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szczoła miodna jest jednym z najwaŜniej-
szych gatunków dla człowieka pod wzglę-

dem ekonomicznym. Znaczenie jej nie sprowa-
dza się tylko do dostarczania szeroko znanych 

produktów pszczelich, takich jak miód, wosk 
czy propolis, gdyŜ ich wartość jest stosunkowo 
niewielka w porównaniu z efektem ekonomicz-
nym, jaki przynosi zapylanie upraw (Free, 1993).

 

 
 

Fot. 1. Pszczoły linii Augustowska – Bees of  Augustowska line (fot. A. Oleksa) ∗∗∗∗ 

                                                 
∗ Praca finansowana z grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa WyŜszego: „Ocena zróŜnicowania genetycznego 
pszczoły miodnej Apis mellifera L. z zamkniętego rejonu hodowli w Puszczy Augustowskiej” (projekt nr N311 
029 32/2255). 
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TakŜe znaczenie pszczoły miodnej dla natural-
nych ekosystemów wynika z jej roli wysoko 
sprawnego, uniwersalnego zapylacza (Kevan 
i Baker, 1983). Mimo to, w Polsce, jak i na ca-
łym świecie, stale zwiększa się zagroŜenie ro-
dzin pszczelich przez choroby i patogeny (Cox-
Foster i in., 2007) oraz rosnące skaŜenie środo-
wiska (Ponikvar i in., 2005), zaś deficyt zapyla-
czy jest coraz częściej wskazywany jako jeden 
z głównych powodów uzyskiwania niskich plo-
nów (Kevan i Phillips, 2001). W tej sytuacji 
szczególnego znaczenia nabiera ochrona zaso-
bów genetycznych pszczół jako cennego źródła 
genów warunkujących adaptację do zmian bio-
tycznych i abiotycznych środowiska (Programy 
hodowlane…, 2005–2008). Zanik rodzimych 
linii pszczoły, o cechach mniej poŜądanych 
z ekonomicznego punktu widzenia, stanowi pro-
blem hodowlany, gdyŜ dla utrzymania produk-
tywności organizmów uŜytkowych konieczna 
jest moŜliwość modyfikacji i wymiany odmian. 
Podstawową rolę w ich tworzeniu odgrywają 
geny dzikich populacji oraz lokalnych odmian 
hodowlanych, często o niskich walorach uŜyt-
kowych. Intensywna hodowla opierająca się na 
selekcji wąskiego zestawu cech prowadzi za-
zwyczaj do bezpowrotnej utraty części natural-
nej zmienności genetycznej (Hartl i Clark, 
2007). W tym kontekście szczególnie istotna 
wydaje się ochrona populacji rodzimych, nawet 
dziko Ŝyjących, będących nośnikami unikato-
wych genów, bowiem pozwala ona ma zapobie-
ganie degradacji genetycznej gatunku. 
 Występujące pierwotnie na obszarze 
Polski pszczoły miodne naleŜały niegdyś do 
podgatunku Apis mellifera mellifera, znanego 
jako „ciemna pszczoła” (ang. dark bee). W prze-
ciągu ostatniego stulecia pszczoły rodzime zo-
stały jednak w duŜej mierze zastąpione przez 
pszczoły importowane, pochodzące głównie 
z południa Europy (Gromisz, 1997). Zanik ro-
dzimej puli genowej pszczoły miodnej na rzecz 
genów ukształtowanych w odmiennych warun-
kach klimatycznych i poŜytkowych jest niepoko-
jący, poniewaŜ prowadzi do spadku zdolności 
adaptacyjnych nowych populacji do lokalnych 
warunków, a wymieszanie pul genowych typo-
wych dla róŜnych optimów środowiskowych 
prowadzi często do zjawiska określanego jako 
depresja outbreedingowa, czyli zmniejszenie 
zdolności dostosowawczych mieszańców. Pro-

