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Pszczola miodna jest jednym z napmé&éej-  produktéw pszczelich, takich jak miéd, wosk
szych gatunkéw dla cziowieka pod weggl czy propolis, gdy ich wartg¢ jest stosunkowo

dem ekonomicznym. Znaczenie jej nie sprowa-niewielka w poréwnaniu z efektem ekonomicz-
dza s¢ tylko do dostarczania szeroko znanychnym, jaki przynosi zapylanie upraw (Free, 1993).

Fot. 1. Pszczoly linii AugustowskaBees of Augustowska lif@t. A. Oleksa)

“Praca finansowana z grantu Ministerstwa Nauki idBziktwa Wyzszego: ,Ocena zedicowania genetycznego
pszczoty miodneApis melliferal. z zamkn¢tego rejonu hodowli w Puszczy Augustowskiej” (pkbjar N311
029 32/2255).
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Takze znaczenie pszczoly miodnej dla natural-blem ochrony rodzimych form pszczoty miodnej
nych ekosystemdéw wynika z jej roli wysoko zostat w Polsce dostrzeny stosunkowo wcze-
sprawnego, uniwersalnego zapylacza (Kevarsnie w poréwnaniu z innymi krajami europej-
i Baker, 1983). Mimo to, w Polsce, jak i na ca- skimi, bowiem ju w latach 70. XX w. utworzo-
lym swiecie, stale zwiksza s¢ zagraenie ro- no zamkngte rejony hodowli w Puszczy Kampi-
dzin pszczelich przez choroby i patogeny (Cox-noskiej i Puszczy Augustowskiej, Zabecnie
Foster i in., 2007) oraz rogte skaeniesrodo-  ochrory zasobow genetycznych ety s cztery
wiska (Ponikvar i in., 2005), zaleficyt zapyla- linie rasy srodkowoeuropejskiej: Kampinoska,
czy jest coraz acZciej wskazywany jako jeden Augustowska, Asta i Péinocna (Programy ho-
z gtdbwnych powodow uzyskiwania niskich plo- dowlane..., 2005-2008). Utrzymanie czysio
noéw (Kevan i Phillips, 2001). W tej sytuacji rasowej tych linii jest zadaniem niezmiernie
szczegblnego znaczenia nabiera ochrona zas¢rudnym, bowiem nie jest mitiwa kontrola ko-
béw genetycznych pszczét jako cennegddia  jarzer matek w trakcie lotbw godowych. Ponad-
gendw warunkucych adaptagj do zmian bio- to, waznym etapem pracy hodowlanej &iuej
tycznych i abiotycznyckrodowiska (Programy ochronie zasobdw genowych jest ocena isiniej
hodowlane..., 2005-2008). Zanik rodzimych cego materiatu hodowlanego, tj. odpowiek
linii pszczoty, o cechach mniej padanych pytanie, jaki jest udziat obcych genéw w hodow-
z ekonomicznego punktu widzenia, stanowi pro-lach zachowawczych. Tak samo jest w przypad-
blem hodowlany, gdy dla utrzymania produk- ku innych rodzajow hodowli: @i ocena ta nie
tywnosci organizmow uytkowych konieczna zostanie przeprowadzona w sposob adekwatny,
jest maliwos¢ modyfikacji i wymiany odmian. dalsze etapy hodowli zachowawcze] mduy¢
Podstawow role w ich tworzeniu odgrywaj bezcelowe. Obecnie w ocenie tej wykorzysty-
geny dzikich populacji oraz lokalnych odmian wane g cechy fenotypowe, ktére ¢zto wyka-
hodowlanych, ozto o niskich walorach zyt-  zuja naturalny zakres zmieném, jednak znacz-
kowych. Intensywna hodowla opiegap st ha  ny postp maze zosté oshgnicty poprzez bada-
selekcji waskiego zestawu cech prowadzi za- nia zmiennéci genetycznej w oparciu o analizy
zwyczaj do bezpowrotnej utraty @zi natural- DNA. Celem niniejszej pracy jest dokonanie
nej zmiennéci genetycznej (Hartl i Clark, przeghdu maliwosci, jakie stwarza wykorzy-
2007). W tym konteicie szczegolnie istotna stanie markerow molekularnych w hodowli za-
wydaje s¢ ochrona populacji rodzimych, nawet chowawczej rodzimych linii pszczoty miodne;.
dziko zyjacych, kedacych ndénikami unikato-
wych genow, bowiem pozwala ona ma zapobie-Zroznicowanie pszczoty miodnej w Europie
ganie degradacji genetycznej gatunku. i problem zaniku A. m. mellifera

