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ÖSSZEFOGLALÁS

Magyarországon a krajnai fajta (Apis­mellifera­carnica) honos,

je lenleg ez az egyetlen elismert és tenyészthető mézelő méhfajta az

or szágban. Azt feltételezzük, hogy az országban számos idegen fajta,

il letve hibrid is megjelenik. A megkezdett mikroszatellit és mitokond -

riális DNS vizsgálatok alkalmasak lesznek a fajták könnyű és pontos

azonosítására, valamint új lehetőségeket biztosítanak a házi méhek

ku tatása területén. A genomiális DNS izolálását öt-hét napos álca

min tákból sikeresen elvegeztük. A vizsgálatot mikroszatellit marke -

rek kel végeztük el. Kezdeti lepésként megállapítottuk a meg fe lelő

feltapadási hőmérsékletet. A mitokondriális DNS vizsgálatban spe -

ciális szekvenálási módszer szükséges a felhasznált COI-COII mi-

 tokondriális régióban lévő primer alacsony feltapadási hőmérsékle te

miatt. E kutatási munka célja a populációk genetikai varianci á já nak

felmérése a módszerek felhasználásával.

Kulcsszavak: Apis­ mellifera­ carnica, mitokondriális DNS,

mikroszatellit

SUMMARY

In Hungary, the Apis­mellifera­carnica 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-COII 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: Apis­mellifera­ carnica, mitochondrial DNA,

microsatellite

BEVEZETÉS

A­mitokondriális­DNS­az­állatok­evolúciós­kuta­tá­-
sá­nak­népszerű­molekuláris­markere.­Alkalmas­törzs-
fejlődési­vizsgálatok­elvégzésére,­továbbá­a­populáció
szer­kezetének,­dinamikájának­és­molekuláris­evolúció­-
já­nak­tanulmányozására­is­(Avise,­1994).

A­méhtenyésztés­biológiai,­genetikai,­tartási­és­te­-
nyésztésszervezési­szempontból­egyaránt­különbözik

va­lamennyi­tenyésztett­haszonállat-fajtól.­Magyar­or­-
szá­gon­a­krajnai­fajta­(Apis mellifera carnica) honos,
je­lenleg­ez­az­egyetlen­elismert­és­tenyészthető­mézelő
méh­fajta­az­országban.­

Jellemző,­hogy­az­egyes­méhtenyésztő­telepek­majd­-
nem­önállóan,­mintegy­genetikai­izoláltságban­te­nyé­sz­-
tenek.­Morfológiai­tulajdonságok­mérésével­meg­hatá-
rozható,­hogy­egy­adott­család­egyedei­megfelelnek-e
a­krajnai­fajta­paramétereinek,­illetve­nem­mutatják-e
az­olasz­méh,­vagy­más­fajták/hibridek­fenotípusos­je-
gyeit.­Az­is­megállapítható,­hogy­az­országban­számos
idegen­fajta,­illetve­hibrid­is­megjelenik.­Tekintettel­ar­-
ra,­hogy­a­méhek­természetes­úton­a­szabadban­pá­ro­-
sod­nak,­ ezért­ az­ apa­ nem­ ismert,­ azonosítása­ nem
meg­oldható.­Mindkét­szülő­ismeretének,­és­így­a­klasz­-
szi­kus­tenyésztési­eljárások­bevezetésének­egyik­fel­-
té­tele­ a­ populációk­ genetikai­ varianciájának­ hazai
ku­tatása,­valamint­az­eredmények­adaptálása­és­alkal­-
ma­zása­a­méhtenyésztésben­is.

Az­Apis mellifera fajon­belül­az­A. mellifera melli -
fera (északi),­A. mellifera ligustica (olasz),­­A. mellife -
ra carnica (krajnai),­A. mellifera caucasica (kau­kázu-
si)­gazdaságilag­jelentős­fajták­(Rothenbuhler­et­al.,
1968)­(1. ábra).

