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OSSZEFOGLALAS

Magyarorszagon a krajnai fajta (Apis mellifera carnica) honos,
Jelenleg ez az egyetlen elismert és tenyészthetd mézelé méhfajta az
orszagban. Azt feltételezziik, hogy az orszagban szamos idegen fajta,
illetve hibrid is megjelenik. A megkezdett mikroszatellit és mitokond-
ridlis DNS vizsgalatok alkalmasak lesznek a fajtak kénnyii és pontos
azonositasara, valamint uj lehetéségeket biztositanak a hazi méhek
kutatasa teriiletén. A genomialis DNS izolaldasat ot-hét napos dlca
mintdkbol sikeresen elvegeztiik. A vizsgalatot mikroszatellit marke-
rekkel végeztiik el. Kezdeti lepésként megallapitottuk a megfelelé
Sfeltapaddsi hémérsékletet. A mitokondrialis DNS vizsgalatban spe-
cidlis szekvendldsi médszer sziikséges a felhasznalt COI-COII mi-
tokondrialis régioban lévé primer alacsony feltapaddsi hémérséklete
miatt. E kutatasi munka célja a populaciok genetikai variancidjanak
felmérése a modszerek felhasznalasdval.

Kulcsszavak: Apis mellifera carnica, mitokondrialis DNS,
mikroszatellit

SUMMARY

In Hungary, the Apis mellifera carnica is the native breed which
is the only recognised and breedable honey bee in the country. It is
assumed that there are a number of non-native and hybrid honey bee
breeds in Hungary. The microsatellite and mitochondrial DNA surveys
applied here will be utilised to easily and accurately identify the various
sprads, and open up new ways in the research of honey bees. The
isolation of the genomial DNS from 5 to 7 day old larvae samples
was successfully carried out. In the future the plan is to carry out the
measure with microsatellite markers. As an initial step the optimal
annealing temperature was identified. In the mitochondrial DNA survey
the COI-COIIl mytochonrial regional primer due to its low anneling
temperature cannot be used with any normal sequencing methods. By
using these method the aim of this research is the measurement of
genetic variance.

Keywords: Apis mellifera carnica, mitochondrial DNA,
microsatellite

BEVEZETES

A mitokondrialis DNS az allatok evolucios kutata-
sanak népszerti molekularis markere. Alkalmas torzs-
fejlodési vizsgalatok elvégzésére, tovabba a populacid
szerkezetének, dinamikajanak és molekularis evolucio-
jénak tanulmanyozasara is (Avise, 1994).

A méhtenyésztés bioldgiai, genetikai, tartasi €s te-
nyésztésszervezési szempontbodl egyarant kiillonbozik

valamennyi tenyésztett haszonallat-fajtol. Magyaror-
szagon a krajnai fajta (Apis mellifera carnica) honos,
jelenleg ez az egyetlen elismert és tenyésztheté mézeld
méhfajta az orszagban.

Jellemz06, hogy az egyes méhtenyésztd telepek majd-
nem Onalléan, mintegy genetikai izolaltsagban tenyész-
tenek. Morfologiai tulajdonsagok mérésével meghata-
rozhato, hogy egy adott csalad egyedei megfelelnek-e
a krajnai fajta paramétereinek, illetve nem mutatjak-e
az olasz méh, vagy mas fajtak/hibridek fenotipusos je-
gyeit. Az is megallapithatd, hogy az orszdgban szamos
idegen fajta, illetve hibrid is megjelenik. Tekintettel ar-
ra, hogy a méhek természetes Uiton a szabadban paro-
sodnak, ezért az apa nem ismert, azonositdsa nem
megoldhato. Mindkét sziilé ismeretének, és igy a klasz-
szikus tenyésztési eljarasok bevezetésének egyik fel-
tétele a populacidk genetikai variancidjanak hazai
kutatasa, valamint az eredmények adaptalasa és alkal-
mazasa a méhtenyésztésben is.

Az Apis mellifera fajon beliil az A. mellifera melli-
fera (északi), A. mellifera ligustica (olasz), A. mellife-
ra carnica (krajnai), A. mellifera caucasica (kaukazu-
si) gazdasagilag jelentds fajtak (Rothenbuhler et al.,
1968) (1. abra).