Wystkpujace pierwotnie na obszarze Pierwotny zasg pszczoly miodnej
Polski pszczoly miodne nalaly niegdy do  obejmowat rozlegie obszary Afryki, Europy
podgatunkuApis mellifera mellifera znanego i Zachodniej Azji. Populacje pszczolty miodnej
jako ,ciemna pszczota” (andark be¢. W prze- zr&nych czséci zaskgu wykazuj znacace
ciagu ostatniego stulecia pszczoly rodzime zo-roznice pod wzgidem morfologii, cech gene-
staty jednak w diej mierze zagpione przez tycznych i behawioralnych (Ruttner, 1988). Ce-
pszczoty importowane, pochagz gtébwnie chy te zostaly uksztattowane w procesie doboru
z potudnia Europy (Gromisz, 1997). Zanik ro- naturalnego, ale tak w wyniku przypadkowych
dzimej puli genowej pszczoty miodnej na rzeczprocesdw genetycznych maych miejsce
gendw uksztattowanych w odmiennych warun-w trakcie kurczenia sizasggu podczas zlodo-
kach klimatycznych i pgytkowych jest niepoko- wacer i pdzniejszych ekspansji z refugiow
jacy, poniewa prowadzi do spadku zdolé@  (Franck i in., 1998). Do pewnego stopnia selek-
adaptacyjnych nowych populacji do lokalnych cja cech zostala przeprowadzona przez pszczela-
warunkow, a wymieszanie pul genowych typo-rzy, jednak naley podkréli¢, ze & do czasu
wych dla ré@nych optiméw srodowiskowych  wynalezienia sztucznego unasieniania wysitki te
prowadzi cesto do zjawiska ok&tanego jako nie miaty decydujcego wplywu na struktgr
depresja outbreedingowa, czyli zmniejszeniegenetycza lokalnych populacji pszczoty miod-
zdolngici dostosowawczych miessedw. Pro- nej ze wzgtdu na utrudnios kontrok nad koja-
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rzeniem matek w trakcie lotow godowych (Jen-Europy na pétnoc od tuku Alp i Karpat, dociera-

seniin., 2005 b). jac na wschod ado Uralu, a na pétnocy — do
W Europie mana wyr@ni¢ trzy zasad- potudniowej Skandynawii.
nicze linie ewolucyjne (rys. 1). \Mksza cegs¢ Druga linia — C to pszczoly z Europy

kontynentu zasiedlona byla pierwotnie przezpotudniowo-wschodniej, Polwyspu Apéskie-
pszczoty nalgace do linii M. Pochodzi ona od go i Batkaiskiego, Kotliny Panaskiej oraz tere-
pszczot afrykaskich, ktore zasiedlity od zacho- now wokét zachodnich i pétnocnych wybeze
du (od Poélwyspu Iberyjskiego) wksz czsé Morza Czarnego.

Rys. 1. Pierwotny zagy linii ewolucyjnych i podgatunkéw pszczoty miodivejEuropie. Czarna linia wskazuje

przypuszczalny zagy A. m. melliferaZastgi podgatunkéw (okrédonych na podstawie morfometriiggrowego

DNA) pokrywaf si¢ z zasggami linii ewolucyjnych M, C i A, okrdonych w oparciu o mitochondrialne DNA.
Rozbieznos¢ istnieje jedynie w potudniowej egci Piw. Iberyjskiego i niektérych wyspaéhbdziemnomor-
skich, w ktérych dominujpszczoty o afrykéskim mtDNA — szara linia (Ruttner, 1998; Franch.i i1998).

Fig. 1. Original range of evolutionary lines andospecies of honey bee in Europe. Black line indeabssible

range of A. m. mellifera. Ranges of subspeciegfaeted based on morphometry and nuclear DNA) adénc

with the ranges of evolutionary branches M, C and&ermined from mitochondrial DNA. Discrepancises

only in southern part of the Iberian Peninsula amdsome Mediterranean islands, dominated by betasAfii-

can mtDNA — grey line (Ruttner, 1998; Franck et A098)

Podziat na gtéwne linie ewolucyjne jest drialnego (Garnery i in., 1992, 1993; Kandemir
bardzo dobrze udokumentowany w oparciuiin., 2006), analig fragmentéw restrykcyjnych
0 badania morfologii pszczét, a tak recnego  jadrowego DNA (McMichael i Hall, 1996), mi-
rodzaju markerow molekularnych: allozymow krosatelity (Estoup i in., 1995; Frank i in., 1998;
(Badino iin., 1982; Sheppard i Huettel, 1988; Garnery iin., 1998 b), polimorfizm pojedyn-
Bouga iin., 2005), sekwencji DNA mitochon- czych nukleotydow (Whitfield et al., 2006), cho-
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ciaz w przypadku pewnych populacji pojawdaj miedzy A. m. melliferaa A. m. macedonicao-