blem ochrony rodzimych form pszczoły miodnej 
został w Polsce dostrzeŜony stosunkowo wcze-
śnie w porównaniu z innymi krajami europej-
skimi, bowiem juŜ w latach 70. XX w. utworzo-
no zamknięte rejony hodowli w Puszczy Kampi-
noskiej i Puszczy Augustowskiej, zaś obecnie 
ochroną zasobów genetycznych objęte są cztery 
linie rasy środkowoeuropejskiej: Kampinoska, 
Augustowska, Asta i Północna (Programy ho-
dowlane…, 2005–2008). Utrzymanie czystości 
rasowej tych linii jest zadaniem niezmiernie 
trudnym, bowiem nie jest moŜliwa kontrola ko-
jarzeń matek w trakcie lotów godowych. Ponad-
to, waŜnym etapem pracy hodowlanej słuŜącej 
ochronie zasobów genowych jest ocena istnieją-
cego materiału hodowlanego, tj. odpowiedź na 
pytanie, jaki jest udział obcych genów w hodow-
lach zachowawczych. Tak samo jest w przypad-
ku innych rodzajów hodowli: jeśli ocena ta nie 
zostanie przeprowadzona w sposób adekwatny, 
dalsze etapy hodowli zachowawczej mogą być 
bezcelowe. Obecnie w ocenie tej wykorzysty-
wane są cechy fenotypowe, które często wyka-
zują naturalny zakres zmienności, jednak znacz-
ny postęp moŜe zostać osiągnięty poprzez bada-
nia zmienności genetycznej w oparciu o analizy 
DNA. Celem niniejszej pracy jest dokonanie 
przeglądu moŜliwości, jakie stwarza wykorzy-
stanie markerów molekularnych w hodowli za-
chowawczej rodzimych linii pszczoły miodnej. 
 
ZróŜnicowanie pszczoły miodnej w Europie 
i problem zaniku A. m. mellifera 
 Pierwotny zasięg pszczoły miodnej 
obejmował rozległe obszary Afryki, Europy 
i Zachodniej Azji. Populacje pszczoły miodnej 
z róŜnych części zasięgu wykazują znaczące 
róŜnice pod względem morfologii, cech gene-
tycznych i behawioralnych (Ruttner, 1988). Ce-
chy te zostały ukształtowane w procesie doboru 
naturalnego, ale takŜe w wyniku przypadkowych 
procesów genetycznych mających miejsce 
w trakcie kurczenia się zasięgu podczas zlodo-
waceń i późniejszych ekspansji z refugiów 
(Franck i in., 1998). Do pewnego stopnia selek-
cja cech została przeprowadzona przez pszczela-
rzy, jednak naleŜy podkreślić, Ŝe aŜ do czasu 
wynalezienia sztucznego unasieniania wysiłki te 
nie miały decydującego wpływu na strukturę 
genetyczną lokalnych populacji pszczoły miod-
nej ze względu na utrudnioną kontrolę nad koja-
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rzeniem matek w trakcie lotów godowych (Jen-
sen i in., 2005 b). 
 W Europie moŜna wyróŜnić trzy zasad-
nicze linie ewolucyjne (rys. 1). Większa część 
kontynentu zasiedlona była pierwotnie przez 
pszczoły naleŜące do linii M. Pochodzi ona od 
pszczół afrykańskich, które zasiedliły od zacho-
du (od Półwyspu Iberyjskiego) większą część 

Europy na północ od łuku Alp i Karpat, dociera-
jąc na wschód aŜ do Uralu, a na północy – do 
południowej Skandynawii. 
 Druga linia – C to pszczoły z Europy 
południowo-wschodniej, Półwyspu Apenińskie-
go i Bałkańskiego, Kotliny Panońskiej oraz tere-
nów wokół zachodnich i północnych wybrzeŜy 
Morza Czarnego. …………………….. ……..

