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OSSZEFOGLALAS

A mézeld méh szamos alfaja ismert szerte a vildgon. Magyarorszdgon ma kizardlag a
pannon méh (Apis mellifera carnica pannonica) tenyészthetd, mely 2012 6ta allamilag
elismert fajta. Szadmos, a méhek egyedi szaporodasbiologiai és genetikai tulajdonsagainak
vizsgalatara iranyul6 kutatas folyik, igy tdmogatva tobbek kozott a génmegorzést is. A
genetikai diverzitds csokkenése a méhekre nézve kiilondsen kritikus, hiszen az ivari
allélok homozigdta formaja letalitast okoz, igy a sokféleség fenntartasa még fontosabb.
Ugyanakkor felmeriil a kérdés, hogy egy adott pillanatban felmért genetikai valtozatossag
meddig aktualis, ezért megvizsgaltuk egy-egy méhcsalad genetikai Osszetételének
valtozasat egy szezon alatt. A mintavétel az NBGK-HGI altal kezelt allomanyokbo6l
tortént, melyeket mikroszatellit marker analizissel jellemeztiink. Eredményeink szerint
egy adott idOpontban felmért genetikai diverzitds relevansnak mondhato, amig
semmilyen tervezett, vagy nem vart kiils6 hatds nem éri a csaladokat.

INVESTIGATION OF THE GENETIC COMPOSITION OF PANNONIAN BEE
FAMILIES IN HUNGARY BASED ON MOLECULAR MARKERS

ABSTRACT

Many subspecies of the honey bee are known from all over the world. In Hungary today,
only the Pannonian bee can be bred, which has been an officially recognised breed since
2012. Several studies can be found in the literature which investigate their unique
reproductive biology and genetic traits; that support gene conservation. The decrease of
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genetic diversity is particularly critical for bees, as the homozygous form of sex alleles
causes lethality; therefore in this case maintaining diversity is even more important.
However, the question is how long the genetic variation measured at a given moment is
valid, so the change in the genetic composition of a bee family was investigated over a
season. Samples were taken from colonies maintained by NBGK-HGI and were
characterized by microsatellite marker analysis. Our results show that the genetic
diversity assessed at a given point in time can be considered relevant as long as the
populations are not affected by planned or unexpected external influences.

BEVEZETES

Meézelé méh populaciok helyzete a vilagon

A méheknek hatalmas jelent6ségiik van a szarazf6ldi 6koszisztémakban a vadon €16 és
a mezdgazdasagi novények beporzasa altal (Klein et al., 2007). Az Apis mellifera
hasznositasat a mezdgazdasag korai kezdetére, a neolitikus f6ldmiiveld kdzosségekhez
kotik (Roffet-Salque et al., 2015). A termékeiket, igymint a méhviaszt, a méhpempdt, a
mézet, a méhmérget és a méhkenyerét napjainkban is hasznositja az ember.

Ugyanakkor a méhek pusztuldsardl a vilag szamos teriiletérél lehet hallani, példaul
Eurépabol és Amerikabol. Hazankban néhany permetezészer betiltasra is keriilt
védelmiik érdekében (NEBIH, 2012). A peszticideken kiviil mas negativ hatasok is
csokkenthetik a méhallomanyokat, mint a kiilonb6z6 méhbetegségek (Noél et al., 2020),
a természetes él6helyeik egyre nagyobb mértékii csokkenése (Zayed, 2009), az éhezés,
illetve a kedvez6tlen téli id6jaras. Utdbbi kettd tényez6 hatdsa mérsékelheté a megfeleld
méhészeti beavatkozasokkal, igy példaul a kaptarak téli becsomagolasaval, kiegészitd
takarmanyozassal, és a megfeleld szelldzés biztositasaval, csokkenthetd a téli veszteség
(vanEngelsdorp et al., 2010).