sie rozbienosci pomigdzy ocenami przynate  $snie w kierunku potudniowym, dowoae istnie-
nosci opartymi na markerach genonagljowego  nia szerokiej strefy hybrydyzacji w Polsce potu-
(np. mikrosatelity) a markerami DNA mitochon- dniowo-wschodniej i na Ukrainie. Zdaniem Pra-
drialnego. | tak np., pszczoly z Pétwyspu Iberyj- buckiego i Chudej-Mickiewicz (1996) rodzima
skiego zalicza sido jednego podgatunk@ipis  pszczota miodna wygbuje w Polsce jeszcze
mellifera iberica co znajduje potwierdzenie prawdopodobnie w Puszczy Biatowieskiej
w morfologii i markerachgdrowego DNA, jed- i Kampinoskiej, a zbfiona do nigj linia jest wy-
nak u pszczot z potudniowej gxi Hiszpanii  prowadzona wroku 1991, o nazwie Pszczota
i Portugalii wysgpuja niemal wyhcznie haplo- Pomorska (Prabucki i Chuda-Mickiewicz, 1997),
typy mtDNA pochodzenia afrykakiego, na aczkolwiek wedlug Gromisza (1997) linia ta
podstawie ktdrych moglyby Byone zaliczone ograniczona jest jedynie do selekcjonowanych
do linii ewolucyjnej A (Franck i in., 1998) (rys. linii hodowlanych. Dwie linie rodzimeA. m.
1). Naleiacy do gatzi M podgatunek mellifera, pszczota Kampinoska i Augustowska,
A. mellifera melliferabyt jeszcze do niedawna zostaly zachowane w swojej pierwotnej formie
najszerzej rozprzestrzenionym podgatunkiemw rejonach ich naturalnego wygpbwania
pszczoly miodnej, nie tylko w Europie, alezte (Kampinoski Park Narodowy i Puszcza Augu-
w tych rejonachwiata, gdzie pszczoly te zostaly stowska). Stopigeintrogresji w tych populacjach
sztucznie wprowadzone przez kolonizatoréwbyt oceniany jedynie poednio na podstawie
europejskich (Moritz i in., 2005). Mimo tak sze- analiz morfologicznych, brakuje natomiast ocen
rokiego zasigu zmienné¢ genetyczna tego opartych na markerach DNA, wobec czego oce-
podgatunku jest obecnie poivée zagraona  na efektywnéci stosowanej dotychczas hodowli
(De la Rua i in., 2009), gtéwnie ze wzdu na zachowawczej jest utrudniona. Niezweryfiko-
masowe wprowadzanie do hodowli pszczét ob-wanym dotychczas zateniem funkcjonowania
cego pochodzenia (w szczeg&loiood pszczdt zamknitych rejondw hodowli jest przggie, ze

z gakzi ewolucyjnej C, A. m. ligusticai A. m.  hodowana populacja pszcz6t rozmaak w ich
carnica a take A. m. caucasica Obce podga- obrebie w izolacji genetycznej od populacji ota-
tunki pszczolty miodnej byly sprowadzane naczapcych. Mato prawdopodobnea sbowiem
masove skak i rozmnaane w celu ulepszenia przyloty trutni z pasiek oddalonych oasgj niz
cech uytkowych pszczoty rodzimej albo nawet 9 km (Gromisz, 1997).

jej catkowitego zagpienia. Obecnie wksza¢

populacji pszczét w olbie niedawnego zaglu  Odrdznianie podgatunkéw pszczoty miodnej

A. m. melliferanosislady mniejszej lub wgkszej]  — morfologia i markery molekularne
introgresji obcych genow (Garnery i in., 1998 a, Podgatunki pszczoty miodney gazwy-
b; Jenseniin., 2005 a). Czaj rozpoznawane w oparciu o badania morfo-

Na obszarze Polski zmiesz®wanie metryczne, przy zastosowaniu wieloczynnikowej
pszczoty miodnej nagbowato z opénieniem analizy odlegtéci, katow i ksztattéw (Tofilski,
w stosunku do zachodniej Europy (Gromisz,2008). Zaktadajc, ze mieszace wykazuj cz-
1997), w szczegolroi Niemiec, gdzie auto- sto pdarednie cechy morfologiczne, rwa by
chtoniczna forma pszczoty miodnej jest uznawa-oczekiwa&, ze w tego rodzaju analizach mie-
na za wymag (Kauhausen-Keller i Keller, szace xda zajmowad miejsce pomidzy liniami
1994). Z 389 rojéw zbadanych w latach 50. XX rodzicielskimi.
w. tylko 35% spetnialo morfologiczne kryteria Zatazenie takie niecgto jest spetnione,
rasy srodkowoeuropejskiej (Gromisz, 1997). gdyz potomstwo wcale nie musi wykazyéva
Mimo to, przeprowadzone ostatnio badania mor-cech pérednich pomidzy rodzicami. Pod tym
fometryczne pszczot z Europysrodkowo- — wzgledem markery molekularne wykazuvyz-
wschodniej (Meixner i in., 2007) wykazatye  sza¢, gdyz ich interpretacja jest bardziej bezpo-
pszczotly wystpujace w Polsce wschodniej mo- srednia. Poniewadywergencja pomdzy gtow-
ga by¢ pod wzgtdem cech fenotypowych skla- nymi liniami ewolucyjnej pszczotly miodnej mia-
syfikowane jakoA. m. mellifera jednak liczba ta miejsce dé& dawno — przypuszczacsize
lokalizacji z pszczotami o cechach spednich  okoto 670 tys. lat temu (Arias i Sheppard, 1996),
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réznia sie one znacznie pod wzglem wielu se- jednak rownie¢ w sekwencjach kodagych na-
kwencji DNA, co przektada sina maliwos¢  gromadzita s niewielka liczbha mutacji. Pein
latwej identyfikacji pszczét pod wzgdem ich  informacg na temat zmiendoi w obrbie
pochodzenia geograficznego za pomlicznych  mtDNA mazna uzyska poprzez sekwencjono-
metod molekularnych, takich jak allozymy (np. wanie, jednak dla odgiania pszczét naig-
Badino i in., 1982), polimorfizm diugoi frag- cych do rénych podgatunkéw istotnes swy-
mentéw restrykcyjnych (PCR-RFLP) mitochon- tacznie te pozycje w sekwencjach, ktéremau-
drialnego DNA (np. Garnery i in., 1993, 1998 a), ja poszczegoélne taksony. A zatem, stosunkowo
mikrosatelity (np. Garnery i in., 1998 b; Clarke drogie sekwencjonowanie rawa zasipi¢ z po-
Iin., 2001; Jensen i in., 2007), polimorfizm po- wodzeniem znacznie mniej koszto- i praco-
jedynczych nukleotydéw (SNP) (Whitfield i in., chlonry analiz, polegaiaca na amplifikacji wy-
2006). Dwie z tych metod (PCR-RFLP mtDNA branego fragmentu DNA mitochondrialnego
i mikrosatelity) znalazly szczegodlnie szerokie z wzyciem specyficznych primeréw w reakcji
zastosowanie w badaniach &jaych ochronie PCR, a nagpnie pocgciem tak uzyskanej az
zasobow genowych pszczéot ze walil na ta-  steczki przy pomocy enzymu restrykcyjnego
twos¢ analiz i ich niskie koszty (PCR-RFLP) w miejscach rénicujacych linie  ewolucyjne
oraz dua ilos¢ informacji, jakiej dostarczaj pszczoty. Oczywécie test taki wymaga wcaaej-

