 0.007 0.007 0 0.005 0.003
4 0.011 0.011 0.015 0 0.004
5 0.011 0.010 0.010 0.013 0
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Az orszagonként csoportositott méhészetek egymastol szamitott genetikai tdvolsaga (atld
feletti érték) és az ezekhez tartozo p értékek (atld alatti érték) lathatok a 4. tablazatban (p<0,05).

Az afrikai mintak a vartakkal 6sszhangban jelentds genetikai tavolsdgban vannak a magyar
mintaktol, melyet a tadbldzatban megjelent értékek alatdmasztanak. Tovabba lathatd, hogy a
spanyolorszagi mintak is jol elkiiloniilnek a magyar mintaktol, melynek oka, a fajta kiilonbozdsége
¢s a jelentOs foldrajzi tavolsag. Genetikailag a magyarorszagi méhpopulacidohoz az olasz és lengyel

méhcsaladok allnak legkozelebb.

5. tablazat: Genetikai tavolsag értékek magyar méhészetek kozott (Jelmagyardzat: [1]
Fertészentmiklos, [2] Dinnyeberki, [3] Kiskunfélegyhaza, [4] Nyircsaholy, [5] Perkupa, [6]
Budapest):

1 2 3 4 5 6
1

2 0.000

3 0.000 0.000

4 0.001 0.001 0.001

5 0.000 0.000 0.000 0.001

6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Az 5. tablazatban a magyar méhészetek kozotti genetikai tavolsagot mutatjuk be. Minden
esetben szignifikans értéket kaptunk (p<0,05). A genetikai tavolsag értékek a legtobb esetben 0,000,
mely arra utal, hogy az egyes méhészetek altalunk vizsgalt egyedei igen kis genetikai tdvolsdgban
vannak egymassal. A tavolsagi értékekben is megmutatkozik a nyircsaholyi méhészetben detektalt
mutacio (pirossal jelolt, 5. tablazat). A foldrajzi tavolsag ellenére a magyar mintak genetikali

allomanya igen hasonlo.

A vizsgalt allomanyok genetikai kapcsolatat Neighbor-Joining klaszterez6 modszer alapjan

szerkesztett filogenetikai fakon mutatjuk be (10. és 11. abra).
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a—  NYircsaholy2B
BudapestoC
Budapest9B
Budapest9A
Budapest2B
PerkupatB
Perkupa2C
Perkupa2A
NYircsaholy9A
NYircsaholy2C
NYircsholy2A
Kiksunfelegyhaza5C
Kikunfelegyhaza4B
Dinnyeberki9A
Dinnyeberki3B
Dinnyeberki1C
Perkupa2B
Kiskunfelegyhaza5B
Fertoszentmiklos3A
Fertoszentmiklos 10A
Kiskunfelegyhaza5A
Fertoszentmiklos2B
Fertoszentmiklos2C
Dinnyeberki2A
Italy5

Buckfast210
Buckfast23
Buckfast2
Buckfast9
PolandKrakko2
PolandKrakko3
PolandKrakko4
PolandBialowieza10
PolandBialowiezal
PolandBialowieza2

] PolandBialowieza3

Italy7
L Italy8
PolandKrakko1
Italy10
SpainCantabria
SpainMurcial
& Afiika10
34 | Afrika13
87 ‘ Afrika?
Afrika8

PolandWrocklaw1

PolandV

PolandWrocklaw4
PolandWrocklaw5
147 SpainGalicia

Ll SpainNawarra

7 ‘ PolandBydgoszczA14

& Pol ydgoszczA7
20| PolandBydgoszczA18
68 | PolandBydgoszczA4

0.002

10. abra: Neighbor-Joining
modszer alapjan szerkesztett
filogenetikai fa a kiilonb6z6

orszagokbodl szarmazd
méhészetekkel
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A 10. abra az orszagok kozotti
méhcsaladok elkiiloniilését szemlélteti. A
torzsfa elemzésekor lathat6, hogy a mintak
két f6 agba csoportosulnak. Az egyik 6 egyik
agan az Osszes magyar méhészet, Buckfast
méhek, olasz (Apis mellifera ligustica) és a
lengyel bialowiezai (Apis mellifera mellifera)
¢és krakkoi (Apis mellifera carnica) mintak
tartoznak. A masik agon két spanyol (Apis
mellifera iberica) és a vizsgalt afrikai mintak
(Apis mellifera adansonii) talalhatbak. A fa
masik fo 4gan két lengyelorszagi mintavételi
hely egyedei (Apis mellifera mellifera) és két
spanyol minta (Apis mellifera iberica)
talalhato.

