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Roviditések jegyzéke

ul microliter-mikroliter
uM micromole-mikromol
bp base pair-bazispar
cM centi Morgan
db darab
DNS deoxyribonucleic acid-dezoxiribonukleinsav
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid-Etilén-diamin-tetraecetsav
kb Kilobase pair-kilobazispar
PCoA Fokoordinata analizis
PCR Polimerase Chain Reaction-polimeraz lancreakcio
SCAR Sequence Characterized Amplified R’eg'i’on-Szekvencia jellemzett amplifikalt
regio
SNP Single Nucleotide Polymorphism-Egypontos nukleotid polimorfizmus
SSR Simple Sequence Repeat-Egyszerii szekvencia ismétlddés
STR Short Tandem Repeat-Rovid tandem ismétlédés
VNTR Variable Number Tandem Repeats-Valtozé szamu tandem ismétlédés
ntc No template control — negativ kontroll
OMME Orszagos Magyar Méhészeti Egyesiilet
MMOE Magyar Méhtenyésztok Orszadgos Egyesiiletének




1. Bevezetés

A torténelem folyaman a novénytermesztés és az allattenyésztés soran az emberek tobb fajt
is nemesitettek, melyek koziil a mézel6 méh (Apis mellifera) mar tobb mint 7000 éve jatszik
szerepet a mezdgazdasagban (Oldroyd 2012). Ez a rovarfaj a kezdetektdl fogva nem csupan
meghatarozo a méhészeti termékek (pl. méz, viasz) eldallitasa és a novények beporzésa altal a
gazdasagban (Klein et al. 2007, Gallai et al. 2009; Chauzat et al. 2013), hanem az 6kologiai

egyensuly fenntartasaban is szerepet jatszik (Winston 1991).

Hazankban az egyetlen elismert és tenyészthet6 méhfajta a pannon méh (Apis mellifera
carnica pannonica), ami tobb mint 50 éve vesz részt a tenyésztési programokban, az MMOE
(Magyar Méhtenyésztok Orszagos Egyesiiletének) 2001-ben pedig jogosultsagot kapott a
méhfajta torzskonyvezésére €s szarmazasi igazolds kiadasara is. A pannon méh az egyik
gazdasagilag jelentés fajta, a krajnai méh (Apis mellifera carnica) helyi valtozata, melyet
magyar méhként 1934-ben hataroztak meg és dokumentaltak el8szor (Orosi 1934; Péntek-
Zakar et al. 2015; 11.).

Az Apis mellifera fajtainak kiilonboz6 morfologiai és viselkedési tulajdonsagai vannak,
melyek els6sorban a populaciok elkiiloniilése utan alakultak ki, az j kornyezethez torténd
alkalmazkodas soran. fgy elmondhatjuk, hogy a honos pannon fajta jellemz6i bizonyulnak a
legmegfelelobbnek a Magyarorszagon uralkodé éghajlati viszonyokhoz. A fajta tenyésztése ma
mar ellenérzott koriilmények kozott zajlik, azonban az importalt tajidegen (pl. Buckfast hibrid),
vagy a szomszédos éléhellyel rendelkez6 (pl. Apis mellifera ligustica) fajtakkal és azok
hibrideivel tortén6é keveredésével az 6shonos tiszta vonal veszélybe keriilhet (Mufioz et al.

2020).

A téma fontossagat bizonyitja, hogy Bulgéaridban mar megfigyelhetd ez a hibridizacios
hatas. Az ott nativ Apis mellifera macedonica mara mar nagy mértékben keveredett tobb mas
fajtaval, mint példaul az Apis mellifera carnica-val, és a gorog Apis mellifera cecropia-val. Az
ilyen mértéki hibridizacio veszélye az, hogy id6vel a honos fajtak genetikai jellegzetességei és

az elényos tulajdonsagai (pl. szelidség) akar el is veszhetnek (Mufioz et al. 2020).

Ez a veszély fennallhat a magyarorszagi méhpopulacié esetén is, mely megelézésének
c€ljabol hoztak a kiilonb6zé méhfajtak tenyésztését korlatozo rendelkezéseket. A hibridizécio
veszélye azonban a szomszédos é16hellyel rendelkez6é populaciok kozott tovabbra is jelen van,
aminek hatasa azonban a rovarok morfologiai tulajdonsagain nem jelenik meg minden esetben.

fgy egy genetikai alapon miikodd, az Apis mellifera carnica pannonica méh fajtatisztasaganak



mértékét vizsgalo modszert fejlesztettiink ki, mely rokonsagvizsgalatra is lehetdséget nytjthat.
Ez nagy segitséget jelenthet a mesterséges termékenyités esetén hasznalt tenyésztési allomany
ellendrzésében, tovabba az allomanyok beltenyésztettsége soran fellépo esetleges értékromlas

elkeriilésében is (Plate et al. 2020).

2. Celkitlizes

A kutatas célkitiizése, hogy a vizsgalati modszer segitségével a Magyarorszagon értékesitett
méhanyék, a mesterséges termékenyitéskor felhasznalt genetikai anyag és igy kozvetetten a
hazai méhallomany fajtatisztasaganak monitorozasa, szelektalasa hatékonyabba valjon. Ezzel
elésegitve a honos Apis mellifera carnica pannonica méhfajta tiszta vonalanak fenntartasat, az

erds hibridizacios hatdsok ellenére.

A vizsgalatokban az MMOE 4 kozponti teljesitményvizsgald telepe (KTV telepek), illetve
4 méhanyaneveld méhészete vett részt. A méhészek a mintavétel idopontjaban legjobb
termelési tulajdonsagokkal (pl.: méztermelés, elszedhetd virdgpor mennyisége) rendelkezd
méhcsaladjaik koziil biztositottak mintdkat, mivel ezekt6l a csaladoktdél szarmazhat a

késdbbiekben, az inszeminalasi programban felhaszndlt 6rokité anyag is.

Célunk az, hogy a vizsgalt méhcsaladok genetikai allomanyat Osszehasonlitsuk a
hibridizacié szempontjabol legvaldsziniibb fajokkal/fajtakkal, és az eredmények segitségével
szelektaljuk a tajidegen genetikai anyaggal rendelkezd csalddokat a magyar

tenyészallomanybol.



3. lIrodalmi attekintés

3.1 A méhészeti agazat jelentOsége

A mézeld méhek (Apis mellifera) vilagszerte rendkiviil jelentés szerepet toltenek be a
mezdgazdasagban ¢és Okoszisztémaban. Részt vesznek a gazdasagilag hasznos ndvények
beporzasaban (Klein et al. 2007, Gallai et al. 2009), mindekozben az altaluk eldallitott
termékeket (pl. méz, méhpempd, viasz) tobbek kozott az élelmiszeripar és gyogyszeripar is
hasznositja (Gallai et al. 2009, Chauzat et al. 2013; 12.). Az Eurépai Uni6 a vilag
méztermelésének 14%-at szolgéltatja, mialatt mézpiacdnak onellatottsagi foka 60%, az EU-n
beliil 2018-ban Magyarorszag méztermelési szempontbol a 7. legjobb helyen teljesitett (14.). A
mézeld méhek gazdasagi jelentdsége megfigyelhetd abbol is, hogy 2018-ban a magyarorszagi
méhészetek az allattenyésztés 5,6%-at tették ki, mig a mezdgazdasag bruttod termelési értékének
megkozelitéleg 1,3%-at (~35 milliard forint), ami jelentds gyarapodast jelentett a 2015-ben
becsiilt 24,5 milliard forinthoz viszonyitva. (Oravecz et al. 2020). Tovabbi szempont, hogy az

agazat f6- vagy részmunkaidds allast, ezaltal jovedelmet biztosit rengeteg embernek.

3.2 Meéztermeld fajok a vilag koriil

Taxonomiai szempontbdl nézve minden az allatok (Animalia) orszagaba tartozo él61ény,
igy a rovarok is az eukariotak doménjaban talalhatoak. A gazdasagilag jelentés fontossaggal
bir6, méztermeld rovarfajok ezen beliil az Arthropoda (izeltlabuak) torzs, Insecta (rovarok)
osztalyan beliil, a Hymenoptera (hartyasszarnyuak) rendjének Apidae (méhfélék) csalad,
Apinae alcsalad Apis nemébe sorolhatoak. llyen nagyobb mennyiségii mézet termeld az azsiai
méh (Apis cerana), a nyugati mézelé6 méh (Apis mellifera) és az o6rias méh (Apis dorsata)
(Whitfield et al. 2006; Radloff et al., 2011; 118; Dar, 2019).

3.3 A keleti mézeld méh (Apis cerana)

Az Apis cerana, tobb néven is ismert (pl. azsiai vagy keleti méh) és a harmadik legkisebb
a mézeld méhfajok koziil. Megtaldlhato a tropusi esderd6tdl €s szavannatdol a nedves
kontinentalis lombhullaté erdSkon 4t a tajgaig. igy Dél- és Délkelet-Azsiaban is jelen van, mint
példaul Kinaban, Indidban, Japanban, de Szibériaban, és a Himalaja tertiletén is (Gupta, 2014;
Dar, 2019). Ez azért nem jelent problémat szamukra, mert 6-8 °C-os homérsékleten is aktiv és
képes repiilni, ami 2-4 °C-kal alacsonyabb a nyugati méhek értékénél. Tovabba az dzsiai méhek
esetében az A. melliferakkal ellentétben a dolgozdk hdszabalyozasanak kdszonhetden a fészek
belsejében nem 35°C, hanem 41°C a van altalaban. A herék szintén eltérnek a nyugati méhektol,

hiszen veliik ellentétben itt a himek kisebbek a dolgozoknal. (Szalainé 2002).



Mivel ez a méh is liregben épiti ki a fészkét, igy nem meglepd, hogy az Apis mellifera mellett
ez a faj is domesztikalhato volt. Kisebb csaldadokban ¢és 1épeken élnek, mint a nyugati mézeld
méhek, ebbdl kifolyolag kevesebb az altaluk termelt méz mennyisége is. Mivel ez a faj
gazdasagilag fontos, azonban az eurdpainak nagyobb a termelése, igy idével megjelentek a
piacon. A kereskedelem alatt Azsiaba bekeriiltek olyan j betegségek, és é16skod6k, mint a
légesdatka (Acarapis woodi), a kdltésrothadasok bacillusa (Paenibacillus larvae - amerikai és
Melissococcus pluton-eurdpai), és a koltésmeszesedés gombaja. Ezzel egy idében Azsiabol is
kikeriiltek az A. melliferara artalmas ragadozok, koérok és parazitdk, amik felelosek az
allomanyok csokkenéséért. Ilyen példaul az azsiai lodarazs (Vespa velutina), Varroa destructor
atka, a Nosema cerenae, amelyek ellen az A. cerana rendelkezik védekez6 mechanizmussal,

azonban az A. mellifera nem (Gupta, 2014; Chantawannakul et al. 2016).

3.4 A buckfast hibrid

A Buckfast hibrid méhvonal Adam testvér (1898-1996) nevéhez fiizédik az Egyesiilt
Kiralysag délnyugati részében talalhatd Buckfast apatsagbol. Az eldallitasa kozben elsGsorban
anatoliai-, olasz- és krajnai méheket keresztezett. Célja az volt, hogy egy olyan kival6 hibrid
fajtat készitsen, amely toleralja a légcsOatkat (Acarapis woodi), ellenalld betegségekkel
szemben, szelid, erés higiénikus hajlammal rendelkezik, jol alkalmazkodik a téli
koriilményekhez, a hiivosebb teriiletekhez és termelékeny. (MAREEC 2004, Sammataro és
Avitabile, 2011; Péntek-Zakar 2014).