(mikrosatelity). szej wiedzy o sekwencjach, tak by ina bylo
wskazé pozycje sekwencji thicujace badane
Analiza PCR-RFLP mitochondrialnego DNA linie oraz enzym rozpozray te miejsca. Analiza

Badania mitochondrialnego DNA tego rodzaju nosi nazwPCR-RFLP (od ange-
(mtDNA) 53 szczegolnie zyteczne, bo pozwala- striction fragments length polymorphism poli-
ja wykry¢ introgresg na skutek importu matek morfizm dlugdci fragmentoéw restrykcyjnych).
obcego pochodzenia. M¢e st to z faktem,ze  Dla okrelania pochodzenia pszczot w linii ma-
MtDNA dziedziczy si w linii matecznej i nie tecznej szczegdlnie e€zto wykorzystywano re-
ulega rekombinacji. Poszczego6lne podgatunkigion mitochondrialny zlokalizowany pogaizy
pszczoly miodnej wykazaj znaczny polimor- pierwsz a drug jednostly oksydazy cytochro-
fizm w obrbie sekwencji mtDNA, odzwiercie- mowej (COIl i COIl) (Garnery i in., 1993).Jest to
dlajacy ich dilug histore ewolucyjra (Arias  niewielki fragment niekodagego DNA, sktada-
i Sheppard, 1996). Zmienfio ta dotyczy jacy sk z kilku jednostek powtorzonych, okre-
zwlaszcza niewielkich sekwencji niekodeych,  slanych mianeni i Q (rys. 2).
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Rys. 2. Mapy restrykcyjne regionu COI-COIl wybrahyaplotypdéw z linii ewolucyjnych M i C. Strzatkiska-
Zuja miejsca aicia przez enzyrdral (Franck i in., 1998)
Fig 2. Restriction maps of the COI-COIl regionsefected haplotypes from evolutionary lines M and\Cows
indicate Dral enzyme cutting sites (Franck et 4098)
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U pszczo6t z linii ewolucyjnej C istnieje
tylko jedna sekwencj®, brakuje natomiast cal-
kowicie sekwencjP, natomiast u pszczét z linii
M obok sekwencjQ istnieje jeszcze co najmniej
jedna sekwencjR. U pszczét afrykaskich (linia
A) sekwencja ta przyjmuje nieco odmianpo-
stat okreslamg jako Po. R&@nice w liczbie jedno-

W zbadanych dotychczas hodowlach
zachowawczych w Polsce (Oleksa i in., w przy-
gotowaniu) najcgciej spotykane $ haplotypy
M4 i M4’ (najszerzej rozpowszechnione haplo-
typy rodzimego podgatunkidh. m. mellifera
oraz haplotypy C2 (typowe dla pszcz6t z podga-
tunkéw carnica i macedonica W przypadku

stek powtdérzonych pozwolity na opracowanie tych haplotypéw, ze wzgtlu na znacznroéz-
prostego testu z wykorzystaniem reakcji PCRnicg wielkosci uzyskiwanego produktu, od-

i trawienia powstalego produktu przyyeiu en-
zymu restrykcyjnego (endonukleazypyal. Test

ten polega na amplifikacji catego regionu COI-
COll (obejmuje on geny transferowego RNA dla

leucyny, tRNA, czsci COIll i catego niekodu-
jacy regionu leacego pongdzy nimi). Brak se-
kwencji P u pszcz6t z linii C powodujee wiel-

kos¢ amplifikowanej casteczki jest znacznie
mniejsza (okoto 570 par zasad)zni pszczot

réznienie pszczo6t rodzimego pochodzenia od
pszczo6t obcych nie sprawia najmniejszych
trudnasci (rys. 3).

Oprécz rutynowo stosowanej analizy
restrykcyjnej regionu COI-COIl z wykorzysta-
niem enzymubDral, podobne analizy prowadzo-
ne byly na innych genach mitochondrialnych.
Przyktadowo, amplifikacja genu cytochromu b
(CytB) i trawienie go przy pomocy enzymu

zZ linii M (ponad 800 par zasad). Dodatkowe tra-Bglll pozwala na przypoezkowanie badanych
wienie uzyskanego fragmentu przy pomocy en-prébek do linii ewolucyjnych M, C+O i A (Cro-

zymu restrykcyjnegaDral pozwala na rozpo-
znanie dodatkowej zmiengm w obrbie se-
kwencji powtérzonychP i Q, wiazacej sk