1. abra: A mézelé méh fajtak elterjedési teriiletei és evolucids
szarmazasi vonalai

iberfmsi's ",;4_';,3‘\ Z Q E(:‘

yE iciliana —ee i
}C"‘ ge bruttneri 5% ﬁ;‘_i“«"-”r i
Forras: http://www.apidologie.org/index.php?option=com_article&
access=standard&Itemid=129&url=/articles/apido/full _html/2009/0
3/m08114/F1.html

anatoliaca

Figure 1: The honey bee spread area and evolutonary lineges

A hazi méh biodiverzitasat el6szor morfologiai bé-
lyegek alapjan mérték fel (Ruttner et al., 1978). A hazi
méh fajon beliil morfoldgiajuk alapjan 24 alfajt kiilon-
boztetnek meg. Ezen beliil hdrom evolucids szarmazasi
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vonal kiilonithetd el az dvilagban (a hazi méh eredeti de-
mografiai teriilete, mieldtt az ember elterjesztette vol-
na) morfoldgiai bélyegek alapjan. Az eurdpai hazi méh
(M) melyben megjelenik Apis mellifera iberica és Apis
mellifera mellifera, az afrikai (A) és az észak-mediterran
(C) melybe beletartozik az Apis mellifera ligustica, Apis
mellifera carnica és Apis mellifera cecropia (Ruttner,
1988). Az utobbi molekularis genetikai vizsgalatok bi-
zonyitottak tovabbi két szarmazasi vonal meglétét, ami
tartalmazza a kozel kelet alfajait és Etiopiabol az 4. m.
yemenica alfajt (Franck et al., 2000) (1. abra).

A XX. szazad 6ta az észak-nyugat eurdpai méhte-
nyésztésben a kivalobb fajtak szerepelnek, féként az
Apis mellifera ligustica Olaszorszagbol és az Apis mel-
lifera carnica a korabbi Jugoszlaviabdl. Arra kdvetkez-
tethetiink, hogy direkt fajtakicseré¢lés €s a génaramlas
figyelhet6 meg az 6shonos és betelepitett fajtak kozott
(Jensen és Pedersen, 2004). Eurdpa egyes részein az
Oshonos méheket mar kihaltnak tekintik. Németor-
szagban példaul erételjes kicserélés kezdddott, az Apis
mellifera mellifera fajtat Apis mellifera carnica fajtara
valtottak (Maul és Hahnle, 1994). A skandindv orsza-
gokban ¢és a Brit-szigeteken a legtobb profi és hobbi
méhész ma Apis mellifera ligustica-t, Apis mellifera
carnica-t vagy egy mesterségesen 1étrehozott vonalat, a
Buckfast méhet tartjak. igy az Apis mellifera mellifera
természetes elterjedési teriilete az utdbbi években je-
lent6sen lecsokkent (Jensen et al., 2005).

A krajnai méh (4pis mellifera carnica Poll.) a Kara-
vankak hegylancatol, az osztrak-szlovén hatar teriiletén
Oshonos. A vidéken még hagyomanyos méhészkedést
folytatnak. A név az azonos nevii Karnika Alpok terii-
letérol szarmazik. Megtalalhat6 a Duna volgyben Bécs-
tél a Karpatokig, az Alpokban Ausztria déli részén,
Szlovéniaban és Horvatorszagban egészen a dalmat
partokig. A fajta jellegeit mutatjak még a szlovak, dél-
lengyel és a Karpatokban a hegyi méhek, ill. a Karpat-
medence méhe is.

A hazai mézel6 méh populécié diverzitasat megha-
tarozni mikroszatellit vizsgalatok megkezdésével ter-
vezziik. A mikroszatellitek a genomban elszortan elhe-
lyezkedd néhany bazispar ismétlodésébdol allo 50-300
bazispar (bp) hossziisagl szekvencia részletek. Ezen
ismétlodések tipusa mas-mas, azonosithatosagukat az
Oket hatarold, genomban csak néhany helyen el6fordu-
16 szekvenciak, primer kapcsolddasi helyek teszik lehe-
téveé (Fésiis et al., 2000).

Szocialis rovarok populacio strukturajanak és ro-
koni kapcsolatainak vizsgalatahoz els6ként Davis et al.
(1990) alkalmaztak DNS markereket. A hazi méhben
tudomanyos és okonomiai fontossaga miatt szdmos
mikroszatellitet mutattak ki (Estoup et al., 1993), me-
lyek kivalo eszkozei a genetikai diverzitas megallapi-
tasanak (Estoup et al., 1994) és a géntérképezésnek.
Mikroszatellitek hasznalataval az egyedek konnyen és
pontosan azonosithatoak, emellett 1j lehetdségeket biz-
tositanak a hazi méhek kutatasa teriiletén (Estoup et al.,
1995). A fent emlitett modszerekkel hazi méhcsaladok
apasagi analizise is elvégezhetd (Fondrk et al., 1993).

A hazai mézeld méh populéaciok diverzitasanak
meghatarozasat mitokondrialis DNS vizsgalatokkal is
ki fogjuk egésziteni, amihez sziikség van a mitokond-
rium sajatossagainak ismeretére. A mitokondrium 6nal-

16 genommal rendelkezik, amely a rovarokban kettds
szalu, kor alaka DNS molekula (2. dbra).