A mézeld méhfajtak megorzését, védelmét neheziti, hogy nem kontrollalhatod, hogy
milyen fajta herékkel parzik a méhanya, ugyanis az anyabdlcso elhagyasat kovetden
kirepiil, és az akar 15 km tavolsagban 1év6 here-gyiilekez6helyen tobb himmel is parzik
(Jensen et al,. 2005). A kirepiilések szamat tobb tényezd befolyasolja, példaul a kornyezet
vagy a sikeres parzasok szama (Heidinger et al., 2014). A kaptarba visszatérve az anya a
magtarisznyajaba (spermatheca) elraktarozza a spermiumokat, melyek egy részét az élete
folyaman a peterakashoz felhasznalja (Ruttner & Koeniger, 1971).

A peterakas a parzast vagy inszeminalast kovetd 3-33 nap utan kezdddik el (Gerula et
al., 2012), és onnantdl naponta akar 1500 petét is rakhat az anya (Kocher et al., 2010).
Egy csalad egy méhanyabol, 10.000-80.000 dolgozobol, és aktiv idészakban (tavasz-nyar
vége) néhany ezer herébdl all (Vékey, 1984). Genetikai sajatossaguk, hogy a herék
haploidok, vagyis egyszeres kromoszoma készlettel rendelkeznek (n=16). Az altaluk
termelt spermium genetika anyaga atfedésben van az anyaéval, igy annak genotipusara
kovetkeztetni lehet a herék vizsgalatdbdl. Az anyédk és a dolgozdk diploidok, ami azt
jelenti, hogy kétszeres kromoszoma szerelvényiik van (2n=32) (Beye et al,. 2003). A
dolgozdk genetikai anyaga egyarant tartalmazza az anyai €s apai oldal 6rokité anyagat.
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Azonban a szakirodalomi forrasok (Estoup et al., 1994, Kryger et al., 2000, Jensen, 2005,
Kryger & Moritz,1997, Tarpy et al., 2004) és a szakmai vélemények (Szalainé et al.,
2008) eltérnek egymastol a tekintetben, hogy a kiilonb6z6 herékt6l szarmazoé spermiumok
az anya magtarisznyajaban keverednek-e a raktarozas sordn, vagy kiilon-kiilon tarolédnak
a parzast kovetden, igy a herék egymas utan jarulnak hozzd az utdédnemzéshez. Az
allomanyok fenntartasa tenyészt6i és génmegdrzési szempontbol is érdekes és nehézkes,
mivel egy-egy csalad genetikai dsszetétele folyamatosan valtozhat.

Magyarorszagon az elmult 10 évben nem volt megfigyelhetd csdkkenés a méhészetek
¢és a méhcsaladok szamaban, illetve az atlagos méhsiiriiség tekintetében (Bross, 2023).
Azonban, ahogy mas allatfajoknal, a mézeld méhek esetében is nagy veszElyt jelent a
genetikai sokféleség csokkenése. Themudo és munkatarsai (2020) muizeumi
gyljteményekben tarolt eurdpai méheket hasonlitottak Ossze a napjainkban is €16
méhekkel. A vizsgalat soran megallapitottak, hogy a ma é16 méhek genetikai diverzitasa
csokkent az egyes evolicios vonalakban a mult szazadi allomanyokhoz képest. Komoly
problémat jelenthet a genetikai sokszintségiik csokkenése, mert a mézeld6 méh (Apis
mellifera) esetében a nemet az ivari allél szama és homo/heterozigdta formaju
megjelenése hatdrozza meg. Ugyanis, ha az egyed diploid és az ivari alléljai homozigdtak,
akkor herévé fejlédik (Beye et al., 2003), amely altalaban életképtelen vagy steril lesz
(Heimpel & de Boer, 2008). Korabban 19 féle ivari allélt irtak le (Glenn, 2002), viszont
lokalisan 53 félét, vilag szinten 87 ivari allélt talaltak a mézeld méhekben, azonban
feltételezik, hogy az egész vilagon 116-145 féle 1étezik (Lechner et al., 2014).