z obecnécia mutacji punktowych. Enzynbral
rozpoznaje sekwengj5'-TTTAAA-3', dokonu-
jac przecgcia nici DNA pomedzy tymimg a ade-
nozym. W wyniku rozdziatu elektroforetyczne-
go powstatych fragmentéw naelu (w praktyce
wystarczyzel agarozowy) uzyskujeestcharakte-
rystyczny uktad pizkéw, pozwalajcy na okre-

zier i in., 1991). Collet i in. (2006) opisali trzy
wzorce restrykcyjne genu 16S mtDNA PCR-
RFLP, uzyskiwane w wyniku analizy restryk-
cyjnej przy pomocy enzymowcaRl, Alul, Hin-

cll, Tad, Dral i Vsd. Wzorce te w pelni odpo-
wiadaty wzorcom restrykcyjnynDral regionu
COI-COll, charakterystycznym dla linii A, M

i C. Biorac pod uwag fakt, ze DNA mitochon-
drialne nie podlega rekombinacji, nie mackyi
szego znaczenia, ktory z fragmentéw genomu

slenie pochodzenia danej pszczoty w linii ma- mitochondrialnego zostanie wykorzystany w ana-

tecznej. Jak datl, z catego zasgu pszczoly

miodnej opisano ponad 60 wzorcéw restrykcyj-

nych (haplotypéw) regionu COI-COIl, mid>
wych do wykrycia przy pomocy analizy PCR-
RFLP z wykorzystanienDral (Garnery i in.,

1993; Franck i in.,, 2000, 2001; Clarke, 2001).

Zmiennac¢ jest szczegdlnie da u pszczét z linii
A i M, zas mniejsza u pszczo6t z linii C, posiada-
jacych tylko jedm stosunkowo krotk sekwenai

Q, a zatem mato potencjalnych miejsc dla muta-

Cji. W zwiazku z tym odranianie haplotypéw
roznych podgatunkéw natecych do linii C (jak
np. A. m. ligusticai A. m. carnick maze spra-
wiaé¢ trudnaé, jesli produkty trawienia rozdzie-
lane @ na dajcych ma4 rozdzielczéé¢ zelach
agarozowych. W zwrku z tym zostata zapro-

lizie pochodzenia matecznego. Mimo wszystko
godny polecenia jest region COI-COII, gdyyt

on, jak do#d, badany najezciej (np. Garnery
iin., 1998 a; Franck i in., 1998, 2000 a, b; Niko-
lenko i Poskryakov, 2002; Jensen i in., 2005; De
la Rda i in., 2004; Susnik i in., 2004; Kozmus
i in., 2007; Cauia i in., 2008; Shaibi i in., 2009)
co stwarza madiwosci poréwna z wynikami
wczesniej opublikowanych prac.

Z uwagi na toze mitochondrialne DNA
dziedziczone jest wytznie od matki, wszystkie
robotnice w rodzinie pszczelej powinny posiada
identyczne sekwencje, a zatem aralRCR-
RFLP wystarczy wykonana pojedynczej robot-
nicy z ula. Powinna kyto robotnica méliwie
mioda, ktéra nie opuszczata jeszcze nigdy ula,

ponowana analiza PCR-RFLP z wykorzystaniemtak by wyeliminowé mazliwosé¢ zbioru pszczo-

odmiennego enzymidinfl, ktéra pozwala od-
rozni¢ dodatkowe haplotypy w linii C (Ozdil
iin., 2009).

ty pochodzcej od obcej matki, ktéra znalaztg si
w ulu w wyniku dd¢ powszechnie spotykanego
bfadzenia. Dla catkowitej pewoi mazna zale-
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ci¢ badanie czerwiu. Mdiwe jest take przyy-  szej hodowli, jéli celem jest zachowanie rodzi-
ciowe zbadanie haplotypu matki w oparciu mych cech genetycznych. Warto jednak jeszcze
o niewielki (okoto 1,3 mrf) fragment skrzydta raz podkréli¢, ze badanie mitochondrialnego
(Chéline i in., 2004). Obecsdobcego haploty- DNA pozwala wyhcznie na wykrycie pocho-
pu powinna dyskwalifikowma dara matlke z dal-  dzenia pszczét w linii matecznej.

Rys. 3. Przyktadowyel z rozdziatlem produktéw analizy PCR-RFLP regi@i-COll. Sciezki 1 i 8 g drabin-
kami markeréw wielkéci. Sciezki 2, 4 i 6 zawieraj nietrawione produkty amplifikacji regionu COI-COlIl
pszcz6t z podgatunkll. m. carnica(sciezka 2, haplotyp C2) ora&. m. mellifera($ciezki 4 i 6, odpowiednio
haplotypy M4 i M4’). N&ciezkach 3, 5 i 7 te same produkty po trawieniu enzyrbeah (3 — C2, 5 — M4, 7 — M4’)
Fig. 3. Sample gel with separation of PCR-RFLP piaid from the COI-COII region. Lanes 1 and 8 azesi
marker ladders. Lanes 2, 4 and 6 contain undigeatedlification products of the COI-COIll region of i.
carnica (lane 2, haplotype C2) and A. m. mellifeees (lanes 4 and 6, haplotypes M4 and M4’, respegj.
Lanes 3, 5 and 7 show the same products after titigesith Dral enzyme (lane 3 — C2, lane 5 — MAeld@ — M4’)
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Znakomita wgksza¢ cech fenotypo- styczna tendencja, zgodnie z ktopasieki
wych determinowana jest przez genygrpwe, 0 wiekszym udziale rodzin z rodzimym DNA
dziedziczone po obydwojgu rodzicach. Wyniki mitochondrialnym odznaczajsic zarazem ri-
bada pszczoly Augustowskiej (Oleksa iin., sz introgresj obserwowasw oparciu 0 genom
w przygotowaniu) pokazuj ze obecnét obcego  jadrowy.
haplotypu mitochondrialnego nie zawsze idzie Kolejnym narzdziem oceny pszczoét
w parze z wysokim poziomem introgresjdjo-  z hodowli zachowawczych powinny étaig za-
wej (i vice versy mimoze istnieje pewna staty- tem markery DNA gdrowego.

