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1. Wstep

W strefie klimatu umiarkowanego Europy srodkowej zapylaczami roslin entomofilnych,
sa owady z nadrodziny pszczot (Apiodea). Gatunkiem o0 najwigkszym znaczeniu
gospodarczym jest pszczota miodna (Apis mellifera L.), ktora wystgpowata pierwotnie tylko
w Europie, Afryce 1 na Bliskim Wschodzie. Tak réznorodne warunki klimatyczne
spowodowaty wyksztatcenie si¢ kilkudziesieciu ras geograficznych, z ktorych blisko 30
uwaza si¢ za odrebne podgatunki (Ryc. 1). Po II wojnie $wiatowej w wielu krajach, rowniez
w Polsce, masowy import pszczét spowodowal wyparcie pszczot lokalnych, ktore dzis
wystepuja W znacznej mniejszosci 1 zostaly wilaczone do programéw ochrony zasobow
genowych. Rasy a nawet linie pszczot roznig si¢ cechami uzytkowymi, ktorych przydatnosé
ujawnia si¢ dopiero w odpowiednich warunkach klimatyczno-pozytkowych. Pszczota miodna
jest zwierzgciem gospodarskim na ktorym prowadzi si¢ intensywne prace hodowlane. Jak w
kazdej hodowli do reprodukcji wybiera si¢ nieliczne osobniki o wybitnych walorach
uzytkowych uszczuplajac tym zasoby genetyczne populacji. W dalszej perspektywie moze to
mie¢ negatywne skutki, bowiem bogactwo puli genowej jest zrodtem zdolnosci adaptacyjnych
I gwarantem powodzenia prac hodowlanych. Populacje pszczot roznig si¢ nie tylko pod
wzgledem genetycznym, ale i morfologicznym. Ich odrgbnos¢ mozna oznaczy¢ wykonujac
badania morfometryczne niektorych cze¢sci ich ciata, oraz wykorzystujac bardzo czute metody
molekularne.

Rycina 1. Najbardziej popularne podgatunki (rasy) pszczoty miodnej w Europie: pszczota krainska A.
m. carnica, kaukaska A. m. caucasica, wtoska A. m. ligustica i srodkowoeuropejska A. m. mellifera.
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2. Cel zadania

Celem badan jest ocena biordéznorodnosci linii hodowlanych pszczoty miodnej
poprzez analiz¢ zréznicowania genetycznego 1 morfometrycznego.

3. Material i metody

a) Analizy molekularne. W 2018 roku do badan pobrano pszczoty z 134 rodzin
pszczelich rasy krainskiej, nalezagcych do 8 linii hodowlanych (Tab. 1). Nastgpnie
wyizolowano DNA pszczot zestawem EXTRACTME DNA Tissue Kit, DNA-Gdansk.
Jedng rodzine pszczelg reprezentowaty proby uzyskane z pigciu osobnikow. Do oceny
zréznicowania genetycznego linii hodowlanych na poziomie molekularnym zastosowano
metod¢ SSR- PCR, z uzyciem szesciu par starterow mikrosatelitarnych (Solignac i inni 2007):
A007, AO88, Ap043, Apl03, Ap226, Ap249. Dane przeanalizowano za pomocg programu
GenAlEx, w celu wyznaczenia parametrow statystycznych opisujacych stopien zrdéznicowania
lub/i pokrewienstwa genetycznego pomiedzy badanymi liniami hodowlanymi i rodzinami
pszczelimi (analiza wariancji molekularnej AMOVA). Na podstawie otrzymanych warto$ci
dystansu genetycznego przeprowadzono analize gtownych wspotrzednych (PCoA — principal
coordinate analysis), umozliwiajacg graficzne przedstawienie zwigzku pomigdzy
zréznicowaniem molekularnym a odlegtoscia genetyczng pomiedzy analizowanymi probami.

b) Analiza morfometryczna. Do badan morfometrycznych pobrano pszczoty z
tych samych rodzin, z ktérych pobierano osobniki do badan molekularnych. Oceng¢ czystosci
rasowej rodzin pszczelich wykonano na podstawie uzylkowania prawego skrzydta pierwszej
pary u robotnic. Metoda ta zwana morfometria geometryczng wykorzystuje wzajemne
potozenie wzgledem siebie 19 punktow przeciecia zylek. Z kazdej proby wypreparowano po
20 skrzydet 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 si¢ zylek (Skrzydlak). Nastepnie program
postugujac si¢ analizg kanoniczng (CCA- canonical correlation analysis) oblicza wskaznik
roznicy (WR) od populacji wzorcowej (Gerula i inni 2009).

