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1. Wstep

W strefie klimatu umiarkowanego Europy srodkowej zapylaczami roslin entomofilnych
sa owady z nadrodziny pszczot (Apiodea). Gatunkiem o0 najwiekszym znaczeniu
gospodarczym jest pszczota miodna (Apis mellifera L.), ktora pierwotnie wystepowata w
Europie, Afryce i na Bliskim Wschodzie. Roznorodne warunki klimatyczne na tych obszarach
spowodowaty wyksztatcenie si¢ kilkudziesieciu ras geograficznych, z ktorych blisko 30
uwaza si¢ za odrgbne podgatunki. Do lat 50-tych ubieglego stulecia na przewazajacym
obszarze Polski dominowal podgatunek pszczoty srodkowoeuropejskiej (Apis mellifera
mellifera L.). W niedtugim czasie masowy import pszczét spowodowal wyparcie pszczot
lokalnych, ktére dzi§ wystepuja W znacznej mniejszosci 1 zostaty wiaczone do programow
ochrony zasobow genowych. Obecnie dopuszczone sg do hodowli cztery podgatunki pszczot
zwane potocznie rasami (Ryc. 1). Rasy a nawet linie pszczo6t roznig si¢ cechami uzytkowymi,
wygladem i1 zachowaniem, a cechy te dziedzicza po praprzodkach, ktérzy dostosowali si¢ do
okreslonych warunkéw dzigki ewolucji. Przydatno$¢ uzytkowa poszczegdlnych linii ujawnia
si¢ dopiero w odpowiednich dla nich warunkach klimatyczno-pozytkowych, ze wzgladu na
wystepowanie interakcji genetyczno-srodowiskowej. Pszczota miodna jest zwierzeciem
gospodarskim, poddanym intensywnym pracom hodowlanym. W wyniku selekcji do
reprodukcji wybiera si¢ nieliczne osobniki o wybitnych walorach uzytkowych uszczuplajac
tym zasoby genetyczne populacji. W dalszej perspektywie moze to mie¢ negatywne skutki,
bowiem bogactwo puli genowej jest zrodtem zdolno$ci adaptacyjnych i gwarantem
powodzenia prac hodowlanych. Dlatego istotnym jest aby hodowla byta zrownowazona,
I uwzgledniata zachowanie réznorodnosci pszczot na poziomie wewnatrz gatunkowym.
Niezbedne jest zatem utrzymywanie 1 selekcja wielu populacji pszczot, oraz ochrona pszczoét
miejscowych jako dziedzictwa naturalnego.

W roku 1758 Linneusz po raz pierwszy opisat i sklasyfikowat gatunek pszczoty miodne;j
wydzielajagc z niego w Europie pierwszy podgatunek pszczoty miodnej wilasciwe; A. m.
mellifera. Od tego czasu, co kilkadziesigt lat, inni badacze oznaczali coraz to nowe
podgatunki zaréwno na starym kontynencie jak i w Afryce i Azji zachodniej. Poczatkowo
podzial na poszczegdlne podgatunki opierano na obserwacji biologii pszczot i cechach
behawioralnych. Analiza danych biometrycznych pozwolita na doktadniejsze rozrdznienie ras
geograficznych a nawet na ich podzial uwzgledniajacy kierunki ewolucji na przestrzeni
dziejow (Ruttner 1978, 1988). W ostatnich latach w taksonomii znalazta zastosowanie
morfometria geometryczna (ksztattu) poczatkowo wykorzystywana w badaniach
antropologicznych (Bookstein 1991, Kendall i inni 1999, Zeldith i inni 2004). U pszczo6t
uktad zytek na skrzydlach tworzy pewien wzor charakterystyczny dla réznych jednostek
systematycznych i jest cechg wysoko odziedziczalng, co wykorzystywane jest w badaniach
taksonomicznych. Bazujac na teorii ksztattu, w tym przypadku wzajemnym potozeniu
potaczen zytek wzgledem siebie opracowano oprogramowanie do  szybkiej
i wielowymiarowej analizy danych, pozwalajacej na bardzo precyzyjne i szybkie wykonanie
badan morfometrycznych (Tofilski 2008, Gerula i inni 2009, Nawrocka i inni 2018). Rozwdj
genetyki molekularnej sprawil, ze lista oznaczonych podgatunkow stata sie listg otwarta.
Wykorzystujac nowoczesne techniki stosunkowo niedawno wyrdzniono trzy nowe
podgatunki: A. m. pomonella w 2003, A. m. simensis w 2011 czy A. m.sinisxinyuan w 2016,
dowodzac tego, ze naturalny zasieg wystgpowania pszczoty miodnej w kierunku wschodnim
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jest wigkszy niz sadzono wczesniej. Wykorzystanie markeréw genetycznych jak
mikrosatelitarne (SSR), czy wykorzystanie zmiennosci DNA jadrowego pojedynczego
nukleotydu (SNP) lub polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykcyjnych mitochondrialnego
DNA (PCR-RFLP) daje szerokie mozliwosci. Badania te wykorzystuje si¢ najczesciej w celu
odroznienia od siebie podgatunkéw pszczoty miodnej i w badaniach filogenetycznych i oceny
struktury genetycznej populacji.