1. ábra: A mézelő méh fajták elterjedési területei és evolúciós

származási vonalai

Forrás:­http://www.apidologie.org/index.php?option=com_article&
access=standard&Itemid=129&url=/articles/apido/full_html/2009/0
3/m08114/F1.html

Figure 1: The honey bee spread area and evolutonary lineges

A­házi­méh­biodiverzitását­először­morfológiai­bé-
lye­gek­alapján­mérték­fel­(Ruttner­et­al.,­1978).­A­házi
méh­fajon­belül­morfológiájuk­alapján­24­alfajt­külön-
böz­tetnek­meg.­Ezen­belül­három­evolúciós­származási
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vo­nal­különíthető­el­az­óvilágban­(a­házi­méh­eredeti­d­e­-
mográfiai­területe,­mielőtt­az­ember­elterjesztette­vol­-
na)­morfológiai­bélyegek­alapján.­Az­európai­házi­méh
(M)­melyben­megjelenik­Apis mellifera iberica és­Apis
mel lifera mellifera,­az­afrikai­(A)­és­az­észak-mediterrán
(C)­melybe­beletartozik­az­Apis mellifera ligustica,­Apis
mellifera carnica és­Apis mellifera cecropia (Ruttner,
1988).­Az­utóbbi­molekuláris­genetikai­vizsgálatok­bi-
zo­nyították­további­két­származási­vonal­meglétét,­ami
tar­talmazza­a­közel­kelet­alfajait­és­Etiópiából­az­A. m.
yemenica alfajt­(Franck­et­al.,­2000)­(1. ábra).

A­XX.­század­óta­az­észak-nyugat­európai­méhte­-
nyésztésben­a­kiválóbb­fajták­szerepelnek,­főként­az
Apis mellifera ligustica olaszországból­és­az­Apis mel-
lifera carnica a­korábbi­Jugoszláviából.­Arra­kö­vet­kez­-
tet­hetünk,­hogy­direkt­fajtakicserélés­és­a­génáramlás
fi­gyelhető­meg­az­őshonos­és­betelepített­fajták­között
(Jensen­és­Pedersen,­2004).­Európa­egyes­részein­az
ős­honos­méheket­már­ kihaltnak­ tekintik.­ Német­or­-
szág­ban­például­erőteljes­kicserélés­kezdődött,­az­Apis
mellifera mellifera fajtát­Apis mellifera carnica fajtára
vál­tották­(Maul­és­Hahnle,­1994).­A­skandináv­orszá-
gok­ban­és­a­Brit-szigeteken­a­legtöbb­profi­és­hobbi
mé­hész­ma­Apis mellifera ligustica-t,­Apis mellifera
carnica-t­vagy­egy­mesterségesen­létrehozott­vonalat,­a
Buckfast méhet­tartják.­Így­az­Apis mellifera mellife ra
természetes­elterjedési­területe­az­utóbbi­években­je-
­len­tősen­lecsökkent­(Jensen­et­al.,­2005).

A­krajnai­méh­(Apis mellifera carnica Poll.) a­Kara­-
vankák­hegyláncától,­az­osztrák-szlovén­határ­területén
ős­honos.­A­vidéken­még­hagyományos­méhészkedést
foly­tatnak.­A­név­az­azonos­nevű­Karnika­Alpok­te­rü­-
le­téről­származik.­Megtalálható­a­Duna­völgyben­Bécs­-
től­a­Kárpátokig,­az­Alpokban­Ausztria­déli­ részén,
Szlo­véniában­és­Horvátországban­egészen­a­dalmát
par­tokig.­A­fajta­jellegeit­mutatják­még­a­szlovák,­dél-
lengyel­és­a­Kárpátokban­a­hegyi­méhek,­ill.­a­Kárpát-
medence­méhe­is.

