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1. A MUNKA ELOZMENYEIL CELKITUZES

A mézel6 méhek kulcsfontossaghi szerepet jatszanak az
Okoszisztémaban ¢és a gazdasagban (Westerkamp & Gottsberger 2000, Klein
et al. 2007).

Napjainkban szamos tanulmany hivja fel a figyelmet arra, hogy a
méhek pusztuldsa komoly problémakat okozhat az Okoldgiaban, illetve a
mezogazdasagban (Hopkins & Herr 2010, Harwood & Dolezal 2020).

A genetikai sokféleség csokkenése, mint mas haszonallatok esetében,
a mézeld6 méheknél is nagy problémat jelent, ha nem nagyobbat, egyedi
genetikai €s szaporodasbiologiai tulajdonsagaik miatt. Fontos feladat az
O6shonos/honos mézeld méhek védelme, genetikai diverzitasuk megdrzése
(Wegener et al. 2014). Az eredeti génkészlettel rendelkezd alloméanyok
védelme céljabol szdmos génmegdrzésre iranyuld program indult szerte a
vilagon in vivo és in vitro formaban (Jensen & Pedersen 2005, Strange et al.
2008).

A 188/2019. (VIL. 30.) Kormanyrendelet értelmében Magyarorszagon
kizarolag azok a mézel6 méhek tenyészthetdk, amelyek rendelkeznek
jovahagyott tenyésztési programmal. Ennek megfelelden jelenleg hazankban
kizarolag a pannon méh tenyésztése engedélyezett, melyet a NEBIH
Allattenyésztési Igazgatosaga 6nallo fajtaként ismert el a 02.5/2297-2/2012.
szamu hatarozataban, 2012. augusztus 21-én.

A pannon méh tenyésztését és feliigyeletét a Magyar Méhtenyésztok
Orszagos Egyesiiletének (MMOE) tagjai végzik (Szalay 2017). A méhanya
tenyésztok minden évben kotelesek a csaladjaibdl szarmazod egyedeket
morfologiai fajtamindsitésre (szinezettség, szipdkahossz, kubitdlis index)
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génmegorzesi Intézetének MeEhészeti ¢és MeEhbiologiai Osztalyara. Az
értékelés eredménye alapjan kaphatjadk meg a tenyésztési engedélyt.

Ehhez kapcsolodoan kezdddtek el a magyarorszagi pannon méhek
genetikai allapotat feltard vizsgalatok intézetiinkben, mivel fontos lenne, hogy
egy adott egyedrdl genetikai eljarasokkal is meg lehessen allapitani, hogy a

pannon méhhez tartozik-e.

Munkam soran célul tiiztem Ki:

e apannon méh, mint a jelenleg Magyarorszagon kizarélagosan tenyészthetd
fajta szarmazasanak, evolicids eredetének meghatarozasat mitokondrialis

DNS alapjan,

e a méhanya nevel6k pannon méh tenyészetei genetikai diverzitasanak

felmérését orszagszerte mikroszatellit markerek alapjan,

e a fajtastandardnak  megfelelt magyarorszagi  pannon  méhek
Osszehasonlitasat a morfologiailag hibas egyedekkel, krajnai (Apis
mellifera carnica) méhekkel, és mas egyéb, orszagunkban el6forduld

alfajokkal molekularis genetikai eljarasokkal,

e a nagyobb felbontasi teljes genom  szekvenalds relevans

mintakollekciojanak kivalasztasat,

e olyan SNP variansok detektalasat, melyek jo alapot biztositanak egy, a
pannon méh azonositdsara és/vagy elkiilonitésére alkalmas SNP

markerpanel létrehozdsahoz.



2. ANYAG ES MODSZER

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

kisérletekhez nincs sziikség allatkisérleti engedélyre.

2.1. A vizsgalatban részt vevo méhcsoportok kialakitasa

A vizsgalataim alapjaul kifejlett, dolgozé méh egyedek szolgaltak,
melyeket a méhanya tenyészték kiildtek morfoldgiai fajtamindsités céljabol.
A beérkezett mintak koziil azon tenyésztok egyedei keriiltek be a vizsgalatba,
amelyek esetében hivatalos engedély volt felhasznalasukra, hozzajarulasi
nyilatkozat aldirasaval.