100 120 140 160 180 Pz

RFU 7000

5000

4000

2000

Rys. 4. Przyktad elektroferogramoéw produktow reakajltiplex-PCR (4dloci mikrosatelitarne; badany osobnik
jest homozygatw zielonym locus i heterozygppod wzgédem pozostatych loci). RFU — wagine jednostki
fluorescenciji, pz — wielk& produktu (liczba par zasad) (progr&@®ak Scannet.0, Applied Biosystems)
Fig. 4. Sample electrophoregrams for multiplex-P@8ducts (4 microsatellite loci; analysed bee isrozy-
gous for green locus and heterozygous for the dtegy. RFU — relative fluorescence units, pz -eif product
(number of base pair) (Peak Scanner 1.0, AppliexbBitems)

Mikrosatelity powtorzenia tandemowe”) lub SSR (ang. simple
Do najszerzej wykorzystywanych obec- sequence repeats — ,powtérzenia prostych se-
nie genetycznych polimorficznych markerow kwencji”). Wielka zalety SSR jest ich kodomi-
mendlowskich naley mikrosatelity. § to krét-  nacyjny charakter, tj. niiwos¢ odr&nienia
kie (zazwyczaj dwu-, trzy, lub czteronukleoty- dwu alleli u osobnikow heterozygotycznych,
dowe motywy), powtorzone tandemowo (jednaa co za tym idzie, miwos¢ precyzyjnego osza-
za drug) sekwencje DNA, wyspujace po- cowania poziomu heterozygotyczeo
wszechnie w genomieagrowym. Polimorfizm Mikrosatelity uwaa sk zwykle za mar-
mikrosatelitow waze sk z liczba powtorzéh mo-  kery selekcyjnie neutralne, gidyspotykane $
tywdw sekwenciji, std okréla sk je czasem ja- zazwyczaj w rejonach niekodigiych, a zatem
ko STR (ang. short tandem repeats — ,krétkiedobor naturalny nie powinien promogvaadne-
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go z alleli. Skoro nowo powstaje allele nie $
eliminowane przez selekgjw puli genowej po-
pulacji gromadzi s wysoka r@norodna¢ tych
markerow przejawiaga st duza liczba alleli.

W genomach wkszaci przebadanych
organizmdéw wykryto wieldoci mikrosatelitar-

nych, zazwyczaj réGwnomiernie rozmieszczo-

nych w catych genomach. Przyktadowo,
u pszczoty miodnej rozpoznano ponad @€
mikrosatelitarnych  (Solignac iin., 2003,
2007). Daje to mdiwosé wybrania do bada
wielu niesprzzonych genetycznitci, a co za
tym idzie, przeprowadzenie wysoko wiary-

gdzie p; to czstas¢ alleli diagnostycznych

C w badanej populacjig; — odndna czstas¢
alleli diagnostycznych w referencyjnej populacji
z linii ewolucyjnej C, z& D — zestawloci dia-
gnostycznych. Obliczenie wspotczynnika IR jest
proste, jednak z jego stosowaniem w praktyce
wiaza Sig dwa powane problemy.

Po pierwsze, naly wybra populacg
odniesienia. Powinna to bypopulacja, ktéra
byta zrédtem genow dla introgresji. Jak wykazali
Garnery i in. (1995 b), zeédicowanie cgstaici
alleli jest znaczne portzy liniami, natomiast
zazwyczaj niewielkie meidzy populacjami

godnych ocen parametréw genetycznych roy oprbie jednej linii ewolucyjnej. Tak W,

dziny lub populacji. Zazwyczaj badanie okoto
10 loci o wysokim polimorfizmie pozwala
uzyska& unikalny profil genetyczny dla kde-
go osobnika.

Polimorfizm mikrosatelitow badany
jest poprzez okedanie za pomog elektrofo-
rezy wielkaci produktu PCR. Obecnie anali-
zy takie m@na w znacznym stopniu zautoma-
tyzowa dzigki wykorzystaniu analizatorow

genetycznych z rozdziatem kapilarnym. Po-

w roli populacji referencyjnej sprawdzi e¢si
w zasadzie dowolna populacja z linii C, jednak
najlepiej bytoby, aby rozkiad egtasci alleli nie
byt w niej zaburzony na skutek importu pszczét
z obcych linii. Garnery i in. (1995 b) jako popu-
lacje referencyjma wykorzystali pszczotly z pod-
gatunkuA. m. macedonica potnocnej Greciji.
Jest to wybér o tyle zasadnye populacja ta
zlokalizowana byta z dala od granicy zagi
dwu gakzi, wigc jej struktura genetyczna przy-

nadto, znakowanie fluorescencyjne starteréwpyszczalnie nie zostata zmieniona przez prze-

uzywanych w reakcji PCR unitiwia ampli-
fikacje wielu loci w jednej mieszaninie reak-

ptyw obcych gendw.
Po drugie, aby oblic&wspotczynnikiR

cyjnej, co znacznie ogranicza koszty i skracagparty na allelach diagnostycznych wskazanych

czas analiz (rys. 4).