A Buckfast méh egy hibrid melyet
vonalként is emlitenek. 1916-ban tobb fajta A.
m. ligustica (olasz fajta), A. m. mellifera
(Angliabol szadrmazo so6tét méh), A. m.
mellifera (Franciaorszagbdl szarmazo sotét
méh), A. m. anatolica (torok fajta) és az A. m.
cecropia (gorog fajta) keresztezésével hozta
létre els6ként Adam testvér az angliai

Buckfast kolostorban (Internet 5).
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:“:::zzg vizsgalva, jol latszik, hogy a filogenetikai fan
U

Rerkupast ujra két ag kiillonboztethetd6 meg. Az egyiken
Perkupa2C

Rerkifeds csak az 6nallo haplotipust is alkot6 nyircsaholyi
Perkupa2A

teicashan egyed, mig a masik agon az Osszes tobbi
NYircsaholy2C

atabalZA magyar egyed talalhato.
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Kikunfelegyhaza4B
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Kiskunfelegyhaza5A

Dinnyeberki9A

Dinnyeberki3B

Dinnyeberki2A

Dinnyeberki1C

Fertoszentmiklos3A

Fertoszentmikios2C 11. 4bra: Neighbor-Joining modszer alapjan
o szerkesztett  filogenetikai fa  magyar
Fertoszentmiklos2B 1, o

N¥icsahily28 méhészetek kozott

0.0005

A Network median joining analizissel készitett abran is a vizsgalt egyedek haplotipusait és
azok orszagonkénti megoszlasat mutatjuk be
(12. abra). A kiilonboz6 szinek az orszagokat,
a korok mérete az egyedek szamat, a szamok
a mutaciok szamat jelolik. Az Afrikédbol
(sarga) és Spanyolorszagbol (piros) szarmazo

egyedek lathatéban jol elkiiloniilnek a

Magyarorszagrol (lires) gylijtott egyedektol.

A tobbféle szinnel jeldlt kor jeldli, hogy az

adott haplotipusban a magyar karnika fajta
mellett az olasz (kék) (Apis mellifera

12.  4bra: Network analizissel készitett filogenetikai fa ~ ligustica), és lengyel (zold) (Apis mellifera
orszagok kozotti méhészeteknél . . . . .
(elmagyardzat: fehér: Magyarorszag, sarga: Afrika, piros: ~ Mellifera) — fajta is  megjelenik, mely

Spanyolorszag, zold: Olaszorszag, kék: Lengyelorsza, . . ..
panyoioTzag, = zorszag gyelorszdg) Osszhangban van a  Neighbour-Joining

modszerrel szerkesztett filogenetikai fa

eredményével.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

A teljes mtDNS vizsgalata és szakaszainak amplifikalasa PCR segitségével ismert és
alapvetd technika a hazi méhek szarmazasi vonalainak illetve fajtdinak megkiilonboztetésére.

Eredményeink alapjan azt kaptuk, hogy a magyarorszagi hazi méh populacidoban az altalunk
vizsgalt egyedek alapjan mas fajtak jelenléte is megfigyelhetd, mint a Lengyelorszagban,
Bialowieza kornyékén honos Apis mellifera mellifera, Krakko kornyékén eldforduld Apis mellifera
carnica ¢s az Olaszorszagban jellemz6 Apis mellifera ligustica fajtak. A vizsgalatba vont kontroll
mintak kozil az afrikai és spanyol mintak varhatéan jol elkiiloniiltek a magyar populacioktol.
Igazoltuk hipotézisiinket, miszerint a hatdr menti teriiletekr6l bearamlo fajtak miatt a magyar
allomany fokozottan kitett a génszennyezésnek.

