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1. Wstep

Na drodze ewolucji naturalnej wyksztalcito si¢ wiele gatunkoéw ro$lin 1 zwierzat,
tworzac bogactwo zycia okreslane mianem biordznorodnos$ci. Zasadniczo mozna wyr6znié
trzy poziomy bior6znorodnos$ci: ponadgatunkowa, czyli bogactwo ekosystemoéw i siedlisk,
miedzygatunkowa 1 wewnatrzgatunkowa. W chwili obecnej obserwuje si¢ utrate
bioréznorodnosci na kazdym poziomie, a wing za to przypisuje si¢ bezposredniej lub
posredniej dziatalnosci czlowieka. Z punktu widzenia hodowli zwierzat utrata réznorodnosci
wewnatrzgatunkowej jest bardzo istotna, poniewaz prowadzi do uszczuplenia zasobow
genetycznych zwierzat gospodarskich. Bogactwo puli genowej w populacji jest zroédiem
zdolno$ci adaptacyjnych i gwarantem powodzenia prac hodowlanych. W strefie klimatu
umiarkowanego Europy srodkowej zapylaczami roslin entomofilnych, sg owady z nadrodziny
pszczot (Apiodea). Sposrod nich gatunkiem o najwigkszym znaczeniu gospodarczym jest
pszczota miodna (Apis mellifera L.). Pszczota miodna jest gatunkiem hodowlanym,
utrzymywanym gléwnie w warunkach gospodarstw pasiecznych. Do II Wojny Swiatowej na
wigkszym obszarze Polski obserwowano naturalne wystepowanie pszczot rasy (podgatunku)
srodkowoeuropejskiej A.m mellifera L., a na poludniu kraju rowniez rasy krainskiej A. m.
carnica Pollm. W pozniejszym okresie prowadzony na szeroka skalg import pszczot
nalezacych do tych samych podgatunkéw, ale o innych cechach uzytkowych jak réowniez
innych ras ( np. Apis mellifera caucasica Gorb.) spowodowat stopniowe wypieranie populacji
rodzimych. Pszczotly, pierwotnie wyst¢pujace w Polsce, zostaly wiaczone do programow
ochrony zasobow genowych, a ich ochrona jest jednym z priorytetéw Krajowego Programu
Hodowli Pszczél. Rozne populacje pszczot roéznig si¢ pod wzgledem genetycznym, jak
i morfologicznym. Posiadajg tez rézne cechy uzytkowe, ktorych przydatno$¢ ujawnia sie
w odpowiednich warunkach klimatyczno-pozytkowych. Ich odrebno$¢ mozna oznaczy¢
wykonujac badania morfometryczne niektorych czesci ich ciata, oraz wykorzystujac bardzo
czule metody molekularne.

2. Cel zadania

Celem badan jest ocena biordznorodnosci hodowlanych populacji pszczoty miodne;j
poprzez analize zr6znicowania genetycznego 1 morfometrycznego.

3. Material i metody

a) Analizy molekularne. W 2016 roku do badan zebrano 141 prob pszczot
z rodzin pszczelich rasy krainskiej, nalezacych do 8 linii hodowlanych. Nastgpnie
wyizolowano DNA pszczot (zestaw EXTRACTME DNA Tissue Kit, DNA-Gdansk).
Jedna rodzing pszczelg reprezentowaly proby uzyskane z pigciu osobnikéw. Do oceny
zroznicowania genetycznego linii hodowlanych na poziomie molekularnym zastosowano
metode SSR- PCR, z uzyciem szeSciu par starterow mikrosatelitarnych (Solignac i inni 2007):
A007, A088, Ap043, Apl03, Ap226, Ap249. Dane przeanalizowano za pomocg programu
GenAlEx, w celu wyznaczenia parametrow statystycznych opisujacych stopien zréznicowania
lub/i pokrewienstwa genetycznego pomig¢dzy badanymi liniami hodowlanymi i rodzinami
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pszczelimi (analiza wariancji molekularnej AMOVA). Na podstawie otrzymanych wartosci
dystansu genetycznego przeprowadzono analiz¢ gléwnych wspotrzednych (PCoA — principal
coordinate analysis), umozliwiajacg graficzne przedstawienie zwigzku pomiedzy
zréznicowaniem molekularnym a odleglosciag genetyczng pomiedzy analizowanymi prébami.
b) Analiza morfometryczna. Do badan morfometrycznych pobrano pszczoty
Z tych samych rodzin, z ktorych pobierano osobniki do badan molekularnych. Oceng
czystosci rasowej matek pszczelich wykonano na podstawie uzytkowania prawego skrzydia,
pierwszej pary u robotnic (morfometria geometryczna). Z kazdej proby wypreparowano po
20 prawych skrzydet pierwszej pary i wprawiono w ramki do przezroczy. Tak przygotowane
preparaty zeskanowano do plikow cyfrowych o duzej rozdzielczosci 1 poddano analizie
programem do automatycznego oznaczania punktow przecigcia sie¢ zylek. Nastepnie
poddawano je weryfikacji wykonujac analize kanoniczng (CCA- Canonical Correlation
Analysis) w oparciu o wskazniki roznicujgce je od populacji wzorcowej (Gerula i inni 2009).

4. Wyniki

Badanie zréznicowania genetycznego wybranych populacji pszczét na podstawie
analiz molekularnych.