A­hazai­mézelő­méh­populáció­diverzitását­meg­ha­-
tá­rozni­mikroszatellit­vizsgálatok­megkezdésével­ter-
vez­zük.­A­mikroszatellitek­a­genomban­elszórtan­el­he-
lyezkedő­néhány­bázispár­ismétlődéséből­álló­50–300
bá­zispár­(bp)­hosszúságú­szekvencia­részletek.­Ezen
is­métlődések­típusa­más-más,­azonosíthatóságukat­az
őket­határoló,­genomban­csak­néhány­helyen­előfordu­-
ló­szekvenciák,­primer­kapcsolódási­helyek­teszik­le­he­-
tő­vé­(Fésüs­et­al.,­2000).­

Szociális­rovarok­populáció­struktúrájának­és­ro­-
ko­ni­kapcsolatainak­vizsgálatához­elsőként­Davis­et­al.
(1990)­alkalmaztak­DNS­markereket.­A­házi­méhben
tu­dományos­ és­ökonómiai­ fontossága­miatt­ számos
mik­roszatellitet­mutattak­ki­(Estoup­et­al.,­1993),­me­-
lyek­kiváló­eszközei­a­genetikai­diverzitás­megálla­pí­-
tá­sának­(Estoup­et­al.,­1994)­és­a­géntérképezésnek.
Mik­roszatellitek­használatával­az­egyedek­könnyen­és
pon­tosan­azonosíthatóak,­emellett­új­lehetőségeket­biz-
to­sítanak­a­házi­méhek­kutatása­területén­(Estoup­et­al.,
1995).­A­fent­említett­módszerekkel­házi­méhcsaládok
apa­sági­analízise­is­elvégezhető­(Fondrk­et­al.,­1993).­

A­ hazai­ mézelő­ méh­ populációk­ diverzitásának
meg­határozását­mitokondriális­DNS­vizsgálatokkal­is
ki­fogjuk­egészíteni,­amihez­szükség­van­a­mitokond­-
ri­um­sajátosságainak­ismeretére.­A­mitokondrium­önál­-

ló­genommal­rendelkezik,­amely­a­rovarokban­kettős
szá­lú,­kör­alakú­DNS­molekula­(2. ábra).

2. ábra: A mézelő méh mitokondriális genomjának térképe

Forrás:­Crozier,­R.H.­és­Crozier,­y.C.,­1992

Figure 2: The map of the honey bee mitochondrial genome

Amíg­a­mitokondriális­genomban­minden­századik,
ad­dig­a­nukleáris­genomban­csak­minden­ezredik­bázis
mu­tat­eltérést.­A­mitokondriális­DNS­mutációs­rátája
jó­val­ nagyobb­ a­ nukleáris­DNS­mutációs­ rátájánál,
meg­közelítőleg­2%­egymillió­évenként­(Brown­et­al.,
1979).

A­házi­méh­mitokondriális­genomjának­hossza­16,5
és­17­kb.­között­van­(Smith­és­Brown,­1988).­Ez­a­lán-
co­lat­a­hosszúság­variabilitása­szempontjából­két­rész­-
re­osztható.­Az­egyik­a­kontroll­régió,­a­másiknál­pedig
a­méretkülönbség­nagyobb­(a­legrövidebb­és­a­leg­hosz­-
szabb­típus­között­450­bp)­a­CoI-CoII­összekapcso­-
lódásánál.­Ezt­a­régiót­korábban­(Crozier,­R.H.­et­al.,
1989)­szekvenálták,­és­közötte­megtalálták­a­tRNAleu
és­a­CoII­géneket.­A­kapott­szekvencia­a­rövidebb­tí-
pus­­hoz­tartozik.­­Nem­sokkal­később­(Cournet­et­al.,
1991)­meg­határozták­a­CoI-CoII­régió­között­találha­-
tó­hosszú­intergénikus­szakaszt.­Megállapították,­hogy
e­szek­vencia­hossza­változó­a­fajták­között­és­a­faj­tá­-
kon­belül.­Az­első­alternatív­filogenetikai­vizsgálatot
mi­­to­kond­riális­DNS­segítségével­végezték­el,­hogy­re­-
kons­t­ruálják­a­méhnemzetségek­közötti­rokoni­kap­cso­-
latokat­(Cameron,­1991,­1993).­­A­mitokondriális­ge­nom
kö­rülbelül­93%-a­kódoló­szekvencia,­csupán­na­gyon
rö­vid­intronok­találhatók­benne.­Nem­kötődnek­hozzá
fe­hérjék,­ezért­kevésbé­védett­a­mutagén­hatásokkal
szem­ben.­A­mitokondriumból­hiányzik­az­excíziós­ja­-
ví­­tó­rendszer­is,­ami­a­létrejött­mutációkat­javítaná­(li,
1997).­