Tabela 1. Wykaz linii hodowlanych przebadanych w roku 2018.

Lp. Pasieka Symbol/nazwa linii Liczba rodzin
(hodowca) hodowlanej

1 Pasieka 1 Wielka (W) 22
2 Pasieka 2 Maja (M) 9
3 Pasieka 3 Brzezinka (B) 20
4 Pasieka 4 Prima (P) 20
5 Pasieka 4 Gema(G) 20
6 Pasieka 5 (Cn) 16
7 Pasieka 5 (Cp) 16
8 Pasieka 5 (Cb) 11

Razem 134
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4. Wyniki

Badanie zroznicowania genetycznego wybranych linii hodowlanych pszczél na

podstawie analiz molekularnych.

W roku 2018 przebadano 8 z blisko 50 zarejestrowanych linii hodowlanych.
Liczebno$¢ rodzin w poszczegdlnych liniach byla rozna i zalezata od liczby matek
ocenionych i zakwalifikowanych do wpisu do ksigg. W kazdej linii hodowlanej stwierdzono
zarowno rodziny pszczele blisko spokrewnione genetycznie ze sobg jak i te, u ktorych
stwierdzono odmienno$¢ genetyczng. Szczegdlowe dane wraz z zaznaczonym kolorem
czerwonym obszary skupiajace rodziny o najblizszym pokrewienstwie genetycznym
przedstawia (Ryc. 2 A, B, C, D, E, F, G, H). W niektorych populacjach stwierdzono istnienie
2-3 odrgbnych linii matecznych (Ryc. 2 A-E). Linie Cr, Cp i Cb okazaty si¢ bardziej jednolite.

Rycina 2. Analiza gtéwnych wspotrzgdnych na podstawie wartosci dystansu genetycznego
pomiedzy rodzinami odpowiednich linii hodowlanych: (A)- Wielka, (B)- Maja, (C)-

Brzezinka, (D)- Prima, (E)- Gema, (F)- Cr, (G)- Cp, (H)- Cb.

A-Wielka Principal Coordinates (PCoA)
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E- Gema Principal Coordinates (PCoA) F- Cr Principal Coordinates (PCoA)
& Crlo
Lo} Lo |
— — & Cr2
P = \
g g & Crls & Crit
& @,
o cas |
Cr14 p
Cr3
Coord. 1 Coord. 1
G- Cp Principal Coordinates (PCoA) H- Cb Principal Coordinates (PCoA)
i & Cbs
1 1 & Cb3
b6
= @ [cp12 + Cps =
2| \e cplo o
=] . o
&) * &l%Es v R - @]
. e Ryfr
L %p?—‘?‘
C
¢ 0ol & Cp ® Cbl

Coord. 1 Coord. 1

Jedna z miar zroznicowania genetycznego populacji jest indeks utrwalenia alleli Fsr,
ktory okresla stopien heterozygotycznosci w populacji. Najmniej zréznicowang linig
hodowlang okazata si¢ Wielka indeks Fst 0,049. W pozostatych populacjach warto$¢ indeksu
wynosita 0,077-0,141, co $§wiadczy o umiarkowanym przeptywie genéw miedzy badanymi
liniami. (Ryc. 3, zotty kolor stupkow). Najwyzszy indeks utrwalenia (0,141), czyli najwigksze
zroznicowanie genetyczne zaobserwowano w linii hodowlanej Prima, u ktorej 90%
catkowitego zréznicowania molekularnego stanowily réznice osobnicze, natomiast 10%
decydowato o réznicach pomiedzy rodzinami pszczelimi. U Zadnej z linii wskaznik Fst nie
przekroczyt 0,15, co oznaczatoby znaczng izolacje tej populacji od pozostatych.
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Rycina 3. Zréznicowanie genetyczne wewnatrz populacji, indeks utrwalenia alleli (Fsr)
wybranych linii hodowlanych pszczoty miodne;j:

I:ST
0,25
0,2
0,15 0,141
0,098 0,104 0,097 0,096
0,1 0,077 0,077
0,049
0,05 I -
O T T T T T T T 1
Wielka Maja Brzezinka Prima Gema Cr Cp Cb

Ocena pokrewienstwa wybranych linii hodowlanych na podstawie analizy
polimorfizmu DNA.