3.5 Az Apis mellifera
3.5.1 Széirmazésa, elterjedése

Az Apis mellifera igen elterjedt, hiszen a tobbi fajtol eltéréen Azsian (nyugati része,
Ko6zép- és Kozel-Kelet) kiviil honos Eurdpaban és Afrikaban is. Mi tobb, az Antarktikan kiviil
az emberi tevékenységek altal eljutott a Fold szinte Gsszes kontinensére, ahol gyorsan teret
haoditott (Dar, 2019).

Ennek egyik oka a leletekbdl feltételezve az, hogy bar a rovarok 300, mig azon beliil a
hartyasszarnyuak 200 milli6 éve jelentek meg a F6ldon, az Apis nemhez tartozok az oligocén
id6szaki (mely 23 millio évvel ezel6tt ért véget) Eurdpabdl szarmaznak, ahonnan tovabb
terjeszkedtek Azsiaba. Ezutan a miocén foldtorténeti kor alatt, a nem mindkét kontinensen
diverzifikalodott. Az 8si méhek ezutan Azsiabol Eszak-Amerikaba, Europabol pedig Afrikaba
vandoroltak, ahol késébb a modern A. mellifera fajja fejlodtek.

Azsiaban az 6si éghajlati viszonyok kedvezéek voltak, igy kialakulhattak a mai Azsiaban

talalhaté Apis fajok. Ezalatt azonban Eurdpaban és Eszak-Amerikaban uralkodo kériilmények,



az ott talalhatd Apis nemzetség kihalasat eredményezték. Azsiaval egyetemeben Afrikaban
viszont szintén megmaradt az oda vandorolt nemzetség, igy késébb onnan Eurdpaba és Nyugat-
Azsiaba tudott terjeszkedni a holocén idészak (10-12000 évvel ezel6tt kezdddott) alatt. Az
Eszak-Amerikaban kipusztult populaciok helyére azonban az évezredek soran egészen addig
nem érkeztek Gj mézelé méhek, amig az ember vissza nem telepitette dket a Kr. u. 17. szazadban
(Sammataro és Avitabile, 2011; Kotthoff et al. 2013; Dar, 2019).

Az Apis melliferanak mara a F6ldon tobb mint 30 alfaja van a hibrideket is beleszamolva.
Ezeket el0szor morfologiai jegyek alapjan kiilonboztették meg, azonban napjainkban mar
genetikai alapi modszerek is rendelkezésre allnak (Ruttner et al. 1978; Garnery et al., 1993,;
Robert és Philipp 1997; Meixner et al., 2013; Muifoz et al. 2020). Az alfajokat jelenleg
genetikailag 4 evolucios leszarmazasi vonalba tudtak sorolni (1. abra). Honos élettereiket pedig
kutatisok szerint nem a foldrajzi akadalyok (folyok, hegyek) valasztjak szét, hanem az egyes
tertiletek kozti éghajlati kiilonbségek, mint példaul az atlaghdmérséklet. Ezt bizonyitja, hogy
bar a Karpatok mindkét oldalan megtalalhatéak az A. m. carnica és az A. m. macedonica mézel6
méhek, az elébbi a 9 °C alatti, mig az utdbbi a 9 °C feletti atlaghdmérsékletii régiokban
fordulnak foként el6. Ez az elterjedési teriilet-valasztas hatassal lehet a jovébeli biogeografiara
a varhato globalis éghajlati valtozasok fényében. A hét leggyakrabban el6forduld alfaj a
kovetkezd: az A. m. monticola, A. m. adansonii, A. m. caucasica, A. m. scuttelata, A. m.

mellifera, és az A. m. carnica (Coroian et al. 2014; 12.; Ostroverkhova et al., 2018).

Eastern Europe (C)

Western and northern
Europe (M)
A. m. ligustica
A. m. carnica

A. m. mellifera
A. m. iberiensis

Near East (0)

Africa (A)
A. m. syriaca

A. m. caucasica
A. m. anatoliaca

A. m. intermissa
A. m. scutellata

A. m. lamarckii

1. dbra: Az Apis mellifera legjelentésebb alfajai csoportositva
Forrds: Weinstock et al. 2006

3.5.2 A méhcsalad felépitése, genetikdja
Az Apis mellifera faj tagjai altalanosan hasznalt modellek a tarsas viselkedés

tanulmanyozasaban, mivel "euszocialis" rovarkolonidkban élnek két kasztra bontva, ahol az



egyik az utdédokat nemz6 kiralynd, a masik pedig az altruista dolgozokat foglalja magaba
(Winston 1991; Weinstock et al. 2006).

A faj csaladjai tehat egy anyabol, tobb tizezer ndstény dolgozobdl és tavaszi-nyari
idGszakban tobb szaz vagy akar par ezer him herébdl allhatnak. A méhanyak poligamok, tehat
megfeleld iddjarasi koriilmények kozott kikelés utan egy héten beliil kirepiilnek parzani
(naszrepiilés), mialatt tobb here 6rokitd anyagat is elraktarozhatjak. A himek fullankkal nem
rendelkeznek, ivarszerviik pedig parzas alkalmaval az anya fullankkamrajaba szakad, ami miatt
a herék par oran beliil elpusztulnak. A méhanya spermatékaja viszont, a megtermékenyités utan
4,3-7 millid6 spermiumot tartalmazhat, ami felhaszndlaséval élete nagy részében naponta
nagyjabol 1000-2000 petét fog lerakni, akiket a fiatal dolgozé méhek (dajkék) fognak ellatni.
A dolgozok feladatai az életiik elérehaladtaval folyamatosan valtoznak (gondozas, 1ép épitése,
¢lelem gytjtése, méz érlelése, fészek védelme, hdmérséklet fenntartasa), a szerveik fejlddésével

Osszhangban (Faluba 1983; Szabo és Heikel, 1987; Sammataro és Avitabile, 2011).

A nyugati mézeld méh esetében is, a hartyasszdrnytak rendjébe tartozé fajokhoz hasonléan
a him egyedek a lerakott, de meg nem termékenyitett petékbdl alakulnak ki, igy az ,,apak”
genetikai anyaga nélkiil ezek az egyedek haploidok, azaz 1 kromoszomakészlettel rendelkezd
rovarok lesznek. Ezaltal ezek nem csupan a mitokondrialis 6rokitdanyagukat, hanem a teljes

genetikai 4llomanyukat az anyatol/kiralyn6tdl kapjak (Gupta, 2014).

Ezt a fajta nemhatarozast haploid-diploid rendszernek nevezziik. A méhek esetében egy
csaladban, a dolgozé méhek (ndstények) és az anya diploid egyedek, mig a herék/drénok (him
egyedek) haploidok vagy masképpen monoploidok. Az Apis fajoknal ez azt jelenti, hogy
haploid dronoknak 1 kromoszomaszettjiik van (anyai), ami 16 db kromoszomat jelent, mig a
ndstényeknek kétszer ennyi, azaz 6sszesen 32 db-uk van (16 anyai - 16 apai). A dolgoz6 méhek
ivarszervei nem alakulnak ki megfelelden, igy a csaladban csupan a mar beparzott anya képes
diploid, a komplementer nemmeghataroz6 génre (CSD) heterozigdta, azaz ndstény méheket
létrehozni. Az anya genetikailag egyezik a dolgozokkal, kasztjat csupdn a larvaként kapott
taplalék szabja meg (Wilde és Beetsma, 1982). A diploid néstény dolgozok bizonyos esetekben
tesznek le petéket (dlanydk), azonban mivel ezek nem képesek megtermékenyiilni, csupan
haploid hemizigota herékké tudnak fejlédni. A ritkan eléforduld, a CSD génre mutéci6 hatdsara
homozigdta diploid himeket a dolgozok még iddben észreveszik, és elpusztitjak (genetikai

diverzitas megorzése). Bizonyos esetekben kikelnek, azonban az ivarszerviik fejlédési



rendellenessége miatt sterilek lesznek (Beye et al. 1999; The Honeybee Genome Sequencing
Consortium, 2006).

Az ilyen fajoknal (pl. hangydk, darazsak) genetikai allomanyt tekintve kijelenthetjiik, hogy
a himek altagosan csupan 25%-ban egyeznek meg genetikailag a dolgozé testvéreikkel, mig
100%-ban az anyaval. A dolgozdk rokoni kapcsolatait nézve érdemes megjegyezniink, hogy a
méhanya poligam, azaz nem csupan egy herével parzik. Emiatt az egy csaladbol szarmazo
dolgoz6 méhek nem feltétlentil édestestvérek, ami egy feldl ndveli a populacion beliili genetikai
diverzitast, mas fel6l magyarazattal szolgalhat az altruista viselkedési formajukra. Ennek oka,
hogy az anyai kromoszémak rekombindcioja, és az apak monoploiditdsa miatt, atlagosan 75%-
ban egyezik dolgozdk genotipusa. Korabbi kutatdsok szerint, a rokonszelekci6 hatterében az
allhat, hogy mivel a ndstény méhek kozelebbi rokonsagban vannak a lanytestvéreikkel, mint a
dolgozok esetleges haploid utddaival, igy a sajat génjeik fenntartdsa érdekében kifizetédobb
szamukra az anya utddainak talélésének elosegitése. Ennek a hipotézisnek sokaig igazat adtak,
azonban az Ujabb vizsgalatok alapjan a helytallosagat vitatni lehet a populéciés nemi aranyok,

és a tarsas viselkedés kolcsonhatasainak dsszehasonlitasakor (Rautiala et al. 2019).

3.5.3 Az olasz fajta (Apis mellifera ligustica)

Az olasz mézel6 méh az olaszorszagi Appennini-félszigetr6l szarmazik, de természetes
élohelye kiterjed északabbra is. Igy nem meglepd, hogy az A. m. melliferaval és A. m.
carnicaval képzett hibridjei természetes koriilmények kozott is kialakulnak. Azonban mivel
kedvez6 tulajdonsagai miatt (alkalmazkodas, hordas, szelidség, jO higiénias viselkedés, Kis
rajzasi hajlam, ellenallas az europai nyulos koltésrothadassal szemben) igazan kedvelt alfaj a
méhészek korében, igy mesterséges hibrid vonalakat is 1étrehoztak beldle, mint példaul a
buckfast hibridek. Ezenkiviil az Amerikaba importalt mézeld méhek nagy hanyada is olasz
eredetli (Woodward 1993; Franck et al. 2000; Sammataro és Avitabile, 2011).

Az olasz méh jellegzetes szine sarga, soOtétbarna savokkal a potroh also részén; az
"aranysziniiek" 0t, mig a "bdrszinliek" harom sévval rendelkeznek. Kiilonlegesség, hogy az
alfajnal inkabb a szineknek van tobb szerepe a tajékozodasban, mint a targyak
elhelyezkedésének. Rossz tulajdonsagaik kozé tartozik, hogy mivel rovidebb tavolsagokat
tesznek meg, ezért hajlamosak a kozeli gyengébb koloniakat kirabolni. Tovabba, mivel
tavasszal lassan gyarapodik a populaciojuk, és 6sszel sokaig fiasitanak, igy a koratavaszi
méztermelésre nem alkalmasak, és a téli élelem gyakran nem elég szamukra tavaszig.
Hajlamosak a betegségekre, és azok terjesztésére is (Szalainé 2002; Sammataro és Avitabile,
2011).
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3.5.4 A krajnai fajta (Apis mellifera carnica)

A krajnai méh (Apis mellifera carnica) nevét a Karnika Alpok teriiletérdl kapta, mivel
eredetileg a Kravankak hegylancarol, az osztrak-szlovén (régi irodalmakban Jugoszlavia). hatar
teriileteir6l szarmazik. Megtalalhaté a Karpatok hegyvonulatan, a Karpat-medencében, az
Alpokban, tehat Ausztriatol Dél-Lengyelorszagon at, egészen a dalmat partokig (2. abra).

