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,,Nem lehet elvitatni, hogy a méheket elsésorban a
Természet tartja el, de az a Természet, amely az
eltartas fejéeben koveteléssel lép fol a méhfajjal
szemben. — Azt koveteli, hogy mindeniitt ott legyenek,
ahol virag nyilik és annak megtermékenyiilését, — faji
fennmaradasat, — munkajukkal mozditsik elo.”

(Szontagh Pal (1937): Vissza a természethez III,
Méhészetiink - 10. évf. 11. sz.)
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JELOLESEK, ROVIDITESEK JEGYZEKE

A - Adenin

AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphism
AMOVA - Analysis of Molecular Variance

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool

BP - Bazispar

C - Citozin

ClI - kubitalis index

COl, COX1 - citokrom-oxidaz I. gén

CSD - complementary sex determiner (komplementer ivar-determinacio)
DAPC - Discriminant Analysis of Principal Components
DNS - Dezoxi-ribonukleinsav

EDTA - Etilén-diamin-tetraecetsav

FAO - Food and Agriculture Organization (Elelmezésiigyi és Mez6gazdasagi Vilagszervezet)
G - Guanin

HCL - Hidrogén-Kklorid

HGI - Haszonallat-génmegdrzési Intézet

HWE - Hardy-Weinberg Egyensuly

K - Klaszterszam

KASP - Kompetitive Allele Specific PCR

KHCO3; - Kalium-hidrogén-karbonat

MABC - Marker Assisted Backcrossing

MARS - Marker Assisted Recurrent Selection

MMOE - Magyar Méhtenyésztok Orszagos Egyesiilete
MIDNS - mitokondrialis DNS

NaCl - Natrium-klorid

NBGK - Nemzeti Biodiverzitas- és Génmegorzési Kozpont
NCBI - National Center for Biotechnology Information
NEBIH - Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal

NGS - Next Generation Sequencing

NH4Cl - Ammonium-klorid

PCOA - Principal Coordinate Analysis

PCR - Polymerase Chain Reaction (polimeraz lancreakcio)

PIC - Polymorphic Information Content (polimorfizmus informéci6 tartalom)
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QTL - Quantitative Trait Locus

RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA

RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism

SNP - Single Nucleotide Polymorphism (egypontos nukleotid polimorfizmus)

SSR - Single Sequence Repeat (egyszerl szekvenciaismétlés)

T - Timin



1. BEVEZETES

A mézeld méhek kulcsfontossagu szerepet jatszanak az 6koszisztémaban és a gazdasagban
(Westerkamp & Gottsberger 2000, Klein et al. 2007).

Az ¢lovilagban mind a vadon €16, mind az emberi fogyasztasra szant ndévények
megtermékenyitésében nélkiilozhetetlen a beporzok tevékenysége. Tizenharom nodvénynél
figyelték meg, hogy az allati eredetii beporzok elengedhetetlenek a termékenyitéshez, mig 30 faj
esetében donté mértékben jarultak hozza (Klein et al. 2007). A mézelé méhek nemcsak a novények
beporzasaban, hanem az altaluk eldallitott termékek — mint a méhviasz, méhpempd, méhméreg,
pollen, propolisz és méz — felhasznalasa tekintetében is fontos szerepet toltenck be az emberek
¢letében.

Napjainkban szamos tanulméany hivja fel a figyelmet arra, hogy a méhek pusztulasa komoly
problémakat okozhat az 6kologiaban, illetve a mez6gazdasagban (Hopkins & Herr 2010, Harwood
& Dolezal 2020). Vilagszinten a méztermelés 2009-ben 1.505 ezer tonna (FAO 2009), 2017-ben
1.878 ezer tonna (FAO 2017), 2020-ban pedig mar 1.903 ezer tonna (FAO 2020), 2023-ban 1.893
ezer tonna volt (FAO 2023). Magyarorszagon ebbdl 2009-ben 22,5 ezer (FAO 2009), 2017-ben
32 ezer tonnat (FAO 2017) allitottak eld, azonban 2020-ra csaknem a felére, 14 ezer tonndra
csokkent a méztermelés (FAO 2020).

Egyes elemzések szerint 2050-re a Foldon kortlbeliil 9 millidard ember fog €élni, és az
emberiség tulélésében a méheknek fontos szerepiik lesz (Brown & Paxton 2009). Albert Einstein
hires mondasa is ramutat a faj jelentdségére: ,,Ha a méhek valaha eltinnek a Foldrol, az
emberiségnek csak négy éve lenne hatra.”.

A genetikai sokféleség csokkenése, mint mas haszonallatok esetében, a mézeld méheknél
1S nagy problémat jelent, ha nem nagyobbat, egyedi genetikai ¢€s szaporodasbioldgiai
tulajdonsagaik miatt. Fontos feladat az Gshonos/honos mézeld6 méhek védelme, genetikai
diverzitdsuk megdrzése (Wegener et al. 2014). Az eredeti génkészlettel rendelkezd allomanyok
védelme céljabol szamos génmegdrzésre iranyuld program indult szerte a vilagon in vivo (é16
allatallomany fenntartasa), illetve in vitro (laboratoriumi koriilmények) formaban, tobbek kozott
Déniaban és Franciaorszagban is (Jensen & Pedersen 2005, Strange et al. 2008). Magyarorszagon
a Nemzeti Biodiverzitas- és Génmegorzési Kozpont Haszonallat-génmegdrzési Intézetében ehhez
kapcsolodoan kezddédtek el a krajnai méh (Apis mellifera carnica) pannon dkotipusanak genetikai

allapotat feltaro vizsgalatok.



2. CELKITUZES

Munkam soran célul tiztem ki:

e a pannon méh, mint a jelenleg Magyarorszagon kizarolagosan tenyészthetd fajta

szarmazasanak, evolucids eredetének meghatarozasat mitokondrialis DNS alapjan,

e a méhanya neveldk pannon méh tenyészetei genetikai diverzitdsanak felmérését

orszagszerte mikroszatellit markerek alapjan,

e a fajtastandardnak megfelelt magyarorszagi pannon méhek Osszehasonlitasat a
morfologiailag hibas egyedekkel, krajnai (Apis mellifera carnica) méhekkel, és mas egy¢b,

orszagunkban el6fordul6 alfajokkal molekuléris genetikai eljarasokkal,
e anagyobb felbontasu teljes genom szekvenalas relevans mintakollekciojanak kivalasztasat,

e olyan SNP variansok detektalasat, melyek jo alapot biztositanak egy, a pannon méh

azonositasara és/vagy elkiilonitésére alkalmas SNP markerpanel 1étrehozasahoz.

Mindezt a hazankban alkalmazott, génmegdrzésre iranyuld tenyésztési modszer mindsitése,
a genetikai sokféleség megdrzése és a pannon méh fajtatiszta allomdnyainak fenntartdsa
szempontjabol.

A méhtenyészetek 1dordl-idOére torténd, rendszeres monitorozasaval ellendrizhetd és
fenntarthat6 a pannon méh genetikai sokszinlisége és esetleg tisztasaga. Ezaltal megfigyelhetd a
genetikai diverzitds esetleges valtozdsa is, mely csokkenés esetén korrigalhat6. A nyert
informaciok adaptalhatoak lehetnek mas orszagokban €16 dshonos/honos méhek génmegdrzési
programjanak kidolgozasdban ¢és alkalmazasaban. A kapott eredmények felhasznalhatoak a

tenyé€sztésben, €s nagy jelentdséggel birnak génmegdrzési szempontbol is.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Mézel6 méh allomanyok populaciéméretének alakulasa, idegen alfajok behozatalinak

veszélyei

Mézel6 méh populaciok csokkenése figyelhetdé meg Europa egyes teriiletein (példaul
Németorszagban), illetve az Egyesiilt Allamokban végzett felmérések alapjan, ahol kimutattak,
hogy a vadon €16 és haziasitott mézelé méhek szama hanyatlik (FAO 1961-2023, Stokstad 2007,
Potts et al. 2010, vanEngelsdorp et al. 2010).

Napjainkban szamos negativ hatas éri 6ket, igymint a méhekre artalmas permetezdszerek
hasznalata (Burley et al. 2008, Kairo et al. 2016) ¢és a klimavaltozés (Giannini et al. 2017).
Populéacioméretiiket karosan befolyasolja az élohelyeik elvesztése, fragmentalodasa, csokkenése,
a telepek Osszeomlési zavara (Colony Collapse Disorder, CCD) (Zayed 2009), valamint a
noveények, gyepek éldvilaganak biodiverzitas-csokkenése is (Corbet 2001, Stout & Morales 2009).
Az €hezés, a kedvezdtlen téli id6jards (vanEngelsdorp et al. 2010), az allatok kizsdkményoladsa
(Weber 2012) ¢és az invaziv fajok megjelenése (Meixner et al. 2007) szintén nem kedvez az
allomanyok kielégit0 szamban torténd fennmaradasanak. A kontrollalatlan nemzetkozi
kereskedelem a kiilonboz6 méhbetegségek és méhparazitak (Nosema és Varroa destructor)
behozatalat jelentette a mar ott €16 méhallomanyokba, mely tovabb rontotta helyzetiiket (Allsopp
2004, Goblirsch 2018, Noél et al. 2020, Traynor et al. 2020, Panziera et al. 2022).

Szamos teriileten Osszefliggést mutattak ki a méhészek és a méhcsaladok szama kozott,
melyre negativan hatott, hogy egyre tobben dolgoznak a véarosokban, egyre kevésbé népszerii
hobbi a méhészkedés, illetve megemelkedett a méhbetegségek elleni gyogyszerek ara is (Potts et
al. 2010).

Hazai adatok nem tamasztjdk ald a mézel6 meéhek aggasztd mértékli csokkenését.
Magyarorszagon 2022-ben 20.945 db méhészetet és 1.191.508 db méhcsaladdot szadmoltak, igy az
egész orszag teriiletén az 4tlagos méhsiirtiség 12,81 méhcsalad/km? volt. Bacs-Kiskun és Szabolcs-
Szatmar-Bereg varmegyében volt a legmagasabb a méhészetek (1877 db és 2037 db), illetve a
méhcsaladok (127.703 db és 128.973 db) szama. A legalacsonyabb méhsiriséget Fejér
varmegyében (6,2 méhcsalad/km?) allapitottak meg, mig a legmagasabbat Szabolcs-Szatmar-
Bereg varmegyében (21,7 méhcsalad/km?). 2012-es adatokkal (méhészetek szama: 18.976 db,
méhcsaladok szama: 1.133.100 db, méhsiirtiség: 12,18 méhcsalad/ km?) dsszevetve, az elmult 10
évben jelentdsebb valtozds a méhészetek és a méhcsaladok szamaéban, illetve a méhslriiség

tekintetében nem tortént orszagunkban (Bross 2023).
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Mint mas haszonallat fajoknal, a mézeld méhek esetében is komoly problémat jelent mind
a hazai, mind a kiilf6ldi populaciok genetikai diverzitasanak csokkenése (De la Rua et al. 2009,
Gmel et al. 2023). A sokféleség alakulasaban két, egymassal ellentétes folyamat jatszik kozre. Az
egyik a nemzetkozi kereskedelem, mivel az uj anyak behozatala esetleg novelheti a diverzitast, a
masik az intenziv, mesterséges szelekciod, mely sziikitheti a valtozatossagot (Themudo et al. 2020).
A piacon elérhetd alfajok, foleg az olasz méh (Apis mellifera ligustica) bevitele az endemikus
populacidk élohelyére introgressziv hibridizacidhoz vezethet, hiszen az 6shonos, honos fajtak
allomanyaiban megjelenhet az idegen genetikai anyag (Jensen et al. 2005a). A hibridizacionak
belathatatlan  kovetkezményei  lehetnek, melyek ismeretlenek  szamunkra, viszont
visszafordithatatlan. Ezért is fontos a fajtastandard meghatarozasa, hiszen az 6shonos/honos fajtak
diverzitasanak, és egyben genetikai tisztasaganak megovasa a cél.

Hatalmas médiafigyelmet kaptak a ,,gyilkos méhek”, melyeket 1956-ban importaltak
Afrikabol Dél-Amerikaba a kelet-afrikai magasfoldi (Apis mellifera scutellata, Szalainé Matray
2002) alfajbol. Neviiket erds védekezd viselkedésiik miatt kaptak mind a tdmadokkal, mind a
méhészekkel szemben. Ezt fokozza az, hogy ha egy egyed megszirja a tamadot, a méreg illata
tamadasra készteti a tobbi méhet is, mely szdmos emberaldozatot kovetelt. A problémat tovabb
sulyosbitotta, hogy jol alkalmazkodtak a kdrnyezeti viszonyokhoz, gyorsan elterjedtek (Brazilia,
Mexiko), ¢és keveredtek az ott é16 méhekkel. Ez komoly gondot okozott a méhészek szamara, mert
bar pozitiv tulajdonsaguk a magas mézhozam, ugyanakkor erds rajzo hajlammal rendelkeznek és
rendkiviil nehezen kezelhetéek (Winston 1992).

Béar nem volt emberdldozata, de az utdbbi évszdzadban szamos orszagba, ugymint
Norvégiaba, Svédorszagba, Daniaba, Angliaba, Skociaba és frorszagba telepitettek be olasz méh
allomanyokat a sotét europai méh (Apis mellifera mellifera, Szalainé Matray 2002) populaciok
¢l6helyére. A tanulmany szerint maradtak még fent eredeti populaciok, azonban egyes teriileteken,
példaul a Leseg-szigeten (Dania) és Sheffield (Anglia) kornyékén a hibridizacié mértéke magas,
és a tobbi él6helyet is veszélyezteti a génaramlas. Az Eszak-Yorkshire, Whithby kornyékén é16
sOtét europai méh mitokondrialis DNS-ében kimutattdk az olasz méh jelenlétét (Jensen et al.
2005a). Franciaorszagi populaciok genetikai vizsgalata soran is keveredést talaltak a betelepitett,
C evolucids vonalhoz tartozo olasz méh egyedekkel (Franck et al. 1998).

Ukrajna teriiletén is hibridizacid torténhetett, hiszen az allomanyok vizsgalata sordn azt
tapasztaltak, hogy a mintak egyharmada a sotét europai, masik harmada a macedéon méh (Apis
mellifera macedonica, Szalainé Matray 2002), harmadik harmada pedig a két alfaj hibrid
csoportjaba tartozik (Meixner et al. 2007).

Magyarorszagi allomanyok tanulmanyozasakor megallapitottak, hogy a hazai

méhallomanyok homogének, azonban madas alfajok jelenlétére utald jeleket is feltartak
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mikroszatellit markerek segitségével (olasz méh (2,5 %), sotét eurdpai méh (2,2 %) és Buckfast
hibrid (1,7 %)) (Péntek-Zakar et al. 2015).

Az introgressziv hibridizaci6 sajndlatos médon nem a biologiai sokféleség novekedéséhez,
hanem épphogy annak csokkenéséhez vezethet (Bienefeld 2016), mely egyre nagyobb figyelmet
kap. Az 1992-es Rio de Janeiro-i nemzetkozi egyezmény (Biologiai Sokféleség Egyezmény) célja,
hogy a kiilonb6z6 rendszerek (szarazfoldi, tengeri, vizi-okologiai) és azok éldlényei védelmet
kapjanak a genetikai diverzitds megérzése mellett (1995. évi LXXXI. torvény a Bioldgiai
Sokféleség Egyezmény, Wolters Kluwer).

A megfelel6 diverzitason tulmenden, az dshonos allomanyok fajtatiszta allapotban torténd
fenntartdsa is 1ényeges az 0kologia, a genetika, a tudomany, az oktatas, a gazdasag, a kultira és a
tarsadalom tertiletén (Szalay 2017).

A mézel6 méhek védelmére in vivo és in vitro moédon is vannak torekvések. A természetes
kornyezetben €16 allomanyok védelme érdekében kiilonb6zd programokat inditottak, hogy
elkeriiljék az idegen genetikai anyaggal rendelkezdé egyedekkel vald keresztez6dést. Svéjcban,
Glarus kantonban 1977-ben természetvédelmi teriiletet hoztak 1étre, hogy védjék a helyi sotét
europai méh allomanyt. A jogi szabalyozasnak koszonhetden sikeriilt megeldzni, hogy erdsen
keveredett populdcié alakuljon ki, &m a géndramlas (Soland-Reckeweg et al. 2009) és a
beltenyészettség problémaja tovabbra is fennall (Gmel et al. 2023). Ezen kiviil Danidban,
Norvégiaban, a Kanari-szigeteken, Franciaorszagban és Szlovénidban is nagy figyelmet forditanak
az 6shonos/honos méhallomanyokra (Jensen & Pedersen 2005, Strange et al. 2008, De la Rua et
al. 2009, Gmel et al. 2023, Moskri¢ et al. 2022). Dél-Norvégia Flekkefjord részén elonyt jelent az
Apis mellifera mellifera alfajnak, hogy mas mézeld méhet tilos tartani. Azonban Daniaban, a
Laso-szigeten ez a fajtavédelem nem valt be, mivel folyamatosan ndvekedett a hibridizacio
mértéke (Jensen & Pedersen 2005, Jensen et al. 2005a).

A masik, az 6shonos/honos fajtak védelmének, megdrzésének modszere az in vitro
technikakban rejlik. A legels6 méh mélyhtitott sperma gylijteményt a coloradoi génbankban hoztak
létre. A Németorszagban létrehozott génbank f6 célja a sajat 6shonos alfaj, vagyis a sotét eurdpai
méh megdrzése, mivel introgressziv hibridizaci6 tortént a behozott méhek és az itt €16 allomany
kozott, a populacid genetikai diverzitasa csokkent. Ugyanakkor a krajnai méh is fellelhetd ott,
hiszen tobb mint 100 éve tenyésztik az orszagban. Génbankot hoztak 1étre Eurdpan beliil, tobbek
kozott Szlovénidban, Norvégidban és Spanyolorszagban is (Viert et al. 2021).

Intézetiinkben is j6 ideje folynak kutatasok egy olyan mélyhiitési eljaras kifejlesztésére,
amely lehetdvé teszi a pannon méh oOrokitdanyaganak hatékony tarolasat, és hosszi tava
megorzését az NBGK-HGI génbankjaban. A cél egy olyan mddszer kidolgozasa, amely nemcsak
a genetikai anyag ¢életképességének megdrzését biztositja, hanem a termékenyités sikerességét is,
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igy hozzajarulva a pannon méh genetikai eréforrasainak fenntartasahoz (Sipos et al. 2021a, Sipos

et al. 2021b).

3.2. A mézelé méhek egyedi genetikai és szaporodasbioldgiai tulajdonsagai

Egy méhcsalad altalaban egy anyabol, 7-70 ezer dolgozdbol és néhany ezer herébdl all az
aktiv idészakban (Vékey 1984a), de leirtak olyan esetet is, ahol tobb mint egy honapon keresztiil
egyszerre harom méhanya petézett (Borbély 1988).

Az anya és a dolgozdé méhek ndivaruak és diploid kromoszéoma készlettel (2n=32)
rendelkeznek, ezzel szemben a herék himek és haploidok (n=16), mivel megtermékenyitetlen
petesejtbdl fejlédnek ki, hemizigotak (Vékey 1984a, Vékey 1984b). A méh genomja koriilbeliil
250 milli6 bazispar (Mbp) méretli, és egy nagy metacentrikus kromoszomabol (1. kromoszoma),
valamint 15 kisebb submetacentrikus vagy akrocentrikus kromoszémabol (2-16. kromoszoémak)
all. Az 1. kromoszoma két hosszii kromoszoma karral rendelkezik, mig a tobbi egy rovid és egy
hosszl karbol 4ll (The Honeybee Genome Sequencing Consortium 2006).

A mézelé méheknél az ivart egy komplementer ivar determinacios gén (Complementary
Sex Determiner, CSD) hatarozza meg (Mackensen 1951), amely egy haplodiploid rendszeren
keresztiil miikodik. Ez a mechanizmus a hartyasszarnytiak (Hymenoptera) egyes csoportjaira
jellemzd. Az ivar kialakulasadban az ugynevezett ivari allélok jatszanak szerepet, amelyek ha
homozigoéta formaban vannak jelen, akkor himivaru, ha heterozigéta, akkor ndivart egyedek
fejlddnek. Abban az esetben, ha a megtermékenyitett petesejtben az ivari allélok azonosak, akkor
diploid himek kelnek ki (Woyke 1965a), és természetes koriilmények kozott a dolgozok megeszik
Oket 72 oraval a kikelést kdvetden (Woyke 1963), ezt nevezik a méhészetben ,,hézagos fiasitasnak™
(Vékey 1984c). Ha azonban hagyjak ket kifejlddni, akkor ezek az egyedek teljesen életképes és
termékeny himekké valnak (Woyke 1965b, Chaud-Netto 1975). Korabban az ivari allélok szamat
20 alattinak gondoltak (Adams et al. 1977), azonban Lechner és munkatarsai (2013) vizsgalatuk
soran 53 kiilonbdzd allélt azonositottak lokalisan, mig vilagszerte 87 ivari allél jelenlétét mutattak
ki. Ezek alapjan, a vilagon dsszesen 116-145 kiilonb6z6 ivari allél fordulhat el6.

A méhanydk a peterakast kovetden 15-16 nappal fejléddnek ki, majd egy héttel késobb
keresik fel a heregylilekez0 helyeket, ahol parzanak. A here — ~6 hetes élete soran — {6 feladata az
egyszeri parzas egy tavolabbi anyaval (7,5-15 km) (Jensen et al. 2005b). Az anya a parzas
sikerességétol fliggden tobbszor elhagyja a kaptarat naszrepiilés céljabol, hogy koriilbeliil 12-24
himmel parosodjon (Estoup et al. 1994, Kryger & Moritz 1997, Kryger et al. 2000, Tarpy et al.
2004, Jensen et al. 2005b). Ezek alapjan a csaladokat egy szupercsaladnak kell tekinteni, amit tobb

alcsalad alkot, melyben k6zds az anya, azonban az apak eltéréek (Vékey 1984a). A kirepiilések
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mennyiségét €s idejét szamos kornyezeti tényezd befolyasolja, igy példaul a szél, a felhdzet és a
hémérséklet alakulasa (Lensky & Demter 1985, Heidinger et al. 2014).

Az anya a parosodéasok soran koriilbeliil 3-8 millié spermiumot gyiijt (a here atlagos
spermatermelése 1,09 pl (Rhodes et al. 2011)), majd az ond6 taroldsara szolgdlo specialis
szervben, a magtarisznyaban (spermatheca) raktarozza élete végéig (Szabo & Heikel 1987, Al-
Lawati et al. 2009). Elképzelések szerint ilyenkor nyugalmi allapotba keriilnek a himivarsejtek,
tobbek kozott a fehérjéknek €s a lipideknek koszonhetéen (Blum et al. 1967, Poland et al. 2011).
Az apanként eltéré mennyiségli spermiumok (Moritz 1983) aktiv izommunka ¢€s sajat mozgasuk
segitségével jutnak el koriilbeliil 40 ora alatt (Woyke 1983) a magtarisznyaba a petevezetékekbol
(Ruttner & Koeniger 1971). A méhanya élete soran az itt tarolt orokitéanyag hozziadasaval
termékenyiti meg a petesejteket, melynek szama folyamatosan csokken, egy éves korara mar csak
az eredeti mennyiség 38 %-a mutathatd ki. Az id6 eldrehaladtaval a spermiumok mozgasanak
irdnya ¢€s sebessége is megvaltozik (Al-Lawati et al. 2009). Feltételezhetéen a kiilonb6z6 apak
orokitéanyaga kozott versengés all fent, mivel az azonos sziilékkel rendelkezé utdédok eltérd
mértékben vannak jelen a csalddban, melyre nincsen hatassal sem a parzas sorrendje, sem az ondd
mennyisége (Franck et al. 2002, Baer et al. 2009a,b).

A sikeres parzasok utan az anya 3-33 nap mulva kezdi el (Gerula et al. 2012) a naponta kb.
1.500 db pete rakasat (Kocher et al. 2010). A peteérési id6 kezdetét (Gerula et al. 2011) a tartési
koriilmények befolyasolhatjak, példaul a paroztatoban (~250 dolgozd), vagy dobozban (~400
dolgozo) torténd elhelyezés (Chuda-Mickiewicz et al. 2003).

3.3. Iranyitott tenyésztés mézelo méhek esetében

Az iranyitott tenyésztés célja, hogy meghatarozott egyedeket parositsanak egymassal
kedvezo tulajdonsagaik megdrzése, a negativak elkeriilése, vagy az éshonos/honos fajok, alfajok,
fajtak védelme érdekében. Ez mézeld6 méheknél tobb problémaba is {itkozik egyedi
szaporodasbiologiai tulajdonsdgaik miatt. A méhészetekben a génmegdrzés mellett cél lehet a
pozitiv iranyba torténd szelektalas is, példaul a mézhozamban, a higiénikus viselkedésben, a 1épen
maradasban, a nyugodtsagban, vagy az atteleld-képességben.

Az egyik lehetdség, ha foldrajzilag elszigetelt helyen, példaul szigeten, magashegységben
alakitanak ki paroztatd allomast, ahol az anyak idegen egyedekkel nem tudnak érintkezni.
Azonban kevés az alkalmas l1étesitmények helyszineinek szama, nagyon munka- és koltségigényes
(Hopkins et al. 2012, Gazso6 2024).

A masik, amely a probléméara megoldéast jelenthet, az a miiszeres, mesterséges
termékenyités (inszeminacio), amely ugyan eszkozigényesebb és kelld gyakorlatot igényel, de

megbizhatobb az apasag szempontjabol, és nagyobb eséllyel keriilheté el a nemi uton terjedd
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betegségek atadasa is (Prodé€lalova et al. 2019). Emellett a termékenyitd anyagon szamos teszt
elvégezhetd, hogy a legjobb mindségii ondod kertiiljon felhasznadldsra. Hazankban még nem terjedt
el széleskorben, és nem alkalmazzdk a tenyésztok rutinszeriien az eljardst, igy csupan a
morfologiai fajtamindsitéssel és molekularis genetikai vizsgalatokkal tudjuk tdmogatni a pannon
méh megl6rzését. A Magyar Méhtenyésztok Orszagos Egyesiilete (MMOE) részérél vannak
torekvések ennek eldre mozditasara, ugyanis minden évben lehetdséget biztositanak a méhanya
tenyésztoknek, hogy részt vegyenek a Mesterséges Termékenyitési Programban. A program soran
8-10 tenyésztonek van lehetdsége 100-150 anya termékenyitését elvégezni (Balazs et al. 2023). A
termékenyitést szamos tényezd befolyasolja, ugymint az ondé mindsége ¢€s koncentracidja
(Rousseau & Giovenazzo 2016), kezelése, tarolasa (Kaftanoglu & Peng 1984, Collins 2000), a
méhanyaba bejuttatott mennyisége (Woyke & Jasinski 1976, Gerula et al. 2012, Slater et al. 2021),
a termékenyitésre szant anya kora (Woyke & Jasinski 1976, Biekowska et al. 2008, Gerula et al.
2011, Gerula et al. 2012), kezelése (Woyke 1983) és kornyezete is (Pettis et al. 2016).