A mitokondrialis DNS és a mikroszatellit analizis soran négy csoport
¢és Osszesen 144 minta keriilt feldolgozasra. Az elsé csoportot olyan egyedek
alkottdk, amelyek a Magyar Méhtenyésztok Orszagos Egyesiilete méhanya
nevelé allomanyaibol szarmaztak, illetve csaladjaik tobb éven keresztiil
megfeleltek a hivatalos morfologiai fajtamindsités kovetelményeinek (MF —
64 minta/16 méhészet). A masodik csoportba a morfologiailag nem
megfeleltnek mindsitett csaladok egyedei keriiltek (NMF — 32 minta/8
méhészet, a potroh szine alapjan tortént a valogatas. Ezen feliil egy referencia
csoport (REF — 32 minta/4 méhészet) keriilt kialakitasra, amely Buckfast
hibrideket, olasz méh x Buckfast hibrid egyedeket, valamint olasz méheket
(Apis mellifera ligustica) tartalmazott. Végiil a negyedik csoportba két, mas
eurdpai orszagokbdl szarmazo (Ukrajna, Szlovénia) krajnai méh allomanyok
egyedei (Apis mellifera carnica, KRAJ — 16 minta/2 méhészet) tartoztak.

A teljes genom szekvendldsra 87 méh keriilt kivalasztasra a fent leirt
144 egyedbdl. A mintaszam csokkentését a mikroszatellit analizis eredményei
alapjan végeztem el, mely leginkabb a fajtastandarnak megfelelt pannon

méhek csoportjat (MF) érintette. A kivalasztasnak a f6 kritériuma az volt,



hogy az egyed minél tobb olyan egyedi alléllal rendelkezzen, melyek
kizarolag az MF csoportban fordultak eld, masrészrdl a fékoordinata elemzés
eredményét is figyelembe vettem. A harom csoport kozott a mintaszam
kiegyenlitett volt (29-29), a krajnai méhek csoportja (KRAJ) pedig anyagi

megfontolasbol nem kertilt bele ebbe a mintakollekcioba.

2.2. Genomi DNS izolalasa és egalizalasa

A genomi DNS izolalasat a Latorre ¢és munkatarsai (1986) altal
kidolgozott modszer modositott valtozata alapjan végeztem el.

A DNS mennyiségi és mindségi ellendrzését, a mintdk egységes
toménységlire torténd egalizalasa kovette: mikroszatellit analizis esetében 6
ng/ul, mig a mitokondrialis és az SNP vizsgalatok esetén 30 ng/ul volt a DNS

felhasznalasi koncentracioja.

2.3. Mitokondrialis DNS vizsgalat

A mtDNS harom eltér6 régidjan (citokrom-oxidaz I. (COI) gén, rRNS
(16S) gén, tRNAleu-cox2 intergénikus régié (COI-COIIl)) végeztem a
vizsgalatot. A mitokondridlis DNS diverzitasanak meghatarozasa a COl és a
16S gének, mig az evolucios eredet felderitése a tRNAleu-cox2 intergénikus
régio (COI-COII) alapjan tortént.

A PCR termékeket —20 °C-on taroltam azok tisztitasaig, mindség-
ellendrzéséig és Sanger szekvenalasaig, melyet a BIOMI Kft. (G6dollo,

Magyarorszag) végzett el.

2.4. Mikroszatellit genotipizalas

Ugyanazon 144 minta genotipizalasat 20 mikroszatellit marker
hasznalataval végeztem el: A29, A35, A88, A107, A113 (Estoup et al. 1995),
A007, A(B)24, Ac0l11, Ac306, Ap049, Ap218, Ap226, Ap289, Ap307
(Solignac et al. 2003), Ap033, Ap043 (Garnery et al. 1998), A008 (Franck et
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al. 1998), Ap055, Ap066, és Ap08l (Techer et al. 2015). A markerek
kivalasztasa a szakirodalombol, polimorfizmus informaciotartalmuk alapjan
tortént.

Az univerzalis szekvenciak és a harom kiilonb6z6 fluoreszcens festék
alkalmazasaval lehet6vé valt marker szettek kialakitasa, igy 67 markerrel az
egyideji genotipizalds. A PCR termékek detektdldsa automata DNS
szekvenator segitségével, kapillaris gélelektroforézissel, a gyartd leirasa

alapjan tortént.