Kontinentalis és mediterrdnhoz hasonl6 éghajlati teriileteken is megél, mivel jo hétiird és
atteleld képességekkel rendelkezik. A krajnai méhfajtak koziil pedig a legészakibb, az 50.
sz¢lességnél kialakult tajfajtat tekinthetjiik a legjobbnak attelelési szempontbol. (Szalainé 2002;
Sammataro és Avitabile, 2011)

-] Schwarzes

A.m.anatoliaco
.
/7

2. dbra: A krajnai fajta vdltozatainak elterjedési terliletei
Forrds: Ruttner 1992

Morfologiailag eltér az olasz alfajtdl, hiszen potroha nem sarga, hanem sziirkésfekete-barna,
vilagos sz6rokkel. Bar szelid, mint az A. m. ligustica, termelési tulajdonsagai is masok, hiszen
tavasz kezdetén gyors gyarapodas jellemzi, ami alkalmassa teszi a korai viragok beporzasara
és méztermelésre. Példaul a csalad mar rendelkezik a gazdasagilag fontos nektartermeld,
altalaban majus kozepére es6 akac kozben sziikséges 60-70 ezer dolgozoval. Ezenkiviil, mivel
jobban birjak a hideg koriilményeket, igy reggel hamarabb kezdenek el dolgozni, mig délutan
késébb térnek vissza a kaptarakba, igy fokozva a termelést. Tovabba Gsszel az anya hamarabb
abbahagyja a fiasitast, igy a csaladnak kevesebb élelemre van sziiksége a tél folyaman, amiért
elegendo €lelmiik marad a téli idészakra. Mivel hosszabb repiilétavot tesznek meg az olasszal

szemben, igy nem meglepd, hogy ritkdbban raboljak ki a kozeli, gyengébb csaladokat, igy a
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betegeségeket is ritkabban terjesztik. Egy masik eltérés az A. m. ligusticatol, hogy
tajékozodasuk a szinek helyett az alakzatok felismerésén alapszik (Szalainé 2002; Sammataro
és Avitabile, 2011).

Kedvezdtlen tulajdonsagként emlithetjiik, hogy ha nincs elég helyiik a terjeszkedésre,
képesek rajzani. Ezenkiviil a gyors populdciondvekedés miatt, ha valami okbdl nincs elég
¢lelmiik kora tavasszal, ¢hezhetnek, ami rabldshoz vezethet. Tovabba mivel a kirdlynd sotét
szinii, igy nehezebben lehet észlelni a dolgozok kozott. Hajlamosak olyan megbetegedésekre,
mint példaul a koltésmeszesedés (Ascosphaera apis okozza), az amerikai (Paenibacillus larvae
okozza) és eurdpai (Melissococcus pluton fertézés) koltésrothadas, szarnydeformitas (deformed
wing virus, DWV) de a parazitak is veszélyt jelentenek szamukra (pl. Varroa destructor atka)
(Szalainé 2002; Sammataro és Avitabile, 2011).

Magyarorszag teriiletén csupan a honos pannon méhfajta (Apis mellifera carnica
pannonica) tenyésztése engedélyezett, mely 2001-ben kapta meg az allami elismerést, mint
kiilonalld fajta. Sokaig krajnai méhnek hivtak, kiilon megnevezéssel nem birt, azonban 2012.
augusztus 21-én, a NEBIH engedélyével megkapta a pannon méh nevet, igy szakirodalmakban
napjainkban igy talalhatd meg (Horvath et al. 2013). Az Apis mellifera carnica alfajon beliil, a
pannon méhen kiviill még két tajegységi valtozat talalhato: az alpesi (elterjedése: Ausztria,
Szlovénia) és a dalmat, avagy bulgariai (elterjedése: adriai partok) (Péntek-Zakar et al. 2015;
Muioz et al. 2020; 11.).

3.6 Hibridizaci6é a mézeld méhek esetén
3.6.1 A hibridizéci6 hattere

A szomszédos ¢élohellyel rendelkezd alfajok természetes modon is hibridizalodnak az évek
folyaman (Beekman et al., 2008). Legtobb esetben az alfajok elterjedését foldrajzi hatarokhoz
kapcsoljak (pl. hegyek, folyok stb.), mivel azok fizikailag korlatozzak be az allatok mozgasat.
Azonban ujabb kutatdsok kimutattdk, hogy a geografiai hatarok mellett, az éghajlati tényezok
is szerepet jatszhatnak ebben, példaul az A. m. carnica és az A. m. macedonica esete. A
klimavéltozas tehat befolyasolhatja egyes fajok/alfajok elterjedését, ezzel 0j lehetdséget nyitva

az eddig ismeretlen hibridek megjelenésére (Coroian et al., 2014).

A természetes hibridizaci6 mellett a mézeld6 méhek teljesitményének ¢és kedvezd
hajlamainak tokéletesitése érdekében, az ember mar a kezdetektdl probalt jobb tulajdonsaga
hibrid vonalakat 1étrehozni, és fennatrtani. Ilyen hibrid példaul a buckfast, a starline, és a

cordovan is (Sammataro és Avitabile, 2011).

12



Azonban direkt hibridizacié mellett az emberi tevékenységek kozvetetten is okozhatjak a
nativ fajtak hibridizacigjat, példaul tajidegen fajtdk tartdsanak eredményeképp. Az eurdpai
mézeld méhek diverzitasat az is veszélyezteti, hogy a méhészek néhany genetikai vonalat
elényben részesitenek a nativ fajtakkal szemben. Ezzel kiszoritva azokat, tovabba a csokkent
nativ tenyészegyedszam miatt megndvelve az esélyét, egy hibrid populaciok l1étrejottének. A
klimavaltozas és a vandorlas miatt azonban, az afrikai eredetli méhek elterjedése is Gjabb

veszélyt jelenthet (Bienkowska et al., 2021; Oleksa et al., 2021).

3.6.2 Hibridizacio hatasai napjainkban

Az egyik legszembetlindbb eset az ember gondatlansagabol okozott hibridizaciora 1957-
ben kezdddott, mikor Braziliaban egy kisérleti tenyésztés soran Apis mellifera scutellata (Dél-
¢és Kelet-Afrikaban honos alfaj) egyedek szabadultak ki a természetbe. Amerikaban akkorra a
korabban Eurdpabol behurcolt féként A. m. ligustica fajtak honosodtak meg, melyek az 50-es
években a kikeriilt afrikai méhekkel kezdtek el hibridizalodni. Ezeket az afrikai-eurdpai hibrid
mézelé méheket napjainkban "afrikanizalt" mézelé méheknek vagy gyilkos méheknek hivjuk,
¢és 0kologiai szempontbdl a legsikeresebbek koz¢ tartoznak; mivel megjelenésiik utdn révidesen
kezdték kiszoritani a korabban betelepitett fajokat. Napjainkban elmondhatjuk, hogy
bizonyitottan rendelkeznek elényds tulajdonsagokkal (pl. Varroa destructor rezisztencia), ami
segithette 6ket, hogy a kontinens nagy részét meghoditsak. Megfigyelések szerint, a hibrid
populaciokbol idével az eurdpai mézelé méhekre jellemz6 tulajdonsagok eltiinnek (Whitfield

et al., 2006; Weinstock et al. 2006; Calfee et al., 2020).

A hibridizaci6 természetesen Eurdpaban is veszElyt jelent az shonos méhfajtakra. Erre egy
példa az északi teriiletekre jellemz6 Apis mellifera mellifera fekete méh, melyet a kedvezétlen
kornyezeti tényezOkhoz vald nagymértékii alkalmazkodas és a betegségekkel szembeni
ellenallo képesség jellemez. A természetes €l6helyén egyre tobb méhész nem Oshonos fajtakat
telepitett be és szaporitott el. Emiatt az dshonos A. m. mellifera populaciok a génaramlas miatt
csaknem elvesztették identitasukat, vagy kihaltak. Emiatt az Eurdpai Méhészek Tarsasaga mar
veszélyeztetett fajként ismeri el. Megorzésére pedig kiilon intézkedéseket hoztak (Jensen et al.,
2004; Thunman, 2016; Ostroverkhova et al., 2018; Bienkowska et al, 2021).

Masik europai példa lehet a Bulgariaban és Dél-Szerbiaban nativ (Délkelet-Europa) Apis
mellifera macedonica. Ez az alfaj az utobbi évtizedekben hibridizaciot mutat tobb mas fajtaval,
mint példaul az A. m. carnica-val, és az A. m. mellifera-val. A hibridizaciok veszélye az, hogy

1dovel a honos fajtak genetikai jellegzetességei €s az elOny0s tulajdonsagaik (pl. szelidség) akar
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el is veszhetnek. Gordgorszagban is megfigyelhetjiik ezt a jelenséget, ahol a vandorméhészetek
¢s a felel6tlen méhtartas eredményeképp hibridizacios zonak alakultak ki (Bouga et al. 2005;
Uzunov et al. 2016; Muifioz et al. 2020).

Eur6paban az egyre melegedd éghajlat befolyasolhatja a mézelé méhek elterjedését, ezaltal
novelve akér az ,,A” vonalhoz tartozo fajtakkal torténd hibridizacidé valdszinliségét is. A
természetes génaramlasnak koszonhetden Afrikai mitokondridlis DNS-t hordozé méhek mar
napjainkban is el6fordulnak Eurdpa délnyugati és déli teriiletein. Friss elemzések kimutattak,
hogy a vizsgalt kozép- és kelet-europai méhek 1,64%-a mar afrikai mitokondrialis DNS-t is
tartalmaz. A déli teriiletek hibridizacigjaval ellentétben itt nem valdszinii, hogy jelenlétiik
természetes eredetli migraciobol ered, hanem inkabb emberi tevékenységbdl. Példaul az
eredetileg hibrid buckfast egyedek nagyobb valosziniiséggel hordozhatnak afrikai méhtdl
szarmazo genetikai anyagot. Ez veszélyt jelenthet a tiszta vonalak megtartasara, és az eurdpai
méhallomany egészségére, hiszen hozzajarulhat a nemkivéanatos tulajdonsagok (pl. rajzas),
¢16skodok (pl. kiskaptarbogar) és betegségek terjedéséhez. Emiatt tobb orszag is 1épéseket tett
az afrikanizaci6 megjelenésének elkeriilése ¢érdekében. Ilyen példaul Kanada, ahol
tanusitvannyal kell bizonyitani az importalt méhanyakrol, hogy nem afrikanizaltak (Oleksa et

al. 2021).

Felismerve az europai populaciok helyzetét, 2019 februdrdban Németorszagban
intézkedések indultak egy méhekre specializdlodott génbank felallitasara, mely foként A. m.
mellifera és A. m. carnica alfajokat fog megdérizni. Itt a krioperzervalt, és mindségi
kritériumoknak (pl. motilitas, egészség) megfelelt spermamintak mellett az eredeti csaladbol 5
db felndtt dolgozot és herét, tovabba szovetmintdkat is tarolnak, a késébbi morfoldgiai és
genetikai vizsgalatokhoz. Igy a spermamintakat nem sziikséges tovabbi vizsgalatok érdekében
felhasznalni. A cél az, hogy a veszélyeztetett populaciokat tjraéleszthessék, megel6zzék az
esetleges beltenyésztési leromlast, tovabba lehetdséget nyujtanak arra, hogy a diverzitas
megOrzése altal, az allomanyok reagalni tudjanak a ma nehezen el6relathato kihivasokra (pl.