A termékenyités sordn a felhasznalt ond6 lehet friss, tarolt (4°C-on vagy
szobahdmérsékleten) vagy mélyhtitott (Collins 2000). Utdbbi lehetdséget biztosit az 6rokitéanyag
hossztavu tarolasara, és késobbi iddpontban torténd felhasznalasara. Az eljaras sordn ligyelni kell
a megfeleld koriilményekre (technika, hozziadott anyag), mivel a mintdkat hidegsokk,
jégkristalyosodas, ozmotikus stressz és lipidperoxidacié kialakulésa is karosithatja (Chatterjee &
Gagnon 2001, Taylor et al. 2009, Wegener & Bienefeld 2012). Ezidaig a megfeleld
spermamélyhiitési modszer még nem keriilt kidolgozasra, de szdmos kutatds foglalkozik a
hatékonysag novelésével, igy példaul az anya életben maradasaval a procedira utan, és azzal, hogy
azok minél magasabb aranyban petézzenek egészséges dolgozokat (Wegener et al. 2014, Alcay et

al. 2015, Alcay et al. 2019, Alcay et al. 2022).

3.4. A pannon méh kialakulasa és jellemzése, hazankban el6forduld egyéb alfajok

A mézel6 méhek haziasitasa i.e. 3000 kortil kezd6dott el Egyiptomban, azonban az altaluk
eldallitott termékeket mar joval kordbban hasznositotta az ember (Szabo 2004). Legalabb 8000
éves festmény lathat6 az Arafia-barlang falan, amelyen mézet gylijt egy mézvadasz a faliregbdl,
mikdzben méhek nylizsognek koriilotte. Az elsé okori kozel-keleti méhészkedést bizonyitd
méhkaptar maradvanyokat a Jordan-volgyben, Tel Rehov-ban tartak fel. A vaskorbol szarmazo
leletek alapjan nagymértékii méhészeti tevékenységre lehet kovetkeztetni, mivel a 1étesitmény
nagy teriileten, a varos kdzepén helyezkedett el, ahol szdmos henger alaka agyag kaptarat talaltak,
benniik 1€p és mézeld méh (dolgozo, here, larva) maradvanyokkal (Mazar & Cohen 2007, Mazar
et al. 2008, Bloch et al. 2010). Egyiptomban a mézet tobbek kdzott édesitésre, sebkezelésre, illetve

gyogyszerkészitésre alkalmaztdk az oOkorban, mig a viaszt példaul gyogykendcsok
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Osszetevijeként, valamint fogtomésekhez hasznaltak (Mazar & Cohen 2007, Bernardini et al.
2012).

Jelenleg tobb mint 30 alfajt lehet elkiiloniteni az Apis mellifera fajon beliil morfologiai,
foldrajzi, genetikai és viselkedési tulajdonsagaik alapjan (Ruttner 1988, Sheppard & Meixner
2003, Meixner et al. 2011, Chen et al. 2016, FAO 2018, llyasov et al. 2020). Az afrikai térségben
11, Nyugat-Azsidban és a Kozel-Keleten 9, mig Eurépaban 13 alfaj fordul el (Ilyasov et al. 2020).

Napjainkban az egyik legkedveltebb, kereskedelmi forgalomban elérhetd, széles korben
hasznalt alfaj a krajnai méh (Apis mellifera carnica, 1. abra), mely nyugodtabb és szelidebb a
tobbihez képest (Guichard 2021).

—

1. abra: Szlovéniabol szarmazo krajnai méh (sajat foto)

Szlovénia teriiletén 6shonos, ahol napjainkban is folyik méhanya-tenyésztés, melynek célja
a vadon ¢él6 torzsek megdrzése, fenntartasa. Régen a régidban olyan kaptarakat hasznaltak,
melyeket konnyen lehetett szallitani. A feljegyzések alapjan mar 1765-ben Szlovéniabol Bécsbe
lovas kocsival 40 krajnai méhcsaladot szallitottak, késdbb, a vasut fejléddésével, az 1850-es évektol
mar szamos helyre sikeresen juttattak el vonattal (Ruttner 1988). A balkani alfajok kozott az egyik
legnagyobb, teste sotét szinli, tomentumja (apro, szorszeri kiterjedés) széles €s stirti, feddszoérzete
rovid (Bakk 1955). A szipokdja hosszabb, mint az olasz méhnek (Akac 1980) és a kettd hibridjének
(Mohamed 1988). A lengyel ¢s a szovjet méhek kubitdlis indexe (CI), vagyis az eliilsd szarny
harmadik konyoksejtjét hatarold két ér hosszanak aranya nagyobb, mint a magyar egyedeké

(Gubicza 1982a). A jemeni Apis mellifera szipokaja kisebb (krajnai: 6,58 mm, jemeni: 5,51 mm),
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és az elsd, jobb oldali szarnyhosszusaga rovidebb (11,5 %-kal) és keskenyebb (15,7 %-kal), mint
a krajnai méheknek (Mohamed 1988).

A krajnai méh szamos kiilonboz6 geografiai (tengerparttdl az 1600 m tengerszint feletti
magassagig) €s éghajlati (szaraz, sztyeppeszeri siksagokon keresztiil a nedves erdokig) teriileten
elterjedt, melyeknek f6 jellemzG6je a hosszu, hideg tél, mely gyorsan valt forrd, szaraz nyarba
(kontinentalis éghajlat) (Ruttner 1988). Az eltéré adottsagu teriiletekhez azonban mashogy
alkalmazkodnak az azonos alfajhoz tartozo egyedek. Ezeket a valtozatokat nevezziik 6kotipusnak.
Ruttner (1988) a krajnai alfajon beliil morfoldgiai bélyegek alapjan két csoportot hatarozott meg,
az alpesi és a pannon 6kotipust. A késébbiekben az eltérést molekularis genetikai modszerekkel is
alatamasztottak (Mufioz et al. 2009, Mufioz & De la Rtia 2021). Az elobbi Ausztria, Szlovénia és
Szlovékia, az utdbbi pedig a Duna-menti teriileteken, Roméniaban, Horvatorszagban ¢&s
Magyarorszagon honos (Ruttner 1988). A két kotipus kozott kiilonbség mutatkozik a mézhordési
idészakban (pannon méh két féhordas, alpesi méh folyamatos), mely eredhet a kiilonb6z6 f6ldrajzi
elhelyezkedésbdl, az éghajlatbol, a természetes ndvényzetbdl, és a ndvénytermesztésbdl is. Ezen
feliil a méztermelésben ¢€s a télallosagban is talaltak kiilonbséget, mig viselkedésben nem (Ludanyi
1997).

A 188/2019. (VIL. 30.) Kormanyrendelet értelmében Magyarorszagon kizarolag azok a
mézelé méhek tenyészthetdk, amelyek rendelkeznek jovahagyott tenyésztési programmal. Ennek
megfeleléen jelenleg hazankban kizarolag a pannon méh tenyésztése engedélyezett, amely a
krajnai méh (Apis mellifera carnica) egyik ¢kotipusa. A magyar pannon méhet a NEBIH
Allattenyésztési Igazgatosaga onallo fajtaként ismerte el a 02.5/2297-2/2012. szamu
hatdrozataban, 2012. augusztus 21-én (2. abra), 2022-ben Magyarorszagon pedig mar az év

haszonallatava valasztottak (Convention on Biological Diversity 2022).

2. dbra: Magyarorszagi pannon méhek (sajat fotd)
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A pannon méh tenyésztését és felligyeletét a Magyar Méhtenyésztok Orszagos
Egyesiiletének (MMOE) tagjai végzik (Szalay 2017). A méhanya tenyészték minden évben
kotelesek a csaladjaibol szdrmazo egyedeket morfologiai fajtamindsitésre (szinezettség, szipoka
hossz, kubitalis index) bekiildeni a Nemzeti Biodiverzitas- ¢s Génmegorzési Kozpont Haszonallat-
génmegorzési Intézetének (NBGK-HGI) Méhészeti és Méhbiologiai Osztalyara. Az értékelés
eredménye alapjan kaphatjak meg a tenyésztési engedélyt.

A pannon Okotipusra jellemzd, hogy jol alkalmazkodott a helyi koérnyezethez, kis
mézfogyasztassal telel, tavasszal gyorsan fejlddik, igy mar koran el tudja kezdeni a hordast, illetve
kivald a méztermelése, szelid €s rendkiviil szorgalmas (Ambrozy 1914, Magyar Méhtenyésztok
Orszagos Egyesiilete: Pannon méh teljesitményvizsgalati koédex 2019). Kevésbé fogékony a
betegségekre, jol tajékozodik (Ruttner 1988), azonban magas a rajz6 hajlama a tavaszi,
robbanasszerll fejlodési iddészakban (Magyar Méhtenyésztok Orszagos Egyesiilete: Pannon méh
teljesitményvizsgalati kodex 2019, Szalay 2017). A mézessejtjeit barnan, ,,zsirosan” fedi,
hasonl6an a hazankban szintén megtalalhat6 olasz méhhez (Bakk 1955).

Egy korabbi tanulmédnyban, a Magyarorszagon ¢él6 méhek genetikai vizsgélata soran
kimutattak (Péntek-Zakar et al. 2015), hogy az olasz méh mellett a sotét europai méh (Apis
mellifera mellifera) és a Buckfast hibrid is el6fordul a magyarorszagi allomanyokban.

Az olasz méhet (Apis mellifera ligustica) el6szor Spinola irta le 1806-ban (3. abra),
melynek elterjedési teriilete Olaszorszag (Siebold 1856). A feljegyzések szerint Magyarorszagra
eldszor 1853-ban hozta be Saghy Mihaly (Akéc 1980).

3. abra: Olasz méh (Apis mellifera ligustica) (Barbattini & Aldini 2010)
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Morfologiajukat tekintve kis kiilonbség mutatkozik a tobbi balkani mézelé méhhez képest,
példaul kisebb és szélesebb a hasuk, szipdkajuk hosszabb, a kubitalis index: 2,14, szdrzetiik
rovidebb, tobb erezetszogiik eltérd (Ruttner 1988), és az anydk potroha aranysarga, vagy
bronzszinii (Ambrozy 1914). Az europai alfajok koziil az egyetlen sarga pigmentacidval
rendelkez0 méh. Jellemz6 rajuk, hogy a kaptar kezelése soran nyugodt marad, termékeny,
hajlamos nagy populaciokat és mézraktarakat épiteni rajzas nélkiil, illetve a kevés propolisz
hasznalata (Ruttner 1988). Hatranyként emlithetd, hogy a téplalékszerzés a kaptar kozelében
torténik (Ruttner 1988), nagyfoku rablé hajlammal rendelkeznek, és fogékonyabbak egyes
betegségekre, példaul a nyulds koltésrothadasra (American foulbrood disease (AFB)) (Adam
1983). A fiasitas lassan kezdddik meg tavasszal, melynek csticsa nyar vége is lehet. Gyakori naluk
a téli petézés, mely eredményezhet nagyobb taplalékfogyasztast (Adam 1983). Az olasz méheket
behozataluk utdn nagyobb eldnyben részesitették a méhészetekben, mint az Oshonos/honos
alfajokat, ugymint a sotét eurépai meéhet, szelidségiik és termékenységiik okan. Azonban ezeknek
az alfajoknak a hibridjei agresszivan viselkedtek, igy ennek elkeriilésére kezdddtek meg az olasz
méhet mell6z0, mesterséges termékenyitésre irdnyuld kutatdsok (Ruttner 1988). Az olasz méhhez
kothetd érdekesség a partenogenezis (szliznemzés) jelenségének elsé tudomanyos megfigyelése is
(Siebold 1856).

A ,kOzoOnséges eurdpai fekete” vagy ,,s0tét europai méhet” (Apis mellifera mellifera,
Linnaeus, 1758) vették alapul sokaig a mézeld méhek vizsgalatai soran, melyrdl csak késobb dertilt
ki, hogy csupén egy foldrajzi valtozat (Ruttner 1988, Szalainé¢ Matray 2002). A sotét eurdpai méhet
a hosszu hasi feddszdérzetérdl, nagy testméretérdl (a mellsd szarny hossza 12,24 mm, szélessége
3,92 mm, a hatso6 1ab 10,1 mm), széles hasiiregérol, keskeny szorszalair6l €s sotét pigmentacidjarol
lehet felismerni. Jellemz6 rajuk, hogy a kubitalis indexe alacsonyabb, mint 1,85, de akar 1-nél is
kisebb lehet, és a larvak fekete szintiek (Ruttner 1988). Eltéréen a krajnai és az olasz méhtdl, a
méhészeti kezeléskor a 1épet elhagyja, illetve a mézessejtjeit fehéren fedi, mivel a méz és a
viaszfedd kozott levegd van (Bakk 1955).

A 1900-as évek elején a mézel6 méh allomanyokban hatalmas karokat okozott a Wight-
szigeti betegség. A megfigyelések szerint a fertdzés nem érintette az olaszorszagi olasz méheket,
valamint az olasz és az angliai s6tét eurdpai méh hibridizacidjabol szarmazo egyedeket, mely
felvetette egy betegségekkel szemben ellenallé hibrid 1étrehozasat (Bailey 1964, Chandler 2014).
A ma is ismert Buckfast hibrid (4. ébra) nemesitése a dél-devoni Buckfast apatsdgban, a Dartmoor-
volgyben az apatsag méhészeti vezetdje, Adam testvér iranyitasaval zajlott, amelyet a hely

izolaltsaga tett alkalmassa erre a célra (Adam 1950).
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4. 4dbra: Buckfast hibrid egyed (sajat foto)

Az 1950-es évektol kezdve kiilonbdzo mézeld méheket vizsgalt Adam testvér a vilag egyes
részein: Eurdpaban (Jugoszlavia, Gorogorszag), a Kozel-Keleten (Sziria), Eszak-Afrikaban
(Marokko), Azsidban (Adam 1954, Adam 1964). Utazasai soran megismert alfajokat, melyek részt
vettek a Buckfast hibrid kialakitasaban: az olasz méh (Apis mellifera ligustica), az angol és francia
sOtét europai méh (Apis mellifera mellifera), a gorog méh (Apis mellifera cecropia, Szalainé
Matray 2002), az anatdliai méh (Apis mellifera anatolica, Szalainé Matray 2002), az egyiptomi
méh. Ezeket az évek alatt az apatsdg méhészeteiben helyezte el, ahol megfigyelte Oket,
hibridizaciokat, keresztezéseket végzett, majd kedvezd tulajdonsidgokra szelektalt. A cél egy
betegségekkel szemben ellenalld, jol kezelhetd, jol telelé és termékeny vonal 1étrehozasa volt
(Chandler 2014). Adam testvér szelekcids modszere egyszeri €és hatékony volt, am munka- €s
idbigényes, ugyanis minden egyes keresztezés utan a vonal stabilizaldsa hosszu évekig tartott
(Faugere & Dussy 2023).

Buckfast méh és kiradlynd eladasarol mar 1922-ben jelent meg hirdetés a British Bee
Journal-ban, melyek szamos tulajdonsagukban kiilonboztek azoktol a Buckfast méhektdl,
amelyeket 1981-ben Raymond Zimmer francia méhész jegyeztetett be védjegyként a francia
Nemzeti Ipari Tulajdon Intézetnél (French National Industrial Property Institute, INPI). E csalddok
kivételes gytijtési képességgel és akarozis elleni ellenallo képességgel rendelkeztek (Faugere &
Dussy 2023).

A Buckfast hibrid negativ megitélésében szerepet jatszott az a feltételezés, miszerint a helyi
méhanyak és Buckfast herék paroztatasabol fokozottan védekezd viselkedésti, agressziv utodok

jelenhetnek meg, ezt azonban Maul és munkatarsai (1998) tanulmanyukban cafoltak.
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3.5. A pannon méh morfolégiai fajtamindsitése, tenyésztési program

Hazéankban el6szér Ordsi Pal Zoltan kezdte meg a termelésben 1évé méhek kiillemi
vizsgalatat, amikor debreceni, ukran, német és kaukdzusi méhészetekbdl szarmazd egyedek
szipoka hosszat hasonlitotta 6ssze. Megallapitotta, hogy a hazai méhek szipokéja hosszabb, mint
a német, de rovidebb, mint a kaukazusi, és megegyezik az ukran méhekével (Ordsi 1934, Ordsi
1951). Bakk az 1955-ben kiadott kozleményében a hazai méhallomany egyedeit hasonlitotta 6ssze
krajnai, olasz és sotét eurdpai méhekkel morfologiai bélyegek alapjan. Vizsgalta tobbek kozott a
szipoka hosszat, a tor és potroh szinezettségét, mintdzatat, a szor hosszat, a szOrov-
(szbrzetmintazat) és szarnyjelz6jét (szarnyon 1évé erek mintdzata, amely koriil hatarolja a Kis
szarnysejteket), a viasztikkrét (viaszmirigyet takaré péancélrész) és az illatpikkely alakjat.
Megallapitotta, hogy a dolgozok szarnyjelzdje leginkabb a krajnaiéhoz hasonlit, a szordvjelzdje
az olaszéhoz, mig a szipoka hossza alapjan vagy a krajnai vagy az olasz alfajhoz sorolhatdak. Ezen
kiviil kimutatta az idegen fajtak - féleg olasz méh - hatasat a hazai dllomanyban. Ramutatott arra
is, hogy nem elegendd csupan egyetlen morfologiai tulajdonsag vizsgalata, mert minél tobb
bélyeget elemeznek, annal pontosabb a kép az egyedek alfaji hovatartozasat illetéen. Akac az
1970-es évek végén végzett vizsgalatdban 33 hazai méhcsaldd egyedeinek szarnyjelzdjét,
potrohdnak szinezettségét €s szipokdjanak hosszat hasonlitotta dssze. Az Gsszes vizsgalt egyed
atlagos szipdka hossza 6,56 mm, szarnyjelzdje 2,49 volt, a potroh pedig az esetek 86 %-aban
sziirke szinezetlinek bizonyult (Akidc 1980). Egy masik munkajaban Osszefiiggést talalt a
napraforgd-mézhozam és a szipoka hossza kozott, vagyis minél hosszabb a szerv, annal magasabb
volt a méz mennyisége. Ezen feliil a hozamot befolyasolta a csaladok népességének kordsszetétele
¢és szorgalma is (Akac 1982). A szipokahossz atlaga a vizsgalatok soran 6,5-6,6 mm kozott volt
(Ordsi 1934, Bakk 1955, Akiac 1982, Mohamed 1988). Gubicza (1982a) a szarny kubitalis
indexének (CI) vizsgalati eredményei alapjan megéllapitotta, hogy az orszagon beliill nagy
valtozatossagot mutat, mig a horgok (a két szarny 6sszekapcsolodasat biztositod kitines képletek)
szdma egyenletes eloszlast jelez (Gubicza 1982b). Ordsi (1934), Bakk (1955) és Akéac (1980,
1982) is arra a megallapitasra jutottak morfologiai vizsgalataikbol, hogy a hazai allomany kevert
volt.

A g06dolléi Nemzeti Biodiverzitas- és Génmegorzési Kozpont Haszondllat-génmegOrzési
Intézetének jogelddje, az Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatokozpont Méhtenyésztési
Osztalya kutatasi teriiletei kozott szerepelt a méhlegeldk, a tartastechnoldgia, a termelési
modszerek és eszkozok, illetve a méhegészségiigy fejlesztése (Suhayda 1986a). Tovabbi feladata
volt egy jobban és gyorsabban fejlddo, nagyobb hozamot elérd (méz, propolisz), konnyen
kezelhetd méh nemesitése. Ennek érdekében nyomon kovették az anydk napi petézését, a

népességet és a mézhozamot (Suhayda 1980, Suhayda 1986b). Az atlagos napi petézés 1.113 db
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volt, a legjobb anya ennek a 150 %-at teljesitette, mig a legrosszabb az 556 db-ot sem érte el. A
nagyobb mézhozamot nemcsak a népességgel, hanem a hosszabb szipokaval és a gyiijtd méhek
nagyobb szorgalmaval is 6sszefliggésbe hoztak (Suhayda 1980). Erésebb kapcsolatot mutattak ki
a nagyobb méztomeg €s a hosszabb szipoka kozott, mint a mézhozam ¢és a szarnyindex kozott
(Farkas & Molnar 1988).

1982-ben alakult meg a Mc¢hanyaneveld szakcsoport, majd 1993-ban a Magyar
M¢éhtenyésztok Orszagos Egyesiilete (MMOE). 1976-ban a morfologiai fajtamindsitésen feliil a
méhanyakat tenyész értékiik novelése érdekében a teljesitményiik alapjan is biraltak, melyet 1995-
ben rendeletbe is foglaltak, amit a ,,Pannon méh teljesitményvizsgalati kodex™ tartalmaz (Magyar
Meéhtenyésztok Orszagos Egyesiilete: Pannon méh teljesitményvizsgalati kodex 2019).

A megfeleld allomany kialakitasa céljabol a morfoldgiai mindsités mellett fontos volt a
teljesitmény vizsgélata is. A tesztelés egy 1ényeges kritériuma, hogy azonos koriilmények alljanak
a csaladok rendelkezésére. Példdul a méhek szorgalmat egységnyi méhtdmegre vetitve kell
kiszdmolni a mézhozambol. A vizsgalt csaladok népessége, és azon belill a kaptar belso
feladataiban részt vevo és a gyiijté méhek aranyanak, valamint a méhlegelének azonosnak kell
lenniiik, melynek megvaldsitasa igen nehéz (Suhayda 1986b). E tényezok azért 1ényegesek, mert
a kiilsé hdmérséklet befolydssal lehet az anya napi peterakdsara, bar ennek a hatdsa kisebb mértékii
a népesebb csaladoknal (Molnar et al. 1984). A viragpor mennyiségét jelentésen befolyasolja a
fiasitasok szama, mely kihat a nektar- és pollengyiijt6 méhek aranyara a megvaltozott
virdgporigény miatt. A megbizhatésag novelése céljabol javasoltdk a méhcsaladok mas
méhlegeldn vald vizsgalatat is, vagy két egymast kovetd évben torténd értékelését. A mézhozamon
feliil a vizsgalat fontos része a méhek rablo hajlaménak és Iépen maradasanak biralata is (Suhayda
1986D).

3.5.1. Uzemi sajat teljesitményvizsgalat mézelé6 méh esetében

A vizsgalat célja, hogy a kiilonbozd termelési és viselkedési tulajdonsédgok alapjan a
méhanya-neveld rangsort allitson fel a méhcsaladok kozott, melyek alapjan eldonti, hogy mely
csalddokat kivanja tovabb szaporitani.

A szelekcios folyamatban legalabb 40 csalddnak kell részt vennie, ugy, hogy az anyaknak
legalabb két anyai agrol kell szarmazniuk (20-20 egyed), és az egy agrol szarmazo6 egyedeknek
lanytestvéreknek kell lenniiik. A vizsgalat soran a csaladoknak azonos feltételeknek kell
megfelelniiik, példaul a kiindulasi népesség mérete, a keretméret és a kaptartipus tekintetében.

Az els@éves anyakat a tél utan atvalogatjak telelési képességiik, kiillemi megjelenésiik és

egészségi allapotuk alapjan. A nyar soran folyamatosan értékelik az allomanyt, példaul
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viselkedésre, mézhozamra, egészségiigyi allapotra, majd az évszak végén keriilnek kivalasztasra
a legjobb tenyész értékkel rendelkez6 csaladok.

A vizsgalatok soran figyelik a méhanya teljesitményét (napi petézés), a csalad viselkedését,
ugymint a tavaszi népesség fejlodését és annak valtozasat, nyugodtsagat, Iépen maradasat, atteleld
képességét, tisztogatdo- €s rajzd hajlamat, a csaldd méztermelési mutatoit (mézhozam,
viasztermelés) és az egészségiigyi allapotat (Magyar Méhtenyésztok Orszagos Egyesiilete: Pannon

méh teljesitményvizsgalati kodex 2019).

3.5.2. Fajtabélyegek vizsgalata, a pannon méhek mindsitése

Az lizemi sajat teljesitményvizsgalat alapjan kivalasztott csaladokbol (minimum 5),
fajtajelleg vizsgalatra mintat kell kiildeni a dolgoz6 egyedekbdl (minimum 100 egyed/csalad) a
Nemzeti Biodiverzitas- és Génmegorzési Kozpont Haszonallat-génmeg6rzési Intézetének
M¢hészeti és Méhbiologiai Osztalyara. A méhanya csak az eredmények ismeretében kaphat
torzskonyvi szamot €és vonhato be a tenyésztésbe, amennyiben megfelelt a kovetelményeknek.

A kiillemi biralat soran a dolgozé méhek szinét, szarnyindexét (kubitélis index, CI), és a
szipoka hosszat vizsgaljak.

Az els6 bélyeget az 1-4. potrohszelvény (tergit) vilagos (sarga) szinének ardnya alapjan

értékelik (5. abra).

5. abra: A pannon méh potrohanak szinezettsége (Magyar Méhtenyésztok Orszagos

Egyesiilete: Pannon méh teljesitményvizsgalati kodex 2019)

A szin kialakulasara legalabb hét gén van hatdssal (Roberts & Mackensen 1951), poligénes
oroklédésti. A pannon méh potrohanak szine sotét, jellegzetesen valtakozo vilagossziirke, széles
szOrovek és sotét tergitcsikok mintdzzak. Elfogadhatd, ha az 1. és 2. tergiten kétoldalt vildgos szin

jelenik meg, melynek mértéke nem haladja meg a 20 %-ot. Ha ennél nagyobb mértékben van jelen
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a vilagos szin, akkor az hibanak szamit. Ha a 3. és a 4. tergiten jelenik meg a sargas szin, akkor a
morfologiai mindsités szabalyai alapjan azt a méhanyat ki kell zarni a tenyésztésbdl (Zakar et al.
2013, Magyar M¢htenyésztok Orszagos Egyesiilete: Pannon méh teljesitményvizsgalati kodex
2019).

A masodik szempont, ami alapjan értékelik a dolgozdkat, az a kubitélis index, mely az

eliilsé szarny harmadik konyoksejt két erének egymashoz viszonyitott aranya (6. abra).

Cl=a/b

6. 4abra: A pannon méh morfologiai mindsitése kubitalis index (CI) alapjan (Magyar
M¢éhtenyésztok Orszagos Egyesiilete: Pannon méh teljesitményvizsgalati kodex 2019,
Zakar et al. 2013)

A szarnyjellemzdk 6roklédése magas (Moritz & Klepsch 1985), illetve hasonldan a potroh
szin¢hez, poligénes (Ruttner 1988). A jobb és a bal oldali szarny esetében nincsen lényeges
kiilonbség (Gubicza 1982a). A szarnyakat targylemezre tojasfehérje segitségével rogzitik, majd a
szaradast kovetden mérik le. A hazankban honos fajtara jellemzd érték 2,3 és 3,2 kozé esik (Zakar
et al. 2013, Magyar Méhtenyésztok Orszagos Egyesiilete: Pannon méh teljesitményvizsgalati
kodex 2019).