Terveink­szerint­méhpopuláción­belüli­és­populá-
ci­ók­közötti­összehasonlítást­végzünk.

ANYAG ÉS MÓDSZER

A­dolgozó­méheket­tizenhat­méhészetből­(populá-
ci­óból)­gyűjtöttük­Magyarország­területén,­melyekről
fel­tételezzük,­hogy­a­krajnai­fajtában­megjelenő­egyéb
faj­ta­genetikai­tulajdonságait­is­tartalmazza.­Kontroll
cso­portkén­a­Kisállattenyésztési­és­Takarmányozási
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Ku­tatóintézet­Méhtenyésztési­és­Méhbiológiai­osztá-
lyá­tól­fajtatiszta­krajnai­mintákat,­külföldi­méhészetek-
ből­pedig­Apis mellifera iberica,­Apis mellifera melli fe ra,
Apis mellifera ligustica fajtatiszta­egyedeket­és­Buckfast
hibrideket­kértünk.­A­hazai­populációkból­a­ge­netikai
vizs­gálatokhoz­ötven­egyedet­gyűjtöttünk,­me­lyek­még
le­fedés­előtti­5–7­napos­álcák­voltak.­A­min­tákat­5­kap-
tár­ból­vettük,­kaptáronként­10­egyedet.­A­méhek­egyen­-
ként­eppendorf­csövekbe­kerültek,­majd­azokat­-20­oC-on
tároltuk­a­laboratóriumi­vizsgá­lat­megkezdéséig.­

A­genetikai­vizsgálatokat­a­Debreceni­Egyetem­Ál-
lat­genetikai­laboratóriumában­végeztük.­A­genomiális
DNS­kivonása­latorre­et­al.­(1986)­módszere­alapján
tör­tént.­A­felhasználásra­kerülő­mikroszatellit­marke­rek
a­következők:­A7,­A14,­A28,­A113,­B124,­A(B)24,­A88,
A35­(Estoup­et­al.,­1995),­A43,­A76,­A107­(Estoup et
al.,­1993).­

Az­allélfrekvenciákat­és­az­allélek­számát,­valamint
a­megfigyelt­és­várt­heterozigozitás­értékét­a­GENEPoP
1.2. és­a­PoPGENE­1.32.­szoftvercsomagok­segítsé­-
gé­­vel­számítottuk­ki.­Az­egyes­ lokuszon­megje­lenő
egye­di­alléleket­a­CoNVERT­1.31-es­szoft­verrel­de-
tek­táltuk.­A­Shannon-féle­index­segítsé­gé­vel­az­állo­-
mány­genetikai­változatosságát­számsze­rű­sítettük.­A
Hardy-Weinberg­egyensúlytól­való­eltérés­(X²-próba)
és­a­heterozigóta­deficit­valószínűségi­ér­té­keinek­ki­-
szá­­mításához­ugyancsak­a­GENEPoP­1.2­szoft­vercso­-
ma­got­alkalmaztuk­(yeh­és­Boyl,­1997).­A­populáción
be­lüli­és­populációk­közötti­genetikai­kü­lönb­ségeket
(Fst­érték),­az­allélgazdagságot,­valamint­az­egy­lokuszon
meg­figyelt­allélok­kiszámítását­az­FSTAT­programmal
vé­geztük­el­(Goudet,­1995).