éghajlatvaltozas, parazitak) (Viert et al., 2021).

3.7 Populacidgenetikai vizsgalatok

A populacidgenetika az adott populaciok genetikai diverzitasat elemz6 vizsgalati modszer
(Robert és Philipp 1997). A technoldgia fejlédésével megjelentek a PCR (Polymerase Chain
Reaction), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), AFLP (Arbitrary Fragment
Length Polymorphism) és RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) modszerek,
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melyeket idével tovabb fejlesztettek. Legaltalanosabb vizsgalati modszer a RAPD volt, mellyel
kapcsolati-térképet készitettek (Hunt és Page, 1995; Jain et al. 2010). A jelenleg leginkabb
alkalmazott modszerek kozé tartoznak inszercié vagy delécio, a mikroszatellit marker, és az
SNP (single nucleotide polymorphism) analizisek (Vignal et al., 2002; Paal et al. 2013;
Henriques et al. 2018; Fomenko et al. 2020; Minozzi et al, 2021).

3.7.1 PCR vizsgalati modszer

A polimeraz lancreakcio (PCR) soran a DNS egy primer altal meghatarozott részérél, DNS
polimeraz enzimmel mésolat késziil. Els6 1épésben a DNS két szalat magas hével denaturaljak,
majd a tervezett markerek kivalasztjak az amplifikalni kivant szakaszokat, ahol mindkét szalrol
késziil masolat. A hd csokkenésével az elvalt DNS szalak ismét kialakitjak hidrogénkdtéseiket
egymassal, amivel véget ér egy PCR ciklus. Egy atlagos PCR protokoll altalaban 35 ciklust
foglal magaba, mialatt a vizsgalni kivant DNS szakasz mennyisége 35-szor duplazédik meg.
fgy a polimeraz lancreakciod kivald lehetéséget nyujt kevés és/vagy rosszabb mindségé DNS-

bél értékelhetd vizsgalatok elvégzésére (Weaver és Hedrick, 2000).

3.7.2 Mikroszatellit marker

Kutatasunk soran mi mikroszatellitekkel dolgoztunk, melyeknek tobb elnevezésiik is van a
szakirodalomban, mint példaul SSR (Simple Sequence Repeats), SSLP (Simple Sequence
Length Polymorphisms), STR (Short Tandem Repeats) és VNTR (Variable Number Tandem
Repeats) (Jacob et al. 1991; Estoup et al., 1993; Panaud et al. 1996; Lunt et al., 1998; Palmer
2000).

Ez a vizsgalati modszer a teljes genomi DNS nemkodolo, 2-6 bp (bazispar) hosszu, akar
100x ismétl6do, dsszesen 50-500 bp hosszusagu, polimorf szakaszain alapszik (Sheppard és
Smith, 2000; Fésiis et al. 2000; Selkoe és Toonen 2006). Ez egy kodominans DNS-marker,
mely pontosabb, gazdasagosabb, és a primerek kozzétételével konnyebben reprodukalhato,
mint az RFLP- vagy RAPD-mddszer (Estoup et al., 1995; Panaud et al. 1996; Lunt et al., 1998).
Az allél polimorfizmust a tandem ismétlédé région végzett PCR soran kapott DNS-fragmensek
bazisparokban megadott hossza jellemzi. Gyakori mutacidjuk miatt ezek a 16kuszok nagyszamu
alléllal rendelkezhetnek, amelyek alkalmassa teszik 6ket populacidgenetikai vizsgalatokon
kiviil genomtérképezésre, rokonsagi kapcsolatok, szdrmazds és Dbeltenyésztettségi
vizsgalatokra, honos populdciok megdrzésére, tovabba fajtak és torzsek kozotti genetikai

tavolsagok becslésére is (Estoup et al., 1995; DeWoody és Avise, 2000; Fésiis et al., 2000).

15



A repetitiv szakaszok hossza alapjan di-, tri-, tetranukleotid stb. elnevezést kaptak, melyek
a nevilkknek megfeleléen 2, 3, 4 nukleotidbol allnak. Kutatasunk soran mi di- illetve
tetranukleotid STR markereket hasznaltunk. A csoportunk altal fejlesztett markerek
tetranukleotidok, melyeket az alacsonyabb mutacios rata miatt pontosabban lehet elemezni.
Ezek az SSR markerek megbizhatobbak a dinukletidoknal, amit bizonyit, hogy igazsagiligyi
eljarasok esetén is ezeket hasznaljak. Azonban a nemhuman populacidégenetikai vizsgalatokban
tovabbra is a dinukleotid markerek az elterjedtebbek (Estoup et al., 1993; Wictum et al. 2013;
Szabolcsi et al. 2008; Szabolcsi et al. 2014).

4. Anyag €s modszer

4.1 Mintagytijtés

Vizsgalatainkhoz sziikséges fedett allapotu méhfiasitas, illetve kifejlett méhanya mintakat
KTV1, KTV2, KTV3, KTV4 kozponti teljesitményvizsgald teleptulajdonosok, tovabba M1,
M2, M3 és M4 méhanyaneveldk biztositottak szamunkra, Magyarorszag nyugati részérdl (1.
melléklet).

fgy 6sszesen 8 méhész minimum 16-16 csaladjatél mintaztunk herefiasitast, 6sszesen 153 darab
méhcsalad keriilt mintavételezésre. Ezek adatait az altalunk készitett adatbazisban rogzitettiik,
Biobanki (azonositd) szamok szerint. A mintakat a méhészek az altalunk korabban kikiildott
mintavételi csomagokban talalhatdé eszkozokkel sajat maguk, ahol pedig ez nem volt

megoldhato, ott a mi segitségiinkkel gytiijtotték be a telephelyeken.

A mintavételezéshez hegyes csipeszt hasznaltunk, mellyel a larvak elérése érdekében konnyen
atszurhattuk a sejtek viaszfedelét. A mintakat jelzeéssel ellatott falcon csovekbe gytijtottiik,
melyek a konzervalas érdekében Patosolv-val (84,4%-0s etil- és 15,4% egyéb alkoholok
keveréke, Molar Chem.) voltak feltdltve. Méhcsaladonként 25-35 db épp lefedett sejtbdl
gyljtott herelarvat szedtiink, melyek még nem kezdték meg atalakulasukat, vagy annak
kezdetén jartak. A méhanydkat kiilon falcon csovekbe helyeztiik, melyek késdbb, a vizsgalat
pontossaganak ellendrzésére lesznek felhasznalva. Az igy gylijtott mintakat ezutan -20°C-on,

¢s -70°C-on taroltuk tovabbi felhasznalasig.
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3. dbra: Mintavételezés a méhészetekben
Készitette: Heged(is Bettina

4.2 DNS izolalas

Vizsgalataink szempontjabol szerencsés tulajdonsag a méhek haplo-diploiditasa, hiszen igy
csupan a herékbdl, a méhanya megsértése nélkiil vagyunk képesek megallapitani annak teljes
genotipusat. Mivel a méhanya genetikai anyaganak vizsgalatahoz DNS poolokat hasznalunk
(mely esetiinkben 25-35 himegyed szovetét tartalmazza), igy az eredeti protokollban talalhato,
a mintak elokészitését leird 1épéseket sziikséges volt kiegészitenlink. Az igy késziilt protokoll
optimalizalasa és a validalasdhoz sziikséges vizsgalatok még folynak, mivel meg van a
lehetésége, hogy még koltség- és anyagkimélobb modszert is talalhatunk. Tovabba, a poolokat
alkoto egyedek, és az azokhoz tartozd6 méhanyak genotipizalasa is folyamatban van, hogy a

genetikai vizsgalatok megbizhatosagat igazoljuk.

M¢hanyak vizsgalata esetén a longitudinalis és vertikalis repiildizmokbdl készitettem
homogenizatumot (4. abra). Ezeket az anyabol egy targylemezen, OLYMPUS SZX12 sztereo
mikroszkop alatt tavolitottam el mikrosebészeti ollo segitségével, vigyazva a tapcsatorna
épségére. Igy elkeriiltem, hogy az abban talalhato mikrobak beszennyezzék a mintat. Ezutan az
izomszoveteket egy 1,5 ml-es eppendorf csében lecentrifugaztam, majd az izolalo Kit-hez
tartozo 400 pl GT puffer hozzdadasa utan 3db 3mme-es fémgolyoval Bullet Blender Storm 24
késziilekkel (Next Advance, Inc. Troy, NY) homogenizdltam, a méh here pooloknal
alkalmazott bedllitasokkal. Az optimalizalo vizsgalatok szerint minimum 5 mg kiindulo

izomszdvetmennyiségre van sziikség az izolalas megfeleld hatékonysagahoz.
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4. dbra: A longitudindlis és vertikdlis repiil6izmok
Készitette: Heged(is Bettina

A mintdk eldkészitése utdn a DNS izoldlast MagCore® Genomic DNA Tissue Kittel
végeztiikk, MagCore® Automated Nucleic Acid Extractor robot (RBC Bioscience Corporaion)
segitségével, a gyarto utasitdsai szerint. A hasznalt protokoll a 401-es volt, mely végén 60 pul

vizbe vettiik le a DNS-eket.

Jelenleg 130 csalad izolalt DNS-ét dolgoztuk fel, melyeknek mindségét els6 korben
NanoDrop ND-1000 spektrofotométer segitségével (Thermo fischer) ellendriztiik. Ezutan a
mérettartomanyukat agardz gélelektroforézis segitségével allapitottuk meg, 200 ng genomiéalis

DNS felhasznalasaval.

4.3 Multiplex PCR reakciok optimalizalasa

Akkor beszélhetiink multiplex PCR reakciordl, ha egy reakciotérben tobb primer van
Osszemérve, igy egy idében és térben tobb egymastdl fiiggetlen allél képzddhet. Ennek az az
elénye, hogy id6 és koltségtakarékosabb a markerenként kiilon-kiilon lefolytatott polimeraz
lancreakcioknal. En a PCR vizsgalatok soran sszesen 17 darab, megfelel$ polimorfizmussal
bir6 mikroszatellitet optimalizaltam két multiplex PCR reakcidoban gy, hogy alkalmasnak
bizonyultak mind az egyedazonositashoz, mind a populacidgenetikai vizsgalatokhoz (1.

tablazat; 2. melléklet).

Ezek koziil 15 darab korabban mar ismert, szakirodalombol (Estoup et al. 1994; Estoup et
al. 1995.; Solignac et al. 2003; Solignac et al. 2007; Ostroverkhova et al. 2018.; Loucif-Ayad
et al. 2015, Péntek-Zakar et al. 2015) adaptalt, mig 2 darab a csoport altal korabban fejlesztett

autoszomas mikroszatellit marker volt (,,Apisplex1., és 2.”).
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A multiplex PCR reakciokat QIAamp Multiplex PCR Kittel (QIAGEN, Németorszag) és
VitaTaq® PCR Kit (Procomcure Biotech, Németorszag) végeztem a gyartd utasitisa szerint.
Ennek oka az volt, hogy leellenérizzem, hogy a 2 multiplex 17 markere ugyan olyan

hatékonysaggal miikddik-e kiilonboz6 enzimek esetében.