A szipoka hossza (proboscis: submentum+mentum+glossa) a harmadik morfologiai
tulajdonsag, amely alapjan kovetkeztetni lehet arra, hogy az adott méhegyed megfelel-e a
kovetelményeknek (7. abra).

7. &bra: A pannon méh morfoldgiai mindsitése szipdkahossz alapjan (Magyar

M¢éhtenyésztok Orszagos Egyesiilete: Pannon méh teljesitményvizsgalati kodex 2019)
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A szipoka egy modosult, cs6 alakll szajszerv, mely szurasra és szivasra alkalmas. Annak
érdekében, hogy a vizsgalatra alkalmas kioltott allapotban legyen, néhany masodpercre forrd vizbe
helyezik a mintdkat (Bakk 1955). A szervet a mérésig alkoholban taroljak, hogy elkeriiljék a
szaradas okozta méretcsokkenést. A mérés elott targylemezre helyezik és celluxszal rogzitik, majd
a szerv hosszat 17-szeres nagyitas alatt mérik le mikrofilmolvaso és a hozza tartozo vonalzd
segitségével. A pannon méh esetében az elfogadott méret 6,50-6,82 mm (Zakar et al. 2013, Magyar

Méhtenyésztok Orszagos Egyesiilete: Pannon méh teljesitményvizsgalati kodex 2019).

3.6. Molekularis genetika a méhek vilagaban

A mézeld méhek fajtainak elkiilonitésére szamos vizsgalat indult, melyek soran eldszor
morfoldgiai bélyegek alapjan probaltak azokat elkiiloniteni (Ordsi 1934, Ruttner 1988), majd a

tudomany fejlodésével genetikai modszerek alkalmazésa is lehetdvé valt (Bouga et al. 2005a).

3.6.1. Restrikciés fragmenthossz polimorfizmus (RFLP)

A restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (Restriction Fragment Length Polymorphism -
RFLP) modszert eldszor 1974-ben alkalmaztdk adenovirus mutécio térképezéshez (Grodzicker et
al. 1974).

A restrikcios enzimek kiilonb6z6 hosszsagu fragmenteket képeznek ugy, hogy a DNS egy
specifikus helyén endonukleolitikus hasitasokat végeznek. A keletkezett szekvencidk a méretiik
miatt a gélelektroforézis soran elkiiloniilnek egymastdl és detektialhatéva valnak az esetleges
kiilonbségek a mintak kozott. A kiilonbségek adodhatnak egy vagy tobb bazis eltérésébdl, mely
miatt egy U hasitasi hely alakul ki, vagy veszik el, illetve a fragmentumon beliil tortén6 DNS
szakasz inszercioja vagy delécioja okan, mely méretbeli kiilonbséget eredményez. Az els6 idékben
Southern blot-ot (Southern 1975, Botstein et al. 1980), azonban napjainkban PCR alapt eljarast
hasznalnak a kimutatashoz.

Az RFLP markerek kozepesen polimorfak, gyakoriak, kodominansan 6roklédnek, jol
reprodukalhatok, és magas oroklodoképesség, valamint 10kusz specifikus tulajdonsag jellemzi
Oket. A mddszer hatranyai kozé tartozik, hogy iddigényes, koltséges, és nagy mennyiségii, jo
mindségli genomi DNS-t igényel, valamint elézetes informacidkat kivan a genomrol. Tovabba,
radioaktiv vagy toxikus reagensek hasznalatat is megkdvetelheti, ezért a kutatdsokban kevésbé
népszerl (Agarwal et al. 2008).

A modszer alkalmazéasahoz kothetd az emlésok mitokondridlis DNS-e anyai 6roklddésének
detektaldsa (Hutchison et al. 1974), de a polimorfizmusok kimutatasara (Hurtado et al. 2001),

populdcidgenetikai vizsgalatokra (Bouga et al. 2005b, Ozdil et al. 2009), alfajok

25



megkiilonboztetésére (Szalanski & Tripodi 2014, Wu et al. 2017) és a géntérképezés teriiletén is
hasznaljak (Botstein et al. 1980, Kiss et al. 1993).

3.6.2. Véletlenszeriien felszaporitott polimorf DNS (RAPD)

A véletlenszeriien felszaporitott polimorf DNS (Random Amplified Polymorphic DNA -
RAPD) mddszer 1ényege, hogy véletlenszertien kivalasztott, kb. 10 bp hosszu oligonukleotidok
feltapadnak a kotodési helyiikre alacsony hémérséklet (40 °C alatt) mellett a PCR eljaras soran
(Williams et al. 1990). Ha a primerek elég kozel kotddnek egymashoz, ugy az eltéré méreti
fragmentumokat eredményez (10-21 db), melyeket agardz gélelektroforézis segitségével értékelni
lehet (Scott et al. 1992, Lynch & Milligan 1994).

Az amplifikalt DNS fragment mintazataban valtozast okozhat bizonyos esetekben mar egy
nukleotidos eltérés is, de eltérést indukalhat a primer kdtddési helyén bekovetkezett delécid, vagy
inszercid, mely a fragmentumok meghosszabbodasat eredményezheti. Ha a primerk6tédési helyek
nagymeértékben eltavolodnak egymastol, akkor nem torténik amplifikacio.

A markerekre jellemzd, hogy kdzepesen polimorfak, gyakoriak és dominansan 6roklddnek
(Williams et al. 1990, Hunt & Page 1992, Agarwal et al. 2008).

Az eljards eldnye, hogy gyors, alacsony koltségigényii, egyszerlien alkalmazhato,
automatizalhatd, és nem sziikséges a genom eldzetes ismerete, igy a kiilonb6zd fajoknal ugyanaz
az oligonukleotid készlet hasznalhat6 (Williams et al. 1990, Bardakci 2001). A RAPD az RFLP-
vel szemben abban a tekintetben kedvezdbb, hogy hatékonyabban €s nagyobb markerstiriiséggel
készithetk genetikai térképek (Williams et al. 1990).

A moddszer hatranya, hogy a recessziv-dominans Oroklédésmenetnél nem lehet
megkiilonboztetni a heterozigdta €s a homozigota genotipust (Williams et al. 1990), €s érzékeny a
reakcio koriilményekre, ami megneheziti az ismételhetdséget és az 0Osszehasonlithatosagot
(Bardakci 2001).

A modszer alkalmazhatd a genetikai térképezésben (példaul viragpor Osszegytijtésére
vonatkoz6 viselkedés (Hunt et al. 1995)), a populacidgenetikai vizsgéalatokban (Lynch & Milligan
1994, Bouga et al. 2005b, Torok 2008, Tunca 2009, Tunca & Kence 2011), a variabilitas és
beltenyésztettség felmérésére (Williams et al. 1990), a sziil6-utdd azonositasban (Scott et al. 1992),
a kapcsoltsagi térkép, oroklédési mintdzatat megfigyelésében (Hunt & Page 1992), az alfajok

megkiilonboztetésében (Suazo 1998) és az ivar meghatarozasban (Hunt & Page 1994).
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3.6.3. Amplifikalt fragmenthossz polimorfizmus (AFLP)

Az amplifikalt fragmenthossz polimorfizmus (Amplified Fragment Length Polymorphism
- AFLP) kidolgozasanak egyik célja volt, hogy kikiiszoboljék a RAPD moddszer bizonytalan
reprodukalhatosagat (Vos et al. 1995).

A folyamat soran a genomot két restrikcidés endonukledzzal hasitjak, majd oligonukleotid
adaptereket ligalnak a fragmentumok végéhez. A kovetkezd 1€pésben olyan primereket terveznek,
amelyek az adapter és a restrikcios helyek szekvenciaihoz kdtddnek, igy lehetévé valik a szelektiv
amplifikacié a PCR eljaras alatt. Egyszerre koriilbeliil 50-100 savot lehet detektalni poliakrilamid
gélen. Az amplikonok szama a primer kombinacioban 1év0 szelektiv nukleotidok szamatol ¢€s
motivumaitdl, a GC tartalomtdl, valamint a genom méretétdl €s komplexitasatol fiigg (Agarwal et
al. 2008).

A modszer eldnye, hogy nincs sziikség a genom eldzetes ismeretére, ezen feliil jellemzd a
markerre, hogy kozepesen polimorf, gyakori, nagyszamu genetikai eltérést képes egyszerre
kimutatni, altaldban dominansan 6roklodik, és magas a reprodukalhatésaga (Suazo & Hall 1999,
Agarwal et al. 2008).

Az eljards alkalmazhatd géntérképezésre (mézelé méh taplalékkeresd viselkedésének
szabalyozasaban (Riippell et al. 2004)), tdjékozdodasi pontnak (genetikai, fizikai térképezésben)
(Agarwal et al. 2008), metilacio érzékenység megfigyelésére (Kilaso et al. 2016), azon kiviil az
egyedek alfaj szintli megkiilonboztetésére (Suazo & Hall 1999), €s a variabilitas felmérése (Suazo
& Hall 1999).

Egy vizsgalat soran az RFLP, a RAPD és az AFLP eljarasok genetikai variabilitas
kimutatdsanak hatékonysagat hasonlitottdk Ossze, ahol mindharom mddszer alkalmasnak
bizonyult a fajtak elkiilonitésére ismert foldrajzi eredetiik szerint. Az elemzés soran az AFLP
azonositotta a legtobb polimorfizmust, mig a RAPD kétszer annyit, mint az RFLP (Hurtado et al.
2001). Azonban a dominansan 6rokl16d6 tulajdonsagu markerek (RAPD, altalaban AFLP) esetében
ugyanolyan mindségli statisztikai eredmény eléréséhez lokuszonként 2-10-szer tobb egyedet
sziikséges bevonni a vizsgalatba, mint a kodominans markereknél (példaul RFLP, ritkan AFLP)

(Lynch & Milligan 1994, Suazo & Hall 1999).

3.6.4. Mitokondrialis DNS (mtDNS)

A mézeld méhekben a mitokondrium 6rokitéanyaga megkozelitdleg 16-17 ezer bazispar
hosszusagu, kor alaku (8. ébra), mely féleg anyai agon 6roklédik, viszonylag rekombinacio-

mentes, igy kivaloan alkalmas az eredet vizsgalatokhoz (Olivo et al. 1983, Cann et al. 1984,
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Wilson et al. 1985, Moritz et al. 1987, Crozier & Crozier 1993, Meusel & Moritz 1993, Cameron
2014).

8. abra: Az Apis mellifera mitokondrialis genomjanak térképe: COI és 16S gének, tRNAleu-cox?2
intergénikus régi6 (COI-COII) (Crozier & Crozier 1993)

Az elsé mézeld méh teljes mtDNS szekvencidjat 1993-ban publikéltdk (Crozier & Crozier
1993), melyet kovetden szdmos alfaj esetében szintén megtortént a genetikai feltaras, példaul
kaukazusi (Apis mellifera caucasica), sziriai méh (Apis mellifera syriaca) (Haddad 2015, llyasov
et al. 2019). Ennek kovetkeztében lehetdség nyilt 6sszehasonlitd vizsgalatok elvégzésére.

Szamos vizsgalat irdnyult a mézeld méh alfajainak elkiilonitésére, megkiilonboztetésére a
mtDNS kiilonb6z6 szakaszai altal (De la Ruaa et al. 1998, Radoslavov et al. 2017, Moskri¢ et al.
2022). Ilyen példaul a citokrom-oxidaz 1., 1., III. gének (COI (COX1), COIl, COIlIl), melyek a
mitokondrialis 1égzési lanc végkatalizatorai (Saraste 1990), az rRNS gének (Péntek-Zakar 2014)
vagy az AT-ben gazdag tRNAleu-cox?2 intergénikus régi6é (COI-COIlI) (Garnery et al. 1992).

A modszer, sajatossdgainak koszonhetéen alkalmas az egyedek ¢és populdciok
szdrmazdasanak meghatdrozasara, az iddbeli tdvolsagok becslésére, a véandorlasi Utvonalak
feltérképezésére, a populaciok palacknyak hatdsdnak kimutatasara (Wilson et al. 1985, Cherevatov
et al. 2019, Tihelka et al. 2020), valamint a genetikai diverzitds és a populacidoméretek
valtozasanak elemzésére. Emellett lehetoséget ad a pozitiv szelekcid megallapitasara is (Tajima
1989, Fu 1997, Khan 2021).

A mitokondridlis DNS vizsgélatok alapjan napjainkig a mézelé méh alfajokat kiilonb6z6
evolticiés vonalakba soroljak be. Az Apis mellifera feltételezhetéen Eszak-Afrikabol vagy a
Kozel-Keletrdl szarmazik morfologiai (Ruttner et al. 1978) és molekularis (Cridland et al. 2017)

vizsgélatok alapjan. Az eredmények szerint a faj legalabb két utvonalon keresztiil terjedhetett el

28



Eurdopaban: a Gibraltari-szoroson at, illetve Torokorszagon keresztiil (Tihelka et al. 2020) (9.

abra).

9. abra: Apis mellifera alfajok feltételezett evolucios eredete és elterjedési utvonalai (Tihelka et
al. 2020)
A fekete nyilak jol alatamasztott kapcsolatokon alapulnak, mig a szaggatott sziirke nyilak

feltételezett elterjedési titvonalakat jelolnek. A, M, O, C, S, Y: evolucios vonalak.

A jelenleg elfogadott besorolas szerint az A vonalba féleg az afrikai (Ruttner 1988, Garnery
et al. 1992, Garnery 1995, De la Rua 1998, Shaibi et al. 2009), a C vonalba az észak-mediterran
(Ruttner 1988, Garnery et al. 1992, De la Rtia 1998, Muioz et al. 2009, Cherevatov et al. 2019), a
M vonalba a nyugati- és észak-eurdpai (Garnery et al. 1992, Garnery 1995), mig az O vonalba a
kozép-keleti és a kaukazusi (Franck et al. 2000, Franck et al. 2001, Shaibi et al. 2009, Tihelka et
al. 2020) alfajok tartoznak. Tovabbi, elfogadasra javasolt vonalak kozé tartozik az L vonal, amely
az egyiptomi (Dogantzis et al. 2021), az Y vonal, ami az etiop (Franck et al. 2001), az S vonal,
ami a sziriai, libanoni és iraki (Alburaki et al. 2011, Alburaki et al 2013), valamint az U vonal,
amely a madaraszkari méhpopulacidkat foglalja magaba (Tihelka et al. 2020). Az A vonalba tiz, a
Z ¢és M vonalakba egyarant harom, a C vonalba tovabbi tiz, az O vonalba hdrom, mig az Y vonalba
egy alfaj sorolhatd. Emellett hdrom tovabbi alfaj besoroldsa az O és C vonalak k6zott jelenleg nem
egyértelmil (Ilyasov et al. 2020). Az A vonal alfajai parafiletikus (alacsony megbizhatosaggal),
mig az O és C vonalak monofiletikus csoportot alkotnak (magas megbizhatosaggal) (Tihelka et al.

2020). Egyes tanulmanyokban a Magyarorszagon is honos krajnai méhet (Apis mellifera carnica)
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a C evolucios vonalba soroltak (Péntek-Zakar et al. 2015, Moskric¢ et al. 2022), de oda tartozik
példaul az Apis mellifera ligustica, Apis mellifera macedonica és Apis mellifera cecropia is
(Muiioz & De la Rua 2021).

A C evolucios vonal természetes modon terjedt el a Balkan-félszigeten, a Duna siksagain,
az Appennini-félszigeten és Ukrajna kiilonbozo teriiletein. Az ide tartozd egyedek jelenlétét
kimutattdk tobbek kozott Olaszorszagban, Ausztridban, Szlovénidban, Magyarorszagon,
Horvatorszagban, Bosznia-Hercegovindban, Montenegroban, Romadaniaban, Szerbiaban,
Albaniaban, Macedoniaban, Bulgariaban és Gorogorszagban (Mufioz & De la Rua 2021). A
csoporton beliil mtDNS vizsgalatok alapjan tobb kiilonb6z6 haplotipust kiilonitettek el: Cla, C2b,
C2c, C2d, C2db, C2dc, C2e, C2i, C2j, C2l, C20, C2p, C2q, C2r, C2s, C2t, C2u, C2v, C2w, C2x,
C2y, C2z, C2aa, C2ab, C2ac, C2ad, C2ae, C2af, C2ag, C2ah, C3a (Franck et al. 2000, Susnik et
al. 2004, Murfioz et al. 2009, Mufioz & De la Rua 2021, Patenkovi¢ et al. 2022, Alburaki et al.
2023).

3.6.5. Mikroszatellit (SSR)

A mikroszatellitek (Simple Sequences Repeats, Short Tandem Repeats - SSR) révid (1-4
bazispar) ismétlod6 szekvenciak, melyek elszortan fordulnak el6 az eukariota, és bizonyos
prokariota genomban (Tautz & Renz 1984, Greaves & Patient 1985, Tautz 1989). Az ismétl6do
egységek szamanak valtozasdban foként a DNS polimeraz enzim szalcsuszasa felelés a DNS
megkettdézésekor (Tautz 1989, Schldtterer & Tautz 1992).

A mikroszatellitek kodominans 6roklédésliek, nagy szamban fordulnak elé a genomban
magas diverzitas mellett, eredményei viszonylag jol reprodukalhatoak (Agarwal et al. 2008).

A hosszpolimorfizmus vizsgélata lehetdséget biztosit a specifikus DNS szekvenciak
generdciokon keresztiil torténd nyomon kovetésre, természetes szelekcid kimutatasara (Saghai
Maroof et al. 1994), genetikai diverzitds meghatarozasara (Mufoz et al. 2009, Tanaskovi¢ et al.
2021), fajtak elkiilonitésére (Stastny et al. 2017), introgresszi6 kimutatasara, kiilsnb6zd evolucios
vonalakhoz tartoz6 fajtdk differencialasara (Ilyasov et al. 2016), genomtérképezésre, egyedek
populdciokon beliili €s kozotti rokonsagi vizsgalatara (Tautz 1989), valamint kapcsoltsagi
vizsgalatokra (Litt & Luty 1989).

Az eljaras elvégzéséhez kozepes szintll technikai felszereltség sziikséges, melynek
eredménye a fragmentek mérete alapjan konnyen értékelhetd. A genotipizalas soran a PCR
analiziskor a primerek lehetnek 16kusz specifikusak, jeloltek (radioaktivan, fluoreszcensen) vagy
jeloletlenek. Az PCR termékek detektalasa poliakrilamid gélen, altalaban automata szekvenator
hasznalataval torténik (Wenz et al. 1998, Agarwal et al. 2008). Az id6- és koltséghatékonysag

érdekében multiplex marker szettek is kialakithatoak, akar a PCR reakciokon beliil, akar
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fluoreszcensen jeldlt primerek hasznélataval, igy egyszerre tobb markerrel is torténhet a
genotipizalas.

A fluoreszcensen jelolt primerek haszndlata koltséges, amely csokkenthetd tgynevezett
farkas primerek alkalmazasaval, amikor nem koézvetlentil jelolt primerekkel dolgoznak, hanem
azok forward szekvencidjanak 5° vége elé kiilonboz6 fluoreszcens festékekkel jel6lt univerzalis

szekvenciat illesztenek (Schuelke 2000, Blacket et al. 2012).

3.6.6. Egypontos nukleotid polimorfizmus (SNP)

Az SNP (Single Nucleotide Polymorphism) a genom szekvencidjaban tortént
egynukleotidos variacio, pontmutacio, altalaban csak két allélvaltozata 1étezik. Ez a leggyakrabban
eléforduld molekuléris marker a genomban, amely barmely ¢é16 szervezet esetében alkalmazhat6 a
Foldon (Kwok & Chen 2003). Elofordulasa és eloszlasa fajonként eltérd (kukoricaban 1/60-120
bp (Ching et al. 2002), emberben 1/1000 bp (Landegren et al. 1998, Sachidanandam et al. 2001).
Az SNP-k jelen vannak mind a kodolo, mind a nem kodold régiokban. Az elébbi esetben okozhat
valtozast a fehérje atirdsban, vagy az mRNS splicing folyamatdban, ami fenotipusos kiillonbséghez
vezethet (Richard & Beckman 1995, Sunyaev et al. 1999).

A genotipizalasi eljaras alapulhat példaul az allélspecifikus hibridizacion, a primer
meghosszabbitason, az oligonukleotid ligacion és az invaziv hasitason (Sobrino et al. 2005). A
modszerek fejlodése révén lehetévé valt tobb tizezer SNP genotipizalasa tobb ezer egyed esetében.
Mig a korai SNP analizis id6- és munkaigényes, valamint koltséges volt, késdbb ez a modszer
automatizaltta, hatékonnya és megfizethetébbé valt (Kwok & Chen 2003).

A polimorfizmusok detektalasa torténhet példaul Gjgeneracios szekvenalassal (NGS, Next
Generation Sequencing), vagy SNP chippel (microarray) (Kwok & Chen 2003, Agarwal et al.
2008). Az igy kapott 6ridsi adatmennyiség feldolgozasahoz azonban a megfeleld bioinformatikai
rendszer, szakmai tudas és szamitogépes kapacitas megléte elengedhetetlen (Kwok & Chen 2003).

Az SNP-k kimutatdsara széles korben alkalmazzdk a chip alapt technologidkat, melyek
néhany szaztol tobb millio SNP detektalasara is alkalmasak mintanként. Ilyen technologia példaul

az Affymetrix (http://www.affymetrix.com) altal fejlesztett GeneChip™ és GenFlex™ Tag

microarray, valamint az Illumina (http://www.illumina.com) BeadXpress™ (48-384 SNP),
GoldenGate™ (384-3702 SNP), illetve Infinium High Density® (3000-5 milli6 SNP). Ezek

azonban kevésbé lehetnek hatékonyak olyan alkalmazasi teriileteken, ahol kis vagy kozepes szamu
SNP kimutatasa sziikséges nagy mintamennyiség esetében, igy példaul QTL (Quantitative Trait
Locus) térképezés, MABC (Marker Assisted Backcrossing) vagy MARS (Marker Assisted
Recurrent Selection) soran. Ilyen esetekben célszeriibb uniplex (single-plex) SNP genotipizald

platformokat hasznalni, mint példaul a TagMan™ (http://www.appliedbiosystems.com), a
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Pyrosequencing™,  illetve a  KASP™  (Kompetitive  Allele  Specific = PCR,
http://www.lgcgenomics.com). Korlatozott szami SNP detektalasara tovabbi megfeleld
platformok a SNaPshot™ (10 SNP, http://www.appliedbiosystems.com), valamint a Sequenom
MassARRAY iPLEX Gold® (10-400 SNP, https://www.cd-genomics.com) (Low et al. 2006,
Royo & Galan 2009, Neelam et al. 2013, Semagn et al. 2014).

A mikroszatellit markerekkel Osszehasonlitva egy SNP informacidtartalma kisebb
(biallélos rendszer), ugyanakkor a genomban joval nagyobb szamban fordulnak ¢ld, és viszonylag
egyenletes eloszlast mutatnak. Altalanosan elfogadott, hogy &t SNP informaciotartalma
megkozelitdleg egy mikroszatellit markerének felel meg, utobbiak magas mutacios rataja miatt.
Azonban nagyszamu SNP egyidejli vizsgalataval pontosabb és részletesebb képet kaphatunk a
genetikai variabilitasrol (Beuzen et al. 2000). Az SNP 6roklodése stabilabb, ezért alkalmasabb a
hossztavu szelekcid nyomon kovetésére, €s a nagy ateresztoképességli genetikai elemzésekre
(microarray) (Lipshutz et al. 1999).

A mézeld méhek teljes genom szekvenalasa 2006-ban valosult meg egy egyiittmikodési
kutatas soran (The Honeybee Genome Sequencing Consortium 2006). Azdta szamos kutatasi
teriileten alkalmazzak, Ggymint az introgresszid mértékének becslésére (Pinto et al. 2014,
Henriques et al. 2018), a genetikai diverzitas elemzésére, genomszelekciora (Pinto et al. 2014,
Lukic et al. 2024), az evolucios eredet meghatarozdsara (Momeni et al. 2021), a fajtak
azonositasara, elkiilonitésére (Parejo et al. 2016, Gmel et al. 2023, Minozzi et al. 2021) és QTL

térképezésre (példaul Varroa-tolerancia) (Spotter et al. 2012, Wragg et al. 2016).
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4. ANYAG ES MODSZER

A 40/2013. (II. 14.) Kormanyrendelet szerint mézeld méheken végzett kisérletekhez nincs

sziikség allatkisérleti engedélyre.

4.1. A vizsgalatban részt vevéo méhcsoportok kialakitasa

A vizsgalataim alapjaul kifejlett, dolgozé méh egyedek szolgaltak, melyeket a méhanya-
tenyésztok kora dsszel kiildtek a Nemzeti Biodiverzitas- és Génmegorzési Kozpont Haszonallat-
génmegoOrzési Intézetének Méhészeti és Méhbioldgiai Osztalyara morfologiai fajtamindsités
céljabol. A beérkezett mintak koziil azon tenyészték egyedei keriiltek be a vizsgalatba, amelyek

esetében hivatalos engedély volt felhasznalasukra, hozzajarulasi nyilatkozat alairasaval (10. abra).

10. &bra: Mintaik felhaszndldsdhoz hozzéjarulé pannon méhanya tenyésztok Magyarorszagon

varmegyékre vetitve (sziirke szin)

A mitokondrialis DNS ¢és a mikroszatellit analizis sordn négy csoport €s 0sszesen 144 minta
keriilt feldolgozasra. Az els6 csoportot olyan egyedek alkottak, amelyek a Magyar Méhtenyésztok
Orszagos Egyesiilete (MMOE) méhanya nevel6 allomanyaibdl szarmaztak, illetve csaladjaik tobb
éven keresztiil megfeleltek a hivatalos morfologiai fajtamindsités kovetelményeinek (MF). A
mintdk 16 tenyészetbdl érkeztek, és meglehetdsen jol lefedték Magyarorszag jelentds méhészeti
régidit. Minden olyan varmegyébdl vontam be mintakat, ahol jelentés mértékli méhészkedés
folyik, illetve torekedtem arra is, hogy minden varmegyébdl legalabb egy méhanya tenyésztd
allomanyabdl szarmazo6 minta is szerepeljen. Minden méhészetbdl 4 csalad, csaladonként 1 egyed,

vagyis 64 minta keriilt be a vizsgalatba. A masodik csoportba a morfologiailag nem megfeleltnek
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mindsitett csaladok egyedei keriiltek (NMF). FOként a potroh szine alapjan tortént az egyedek
kivalasztasa (egy ¢és két sarga csikos szinezet), a kordbbi évek fajtamindsitési eredményeit is
figyelembe véve. Az NMF csoportba 8 méhanya tenyésztd 1-1 csaladjanak 4-4 egyede, azaz
Osszesen 32 minta keriilt be a tanulmanyba. Fontos megjegyezni, hogy a morfoldgiai hibaval
rendelkez0 NMF egyedek nem ugyanazokbdl a csaladokbol szarmaztak, mint az MF csoport
fajtastandardnak megfelelt pannon méhei. Az egyedek kivalasztasa soran még arra is kiilon
figyelmet forditottam, hogy azon tenyésztoktdl, akiknél a fenotipusos vizsgdlat sordn nem
megfelelt mindsitésti csaladokat azonositottak, ne vonjak be mintat a fajtastandardnak megfelelt
MF csoportba, még abban az esetben sem, ha az adott egyed egyébként megfeleltnek mindsitett
csaladbdl szarmazott. Ezeken feliil egy referencia csoport (REF) keriilt kialakitasra, amely
Buckfast hibrideket (16 egyed/4 csalad), olasz méh x Buckfast hibrid (8 egyed/1 csalad)
egyedeket, valamint olasz méheket (8 egyed/1 csalad) (Apis mellifera ligustica) tartalmazott.
Végiil a negyedik csoportba két, mas eurdpai orszagokbdl szdrmazo (Ukrajna, Szlovénia) krajnai
méh allomanyok egyedei (Apis mellifera carnica, KRAJ) tartoztak, 1-1 csaladbol 8-8, vagyis

Osszesen 16 minta (1. tablazat).