2. abra: A mézelé6 méh mitokondridlis genomjanak térképe

Forras: Crozier, R.H. és Crozier, Y.C., 1992
Figure 2: The map of the honey bee mitochondrial genome

Amig a mitokondrialis genomban minden szézadik,
addig a nuklearis genomban csak minden ezredik bazis
mutat eltérést. A mitokondridlis DNS mutécios rataja
joval nagyobb a nuklearis DNS mutécids ratdjanal,
megkozelitdleg 2% egymillié évenként (Brown et al.,
1979).

A hazi méh mitokondrialis genomjanak hossza 16,5
¢és 17 kb. kdzott van (Smith és Brown, 1988). Ez a lan-
colat a hosszlisag variabilitdsa szempontjabol két rész-
re oszthato. Az egyik a kontroll régio, a masiknal pedig
a méretkiilonbség nagyobb (a legrovidebb és a leghosz-
szabb tipus kozott 450 bp) a COI-COII &sszekapceso-
l6dasanal. Ezt a régiot korabban (Crozier, R.H. et al.,
1989) szekvenaltak, és kozotte megtalaltak a tRNAleu
¢és a COII géneket. A kapott szekvencia a révidebb ti-
pushoz tartozik. Nem sokkal késobb (Cournet et al.,
1991) meghataroztak a COI-COII régio kozott talalha-
t6 hosszl intergénikus szakaszt. Megallapitottak, hogy
e szekvencia hossza valtozo a fajtak kozott és a fajta-
kon beliil. Az elsé alternativ filogenetikai vizsgalatot
mitokondrialis DNS segitségével végezték el, hogy re-
konstrualjak a méhnemzetségek k6zotti rokoni kapcso-
latokat (Cameron, 1991, 1993). A mitokondrialis genom
koriilbeliil 93%-a kodold szekvencia, csupan nagyon
rovid intronok talalhatok benne. Nem koétddnek hozza
fehérjék, ezért kevésbé védett a mutagén hatasokkal
szemben. A mitokondriumbdl hidnyzik az excizios ja-
vit6 rendszer is, ami a létrejott mutaciokat javitana (Li,
1997).

Terveink szerint méhpopulacion beliili és popula-
ciok kozotti sszehasonlitast végziink.

ANYAG ES MODSZER

A dolgoz6 méheket tizenhat méhészetbdl (popula-
ciobol) gyljtottiik Magyarorszag teriiletén, melyekrol
feltételezziik, hogy a krajnai fajtaban megjelend egyéb
fajta genetikai tulajdonségait is tartalmazza. Kontroll
csoportkén a Kisallattenyésztési ¢s Takarmanyozasi
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Kutatointézet Méhtenyésztési és Méhbiologiai Oszta-
lyatol fajtatiszta krajnai mintakat, kiilfoldi méhészetek-
bol pedig Apis mellifera iberica, Apis mellifera mellifera,
Apis mellifera ligustica fajtatiszta egyedeket és Buckfast
hibrideket kértiink. A hazai populaciokbol a genetikai
vizsgalatokhoz 6tven egyedet gyiijtottiink, melyek még
lefedés eldtti 5—7 napos alcak voltak. A mintakat 5 kap-
tarbol vettiik, kaptaronként 10 egyedet. A méhek egyen-
ként eppendorf csdvekbe keriiltek, majd azokat -20 °C-on
taroltuk a laboratériumi vizsgélat megkezdéséig.

A genetikai vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Al-
latgenetikai Laboratoriumaban végeztiikk. A genomialis
DNS kivonasa Latorre et al. (1986) mddszere alapjan
tortént. A felhasznalasra kertil6 mikroszatellit markerek
akovetkezok: A7,A14, A28,A113, B124, A(B)24, A88,
A35 (Estoup et al., 1995), A43, A76, A107 (Estoup et
al., 1993).

Az allélfrekvenciakat és az allélek szamat, valamint
amegfigyelt és vart heterozigozitas értékét a GENEPOP
1.2. és a POPGENE 1.32. szoftvercsomagok segitsé-
gével szamitottuk ki. Az egyes lokuszon megjelend
egyedi all¢leket a CONVERT 1.31-es szoftverrel de-
tektaltuk. A Shannon-féle index segitségével az allo-
many genetikai valtozatossagat szamszerisitettiik. A
Hardy-Weinberg egyensulytol valo eltérés (X?-proba)
¢s a heterozigota deficit valoszintiségi értékeinek ki-
szamitasdhoz ugyancsak a GENEPOP 1.2 szoftvercso-
magot alkalmaztuk (Yeh és Boyl, 1997). A populacion
beliili és populaciok kozotti genetikai kiilonbségeket
(Fst értek), az allélgazdagsagot, valamint az egy lokuszon
megfigyelt allélok kiszamitasat az FSTAT programmal
veégeztiik el (Goudet, 1995).