Badania z wykorzystaniem mikrosateli-
tébw potwierdzity wysokie zrénicowanie po-
miedzy populacjami z rmych czsci zasegu
pszczoly miodnej. W wieldoci obserwuje si
wyrazna tendenagt geograficza zmian CzStosci
alleli. Pewne allelessbliskie utrwalenia w okre-
slonych rejonach zagju, kedac réwnoczénie
skrajnie rzadkie w innych. Mma wikc mowi
o istnieniu alleli diagnostycznych dla okie

w literaturze, nalgy dokon& identycznej inter-
pretacji wielkdgci alleli mikrosatelitarnych we
whasnych badaniach. Niestetyzng aparaty do
elektroforezy i réne zestawy odczynnikow (np.
rézne molekularne standardy wiellcdd mog
dawa nieco rozbiene oceny wielkéci frag-
mentow. Nieodzowne stajegsiviec poréwnanie
sekwencji uzyskanych fragmentéw z sekwen-
cjami mikrosatelitow zdeponowanych w Gene-
Banku (www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) na

nych podgatunkow pszczoty miodnej. Allele te pocztku bada, tak aby odpowiednio skalibro-
zostaly wskazane w oparciu o zakrojone na szep ¢ interpretag wielkosci fragmentow z wyni-

roka skak badania zmienrsai wielu loci mikro-

satelitarnych w wielu populacjach europejskich.

Znajac czxstas¢ alleli diagnostycznych w bada-
nej populacji pszczoty w odniesieniu do iclgcz
stosci w populacji kedacej zrodlem sprowadza-
nych osobnikbw mma obliczy wspotczynnik
introgresji (Garnery iin., 1995 b) wyneg:

/
IR = ZP/ Zq:
iED tED

kami poprzednich prac.

Opisany powyej wspétczynnik jest
mimo wszystko do pewnego stopnia subiektyw-
ny, bo wymaga przgria pewnych zatzen co do
wyboru alleli diagnostycznych, a tak skompli-
kowanej procedury kalibracji wielkoi alleli
Z wartgciami literaturowymi. Ponadto, trudne
jest oszacowanie wiarygod$w tak obliczone]
oceny. Dlatego, godne poleceniaigne metody
oceny introgresji, oparte na modelach probabili-
stycznych.
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Jeden z tego rodzaju modeli zostat za-rencyjnej wskazata na introgresjendéw jdro-
implementowany w programie komputero- wych nasrednim poziomie niemal 20%, a zara-
wym STRUCTURE (Pritchard i in., 2000; zem umaliwita wskazanie najsilniej zmiesza
http://pritch.bsd.uchicago.edu/software/structure cowanych rodzin.
2_2.html). Program ten umliwia wykrycie
wewrgtrznej struktury populacyjnej (tzn. podzia- W jaki spos6b markery molekularne mog
tu populacji na subpopulacjejdy stopnia zmie- pomdéc w realizacji programu ochrony rodzi-
szacowania populacji w oparciu o dane genoty-mej pszczoty
powe i metod Bayesa. Model zaklada istnienie Markery DNA jpdrowego (mikrosateli-
pewnej liczby populacjK, z ktérych kada od- ty) umazliwiaja wskazanie osobnikéw, ktére s
znacza s okreslonymi czstosciami alleli  mieszacami, z& markery DNA mitochondrial-
w kazdym locus Kazdy osobnik w prébie jest nego (analiza PCR-RFLP regionu COI-COIl)
nastpnie probabilistycznie przypisywany do pozwalaj na okrélenie pochodzenia w linii ma-
jednej z populacji, albo tedo dwu lub wgcej  tecznej. Informacje te magoy¢ razem z powo-
populacji jednoczaie, jeli genotyp wskazuje dzeniem wykorzystane w hodowli zachowaw-
na admiksj. Procedura ta jest przeprowadzanaczej rodzimej pszczoty miodnej.

w taki sposéb, aby przydziélbsobniki do grup W rodzinach aywanych wyhcznie do
znajdupcych sé w stanie réwnowagi genetycz- produkcji trutni konieczne jest badanie genotypu
nej Hardy’ego—Weinberga. Metoda Monte Carlomatki, gdy: tylko jej genom jest przekazywany
tancuchow Markowa umdiwia ocerg a poste- haploidalnemu potomstwu gskiemu. Jé&i na-
riori rozktadu prawdopodohistwa dla obliczo- wet dysponujemy tylko genotypami robotnic
nych wspotczynnikéw przynataosci (g). Pro-  (cérek), na ich podstawie rama precyzyjnie
gram STRUCTURE umdiwia takze przygcie  okresli¢ genotyp matki.

okreslonych zat@en co do wyfciowych popula- W rodzinach gywanych do produkcji
cji ancestralnych — zmieszeowane lub nie, oraz matek sytuacja jest bardziej zma, gdy matki
korelacji czstasci alleli pomkdzy populacjami. tych rodzin mogly zosta unasiennione przez