1. tablazat: A mitokondridlis DNS és a mikroszatellit marker analizis soran vizsgalt mintak

eloszlasa csoportonként, méhészetenként és csaladonként

Mintaszam | Méhészet | Csalad/méhészet Minta/csalad
darab
MF 64 16 4 1
NMF 32 8 1 4
REF 32 4 2 4
KRAJ 16 2 1 8

MF — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF — morfoldgiailag hibas pannon méhek, REF
— Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei, KRAJ —mas Eurdpai

orszagokbol szarmazo krajnai méhek

A teljes genom szekvenaldsra 87 méh keriilt kivalasztasra a fent leirt 144 egyedbdl.
Leginkabb a morfologiailag megfelelt pannon méh mintdk szamat kellett anyagi okokbol
csokkenteni, mely a mikroszatellit analizis eredményei alapjan tortént. A kivalasztasnak két f6
kritériuma Vvolt: az egyik, hogy az egyed minél tobb olyan all¢llal rendelkezzen, melyek kizarolag
az MF csoportban fordultak eld, ennek meghatarozasa a Microsatellite Toolkit program (Park
2001) segitségével tortént. A masik a fékoordinata elemzés (Principal Coordinate Analysis —

PCoA, GenAlEx 6.5 program, molekularis varianciaanalizis (AMOVA)) eredménye, amely
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egyedek kozotti genetikai tavolsagokat jelenit meg (Peakall & Smouse 2006, Peakall & Smouse
2012). Olyan egyedek keriiltek kivalasztasra, melyek koziil az abran az egyik a tengelyek
metszéspontjahoz minél kozelebb, a masik pedig minél tavolabb helyezkedett el. Az NMF és REF
csoportokba a fentebb leirt 32-32 minta majd minden egyede szerepelt, a csoportok kozotti
mintaszam kiegyenlitettsége miatt azok vizsgalati egyedszama 29-29 mintara korlatozodott,
melyek mindegyike részt vett a mitokondrialis DNS és a mikroszatellit analizisben is. A krajnai
méhek (KRAJ) csoportja nem szerepelt a teljes genom szekvenalasra kivalasztott
mintakollekcioban, mert négy csoport egyiittes elemzésére mar nem volt anyagi kapacitas. A
krajnai méhek REF csoporttal valé 0Osszevonasa pedig gyanithatéan torzitotta volna az

eredményeket, miutan a pannon méh a krajnai alfaj egyik 6kotipusa (2. tablazat).

2. tablazat: A teljes genom szekvenalas soran elemzett mintak eloszlasa csoportonként,

méhészetenként és csaladonként

] Mintaszam | Méhészet | Csalad/méhészet | Minta/csalad
Alfaj
darab

, 14 2 1

MF pannon méh 29 1 1 1

, 7 1 4

NMF pannon méh 29 1 1 1

Buckfast-hibrid 4 1 4

REF olasz mel.l X. Buckfast 29 1 1 -
hibrid

olasz méh 1 1 6

MF — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF — morfologiailag hibas pannon méhek, REF
— Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei
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4.2. Genomi DNS izolalasa és egalizalasa

A genomi DNS izolalasat (11. abra) a Latorre és munkatarsai (1986) altal kidolgozott
modszer modositott valtozata alapjan végeztem el az alabbiak szerint:

1. A kifejlett egyedekrdl a hatso két 1ab és a potroh eltavolitasa, majd a megmaradt testrész
mechanikai roncsolasa apritassal.

2. A mintak Eppendorf csovekbe helyezése, majd 160 ul Méh puffer 1. hozzadadasa (100
ml oldat: 0,12 g Tris-HCI, 2 ml EDTA oldat (pH 8), 0,35 g NaCl és 5 g szaharoz (pH 7,8)),
vortexelés.

3. 100 pl Méh puffer I1. (100 ml oldat: 3,63 g Tris-HCI, 2 ml EDTA oldat (pH 8), 1,25 ¢
SDS (Natrium lauril szulfat) és 5 g szaharoz (pH 9)) hozzaadasa a mintakhoz, vortexelés. A mintak
inkubalasa 65 °C-on, 1 6ran keresztiil.

4. 60 pl kalium-acetat oldat hozzdadasa a mintdkhoz, vortexelés, 30 perc inkubalas
szobahdmérsékleten, majd 15 perc centrifugalas 13.000 rpm fordulatszamon, szobahdmérsékleten.

5. 300 pul felilusz6 hozzdadadsa 300 pul izopropanolhoz, 5 perc inkubalas
szobahémérsékleten, majd az elegy tobbszori atforgatasa.

6. 10 perc centrifugalas 13.000 rpm fordulatszdmon, szobahdmérsékleten.

7. A feliiluszo eltavolitasa, majd 500 pl 70 %-os etil-alkohol hozzaadasa a mintakhoz,
atforgatds, 5 perc centrifugalds 13 000 rpm fordulatszamon, szobahdémérsékleten, majd az
alkoholos mosas ismétlése kétszer.

8. Feliiluszo eltavolitisa, a mintak beszaritasa szobahémérsékleten 1 6ran keresztiil.

9. A DNS visszaoldasa 60 ul TE (TRIS-EDTA) pufferben, inkubalasa 37 °C-on overnight.

11. abra: A dolgoz6 méh egyedek feldolgozasanak folyamata: minta kivalasztasa; mechanikai

roncsolasa; DNS kivonas (sajat fotok)

A DNS mennyiségi és mindségi ellenérzése NanoDrop 2000c spektrofotométer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hasznalataval tortént, majd a mintdkat egységes
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toménységlire egalizaltam: mikroszatellit analizis esetében 6 ng/ul, mig a mitokondrialis és az

SNP vizsgalatok esetén 30 ng/ul volt a DNS felhasznalasi koncentracioja.

4.3. Mitokondrialis DNS vizsgalat

A mtDNS harom eltéro régidjan (citokrom-oxidaz I. (COI) gén, rRNS (16S) gén, tRNAleu-
cox2 intergénikus régi6 (COI-COIl)) végeztem a vizsgalatot. A kapott eredmények alapjan
keriiltek detektalasra a haplotipusok, amelyeket a nukleotid szintii eltérések Osszessége alkot. A
mitokondrialis DNS diverzitdsanak meghatarozasa a COl ¢és a 16S gének, mig az evolucios eredet
felderitése a tRNAleu-cox2 intergénikus régio (COI-COII) alapjan tortént. A COl gén esetében az
alabbi  primereket  hasznaltam  fel az  amplifikdci6  sordn:  forward:  5’-
CTGATATAGCATTCCCCCGAATA-3’) és reverse (5’-AGAATTGGATCTCCACGTCCTA-
3’) (Péntek-Zakar et al. 2015). A 16S gén esetében a forward: 5’-
ACATCGAGGTCGCAAACATC-3’, areverse pedigaz 5’-TTAGGTCGATCTGCTCAATGAA-
3’ primereket alkalmaztam (Péntek-Zakar 2014), mig a tRNAleu-cox2 intergénikus régi6 (COI-
COIl) vizsgalatanal az E2 forward (5’-GGCAGAATAAGTGCATTG-3%) és a H2 reverse
primerek (5’-CAATATCATTGATGACC-3’) szolgaltak az amplifikacio alapjaul (Garnery et al.
1992, Magnus et al. 2014).

A PCR reakciokat 20 ul végtérfogatban mértem 6ssze, mely 10x Dream Taq puffert (20
mM MgCl., Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 5 uM primert, 0,2 mM dNTP mixet
(dCTP, dGTP, dTTP, dATP, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 1 unit Dream Taq
DNS polimerazt (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), valamint 150 ng genomi DNS-
t tartalmazott. A PCR reakciok héprofilja: 2 perc 94 °C denaturalas, 35 cikluson keresztiil 45
masodperc 94 °C, majd 45 masodperc 46 °C (COIl, E2/H2) vagy 48 °C (16S) annealing, 45
masodperc 72 °C elongacid, majd a ciklusok utan 5 perc 72 °C. A PCR termékeket —20 °C-on
taroltam azok oszlopos tisztitasaig, mindség-ellenérzéséig és Sanger szekvenalasig, melyet a
BIOMI Kft. (G6dolld, Magyarorszag) végzett el. A szekvenalas soran BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit-et (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) alkalmaztak a gyarto
leirasa szerint. ABI1.3500xl-es Genetikai Analizator (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) késziiléken tortént a mintak leolvasasa (leolvasasi hossz: 1000-1100 bp, amelybdél minimum

800 bp hosszon QV>20), az eredményeket pedig elektroferogramok (.abi) formaban kaptam meg.
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4.4. Mikroszatellit genotipizalas

Ugyanazon 144 minta genotipizalasat 20 mikroszatellit marker (A29, A35, A88, A107,
Al113 (Estoup et al. 1995), A007, A(B)24, Ac011, Ac306, Ap049, Ap218, Ap226, Ap289, Ap307
(Solignac et al. 2003), Ap033, Ap043 (Garnery et al. 1998), A008 (Franck et al. 1998), Ap055,
Ap066, és Ap081 (Techer et al. 2015)) hasznalataval végeztem el. A markerek kivalasztasa a
szakirodalombol, polimorfizmus informacidtartalmuk (PIC) alapjan tortént, mindegyik a
kozepesen, vagy az erésen informativ kategdriaba esett.

A vizsgalat 1d6- és koltséghatékonysaganak novelése érdekében un. ,farkas™ primereket
alkalmaztam (Schuelke 2000). Ennek soran nem kozvetleniil jelolt oligonukleotidok keriiltek
felhasznalasra, hanem a forward primer 5° vége elé egy 18 bazispar hosszu szekvenciat (5'-
CAGGACCAGGCTACCGTG-3) illesztettem (Blacket et al. 2012). Ezt az univerzalis ,,farok”
(tail) szekvenciat harom kiilonb6z6 fluoreszcens festékkel jeloltem (WELL-RED): D2 (fekete),
D3 (z6ld), D4 (kék). Igy lehetéség nyilt megfeleld optimalizalassal marker szettek kialakitasara
PCR reakcidokon beliili multiplexalassal (7 multiplex és 4 szimplex reakcid) és/vagy a PCR
termékek poolozasaval (M2. melléklet), vagyis igy a genotipizalas egyszerre 6-7 markerrel
parhuzamosan valdsulhatott meg.

A PCR reakciokat 15 pl végtérfogatban mértem 6ssze, mely 10x Dream Taq puffert (20
mM MgClz, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 5 uM primert, 0,2 mM dNTP mixet
(dCTP, dGTP, dTTP, dATP, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 1 unit Dream Taq
DNS polimerazt (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), valamint 30 ng genomi DNS-t
tartalmazott. A PCR reakciok héprofilja megegyezett a mtDNS vizsgalat soran alkalmazott
paraméterekkel, kivéve a kialakitott primer szettek tapadéasi hdmérsékletét és a ciklusszamot,
melyeket a M2. melléklet tartalmaz. A forward, az univerzalis szekvenciaval novelt ,,farkas”
forward €s a reverse primerek aranya minden PCR esetében 1:2:1 aranyt volt.

A PCR termékek detektalasa automata DNS szekvenator (GenomeLab™ GeXP Genetic
Analysis System, Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA) segitségével, 400 bp hosszisagu
allél 1étra (GenomeLab™ DNA Size Standard-400, Beckman Coulter) hasznalataval, a gyartd

leirasa alapjan tortént (12.4bra).
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12. 4bra: A PCR termékek detektalasa fragment analizissel, kapillaris gélelektroforézis

hasznalataval

4.5. Teljes genom szekvenalas

A DNS koncentracié 30 ng/ul-re torténd egalizalasat kovetéen a mintdk 20X-0S
lefedettségli szekvenalasat az iBioScience Kft. (Pécs, Magyarorszag) végezte el. llyen mennyiségii
adat feldolgozasahoz elengedhetetlen az ehhez sziikséges szamitogépes kapacitas, és a kifejezetten
erre fokuszald bioinformatikai szakmai hattér.

Az izolalt genomikus DNS koncentraciojat Qubit 3.0 (Thermo Fisher, Waltham, MA,
USA) és fragmentaltsagat Agilent 4200 TapeStation (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)
késziilékekkel hataroztdk meg. Az [llumina kompatibilis konyvtarak eldkészitése az xGen DNA
EZ Library Prep Kit (IDT, Coralville, IA, USA) alkalmazasaval tortént. A genomi DNS-t (50 ng)
fragmentaltak, majd a DNS végeket javitottak és adaptereket ligaltak hozza. Ezutan magneses
gyongyokkel végzett, méretalapti szelekcioval valasztottak ki a 250-300 bp kozotti
fragmentumokat, végiil a konyvtarakat a gyartd utasitasai szerint amplifikaltak és tisztitottak. A
konyvtarak mindségét az Agilent 4200 TapeStation rendszerrel ellenérizték D1000 ScreenTape
kazetta alkalmazéasaval. A koncentraciot Qubit 3.0 fluorométerrel hataroztak meg. A szekvenalast
Illumina NovaSeq 6000 késziiléken (Illumina, San Diego, CA, USA) végezték el 2x151 bazisparos

leolvasassal.
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4.6. Az adatelemzéshez hasznalt statisztikai modszerek

4.6.1. Mitokondrialis DNS analizis

A COlI ¢és 16S gének értékelése kiilon-kiilon, és egylittesen is, ugynevezett mesterséges,
vagy szintetikus szekvencidk egyedenkénti létrehozasaval is megtortént, mellyel a vizsgalt
méhcsoportok mitokondrialis DNS-ének diverzitasat mértem fel. A tRNAleu-cox2 intergénikus
régi6 (COI-COIl) szekvenciait kiilon értékeltem, mellyel a pannon méh evoltcios eredetét
hataroztam meg.

A nyers szekvenciak mindségi ellenOrzését kovetden azokat egymashoz igazitottam a
MEGAT11 11.0.13 programmal (Tamura et al. 2021) és a ClustalW algoritmus (Higgins et al. 1988)
segitségével elemeztem. Ezt kovetéen DnaSP v6. 12.03 szoftverrel (DNA Sequence
Polymorphism v6.12.03, Rozas et al. 2017) méhcsoportonként (MF, NMF, REF, KRAJ)
meghataroztam a haplotipusokat ¢és a diverzitasi értékeket (nukleotid diverzitds (m), haplotipus
diverzitas (Hd)), Fu-féle Fs érték, Tajima-féle genetikai tavolsag (D) és a szignifikancia szintje).
A Tajima-féle D érték egy olyan mutatd, melyet a vizsgalt egyedek paronkénti 6sszehasonlitasabol
szarmazo szegregalo helyek, és az atlagos nukleotid kiilonbségek kapcsolatabol becsiilnek meg.
Ez az érték lehetdséget ad arra, hogy kovetkeztetéseket vonjunk le az dllomanyon beliili genetikai
sokféleségrol. Amennyiben ez az érték pozitiv, azt jelzi, hogy a populacioban a kozepes
gyakorisagu polimorfizmusok vannak talstilyban, amelynek oka lehet az allomanycsdkkenés, vagy
a balancing (kiegyensulyozd) szelekcid. A negativ érték viszont azt jelentheti, hogy a
populécioban az alacsony gyakorisagti allélvaltozatok domindlnak, ami az allomany
novekedésének, vagy pozitiv szelekcionak lehet a kovetkezménye (Tajima 1989). A Fu-féle Fs
érték a haplotipusok gyakorisagan alapszik, melybdl kovetkeztethetiink egy populdcidoban zajlo
folyamatokra, példaul a logisztikus novekedésre, a genetikai sodrodasra vagy a hattér szelekcidra
egy lokusz evolucidja alapjan. A negativ érték arra utalhat, hogy a populacioban tobb allél van
jelen, mint amit a semleges evoluciés modell alapjan varnank, ami pozitiv szelekciora, vagy a
populacié novekedésére utalhat. Ezzel szemben a pozitiv érték az allélok szdmanak csokkenését
jelezheti, amely a populacioméret visszaesésének kovetkezménye lehet (Fu 1997).

A kapott haplotipusokat 6sszehasonlitottam az NCBI (National Center for Biotechnology
Information) adatbazisaban elérhetd szekvencidkkal a nukleotid BLAST (Basic Local Alignment

Search  Tool program  (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  segitségével,  annak

megallapitasara, hogy vannak-e a vizsgalt mintakban egyedi, az NCBI génbankban még nem
fellelhet6 haplotipusok (Altschul et al. 1990).
A haplotipusok kozotti kapcsolatok vizualizalasara Median-Joining abra késziilt a Network
10 szoftver segitségével (Bandelt et al. 1999, http://www.fluxus-engineering.com). A COI és 16S
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gének egyiittes értékelése soran 45 kiilonboz6, tobb Apis mellifera alfajhoz tartozo szekvenciat
vontam be az elemzésbe az NCBI adatbazisbol (M3. melléklet). A tRNAleu-cox2 intergénikus
régio (COI-COIN) vizsgalatahoz ezeket kiegészitettem, igy ez esetben 6sszesen 62 Apis mellifera
szekvenciat hasznaltam fel az adatbazisbol (M3., M4. melléklet), hogy pontosabb legyen a kép a
pannon méh evolucios eredetét illetden.

Az evolucioés vonalak mas szemszogbdl vald szemléltetése céljabol készitettem egy
maximum likelihood filogenetikai fat is a MEGA 11 (11.0.13 verzid) szoftver segitségével, a

Tamura haromparaméteres modell alkalmazasaval (Tamura et al. 2021).

4.6.2. Mikroszatellit alapu populaciogenetikai elemzések

A mikroszatellit marker analizis eredményeit a GenomeLab Genetic Analysis System 10.2
szoftverrel (Beckman Coulter, Inc., 4300 North Harbor Boulevard, Fullerton, CA, USA),
egyedenként értékeltem. A méhcsoportokon beliili genetikai diverzitas értékeit (allélszamok atlaga
(MNA), ,unbaised” vart (He) ¢és tényleges (Ho) heterozigozitas, csoporton beliili
beltenyésztettségi érték (Fis), Hardy-Weinberg teszt (HW)) a Microsatellite Toolkit program
segitségével hataroztam meg (Park 2001).

A vizsgalt méhcsoportokat paronként is dsszehasonlitottam (paronkénti Fst) molekularis
meghataroztam. Ugyanezzel a modszerrel végeztem fokoordinata elemzést (Principal Coordinate
Analysis — PCoA) is, mely az egyedeket a kozottiik 1év6 genetikai tavolsag alapjan helyezi el
egymashoz képest a koordinata rendszerben (Peakall & Smouse 2006, Peakall & Smouse 2012).

A f6komponensekre végzett diszkriminancia analizist (Discriminant Analysis of Principal
Components — DAPC) az R 4.2.1 statisztikai szoftver adegenet 2.1.1.7 programcsomagjaval
készitettem el (Jombart 2008). Az ,,optimal a-score” opcid hasznalataval meghataroztam a
megtartando fékomponensek optimalis szamat.

A STRUCTURE 2.3.4. szoftverrel (Pritchard et al. 2000) végeztem el a vizsgalt
allomanyok genetikai strukturajat jellemz6 klaszter analizist, mely az MCMC (Markov Chain
Monte Carlo) moddszert alkalmazza, Bayes alapi megkozelitéssel. A program allélmintazatok
alapjan sorolja az egyedeket csoportokba, barmiféle eldzetes informacio nélkiil. A vizsgalathoz az
admixture modellt hasznaltam, minden egyes K érték esetén (klaszterek szama: K=2, K=3, K=4,
K=5, K=6) 20000 ,,burn-in” fazist 50 000 iteraci6 kovetett. Minden K értéknél 100 futast
inditottam, melyeket paronként Osszehasonlitottam a greedy algoritmus segitségével. A
legnagyobb hasonlosagi indexszel rendelkezé futasokat a CLUMPAK 1.1 szoftvercsomaggal
(Kopelman et al. 2015) vizualizaltam, az optimalis csoportositast (delta K) az Evanno modszerrel

hataroztam meg (Evanno et al. 2005).
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4.6.3. SNP adatok bioinformatikai kiértékelése

Az adatelemzés soran a tanulmanyban vizsgalt méh egyedek szekvencidi az NCBI
adatbazisaban megtalalhato Apis mellifera referencia genommal (Amel HAv3.1, Génbanki
azonosito: GCF_003254395.2) lettek dsszehasonlitva.

A kapott eredmények vizualizacidja fokomponens analizissel (Principal Component
Analysis — PCA), a PLINK 1.07 szoftver hasznalataval tortént (Purcell et al. 2007,
https://zzz.bwh.harvard.edu/plink/download.shtml#download). A PCA elemzésbél — a

bioinformatikai szakember korabbi tapasztalatai és javaslata alapjan — a szélséértékek ki lettek
zarva, vagyis a variansok felso 2 és also 5 %-a. Ennek oka az volt, hogy a nagyon monomorf (felsd
2 %, majdnem minden egyedben megtalalhatd) és a meglehetdsen ritka (alsé 5 %, elenyészd
szamban fordultak eld az egyedekben) variansok ki legyenek sziirve, ezzel is csokkentve az
adatmennyiség statisztikai felhaszndldsat, 4m mégsem torzitva az eredményeket. Tehat az
adatelemzésben az 5-98 %-os gyakorisagi SNP variansok vettek részt, ami még mindig Oridsi
szamu lokuszt jelentett.

A bioinformatikai szolgaltatas részeként egy, a varidnsok kromoszémanként valo sziirésére
alkalmas applikaciot fejlesztettek ki, ez a Bee PoPData Filter App. A programot az elemzés idejére
elérhet6vé tették szamomra, igy el tudtam végezni a variansok sziirését azok el6fordulasi
gyakorisaga alapjan. Az értékelés soran tobb sziirési tartomanyt is alkalmaztam a méhcsoportokra
(100-0, 90-10, 80-20 % és ezek forditottjai), azonban nem kaptam eredményt, ha az NMF
csoportot is figyelembe vettem. A szakirodalom alapjan is elenged6 szamu varianst (Wilkinson et
al. 2012) kizardlag a 70-30 %-0s (MF — NMF, REF) allé¢lgyakorisagra torténd sziirés esetén
kaptam. Ennek azért van jelentdsége, mert Wilkinson €s munkatarsai (2012) megallapitottak, hogy
ha a markerpanel mérete 25 SNP alatti, az jelentésen ronthatja az adatok elemzésének
megbizhatosagat. Kovetkezésképpen a megbizhatdé eredmények érdekében minimum 25 SNP
bevonasa sziikséges. Ezért azokat a variansokat valasztottam ki, amelyek az MF csoportban
legalabb 70 %-os, mig ezek a pontmutaciok az NMF és a REF csoportokban legfeljebb 30 %-o0s
gyakorisaggal fordultak eld, tekintve, hogy a morfologiailag megfelelt pannon méhekre jellemzd
varidnsok detektalasa volt az egyik f6 célom. A masik féle sziirés ennek épp az ellenkezdje volt,
azok a variansok kertiltek kivalasztasra, melyek az MF csoportban legfeljebb 30 %-0s, az NMF és
a REF csoportokban pedig legalabb 70 %-0s gyakorisaggal voltak jelen. Elvégeztem azt a sziirést
is kétféle megkozelitésbol (70-30 % és 30-70 %), melyek csak az MF és REF csoportokra
vonatkoznak, és az NMF csoportot figyelmen kiviil hagytam, nem allitottam be sz{irési tartomanyt
ahhoz. Az igy kapott adathalmaz még mindig szamos varianst tartalmazott, 70-30 % esetén 2.735,
mig a 30-70 % esetén 15.533 SNP-t. A bioinformatikai szolgaltatas részeként a kovetkezd 1épés

az lett volna, hogy ezen SNP-k alapjan statisztikai elemzéseket végeznek a csoportok kozott,
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ugymint DAPC, PCA ¢és STRUCTURE analizis, melyekkel 06sszevethetéek lennének a
mikroszatellit eredmények, és az irodalom alapjan is elegendé szamu SNP varidns alkalmas
diverzitasvizsgalatok elvégzésére. Mivel az adathalmaz még igy is meglehetdsen nagy, igényli a
nagy szamitogépes kapacitast, hogy a megfeleldé programokkal az elemzés elvégezhetd legyen,
azonban ez rajtam kiviil 4ll6 okokbdl sajnos nem tortént meg.

A szlirések altal kapott variansokat oszlopdiagrammon &brazoltam kromoszomanként,

annak érdekében, hogy megallapitsam a genomban valé eloszlasukat.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Mitokondrialis DNS elemzés

5.1.1. A COl és 16S mitokondrialis régiok variabilitasa

A COI gén esetében 142 értékelhetd szekvenciat sikeriilt nyerni a 144 mintabol, melyek 352
bp hosszusaguak voltak (Génbanki azonositok: PQ686393 - PQ686534). Osszesen 6 polimorf hely
alapjan az egyedek ot haplotipusba voltak sorolhatok, melyek egyike sem volt megtalalhato az

NCBI adatbazisaban, igy Gjnak és egyedinek tekinthetok (3. tablazat, M5. melléklet).

3. tdblazat: Haplotipusok eléforduldsa az egyes mintacsoportokban a COIl gén esetén

COl Egyedszam Polimorfizmus pozicidja (bp)
Haplotipus Osszes MF NMF REF KRAJ 32 143 170 171 270 293
HC1* 124 59 32 24 9 T C A G T T
HC2* 8 8 C . . . C
HC3* 2 2 . . . A
HC4* 1 1 . . G . . .
HC5* Il 7 . A . . . C

*11j haplotipus

A tablazat a polimorf helyek szamat mutatja (6) az egyes haplotipusokon beliil, valamint az
egyedek eloszlasat az adott haplotipusban.

HC1-5: a vizsgalt méhcsoportok mintait tartalmazo haplotipusok, MF — fajtastandardnak
megfelelt pannon méhek, NMF — morfologiailag hibas pannon méhek, REF — Buckfast hibrid,
olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei, KRAJ — més Eurdpai orszagokbol

szarmaz6 krajnai méhek

Az NCBI adatbazisban megtalalhatdé referencia genom (Génbanki azonosito:
MN250878.1) 2.116 pozicidjatol kezdddtek el a vizsgalt mintak szekvenciai. Két polimorfizmus
aminosav-valtozast eredményezett az NCBI adatbazisban szereplé szekvencidhoz (Génbanki
azonositd: NC_051932.1, Génazonositd: 60455728) képest: az egyik a HC4 haplotipus 180.
izoleucin) jelent meg (M6., M7 melléklet).