   
 
 

 
  
 
Rys. 1. Pierwotny zasięg linii ewolucyjnych i podgatunków pszczoły miodnej w Europie. Czarna linia wskazuje 
przypuszczalny zasięg A. m. mellifera. Zasięgi podgatunków (określonych na podstawie morfometrii i jądrowego 
DNA) pokrywają się z zasięgami linii ewolucyjnych M, C i A, określonych w oparciu o mitochondrialne DNA. 

RozbieŜność istnieje jedynie w południowej części Płw. Iberyjskiego i niektórych wyspach śródziemnomor-
skich, w których dominują pszczoły o afrykańskim mtDNA – szara linia (Ruttner, 1998; Franck i in., 1998). 

Fig. 1. Original range of evolutionary lines and subspecies of honey bee in Europe. Black line indicates possible 
range of A. m. mellifera. Ranges of subspecies (determined based on morphometry and nuclear DNA) coincide 
with the ranges of evolutionary branches M, C and A, determined from mitochondrial DNA. Discrepancy exists 
only in southern part of the Iberian Peninsula and on some Mediterranean islands, dominated by bees with Afri-

can mtDNA – grey line (Ruttner, 1998; Franck et al., 1998) 
 
 Podział na główne linie ewolucyjne jest 
bardzo dobrze udokumentowany w oparciu 
o badania morfologii pszczół, a takŜe róŜnego 
rodzaju markerów molekularnych: allozymów 
(Badino i in., 1982; Sheppard i Huettel, 1988; 
Bouga i in., 2005), sekwencji DNA mitochon-

drialnego (Garnery i in., 1992, 1993; Kandemir 
i in., 2006), analizę fragmentów restrykcyjnych 
jądrowego DNA (McMichael i Hall, 1996), mi-
krosatelity (Estoup i in., 1995; Frank i in., 1998; 
Garnery i in., 1998 b), polimorfizm pojedyn-
czych nukleotydów (Whitfield et al., 2006), cho-
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ciaŜ w przypadku pewnych populacji pojawiają 
się rozbieŜności pomiędzy ocenami przynaleŜ-
ności opartymi na markerach genomu jądrowego 
(np. mikrosatelity) a markerami DNA mitochon-
drialnego. I tak np., pszczoły z Półwyspu Iberyj-
skiego zalicza się do jednego podgatunku Apis 
mellifera iberica, co znajduje potwierdzenie 
w morfologii i markerach jądrowego DNA, jed-
nak u pszczół z  południowej części Hiszpanii 
i Portugalii występują niemal wyłącznie haplo-
typy mtDNA pochodzenia afrykańskiego, na 
podstawie których mogłyby być one zaliczone 
do linii ewolucyjnej A (Franck i in., 1998) (rys. 
1). NaleŜący do gałęzi M podgatunek 
A. mellifera mellifera był jeszcze do niedawna 
najszerzej rozprzestrzenionym podgatunkiem 
pszczoły miodnej, nie tylko w Europie, ale teŜ 
w tych rejonach świata, gdzie pszczoły te zostały 
sztucznie wprowadzone przez kolonizatorów 
europejskich (Moritz i in., 2005). Mimo tak sze-
rokiego zasięgu zmienność genetyczna tego 
podgatunku jest obecnie powaŜnie zagroŜona 
(De la Rúa i in., 2009), głównie ze względu na 
masowe wprowadzanie do hodowli pszczół ob-
cego pochodzenia (w szczególności od pszczół 
z gałęzi ewolucyjnej C,  A. m. ligustica i A. m. 
carnica, a takŜe A. m. caucasica). Obce podga-
tunki pszczoły miodnej były sprowadzane na 
masową skalę i rozmnaŜane w celu ulepszenia 
cech uŜytkowych pszczoły rodzimej albo nawet 
jej całkowitego zastąpienia. Obecnie większość 
populacji pszczół w obrębie niedawnego zasięgu 
A. m. mellifera nosi ślady mniejszej lub większej 
introgresji obcych genów (Garnery i in., 1998 a, 
b; Jensen i in., 2005 a). 
 Na obszarze Polski zmieszańcowanie 
pszczoły miodnej następowało z opóźnieniem 
w stosunku do zachodniej Europy (Gromisz, 
1997), w szczególności Niemiec, gdzie auto-
chtoniczna forma pszczoły miodnej jest uznawa-
na za wymarłą (Kauhausen-Keller i Keller, 
1994). Z 389 rojów zbadanych w latach 50. XX 
w. tylko 35% spełniało morfologiczne kryteria 
rasy środkowoeuropejskiej (Gromisz, 1997). 
Mimo to, przeprowadzone ostatnio badania mor-
fometryczne pszczół z Europy środkowo-
wschodniej (Meixner i in., 2007) wykazały, Ŝe 
pszczoły występujące w Polsce wschodniej mo-
gą być pod względem cech fenotypowych skla-
syfikowane jako A. m. mellifera, jednak liczba 
lokalizacji z pszczołami o cechach pośrednich 