A diverzitas csokkenésének oka lehet a méhanyak teljesitOképessége alapjan torténd
erds szelekcid a herék figyelmen kiviil hagyasaval, illetve hogy a méhészetek nem
képesek fenntartani a genetikai valtozatossagot fajtatiszta allomanyokban.

Tovabba nagy problémat jelent a nemzetkdzi kereskedelemben, forgalomban 1évo
méhfajtak, példaul az olasz méh (Apis mellifera ligustica) behozatala orszagunkba, hiszen
képes az itthon honos pannon méhhel szaporodni. Péntek-Zakar és munkatarsai (2015) a
magyarorszagi allomanyoknal igazoltak az olasz méh (Apis mellifera ligustica) (2,5%), a
Buckfast-hibrid (Apis mellifera buckfast) (1,7%) és az északi méh (Apis mellifera
mellifera) (2,2%) jelenlétét is.

KUTATASI CEL

A kutatas egyik f6 célja, hogy felmérésre keriiljon a pannon méh genetikai diverzitasa
Magyarorszagon. Felmeriilt a kérdés, hogy ezek az eredmények, és a beldlik levont
kovetkeztetések meddig lehetnek érvényesek, egy adott genotipus mennyire jellemez egy
méhcsaladot. Ehhez sziikség van a méhcsaladok genetikai szerkezetének, sajatossagainak
vizsgalatara. Az egyes mintavételezési iddintervallumokban detektalt allélok
megléte/hianya, illetve valtozasa jelezheti, hogy mennyi id6 alatt cseréldodik le, és
mennyire homogén a dolgozoi allomany, valoban egyféle genotipust termel-e a méhanya,
tovabba, hogy a felmért genetikai diverzitas meddig aktualis.
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ANYAG ES MODSZER

Egy korabbi vizsgalatunk soran, melyben a Nemzeti Biodiverzitas és Génmegdrzési
Koézpont (NBGK) M¢Ehészeti és MeEhbiologiai Osztalya 4ltal kezelt pannon
méhallomanybdl 5 csalad vett részt (10 id6s, 10 fiatal dolgozd és 10 here/ csalad),
mikroszatellit markerek hasznélataval megallapitottuk, hogy a herék jol mutattak az adott
méhanya genotipusat. A csaladokon beliili egyedek atfedésben voltak egymassal, ami az
anya allandosagara utal. Ugyanakkor a herék esetében az allélszam a vart helyett 2 és 4
kozott valtozott, amibdl arra kdvetkeztettiink, hogy mas kaptarbol szarmazé egyedek is
bekeriilhettek a vizsgalatba.

Emiatt Gjraterveztiik a kisérletet, és az NBGK gondozasaban 1év6 pannon méh fajta 35
csaladjanak nyitott fiasitasaibol (here és dolgozd larva) végeztik el az ismételt
mintavételezést jelen munkankban, mellyel kikiiszoboltiik az idegen kaptarbdl szarmazo
dolgozok és herék bevonasat (1. dbra).

1. abra: NBGK altal kezelt pannon méh fajta csaladjai

Ezen tulmenden nagyobb figyelmet forditottunk a méhészeti gyakorlatban bevalt
méhcsaladok kozti keretcserék elkeriilésére, valamint az azonos korti egyedekbdl a
mintavételek szamat is megnoveltiik. Tavasztol 6szig haromhetente gyiijtottiik azokat,
mivel a dolgozok 4-6 hétig élnek a nyari iddszakban. A mintakat tovabbi felhasznalasig
-70 °C-on fagyasztva taroltuk.
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2. abra: Feldolgozasra var6 dolgoz6 larva

Az utols6 mintak beérkezését kovetden dsszegeztiik az egyes méhcsaladokrol készitett
évkozi feljegyzéseket, hiszen csak azokat érdemes vizsgalni genetikai dsszetétel, illetve
annak valtozasa tekintetében, melyeket az év soran semmilyen, vagy nagyon csekély
kiils6 hatas (példaul méhanya-valtas, rajzas) érintett. Ezen informaciok alapjan 5
méhcesalad keriilt kivalasztasra, melyek 5 mintavételt kovetéen még értékelhetd
mennyiségi vizsgalando egyedszamot tudtak nyujtani. Csaladonként és mintavételenként
8 dolgozod és 8 here alcat (larva minta) dolgoztunk fel (2. dabra), ami a teljes vizsgalati
idészakra szamolva (5 mintavétel tavasztol dszig) dsszesen 304 méhmintat jelent, mind
az 5 méhcsaladot figyelembe véve.