A 16S gén szekvencidja a referencia genom (Génbanki azonosito: MN250878.1) 13.560
bazistol induld, 345 bp hosszlisagl szakasz. A vizsgalt mintak (n=141, Génbanki azonositok:
PQ721124 - PQ721264) négy haplotipusba sorolodtak 4 polimorf hely alapjan (4. tablazat, M8.
melléklet). Ezek koziil kettd j és egyedi haplotipusnak tekinthetd, mivel nem szerepeltek az NCBI
adatbazisaban.
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4. tablazat: Haplotipusok el6fordulasa az egyes mintacsoportokban a 16S gén esetén

16S Egyedszam Polimorfizmus pozicidja (bp)
Haplotipus Osszes MF NMF REF KRAJ 25 31 67 228
HS1 109 57 19 24 9 C A C T
HS2 8 8 . G T C
HS3* 17 4 13 T . . .
HS4* 7 7 . . . A

*11j haplotipus

A tablazat a polimorf helyek szamat mutatja (4) az egyes haplotipusokon beliil, valamint az
egyedek eloszlasat az adott haplotipusokban. HS1-5: a vizsgalt méhcsoportok mintdit tartalmazé
haplotipusok, MF — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF — morfologiailag hibas
pannon méhek, REF — Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei,

KRAJ — mas Europai orszagokbol szarmazoé krajnai méhek

A két gén (COI, 16S) szekvenciait egyedenként egyesitettem, igy létrehoztam 141 egyed
szintetikus szekvenciajat. A 635 bp hosszii mesterséges szekvencia elsd nukleotidja a COI
szekvencia elsd bazisanak felel meg, mig a 353. bazis a 16S gén szekvencidjanak els6 nukleotidja.
A két szekvencia dsszevonasanak oka, hogy egységesebb legyen a kép a vizsgalt mintak mtDNS
régidinak diverzitdsarol. Az egyedek hat haplotipusba klaszterezédtek 10 polimorf hely alapjan
(5. tablazat).

5. tablazat: Haplotipusok eléfordulésa az egyes mintacsoportokban a COl és 16S gének 6sszevont

értékelése soran

Haplotipus — Egyedszam Polimorfizmus pozicidja (bp)

Osszes MF NMF REF KRAJ 32 143 170 171 270 293 370 376 412 573
H1 106 54 19 24 9 T C AG T T C A C T
H2 7 7 . A . . . C . . . A
H3 1 1 .. G .
H4 2 2 T - N
H5 17 4 13 T
H6 8 8 c . . . Cc . . G T C

A téblazat a polimorf helyek szdmat mutatja (10) az egyes haplotipusokon beliil, valamint az
egyedek eloszlasat az adott haplotipusokban.

H1-6: a vizsgalt méhcsoportok mintait tartalmazo haplotipusok, MF — fajtastandardnak megfelelt
pannon méhek, NMF — morfoldgiailag hibas pannon méhek, REF — Buckfast hibrid, olasz méh x
Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei, KRAJ —mas Eurdpai orszdgokbol szarmazoé krajnai

méhek
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A vizsgalt mintdk koziil a H1 haplotipus bizonyult a leggyakoribbnak, amely az 0sszes
egyed 75,2 %-at foglalta magaba, és minden vizsgalt csoportbol tartalmazott példanyt. Ez a
haplotipus nemcsak a pannon méhekre volt jellemz6, hanem detektaltam a REF csoport tagjaiban
is, ideértve az olasz méh, a Buckfast hibrid, valamint a Buckfast x olasz hibrid egyedeket is. A
masodik legtobb eclemszamot tartalmaz6 csoport a H5 haplotipus (12,05 %) volt. A
haplotipusokban azonositott polimorf helyek szdma 0Osszesen tiz. A H6 haplotipus a H1-t6l ot
bazisparral tért el, és kizarolag Buckfast hibrid egyedeket tartalmazott. Az MF csoportban négy
kiilonb6z6 haplotipus fordult eld, azonban a H3 és a H4 haplotipusokhoz minddssze egy, illetve
két egyed tartozott. Az NMF, a REF és a KRAJ csoportok tagjai két-két haplotipusba
klaszterezddtek.

A statisztikai elemzéseket kiilon a COl és kiilon a 16S génekre is elvégeztem (M9. és M10.
melléklet), illetve egyben, a mesterségesen Osszevont szekvenciakkal is meghataroztam az

diverzitasi értékeket (6. tablazat).

6. tablazat: A vizsgalt méhcsoportok genetikai variancidja a COl és a 16S mtDNS régiok egyiittes

értékelése soran

Csoport H Haplotipusok Hd +SD n+SD Fs D p((D*
MF 4 H1, H3, H4, H5 0,214+ 0,068  0,0003 +0,0001 -2,610 -1,293 ns
NMF 2 H1, H5 0,498 + 0,039  0,0007 +0,0001 1,670 1,535 ns
REF 2 H1, H6 0,387+ 0,078 0,0028 +£0,0006 6,099 1,500 ns
KRAJ 2 H1, H2 0,525+ 0,055 0,0023+0,0002 4,038 2,151 **
OSSZES 6 H1,H2 H3,H4,H5 H6 0417+0,049 0,0015+0,0003 0,147 -1,147 ns

Haplotipus szam (H), haplotipus (Hd) és nukleotid (w) diverzitas, szoras (SD), Fs — Fu-féle Fs
érték (Fs), D — Tajima-féle D érték (D) és a szignifikancia szint (p (D*)), a DnaSP v6.12.03
szoftver hasznalataval. ns = nem szignifikans (P > 0,10), **P < 0,05.

MF — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF — morfoldgiailag hibas pannon méhek, REF
— Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei, KRAJ — mas Eurdpai

orszagokbdl szdrmazo krajnai méhek

A haplotipus diverzitas (Hd) tekintetében a legmagasabb értéket a KRAJ csoport esetében
mértem (Hd = 0,525 + 0,055), mig a legalacsonyabbat az MF allomany mutatta (Hd = 0,214 +
0,068). A nukleotid diverzitas (m), amely az egyedek kozotti genetikai tdvolsag mértékét jelzi,
szintén az MF csoportban volt a legalacsonyabb (n = 0,0003), mig a legmagasabb értéket a REF
egyedekben detektaltam (m = 0,0028). Az MF csoport esetében mindkét, a populaciok torténeti
folyamataira jellemz6 érték negativ volt (D = —2,610, Fs = —1,293), ezzel szemben az NMF, REF
és KRAJ csoportokban ezek a statisztikai mutatok pozitiv értékekkel birtak.
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A vizsgalt méhmintakbol szarmazo, a COIl és 16S gének szintetikus szekvenciai
Osszehasonlitasra keriiltek 45 kiilonb6zo, tobb Apis mellifera alfajhoz tartozo (M3. melléklet)
nyilvanosan elérhetd szekvenciaval az NCBI adatbazisbol. Az 6sszehasonlitdst a NETWORK 10

szoftverrel végeztem el (13. abra).

w(D

H2
H4

AM24O

MEF: fajtastandardnak megfelelt pannon méhek

e AM21.0
H1 NMF: morfolégiailag hibas pannon méhek
A
. @ REF: olasz méh, olasz x Buckfast, Buckfast hibridek
AM23Q
4 KRAJ: krajnai méhek

mv2

AM: Apis melliferaszekvenciak (NCBI)

Q

AM22O
0

AM4C

EM20O

AM15¢ aNRe

AM7 {3

13. abra: A COI és a 16S gének dsszevont szekvenciainak elemzésébdl szarmazd haplotipusok

kapcsolati rendszere Median-joining halozattal szemléltetve

H1-6: a vizsgalt méhcsoportok mintait tartalmazoé haplotipusok, AM1-25: NCBI adatbazisbol
szarmazo szekvenciakat tartalmazo haplotipusok (M3. melléklet). Az egyes korok mérete
aranyos az adott haplotipus gyakorisdgaval. A median vector (mv) egy feltételezett koztes

haplotipust jeldl, amely a vizsgélt mintakban nem fordult eld, a szoftver generalja.

Az AM haplotipusokhoz tartozo szekvenciak génbanki azonositoéi: AM1 - AP018403.1,
AP018404.1, AP018432.1, KY464957.1, MH341407.1, MN250878.1; AM2 - CM040891.1;
AM3 - KJ396182.1; AM4 - KJ396183.1; AMS5 - KJ396184.1; AM6 - KJ396185.1; AM7 -
KJ396186.1, MN119925.1; AM8 - KJ396187.1, MG552699.1; AM9 - KJ396188.1,
KY614238.1; AM10 - KJ396189.1; AM11 - KM458618.1, MG552682.1, MG552694.1,
MG552697.1, MG552701.1, MN585110.1, MN714162.1, MZ981768.1;, AM12 - KP163643.1;
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AM13 - KX870183.1, KX943034.1, MG552681.1, MG552698.1; AM14 - KY464958.1,
MN714161.1; AM15 - KY926884.1; AM16 - MF678581.1; AM17 - MG552687.1; AM18 -
MG552692.1; AM19 - MG552693.1; AM20 - MG552703.1, MN585109.1; AM21 -
MH341408.1; AM22 - MN585108.1; AM23 - MT188686.1; AM24 - MW811175.1; AM25 -
OKO075087.1.

Az NCBI adatbazisban szerepld referencia szekvenciakkal valé Gsszevetés soran azok
egyike sem mutatott teljes, 100 %-os egyezést az altalam vizsgalt egyedekével. A COIl és a 16S
gének szekvenciait kiilon-kiilon vetettem 0Ossze az NCBI adatbazisaval a BLAST program
segitségével, tehat nem az Osszevont szekvencidkat. Ennek oka, hogy a két gén szekvenalasabol
szarmazo, mesterségesen eldallitott szintetikus szekvenciak nem 1éteznek az NCBI adatbazisaban,
a gének a genomban egymadstdl tavol helyezkednek el. A H1, H2, H3, H4 és HS5 haplotipusok
nagyfokt hasonlosagot mutattak ismert alfajokkal, tigymint az olasz (Génbanki azonosito:
MH341408.1), a krajnai (Génbanki azonosito: MW811175.1), és a kaukazusi méhek (Génbanki
azonositd: AP018404.1), valamint a Buckfast hibrid (Génbanki azonosito: AP018432.1). Ezzel
szemben a H6 haplotipus a kovetkezd, foként afrikai elterjedésii alfajokkal mutatott genetikai
hasonlosagot: a fokfoldi (Apis mellifera capensis, Génbanki azonosito: MG552682.1), a kelet-
afrikai magasfold (Apis mellifera scutellata, Génbanki azonosito: MG552701.1), az észak-afrikai
méh (Apis mellifera intermissa, Génbanki azonosito: KM458618.1) és az Apis mellifera ruttneri
(Génbanki azonosito: MN714162.1).

5.1.2. Evolicios eredet meghatarozasa az tRNAleu-cox2 intergénikus régio (COI-COIlI)
alapjan
A tRNAleu-cox2 intergénikus régi6o (COI-COII) analizise soran Osszesen 124 minta
szekvenciaja bizonyult értékelheté mindséglinek (Génbanki azonositok: PQ724159 - PQ724284).
A szekvenalt szakaszok 465 bazispar hosszusaguak voltak, és a referenciaszekvencia 3456.
nukleotid pozicigjatdl indultak (Génbanki azonositd: MN250878.1). A vizsgalat soran hat

polimorf hely keriilt azonositasra, melyek alapjan a mintak hat kiilénb6z6 haplotipusba sorolodtak

(7. tablazat, M11. melléklet).
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7. tablazat: Haplotipusok el6fordulasa az egyes mintacsoportokban a tRNAleu-cox2 intergénikus
régio (COI-COII) esetén

Haplotipus Egyedszam (db) Polimorfizmus poziciéja (bp)
Osszes MF NMF REF KRAJ 17 61 113 134 179 314

HEL1 (C1) 45 24 13 7 1 . . . . T C

HE2 (C2p) 13 1 12 . A . .

HE3 (C2i) 2 2 . . . A . .

HE4 (C2d) 41 20 14 7 T T A G C T
HES (C2e) 22 9 5 8 ) .

HE®6 (C2I) 1 1 . )

A tablazat a polimorf helyek szamat mutatja (6) az egyes haplotipusokon beliil, valamint az
egyedek eloszlasat az adott haplotipusokban.

HE1-6: a vizsgalt méhcsoportok mintait tartalmazé haplotipusok, zarojelben azok az NCBI
adatbazisban altaldnos elfogadott nevezéktana

MF — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF — morfoldgiailag hibas pannon méhek, REF
— Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei, KRAJ — mas Eurdpai
orszagokbdl szarmazé krajnai méhek

(-) — delécio/mukleotid hiany

Az NCBI adatbazissal torténd Osszehasonlitd elemzés alapjan valamennyi azonositott
haplotipus korabban mar leirdsra keriilt, és a szakirodalomban elfogadott nevezéktan szerint
elnevezett formaban szerepel (Franck et al. 2000, Mufioz et al. 2009, Alburaki et al. 2023). A
génbanki adatbazis alapjan az alabbi haplotipusokat azonositottam, amelyek mindegyike a C
evolucios vonalhoz tartozott: HE1 — C1 (Génbanki azonosito: FJ824582.1), HE2 — C2p (Génbanki
azonosito: HM117904), HE3 — C2i (Génbanki azonositdé: JQ97703), HE4 — C2d (Génbanki
azonosito: FJ824584), HE5 — C2e (Génbanki azonosito: FJ824586), HE6 — C2l (Génbanki
azonosito: GQ433625).

A minték tobbsége a C1 (36,29 %) és C2d (33,06 %) haplotipusokba sorolddott, mig a C21
haplotipusba csupan egy MF egyed tartozott. A HE1 (C1) haplotipusban valamennyi vizsgalt
csoport egyedei képviseltették magukat, beleértve nemcsak a pannon (MF, NMF) és krajnai
(KRAJ) méheket, hanem a REF csoportba tartozo olasz méh x Buckfast hibrideket is. Bar a C2d
¢s a C2e haplotipusok viszonylag sok egyedet foglaltak magukba, a REF csoportbdl szarmazé
mintak nem voltak jelen benniik, kizarolag MF, NMF és KRAJ egyedeket tartalmaztak. A HE2
(C2p) haplotipus az olasz méh egyedeibdl, néhany Buckfast hibridbdl, valamint egy MF egyedbdl
allt. A HE3 (C21i) haplotipusba két Buckfast hibrid egyed tartozott.
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A tRNAleu-cox2 intergénikus régi6 (COI-COIIl) vizsgalata alapjan a legnagyobb
haplotipus diverzitas az MF (Hd = 0,525) és a REF (Hd = 0,581) csoportban mutatkozott, mig a
legalacsonyabb értéket a KRAJ csoport esetében kaptam (Hd = 0,125). A nukleotid diverzitas
szintén a krajnai méhekben volt a legalacsonyabb (7 = 0,0005), mig a legmagasabb értéket a REF
csoportban mértem (nm = 0,0035). A COI és a 16S szintetikus szekvenciaival ellentétben, az
intergénikus régional a Tajima-féle D és Fu-féle Fs értékek az MF csoportban pozitivak voltak. A
KRAJ csoport Tajima-féle D értékét leszamitva minden mas csoportban pozitiv értékeket kaptam
(8. tablazat).

8. tablazat: A vizsgalt mézel6 méhcsoportok genetikai varianciaja a tRNAleu-cox2 intergénikus

mtDNS régi6 (COI-COII) alapjan

Csoport H Haplotipus Hd + SD 7+ SD Fs D p (D*)
MF 5 HE1, HE2, HE4, HE5, HE6 0,525+0,023 0,0023 +0,0001 2,325 1,205 ns
NMF 3 HE1, HE4, HES5 0,498 £ 0,039 0,0022 +0,0002 3,421 2,021 *
REF 3 HE1, HE2, HE3 0,581 +0,075 0,0035+0,0004 2,606 1,325 ns
KRAJ 3 HE1, HE4, HES5 0,125+0,106  0,0005 +0,0005 0,177 -1,498 ns

OSSZES 4 HEl1, HE2, HE3, HE4, HE5, HE6 0,598 0,024  0,0025 +0,0001 2,167 1,085 ns

Haplotipus szam (H), haplotipus (Hd) és nukleotid (m) diverzitas, szords (SD), Fs — Fu-féle Fs
érték és D — Tajima-féle D érték és a szignifikancia szint (p (D*)) a DnaSP v6.12.03 szoftver
hasznélataval

ns = nem szignifikans (P > 0,10), *0,05 <P <0,10

MF — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF — morfologiailag hibas pannon méhek, REF
— Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei, KRAJ —mas Eurdpai

orszagokbdl szarmazd krajnai méhek

A kapott szekvenciak Osszehasonlitasra keriiltek 62, az NCBI adatbazisbol szarmazé
szekvenciaval (M3., M4. melléklet) a DnaSP v6.12.03 és a Network 10 szoftverek segitségével. A
vizsgélat soran Osszesen 45 haplotipusba sorolodtak a szekvencidk, melyek négy evolucids

vonalhoz tartoztak: A, C, O és M (14. abra).
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14. abra: Median-joining hal6zat a haplotipusok kozotti kapcsolatok szemléltetésére a tRNAleu-

cox?2 intergénikus régio (COI-COII) vizsgalata alapjan

HE1-6: a vizsgalt méhcsoportok mintait tartalmazo haplotipusok, AME1-39: NCBI adatbazisbol
szarmazé szekvenciakat tartalmazo haplotipusok (M3., M4. melléklet). Az egyes korok mérete
aranyos az adott haplotipus gyakorisagaval. A, C, O, M: kiilonbzd evollcios vonalak.

Az AM haplotipusokhoz tartoz6 szekvencidk, génbanki azonositok: HE1 - MN250878.1,
MH341407.1, AP018432.1, AP018403.1; AME1 - OK075087.1, HQ260353.1, CM040891.1,
AME2 - MW677211.1, MN585109.1, MG552703.1, MG552697.1, MG552687.1; AMES -
MW677198.1, MZ981768.1, MN585110.1, MG552699.1, MG552693.1, MG552692.1,
KY614238.1;, AME4 - MT741505.1; AMES - MT741503.1; AMEG - MT741502.1; AME7 -
MT741501.1; AMES8 - MT741500.1; AME9 - MT741499.1; AME10 - MT741498.1; AMEL11 -
MG788257.1, AME12 - JQ977704.1, AME13 - JQ973664.1; AME14 - JQ973663.1, AME15 -
JQ754650.1; AMEL6 - JQ754649.1; AMEL7 - JQ754648.1; AME18 - JF723978.1, KY464957.1,
AP018404.1; AME19 - HQ337446.1; AME20 - HQ260370.1; AME21 - HQ260368.1; AME22 -
HQ260359.1; AME23 - HQ260355.1; AME24 - HQ260351.1; AME25 - HQ260344.1; AME26 -
HM117906.1; AME27 - HM117905.1; HE4 - MH341408.1; HES - MW811175.1; AME28 -
MT188686.1; AME29 - MG552701.1; AME30 - MG552698.1; AME31 - MG552682.1; AME32

- MG552681.1; AME33 - MF678581.1, KJ396182.1; AME34 - KX943034.1; AMESS5 -
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KX870183.1; AME36 - KM458618.1; AME37 - KJ396188.1, KJ396186.1, KJ396184.1;
AMES38 - KJ396187.1; AME39 - KJ396183.1.

A HE1 (C1) haplotipus a legtobb egyedet tartalmazd csoport (49 minta), amelyben a
vizsgalt mintakon (MF, NMF, REF és KRAJ) kiviil a kovetkezOk is megtalalhatoak voltak: olasz
méh (Génbanki azonosito: MH341407.1), krajnai méh (Génbanki azonositok: AP018403.1,
MN250878.1), valamint egyéb Buckfast hibrid (Génbanki azonositdo: AP018432.1). A masodik
legtobb elemet tartalmazé haplotipus a HE4 (C2d) volt, melybe a génbanki szekvenciak koziil
csupan csak egy olasz méh (Génbanki azonosito: MH341408.1) keriilt, mig a HE5 (C2e)
haplotipus egy krajnai méh egyedet tartalmazott (Génbanki azonosito: MW811175.1).

Az evolucids vonalak attekinthetébb bemutatasa érdekében egy filogenetikai fat is
készitettem (15. abra) a MEGA 11 szoftver segitségével ugyanazon szekvenciak alapjan,
amelyeket a halozatelemzéshez is felhasznaltam (14. abra). A fa egyértelmiien azt jelzi, hogy a
vizsgalt mintdk legszorosabb filogenetikai kapcsolatban a C evolucioés vonal haplotipusaival
vannak, ugyanakkor viszonylag kozeli rokonsag figyelheté meg az O vonalhoz tartozo

haplotipusokkal is.
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15. abra: A tRNAIleu-cox?2 intergénikus régi6é (COI-COII) filogenetikai elemzése a pannon méh

evolicioés vonalanak meghatarozasara

HE1-6: vizsgalatban részt vevd csoportok mintdit tartalmazd haplotipusok, utdna zarojelben az
adott haplotipushoz tartozo egyedek szama. Emellett feltiintetésre keriiltek a haplotipusok
altalanos elfogadott elnevezései az NCBI adatbazisban alkalmazott nomenklatura szerint.

A, C, O, M: kiilonbo6z6 evolucids vonalak

A COl és 16S mitokondrialis régiok variabilitas vizsgalata soran a H6 haplotipusba tartozo
8 db Buckfast hibrid minta nem keriilt bevonasra ebbe a vizsgalatba. Ennek oka a szekvencidk
gyenge mindsége, valamint az agardz gélen torténd ellendrzés soran a varhaté ~400 bp

fragmentméret helyett ~800 bp méretii fragmenteket detektaltam.

5.2. Mikroszatellit marker analizis

A vizsgalt méhcsoportok genetikai diverzitasanak felmérése céljabol ugyanazt a 144 mintat
genotipizaltam 20 mikroszatellit marker alkalmazasaval, mint a mitokondrialis DNS esetében.
Osszesen 224 kiilonbdz6 allélt azonositottam, legtobbet az A29 marker esetében, amely 27 eltérd
allélvaltozatot eredményezett. Ezzel szemben a legkevesebb az Ap066 markernél fordult el6,

Osszesen 3 allél.
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A legalacsonyabb atlagos allélszam a KRAJ csoportban volt (MNA = 3,7 + 2,18), amely
feltehetden a korlatozott mintaszdmnak (16 egyed) és azok szilik foldrajzi eredetének (két csalad
két méhészetbol) tudhato be. Ezzel szemben a legmagasabb alléldiverzitas az MF csoportban volt
megfigyelheté (MNA = 9,3 £4,93), amely 64 mintabdl allt, és 16 kiilonb6z6 méhanya tenyészt6tol
szarmazott (9. tablazat).

A heterozigozitasi értékek alapjan megitélhetd, hogy az allomanyok milyen mértékben
térnek el a Hardy—Weinberg egyensuly (HW) allapotatol. Az MF és NMF csoportban a vart és
tényleges heterozigozitas értékei kozott szignifikans kiilonbség mutatkozott, vagyis ezek a
csoportok eltértek a Hardy—Weinberg egyensulytol. A REF és a KRAJ csoportokban nem volt
szignifikdns eltérés ettl. Altaldban véve minden vizsgalt méhcsoportban magas volt a
heterozigozités, talan a KRAJ csoportban volt alacsonyabb némileg. A beltenyésztettségi szint

(Fis) minden vizsgalt csoportban alacsony volt (9. tablazat).

9. tablazat: A vizsgalt méhcsoportok alap diverzitas paraméterei

Csoport Egyedszam MNA £ SD He = SD Ho £ SD Fis  HW

MF 64 93+493 0,59+0,046 0,54+0014 0,088 ***
NMF 32 6,5+327 0,55+0,052 0,52+0,020 0,053 *
REF 32 72+351 0,64+0051 0,62+0,019 0,029 ns
KRAJ 16 3,7€£2,18 047+0,054 0,47+0,028 0,013 ns

*P < 0,05, ***P < 0,001

MNA — allélszamok atlaga, He — ,,unbaised” vart heterozigozitds, Ho — ,,unbaised” tényleges
heterozigozitas, SD — szoras, Fis — allomanyon beliili beltenyésztettségi érték, HW — Hardy-
Weinberg teszt, ns — nem szignifikans,

MF — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF —morfologiailag hibas pannon méhek, REF
— Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei, KRAJ —mas Eurdpai

orszagokbol szarmazo krajnai méhek

Szamos ritka allélt (gyakorisaguk 10 % alatti) detektaltam, tobb olyan is el6fordult, amely
kizardlag az egyik csoportban volt csak kimutathaté (MF: 44 db, NMF: 6 db, REF: 24 db, KRAJ:
2 db). Két allélvaltozat kizarolag az NMF és a REF csoportban fordult elé (M12. melléklet).