Rycina 1. Podgatunki (rasy) pszczoty miodnej w dopuszczone do hodowli w Polsce: pszczota
krainska A. m. carnica, kaukaska A. m. caucasica, wtoska A. m. ligustica i srodkowoeuropejska A. m.
mellifera.

2. Cel zadania
Celem badan jest ocena réznorodnosci linii hodowlanych pszczoty miodnej poprzez
analiz¢ zr6znicowania genetycznego i morfometrycznego.

3. Material i metody

a) Analizy molekularne. W 2019 roku do badan pobrano pszczoty z 108 rodzin
pszczelich rasy krainskiej i kaukaskiej, nalezacych do 8 linii hodowlanych (Tab. 1). Nastepnie
wyizolowano DNA pszczot zestawem EXTRACTME DNA Tissue Kit, DNA-Gdansk.
Jedng rodzine pszczelg reprezentowaty proby uzyskane z pigciu osobnikéw. Do oceny
zroznicowania genetycznego linii hodowlanych na poziomie molekularnym zastosowano
metode SSR- PCR, z uzyciem sze$ciu par starteréw mikrosatelitarnych (Solignac i inni 2007):
A007, AO88, Ap043, Apl03, Ap226, Ap249. Dane przeanalizowano za pomocag programu
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GenAlEx, w celu wyznaczenia parametrow statystycznych opisujacych stopien zréznicowania
lub/i pokrewienstwa genetycznego pomiedzy badanymi liniami hodowlanymi i rodzinami
pszczelimi (analiza wariancji molekularnej AMOVA). Na podstawie otrzymanych wartosci
dystansu genetycznego przeprowadzono analiz¢ glownych wspotrzednych (PCoA — principal
coordinate analysis), umozliwiajacg graficzne przedstawienie zwigzku pomiedzy
zréznicowaniem molekularnym a odlegloscig genetyczng pomiedzy analizowanymi probami.
Poddane genotypowaniu proby pszczol w ostatnim roku badan przeanalizowane metoda
STRUCTURE pozwalajaca na wykrycie wewngtrznej struktury populacyjnej oraz stopnia
zmieszancowania w oparciu o grupowanie metoda Bayesa.

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 uzytkowania prawego skrzydta pierwszej
pary u robotnic. Metoda ta zwana morfometria geometryczng wykorzystuje wzajemne
polozenie wzgledem siebie 19 punktéw przecigcia zyltek. Z kazdej proby wypreparowano po
20 skrzydet i wprawiono w ramki do przezroczy. Tak przygotowane preparaty zeskanowano
do plikow cyfrowych o duzej rozdzielczosci i1 poddano analizie programem do
automatycznego oznaczania punktéw przecigcia si¢ zylek (Skrzydlak). Nastgpnie program
postugujac si¢ analizg kanoniczng (CCA- canonical correlation analysis) oblicza wskaznik
roznicy (WR) od populacji wzorcowej (Gerula i inni 2009). Wskaznik ten jest liczbg
niemianowana, aby zaliczy¢ pszczoly do okre§lonego podgatunku jego warto$¢ powinna
zawierac si¢ w zakresie 0-3,0.