między A. m. mellifera a A. m. macedonica ro-
śnie w kierunku południowym, dowodząc istnie-
nia szerokiej strefy hybrydyzacji w Polsce połu-
dniowo-wschodniej i na Ukrainie. Zdaniem Pra-
buckiego i Chudej-Mickiewicz (1996) rodzima 
pszczoła miodna występuje w Polsce jeszcze 
prawdopodobnie w Puszczy Białowieskiej 
i Kampinoskiej, a zbliŜona do niej linia jest wy-
prowadzona w roku 1991, o nazwie Pszczoła 
Pomorska (Prabucki i Chuda-Mickiewicz, 1997), 
aczkolwiek według Gromisza (1997) linia ta 
ograniczona jest jedynie do selekcjonowanych 
linii hodowlanych. Dwie linie rodzimej A. m. 
mellifera,  pszczoła Kampinoska i Augustowska, 
zostały zachowane w swojej pierwotnej formie 
w rejonach ich naturalnego występowania 
(Kampinoski Park Narodowy i Puszcza Augu-
stowska). Stopień introgresji w tych populacjach 
był oceniany jedynie pośrednio na podstawie 
analiz morfologicznych, brakuje natomiast ocen 
opartych na markerach DNA, wobec czego oce-
na efektywności stosowanej dotychczas hodowli 
zachowawczej jest utrudniona. Niezweryfiko-
wanym dotychczas załoŜeniem funkcjonowania 
zamkniętych rejonów hodowli jest przyjęcie, Ŝe 
hodowana populacja pszczół rozmnaŜa się w ich 
obrębie w izolacji genetycznej od populacji ota-
czających. Mało prawdopodobne są bowiem 
przyloty trutni z pasiek oddalonych o więcej niŜ 
9 km (Gromisz, 1997). 
 