W kazdej linii hodowlanej stwierdzono zaréwno rodziny pszczele blisko spokrewnione
genetycznie ze sobg jak i te, u ktorych stwierdzono odmienno$¢ genetyczng. Szczegdlowe
dane wraz z zaznaczonym kolorem czerwonym obszary skupiajagce rodziny o najblizszym
pokrewienstwie genetycznym przedstawia (Ryc. 1 A, B, C, D, E, F, G, H).

Rycina 1. Analiza glownych wspotrzednych na podstawie wartosci dystansu genetycznego
pomiedzy rodzinami odpowiednich linii hodowlanych: (A)- Aga A, (B)- Wineta W, (C)-
DobraS D1, (D)- DobraK D2, (E)-Karpatka K, (F)- Kujawska Ku, (G)- Wanda Wa, (H)-
Alpejka Al.
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Jedng z miar zr6znicowania genetycznego populacji jest indeks utrwalenia alleli Fst.,
ktory pokazuje jak silnie dane allele sg utrwalone. Najmniej zroznicowanag liniag hodowlang
okazata si¢ Wineta i Kujawska indeks Fst odpowiednio 0,027 i 0,044. W pozostatych
populacjach indeks ten byt przecietny i wynosit 0,058-0,117 (Ryc. 2). Najwyzszy indeks
utrwalenia (0,117), czyli najwicksze zroznicowanie genetyczne zaobserwowano w linii
hodowlanej Dobral, jedynej rodzimej populacji pszczot krainskich, gdzie 92% calkowitego

zrdznicowania molekularnego stanowily rdznice osobnicze, natomiast 8% decydowalo
0 réznicach pomigdzy rodzinami pszczelimi.

Instytut Ogrodnictwa, Skierniewice Strona: 4z 6




Gerula D. i inni 2016. Analiza bior6znorodnosci wybranych populacji pszczoty miodnej

Rycina 2. Zréznicowanie genetyczne wewnatrz populacji, indeks utrwalenia alleli (Fst)
w badanych populacjach hodowlanych pszczoty miodnej: (A)- Aga A, (B)- Wineta W, (C)-
DobraS D1, (D)- DobraK D2, (E)-Karpatka K, (F)- Kujawska Ku, (G)- Wanda Wa, (H)-
Alpejka Al.
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Ocena pokrewienstwa wybranych linii hodowlanych na podstawie analizy
polimorfizmu DNA, oraz ocena zréznicowania na podstawie badan morfometrycznych.

Analiza wariancji molekularnej wykazala, ze badane linie sg przecietnie spokrewnione
(Ryc.3 A). Najblizsze pokrewienstwo stwierdzono pomiedzy liniami (D1) i (K), natomiast
najodleglejsze pomig¢dzy liniami (D1) i (W).

Rycina 3. A- Zroznicowanie genetyczne miedzy populacjami pszczoly miodnej;
B- Zr6znicowanie morfometryczne migdzy populacjami pszczoty miodnej: (A)- Aga A, (B)-
Wineta W, (C)- DobraS D1, (D)- DobraK D2, (E)- Karpatka K, (F)- Kujawska Ku, (G)-
Wanda Wa, (H)- Alpejka Al.
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Analizujac zesp6t cech na skrzydlach (wzajemne polozenie wzgledem siebie 19
punktow przeciecia si¢ zylek) stwierdzono, ze wszystkie badane linie pszczot sa czyste
rasowo. Zdyskwalifikowano tylko 1 probe pszczot z linii (K). Na potrzeby wyrazenia
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zmiennos$ci uktadu zylek na skrzydtach robotnic w rodzinach pszczelich opracowano
wskaznik $redniego odchylenia od sredniego pierwiastka kanonicznego. Na rycinie 3 B
przedstawiono podobienstwo badanych linii hodowlanych na podstawie obrazu skrzydet,
natomiast rycina 4 przedstawia wskazniki zmienno$ci w poszczeg6dlnych populacjach pszczot.
Niektore populacje pszczol, u Ktorych zaobserwowano niskie zrdéznicowanie genetyczne
(Ryc. 2 stupki w kolorze czerwonym) cechuje rowniez niskie zréznicowanie morfometryczne
(Ryc. 4), a wspolczynnik korelacji Pearsona pomigdzy wskaznikami wynosi R = 0,63.

Rycina 4. Zroznicowanie morfometryczne wewnatrz populacji, $rednie odchylenie od
sredniego pierwiastka kanonicznego w badanych populacjach hodowlanych pszczoty
miodnej: (A)- Aga A, (B)- Wineta W, (C)-DobraS D1, (D)- DobraK D2, (E)-Karpatka K, (F)-
Kujawska Ku, (G)- Wanda Wa, (H)- Alpejka Al.
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5. Podsumowanie i wnioski

Wykonano analiz¢ zr6Zznicowania genetycznego wewnatrz wybranych populacji pszczot
krainskich na podstawie analiz molekularnych. Wskazniki utrwalenia alleli w populacjach
(Fst) $wiadcza o przecigtnym lub niskim zréznicowaniu genetycznym badanych populacji
pszczot. Na podstawie analizy polimorfizmu DNA stwierdzono $redni poziom
pokrewienstwa wybranych linii hodowlanych. Analiza czystoSci rasowej i stopnia
zrdznicowania fenotypowego wybranych populacji pszczél na podstawie pomiarow
morfometrycznych $wiadczy o wysokim poziomie cech podgatunkowych.
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