2.5. Teljes genom szekvenalas

Az iBioScience Kft. (Pécs, Magyarorszag) végezte el a mintak 20x-0s
lefedettségli szekvendlasat Illumina NovaSeq 6000 késziiléken, akarcsak az

eredmények kiértékelését az oriasi adathalmazra vald tekintettel.

2.6. Az adatelemzéshez hasznalt statisztikai modszerek

2.6.1. Mitokondrialis DNS analizis

A COI és 16S gének értékelése kiilon-kiilon, és egyiittesen is,
ugynevezett szintetikus szekvencidk egyedenkénti létrehozasaval is
megtortént, mellyel a vizsgalt méhcsoportok mitokondridlis DNS-ének
diverzitasat mértem fel. A tRNAleu-cox2 intergénikus régio (COI-COII)
szekvenciait kiilon értékeltem, mellyel a pannon méh evolucids eredetét
hataroztam meg.

A nyers szekvencidk mindségi ellendrzését kovetden, csoportonként
meghataroztam a haplotipusokat és a diverzitasi értékeket (nukleotid és
haplotipus diverzitas), a Fu-féle Fs értéket, a Tajima-féle genetikai tavolsagot
(D) és a szignifikancia szintjét.

A kapott haplotipusokat 6sszehasonlitottam az NCBI (National Center

for Biotechnology Information) adatbazisdban elérhetd szekvencidkkal a
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nukleotid BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) program
Segitségével.

A haplotipusok kozotti kapcsolatok vizualizalasara a Median-Joining
abrat a Network 10 szoftverrel (Bandelt et al. 1999), mig a filogenetikai fat a
MEGA 11 (11.0.13 verzio) szoftverrel (Tamura et al. 2021) készitettem el.

2.6.2. Mikroszatellit alapu populaciégenetikai elemzések

A mikroszatellit marker analizis eredményeit a GenomelLab Genetic
Analysis System 10.2 szoftverrel egyedenként értékeltem. A méhcsoportokon
beliili genetikai diverzitas értékeit (allélszamok atlaga, ,,unbaised” vart és
tényleges heterozigozitas, csoporton beliili beltenyésztettségi érték, Hardy-
Weinberg teszt) a Microsatellite Toolkit program segitségével hataroztam
meg (Park 2001).

A vizsgalt méhcsoportokkal elvégeztem a paronkénti 6sszehasonlitast
(paronkénti Fst) molekularis varianciaanalizissel (AMOVA, GenAlEx 6.5
program), a fékoordinata elemzést (Principal Coordinate Analysis — PCoA)
(Peakall & Smouse 2006, Peakall & Smouse 2012), a fékomponensekre
végzett diszkriminancia analizist (Discriminant Analysis of Principal
Components — DAPC) (Jombart 2008) és a STRUCTURE elemzést (Pritchard
et al. 2000).

2.6.3. SNP adatok bioinformatikai kiértékelése

Az adatelemzés soran a tanulmanyban vizsgalt méh egyedek
szekvenciai az NCBI adatbazisaban megtalalhato Apis mellifera referencia
genommal (Amel HAv3.1, Génbanki azonosit6: GCF_003254395.2) lettek
Osszehasonlitva.

A kapott eredmények vizualizacidja fOkomponens analizissel

(Principal Component Analysis — PCA), a PLINK 1.07 szoftver hasznalataval
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tortént (Purcell et al. 2007). A PCA elemzésbdl a szélséértékek ki lettek zarva,
a felsd 2 és als6 5 % gyakorisagh variansok, vagyis a nagyon monomorf és
meglehetdsen ritka SNP allélok.

A Dbioinformatikai szolgaltatds részeként egy olyan applikaciot
fejlesztettek ki, amely alkalmas a varidnsok kromoszémankénti sziirésére.
Tobb sziirési tartomany kiprobaldsa utan elegendd szamu varianst (Wilkinson
et al. 2012) a 70-30 %-o0s (MF-NMF, REF) allélgyakorisag esetén kaptam.
Az igy kapott varidnsokat oszlopdiagrammon abrazoltam kromoszémanként,

hogy vizualizaljam eloszlasukat a genomban.