OdróŜnianie podgatunków pszczoły miodnej 
– morfologia i markery molekularne 
 Podgatunki pszczoły miodnej są zazwy-
czaj rozpoznawane w oparciu o badania morfo-
metryczne, przy zastosowaniu wieloczynnikowej 
analizy odległości, kątów i kształtów (Tofilski, 
2008). Zakładając, Ŝe mieszańce wykazują czę-
sto pośrednie cechy morfologiczne, moŜna by 
oczekiwać, Ŝe w tego rodzaju analizach mie-
szańce będą zajmować miejsce pomiędzy liniami 
rodzicielskimi. 
 ZałoŜenie takie nieczęsto jest spełnione, 
gdyŜ potomstwo wcale nie musi wykazywać 
cech pośrednich pomiędzy rodzicami. Pod tym 
względem markery molekularne wykazują wyŜ-
szość, gdyŜ ich interpretacja jest bardziej bezpo-
średnia. PoniewaŜ dywergencja pomiędzy głów-
nymi liniami ewolucyjnej pszczoły miodnej mia-
ła miejsce dość dawno – przypuszcza się, Ŝe 
około 670 tys. lat temu (Arias i Sheppard, 1996), 
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róŜnią się one znacznie pod względem wielu se-
kwencji DNA, co przekłada się na moŜliwość 
łatwej identyfikacji pszczół pod względem ich 
pochodzenia geograficznego za pomocą licznych 
metod molekularnych, takich jak allozymy (np. 
Badino i in., 1982), polimorfizm długości frag-
mentów restrykcyjnych (PCR-RFLP) mitochon-
drialnego DNA (np. Garnery i in., 1993, 1998 a), 
mikrosatelity (np. Garnery i in., 1998 b; Clarke 
i in., 2001; Jensen i in., 2007), polimorfizm po-
jedynczych nukleotydów (SNP) (Whitfield i in., 
2006). Dwie z tych metod (PCR-RFLP mtDNA 
i mikrosatelity) znalazły szczególnie szerokie 
zastosowanie w badaniach słuŜących ochronie 
zasobów genowych pszczół ze względu na ła-
twość analiz i ich niskie koszty (PCR-RFLP) 
oraz duŜą ilość informacji, jakiej dostarczają 
(mikrosatelity). 
 
Analiza PCR-RFLP mitochondrialnego DNA 
 Badania mitochondrialnego DNA 
(mtDNA) są szczególnie uŜyteczne, bo pozwala-
ją wykryć introgresję na skutek importu matek 
obcego pochodzenia. WiąŜe się to z faktem, Ŝe 
mtDNA dziedziczy się w linii matecznej i nie 
ulega rekombinacji. Poszczególne podgatunki 
pszczoły miodnej wykazują znaczny polimor-
fizm w obrębie sekwencji mtDNA, odzwiercie-
dlający ich długą historię ewolucyjną (Arias 
i Sheppard, 1996). Zmienność ta dotyczy 
zwłaszcza niewielkich sekwencji niekodujących, 

jednak równieŜ w sekwencjach kodujących na-
gromadziła się niewielka liczba mutacji. Pełną 
informację na temat zmienności w obrębie 
mtDNA moŜna uzyskać poprzez sekwencjono-
wanie, jednak dla odróŜniania pszczół naleŜą-
cych do róŜnych podgatunków istotne są wy-
łącznie te pozycje w sekwencjach, które róŜnicu-
ją poszczególne taksony. A zatem, stosunkowo 
drogie sekwencjonowanie moŜna zastąpić z po-
wodzeniem znacznie mniej koszto- i praco-
chłonną analizą, polegającą na amplifikacji wy-
branego fragmentu DNA mitochondrialnego 
z uŜyciem specyficznych primerów w reakcji 
PCR, a następnie pocięciem tak uzyskanej czą-
steczki przy pomocy enzymu restrykcyjnego 
w miejscach róŜnicujących linie ewolucyjne 
pszczoły. Oczywiście test taki wymaga wcześniej-
szej wiedzy o sekwencjach, tak by moŜna było 
wskazać pozycje sekwencji róŜnicujące badane 
linie oraz enzym rozpoznający te miejsca. Analiza 
tego rodzaju nosi nazwę PCR-RFLP (od ang. re-
striction fragments length polymorphism – poli-
morfizm długości fragmentów restrykcyjnych). 
Dla określania pochodzenia pszczół w linii ma-
tecznej szczególnie często wykorzystywano re-
gion mitochondrialny zlokalizowany pomiędzy 
pierwszą a drugą jednostką oksydazy cytochro-
mowej (COI i COII) (Garnery i in., 1993).Jest to 
niewielki fragment niekodującego DNA, składa-
jący się z kilku jednostek powtórzonych, okre-
ślanych mianem P i Q (rys. 2). 