Analiza wariancji molekularnej (AMOVA) wykazata 5% poziom zréznicowania
genetycznego stanowigcego o réznicach pomiedzy liniami hodowlanymi w catkowitym
zroznicowaniu zaobserwowanym w badanych probach. Najblizsze pokrewienstwo wykazano
pomiedzy liniami Cr, Cp i Cb, natomiast najodleglejsze pomiedzy liniami Cb i Maja (Ryc. 4).
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Rycina 4. Analiza gtownych wspotrzednych na podstawie wartosci dystansu genetycznego,
zréznicowanie genetyczne pomi¢dzy 8 analizowanymi liniami hodowlanymi: Wielka, Maja,
Brzezinka, Prima, Gema, Cr, Cp, Cbh.

Principal Coordinates (PCoA)
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Ocena czysto$ci rasowej i stopnia zréznicowania fenotypowego wybranych linii
pszczol na podstawie pomiar6w morfometrycznych

W przypadku uzytkowania skrzydet pszczot dostepne metody nie pozwalaja na
jednoznaczne zidentyfikowanie poszczegdlnych linii pszczot w obrebie jednej rasy. Niemniej
jednak niektore z nich mozna wyodrebni¢ na podstawie wielkosci wskaznika réznicy (WR),
jak w przypadku linii Wielka i Prima (Tab. 2, Ryc. 5). Wskaznik ten powinien zawiera¢ si¢ w
zakresie 0<WR<3. Analizujgc zespot cech czyli uzylkowanie skrzydta, za wyjatkiem jednej

rodziny z linii Cb, pozostate zostaty zakwalifikowane do podgatunku Apis mellifera carnica
Pollm. (Tab. 2).

Tabela 2. Wykaz linii hodowlanych przebadanych w roku 2018. Wyniki weryfikacji rasowej
pszczot.

. Wkaznik Zmi_ennoéc' Procent T(‘)d.zin dla ktorych Wskainik
_S)(_mbollnazwa_ Llczpa Roznicy ml?dzy _ réznicy (WR) wynosi:
linii hodowlanej | rodzin rodzinami
(WR) (Odch. Std.) | 0SWRSI | 1<WR<2 | 2<WR<3 | WR>3
Wielka (W) 22 1,61 0,80 25,0 35,0 40,0 0
Maja (M) 9 1,32 0,42 22,0 78,0 0 0
Brzezinka (B) 20 1,52 0,78 35,0 30,0 35,0 0
Prima (P) 20 0,89 0,62 60,0 30,0 10,0 0
Gema(G) 20 0,91 0,44 55,0 45,0 0 0
(Cn) 16 1,34 0,57 334 53,2 13,4 0
Cp) 16 1,30 0,70 25,0 56,0 19,0 0
(Cb) 11 1,29 1,08 45,4 36,4 91 91
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Rycina 5. Wyniki weryfikacji podgatunkowej pszczot linii Wielka i Prima w postaci
graficznej (analiza kanoniczna, dwa pierwiastki kanonicze). Kazdy czarny punkt na wykresie
reprezentuje jedna rodzine pszczels.

Wielka Prima
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5. Podsumowanie i wnioski

Wykonano analiz¢ zroznicowania genetycznego wybranych linii hodowlanych pszczot
krainskich na podstawie analiz molekularnych. Przecigtna wartos¢ wskaznikow utrwalenia
alleli w populacjach (Fst) $wiadczy o przecigtnym lub niskim zréznicowaniu genetycznym
badanych populacji pszczot, co swiadczy o znacznym obnizeniu heterozygotycznosci. Na
podstawie analizy polimorfizmu DNA stwierdzono $redni poziom pokrewienstwa wybranych
linii hodowlanych wyodrgbniajac jednak klaster w ktorym znalazty si¢ linie z jednej pasieki
hodowlanej. Analiza czystosci rasowej i stopnia zr6znicowania fenotypowego wybranych
populacji pszczot na podstawie pomiarow morfometrycznych $wiadczy o wysokim poziomie
cech podgatunkowych. W przypadku uzytkowania skrzydet pszczot dostgpne metody nie
pozwalaja na jednoznaczne wyodrebnienie poszczegoélnych linii pszczot w obrgbie jednej
rasy, metoda ta jest wiec nieprzydatna do weryfikacji hybrydyzowanego materiatu. Wskaznik
roznicy (WR) w wybranych liniach pszczot byt odwrotnie skorelowany z wskaznikiem
utrwalenia alleli Fst (R=- 0,76, p<0,05).
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