A dolgozo és here alcakbol a genomi DNS izolalasat Latorre és munkatdrsai (1986),
Péntek-Zakar (2014) altal modositott modszere alapjan végeztikk el, melyet a DNS
koncentracid6 mérése (Thermo Scientific NanoDrop 2000c) és a mintdk 6 ng/pl
toménységire torténd egalizalasa kovetett. A mintdkat 7 mikroszatellit marker
segitségével genotipizaltuk, melyeket a szakirodalombdl valasztottunk ki polimorfizmus
informacio tartalmuk alapjan (Estoup et al., 1993, Estoup et al., 1995, Garnery et al.,
1998, Solignac et al., 2003, Techer et al., 2014).

A vizsgalat id6- és koltséghatékonyabba tétele érdekében Un. farkas primereket
hasznaltunk. Ennek lényege, hogy nem kozvetleniil jelolt primereket alkalmaztunk,
hanem azok forward szekvenciadinak 5° vége elé egy 18 bp hosszisagu szekvenciat
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illesztettiink, magat a farok szekvenciat pedig 3 eltéré fluoreszcens festékkel (WELL-
RED) jeloltik (D2: fekete, D3: zold, D4: kék). gy lehetéség nyilt megfeleld
optimalizdlassal marker szett kialakitdsara PCR reakcidkon beliili multiplexalassal
és/vagy a PCR termékek poolozasdval, vagyis egyidejlileg tobb markerrel zajlott a
genotipizalas.

A PCR termékek detektalasa kapillaris gélelektroforézissel, Beckman Coulter automata
DNS szekvenator segitségével, az allélméretek meghatarozasa pedig 400 bp hosszisagu
allél 1étra hasznalataval tortént, a gyarto leirasa alapjan.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Az eredményeket a szekvenator sajat értékeld programja segitségével mintanként
elemeztik (3. dbra).
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3. abra: A multiplex reakcié mikroszatellit analizisének eredménye (allélméret:

nt) egy minta esetén
A szinek a fluoreszcens festékkel valo jelolést prezentaljak (D2: fekete, D3: z6ld, D4: kék), a kiilonboz6
magassagl csticsok a fragmentek eltérd intenzitasat jelzik.

A herék adataibdl megallapithaté a méhanya vélheté genotipusa, melyek a dolgozokra
vetitve meghatarozzak azok apai alléljait.

Az utolsé mintavételeknél, amikor mar a méhek esetében az aktiv idészak a végéhez
kozeledik, nincs herefiasitas, ezért egyre kevesebb here alca volt elérhetd és gyijthetd. A
mintaszam csokkenése ellenére, eredményeink alapjan, miszerint a herék jol tiikrozték a
méhanya genotipusat, mégis ugy gondoljuk, hogy relevans informaciokat kaptunk a
genetikai Osszetételrdl, illetve annak valtozasardl (1. tabldzat).

Az eddigi eredmények azt sugalljak, hogy a here egyedek alléljai nem véltoztak az
egyes mintavételek soran, igy feltételezhetéen ugyanattél a méhanyatol szarmaztak egy
csaladon beliil, akarcsak a dolgozé méhek. Kivételt egy csalad jelentett, ahol a 4.
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mintavételtél kezdve 1 allél jelent meg a génkészletben, ebben a csaladban
feltételezhet6en Uj anya kezdte el a petézést.