3. EREDMENYEK ES AZOK MEGBESZELESE

3.1. Mitokondrialis DNS elemzés

3.1.1. A COl és 16S mitokondrialis régiok variabilitasa

A COI gén esetében 142 értékelhetd szekvenciat sikertlt nyerni
(Génbanki azonositok: PQ686393 - PQ686534). Osszesen 6 polimorf hely
alapjan az egyedek 6t haplotipusba voltak sorolhatok, melyek egyike sem volt
megtalalhato az NCBI adatbazisaban, igy Gjnak és egyedinek tekinthetok. Két

polimorfizmus aminosav-valtozast eredményezett az NCBI adatbazisban

crer

crer

helyett izoleucin) jelent meg.

A 16S gén esetében a vizsgalt mintak (n=141, Génbanki azonositok:
PQ721124 - PQ721264) négy haplotipusba sorolodtak 4 polimorf hely
alapjan, melyek koziil ketté6 még nem szerepelt az NCBI adatbazisaban.

A két gén (COI, 16S) szekvenciait egyedenként egyesitettem, igy
létrehoztam 141 egyed szintetikus szekvencidjat. A haplotipusokban
azonositott polimorf helyek szdma Osszesen tiz. A vizsgalt mintak koziil a H1
haplotipus bizonyult a leggyakoribbnak, amely az egyedek 75,2 %-at foglalta
magaba. A H6 haplotipus a H1-t61 6t bazisparral tért el, és kizarolag Buckfast
hibrid egyedeket tartalmazott. Az MF csoportban négy kiilonb6z6 haplotipus
fordult eld.

A statisztikai elemzéseket kiilon a COI ¢és kiilon a 16S génekre is
elvégeztem, illetve egyben, a mesterségesen Osszevont szekvenciakkal is
meghataroztam a diverzitasi értékeket. A haplotipus diverzitas tekintetében a
legmagasabb értéket a KRAJ csoport esetében mértem, mig a

legalacsonyabbat az MF allomany mutatta. A nukleotid diverzitas szintén az



MF csoportban volt a legalacsonyabb, mig a legmagasabb értéket a REF
egyedekben detektidltam. Az MF csoport esetében a populdcid torténeti
folyamataira jellemz6 mindkét érték (Fu-féle Fs, Tajima-féle D) negativ volt.

A vizsgalt méhmintakbol szarmazo, a COIl és 16S gének szintetikus
szekvenciai Osszehasonlitasra keriiltek 45 kiilonboz6, tobb Apis mellifera
alfajhoz tartozo nyilvanosan elérhetd szekvenciaval az NCBI adatbazisbol.

A HI1,H2, H3, H4 és HS haplotipusok nagyfokt hasonlosagot mutattak
ismert alfajokkal, ugymint az olasz és a krajnai méh, valamint a Buckfast
hibrid. Ezzel szemben a H6 haplotipus féként afrikai elterjedésii alfajokkal

mutatott genetikai hasonldsagot.

3.1.2. Evolucios eredet meghatarozasa az tRNAleu-cox2 intergénikus
régié (COI-COII) alapjan

A tRNAleu-cox2 intergénikus régié (COI-COIl) analizise soran
Osszesen 124 minta szekvencidja bizonyult értékelhetdé mindségiinek
(Génbanki azonositok: PQ724159 — PQ724284). A vizsgalat soran hat
polimorf hely keriilt azonositasra, melyek alapjan a mintak hat kiillonb6z6
haplotipusba soroldodtak.

Az NCBI adatbazissal torténd Osszehasonlito elemzés alapjan
valamennyi azonositott haplotipus korabban mar leirasra keriilt. A génbanki
adatbazis alapjan az alabbi haplotipusokat detektaltam, amelyek mindegyike
a C evolucios vonalhoz tartozott: HE1 — C1, HE2 — C2p, HE3 — C2i, HE4 —
C2d, HE5 — C2e, HE6 — C2I.