A csoportok kozotti genetikai differencia mértékét paronkénti Fst értékek szamitasaval
hataroztam meg. Az elemzés soran a legnagyobb genetikai kiilonbség a REF és a KRAJ csoportok
kozott volt (Fst=0,071), mig a legalacsonyabb az MF és az NMF kozott (Fst = 0,008). A genetikai
differencidk valamennyi esetben szignifikansnak bizonyultak, még az MF és NMF kismértékii
eltérést mutato értéke is (10. tablazat).
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10. tablazat: A vizsgalt méhcsoportok paronkénti Fst értékei (atlo alatt) és azok szignifikancia

szintje (atlo felett)

MF NMF REF KRAJ

MF 0,005 0,000 0,000
NMF 0,008 0,000 0,000
REF 0,042 0,047 0,000

KRAJ 0,032 0,037 0,071

(p érték: 9999 permutacion alapuld P (rand > adat) valoszintisége, AMOVA)
MF — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF — morfoldgiailag hibas pannon méhek, REF
— Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei, KRAJ — mas Eurdpai

orszagokbdl szdrmazo krajnai méhek

A fékoordinata elemzés (PCoA, Principal Coordinate Analysis) soran azt tapasztaltam,
hogy az egyedek kozotti genetikai tavolsagok alapjan a REF csoport viszonylag jol elkiiloniilt a
tobbit6l. Az MF és az NMF csoportok kozott atfedés volt megfigyelheté, melyet a paronkénti Fst
értékek is alatamasztottak. A KRAJ egyedek viszonylag kozel helyezkedtek el az MF csoporthoz,
ami nem meglepd, tekintve, hogy a pannon méh a krajnai méh egy 6kotipusa. Ugyanakkor a KRAJ
csoport egyedei két, egymastol viszonylag tavoli részén helyezkedett el a koordinata rendszernek,

mely jol reprezentalja kiilonb6z6 szarmazasi helyeiket (16. abra).
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Fokoordinata elemzés (PCoA)
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16. abra: A vizsgalt méhcsoportokon végzett fokoordinata elemzés (PCoA) egyedek kozotti

genetikai tavolsagok alapjan

MF (kék) — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF (sziirke) — morfologiailag hibas
pannon méhek, REF (narancs) — Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh

alfajok egyedei, KRAJ (piros) — mas Eurdpai orszagokbol szarmazo krajnai méhek

A fékomponenseken alapul6 diszkriminancia analizis (DAPC) esetében az optimalis PCA
szam 15 volt, melyet felhasznaltam az értékelés soran. Azt latjuk, hogy a REF szépen elkiiloniilt a
tobbi vizsgalt méhcsoporttol. Az MF és az NMF kozott itt is részleges atfedés volt érzékelhetd,

azonban észrevehetd, hogy az NMF egyedei jobban hasonlitanak a krajnai méhekhez (KRAJ),
mint az MF egyedek (17. abra).
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eigenvalues

PCA eigenvalues

I

17. abra: A vizsgalt méhcsoportok egyedein végzett diszkriminancia analizis (DAPC) 15

fékomponens alapjan

MF (kék) — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF (sziirke) — morfoldgiailag hibas
pannon méhek, REF (sarga) — Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok
egyedei, KRAJ (piros) — mas Eurdpai orszagokbol szarmaz6 krajnai méhek, DA eigenvalues —

diszkriminancia analizis sajat értékei, PCA eigenvalues — fékomponens analizis sajat értékei
A vizsgalt méhcsoportok genetikai struktirajanak felmérése soran meghataroztam az

Evanno moédszer szerinti legvaloszinlibb csoportositast (delta K), mely a K=3 volt (18. abra). A

négy méhcsoport tehat harom jol elkiiloniilé klaszterbe volt sorolhaté a program szerint.
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Delta K = mean(|L"(K)|) / stdev[L(K)]

39.977

18. abra: A vizsgalt méh egyedek legvaloszinilibb csoportositasa (delta K) az Evanno

modszer alapjan

Delta K — valészintiségi fiiggvény masodrendil valtozasanak mértékén alapuld mennyiség, K —

genetikai klaszterek szama

A CLUMPAK szoftver segitségével vizualizaltam az optimalis klaszterezédést (K=3), mely
valoszinliségét tekintve 92 %, vagyis 100 futasbol 92 alkalommal kaptam meg ugyanazt a
megoldast, 97 %-os kiiszobérték mellett (19. abra).
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19. ébra: A vizsgalt mézeld méhcsoportok egyedeinek osztalyozdsa STRUCTURE

analizissel (K=3)

MF — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF — morfoldgiailag hibas pannon méhek,
REF — Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei, KRAJ — mas

Europai orszagokbol szarmazo krajnai méhek, K — csoportok szama

A REF csoport egyedei egyértelmiien elkiiloniiltek a pannon eredetti (MF, NMF), illetve a
krajnai (KRAJ) méhekt6l, melyet az abran a sotétlila szin jol mutat. A narancssarga szinnel jelolt
klaszter legf6képpen az MF csoportban volt jelen, habar jelentds mértékben megtalalhato volt az
NMF csoportban is, vagyis az MF és NMF csoportok kozotti atfedés ez esetben is megfigyelheto
volt. Ugyanakkor a vilagoskék szinnel jelolt Klaszter leginkabb a KRAJ csoport egyedeit

jellemezte, és kisebb mértékben MF, nagyobb mértékben NMF egyedek is ebbe a csoportba
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sorolddtak. Ez alatdmasztja a DAPC analizis soran kapott eredményeket, miszerint az MF és NMF
kozott kismértéki kiilonbség figyelhetd meg, illetve az utobbi jobban hasonlit a krajnai méhekhez,

mint az eldbbi.

5.2.1. A teljes genom szekvenalasra kivalasztott mintagyiijtemény populaciogenetikai

analizise mikroszatellit markerekkel

Az SNP vizsgalatokra kivalasztott mintak (87 egyed) alkotta méhcsoportok alap diverzitas
mutatdi nem valtoztak szdmottevden a 144 mintabol 4llé6 mintagytijteményhez (9. tablazat) képest
a mikroszatellit marker analizis soran. A mintaszam csaknem felére redukalasaval nem csékkentek
jelentOsen a diverzitasi értékek, egyediil az MF csoportban volt ez felfedezhetd, hiszen kevesebb,
mint felét valasztottam ki, hogy az egyes méhcsoportok kiegyenlitett mintaszammal vehessenek
részt a vizsgalatban. Azonban tovabbra is magas heterozigozitas €s alacsony beltenyésztettségi

szint jellemezte a kialakitott harom méhcsoportot (11. tablazat).

11. tablazat: Az SNP vizsgalatra kivalasztott méh egyedek harom csoportjanak alap diverzitas

paraméterei
Csoport Egyedszam MNA +SD He = SD Ho £ SD Fis  HW
MF 29 7,5+4,01  056+0,050 0,52+0,021 0,073 **
NMF 29 6,0+3,20 053+0,053 0,50+0,021 0,054 *
REF 29 73+3,83 0,64+£0,050 0,62+0,020 0,037 ns

MNA — allélszamok atlaga, He — ,,unbaised” vart heterozigozitds, Ho — ,,unbaised” tényleges
heterozigozitas, SD — szoras, Fis — allomanyon beliili beltenyésztettségi érték, HW — Hardy-
Weinberg teszt, ns = nem szignifikans, *P < 0,05, **P < 0,01

MF — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF —morfologiailag hibas pannon méhek, REF
— Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei
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Ezen kiviil a PCoA (20. abra) és a STRUCTURE (21. abra) elemzést is elvégeztem a 87
egyeddel rendelkezé mintakollekcion.

Fokoordinata elemzés (PCoA)

.
'S ®e *
0“
LER 4 .
o~ . ¢ . * MF
£ ¢ g
g o L NMF
.
REF

Coord. 1

20. abra: Az SNP vizsgalatokra kivalasztott mintakollekcié fokoordinata elemzése

MF (kék) — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF (sziirke) — morfoldgiailag hibas
pannon méhek, REF (narancs) — Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh

alfajok egyedei
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21. abra: Az SNP vizsgalatokra kivalasztott mintakollekcio klaszteranalizise mikroszatellit

markerekkel (K=3)

MF — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF — morfologiailag hibas pannon
méhek, REF — Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei

Mindkét elemzés soran hasonldkat tapasztaltam, mint a nagyobb elemszammal torténd
populacidgenetikai értékelés esetén, miszerint az MF és NMF csoportok némi atfedést mutattak,
am a REF csoport nagyon jol elkiiloniilt a pannon méhektél. Fontos megjegyezni, hogy a
STRUCTURE analizis soran az Evanno modszer szerinti legvaldsziniibb (98 %) csoportositas ez

esetben is a K=3 volt, és ebben az Osszehasonlitasban nem szerepeltek a krajnai méhek. Lila

60



szinnel jelent meg a harmadik csoport, mely leginkabb az NMF csoportban volt detektalhato.
Eléfordultak egyedek, melyek az MF csoportba klaszterezddtek lila szinnel, ugyanakkor a harom

méhcsoportot a program harom klaszterbe sorolta (21. bra).

5.3. Nagy felbontasu markerelemzés pontmutaciok alapjan

A vizsgalatba harom méhcsoport 29-29 egyede Keriilt bevonasra: MF, NMF és REF. Az
elemzés Gsszesen 6.533.718 10kusz esetén tart fel varianst a 87 mintaban, melyek az alternativ
allélok. Ebbél 67.078 10kusznal a referencia genomhoz képest az altalam vizsgalt mintakban
kétféle alternativ allélvéltozat, mig 604 16kusznal ezekben a mintdkban haromféle alternativ
allélvaltozat keriilt meghatarozasra. A nagymértékii csokkenés oka, hogy a kétféle alternativ allél
esetén az egy ¢és a harom alternativ allélvaltozatok nem szerepeltek, a harom alternativ allélvaltozat
esetén pedig az egy és a kettd alternativ allélos valtozatok nem.

A PCA elemzés alapjaul az 5-98 % kozotti gyakorisaggal eléforduld alternativ allélok
szolgaltak, ami még igy is 5.912.008 varianst (SNP) jelentett Gsszességében (22. abra).

MF
*  NMF
REF

pC2

o4 02 00 02
PC1

22. abra: Fokomponens elemzés (PCA): harom vizsgalt méhcsoport (MF, NMF, REF)
egyedeinek egymashoz vald viszonya 5-98 % gyakorisaggal eléfordulo SNP variansok

alapjan

MF (piros) — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF (z61d) — morfologiailag hibas
pannon méhek, REF (kék) — Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh
alfajok egyedei

61




Ennek eredményeként elmondhato, hogy a REF csoport nagyon szépen elkiiloniilt az MF
¢s az NMF egyedektdl. Ezzel szemben az MF és NMF méhek némileg atfedést mutattak, mint
ahogy a mikroszatellit analizis sordn is. Ugyanakkor megjegyzendd, hogy jelen esetben az MF
csoport, vagyis a fajtastandardnak megfelelt pannon méhek egy sokkal koncentraltabb csoportot
alkottak, mig az NMF csoport egyedei meglehetdsen szortan helyezkedtek el az abran.

A variansok kétféle megkozelitésbol (70-30 % és 30-70 %) torténd sziirését kdvetden
oszlopdiagrammon abrazoltam azok kromoszomakon vald elhelyezkedését. Ahol a varidnsok
gyakorisaga 70 % felett volt az MF csoportban, és 30 % alatt az NMF ¢és REF egyedeknél, a 6. és
15. kromoszéman nem volt kimutathatdé SNP, mig a legtobb eltérés (7) a 13. kromoszéman volt
megfigyelhetd. Ahol az alternativ allél gyakorisaga 30 % alatti volt az MF esetén, és 70 % feletti
az NMF ¢és REF csoportokban, a legnagyobb szamt SNP (9) a 6. és a 12. kromoszéman fordult
el6, mig a legkevesebb (1) a 7., 9. és 14. kromoszomakon (23. abra).

Sziirés utani SNP variansok szama az egyes kromoszomakon

[N
o

SNP szama (darab)

o P N W B~ OO N o ©

8 9 10 11 12 13 14 15 16
Kromoszoma

BEMF <30% - NMF>70% -REF>70% BMF>70% - NMF <30 % - REF <30 %

23. dbra: Az adatok sziirését koveté SNP variansok szama az egyes kromoszémakon

MF — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF — morfoldgiailag hibas pannon méhek,
REF — Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei

Osszességében elmondhatd, hogy az adatok sziirését kdvetden is, a detektalt SNP variansok

viszonylag jol lefedik a genom egészét.
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A variansok szamanak csokkentése soran 31 olyan alternativ allélt (SNP) hataroztam meg,
melyek az MF esetén legalabb 70 %-os, mig az NMF és a REF csoportokban legfeljebb 30 %-o0s
gyakorisaggal fordultak el6 (12. tablazat).

12. tablazat: SNP variansok, melyek a fajtastandardnak megfelelt pannon méheket jellemzik

legalabb 70 %-os el6fordulasi gyakorisaggal

Kromoszéma TOHG® Aol HAV31  ALT Alternativ allél gyakorisaga ()
(bp) - MF NMF REF OSSZES
LG1 1202154 C T 72,4 20,7 17,2 63,2
LG1 23281646 C T 79,3 17,2 17,2 62,1
LG1 23281730 G A 82,8 20,7 13,8 60,9
LG2 9389251 C T 75,9 27,6 27,6 56,3
LG3 3610110 T C 72,4 20,7 24,1 60,9
LG3 13498219 A G 72,4 27,6 17,2 60,9
LG4 10720125 C T 72,4 10,3 10,3 69,0
LG5 4313754 C G 79,3 17,2 20,7 60,9
LG5 8134791 T A 79,3 27,6 27,6 55,2
LG7 1598152 G A 72,4 27,6 24,1 58,6
LG8 8475778 A G e 24,1 27,6 58,6
LG8 8475783 T C 72,4 27,6 27,6 57,5
LG9 10601925 T C 75,9 27,6 20,7 58,6
LG10 1965531 G A 75,9 17,2 20,7 62,1
LG11 12390665 C T 72,4 27,6 24,1 58,6
LG11 12390669 C T 72,4 27,6 24,1 58,6
LG11 12390743 G A 72,4 27,6 24,1 58,6
LG12 3766619 T A 79,3 20,7 24,1 58,6
LG12 5369881 G A 72,4 10,3 20,7 65,5
LG13 2373719 G A 72,4 27,6 27,6 57,5
LG13 3408464 G A 72,4 27,6 27,6 57,5
LG13 6734144 C T 72,4 24,1 24,1 59,8
LG13 7147204 G A 72,4 27,6 20,7 59,8
LG13 10938965 G A 75,9 24,1 20,7 59,8
LG13 10939021 G A 72,4 24,1 20,7 60,9
LG13 10939038 T C 72,4 24,1 20,7 60,9
LG14 3738693 C T ! 20,7 10,3 65,5
LG14 6129500 C T 82,8 10,3 24,1 60,9
LG14 6129566 G A 79,3 10,3 24,1 62,1
LG16 2504968 G A 72,4 24,1 20,7 60,9
LG16 5067648 C T 72,4 24,1 27,6 58,6

LG1-16 — Apis mellifera kromoszoma szama, Amel_HAv3.1 — génbanki referencia szekvencia
allélja (referencia allél), ALT — alternativ allél, amely a vizsgélatban el6fordult

MF — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF —morfoldgiailag hibas pannon méhek, REF
— Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei
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Ezzel szemben 69 olyan varianst azonositottam, amelyek az MF csoportban legfeljebb 30
%-o0s, mig az NMF ¢és a REF esetén legalabb 70 %-os gyakorisaggal voltak jelen, vagyis inkabb a
morfologiai hibaval rendelkezd, és az egyéb, hazankban el6fordul6 alfajok egyedeire jellemzéek

(13. tablazat).

13. tablazat: SNP varidnsok, melyek a morfologiai hibaval rendelkezd, és a hazankban el6fordulo

egy¢eb alfajok egyedeit jellemzik legalabb 70 %-os eldfordulasi gyakorisaggal

Alternativ allél gyakorisaga (%)
MF NMF REF OSSZES

Kromoszoma Pozici6 Amel HAv3.1  ALT

LG1 4136757 C T 27,6 75,9 75,9 40,2
LG1 9715782 C T 24,1 72,4 82,8 40,2
LG1 25199030 T C 24,1 72,4 79,3 41,4
LG1 26242435 T Cc 24,1 72,4 72,4 43,7
LG1 26242439 T C 24,1 72,4 72,4 43,7
LG1 27733472 C T 27,6 82,8 75,9 37,9
LG2 10991844 T C 24,1 72,4 72,4 43,7
LG2 14934170 A G 24,1 72,4 72,4 43,7
LG2 15059464 T A 24,1 75,9 79,3 40,2
LG2 15059493 A G 27,6 75,9 79,3 39,1
LG3 5861512 G A 27,6 82,8 75,9 37,9
LG3 5861684 C T 27,6 72,4 82,8 39,1
LG3 7241042 G C 27,6 79,3 82,8 36,8
LG3 7946522 C T 27,6 75,9 72,4 41,4
LG3 7946531 T C 27,6 75,9 72,4 41,4
LG3 8425607 C T 27,6 72,4 96,6 34,5
LG4 9314597 T C 24,1 75,9 75,9 41,4
LG4 11607945 T Cc 24,1 72,4 72,4 43,7
LG5 6953399 T C 17,2 72,4 72,4 46,0
LG5 8017367 T Cc 17,2 72,4 75,9 44,8
LG5 8017510 A G 20,7 75,9 82,8 40,2
LG5 8812571 C T 24,1 75,9 72,4 42,5
LG5 12170608 T C 24,1 82,8 75,9 39,1
LG5 12915804 A G 27,6 72,4 72,4 42,5
LG5 12915828 T C 27,6 72,4 72,4 42,5
LG5 12915831 A G 27,6 72,4 72,4 42,5
LG6 3175402 G A 27,6 75,9 75,9 40,2
LG6 3175516 T Cc 27,6 75,9 75,9 40,2
LG6 3175524 T C 27,6 75,9 75,9 40,2
LG6 3175599 T Cc 27,6 75,9 72,4 41,4
LG6 10147194 T G 27,6 72,4 96,6 34,5
LG6 10168167 A G 24,1 72,4 72,4 43,7
LG6 10168261 G A 27,6 72,4 72,4 42,5
LG6 12440745 T Cc 27,6 72,4 79,3 40,2
LG6 13763725 C T 24,1 75,9 75,9 41,4
LG7 3312824 G A 27,6 89,7 86,2 32,2
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LG8 1223748 T C 27,6 72,4 79,3 40,2
LG8 7433904 T Cc 24,1 75,9 79,3 40,2
LG8 9523168 A G 27,6 72,4 931 35,6
LG8 9523190 T C 27,6 72,4 75,9 41,4
LG8 9523215 T C 27,6 72,4 75,9 41,4
LG8 9523229 T C 24,1 72,4 75,9 42,5
LG8 9523324 A G 27,6 72,4 82,8 39,1
LG9 8798510 C T 20,7 79,3 72,4 42,5
LG10 12213608 G A 27,6 72,4 82,8 39,1
LG10 12214100 G A 27,6 72,4 82,8 39,1
LG10 12214106 T A 27,6 72,4 82,8 39,1
LG11 1125970 C T 20,7 72,4 86,2 40,2
LG12 707890 G A 27,6 75,9 82,8 37,9
LG12 707907 G A 27,6 75,9 82,8 37,9
LG12 707916 A G 27,6 75,9 82,8 37,9
LG12 707934 T C 27,6 75,9 82,8 37,9
LG12 707951 G C 27,6 72,4 82,8 39,1
LG12 707984 C G 27,6 72,4 82,8 39,1
LG12 708010 G A 27,6 72,4 82,8 39,1
LG12 708018 T C 27,6 72,4 82,8 39,1
LG12 5771687 T C 27,6 72,4 75,9 41,4
LG13 8903422 T C 24,1 75,9 72,4 42,5
LG13 8903649 G C 20,7 72,4 75,9 43,7
LG13 8903661 G A 20,7 72,4 75,9 43,7
LG13 8903859 G A 24,1 79,3 86,2 36,8
LG13 8903910 G A 24,1 79,3 86,2 36,8
LG13 8903920 C T 24,1 79,3 82,8 37,9
LG14 6256411 A G 24,1 75,9 72,4 42,5
LG15 3548220 G A 24,1 86,2 79,3 36,8
LG15 7191213 G A 27,6 75,9 89,7 35,6
LG16 5199669 T A 24,1 79,3 75,9 40,2
LG16 5199671 C G 24,1 79,3 75,9 40,2
LG16 5199674 C A 24,1 79,3 75,9 40,2

LG1-16 — Apis mellifera kromoszoma szama, Amel_HAv3.1 — génbanki referencia szekvencia
allélja (referencia allél), ALT — alternativ all¢l, amely a vizsgélatban el6fordult, MF —
fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF — morfoldgiailag hibas pannon méhek, REF —
Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

6.1. A mitokondrialis DNS adatok értelmezése és jelentosége

A pannon méh evolucios eredetét a tRNAleu-cox2 intergénikus mitokondrialis régioé (COI-
COIl) vizsgalata alapjan hataroztam meg. Megallapitottam, hogy a vizsgalt méhcsoportok minden
egyede a C evolucios vonal valamely haplotipusahoz tartozott. Ez a vonal az észak-mediterran
térséghez tartozo alfajokat foglalja magaban, Gigymint az olasz és a krajnai méhet is. A mintak
Osszesen hat kiilonbozé haplotipusba voltak sorolhatok a hat polimorf hely alapjan, melyek
mindegyikét azonositottam az NCBI adatbazisban, és az altalanosan elfogadott nevezéktan szerint
kategorizaltam: C1, C2i, C2d, C2e, C21 és C2p. A C1 haplotipust korabban mar t6bb orszagban is
detektaltdk, példaul  Olaszorszagban,  Ausztridban, Szlovénidban, = Magyarorszagon,
Horvatorszagban, Romaniaban, Szerbiaban, Csehorszaghan, valamint az Egyesiilt Allamokban
(Susnik et al. 2004, Muiioz et al. 2009, Coroian et al. 2014, Muifioz & De la Rtia 2021, Alburaki
et al. 2023). A C2i haplotipus jelenlétét kimutattak Szlovéniaban, Romaniaban, Albaniaban,
Gorogorszagban, Szerbiaban, illetve az USA-ban is (Mufioz et al. 2009, Mufoz & De la Rua 2021,
Patenkovi¢ et al. 2022, Alburaki et al. 2023). A C2d haplotipus eléfordulasat rogzitették mar
Szlovénidban, Magyarorszdgon, Horvatorszagban, Romanidban, Albanidban, Bulgariaban,
Gordgorszagban, Szerbidban, Eszak-macedoniai Koztarsasagban és az Egyesiilt Allamokban
(Susnik et al. 2004, Mufioz et al. 2009, Marghitas et al. 2010, Coroian et al. 2014, Mufioz & De la
Rua 2021, Patenkovi¢ et al. 2022, Alburaki et al. 2023). A C2e haplotipust eddig Ausztriaban,
Szlovéniaban, Magyarorszagon, Horvatorszagban, Montenegroban, Romaniaban, és Szerbiaban
detektaltak (Mufioz et al. 2009, Coroian et al. 2014, Mufioz & De la Riia 2021, Patenkovic et al.
2022), mig a C2I haplotipus jelenlétét Bulgariaban és Szerbiaban regisztraltak (Mufioz & De la
Rua 2021, Patenkovic et al. 2022). A C2p haplotipust Roméania és Szerbia térségében azonositottak
(Coroian et al. 2014, Muiioz & De la Rua 2021). Fontos megjegyezni, hogy a C2i, a C21 és a C2p
haplotipusok jelenlétét korabban nem mutattak ki magyarorszagi méhekben. Az O evolucios
vonalba tartozo haplotipusok egyiitt csoportosultak a C vonalat reprezentalé haplotipusokkal (14.
abra), mely alatamasztja Tihelka és munkatarsai (2020) megallapitasat, miszerint a két vonal nagy
valoszinliséggel egy monofiletikus csoportot alkot. A fajtastandardnak megfelelt pannon méh
(MF) mitokondrialis régidinak valtozatossagat tekintve megallapithato, hogy a szintén C evolicios
vonalhoz tartozo szerb és amerikai populaciokhoz képest alacsonyabb a haplotipus diverzitasuk,
ugyanakkor a nukleotid diverzitasuk magasabb (Patenkovi¢ et al. 2022, Alburaki et al. 2023). A

libanoni (O evolucios vonal) és a svajci (M evolucios vonal) populaciok esetében a diverzitasi
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értékek meghaladtak a fajtastandardnak megfelelt pannon méhekét, azonban ezek elmaradtak a
guineai (A vonal) és a francia (M vonal) méhallomanyok diverzitasi szintjét6l (Franck et al. 2000).

A masik két mitokondrialis DNS régiohoz tartozo haplotipusok koziil a COl esetében egyik
sem szerepelt az NCBI adatbazisdban, mig a 16S régidhoz tartozé négy haplotipus koziil kett6t
mar korabban detektaltak. A COl gén diverzitasi eredményeinek (M9. melléklet) 6sszehasonlitasa
egy korabbi, Magyarorszagon végzett vizsgalattal (Péntek-Zakar et al. 2015) azt mutatta, hogy a
jelenlegi tanulmanyban alacsonyabb volt a fajtastandardnak megfelelt pannon méhek (MF)
haplotipus és nukleotid diverzitasa is. A COIl génben két polimorfizmus aminosav-valtozast
okozott az NCBI adatbazisban szereplé szekvencidhoz (Génbanki azonosité: NC 051932.1,
Génazonositd: 60455728) képest: izoleucin helyett metionin, illetve valin helyett izoleucin
transzlalodott. A polimorfizmusok kodold régiokban helyezkednek el, és a méhekre gyakorolt
hatasuk megallapitasa tovabbi vizsgdlatokat igényel.

A mesterségesen sszevont szekvenciak (COl, 16S) vizsgalata alapjan a legtobb haplotipus
egy csoportba sorolodott, kivéve a H6. A mintdk tobbsége a C evoluciés vonalhoz tartozéd
egyedekhez allt a legkozelebb (99,43 %-0s hasonlosag), ugymint az olasz, a krajnai, a kaukazusi
méh, a Buckfast hibrid, és az Apis mellifera carpatica (Garnery et al. 1992, Moskric et al. 2022).
A H6 haplotipus nyolc olyan Buckfast egyedet tartalmazott, amelyek tobb mint 99,7 %-0s
genetikai hasonldsagot mutattak a fokfoldi (Génbanki azonositd: KX870183.1), az észak-afrikali
(Apis mellifera intermissa, Szalainé Matray 2002), Génbanki azonosito: KM458618.1) és az Apis
mellifera iberiensis (Szalainé Matray 2002) (Génbanki azonosit6: MN585110.1) alfajokkal. Ezek
az alfajok az A evolucids vonalba tartozo6 haplotipusok k6zé tartoznak (Moskric et al. 2022). T6bb
helyrdl szarmaz6 Buckfast hibrid vett részt a tanulmanyban, melyek nemesitése soran afrikai
eredetii (A evolucids vonalba tartozo) egyiptomi méheket is felhasznéltak. A vonal stabilizalasa
Osszességében csaknem 60 évet olelt fel, mely id6 alatt az egyedek genetikai dllomanya is
folyamatosan véltozott. Ezen feliil a ,,Buckfast hibrid” nevet, mint markat, nemcsak a védjegy
haszndlati jogat birtoklok alkalmaztik, hanem szdmos mas tenyésztd adta el ezen a néven
méhanyait, méhcsaladjait, vagyis a Buckfast hibridek genetikai allomanya meglehetésen
valtozatos (Faugere & Dussy 2023). Ugyanezen mintak értékelésére nem keriilt sor a tRNAleu-
cox2 intergénikus mitokondrialis régioja (COI-COII) alapjan, a rossz mindségii szekvenciak, a
gyenge olvashatdsag miatt. Esetiikben a szekvenciak hossza — a t6bbitdl eltéréen, melyek 400 bp
koriiliek — 800 bp volt, amit agar6z géleletroforézissel is megerdsitettem. Ez az evolucids vonalak
kozotti hosszpolimorfizmusnak (Garnery et al. 1992) vagy heteroplazmianak (Meusel & Moritz
1993) is tulajdonithatd. Emellett mar szinte minden vizsgalt eukaridta él6lényben kimutattak a
nuklearis mitokondrialis DNS szekvenciak (nuclear mitochondrial DNA segments, NUMTS)

jelenlétét (Zhang & Hewitt 1997), ami szintén okozhatja ezt a méretbeli kiilonbséget. A
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tanulmanyok szerint majdnem minden mitokondrialis genomi régié integralhatdé az cukaridta
szervezetek nuklearis genomjaba (Mishmar et al. 2004), azonban ennek megerdsitésére tovabbi
vizsgélatokra van sziikség.