Mindezek alapjan a krajnai fajta homogenitasanak fenntartasa céljabol, a természetvédelmi
célokkal 6sszhangban javasoljuk a mesterséges termékenyités orszagos szintii alkalmazasat, ezaltal
fajtatiszta méhanydkkal torténd szaporitast. A hazénk jellegzetes oOkoldgiai viszonyaihoz
alkalmazkodott krajnai fajta megérzése az egész méhészeti tarsadalomnak kozos érdeke, ezért
javasoljuk az importbol szarmazé méhanyak ellenérzésének szigoritasat. Tovabba szorgalmazzuk a
méhészeknek a méhanyak hivatalos méhanya neveldktdl torténd vasarlasat.

Az importdlt fajtdk bearamldsdnak megakadalyozasa korlatozott, 4m a mesterséges
termékenyités a fajtatisztasdg megdrzésének hatékony modszere lehet.

Kutatasaink tovabbi céljai kozott szerepel annak kimutatasa, hogy az elemszam novelésével

¢€s tobb méhészet bevonasaval eredményeink eltérést mutatnak-e.
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6. Osszefoglalas

A méhek az emberiség szdmara ¢és az Okoszisztémaban egy rendkiviil fontos szerepet
toltenek be. Alapvetd fontossaguak az egyre inkdbb ndvekedd ¢€lelemsziikséglet miatt, a beporzas
legnagyobb hanyadat végzik a rovarok kozott illetve természetes édesitGszert biztositanak
szamunkra. Magyarorszag 0shonos méhfajtaja a krajnai méh (Apis mellifera carnica), mely fajnak
elterjedési teriilete Ausztria, Szlovénia, Horvatorszag, Bosznia-Hercegovina, Albania, Szerbia,
Magyarorszag ¢s Roméania. Az alpesi, a pannon ¢€s a foldkdzi-tengeri zondkon nyugat-keleti irdnyba
terjednek. Az intenziv tenyésztés, a migraciés méhészet illetve a hibridizacio lehetésége okozhatott
valtozast a krajnai méh genetikai dllomanyaban.

Valaszt szerettiink volna kapni arra a kérdésre, hogy a hazankban ¢él6 krajnai méh fajta
genetikailag mennyire egységes és mennyire kiiloniil el az Apis nemzetségbe sorolt mas fajtaktol.

Mitokondrialis DNS (mtDNS) vizsgalattal elemeztiikk a hazi méh (Apis mellifera) genetikali
strukturajat, Osszesen 56 egyed bevonasaval. A mintdk 7 magyar méhészetb6l (Budapest,
Dinnyeberki, Fertdszentmiklos, Kiskunfélegyhaza, Nyircsaholy, Perkupa, Hajdavid) és 10 kiilfoldi
méhészetbdl (Bialowieza, Krakkd, Wroclaw, Bydgoszcz, Bologna, Galizia, Cantabria, Murcia,
Navarra, Jibloo) lettek begylijtve, méhészetenként 4 csaladbol, csaladonként egy-egy 5-7 napos
dolgoz¢ alca vizsgalataval.
bp hosszusagu részét elemeztiik. A vizsgalt 0sszes mintaban 10 haplotipust talaltunk 14 variabilis
pozicidval, a haplotipus és nukleotid diverzitas értékek alacsonyak voltak: Hd: 0,534+0,079; Pi:
0,006+0,001. A magyar mintdk 2 haplotipusba tartoznak ¢és nagyon alacsony genetikai variabilitas
jellemzi 6ket (0,071+0,065). A nukleotid diverzitas 0,000+0,000. Az el6bb emlitett mutatokon kiviil
az allomanyok kozotti genetikai elkiiloniilés hianyat bizonyitja a Neighbor-Joining modell és a
Network median-joining alapjan szerkesztett filogenetikai fa is.

Osszességében megallapithatjuk, hogy a Magyarorszagon taldlhato krajnai méh populaciok
még genetikailag egységesek. Az altalunk vizsgalt mintdkban idegen hatds nem vagy csak csekély

mértékben jellemzo.
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