A mintédk tobbsége a C1 és C2d haplotipusokba sorolddott, mig a C21
haplotipusba csupan egy MF egyed tartozott. A C1 haplotipusban valamennyi
vizsgalt csoport egyedei képviseltették magukat. Bar a C2d és a Cle
haplotipusok viszonylag sok egyedet foglaltak magukba, a REF csoportbol

szarmaz6 mintak nem voltak jelen benniik. A C2p haplotipus olasz méh
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egyedekbél, néhany Buckfast hibridbdl, valamint egy MF egyedbdl allt. A C2i
haplotipusba két Buckfast hibrid egyed tartozott.

A tRNAleu-cox2 intergénikus régio (COI-COIl, E2/H2) vizsgalata
alapjan a legnagyobb haplotipus diverzitds az MF és a REF csoportban
mutatkozott, mig a legalacsonyabb értéket a KRAJ csoport esetében kaptam.
A nukleotid diverzitas szintén a krajnai méhekben volt a legalacsonyabb, mig
a legmagasabb értéket a REF csoportban mértem. A COI és a 16S szintetikus
szekvenciaival ellentétben, az intergénikus régional a populacid torténeti
folyamataira jellemz6 értékek (Fu-féle Fs, Tajima-féle D) az MF csoportban
pozitivak voltak.

A Kkapott szekvenciak Osszehasonlitasra keriiltek 62, az NCBI
adatbazisbol szarmazé szekvencidval. Osszesen 45 haplotipusba sorolodtak a
szekvenciak, melyek négy evolucios vonalhoz tartoztak: A, C, O és M (1.

abra).
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1. abra: A tRNAleu-cox?2 intergénikus régio (COI-COII) filogenetikali
elemzése a magyarorszagi pannon méh evolucios eredetének

meghatarozasara

HE1 — 6: a vizsgalatban részt vevo méhcsoportok mintait tartalmazo
haplotipusok, utana zargjelben az adott haplotipushoz tartoz6 egyedek
szama. Emellett feltiintetésre keriiltek a haplotipusok altalanosan elfogadott
elnevezései az NCBI adatbazisban alkalmazott nomenklatira szerint.

A, C, O, M: kiilonb6z6 evolucids vonalak

A COlI ¢és 16S mitokondrialis régiok variabilitasanak vizsgélata soran
a H6 haplotipusba tartozo, afrikai eredetli méhekkel hasonldésagot mutatd 8
Buckfast hibrid egyed nem keriilt bevonasra ebbe a vizsgalatba. Ennek oka a
szekvencidk gyenge mindsége, €s eltérd hossza, a szekvencidk majdnem

kétszer olyan hossztiak voltak, mint a tobbi minta esetén.
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3.2. Mikroszatellit marker analizis

Mikroszatellit marker analizis soran Osszesen 224 kiilonbozé allélt
azonositottam. A legalacsonyabb atlagos allélszam a KRAJ csoportban volt,
ezzel szemben a legmagasabb alléldiverzitais az MF csoportban volt
megfigyelheté. Altalaban véve minden vizsgalt méhcsoportban magas volt a
heterozigozitas, és csupan az MF és az NMF csoportok tértek el a Hardy—
Weinberg egyensulytol szignifikansan. A beltenyésztettségi szint minden
vizsgalt csoportban alacsony Volt.

Szamos ritka allélt (gyakorisaguk 10 % alatti) detektaltam, tobb olyan
is eléfordult, amely kizardlag az egyik csoportban volt csak kimutathato.

A kiilonb6z6 populaciogenetikai statisztikai elemzések (paronkénti
Fst, PCoA, DAPC, STRUCTURE) soran azt tapasztaltam, hogy a REF szépen
elkiiloniilt a tobbi vizsgalt méhcsoporttol. Az MF és az NMF kozott részleges
atfedés volt érzékelhetd, azonban észrevehetd, hogy az NMF csoport egyedei
jobban hasonlitanak a krajnai méhekhez, mint a fajtastandardnak megfelelt
pannon méhek (MF) (2. abra).
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eigenvalues

PCA eigenvalues

I

2. abra: A vizsgalt méhcsoportok egyedein végzett diszkriminancia analizis
(DAPC) 15 fékomponens alapjan