Az utédnemzedék kialakitdsaban a teljes, altalunk vizsgalt id6szakban minimum 6-7
kiilonb6z6 herétdl szarmazo spermium vett részt. A szakirodalom szerint atlagosan 12
here parzik egy anyaval (Tarpy et al., 2004), de az apak szdma a 12-24-ct is elérheti
(Estoup et al., 1994, Kryger et al., 2000, Jensen, 2005, Kryger & Moritz, 1997). Egy-egy
mintavételi idépontban minimum 3-6 herétdl szarmaztak a dolgozok.

Ugyanakkor az apak utdédnemzésben vald részvétele eltéré volt a kiilonbozd
mintavételi idépontokban, aminek oka esetiinkben lehet akar a kevés vizsgalt elemszam,
azonban ezt a megfigyelést a szakirodalomban is leirtak. Franck et al. (2002) 8 csalad
vizsgalatanak eredménye az sugallja, hogy az 6sszes here, akivel parosodott az anya, jelen
volt a csaldd kialakitasaban, csak az aranyuk eltérd. Eredményeik alapjan a herék
részvételét az utddgeneracidban nem befolyasolta, hogy els6ként vagy utolsoként parzott.
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2. tabldzat: Egy méhcsalad mikroszatellit markerek alapjan detektalt allékészlete (bp)
minta tipusonként a teljes vizsgalati id6szakban (5 mintavétel)

Mikroszatellit marker

Minfavétel A007 | A107 [Ac011 [Ap043 |Ap081 [Ap055 |Ap226
Szama Tipusa Allélméret (bp)
123 176 133 153 147 191 249
134 178 135 159 155 193 255
Dolgozo | 136 182 137 161 195 257
L 186 139 163 263
189
Here 134 182 137 159 147 191 255
189 139 163 193
123 176 133 153 147 191 249
134 178 135 159 155 193 255
Dolgozo | 136 182 137 161 195 257
2. 184 139 163 263
189
Here 134 182 137 159 147 191 255
189 139 163 193
123 176 133 153 147 191 255
134 178 135 159 155 193 257
136 180 137 161 157 199
Dolgozo 182 139 163
3. 184
186
189
Here 134 182 137 159 147 191 255
189 139 163 193
123 176 133 153 147 191 249
134 178 135 155 155 193 255
Dolgozo | 136 180 137 159 195 257
4. 182 139 161 197 263
189 163
Here 134 182 137 159 147 191 255
189 139 163 193
134 176 133 153 147 191 249
136 180 135 155 155 193 255
5. | Dolgoss 182 137 159 197 257
184 139 161
186 163
189
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KOVETKEZTETES ES JAVASLAT

Eredményeink alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy egy adott idépontban felmért
genetikai diverzitas relevansnak mondhato, mindaddig, amig egy kiilsé tervezett, vagy
véletlen hatas miatt ez meg nem valtozik. Ilyen hatés lehet példaul a méhanya-valtas akar
méhész, akar természetes lecserélddés, vagy rajzas altal.

A nyitott fiasitdsokbdl torténd mintavétel megfelelonek bizonyult, mivel igy kizartuk
azt, hogy masik kaptarbodl szarmazo dolgozé egyedet is az adott csaladhoz szamitsunk és
megvizsgaljunk. Ugyanakkor ez a modszer alkalmas mas csaladbol szarmazo herék és
dolgozok azonositasara, valamint a méhanya-valtas tényének megallapitasara is, mely a
méhészetekben nyujthat segitséget.

Mivel az anya atlagosan 12 herével parzik (Tarpy et al., 2004), késdbbi vizsgalatoknal
javasolt a mintaszam megndvelése. Ugyanakkor, id6r6l-idére érdemes ujra monitorozni
az allomanyokat, kiilondsen, ha 4j méhanya keriil a csaladba, hiszen eltéro allélkészlettel
rendelkezhet. Ez azonban nem feltétleniil van befolydssal a genetikai sokféleség
valtozasara, mivel egy masféle allélkészlet ugyanugy eredményezhet egy megfeleld
mértékil diverzitast.
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