Program STRUCTURE zostat wykorzy- trutnie o niewlaciwym, obcym genotypie. Po-
stany przez Jensen i in. (2005) do oceny stopnigvinny one zosta wyeliminowane z dalszej ho-
introgresji gendwA. m. ligusticaw chronionych  dowli zachowawczej. Zaktadgj, ze matki
populacjach ciemnej pszczoty w Europie poét-pszczolty miodnejsunasienniangrednio przez
nocnej (na Wyspach Brytyjskich i w Skandyna- 10-20 trutni (Woyke, 1955; Tarpy i Nielsen,
wii). Dla kazdej z badanych populacji przepro- 2002), udziat kojarae matki z trutniami o nie-
wadzano obliczenia stopnia introgresji, umiesz-pozadanych genotypach me by stosunkowo
czapc w modelu dane genotypowe dla prob po-poprawnie okréony dziki badaniu genotypow
branych z tej populacji i populacji odniesienia. okoto 50 robotnic stanowtych jej potomstwo.
Przyjeto zatazenie,ze osobniki maena podziek Badania genetyczne umlwviaja ocerg
na dwie grupy (odpowiadgie podgatunkorm\.  stopnia zmieszg&owania na poziomie poszcze-
m. melliferai A. m. ligustica oraz ze kady  goblnych osobnikéw, czego nie tma dokona
z badanych osobnikéw odziedziczyl pewn w oparciu o badania morfometryczne. Ze wzgl
Czg$¢ swego genotypu po obydwu tych podga-du na plastycznig fenotypows wnioski na temat
tunkach. Wyniki potwierdzity niski stopiein-  przynalenosci rasowej osobnikow wyggane
trogresji w badanych populacjach, z waci@  na podstawie pomiaréw morfologicznych mog
wspotczynnikéw admiksjg zazwyczaj znacznie by¢ obarczone diym bkdem. Dlatego te
mniejsz niz 0,2. Tylko w trzech populacjach w badaniach takich zalecagsprzebadanie kil-
stwierdzono nieznacznie gkisz introgresg, co  kudzieséciu osobnikow. Konieczrié pobiera-
znalazlo potwierdzenie réwriew obecnéci nia duwych préb do oceny morfologicznej yie
obcych haplotypow mtDNA. si¢ takze z konieczngcia minimalizacji poten-

Analogiczna analiza przeprowadzona dlacjalnego btdu bedacego wynikiem ohjcia ba-
pszcz6t z zamketego rejonu hodowli w Pusz- daniami potomstwa innej matki, ktére znalazio
czy Augustowskiej (Oleksa i in., w przygotowa- si¢ w ulu w wyniku bhdzenia. Nawet zbior mto-
niu) z wyciemA. m. carnicgako populacji refe- dych robotnic nie eliminuje w peti ryzyka po-
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brania robotnic z innych uli. Badania genetyczneczej jest bowiem utrzymanie pszczét o charakte-
mozna nhatomiast przeprowadzina czerwiu lub  rystycznych cechach fenotypowych (,ciem-na
poczwarkach, co do ktérych istnieje pewficze  pszczota”), zdolnych zarazem do przekazywania
sa potomstwem wigciwej matki. tych cech potomstwu.

Wad bada genetycznych jest ich kosz- W chwili obecnej nie jest do koa wy-
tochtonnd¢, ktéra jednak systematycznie male- jasniony zwihzek pomgdzy opisywanymi w pra-
je, w miag jak znajduj one coraz bardziej ma- cy markerami a cechami fenotypowymiznécu-
sowe zastosowanie. §lieprzeprowadzi bilans  jacymi podgatunki pszczoty, zatem wprowadze-
naktadow i zyskow, to precyzja uzyskanych wy- nie selekcji w oparciu o wygbowanie okrélo-
nikow jest najlepszym uzasadnieniem wgaia  nych alleli nie powinno zagpi¢ selekcji okre-
metod genetycznych do praktyki hodowlanej.slonych cech fenotypu.

Nie oznacza to jednake mazna catkowicie zre- Tylko pokczenie obydwu rodzajow ana-
zygnowa ze stosowanej obecnie oceny morfo-lizy, fenotypowej i opartej o markery DNA, mo-
logiczne;j. ze przyczynt sig do realizacji celu, jakim jest

Naczelnym celem hodowli zachowaw- uratowanie rodzimej pszczoty przed wymarciem.
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DNA MARKERS IN CONSERVATION BREEDING
OF NATIVE LINES OF HONEY BEE

Summary

He loss of the gene pool of native honey begss( mellifera melliferg caused by introgressive hy-
bridization with foreign bees (mainkx. m. carnicd, is alarming because it reduces their adaptgtibitiocal
conditions. To conserve the genetic resources tWwendees, closed breeding areas with selectionreéding
material based on evaluation of phenotypic traisie established in Poland. This paper suggestssitinalta-
neous use of DNA markers could largely facilitdte tdentification of queen bees and families ofrid/brigin.
The particularly promising markers that differetgidbee subspecies are nuclear microsatellites &fRFLP
analysis in the COI-COIl mtDNA region. The use bbat 10 polymorphic and unlinked microsatelliteilen-
ables accurate evaluation of the degree of intssjpe at individual level. Because of relativelgngle and in-
expensive PCR-RFLP analysis of mtDNA, it is possilid determine the maternal origin of the beeshBot
marker classes should be routinely used to evalingtéreeding value of bees from conservation lingeth
complement the morphometric methods currently & us

fot. E. Atkinson
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