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

Eurdpai orszagokbol szarmazé krajnai méhek, DA eigenvalues —
diszkriminancia analizis sajat értékei, PCA eigenvalues — fékomponens

analizis sajat értékei

3.2.1. A teljes genom szekvenalasra kivalasztott mintagyiijtemény

populaciogenetikai analizise mikroszatellit markerekkel

Az SNP vizsgalatokra kivalasztott mintak (87 egyed) alkotta
méhcsoportok alap diverzitds mutatdoi nem valtoztak szamottevéen a 144
mintabdl allé mintagyiijteményhez képest a mikroszatellit marker analizis

alapjan.
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A PCoA és a STRUCTURE elemzés soran is hasonld eredményeket
kaptam, miszerint az MF és NMF csoportok némi atfedést mutattak, am a REF

csoport nagyon jol elkiiloniilt a pannon méhektol.

3.3. Nagy felbontast markerelemzés pontmutaciok alapjan

A harom méhcsoport (MF, NMF, REF) elemzése 6sszesen 6.533.718
lokusz esetén tart fel varianst a 87 mintaban.

A PCA elemzés alapjaul az 5-98 % kozotti gyakorisaggal eléfordulo
alternativ allélok szolgaltak, ami 5.912.008 varianst (SNP) jelentett

Osszességében (3. abra).

PC2

PC1

3. abra: Fékomponens elemzés (PCA): harom vizsgalt méhcsoport (MF,
NMF, REF) egyedeinek egymashoz valo viszonya 5-98 % gyakorisadggal

el6forduld 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
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Ennek eredményeként elmondhatd, hogy a REF csoport nagyon
szépen elkiilontilt az MF és NMF egyedektdl, mely utébbiak némileg atfedést
mutattak, mint ahogy a mikroszatellit analizis soran is. Ugyanakkor
megjegyzendd, hogy az MF egy sokkal koncentraltabb csoportot alkotott, mig
az NMF egyedek meglehetésen szortan helyezkedtek el az abran.

A variansok azon sziirése, mely az MF esetén legalabb 70 %-os, mig
az NMF ¢és a REF csoportokban legfeljebb 30 %-os gyakorisaggal fordultak
el6, 31 alternativ allélt (SNP) eredményezett. Ezzel szemben, a forditott sziirés
esetén 69 olyan varianst azonositottam, melyek inkabb a morfologiai hibaval
rendelkezd, és az egyéb, hazankban eléfordulo alfajok egyedeire jellemzoek.

A variansok kétféle megkozelitésbol torténd sziirését kovetden azok
viszonylag jol lefedték a genom egészét. Az elsé sziirés esetében a 6. és 15.
kromoszéman nem volt kimutathatdo SNP, mig masodik szlirés esetében a

legnagyobb szamu varidns a 6. és a 12. kromoszoman fordult elé.
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

4.1. A mitokondrialis DNS adatok értelmezése és jelentosége

A pannon méhek eredetének vizsgalata soran megallapitottam, hogy
minden vizsgalt egyed a C evoluciés vonalhoz, vagyis az észak-mediterran
alfajokhoz tartozott.

A mesterségesen Osszevont szekvenciak (COI, 16S) vizsgalata alapjan
a legtobb haplotipus egy csoportba sorolddott, kivéve a H6. Ez a haplotipus
tobb mint 99,7 %-os genetikai hasonl6sagot mutatott az A evoluciés vonalba
tartozo alfajokkal, melyek az afrikai elterjedésti méh alfajokat reprezentaljak.
Esetiikben a szekvenciak hossza — a tobbit6l eltéréen, melyek 400 bp koriiliek
— 800 bp volt, amit agar6z géleletroforézissel is megerdsitettem. Ez az
evolucids vonalak kozotti hosszpolimorfizmusnak (Garnery et al. 1992),
heteroplazmianak (Meusel & Moritz 1993) vagy a NUMT-ok jelenlétének
(Zhang & Hewitt 1997) is tulajdonithatd, azonban ennek megerdsitésére
tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