Tabela 1. Wykaz linii hodowlanych przebadanych w roku 2019.

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

1 Pasieka 1 Ca 15
2 Pasieka 2 Kortowka (K) 16
3 Pasieka 3 Baltycka (B) 20
4 Pasieka 4 KPW 10
) Pasieka 4 CT46 12
6 Pasieka 4 CNT 11
7 Pasieka 4 CJ10 12
8 Pasieka 4 AlSin (A) 12

Razem 108

4. Whyniki i dyskusja

Badanie zréznicowania genetycznego wybranych linii hodowlanych pszczél na
podstawie analiz molekularnych.

W roku 2019 genotypowano 8 z blisko 50 zarejestrowanych linii hodowlanych.
Liczebno$¢ rodzin w poszczegoélnych liniach byla rézna i zalezata od liczby matek
ocenionych i zakwalifikowanych do wpisu do ksiag. W kazdej linii hodowlanej stwierdzono
zarowno rodziny pszczele blisko spokrewnione genetycznie ze sobg jak i te, u ktorych
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stwierdzono odmienno$¢ 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 odrebnych linii matecznych (Ryc. 2 D, G, H). Linie Ca i Kortowka okazaly si¢ bardziej
jednolite.

Rycina 2. Analiza gldéwnych wspotrzednych na podstawie wartosci dystansu genetycznego
pomiedzy rodzinami odpowiednich linii hodowlanych: (A)- Ca,, (B)- Kortowka K, (C)-
Battycka B, (D)- KPW, (E)- CT46, (F)- CNT, (G)- CJ10, (H)- AISin A. Zaznaczone obszary
skupiajg rodziny o najblizszym pokrewienstwie genetycznym.
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Jedna z miar zroznicowania genetycznego populacji jest indeks utrwalenia alleli Fsr,
ktory okresla stopien heterozygotycznosci W populacji. Najwyzszy stopien wsobno$ci
zaobserwowano w obrebie linii Kortowka Fst 0,01. W pozostalych populacjach wartos¢
indeksu wynosita 0,078-0,124, co $wiadczy o umiarkowanym przeptywie genow migdzy
badanymi liniami. (Ryc. 3). Najwyzszy indeks utrwalenia (0,124), czyli najwigksze
zroznicowanie genetyczne zaobserwowano w linii hodowlanej Ca, u ktorej 91% catkowitego
zréznicowania molekularnego stanowily roznice osobnicze, natomiast 19% decydowalo o
réznicach pomigdzy rodzinami pszczelimi. U zadnej z linii wskaznik Fsr nie przekroczyt
0,15, co oznaczatoby znaczng izolacje tej populacji od pozostatych.

Rycina 3. Stopien heterozygotycznosci populacji, indeks utrwalenia alleli (Fst)
wybranych linii hodowlanych pszczoty miodne;j:
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Ocena pokrewienstwa wybranych linii hodowlanych na podstawie analizy
polimorfizmu DNA.

Analiza wariancji molekularnej (AMOVA) wykazala 5% poziom zroéznicowania
genetycznego stanowigcego o roznicach pomiedzy liniami hodowlanymi w catkowitym
zroznicowaniu zaobserwowanym w badanych probach. Najblizsze pokrewienstwo wykazano
pomiedzy liniami Alsin, CNT, CJ10 natomiast najodleglejsze pomiedzy liniami Alsin
I Kortowka (Ryc. 4).
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Rycina 4. Analiza gldéwnych wspotrzednych na podstawie warto$ci dystansu genetycznego,
Zrdznicowanie genetyczne pomigdzy 8 analizowanymi liniami hodowlanymi: Ca, Kortowka
(K), Battycka (B), KPW, CT46, CNT, CJ10, AlSin (A). Zaznaczone obszary skupiajg rodziny
o najblizszym pokrewienstwie genetycznym.