A LifeECO PCR késziilékben (Hangzhou Bioer Technology, Kina), a reakciokoriillmények
beallitasakor a gyart6 altal meghatarozott protokollt kovettem. A PCR amplifikaciok
sikerességét agardz gélelektroforézis segitségével ellenbriztem, mely etidium-bromidot (EtBr)
tartalmazo, 1,5%-0s agardz gélen, 100 bazispar GeneRuler molekularis marker és 1x

toménységii TBE puffer felhasznalasaval tortént.
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1. tabldzat: A, QlIAamp Multiplex PCR Kit (QIAGEN, Németorszdg) esetén; B, VitaTaq® PCR Kit (Procomcure Biotech, Németorszdg) esetén haszndlt
multiplexek. (marker forrdsok: a, Estoup et al. 1994; b, Estoup et al. 1995.; ¢, Solignac et al. 2003; d, Solignac et al. 2007; *publikdcio alatt)

MMultiplex | Marker jelélése Kr. Elnorescent festés Mnltiplex Marker jeldlése Kr. Fluorescent festés
Ad3? 1. ATTO365 VD " A TT0%6:
Ap033© 1. HEX YAKYE o055 n EYTAKTE
Ap066 ° 3. ATTO350 g6 : ATT0550
b
All3 5. FAM Apisplexth | Al13® 5. FAM
A24°T T. HEX YAKYE -
Apizplexla Al4T - HEX/TARYE
Ta
Al 5. FAM A88® g. ATTO330
b =
ABS 5. ATTO330 Aph28 < 16. ATTO365
A35® 14. ATTO365 e 1 —v
Ap22Ge- .
106* 16. ATTO350 Ap0o0? N TT0%
Ap028°¢ 16. ATTO365 = : F———
: _ .
Ap226¢ I FAM o - —Y
Ap090 8 3. ATTO365 T " —F
407 3. HEX/YAKVE Apisplexd e . ATT0565
a 7
ALDT - FAM AcO11 ¢ 9 ATTOS50
7a
Apisplex2 A7 § FAM AQ25 ¢ 10. HEX/YAKYE
Ald: g. ATTO365 T 1 A TT0%6:
c 5
Achll ) ATTO350 B 0 ” ATTo550
A025 4 10. HEX/ YAKYE
A35e 14. ATTO365
A 106+ 16. ATTO350

Készitette: Heged(is Bettina
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4.4 Adatelemzés
4.4.1 Fragmentanalizis

A kutatas alatt fluoreszcensen (pl. FAM — kék; ATTO565 — piros) jelolt forward primereket
hasznaltunk a PCR amplifikaciok soran. Ennek oka, hogy a fragmentanalizishez sziikséges
detektalando jelet ez a festék adja, mivel a kapillarison athalado 1ézerfény hatasara fluoreszkalni
kezd. Ezt a késziilék kameraja érzékelni képes, amirél elektronikus jellé alakitva,
elektroferogramot készit. Ez a technika a gélelektroforézishez hasonldéan, méret szerinti
elvalasztasra képes. Emiatt a multiplex reakciok dsszeallitasanal fontos szempont volt, hogy a
kiilonb6z6é méretli és/vagy jelolésti termékek ne essenek egy tartomanyba, mivel ugy a

detektalaskor téves jelet adhattak volna.

Kutatasunk soran a fragmentanalizist a BIOMI Kft (WESSLING cégcsoport) végezte el,
ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems Group, USA) késziilék segitségével. Az igy
elkésziilt kapillaris elektroforézis eredményeként kapott allélhosszakat (cstcs elhelyezkedése a
ferogramon) Peak Scanner version 1.0 (Applied Biosystems, USA) és a Geneious (Biomatters
Inc., Uj-Zéland) program segitségével olvastuk le, a kapott allélméreteket pedig Microsoft

Excel tablazatban rogzitettiik.

4.4.2 Populéaciogenetikai vizsgalatok, rokonsagi kapcsolatok

A populaciogenetikai vizsgalatokat GenAlEx /version 6.501/ (Peakall & Smouse 2012) és
Structure (Pritchard et al. 2000) programmal végeztiik, mig rokonsagi kapcsolatok elemzését a
Colony Version 2.0.6.5. (Wang, 2018) szoftverrel. A vizsgalatokhoz hasznalt referenciaszett
12 db (ebbdl 6 db svédorszagi Gotlandbol szarmazd varroaatka (Varroa destructor) tolerans)
Buckfast hibrid, 6 db japanban tenyésztett Apis mellifera ligustica, 7 db Olaszorszagban
tenyésztett Apis mellifera ligustica, 16 db korabbi vizsgalatok soran hasznalt, magas
hibridizaciot mutaté magyar szett (KTV4_2019) és 5 db Apis cerana egyedet foglalt magaba.

A GenAlEx egy igazan sokrétli program, ami diploid kodominans, haploid, haplotipusos és
binaris genetikai adatok populacidogenetikai elemzését végzi el.

A Structure szoftver multilokusz genotipusadatokat (SNP-k, STR-ek stb.) hasznal az
egyedek populdciokba rendezéséhez, és megadja annak valdsziniiségét, hogy egy egyed egy
adott alpopulaciohoz tartozik-e, vagy nem.

A Colony program esetében a betaplalt allélcsticsok statisztikai elemzése térténik, a mendeli
oroklési szabalyokon alapuld médszerekkel. Igy egyidejiileg kovetkeztetni lehet az egyedek

kozotti testvér és sziiléi szarmazasra. A colony diploid €s haplodiploid, egy- és kétlaki fajok
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esetében IS egyarant hasznalhato; dominans és kodominans markerekkel is miikodik, és képes

figyelembe venni és megbecsiilni az allélonkénti genotipizalasi hibakat.

5. Eredmények és értékelésiik

5.1 DNS izolalas

A DNS izolalas utan, NanoDrop ND-1000 spektrofotométer segitségével (Thermo fischer)
elvégzett mérések alapjan megallapithattuk a mintakrol, hogy tisztak (a 260/280-as érték 1,5

feletti), megfeleld koncentraciojuak (minimum 15 ng/ul) és alacsony a s6 tartalmuk (2.
tablazat).

2. tabldzat:lzoldlt méhhere pool DNS koncentrdcidja és mindsége

Sample_ID | ng/ul 260/280 | 260/230
5987 189,1 1,88 1,29
5988 203,5 1,89 15
5989 283,4 1,96 1,75
5990 152,5 1,79 1,17
5991 233,9 1,88 1,48

Készitette: Heged(is Bettina

A genomialis DNS-nek az ezt kovetd agardz gélelektroforézissel végzett elvalasztisa soran
lathattuk, hogy a genetikai anyag tobbszoros homogenizalas ellenére sem valt toredezetté (6.
abra).

M 1 2 3 4 5 6 _'7 8 9O ‘10\11 12 13 14 15 16 M

: e et T e — | | — o— — — — — S—

b =

I

=y -
No. 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7 8. 9. 10. 13 12. 13 14. 15. 16.

Biobanki

azonosité 5971|5972 (5973|5974 5975|5976 (5977|5978 |5979(5980|5981 5982 (5983 (5984|5985 |5986

4. dbra: Genomidlis DNS minbségének ellenérzése gélelektroforézissel: 1,5%-os agardzgél, 200 ng
DNS/minta. Marker (m): GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific)

Készitette: Heged(is Bettina

5.2 PCR vizsgalatok multiplexekkel
A megfeleld DNS-ek kinyerése utan a kovetkezd lépés a csoport altal korabban

populacidgenetikai vizsgalatokra 1étrehozott multiplexek optimalizalasa volt.
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A PCR vizsgalatokat a primerek miikodésének ellenérzésével kezdtem, tehat mindegyiket egy
kiilon PCR reakcioval inditottam el (5. és 6. abra). Ezt a 1épést csupan a QlAamp Multiplex
PCR Kittel (QIAGEN, Németorszag) végeztem el, mivel biztos voltam benne, hogy az egyedi

reakciok enzimtdl fiiggetleniil azonos eredményt fognak hozni.

M 1 2 3 S abiaslinSasOasit0: M

5. dbra: Apisplex1 és 2. markerekre bontva (A7, A88, A113, A24, Ap028, A43, Ap055, Ap066, A35,
406), QlAamp Multiplex PCR Kit haszndlatdval, Marker (m): GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo

Scientific)
Készitette: Hegedlis Bettina

M 1 2 3 4.5 6 7 M

6. dbra: Apisplex1. és 2. markerekre bontva (A025, Ac011, Ap090, Ap226, A14, A107, 407), QlAamp
Multiplex PCR Kit haszndlatdval, Marker (m): GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific).

Készitette: Heged(is Bettina

A mikroszatellit markerek ellendrzése utan a kdvetkezd 1épés ezek multiplex kornyezetbe
illesztése, és a fragmentanalizis eredményei alapjan torténd optimalizalasa volt. Elséként a

QlAamp Multiplex PCR Kittel (QIAGEN, Németorszag) végeztem ezt el (7. abra).
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2 ntcl 3 4 ntc2 M

7. dbra: Multiplexek (QIAamp Multiplex PCR Kit) szétvdlasztdsa agardz gélelektroforézissel: 1,5%-o0s
gél, Marker (m): GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific) haszndlatdval. 1-ntc1: Apisplex1.
3-ntc2: Apisplex3.

Készitette: Hegedlis Bettina

Ekkor a 2 plexben 3 azonos STR marker volt talalhato: A7, A35, és 406. Ennek oka az volt,
hogy ezek a markerek korabbi hasznalatuk esetén instabilnak bizonyultak multiplexekben, tehat

nem minden esetben hoztak értékelhetd eredményt a tovabbi vizsgalatokhoz.

Ez ismét bebizonyosodott a VitaTagq® PCR Kit (Procomcure Biotech, Németorszag)
optimalizalasa soran, az Apisplex1 esetén. Ekkor, bar az Apisplex2 a QlAamp Multiplex
beallitasai alapjan miikodott, és fragmentanalizis soran értékelhetd eredményeket hozott, az

els6é multiplex nem (8. abra).

M 1 Zeaantolisd S 8 M

¢ A DIBHIRELLE

8. dbra: Multiplexek (VitaTaq® PCR Kit) optimalizdldsdnak ellenérzése agaroz gélelektroforézissel:
1,5%-o0s gél, Marker (m): Generuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific) haszndlatdval. Az ntc2-ben
valdszindsithetd dtfolyds taldlhato.
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Végiil az Apisplex] multiplexbdl eltavolitottam az Apisplex2-vel egyezd markereket,
duplaztam a végtérfogatot (40 ul) és emeltem a primerek mennyiségét. Ezutan a 1épés utan, az
els6 multiplexszel végzett reakciok is megfeleld fragmenteket eredményeztek. Viszont mivel a
harom STR marker kiilon multiplexben is miikodott, igy sziikség esetén azok is hasznalhatdak

voltak.

A fragmentanalizis eredményei alapjan megallapitottuk, hogy az igy beallitott paraméterekkel
mindkét multiplex PCR kit hasznalhat6 az Apisplex1 és Apisplex2 esetén (9., 10., 11. dbra). A
fragmentanalizisbdl nyert adatok alapjan meg tudtuk allapitani az egyes allé¢lhosszakat, amiket

felhasznaltunk a populacidgenetikai és rokonsagi vizsgalatainkhoz.