A mesterségesen Osszevont szekvencidk mitokondrialis diverzitas értékei alapjan
megallapitottam, hogy a fajtastandardnak megfelelt pannon méhek genetikai allomanya joval
homogénebb, mig a REF csoportban nagyobb mértéki volt a variabilitas. Ez 6sszhangban van a
mikroszatellit analizis eredményeivel is. Ennek oka abban keresendd, hogy a REF csoportot
kiilonboz6 alfajok alkottak, mig az MF ugyan 16 méhanya neveldtol, Magyarorszag teriiletét jol
lefedé méhészetekbol, am kizarolag pannon méhekbdl allt. A populaciok torténeti folyamataira
jellemzd Tajima-féle D és Fu-féle Fs értékek fontos informaciot nyujtanak a vizsgalt csoportok
evolucios multjarol. Mindkét érték arra utal, hogy a kozelmultban a pannon méheknél populacio-
novekedés, vagy pozitiv szelekcio, mig a masik harom csoportban populdcioméret csokkenés,

vagy balancing (kiegyensulyozo) szelekcio kovetkezhetett be.

6.2. A vizsgalt méhcsoportok genetikai diverzitasa mikroszatellit markerek alapjan

A mikroszatellit analizis soran a legmagasabb atlagos allélszam az MF csoportban volt
(MNA = 9,3 (64 minta)), azonban a korabbi, magyar méheken végzett vizsgalatoknal magasabb
értéket mértek (MNA = 14,3 (233 minta) (Péntek-Zakar et al. 2015), MNA = 14, (237 egyed)
(Tanaskovi¢ et al. 2022)). A kiilonbség oka eredhet az eltérd mintaszambol is. A horvatorszagi
krajnai méh (MNA = 11,0 (90 minta)), az olaszorszagi olasz méh (MNA = 9,6 (67 minta)), a
gorégorszagi macedon méh (MNA = 10,2 (19 minta)), a dél- és észak-szerbiai krajnai méh (MNA
= 10,2 (105 minta), MNA = 10,4 (131 egyed)), a szlovak krajnai méh (MNA = 11,5 (79 minta))
egyedekhez képest a hazai allomany étlagos allélszama alacsonyabb volt (Mufioz et al. 2009,
Stastny et al. 2017, Tanaskovié et al. 2022). Azonban a lengyelorszagi krajnai méh (MNA = 7,6
(21 minta)), a magyarorszagi Buckfast hibrid (MNA = 4,3 (10 minta)), a skandinaviai s6tét eurdpai
méh (MNA = 4,6 (24 egyed)), valamint a kinai olasz méh (MNA = 7,5 (144 minta)) populaciok
alacsonyabb értékeket mutattak (Yin et al. 2011, Stastny et al. 2017, Tanaskovi¢ et al. 2022).

A heterozigozitasi értékek Osszehasonlitdsa soran az M evolucios vonalhoz tartozd sotét
eurdpai méh (He = 0,276, Ho = 0,250), illetve a dél- és észak-szerbiai krajnai méh (He = 0,522,
Ho = 0,465; He = 0,478, Ho = 0,400), a skandinaviai s6tét europai méh (Ho = 0,346), valamint a
kinai olasz méh (He = 0,533, Ho = 0,521) populaciok (C evoluciés vonal) alacsonyabb értékkel
rendelkeztek az altalam vizsgalt mintakhoz képest (He = 0,545, Ho = 0,587) (Yin et al. 2011,
llyasov et al. 2016, Stastny et al. 2017, Tanaskovié et al. 2022). Ezzel szemben a lengyelorszagi
krajnai méh (He = 0,747, Ho = 0,905), a szlovak krajnai méh (Ho = 0,702) és a magyarorszagi
Buckfast hibrid (He = 0,644, Ho = 0,843) allomanyok magasabb értékkel birtak (Stastny et al.
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2017, Tanaskovi¢ et al. 2022). Szintén magasabb heterozigozitast mutattak ki a Magyarorszagon
korabban végzett vizsgalatban is (He = 0,658, Ho = 0,896), akarcsak a horvatorszagi krajnai (He
= 0,719, Ho = 0,674), az olaszorszagi olasz (He = 0,645, Ho = 0,638) és a gérdgorszagi macedon
méh (He = 0,796, Ho = 0,758) allomanyokban (Mufioz et al. 2009, Péntek-Zakar et al. 2015,
Tanaskovi¢ et al. 2022).

A fajtastandardnak megfelelt pannon méhek (MF) csoportja szignifikans eltérést mutatott
a Hardy-Weinberg egyensuly allapotatol. Ennek oka feltehetéen valamilyen szelekcids hatas, de
azzal is magyarazhat6, hogy a vizsgalt csoport az orszag kiilonb6zé méhészeti régidibol szarmazo
egyedekbdl tevodik Ossze, a sz6 szoros értelmében nem tekinthetd egy populacionak. Ezt
alatamasztja, hogy egy korabbi vizsgalatban, amelyben a méhanya neveldk allomanyait kiilon-
kiilon vizsgaltak, a legtobb kozel allt az idealis populacid allapotahoz (Balazs et al. 2023). Mikor
kialakitottam a tanulmanyban vizsgalt megfelelt (MF) és nem megfelelt (NMF) méhcsoportokat,
némileg csokkent a heterozigdta egyedek ardnya a kordbbiakhoz képest, és az bomlaszthatta az
idealis populacié allapotat. A referencia (REF) és krajnai (KRAJ) méhek csoportja azonban
Hardy-Weinberg egyensulyban voltak. A referencia csoportban nagyon magas volt a heterozigdtak
aranya, ¢€s bar kiilonboz6 alfajokbol 6sszeallitott, kevert populaciorol van szo, sokkal kevesebb
helyr6l szdrmazo és kevesebb mintat tartalmaz, akdrcsak a krajnai méhek esetében. Nem
tapasztaltam a csoportokban genetikai strukturaltsag jelét, melyet leginkabb a klaszteranalizis
erdsitett meg (19. dbra). Aszerint mindkét mesterséges populacié a legvaloszinilibb csoportositas
esetén hatarozottan elkiiloniilt a tobbi méhcsoporttol, sét, a referencia mar az elsd
klaszterez6désnél is, ahol két csoportba sorolta a program az egyedeket. Ez kdszonhet6 annak,
hogy az olasz méhek régota keverednek Buckfast hibridekkel, vagyis a genetikai kiilonbség koztiik
kicsi, igy viselkedhet az 6sszedllitott méhcsoport homogén populéacioként, a krajnai méhek pedig
nagyon kis mintaszammal vettek részt a vizsgalatban.

A morfologiailag megfelelt pannon méhek csoportjaban (MF) alacsony volt a
beltenyésztettségi szint (Fis = 0,088), hasonldéan egy korabbi, hazai allomanyokat vizsgalo
tanulmanyban (Fis = 0,366), ahol fragmentalodasra utalo jeleket figyeltek meg (Péntek-Zakar et
al. 2015).

A mikroszatellit analizis soran szamos ritka all¢lt (allélgyakorisag < 10 %) azonositottam,
melyek koziil tobb is akadt, melyek kizarolag az MF vagy a REF allomanyokban voltak
kimutathatok. A jelentds szamu unikalis allél hozzajarulhat ugyan a megfelel6 mértékii genetikai
diverzitas kialakulasahoz, azonban alacsony gyakorisaguk miatt nem tekinthet6k
megkiilonboztetd markernek, konnyen elveszhetnek a generaciok soran.

A fentiek értelmében kijelenthetd, hogy a hazankban fenntartott, a fajtastandardnak

megfelelt pannon méhek variabilitdsa megfeleld szintii, genetikai allapota kielégito.
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A kiilonb6z6 populaciogenetikai statisztikai elemzések (paronkénti Fst, PCoA, DAPC,
STRUCTURE analizis) eredményei alapjan megallapithato, hogy a fajtastandardnak megfelelt
pannon méhek mindig egyiitt csoportosultak, és jol elkiiloniiltek az egyéb, hazankban eléforduld
egyéb alfajok csoportjatol (REF). A morfologiailag hibas pannon méhek (NMF) genetikai
értelemben szoros kozelséget mutattak azokkal. Ugyanakkor a két csoport (MF, NMF) ko6zott
enyhe kiilonbség figyelhetdé meg genetika szinten, nemcsak fenotipusosan. A nagymértékii
genetikai hasonlosag arra utal, hogy ha keriilt is be idegen genetikai anyag a magyarorszagi pannon
méhekbe, az nem napjainkban tértént, hanem régebben, vélhetden kiilonb6z6 generacids sorokban.

A morfologiailag hibas allomany (NMF) és a krajnai méhek (KRAJ) kozo6tt hasonlosag
fedezhet6 fel, mig a fajtastandardnak megfelelt pannon méhek csoportja nagyobb genetikai
tavolsagot mutatott a krajnai méhekt6l. Ez az eltérés feltehetéen a két varidns korabbi
hibridizacidjanak kovetkezménye, amelyet tobb generacié alatt befolyasolhatott a természetes
(koérnyezethez val6 alkalmazkodas) és a mesterséges szelekcid (méhészeti munka, morfologia
alapjan torténd szelekcio) is.

Mindezek alapjan megallapithato, hogy az évek ota végzett morfologiai fajtamindsités
feltehetden alkalmas a pannon meéhek fajtatisztasagdnak megdrzésére, fenntartdsira, az
allomanyban vélhetéen nincs jelentds genetikai szennyez6dés. Ugyanakkor az idegen genetikai
anyaggal rendelkezé méhek kiszlirésében a molekularis genetika nagy segitség lehet a fenotipusos
szelekcio mellett. Az eredmények Gsszességében alatdmasztjadk a pannon méh 6nallo fajtaként valod
elismerését.

A mikroszatellit marker analizis eredményeit alapul véve tortént meg az SNP
vizsgalatokhoz felhasznalt méhmintdk nagyon gondos, alapos valogatasa, hogy egy relevans
mintakollekcido vehessen részt a teljes genom szekvenalasban. Vagyis nemcsak a morfologiai
fajtamindsités eredményeire hagyatkozva, hanem mikroszatellit alapti populacidogenetikai
analizisek alapjan is szelektaltam azokat. A két mintakollekcio (144 és 87 minta) ezen eredményeit
Osszehasonlitva azt mondhatjuk, hogy sem a heterozigozitdas megfeleld mértékét, sem a
beltenyésztettségi szintet nem rontotta jelentdsen a mintaszadm csokkentése (9., 11. tablazat). A
PCoA elemzések 0sszevetése soran (16., 20. dbra) azt tapasztaltam, hogy a redukalt elemszammal
rendelkezd csoportok egymastol valo elkiiloniilése sokkal hatarozottabb volt, foképpen a
hazankban el6forduld egyéb mézeld6 méh alfajok csoportjatdol (REF). Ezt aldtamasztotta a
STRUCTURE analizis is (19., 21. abra), ahol mindkét esetben a legvalosziniibb klaszterezddés
alapjan harom csoportba sorolddtak a mintak, fliggetleniil attol, hogy a nagyobb elemszdmmal
rendelkezd (144 minta), vagy a csokkentett egyedszamu (87 minta) mintagylijteményt vizsgaltam.
Mindezek alapjan megaéllapithatd, hogy egy valoban megfelel6 mintakollekcidt sikertiilt

kivalogatni a nagyobb felbontasi SNP markerelemzésre, mely leginkdbb a fajtastandardnak
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megfelelt pannon méheket (MF) érintette, és a kivalasztott mintdk jol reprezentaljak a vizsgalt

méhcsoportokat (MF, NMF, REF).

6.3. SNP varidnsok vizsgalatabol levonhato kovetkeztetések

Az SNP alapu elemzések megerdsitették a mikroszatellit analizis eredményeit, miszerint a
REF csoport nagyobb genetikai valtozatossagot, és viszonylag nagy genetikai kiilonbséget
mutatott a pannon eredetii méhektél (MF, NMF). A fajtastandardnak megfelelt pannon méhek
(MF) ¢és a morfologiailag hibas egyedek (NMF) kozott szintén részleges atfedést tapasztaltam,
még tobb mint 5 milli6 SNP varians alapjan is. Habar a két csoport kozott (MF, NMF) bizonyos
mértékii genetikai hasonlosag volt, megjegyzendd, hogy SNP variansok alapjan a fajtastandardnak
megfelelt pannon méhek (MF) egy sokkal koncentraltabb kort alkottak, és kozelebb helyezkedtek
el egymashoz, mint a mikroszatellit analizis soran. Ezzel szemben a morfoldgiailag hibas egyedek
(NMF) meglehetdsen szortan helyezkedtek el az koordinata rendszerben (22. abra). Mindebbdl
arra kovetkeztethetlink, hogy ambar az SNP alapi markerelemzés valoban pontosabb képet nyujt
a genetikai allomanyrol, hasonld eredmények varhatoak elegendd szamu mikroszatellit marker
hasznalata esetén is. Emellett a nagyobb felbontasu, SNP alapti markerkutatas még mindig sokkal
koltségesebb, és elengedhetetlen hozza a megfeleld laboratoriumi infrastruktira, a bioinformatikai
hattér és szamitogépes kapacitds. Mindez a mikroszatellit markerekkel valé6 munkat még mindig
elonyOssé teszi a genetikai sokféleség vizsgalata szempontjabol, hiszen viszonylag egyszeri
laboratoriumi koriilmények kozott, olcsobban és rutinszerlien végezhetd velik az dlloméanyok
genetikai diverzitasanak felmérése. Nem mellékesen, a genetikai variabilitds valtozdsa az
allomanyok id6r6l-idore torténé monitorozasaval nagyon jol jelezhetd mikroszatellit markerek
alapjan, melynek a génmegdrzésben van oriasi jelentdsége.

A bioinformatikai elemzés soran 100 SNP keriilt azonositasra, melyek felhasznalhatoak
lehetnek a pannon méh azonositasara és/vagy az idegen genetikai anyaggal rendelkez6 méhek
kisztirésére. Az SNP varidnsok koziil 31 a fajtastandardnak megfelelt pannon méhekre (MF)
jellemzd (12. tablazat), mig 69 a morfoldgiailag hibas (NMF), és a hazankban el6fordulo egyéb
alfajok (REF) egyedeiben talalhatdo meg 70 % feletti gyakorisaggal (13. tablazat). Nagyon fontos,
hogy a teljes genomot lefed6 SNP vizsgalatok soran azonositott genetikai polimorfizmusok csak
megfeleld validalast kovetdéen hasznalhatoéak fel a gyakorlatban. Ezért a kivalasztott SNP
variansok azonositasahoz allélspecifikus primerek tervezésére és azok alkalmazasara van sziikség
ahhoz, hogy nagyobb egyedszammal lehessen elvégezni a genotipizalast. Ennek fliggvényében
allithatunk fel olyan SNP panelt vagy chipet, melyek alkalmasak lehetnek a pannon méh
fajtaazonossagi vizsgalataira, illetve az idegen genetikai anyaggal rendelkez6 méhek kisziirhetéek

lehetnek.
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Szamos vizsgalat indult az alfaj szintii azonositasra alkalmas pontmutaciok detektalasara
Muifioz és munkatarsai (2015) tanulmanyukban elséként dolgoztak ki, validaltak és teszteltek
csokkentett szamu, ugynevezett ancestry informative marker (AIM) paneleket mézeld méhekre. A
vizsgalat soran az 1.183 SNP-t tartalmazé teljes adatkészletet hasonlitottak Ossze kiilonb6zo
méretli csokkentett panelekkel (48, 96, 144, 192 AIM), értékelve azok alkalmassagat a C evolucios
vonalhoz tartoz6 méh egyedek okozta introgresszi6 kimutatasara, valamint az egyedek
szarmazasanak meghatarozasara. Mar a legkisebb, 48 pontmutaciot tartalmazo panel esetén is jo
eredményeket értek el. A sotét europai méh (M evolucios vonal) és a C vonalhoz tartozo egyedek
(krajnai, olasz méh, Buckfast-hibrid) elkiilonitésére Parejo és munkatarsai (2016) kifejlesztettek
egy 50 SNP-t tartalmazo panelt, amely az UncorrFST-50 nevet kapta. Ezzel a panellel nemcsak a
honos és az idegen fajtak keveredése mutathat6 ki, hanem az egymashoz valo genetikai viszonyuk
is meghatarozhatd, igy génmegdrzési programokban is alkalmazhat6. Ugyanakkor a Buckfast
hibrid kevert eredete miatt a hibridizacio kimutatasa ebben az esetben nehezebb lehet, mint a tiszta
C vonali méhek esetében. A csokkentett szamu varianst tartalmazo SNP paneleket igéretes
eszkozként tartjak szamon a természetvédelmi célu tenyésztési programokban, melyek célja a
genetikai allomanyok megbizhatd azonositdsa. Ez kiilonosen fontos az (EC) No. 1804/1999
tanacsi rendelet értelmében, amely eldirja, hogy az Okologiai gazdalkodasban ,.elényben kell
részesiteni az eurdpai Apis mellifera fajtak és helyi dkotipusok alkalmazasat” (De la Rua et al.
2009). A tanulmanyhoz hasonlé méretiit SNP panelek esetében mas kutatasok is jo tapasztalatokrol
szamoltak be, azonban megjegyzendd, hogy kevesebb, mint 25 pontmutaciot tartalmazo panel a
megbizhatosag jelentds csokkenéséhez vezethet (~80 %) (Storer et al. 2012, Wilkinson et al.
2012). Mivel mar egyre tobb, nagy ateresztOképességli vizsgalati technoldgia elérhetd, fontos,
hogy a megfelelé modszert valasszuk ki az alkalmazni kivant panelekhez, mert ez nagymértékben
befolyasolja annak megbizhatosagat (Storer et al. 2012). Ugyanakkor megemlitend6, hogy a
nagymértékben csokkentett pontmutacios panelek fajtaazonossagi vizsgalatokra, idegen genetikai
anyag esetleges jelenlétének kimutatasara inkabb alkalmasak, mintsem a Klasszikus

populaciogenetikai vizsgéalatokra (Mufioz et al. 2015).
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6.4. Javaslatok

Vizsgalati eredményeim alapjan az alabbi javaslatokat fogalmazom meg:

» A vizsgalatban hasznalt mikroszatellit markerek alapjan javaslom a méhanya tenyésztok
allomanyainak idérél-idére torténd, rendszeres monitorozasat, mellyel nyomon kovetheté a
pannon méh genetikai sokszinlisége és ellendrizheté annak fajtatisztasaga, ami hasznos

informéciot nyujthat a méhtenyészték szamara.

» Javaslom a SNP analizis soran nyert, 5-98 %-0s allélgyakorisagu SNP variansok tovabbi
populacidgenetikai statisztikai modszerekkel (DAPC, STRUCTURE) torténé elemzését, hogy
minél pontosabb képet kapjuk a magyarorszagi méhanya tenyésztdk allomanyainak genetikai

allapotarol.

» Javaslom a fajtastandardnak megfelelt pannon méhekre (31 SNP), és a hazankban
eléforduld egyéb alfajokra (69 SNP) jellemzd SNP variansok validalasat, hogy megbizhato SNP
panelt lehessen felallitani, mellyel a Magyarorszagon tenyésztett pannon méh azonosithatd, az

idegen genetikai anyaggal rendelkez6 méhek pedig kisziirhetdek lehetnek.

» Stabil fajtaprofil 1étrehozasa esetén javaslom a morfologiai fajtamindsités mellett a
genetikai vizsgalatok elvégzését is, igy molekularis genetikai modszerekkel kisziirhetéek lehetnek

a fenotipusosan nem egyértelmii egyedek, melyek idegen genetikai anyagot hordozhatnak.

» Eredményeim Osszességében alatdmasztjak a magyarorszagi pannon méh 6nallo fajtaként
vald elismerését, ugyanakkor javaslom azok Gsszehasonlitasat tovabbi, a kdrnyezd orszagokban
honos krajnai méh (Apis mellifera carnica) allomanyokkal SNP variansok alapjan is a pontosabb

kép megalkotasa végett.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Meghataroztam a Magyarorszagon tenyé€szett, fajtastandardnak megfelelt pannon méhek
evolucios eredetét, miszerint azok a C evolucids vonalhoz tartoznak a mitokondrialis DNS
tRNAleu-cox2 intergénikus régio (COI-COIl) alapjan. Harom olyan haplotipust

azonositottam, melyeket eddig csak kiilf6ldi méh populacidkban detektaltak.

A mitokondrialis DNS COI régidjaban 6t, mig a 16S régioban két j egyedi, az NCBI
adatbazisaban még nem fellelheté haplotipust azonositottam a hazai pannon méh

allomanyban.

Magyarorszag jelentds méhészeti régioit lefedd6 méhanya tenyészetekbdl szdrmazo, a
fajtastandardnak  fenotipusosan megfelelt pannon méheket Osszehasonlitottam
morfoldgiai hibaval rendelkez6é egyedekkel. Megallapitottam, hogy csekély mértékii, am

kimutathatd genetikai kiilonbség van koztiik.

Molekularis genetikai modszerekkel megerdsitettem, hogy a Magyarorszagon tenyésztett
pannon méhek morfologiai fajtabélyegek alapjan torténd mindsitése megfeleld, igazoltam
a fenotipuson alapulo szelekcios modszer jelent6ségét és relevanciajat a fajtatiszta pannon

méh allomanyok megdrzésében és fenntartasaban.

31 olyan SNP varidnst azonositottam a Magyarorszdgon tenyészett, fajtastandardnak
megfelelt pannon méhek genomjaban, melyek megfeleld validalast kovetden alkalmasak
lehetnek azok molekuléris genetikai azonositasara, el0segitve ezzel az dllomany fajtatiszta

allapotban torténé megdrzését.

69 olyan pontmutdcidt azonositottam a pannon eredetli, d&m morfologiai hibaval
rendelkezd, és a hazankban el6fordulé egyéb alfajok (olasz méh, Buckfast hibrid)
egyedeinek genomjaban, melyekkel validalast kovetéen a Magyarorszagon fenntartott,
fajtastandardnak megfelelt pannon méhekben esetlegesen el6forduld idegen genetikai

anyag biztonsaggal kiszlirhetd.
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8. OSSZEFOGLALAS

Az 6shonos/honos mézeld méhek védelme, valamint genetikai sokféleségiik megoérzése
kiemelten fontos feladat. Ugyanakkor egyedi genetikai és szaporodasbioldgiai sajatossagaik
megnehezitik a hatékony védelmi stratégiak és modszerek kialakitasat.

A vizsgalat egyik célja volt meghatirozni a Magyarorszagon €16 pannon méh evolicios
eredetét mitokondridlis DNS alapjan, illetve a méhanya nevel6k pannon méh tenyészetei genetikai
diverzitasanak felmérését orszagszerte mikroszatellit markerek alapjan. Tovabbi célkitlizés volt a
fajtastandardnak megfelelt magyarorszagi pannon méhek (MF) Gsszehasonlitasa a morfologiailag
hibas egyedekkel (NMF), krajnai méhekkel (Apis mellifera carnica, KRAJ), és mas egyéb,
orszagunkban el6forduld egyéb alfajokkal (REF) molekularis genetikai tton. Lényeges szandék
volt olyan pontmutaciok detektalasa, melyek jo alapot biztositanak a pannon méh azonositasara
és/vagy elkiilonitésére alkalmas SNP markerpanel létrehozésara.

A mitokondrialis DNS vizsgalat soran harom régioé (COIl, 16S gének, tRNAleu-cox2
intergénikus régio (COI-COIIl)) szekvencidinak diverzitasa keriilt felmérésre. A pontosabb és
atfogdbb értékelés érdekében a COIl és a 16S szekvencidkat kiilon-kiilon, és egyben is,
mesterségesen létrehozott szintetikus szekvenciak alapjan értékeltem. A 16S régidban kettd, (HS3,
HS4), mig a COI régioban 6t 01, egyedi haplotipust (HC1, HC2, HC3, HC4, HCS5) azonositottam,
utobbiak koziil kettdben a polimorfizmus aminosav-valtozast eredményezett. A COIl és a 16S
gének egyiittes vizsgalata soran Osszesen hat haplotipust detektaltam. Az evolicios eredet
vizsgalata soran megallapitottam, hogy a pannon méh a C evoliciés vonalhoz tartozo
haplotipusokkal egyezett meg, melyet az észak-mediterran méhek képviselnek. Harom olyan
haplotipust azonositottam, melyeket magyarorszagi méh dllomanyokban eddig még nem mutattak
ki (C2i, C2I, C2p). A mitokondrialis diverzitas felmérése alapjan azt mondhatjuk, hogy a
fajtastandardnak megfelelt pannon méh (MF) allomanyok joval homogénebbek, mint a hazankban
eléfordulo egyéb alfajok csoportja (REF), ahol nagyobb mértékii variabilitas figyelheté6 meg. A
Tajima-féle D és Fu-féle Fs negativ értékei arra utalnak, hogy a morfologiailag megfelelt pannon
méhek csoportjaban (MF) a kézelmultban populaciondvekedés vagy pozitiv szelekcid, mig a
tobbiben (NMF, REF, KRAJ) populacioméret csokkenés, vagy kiegyenstlyozo (balancing)
szelekcid mehetett végbe.

Az allomanyok genetikai sokféleségének felmérésére és egymassal valod Osszehasonlitasa
20 mikroszatellit marker alkalmazasaval tortént. A fajtastandardnak megfelelt pannon méhek
csoportja szignifikans eltérést mutatott a Hardy-Weinberg egyenstly allapotatol, melynek oka
feltehet6en valamilyen szelekcios hatds, vagy a csoport Osszetétele, hiszen az orszag egész

teriiletérdl szdrmazd méhanya neveldk mintdirdl van sz6. Az analizis sordn szamos ritka allélt
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azonositottam, melyek hozzajarulhatnak a megfelelé genetikai diverzitasi szint kialakulasahoz,
azonban alacsony gyakorisaguk miatt (10 % alatti) nem tekinthet6k megkiilonbozteté markernek.
A kiilonb6z6 populacidgenetikai statisztikai elemzések (paronkénti Fst, PCoA, DAPC,
STRUCTURE analizis) soran megallapitottam, hogy a fajtastandardnak megfelelt pannon méhek
szorosan egyiitt csoportosultak, és jol elkiiloniiltek az egyéb, hazankban eléforduld egyéb alfajok
egyedeitdl. Ezzel szemben a morfologiailag hibas pannon méhek genetikai hasonlésagot mutattak
azokkal, am detektalhatd mértékii a két csoport kozotti genetikai kiilonbség. A morfoldgiailag
hibas méh allomany és a krajnai méhek kozott némi hasonlésag fedezhetd fel, mig a
fajtastandardnak megfelelt pannon méhek nagyobb genetikai tavolsagot mutattak a krajnai
méhekt6l. Ez valdszinilileg a természetes (kdrnyezethez valod alkalmazkodas) és a mesterséges
szelekcid (méhészeti munka, morfologia alapjan torténd szelekcid) hatasanak tulajdonithato.
Mindezek alapjan megallapithatd, hogy az évek Ota végzett fajtamindsités fenotipusos jelleg
alapjan feltehetden alkalmas a pannon méhek fajtatisztasdganak megdrzésére €s fenntartasara, az
allomanyban vélhetden nincs jelentds genetikai szennyezddés. Ugyanakkor az idegen genetikai
anyaggal rendelkezé méhek kiszlirésében a molekularis genetika alkalmazésa erésen ajanlott a
fenotipusos szelekcid mellett.