A mesterségesen Osszevont szekvenciak mitokondridlis diverzitas
értékei alapjan megallapitottam, hogy a fajtastandardnak megfelelt pannon
méhek genetikai allomdnya joval homogénebb, mig a REF csoportban
nagyobb mértékii volt a variabilitds. Ez Osszhangban van a mikroszatellit
analizis eredményeivel is. Ennek oka abban keresend6, hogy a REF csoportot
kiilonbozo alfajok alkottak, mig az MF ugyan 16 méhanya nevel6tol,
Magyarorszag teriiletét jol lefedd6 méhészetekbdl, am kizarélag pannon
méhekbdl allt. A populaciok torténeti folyamataira jellemzo értékek arra
utalnak, hogy a kézelmultban a pannon méheknél populacio-névekedés, vagy

pozitiv szelekcio kovetkezhetett be.
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4.2. A vizsgalt méhcsoportok genetikai diverzitasa mikroszatellit
markerek alapjan

A mikroszatellit analizis eredménye alapjan kijelenthetd, hogy a
fajtastandardnak megfelelt pannon méhek variabilitisa megfeleld szintd,
genetikai allapota kielégito.

A kiilonb6z6 populaciogenetikai statisztikai elemzések (paronkénti
Fst, PCoA, DAPC, STRUCTURE analizis) eredményei alapjan azt
mondhatjuk, hogy az MF egyedek mindig egyiitt csoportosultak, és jol
elkiiloniiltek az egyéb, hazankban eléforduld egyéb alfajok csoportjatol
(REF). A MF ¢és az NMF kozott enyhe, de detektalhato kiilonbség volt
megfigyelhet6 a genetikai paraméterek szintjén, nemcsak fenotipusosan. A
némi genetikai atfedés koztiik arra utal, hogy ha kertilt is be idegen genetikai
anyag a magyarorszagi pannon méhekbe, az nem napjainkban tortént, hanem
régebben, vélhetden kiilonbozd generacids sorokban.

Az NMF ¢és a KRAJ kozott hasonlosag fedezhetd fel, mig a MF
csoportja nagyobb genetikai tavolsagot mutatott a krajnai méhektdl. Ez az
eltérés feltehetéen azok korabbi hibridizacidjanak kovetkezménye lehet,
melyet tobb generacid alatt befolyasolhatott a természetes €s a mesterséges
szelekceio is.

Mindezek alapjdan megallapithatd, hogy az évek Ota végzett
morfologiai  fajtamindsités feltehetden alkalmas a pannon méhek
fajtatisztasaganak meg0Orzésére, fenntartdsdra, az allomanyban vélhetéen
nincs jelentds genetikai szennyezddés. Ugyanakkor az idegen genetikali
anyaggal rendelkez6 méhek kisziirésében a molekularis genetika nagy
segitség lehet a fenotipusos szelekcio mellett. Az eredmények 0sszességében

alatamasztjak a pannon méh 6nallé fajtaként valo elismerését.

18



4.3. SNP variansok vizsgalatiabol levonhaté kovetkeztetések

Az SNP alapu elemzések megerdsitették a mikroszatellit analizis
eredményeit, miszerint 8 REF viszonylag nagy genetikai kiilonbséget mutatott
az MF és az NMF csoportoktol, €s utobbi kettd kozott van némi atfedés. Arra
a kovetkeztetésre jutottam, hogy ambar az SNP alapi markerelemzés
pontosabb képet nyujt a genetikai allomanyrél, hasonldé eredmények
varhatoak elegendd szamu mikroszatellit marker hasznalata esetén is. Emellett
a nagyobb felbontasti, SNP alapti markerkutatds sokkal koltségesebb, és
elengedhetetlen hozzd a megfeleld laboratoriumi infrastruktira, a
bioinformatikai hattér és szamitogépes kapacitas. Mikroszatellit markerek
alapjan nagyon jol jelezhetd a genetikai variabilitas valtozasa az allomanyok
1d6rdl-idore torténd monitorozasaval, melynek a génmegdrzésben oOridsi
jelentdsége van.

A bioinformatikai elemzés soran 100 SNP-t azonositottam, melyek
felhasznalhatdak lehetnek a pannon méh azonositdsara és/vagy az idegen
genetikai anyaggal rendelkezd méhek kiszlirésére. Nagyon fontos, hogy a
teljes genomot lefedé SNP vizsgalatok soran azonositott genetikai valtozatok
csak megfelel validalast kovetden hasznalhatoak fel a gyakorlatban.