9. dbra: Az optimalizdlt Apisplex1. és 2. multiplex PCR-ek gélképe. 1,5%-0s agardzgél, GeneRuler 100
bp plus DNA Ladder molekulasuly marker.
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10. dbra: A multiplex optimalizdldsa el6tti elektroferogram Peak Scanner version 1.0 (Applied
Biosystems, USA). A, Apis mellifera Canrina Pannonica; B, Buckfast hibrid
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11. abra: A multiplex optimalizdldsa utani elektroferogram Peak Scanner version 1.0 (Applied
Biosystems, USA). A, Apis mellifera Canrina Pannonica; B, Buckfast hibrid
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5.3 Bioinformatikai analizisek

5.3.1 Genetikai diverzitas a pannon méhek vizsgalt populacidiban
A kutatas soran hasznalt 17 mikroszatellit marker alléltartomanya, az allélok gyakorisaga,

heterozigozitasuk és az egyedek genetikai tavolsaga is megallapitasra kertilt.

A vizsgélt STR l6kuszok variabilitasa eltéré volt a magyar pannon méhpopulaciokban. A
legkevesebb all¢lszam (1 db) volt az Ap066-0s (KTV2_SO; M1 _HJ), A7-es (M2_VT) és 406-
0s (KTV2_SO, M2_VT) markerek esetén, a legtobb pedig az A107-as marker esetén volt
megfigyelhetd (14 allél, a KTV3_LS populacidoban). A markerek egy részénél egyértelmiien
meg tudtam allapitani egy dominans allélt, mint példaul az A14 16kusz esetén a 218-as (>50%-
os el6fordulas), 406-osnal a 222-es (>64%), 407-esnél a 90 hosszusagh (>50%), A43-nal a 141
(>68%), az Ap066 esetén a 92-es hosszsagu allél (>82%) és az A113-as lokusz 212-es allélja
(>61%).

Bar a legnagyobb polimorfizmust a 107-es marker mutatja (12. abra), némely 16kusz szintén
viszonylag nagymértékli varianciaval bir az allélhosszakat illetéen. Ilyen példaul az AcO11,
A025, A7, Ap055 is. A kapott eredményekbdl lathatjuk, hogy a l10kuszok nagy részénél azonos
allélok voltak dominansak a populaciokban (3. melléklet). Ezenkiviil tobb esetben is
megfigyelhetjiik az Apis cerana alléljainak latvanyos elkiiloniilését az eurdpai méhekétol
(olasz, pannon, Buckfast hibrid) (12. abra; 3. melléklet).

1200 A 107-es marker allélfrekvencidi

1,000 - \

0,800 -|
139|143|147|149|151|153|155|157|159|161/163|165/167169|171/173|175/177|179|189

A107
Lokusz \

WKTV1_SzT WKTV2_SO MKTV3_LS mKTV4A_HD EMM1_H) mM2_VT EMM3_NyG ®M4_SP M Buckfast I jap_ligustica M olasz_ligustica WKTV4_2019 M Apis_cerana

0,600 -

Frekvencia

0,400 -|
0,200 -

0,000 -

12. dbra: Az A107-es Iokusz allélfrekvencidinak dbrdzoldsa a magyar és a referencia populdcioban
/GenAlex Version 6.503 (Peakall & Smouse 2012)/
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A vizsgalat soran hasznalt markerek megfigyelt és a vart heterozigozitasa kozott nincs jelentds
kiilonbség (3. tablazat). A legtobb 10kusz esetében, a populacidkban megfigyelt heterozigozitas
alacsonyabb, illetve magasabb értékeket is felvett a varthoz képest. Erre Ilehetséges

magyarazattal szolgalnak a méhek szaporodasbioldgiai jellemzai.

3. tabldzat: A vdrt, illetve megfigyelt allél heterozigozitds a teljes magyar méhdllomdnyban (GenAlex
Peakall & Smouse 2012)
(Ht: teljes vdrt heterozigozitds; He: vdrt heterozigozitds; Ho: megfigyelt heterozigozitds)

A113 A24 Ap055 | Ap066 A88 A43 Ap028 A7 A107 | Ap226 | A025 407 Ac011 406 A35 Ap090 A14

Ht 0,509 0,598 0,749 0,091 0,582 0,391 0,503 0,582 0,889 0,565 0,740 0,493 0,748 0,304 0,553 0,687 0,443
MeanHe | 0,476 0,504 0,704 0,086 | 0,550 | 0,381 0,486 0,511 0,829 0,499 0,590 0,479 0,701 0,278 0,493 0,634 | 0,399
MeanHo | 0,463 0,444 0,806 0,061 0,598 0,474 0,471 0,523 0,924 | 0422 0,440 0,481 0,806 0,262 0,609 0,677 0,359

A fékoordinata analizisb6él (PCoA) lathatjuk (13. abra), hogy a tobb méhanyaneveld egyedeit
tartdo KTV telepek (KTV1-KTV4) nem kiilonbdztethetéek meg kiilon populacidként pusztan az
ott nevelt anyak genetikai tdvolsaga alapjan. Azonban azokat a méhanyaneveld telepeket,
melyek csupan a sajat allomanyukat foglaljdk magukba, tobbnyire sikeriilt elkiilonitenem
egymastol. Ezt megfigyelhetjik a PCoA ébran, hiszen M4 SP mintdi szinte teljesen
kiilonallnak a populacid szélén, mig M1 HJ és M2 VT egymassal bar keveredve, de szinte
kiilon vehetd csoportot alkot az dbra aljan. A genetikai diverzitds eredménye €s az az alapjan
késziilt PCoA ébraja itt aldtdmasztotta a két méhész (M1_HJ és M2_VT) tobbszori, a
beltenyésztettség elkeriilése miatt tortént méhanyacseréjét. Allomanyuk genetikai tavolsaga a
vizsgalt populaciok koziil a legalacsonyabb (0,051), mig azonossaga a legmagasabb (0,950)
annak ellenére, hogy telelepeik messze vannak egymastol (4. tdblazat; 4. melléklet, 13. abra).

A legnagyobb genetikai tavolsag (0,172) M1_HJ és M4 _SP allomanya esetén 1épett fel, ami
a két telephely kozti nagy foldrajzi tavolsag miatt nem meglepd eredmény. A PCoA abréan a
negyedik méhész egyedeinek elkiiloniilését figyelhetjiikk meg, amit a 4. tablazatban talalhato
adatok megmagyaraznak, hiszen ennek a populacionak van a legnagyobb genetikai tavolsaga
és legkisebb azonossaga a tobbi csoporttal (4. tablazat; 13. abra).

Az 5. mellékletben tovabba lathatjuk a 8 vizsgalt magyar populécid, és a referenciaként hasznalt
5 masik csoport fékoordinata analizisét. Ezen megfigyelhetjiik, hogy az 4zsiai méh genetikailag
elkiiloniil mai Apis mellifera alfajoktol €s hibridektdl, ezenkiviil a japanban tenyésztett Apis
mellifera ligustica, és az olaszorszagi egyedek genetikai tavolsaga is kimutathato volt. Tovabba
szembetiind a Buckfast hibridek olasz, illetve krajnai csoportokhoz térténd kozeli kapcsolata

IS, ami figyelembe véve a hibrid eredetét, természetes jelenség.
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F6koordinata analizis abrazolasa (PCoA)
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13. dbra: Az egyedek genetikai tdvolsdga a vizsgdlt magyar Apis mellifera carnica pannonica egyedek kézétt. /GenAlex Version 6.503 (Peakall & Smouse

2012)/
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4. tabldzat: Genetikai diverzitds vizsgdlat eredménye /NeiP/ /GenAlex Version 6.503 (Peakall &
Smouse 2012)/)

A Nei genetikai tavolsag populdcids matrixa
KTV1_SzT | KTV2_SO | KTV3_LS | KTV4_HD | M1_HJ | M2_VT | M3_NyG | M4_SP

0,000 KTV1_SzT
0,111 0,000 KTV2_SO
0,115 0,088 0,000 KTV3_LS
0,072 0,109 0,070 0,000 KTV4_HD
0,139 0,101 0,131 0,138 | 0,000 M1_HJ
0,100 0,069 0,113 0,108 | 0,051 | 0,000 M2_VT
0,105 0,099 0,130 0,111 | 0,125 | 0,108 0,000 M3_NyG

0,145 0,156 0,170 0,168 | 0,172 | 0,167 0,147 | 0,000 | M4_SP
A Nei genetikai azonossag populdciés matrixa
KTV1_SzT | KTV2_SO | KTV3_LS | KTV4_HD | M1_HJ | M2_VT | M3_NyG | M4_SP

1,000 KTV1_SzT
0,895 1,000 KTV2_SO
0,891 0,916 1,000 KTV3_LS
0,930 0,897 0,932 1,000 KTV4_HD
0,870 0,904 0,877 0,871 | 1,000 M1_HJ
0,905 0,933 0,893 0,898 | 0,950 | 1,000 M2_VT
0,901 0,906 0,878 0,895 | 0,883 | 0,897 1,000 M3_NyG

0,865 0,856 0,843 0,846 | 0,842 | 0,846 0,864 | 1,000 | M4_SP

5.3.2 Rokonsagi vizsgalatok
Az 1. mellékletben olvashatoak a vizsgalt mintak kaptarazonositoi, melyek legtobb esetben

informaciot tartalmaznak a méhcsaladok anyainak rokoni kapcsolatarol. Az elvégzett vizsgalat
eredményeibdl elmondhatom, hogy az ezek alapjan az informaciok alapjan vart rokonok ennek

megfelelden, magas ardnyban testvérek, illetve féltestvérek szintjén jelentek meg.

A GenAlEx (Peakall & Smouse 2012) program PCoA &braja is meger6siti a colony szofver
altal detektalt csaladok genetikai kdzelségét. Példaul a 13. abran az 5987-es egyed tavolabb all
a csalad masik harom tagja altal alkotta csoporttol (5988, 5989, 5990), mialatt a rokonsagi
vizsgalatnal lathatjuk, hogy ez a minta kisebb valdszintiséggel all rokoni kapcsolatban veliik,

mint a csalad tobbi tagja egymassal.