Az SNP elemzésekben egy alaposan megvalogatott, a morfologiai fajtamindsités
eredményeit is figyelembe vevd, és populacidogenetikai elemzésekkel alatamasztott, relevans
mintakollekcio vett részt, mely jol reprezentalta a vizsgalt méhcsoportokat. Az SNP analizis
megerdsitette a mikroszatellit alapti eredményeket, miszerint a hazankban eléforduldo egyéb
alfajokbol allo csoport (REF) nagyobb genetikai valtozatossagot, és viszonylag nagy genetikai
kiilonbséget mutatott a pannon méhektdl. A fajtastandardnak megfelelt pannon méhek és a
morfologiailag hibas egyedek kozott volt atfedés, am a morfologiailag megfelelt pannon méhek
sokkal inkabb egyiitt csoportosultak, mint az mikroszatellit markerek alapjan az kimutathato volt.
100 SNP keriilt detektalasra, melyek felhasznalhatéak lehetnek a pannon méh azonositasara
¢és/vagy az idegen genetikai anyaggal rendelkez6é méhek kisziirésére. A variansok koziil 31 a
fajtastandardnak megfelelt pannon méhekre volt jellemz6, mig 69 SNP a morfoldgiailag hibas, és
a hazankban el6forduld egyéb alfajok egyedeiben volt detektalhato 70 % feletti allélgyakorisaggal.
Megjegyzendd, hogy az eredmények csak megfeleld validalast kovetden hasznalhatéak fel a
gyakorlatban, és annak fliggvényében allithatunk fel a pannon méhek azonositasara és/vagy
elkiilonitésére alkalmazhato SNP panelt.

A tanulmany értékes betekintést nyuijt a mézeld méhek génmegdrzési stratégidiba, ramutat
a genetikai erdéforrasok gondos kezelésének fontossdgara a fajtak integritdsanak és genetikai
tisztasagdnak megorzése érdekében. Az eredmények felhasznalhatoak, hozzajarulnak a méhészeti

gyakorlatok fejlesztéséhez, valamint a fenntarthatd tenyésztési programok tdmogatasahoz.
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9. SUMMARY

The protection of native honey bees and the conservation of their genetic diversity is a
priority. However, their unique genetic and reproductive biologcal traits make it difficult to
develop effective conservation strategies and methods.

One aim of this study was to determine the evolutionary origin of the Pannonian bees in
Hungary based on mitochondrial DNA and assess their genetic diversity across our country based
on microsatellite marker analysis. Additional aim was to compare the Pannonian bees that strictly
met the morphological breed standard to those with morphological disorders, Carniolan bees (Apis
mellifera carnica) and other subspecies found in our country with molecular genetic methods. It
was importance of detecting single nucleotide polimorphisms that could provide a good basis for
establishing a suitable SNP marker panel for identification and/or for differentiation of the
Pannonian bee.

The mitochondrial DNA investigation was performed on three different regions (COI, 16S
genes, tRNAleu-cox2 intergenic region (COI-COII)). For a more precise and complete evaluation,
the COI and 16S sequences were analysed both separately and jointly, as synthetic sequences for
each individual. Two new, unique haplotypes were detected in the 16S (HS3, HS4) and five in the
COlI gene (HC1, HC2, HC3, HC4, HC5), two of which had polymorphisms that resulted amino
acid changes. Based on the synthetic sequence analysis, a total of six haplotypes were identified.
In the study of evolutionary origin, the individuals were found to correspond to haplotypes of the
C lineage, which is represented by the North-Mediterranean honey bee subspecies. Three
haplotypes were identified (C2i, C2I, C2p) in honey bees which have been not found in Hungary
before. The results indicated that the Pannonian bees that met the breed standard are genetically
much more homogeneous, whereas the other subspecies found in our country showed a higher
level of variance. Both the Tajima’s D and Fu’s Fs values were found negative in the Pannonian
bees that met the breed standard, which may indicate an increase in its population size or positive
selection. In contrast, those values were positive in the three other groups investigated (NMF, REF,
KRAJ), showing a decrease in population size or balancing selection.

Assessing the genetic diversity of the honey bee groups in this study was performed using
20 microsatellite markers. The Pannonian bees that met the breed standard showed significant
deviation from the Hardy—Weinberg equilibrium, perhaps due to selection, or because of the
content of the group, since the Pannonian bee samples derived from all over Hungary. The results
indicated that all bee groups had high heterozigosity and low inbreeding level suggesting that their
genetic status is satisfactory. Several rare, unique alleles were determined which may contribute

to the genetic diversity, but because of their low allele frequences (below 10 %) they can not be
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considered as distinctive alleles. Based on different population genetic statistics (pairwise Fsr,
PCoA, DAPC, cluster analysis), the Pannonian bees that met the breed standard showed a clear
separation from the other subspecies available in Hungary. In contrast, Pannonian bees with
morphological disorders showed a high genetic similarity to Pannonian bees that met the breed
standard, although there was found a low degree of genetic difference between the two groups.
Some genetic similarity could be detected between the morphologically defective and the
Carniolan bees, while the Pannonian bees that met the breed standard showed a greater genetic
distance from the Carniolan bee. This may due to the combined effects of natural (adaptation to
the environment) and artificial selection (beekeeping purposes, phenotypical selection).

The SNP analyses were performed on a carefully selected and relevant sample collection,
taking into account the results of morphological breed classification and supported by population
genetic analyses. The results obtained from the SNP analysis confirmed that the group of other
subspecies found in our country showed greater genetic diversity and relatively high genetic
divergence from the Pannonian bees. There was an overlap between the Pannonian bees that met
the breed standard and the individuals with morphological disorders, but the Pannonian bees that
met the breed standard clustered together much more than it was detected by the microsatellite
markers. 100 SNPs were detected which could be used to identify the Pannonian bee and/or to find
bees with possible foreign genetic material. Of the variants, 31 were specific to Pannonian bees
that met the breed standard, while 69 SNPs were identified in morphologically defective
individuals and in other subspecies found in our country, with allele frequencies above 70 %. It
should be noted that the results can only be used in practice after appropriate validation and
depending on this, a panel of SNPs can be established for the identification and/or differentiation
of the Pannonian bees.

The study provides valuable information for gene conservation strategies of honey bees,
highlighting the importance for careful management of genetic resources to preserve the integrity
and purity of the breeds. These results can be used to contribute to the improvement of beekeeping
practices and to support sustainable breeding programmes.
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M2. Az alkalmazott mikroszatellit markerek, pozicidik az egyes kromoszomakon, valamint

a PCR és a fragment analizis soran alkalmazott jellemzéik

Allélméret Fluoreszcens Tapadasi
Fragment | Multiplex | Mikroszatellit . Pozicié farok . hé pac . .
analizis PCR marker Kromoszéma (bp) szekvenciaval jelolés omérséklet | Ciklusszam
(bp) (WELL-RED) (°C)
Ap066 3 4.186,880- | 151 933
4,186,980
M1 = 639.260- D2 60 30
Ac306 2 7.630.424 175-211
Ap218 5 %%i%%“l' 132-149
FAL M5 14619 D4 60 30
A29 15 14.756 153-210
8,918,415-
Ap049 2 8.018,556 140-174 D3 60 30
8,690,103-
Ap033 10 8.690.330 239-275 D3 60 30
A007 8 2,799436- | 153 158
2,799,558
M2 & 098 252 D2 60 30
A107 7 6.008.427 160-194
AcO11 9 410,642- 125-149
410,766
M3 868 728 D3 60 30
FA2 Ap043 3 868,902 151-189
2,819,248-
Ap081 9 2819.375 147-161
24,902,569-
M6 Ap055 1 24,902 762 181-227 D4 60 30
19,714,963-
Ap226 1 10715197 249-263
A(B)24 7 2,236,580- 112-124
2,236,674
M7 £380.984 D3 57 35
Al113 6 6.381 203 216-256
1,983,189-
A35 1 1983288 117-142
FA3 M8 A88 ismeretlen - 157-172 D2 57 35
7,410,240-
Ap289 8 7410438 193-234
2,748,961-
Ap307 16 2749.100 158-166 D4 60 30
4,309,399-
A008 2 4300574 182-200 D3 60 30
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M3. Az Apis mellifera kiilonb6z6 alfajainak mitokondrialis DNS elemzéshez felhasznalt

szekvenciai az NCBI adatbazisbol

Apis mellifera

Génbanki azonosito Alfajok magyar elnevezései*

alfajok
AP018403.1 carpatica
AP018404.1 caucasica kaukazusi méh
AP018432.1 buckfast Buckfast-hibrid
CMO040891.1 mellifera sOtét eurdpai méh
KJ396182.1 mellifera sOtét europai méh
KJ396183.1 mellifera sOtét europai méh
KJ396184.1 mellifera sOtét eurdpai méh
KJ396185.1 mellifera sOtét europai méh
KJ396186.1 mellifera sOtét eurdpai méh
KJ396187.1 mellifera sOtét eurdpai méh
KJ396188.1 mellifera sOtét europai méh
KJ396189.1 mellifera sOtét eurdpai méh
KM458618.1 intermissa ¢észak-afrikai méh
KP163643.1 syriaca sziriai méh
KX870183.1 capensis fokfoldi méh
KX943034.1 scutellata x capensis kelet afrikai miﬁgiﬂﬂdl x fokfoldi
KY464957.1 meda perzsa méh
KY464958.1 lamarckii egyiptomi méh
KY614238.1 scutellata kelet-afrikai magasfoldi méh
KY926884.1 mellifera sOtét eurdpai méh
MF678581.1 monticola kelet-afrikai hegyi méh
MG552681.1 capensis fokfoldi méh
MG552682.1 capensis fokfoldi méh
MG552687.1 capensis fokfoldi méh
MG552692.1 capensis fokfoldi méh
MG552693.1 capensis fokfoldi méh
MG552694.1 capensis fokfoldi méh
MG552697.1 capensis x scutellata fokfoldi x kele;?éfgkal magasfoldi
MG552698.1 scutellata kelet-afrikai magasfoldi méh
MG552699.1 scutellata kelet-afrikai magasfoldi méh
MG552701.1 scutellata kelet-afrikai magasfoldi méh
MG552703.1 scutellata kelet-afrikai magasfoldi méh
MH341407.1 ligustica olasz méh
MH341408.1 ligustica olasz méh
MN119925.1 unicolor madaraszkari méh
MN250878.1 carnica krajnai méh
MN585108.1 simensis
MN585109.1 adansonii nyugat-afrikai méh
MN585110.1 iberiensis
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MN714161.1 jemenitica arab mé¢h

MN714162.1 ruttneri

MT188686.1 anatoliaca anatoliai méh
MW811175.1 . S,
(=NC._061380) carnica krajnai méh
MZ981768.1 siciliana

OKO075087.1 iberiensis

* alfajok magyar elnevezései Szalainé Matray (2002) alapjan

M4. A tRNAleu-cox2 intergénikus régié (COI-COII) értékeléséhez felhasznalt haplotipus

szekvenciak az NCBI adatbazisboél és azok altalanosan elfogadott nevezéktana

Génbanki azonosité NCBI ger'lbankban
a haplotipus neve
FJ824582.1 C1
FJ824584.1 C2d
FJ824586.1 C2e
GQ433625.1 c2l
HM117904.1 C2p
HM117905.1 C2q
HM117906.1 C2r
HQ260344.1 M17a
HQ260351.1 M40
HQ260353.1 M42
HQ260355.1 M46
HQ260359.1 M50
HQ260368.1 M24
HQ260370.1 M19a
HQ337446.1 M13
JF723978.1 C2j
JQ754648.1 C2z
JQ754649.1 C2x
JQ754650.1 C2y
JQ973663.1 C2t
JQ973664.1 C2v
JQ97703.1 C2i
JQ977704.1 C20
MG788257.1 C2aa
MT741498.1 C2u
MT741499.1 C2w
MT741500.1 C2ab
MT741501.1 C2ac
MT741502.1 C2ad
MT741503.1 C2ae
MT741505.1 C2ag
MW677198.1 Ale
MW677211.1 Adp
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M5. A COI szekvenciak reprezentativ kromatogramjai

[REF1-COLF_HT8COIF_HOT Fragment base 32, Base 32 of 34
h O A Aﬁ E EA A E

1 dase . of

F1-COI-F_H7#COI-F_HO7 Fi t base 8143, Base 143 of 3]
A F—T F E? J E A A F

D ) IF_| Toase #14 Tar o
E ' E? EE A _A

AN

TI-COIE_| = t Base #170. 170 of 3}
A A is A

ragment base #1
'+ A (A

[FcorrscoF A P Tease a7l Base 1 o7 1Y
T A A T A ﬁ T T A E A

TI-COLF_| TF_| Toase 8171 71 of
T A A TA?T TAEA

[F1coLF_HracolF_rot F t base 8270, Base 270 of 35
| S 22 D ¢ E A ﬁ T _A E E T
|

ragment bas e #;

AAMANANAN
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M6. A COI gén 180. poziciojaban 1évé polimorfizmusbdl eredé aminosavcsere (izoleucin (1)

helyett metionin (MET))

Score Expect Method Identities Positives Gaps
434 bits(1116) 3e-161 Compositional matrix adjust. 241/244(99%) 242/244(99%) 2/244(0%)

Query 1 ITKSTOPFISTNHKNIGILYIILALSTOPSGILGSSMETRLIIRIELRSPGSSTOPINND 60
IIKSTOPFISTNHKNIGILYIILALSTOPSGILGSSMETRLIIRIELRSPGSSTOPINND
Sbjct 1 IIKSTOPFISTNHKNIGILYIILALSTOPSGILGSSMETRLIIRIELRSPGSSTOPINND 60

Query 61 QIYNTIVTSHAFLIIFFIVIPFLIGGFGNWLIPLILGSPDIAFPRINNIRFSTOPLLPPS 120
QIYNTIVTSHAFLIIFFIVIPFLIGGFGNWLIPLILGSPDIAFPRINNIRFSTOPLLPPS
Sbjct 61 QIYNTIVTSHAFLIIFFIVIPFLIGGFGNWLIPLILGSPDIAFPRINNIRFSTOPLLPPS 120

Query 121 LFILLLRNLFYPRPGTGSTOPTVYPPLSAYLYHSSPSVDFAIFSLHISGISSIIGSLNLI 180
LFILLLRNLFYPRPGTGSTOPTVYPPLSAYLYHSSPSVDFAIFSLHISGISSIIGSLNL+
Sbjct 121 LFILLLRNLFYPRPGTGSTOPTVYPPLSAYLYHSSPSVDFAIFSLHISGISSIIGSLNLM 180

Query 181 --VTIIIIKNFSINYDQISLFPSTOPSVFITAILLIISLPVLAGAITILLFDRNFNTSFF 238

VTIIIIKNFSINYDQISLFPSTOPSVFITAILLIISLPVLAGAITILLFDRNFNTSFF
Sbjct 181 ETVTIIIIKNFSINYDQISLFPSTOPSVFITAILLIISLPVLAGAITILLFDRNFNTSFF 240
Query 239 DPIG 242

DPIG
Sbjct 241 DPIG 244

M7. A COI gén 181. poziciéjaban 1évé polimorfizmusbél eredé aminosavcesere (valin (V)

helyett izoleucin (1))

Score Expect Method Identities Positives Gaps
438 bits(1127) 4e-163 Compositional matrix adjust. 241/242(99%) 242/242(100%) 0/242(0%)

Query 1 IIKSTOPFISTNHKNIGILYIILALSTOPSGILGSSMETRLIIRIELRSPGSSTOPINND 60
IIKSTOPFISTNHKNIGILYIILALSTOPSGILGSSMETRLIIRIELRSPGSSTOPINND
Sbjct 1 IIKSTOPFISTNHKNIGILYIILALSTOPSGILGSSMETRLIIRIELRSPGSSTOPINND 60

Query 61  QIYNTIVTSHAFLIIFFIVIPFLIGGFGNWLIPLILGSPDIAFPRINNIRFSTOPLLPPS 120
QIYNTIVTSHAFLIIFFIVIPFLIGGFGNWLIPLILGSPDIAFPRINNIRFSTOPLLPPS
Sbjct 61  QIYNTIVTSHAFLIIFFIVIPFLIGGFGNWLIPLILGSPDIAFPRINNIRFSTOPLLPPS 120

Query 121 LFILLLRNLFYPRPGTGSTOPTVYPPLSAYLYHSSPSVDFAIFSLHISGISSIIGSLNLI 180
LFILLLRNLFYPRPGTGSTOPTVYPPLSAYLYHSSPSVDFAIFSLHISGISSIIGSLNLI
Sbjct 121 LFILLLRNLFYPRPGTGSTOPTVYPPLSAYLYHSSPSVDFAIFSLHISGISSIIGSLNLI 180

Query 181 VTIIIIKNFSINYDQISLFPSTOPSVFITAILLIISLPVLAGAITILLFDRNFNTSFFDP 240
+TIITIIKNFSINYDQISLFPSTOPSVFITAILLIISLPVLAGAITILLFDRNFNTSFFDP
Sbjct 181 ITIIIIKNFSINYDQISLFPSTOPSVFITAILLIISLPVLAGAITILLFDRNFNTSFFDP 240

Query 241 1IG 242

IG
Sbjct 241 IG 242
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M8. A 16S szekvenciak reprezentativ kromatogramjai

F12_S16_EZeS16-F_EOZ Fragment base 16 Base 18 0f 345 |  [F12_518_EZ#S16-F_EOZ Fragment base 8221, Base 221 of 3] [REF11-S16_F2#S16-F_FO2 Fragment base #6|  [F12_S16_EZeS18-F_E0Z Fragment base 8221, Base 221 of 3
[ .] U S e 5. (Y g AT T A A A
T

0 N M 7 i T.IAATAA TR R A ¥
T

CEA T | T A
T 1 T T T T T i AL T a A A

Mﬂﬂm AMAMMA b AAA—\MHM_MMWs,..mw-w RIRTAR'
T A T OF A

KRAJS-S18_HSsS18-F_HOS Fragment dase #15. Base 18 of 345 1-S18_H18S18-F_HO1 Fragment dase #221. Sase 221 of 24
FTOAA T T AﬁA AT FIF T % AT 9F h A A T A A A T A A
TR R TF LA CRR T T ¥ T R F e LR

T GOl & B WmE BCR

NMF12_S16_ETOWST6-F_ET0 Fragment base # F11-S16_F2AS16-F G S8 E2 S| pEEAI-NS F2NS &
| T A AT TABBA AT T T[T c AT 3 A 0
| O T A T T T A T¢e

A
[ 16 §

Q_(M AMAMM Mﬁm MAAA[\_AA
Mi ‘5_51 _53.5‘5-;_503 Fragment dase #15. Base 18 of 345 RAJS-S‘S_HSﬂSIS-F HO6 Fragment bas e #2| [RAJS-S18_HeaSia-F_Hos At DA 20 of 24 | RAJ9-S16_H6#S16-F_HO6 Fragment bas e #2|
A b

#20. B ) 3
%T_‘_g\ﬁ_“_#f_ T E;A T TN A A T A A T AT A ﬁ'MT“T A Ak T CA T THN A A TN R
T A A AATAHRA "R N R C T T RARAARA 3 8 F,F & RmAE B/

A s A Psiaas

M9. A vizsgalt méhcsoportok genetikai variancidja a COl mtDNS régi6 alapjan

Csoport H Hd + SD £+ SD Fs D p (D*)
MF 3 0,095+0,060 0,0003+0,0002 -2,607 -1,315 ns
NMF 1 0 0 0 0 ns

2

2

5

REF 0,387+ 0,078  0,0022 +0,0005 2,693 1,123 ns
KRAJ 0,525+ 0,055 0,0030 +0,0003 2,834 1,899 *x
OSSZES 0,233 +£0,046  0,0012 +0,0003 -1,551 -1,256 ns

Haplotipus szama (H), haplotipus (Hd) és nukleotid (r) diverzitas, szoras (SD), Fs — Fu's Fs érték,
D — Tajima’s D érték és a szignifikancia szintje (p (D*)), a DnaSP v6.12.03 szoftverrel szamitva,
ns = nem szignifikans (P > 0,10), **P < 0,05

MF — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF — morfoldgiailag hibas pannon méhek, REF
— Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei, KRAJ — mas Eurdpai

orszagokbdl szarmazd krajnai méhek
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M10. A vizsgalt méhcsoportok genetikai varianciaja a 16S mtDNS régié alapjan

Csoport H Hd + SD n+SD Fs D p (D*)
MF 2 0,125 +0,055 0,0004 + 0,0002 -0,261  -0,533 ns
NMF 2 0,498 +0,039 0,0014 +0,0001 1,67 1,535 ns
REF 2 0,387 +0,078 0,0034 + 0,0007 3,932 1,292 ns
KRAJ 2 0,525+0,055 0,0015 + 0,0002 1,333 1,474 ns
OSSZES 4 0,385+0,048 0,0018 +0,0003 0,367 -0,622 ns

Haplotipus szama (H), haplotipus (Hd) és nukleotid (w) diverzités, szoras (SD), Fs — Fu's Fs érték,

D — Tajima’s D érték és a szignifikancia szintje (p (D*)), a DnaSP v6.12.03 szoftverrel szamitva,

ns = nem szignifikans (P > 0,10)

MF — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF — morfoldgiailag hibas pannon méhek, REF

— Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei, KRAJ — mas Eurdpai

orszagokbdl szarmazo krajnai méh

M11. A tRNAIleu-cox2 intergénikus régié (COI-COIlI) intergénikus régio szekvenciainak

reprezentativ kromatogramjai

WM/\AA/\

TOAA 3
RRYR ﬂRYﬂm

AW

AA/\AAN\W/\

RTR'I

AMAANAMAN
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M12. Mikroszatellit markerek alapjan meghatarozott ritka és/vagy Kizardlag az egyes

vizsgalt méhcsoportokban eléfordulé allélok gyakorisaggal (%0)

Méhcsoportokon beliili allélgyakorisag (%)
Marker | Allélméret (bp)
MF NMF REF KRAJ
Ap066 121 2,34 6,45 1,56
131 4,69 1,61 1,56
185 0,78 4,69
S o
190 3,13 3,33
AC306 192 8,59 6,67 7,81
193 4,69
R o
203 3,91 3,33 1,56
209 1,56
N
Ap218 140 3,91 3,13 6,25
142 4,69 7,81 1,56 3,13
119 3,13
123 9,38 4,84 9,38
125 0,78 6,25
S o7
132 3,23
AQO7 140 3,13 3,23 7,81
R o
146 1,56 6,45
150 1,56
152 9,38
156 3,23
164 3,13
0,78
243 4,84 15,63
245 3,13 1,61
Ap033 247 5,47 8,06 4,69 6,25
257 14,84 4,84 7,81 3,13
263 3,91 4,84 3,13 3,13
265 1,56 3,23 4,69
267 1,56 6,45 3,13
N
158 7,81
A107 160 1,56
168 6,25
| R s
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P 50
192 2,34 1,61
194 0,78 1,61
196 1,56 3,23 1,56
198 0,78 1,56
2 ors
208 1,56
210 1,56
145 0,78 3,13
151 1,56
Ap081 153 3,91 1,56
157 5,47 6,67 3,13 6,25
159 3,13 3,13
AB2 [ i | 038
216 6,25
220 0,78 4,69
2 o7
234 3,91 7,81 1,56
236 3,13
238 10,16 7,81 31,25 9,38
240 1,56
244 1,56 1,56 1,56
246 3,91 3,13
248 1,56 3,13
252 1,56 9,38
5,47
0,78
1,56
A008 200 3,13 4,69
117 3,91 4,69
119 1,56 3,13
4,69
129 2,34 1,56
Ap35 134 0,78 9,38 1,56
135 3,13
S 234
140 4,69
142 3,13
150 4,69
152 3,13
158 0,78 1,56
160 5,47 9,38 3,13 9,38
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164 4,69 1,56 1,56
176 2,34 6,25 4,69
178 5,47 3,13 6,25
180 5,47 7,81 1,56 3,13
182 2,34 4,69
3,13
5,47
188 2,34 3,13
190 0,78 3,13
1,56
196 6,25
0,78
200 4,69
0,78
140 5,47 1,56 7,81
146 3,13 1,56 7,81 9,38
Ap049 155 1,56
6 o7
167 0,78 1,56
174 0,78 1,56
131 2,34 3,23 17,19
141 6,25 3,23 1,56
e 143 2,34 1,56
145 1,56 1,61 4,69 3,13
1,56
0,78
3,23
0,79
Ap043 1,59
163 7,94 3,23 6,25
165 2,38 3,23 7,81
195 1,56
4,84 3,13
1,56 4,69
Ap055 0.78
3,13
3,91
225 1,61
249 8,59 8,06 6,25
251 1,61
Ap226 259 0,78 1,56
261 4,69
273 1,61
A88 0,78
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157 20,97

0,78
164 6,45
170 4,69 1,56
171 1,56 1,56
0,81
1,61
0,81
0,81
4,84 4,69
4,03

Ap289 161

0,81
0,81 1,56
1,61 3,13 1,61 9,38
3,23 1,56
1,61
1,61
0,81
2,34 1,56
1,56

Ap307

MF — fajtastandardnak megfelelt pannon méhek, NMF — morfoldgiailag hibas pannon méhek, REF
— Buckfast hibrid, olasz méh x Buckfast hibrid, és olasz méh alfajok egyedei, KRAJ — mas Eurdpai
orszagokbol szarmazo krajnai méhek

Az egyes csoportokban kizardlagosan eléforduld allélok szin kodjai: kék — MF, zold — NMF,
narancs — REF, piros — KRAJ, lila— NMF és REF csoportokban egyiittesen
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munkéamat.

Halas vagyok kollégaimnak, Dr. Sztan Nikolettanak és Dr. Szabo Gergelynek a lelki
tamogatasért.

Halas vagyok a Méhészeti és Méhbiologiai Osztaly munkatarsainak, kiemelve Dr. Zajacz
Editet és Kobzi Timeat, hogy segitséget nytjtottak a méhekkel és a morfoldgiai fajtamindsitéssel
kapcsolatos kérdésekben.

Koszonettel tartozom a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem (MATE)
Allatbiotechnolégiai és Allattudoméanyi Doktori Iskoljanak, kiilonosen Prof. Dr. Mézes
Miklosnak, a kutatasi témam befogadasaért és a munkam tamogatasaért, illetve Makadiné Farkas
Anasztazianak a sok segitségért.

Ko6szonok minden segitséget a MATE Doktori és Habilitaciés Kozpont munkatarsainak,
Hajdi Monikanak és Megyeri Agnesnek.

A Magyar Méhtenyésztok Orszagos Egyesiiletének (MMOE) kdszondm a munka

tamogatasat, féleg Schrek Ottonak és Horvath Janosnak.

110
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