Principal Coordinates (PCoA)

# CT46 ¢ KPW
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¢ B

& Ca

Coord. 1
Ocena czystosci rasowej i stopnia zréznicowania fenotypowego wybranych linii
pszczol na podstawie pomiar6w morfometrycznych
Metoda oceny czystosci rasowej pszczOl na podstawie uzytkowania skrzydet z
wykorzystaniem programu Skrzydlak nie pozwala na klasyfikacje badanych pszczot do
poszczegolnych linii. Niemniej jednak niektore z nich mozna wyodrgbni¢ na podstawie
wielko$ci wskaznika roznicy (WR), jak w przypadku linii CNT, CJ10, AlSin, i CT46, ktore
wyraznie odstajg od pozostalych (Tab. 2). Podobne zaleznoSci mozna zauwazy¢é w przypadku
graficznej interpretacji podobienstwa linii na podstawie poliformizmu DNA (Ryc. 4).
Wszystkie rodziny pszczele z linii: Ca, Kortowka, Baltycka i CT46 zakwalifikowano do
podgatunku Apis mellifera carnica Pollm (0<SWR<3). W pozostatych liniach stwierdzono

zmieszancowane pszczoly przy czym najwyzszy odsetek takich rodzin byt w linii CNT (Tab.
2).

Tabela 2. Wykaz linii hodowlanych przebadanych w roku 2019, oraz wyniki weryfikacji
rasowej pszczot.

. Wskaznik Zmi-ennos’é Procent T?d?in dla ktorych vs'/'skainik
_S){-mbollnazwa. Llczt_)a Roéznicy mle{'dzy _ réznicy (WR) wynosi:
linii hodowlanej | rodzin rodzinami
(WR) (Odch. Std.) | 0SWRSI | I<WR<2 | 2<WR<3 | WR>3
Ca 15 0,97 0,60 53,3 40,0 6,7 0
Kortowka (K) 16 0,19 0,42 100 0 0 0
Battycka (B) 20 1,29 0,79 50 35 15 0
KPW 10 2,23 1,49 20 30 10 40
CT46 12 1,74 0,51 0 80 20 0
CNT 11 2,28 1,11 91 45,4 9,1 36,4
CJ10 12 2,00 0,90 16,6 41,6 25,2 16,6
AlSin (A) 12 1,81 1,15 33,3 25,0 33,3 8,4
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5. Podsumowanie i wnioski

W oparciu o dane mikrosatelitarne w niektorych populacjach stwierdzono istnienie 2-3
odrebnych linii matecznych. Przecietna wartos¢ wskaznikow utrwalenia alleli w populacjach
(Fst) $wiadczy o przecigtnym lub niskim zréznicowaniu genetycznym badanych populacji
pszczol, co $wiadczy o znacznym obnizeniu heterozygotycznosci. Na podstawie analizy
polimorfizmu DNA stwierdzono $redni poziom pokrewienstwa wybranych linii hodowlanych
wyodrebniajgc jednak klaster w ktorym znalazty si¢ linie z jednej pasieki hodowlanej. Analiza
czystosci rasowej wybranych populacji pszczét na podstawie pomiaro6w morfometrycznych
swiadczy o wysokiej jakoSci materialu  hodowlanego, jednak liczba rodzin
zdyskwalifikowanych byla wyzsza niz w latach poprzednich. Dostgpna metoda weryfikacji
podgatunkowej pszczot nie pozwala na jednoznaczne rozrdznianie linii hodowlanych w
obrebie jednej rasy. Mimo to na podstawie wielko$ci wskaznikow (WR) nalezy stwierdzié, ze
w obrebie podgatunku A. m. carnica istnieje znaczna r6znorodnos¢ fenotypowa, ktora jest
wynikiem pozyskiwania niejednorodnego materiatu hodowlanego z wielu zrodet.
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