Tovabba megfigyelhetjiik, hogy a mar fékoordinata analizis soran Kis genetikai tavolsaggal
bird, de mas-mas méhészhez tartozd populaciok esetén is ki tudtam mutatni valdsziniisithetd

rokoni kapcsolatokat (5. tablazat; 13. abra).
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5. tdbldzat: A rokonsdgi vizsgdlat eredményei, a Biobankban taldlhaté adatokkal /Colony Version

2.0.6.5. (Wang, 2018)/

) Testvéri kapcsolatok valoszinlisége
Biobank ID | aptar Telephely (FullSibDyad&Probability)
- azonosito jelolése
offspr.1 offspr.2 Prob.
5987 438/2 KTV2_SO
5988 5989 1.000
5988 438/5 KTVv2_SO
— 5988 5990 1.000
5989 438/7 KTVv2_SO
= 5989 5990 0.999
5990 438/8 KTV2_SO 5087 5088 0.994
5991 144/1 KTV2_SO 5987 5990 0.985
5992 144/4 KTV2_SO 5987 5989 0.983
5993 144/5 KTV2_SO 5991 5992 1.000
5995 272/3 KTV2_SO 5991 5993 1.000
5996 272/4 KTV2_SO 5992 5993 1.000
5997 272/8 KTV2_SO 5995 5997 0.999
5998 272/10 KTV2_SO 5995 5998 0.999
6039 K38/83 M1_HJ 599 5997 0.999
5996 5998 0.999
6041 K37/83 M1_HJ
5997 5998 0.999
6042 K36/83 M1_HJ
6039 6041 0.985
6041 6042 0.964
6039 6042 0.745
Legvaldsziniibb csaladok (BestML FullSibFamily)
FullSibshipIndex | Prob(inc) | Prob(exc) | Memberl | Member2 | Member3 | Member4
09911 | 9911 5987 5988 5989 5990
13 09999 | 0.9999 5991 5992 5993
14 0.9999 | 07871 5995 5996 5997 5998
48 0.9818 0.7369 6039 6041 6042

6. tdbldzat: A rokonsdgi vizsgdlat eredményei (telephelyek kézti rokoni kapcsolatok), aldtdmasztva a

Biobankban taldlhaté adatokkal /Colony Version 2.0.6.5. (Wang, 2018)/

Testvéri kapcsolatok valdsziniisége
Biobank_ID a;i%t;rto -I-Jeelli)pl:;aely (FullSibDyad&Probability)
offspr.1 offspr.2 Prob.
6050 K14/84 M1_HJ 6050 6056 0.632
6056 10 M2_VT 6050 6062 0.600
6062 70 M2_VT 6056 6062 0.557
6044 K56/64 M1_HJ 6052 6188 0.983
6052 61 M2_VT 6044 6052 0.875
6188 73 M2_VT 6044 6188 0.526
Legvalosziniibb csaladok (BestML FullSibFamily)
FullSibshipIndex | Prob(inc) | Prob(exc) | Memberl Member2 | Member3 | Member4
57 0.8419 0.8417 6050 6056 6062
51 0.9355 0.3476 6044 6052 6188
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A Best(ML) full-sib family tablazat a legnagyobb valosziniliség szerinti csaladokat sorolja fel.
Itt az els6 oszlop a csalad indexszamat tartalmazza. A 2. oszlopban az inclusive probability
(Inc.Prob.), azaz a teljes valosziniiség szerepel, ami megmutatja, hogy a program altal talalt
édestestvérbdl allo csaladok (Memberl-t6l sorolva), milyen eséllyel oszthatoak fel tobb részre.
Tehat minél kisebb ez a szam, annal nagyobb az esélye, hogy egy csalad igazabol 2 vagy tobb
kisebb csaladra is feloszthato lenne. Ezért a legjobb fullsib csaladok Inc.Prob. értéke 1,0.

A 3. oszlop annak a valdszintiségét adja meg, hogy egy adott fullsib csaladban 1év6 egyedek
(Memberl-t6l sorolva) egymassal testvérek, mialatt a populaciobol mas egyed nem all rokoni
kapcsolatban ezzel a csaladdal. Ezért ez az exclusive probability Prob(Exc.), azaz a kizardlagos
valoszintiség, ami mindig kisebb vagy egyenlé, mint ugyanannak a csaladnak a Prob(Inc.)
értéke.

A Prob(Inc.) és a Prob(Exc.) Osszehasonlitdsa segit ravilagitani a lehetséges testvéri
kapcsolatok szerkezetére. Ha egy testvérparnak magas a Prob(Inc.), de alacsony a Prob(Exc.)
értéke, akkor ez azt jelenti, hogy a testvérparak felvazolt kapcsolata valoszintileg helyes, de
nem tokéletes (a csalad tobb részre oszthatd). Ezt megfigyelhetjiik a 6044, 6052 és 6188-as
Biobanki azonositoval ellatott egyedek esetén, akik 93,55%-o0s valdszinliséggel alkotnak egy
csaladot, viszont a Prob(exc) szintje 34,76%, igy arra kovetkeztethetiink, hogy a csalad tagjai
mas egyedekkel is valamilyen testvéri kapcsolatban allnak (példaul esetiinkben a 6052 és 6066
egyedek 53,1%, a 6188 és 6190 egyedek pedig 33,1% valdszintiséggel féltestvérek).

5.3.3 Populéciogenetikai vizsgalat, hibridizacié mértéke

Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L(K))
1000

800

Delta K

200

0 —

20 25 30 35 40 45 5.0
K

14. abra: A genetikai klaszterek szamdnak azonositdsa 17 mikroszatellit esetén (Structure Harvester)
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A vizsgalt méhpopulaciok genetikai szerkezetének meghatarozasara a Structure (Pritchard et
al. 2000) programot hasznaltam. A programot K=6 értékekre futtattam, mindent 7-szer
ismételve. Miutan a program végzett, Structure Harvester szoftver segitségével kaptam meg a
AK legmagasabb értékét, ami esetiinkben két populaciot feltételezd modell beallitasakor

jelentkezett (14. abra).

A piros szinnel jeldlt klaszterbe tartoznak az Apis mellifera carnica pannonica genotipussal
rendelkezdk, mig a z6ld szinnel jeldlt csoport tartalmazza a referenciaként hasznalt Buckfast
hibrid (1. populacid), Japanban tenyésztett Apis mellifera ligustica (2. populacid);
Olaszorszagbol szarmazo Apis mellifera ligustica (3. populécid), és Apis cerana (13. populacio)
egyedeket. A program AK=2-nél nem sorolta kiilon populacioba a buckfaston beliili gotlandi
egyedeket, mivel nem volt koztiik elég genetikai variancia. A 12. populacido egy korabbi
kutatasbol szarmazo, erdsebb hibridizacidoval biré mintaszett, amit kontrollként hasznaltunk a

vizsgalat kozben (15. abra).

1.00
0.E0
0G0
040
0.z20

0.on

15. dbra: Genetikai klaszterek a vizsgdlt populdcioban (4-11. populdcio KTV1-M4)

Ha megfigyeljiik, csupan egy herefiasitas adott kiugrd, 30% f616tti hibridizacios eredményt (6.
melléklet). Ebbdl az elemzésbdl azonban nem deriilt ki, hogy a mésodik klaszter populacioi
koziil pontosan melyiket észlelte a szoftver. A 10 %-os hatarértéket harom herepool DNS-e érte
el, tovabba Gsszesen 8 csalad érintette az 5%-os hatarértéket. Ezeket az egyedeket (csaladokat)
nem ajanlanank tenyésztési programok szamara, mivel genetikailag leronthatja az

allomanyokat.
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6. Osszefoglalas

Felismerve a ndvények beporzasaban ¢és a gazdasdg egyéb teriiletén nyujtott
teljesitményiiket, az ember évezredek Ota az Oshonos és a betelepitett méhpopulaciokra
tamaszkodik. Ezek koziil az Apis mellifera mézel6 méh bizonyult az egyik
legalkalmazkoddbbnak, és termelés tekintetében a leghasznosabbnak. Ez a faj rengeteg alfajjal
¢és azokon beliil fajtdkkal rendelkezik, melyek az adott teriilet koriilményeihez alkalmazkodva
valtoztak az id6 folyaman. A legelterjedtebb alfajok kozé tartozik az Apis mellifera carnica és
az Apis mellifera ligustica, melyek gazdasagi jelentdségiikk miatt elég népszerliek a
méhésztarsadalomban. Magyarorszagon a honos populacié értékét felismerve, hivatalosan az
Apis mellifera carnica pannonica fajtaval, azaz a pannon méhhel lehet kereskedni, ezzel is
védve a magyar allomanyt a kilfoldrél behurcolt egyéb méhfajtaktol. Mas fajtak
veszélyeztetettségébol példat véve a tiszta pannon vonalak fenntartasa kiilonosen fontos feladat
orszagunkban, ezért kiillonbozd vizsgalatokat végeznek orszagszerte a fajtatisztasig

ellenOrzésének érdekében.

A dolgozatban 25-35 lefedett, de ki nem fejlett haploid herefiasitasbol (him), a csoport altal
fejlesztett, és a szakirodalombol adaptalt sszesen 17 db STR markerb6l allé 2 db multiplex
segitségével hatdroztuk meg a pannon méhanydk genotipusat. Osszesen 4 KTV (kdzponti
teljesitményvizsgald) telep €s 4 méhanyaneveld csaladjainak fajtatisztasagat vizsgaltam,
melyek koziil a populacidgenetikai vizsgalatok alapjan 8 csaladot nem ajanlottunk tovabbi
tenyésztésre. Ennek oka, hogy a hibridizéacios értékiik elérte az 5%-ot, ami mar befolyasolhatja

a fajtatiszta vonal fenntartasat.

Markerszettiink tovabba hasznalhaté volt genetikai diverzitis, tavolsdg, és rokoni
kapcsolatok becslésére is, mivel ezeknek a bioinformatikai vizsgalatokkal kapott eredménye

megfelelt a birtokunkban 1év6 tenyésztési adatokkal.
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9. Mellékletek