A fajtak és populaciok kozotti Nei-féle genetikai ta-
volsag értékek kiszamitasdhoz ismételten a POPGENE
1.32 programot hasznaltuk fel. Az adatokbodl generalt
dendogram elkészitéséhez pedig a TREEVIEW szoft-
vert alkalmaztuk (Page, 1996).

EREDMENYEK
Mintagyiijtés

Az orszagban 16 helyrdl tortént mintagyiijtés (Fertd-
szentmiklos, Kercaszomor, Bazsi, Kaposfiired, Dinnye-
berki, Pest, Abony, Kecskemét, Kiskunfélegyhaza,
Abasar, Okany, Cserépfalu, Perkupa, Hajduszoboszlo,
Hajdavid, Nyircsholy). Minden méhészetbdl 50 egyed
kertilt begytjtésre, 5 csaladbol csaladonként 10 egyed.

Mikroszatellit vizsgalat

A mikroszatellit vizsgalatok elsé 1épéseként meg-
kozelitéleg 800 egyedbdl a genomialis DNS izolalasa
tortént meg (Latorre et al., 1986) mddszere alapjan (3.
abra).

Ezt kdvetden a meglévé DNS altalunk vizsgalt
szegmensét polimeraz lancreakcio (PCR) segitségével
felsokszorositottuk. A PCR program a kovetkez6: 94
°C 2:00 perc, 35 ciklus 94 °C 0:30 perc, (55 °C, 56 °C,
58 °C, 60 °C 0:30 perc, 72 °C 0:30 perc, 72 °C 10:00
perc, 10 °C. Az amplifikaciohoz sziikséges reakcioelegy
a kovetkez6: 1ul izolalt DNS, 1pl ANTP, 2 pl 5 xpuf-
fer, 1,7 ul MgCl,, 0,1 pl primer, 0,07ul Taq polimeraz,
4,03 pl dH,O0.

3. dbra: Alcabél kivont genomialis DNS gélképe

Figure 3: The photo of the genomial DNA gel estracted from
honey bee larvae

Mitokondrialis DNS vizsgalat

A mitokondridlis DNS (tovabbiakban mtDNS) vizs-
galat soran a COI-COII régidban 1év6 primer par fel-
hasznalésara keriilt sor (Estoup et al., 1995). Quiagene
tisztito kit segitségével eltavolitasra keriiltek az oldat-
ban a felesleges vegyszerek. A primer feltapadasi ho-
mérséklete a standard hémérsékleti tartomanyon kiviil
esik, igy csupan a mintak kis része értékelhetd (4.
dbra). A tisztitott DNS Németorszagba postazasat ko-
vetéen a mintak jelentds részénél hasznalhatatlan szek-
venciat (5. abra) kaptunk.

Munkank folytatasaként két primer par tervezése
tortént a Primer3 programmal. Az emlitett primerek a
COI ¢és 16S rRNS régioban talalhatoak. A primerek
tesztelése utan meghatarozasra kertilt az optimalis fel-
tapadasi hémérséklet és a PCR kondiciok, melyek a
kovetkezok: 92 °C 2:00 perc, 35 ciklus 92 °C 0:30
perc, (63 °C, 64 °C) 0:30 perc, 63 °C 2:00 perc, 63 °C
10:00 perc, 10 °C. Az amplifikacidhoz sziikséges reak-
cioelegy a kovetkezd: 1pl izolalt DNS, 1ul dNTP, 2
ul Sxpuffer, 1,5 pl MgCl,, 0,1 pl primer, 0,07ul Taq
polimeraz, 4,33 ul dH,O.

KOVETKEZTETESEK

A vizsgalatok elso 1épéseként megkdzelitdleg 800
egyedbdl a genomialis DNS izolalasa tortént meg
(Latorre et al., 1986) modszere alapjan.

Mikroszatellitek hasznalataval az egyedek konnyen
¢és pontosan azonosithatoak, emellett 1j lehetoségeket
biztositanak a hazi méhek kutatésa teriiletén. A mikro-
szatellit vizsgalatok kezdeti lepéseként a megfeleld fel-
tapadasi homérsékletét és PCR kondiciok megallapi-
tasa tortént meg.

A felhasznalt COI-COII mitokondrialis régidban 1é-
v6 primer az alacsony feltapadasi homérséklet miatt
szamunkra a hagyomanyos szevenalasi technologiaval
nem alkalmazhatd. A két ujabb primer par tesztelése
utan meghatarozasra kertilt az optimalis feltapadasi ho-
mérséklet és a PCR kondiciok.
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4. dbra: Ertékelhetd mtDNS szekvencia

5. dbra: Ertékelhetetlen mtDNS szekvencia
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Figure 4: Measurable mtDNA sequence

Figure 5: Unmeasurable mtDNA sequence
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