A­fajták­és­populációk­közötti­Nei-féle­genetikai­tá­-
vol­ság­értékek­kiszámításához­ismételten­a­PoPGENE
1.32­programot­használtuk­fel.­Az­adatokból­generált
den­­dogram­elkészítéséhez­pedig­a­TREEVIEW­szoft­-
vert­alkalmaztuk­(Page,­1996).

EREDMÉNYEK

Mintagyűjtés

Az­országban­16­helyről­történt­mintagyűjtés­(Fertő­-
szentmiklós,­Kercaszomor,­Bazsi,­Kaposfüred,­Dinnye­-
berki,­ Pest,­ Abony,­ Kecskemét,­ Kiskunfélegyháza,
Aba­sár,­okány,­Cserépfalu,­Perkupa,­Hajdúszoboszló,
Hajdú­vid,­Nyírcsholy).­Minden­méhészetből­50­egyed
ke­rült­begyűjtésre,­5­családból­családonként­10­egyed.­

Mikroszatellit vizsgálat

A­mikroszatellit­vizsgálatok­első­lépéseként­meg­-
kö­zelítőleg­800­egyedből­a­genomiális­DNS­izolálása
tör­tént­meg­­(latorre­et­al.,­1986)­módszere­alapján­(3.
áb ra).­

Ezt­ követően­ a­ meglévő­ DNS­ általunk­ vizsgált
szeg­mensét­polimeráz­láncreakció­(PCR)­segítségével
fel­sokszorosítottuk.­A­PCR­program­a­következő:­­94
°C­2:00­perc,­35­ciklus­94­°C­0:30­perc,­(55­°C,­56­°C,
58­°C,­60­°C­0:30­perc,­72­°C­0:30­perc,­72­°C­10:00
perc,­10­°C.­Az­amplifikációhoz­szükséges­reakcióelegy
a­következő:­­1μl­izolált­DNS,­1μl­dNTP,­2­­μl­5­×puf­-
fer, 1,7­μl­MgCl2,­0,1­μl­primer,­0,07μl­Taq­polimeráz,
4,03­μl­dH2o.­

3. ábra: Álcából kivont genomiális DNS gélképe

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

honey bee larvae

Mitokondriális DNS vizsgálat

A­mitokondriális­DNS­(továbbiakban­mtDNS)­vizs-
­gálat­során­a­CoI-CoII­régióban­lévő­primer­pár­fel-
­hasz­nálására­került­sor­(Estoup­et­al.,­1995).­Quiagene
tisz­tító­kit­segítségével­eltávolításra­kerültek­az­oldat-
ban­a­felesleges­vegyszerek.­A­primer­feltapadási­hő­-
mér­séklete­a­standard­hőmérsékleti­tartományon­kívül
esik,­ így­ csupán­ a­minták­ kis­ része­ értékelhető­ (4.
ábra).­A­tisztított­DNS­Német­or­szágba­postázását­kö­-
ve­tően­a­minták­jelentős­ré­szénél­használhatatlan­szek­-
ven­ciát­(5. ábra) kaptunk.­

Munkánk­folytatásaként­két­primer­pár­tervezése
tör­tént­a­Primer3­programmal.­Az­említett­primerek­a
CoI­és­16S­rRNS­régióban­találhatóak.­A­primerek
tesz­telése­után­meghatározásra­került­az­optimális­fel­-
ta­padási­hőmérséklet­és­a­PCR­kondíciók,­melyek­a
kö­vetkezők:­­92­°C­2:00­perc,­35­ciklus­92­°C­0:30
perc,­(63­°C,­64­°C)­0:30­perc,­63­°C­2:00­perc,­63­°C
10:00­perc,­10­°C.­Az­amplifikációhoz­szükséges­reak-
ció­elegy­a­következő:­­1μl­izolált­DNS,­1μl­dNTP,­2
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4. ábra: Értékelhető mtDNS szekvencia

Figure 4: Measurable mtDNA sequence

5. ábra: Értékelhetetlen mtDNS szekvencia

Figure 5: Unmeasurable mtDNA sequence
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