1. melléklet: Vizsgdlt mintdk adatai, telephelyek szerint rendezve
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No. Biobank_ID Kapté'r’ T.ele"pf)ely No. Biobank_ID Kapté’r' T.ele"pfjely No. Biobank_ID Kapté’r' T.eleupr\ely No. Biobank_ID Kaptar T.eleuphely
azonositd | jeldlése azonositd | jelolése azonosito | jeldlése — | azonositd | jel6lése
1. 5971 106/10 KTV1_SzT 38. 6008 38-452/38] KTV3_LS 75. 6050 K14/84 M1 _HJ 112. 6080 21_0214 | M3_NyG
2. 5972 106/9 KTV1_SzT 39. 6009 39-452/39] KTV3_LS 76. 6191 K17/84 M1 _HJ 113. 6082 21 0116 | M3_NyG
3. 5973 106/8 KTV1_SzT 40. 6010 41-936/41] KTV3_LS 77. 6051 57 M2_VT 114. 6219 21_0133 | M3_NyG
4. 5974 106/6 | KTV1_SzT 41. 6011 46-936/46] KTV3_LS 78. 6052 61 M2_VT 115. 6098 121 M4_SP
5. 5975 106/5 KTV1_SzT 42, 6012 64-382/64| KTV3_LS 79. 6053 58 M2_VT 116. 6099 127 M4 _SP
6. 5976 106/4 | KTV1_SzT 43, 6013 3-460/03 | KTV3_LS 80. 6054 1 M2_VT 117. 6100 12 M4_SP
7. 5977 135/1 KTV1_SzT 44, 6014 81 KTV3_LS 81. 6055 2 M2_VT 118. 6101 125 M4_SP
8. 5978 135/2 KTV1_SzT 45, 6015 piros KTV3_LS 82. 6056 10 M2_VT 119. 6102 206 M4_SP
9. 5979 135/3 KTV1_SzT 46. 6016 77-907/77] KTV3_LS 83. 6057 5 M2_VT 120. 6103 51 M4_SP
10. 5980 135/4 KTV1_SzT 47. 6017 63-382/63] KTV3_LS 84. 6058 M2_VT 121. 6104 2 M4_SP
11. 5981 575/1 KTV1_SzT 48. 6018 78-907/78] KTV3_LS 85. 6059 3 M2_VT 122. 6105 1 M4_SP
12. 5982 575/2 KTV1_SzT 49. 6019 214/20 | KTV4_HD 86. 6060 31 M2_VT 123. 6106 195 M4_SP
13. 5983 575/3 KTV1_SzT 50. 6020 907/20/2 | KTV4_HD 87. 6061 9 M2_VT 124, 6107 8 M4_SP
14. 5984 575/4 KTV1_SzT 51. 6021 1/20 KTvV4_HD 88. 6062 70 M2_VT 125. 6108 52 M4_SP
15. 5985 514/1 KTV1_SzT 52. 6022 4/42/20/2| KTV4_HD 89. 6063 4 M2_VT 126. 6109 231 M4_SP
16. 5986 514/2 KTV1_SzT 53. 6023 4/42/20/1] KTv4_HD 90. 6064 30 M2_VT 127. 6110 58 M4_SP
17. 5987 438/2 KTV2_SO 54. 6024 907/20/1 | KTV4_HD 91. 6065 74 M2_VT 128. 6111 162 M4_SP
18. 5988 438/5 KTV2_SO 55. 6025 857/20/1 | KTV4_HD 92. 6066 75 M2_VT 129. 6112 111 M4_SP
19. 5989 438/7 KTV2_SO 56. 6026 857/20/2 | KTV4_HD 93. 6185 50 M2_VT 130. 6113 53 M4_SP
20. 5990 438/8 | KTV2_SO 57. 6028 214/20/1 | KTV4_HD 94. 6186 72 M2_VT
21. 5991 144/1 KTV2_SO 58. 6029 467/20/2 | KTV4_HD 95. 6187 54 M2_VT
22. 5992 144/4 | KTV2_SO 59. 6183 M5/18 | KTV4_HD 96. 6188 73 M2_VT
23. 5993 144/5 KTV2_SO 60. 6035 K/83 M1_HJ 97. 6189 71 M2_VT
24. 5994 144/9 KTV2_SO 61. 6036 K14/83 M1_HJ 98. 6190 55 M2_VT
25. 5995 272/3 KTV2_SO 62. 6037 K34/83 M1_HJ 99. 6067 21_0101 | M3_NyG
26. 5996 272/4 | KTV2_SO 63. 6038 K49/64 M1_HJ 100. 6068 21_0124 | M3_NyG
27. 5997 272/8 | KTV2_SO 64. 6039 K38/83 M1_HJ 101. 6069 21_0103 | M3_NyG
28. 5998 272/10 | KTV2_SO 65. 6040 K59/64 M1_HJ 102. 6070 21_0104 | M3_NyG
29. 5999 zichyl KTV2_SO 66. 6041 K37/83 M1_HJ 103. 6071 21_0112 | M3_NyG
30. 6000 zichy2 | KTV2_SO 67. 6042 K36/83 M1_HJ 104. 6072 21_0109 | M3_NyG
31. 6001 zichy3 | KTV2_SO 68. 6043 K33/83 M1_HJ 105. 6073 21_0107 | M3_NyG
32. 6002 zichy4 | KTV2_SO 69. 6044 K56/64 M1_HJ 106. 6074 21_0132 | M3_NyG
33. 6003 32-452/32| KTV3_LS 70. 6045 K39/83 M1_HJ 107. 6075 21_0209 | M3_NyG
34, 6004 67-382/67| KTV3_LS 71. 6046 K43/64 | M1_H) 108. 6076 |21 20/444] M3_NyG
35. 6005 24-501/24| KTV3_LS 72. 6047 Ka4/64 M1_HJ 1009. 6077 21_0211 | M3_NyG
36. 6006 29-501/29| KTV3_LS 73. 6048 K27/84 M1_HJ 110. 6078 21_20/11| M3_NyG
37. 6007 22-501/22| KTV3_LS 74. 6049 K12/84 M1_HJ 111, 6079 21_20/10| M3_NyG
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2. melléklet: A varhato allélméretek (bazispdr-bp), elhelyezkedésiik a multiplexekben és fluoreszcens jeldlésiik. (*-publikdlds alatt)
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3. melléklet: A haszndlt markerek allélfrekvencidi a vizsgdlt magyar és a referencia populdcioban /GenAlex Version 6.503 (Peakall & Smouse 2012)/)
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4. melléklet: Az egymdstdl legnagyobb és legkisebb genetikai tavolsdgra lévé
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5. melléklet: A populdciégenetikai vizsgdlatokhoz haszndlt referenciapopuldcic egyedei, és a vizsgdlt magyar populdcic kézti genetikai tdvolsdg /GenAlex Version 6.503 (Peakall & Smouse

2012)/)
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153-6113-53-Md_5P-2021

152-6112-111-M4_SP-2021

151-6111-162-h4_SP-2021

150-6110-58-hed_5P-2021

148-6109-231-I4_3P-2021

148-6108-52-h8d_5P-2021

147-6107-8-M4_5P-2021

146-6106-195-h4_SP-2021

145-6105-1-M4_5P-2021

144.-6104-2-M4_59-2021

143-6103-51-M4_5P-2021

142-6102-206-h4_SP-2021

141-6101-125-h4_SP-2021

140-6100-12-M4_5P-2021

138-6099-127-14_3F-2021
138-6094-121-h4_3P-2021

137-6219-21_0133-M3_NyG-2021

136-6082-21_D116-M3_MyG-2021

135-6080-21_0214-M3_NyG-2021

134-6079-21_20/10-M3_hyG-2021

133-6078-21_20/11-M3_NyG-2021

132-6077-21_0211-M3_NyG-2021

131-6076-21_20/444-M3_KyG-2021

130-6075-21_0205-M3_NyG-2021
129-6074-21_0132-M3_NyG-2021

128-6073-21_0107-M3_NyG-2021

127-6072-21_0109-M3_NyG-2021

126-6071-21_0112-M3_NyG-2021

125-6070-21_0104-M3_MyG- 2021

124-5063-21_0103-M3_NyG-2021

123-6068-21_0124-M3_NyG-2021

122-6067-21_D101-M3_NyG-2021

121-B190-55-M2_VT-2021

120-BLAS-T1-M2_VT-2021

119 BLAS-FI-M2_WT-2021

118-BLAT-54-M2_NT-2021

108 BOGS-3-M2_VT-2021

107- BOSE-B-M2_VT-2021

L06-BOST-6-M2_VT-2021

105 BOS B-10-M2_WT-2021

104 BO65-2-M2_VT-2021

101-B062-61-M2_VT-2021

LO0-BOS1-57-M2_WT-2021

9B 191-K17 /8 A-M1_HI- 2021

5-GOG0-K14,/8 4-M1_HJ- 2021

S7-BOAS-K12 /B A-W1_HI- 2021

SE-BOAE-K27 /B A-M1_HI- 2021

95 -BOAT-KAAJBA 52-M1_HI-2021

[9-BOMB-KAT JBA 52-M1_HI-202 1

93-B0M5-KI9/8 3 I52-M1_HI-202 1

[92-BOMA-KA BJBA 52-M1_HI-202 1

91-6043-K33 /83 52-M1_HI-202 1

S0-6042-KIE,/5 T 52-M1_HI-202 1

Bo-BOA1-KIT 8 52-M1_HI-2021

[BE-BOAD-KSS B A 52-M1_HI-2021

[E7-B039-KI8/8 T 52-M1_HI-2021

[BE-BO3E-KADJEA 52-M1_HI-202 1

[E55-B03 7-K34,/8 3 52-M1_HI-2021

[E54-B03 B-K14,8 3-M1_HI- 2021

53-6035-K/83-M1L_HI-2021
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OSSZEFOGLALO
MATE GBI TDK 2021.

FAJTATISZTA PANNON MEHCSALADOK FENNTARTASANAK TAMOGATASA
GENETIKAI MODSZEREKKEL

Maintenance of purebred Pannonian bee colonies using genetic methods

Készitette: Hegediis Bettina, Magyar Agrar-és Elettudomanyi Egyetem, Genetika ¢és
Biotechnologia Intézet, Godoll6, Agricultural biotechnology MSc, Il. évfolyam

Témavezeté: Dr. Stéger Viktor, Tanszékvezet6 MATE-GBI, Magyar Agrar-és
Elettudomanyi Egyetem, Genetika és Genomika Tanszék, Godoll6

Témavezetd: Dr. Varga Laszlo Andras, Intézetigazgatéo helyettes MATE-GBI, Magyar
Agrar-és Elettudomanyi Egyetem, Genetika és Biotechnolégia Intézet, G5d6116

Az Apis mellifera nyugati mézelé méh az egyik legalkalmazkodobb, és méhészetek szamara
termelés tekintetében legkivalobb mézelé6 méh faj. A legelterjedtebb alfajai koz¢é tartozik az
Apis mellifera carnica és az Apis mellifera ligustica, melyek gazdasagi jelentdségiik miatt
népszeriick @ méhésztarsadalomban.

Napjainkban Magyarorszagon az itt honos Apis mellifera carnica pannonica fajtat (pannon
méh) lehet tenyészteni, és kereskedésbe bocsatani. Ezzel védve a magyar pannon méhallomanyt
a kiilfoldrél importalt, és elterjedési teriiletében szomszédos egyéb fajok és fajtak hatasatol. A
tiszta pannon vonalak fenntartasa kiilonosen fontos feladat, ezért fontos a fajtatisztasaganak
ellendrzése, €s iranyitott tenyésztése.

Dolgozatomban 6sszesen 4 KTV (kozponti teljesitményvizsgald) telep és 4 méhanyaneveld
csaladjai lefedett, de ki nem fejlett haploid herefiasitasabol izolalt DNS-bd6l allapitottuk meg az
anyak fajtatisztasagat. A csoport altal korabban fejlesztett, tovabba szakirodalombol adaptalt,
Osszesen 17 db STR markerbdl allo6 2 db multiplexet optimalizaltam, melyek segitségével
meghataroztuk a pannon méhanyéak genotipusat.

A populaciogenetikai vizsgéalatok alapjan 8 csalddot nem ajanlottunk tovabbi tenyésztésre,
mivel hibridizacios értékiik elérte az 5%-ot, ami mar befolyasolhatta volna a fajtatiszta vonal
fenntartasat. A tovabbiakban bioinformatikai programok segitségével becsiiltem meg tobbek
kozt a genetikai diverzitas mértékét és a rokonsagi kapcsolatok valoszintiségét. A vizsgalatok
soran kapott eredményeket megerdsitették a birtokunkban 1évé tenyésztési adatok.

A markerszettiink igy hasznalhaté az A. m. c. pannonica fajtatisztasaganak ellenérzésére,

tovabba genetikai diverzitas, genetikai tavolsagok, és rokoni kapcsolatok becslésére is.

49



	1. Bevezetés
	2. Célkitűzés
	3. Irodalmi áttekintés
	3.1 A méhészeti ágazat jelentősége
	3.2 Méztermelő fajok a világ körül
	3.3 A keleti mézelő méh (Apis cerana)
	3.4 A buckfast hibrid
	3.5 Az Apis mellifera
	3.5.1 Származása, elterjedése
	3.5.2 A méhcsalád felépítése, genetikája
	3.5.3 Az olasz fajta (Apis mellifera ligustica)
	3.5.4 A krajnai fajta (Apis mellifera carnica)

	3.6 Hibridizáció a mézelő méhek esetén
	3.6.1 A hibridizáció háttere
	3.6.2  Hibridizáció hatásai napjainkban

	3.7 Populációgenetikai vizsgálatok
	3.7.1 PCR vizsgálati módszer
	3.7.2 Mikroszatellit marker


	4. Anyag és módszer
	4.1 Mintagyűjtés
	4.2 DNS izolálás
	4.3 Multiplex PCR reakciók optimalizálása
	4.4 Adatelemzés
	4.4.1 Fragmentanalízis
	4.4.2 Populációgenetikai vizsgálatok, rokonsági kapcsolatok


	5. Eredmények és értékelésük
	5.1 DNS izolálás
	5.2 PCR vizsgálatok multiplexekkel
	5.3 Bioinformatikai analízisek
	5.3.1 Genetikai diverzitás a pannon méhek vizsgált populációiban
	5.3.2 Rokonsági vizsgálatok
	5.3.3 Populációgenetikai vizsgálat, hibridizáció mértéke


	6. Összefoglalás
	7. Irodalomjegyzék
	8. Köszönetnyilvánítás
	9. Mellékletek