Tovabba megemlitendé, hogy a nagymértékben csokkentett
pontmutacios panelek fajtaazonossagi vizsgalatokra, idegen genetikai anyag
esetleges jelenlétének kimutatasara inkabb alkalmasak, mintsem a klasszikus

populéaciogenetikai vizsgalatokra (Mufioz et al. 2015).

19



4.4. Javaslatok
Vizsgalati eredményeim alapjan az alabbi javaslatokat fogalmazom meg:

> A vizsgalatban hasznalt mikroszatellit markerek alapjan javaslom a
méhanya tenyésztok allomanyainak id6r6l-idére torténd, rendszeres
monitorozasat, mellyel nyomon kovetheté a pannon méh genetikai
sokszintlisége ¢s ellendrizheté annak fajtatisztasaga, ami hasznos informaciot

nyujthat a méhtenyésztok szamara.

> Javaslom a SNP analizis soran nyert, 5-98 %-0s allélgyakorisaga SNP
variansok tovabbi populaciogenetikai statisztikai modszerekkel (DAPC,
STRUCTURE) torténé elemzését, hogy minél pontosabb képet kapjuk a

magyarorszagi méhanya teny€sztok alloméanyainak genetikai allapotarol.

> Javaslom a fajtastandardnak megfelelt pannon méhekre (31 SNP), és a
hazankban eléforduld egyéb alfajokra (69 SNP) jellemz6 SNP varidnsok
validalasat, hogy megbizhato SNP panelt lehessen felallitani, mellyel a
Magyarorszagon tenyésztett pannon méh azonosithatd, az idegen genetikai

anyaggal rendelkezé méhek pedig kiszlirhetdek lehetnek.

> Stabil fajtaprofil Ilétrehozésa esetén javaslom a morfologiai
fajtamindsités mellett a genetikai vizsgalatok elvégzését is, igy molekularis
genetikai modszerrel kisziirhetéek lehetnek a fenotipusosan nem egyértelmii

egyedek, melyek idegen genetikai anyagot hordozhatnak.

> Eredményeim Osszességében aldtdmasztjak a magyarorszagi pannon
méh onalldo fajtaként vald elismerését, ugyanakkor javaslom azok
Osszehasonlitasat tovabbi, a kornyezd orszagokban honos krajnai méh (Apis
mellifera carnica) allomanyokkal SNP variansok alapjan is a pontosabb kép

megalkotasa végett.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Meghataroztam a Magyarorszagon tenyészett, fajtastandardnak megfelelt
pannon méhek evolucids eredetét, miszerint azok a C evolicios vonalhoz
tartoznak a mitokondrialis DNS tRNAleu-cox2 intergénikus régi6 (COI-
COIl) alapjan. Harom olyan haplotipust azonositottam, melyeket eddig
csak kiilfoldi méh populaciokban detektaltak.

crer

egyedi, az NCBI adatbazisaban még nem fellelheté haplotipust

azonositottam a hazai pannon méh allomanyban.

Magyarorszag jelentds méhészeti régioit lefedd méhanya tenyészetekbdl
szdrmazo, a fajtastandardnak fenotipusosan megfelelt pannon méheket
Osszehasonlitottam morfologiai hibaval rendelkezd egyedekkel.
Megallapitottam, hogy csekély mértékii, am kimutathatdo genetikai
kiilonbség van koztiik.

Molekularis  genetikai  moddszerekkel —~megerdsitettem, hogy a
Magyarorszagon tenyésztett pannon méhek morfologiai fajtabélyegek
alapjan torténd mindsitése megfeleld, igazoltam a fenotipuson alapuld
szelekcidos modszer jelentGségét és relevanciajat a fajtatiszta pannon méh

allomanyok meg0Orzésében ¢és fenntartasaban.

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

allapotban torténd megdrzését.
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6. 69 olyan pontmutéciot azonositottam a pannon eredetli, &m morfologiai
hibaval rendelkezd, és a hazankban eléfordul6 egyéb alfajok (olasz méh,
Buckfast hibrid) egyedeinek genomjaban, melyekkel validalast kvetéen
a Magyarorszagon fenntartott, fajtastandardnak megfelelt pannon
méhekben esetlegesen eléforduld idegen genetikai anyag biztonsaggal

kisziirheto.
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