 

 
Rys. 2. Mapy restrykcyjne regionu COI-COII wybranych haplotypów z linii ewolucyjnych M i C. Strzałki wska-

zują miejsca cięcia przez enzym DraI (Franck i in., 1998) 
Fig  2. Restriction maps of the COI-COII region of selected haplotypes from evolutionary lines M and C. Arrows 

indicate DraI enzyme cutting sites (Franck et al., 1998) 



A. Oleksa i J. Burczyk 
 

Prace  przegl ądowe 60 

 U pszczół z linii ewolucyjnej C istnieje 
tylko jedna sekwencja Q, brakuje natomiast cał-
kowicie sekwencji P, natomiast u pszczół z linii 
M obok sekwencji Q istnieje jeszcze co najmniej 
jedna sekwencja P. U pszczół afrykańskich (linia 
A) sekwencja ta przyjmuje nieco odmienną po-
stać określaną jako Po. RóŜnice w liczbie jedno-
stek powtórzonych pozwoliły na opracowanie 
prostego testu z wykorzystaniem reakcji PCR 
i trawienia powstałego produktu przy uŜyciu en-
zymu restrykcyjnego (endonukleazy) DraI. Test 
ten polega na amplifikacji całego regionu COI-
COII (obejmuje on geny transferowego RNA dla 
leucyny, tRNAleu, części COII i całego niekodu-
jący regionu leŜącego pomiędzy nimi). Brak se-
kwencji P u pszczół z linii C powoduje, Ŝe wiel-
kość amplifikowanej cząsteczki jest znacznie 
mniejsza (około 570 par zasad) niŜ u pszczół 
z linii M (ponad 800 par zasad). Dodatkowe tra-
wienie uzyskanego fragmentu przy pomocy en-
zymu restrykcyjnego DraI pozwala na rozpo-
znanie dodatkowej zmienności w obrębie se-
kwencji powtórzonych P i Q, wiąŜącej się 
z obecnością mutacji punktowych. Enzym DraI 
rozpoznaje sekwencję 5'-TTTAAA-3', dokonu-
jąc przecięcia nici DNA pomiędzy tyminą a ade-
nozyną. W wyniku rozdziału elektroforetyczne-
go powstałych fragmentów na Ŝelu (w praktyce 
wystarczy Ŝel agarozowy) uzyskuje się charakte-
rystyczny układ prąŜków, pozwalający na okre-
ślenie pochodzenia danej pszczoły w linii ma-
tecznej. Jak dotąd, z całego zasięgu pszczoły 
miodnej opisano ponad 60 wzorców restrykcyj-
nych (haplotypów) regionu COI-COII, moŜli-
wych do wykrycia przy pomocy analizy PCR-
RFLP z wykorzystaniem DraI (Garnery i in., 
1993; Franck i in.,  2000, 2001; Clarke, 2001). 
Zmienność jest szczególnie duŜa u pszczół z linii 
A i M, zaś mniejsza u pszczół z linii C, posiada-
jących tylko jedną stosunkowo krótką sekwencję 
Q, a zatem mało potencjalnych miejsc dla muta-
cji. W związku z tym odróŜnianie haplotypów 
róŜnych podgatunków naleŜących do linii C (jak 
np. A. m. ligustica i A. m. carnica) moŜe spra-
wiać trudność, jeśli produkty trawienia rozdzie-
lane są na dających małą rozdzielczość Ŝelach 
agarozowych. W związku z tym została zapro-
ponowana analiza PCR-RFLP z wykorzystaniem 
odmiennego enzymu HinfI, która pozwala od-
róŜnić dodatkowe haplotypy w linii C (Özdil 
i in., 2009). 

 W zbadanych dotychczas hodowlach 
zachowawczych w Polsce (Oleksa i in., w przy-
gotowaniu) najczęściej spotykane są haplotypy 
M4 i M4’ (najszerzej rozpowszechnione haplo-
typy rodzimego podgatunku A. m. mellifera) 
oraz haplotypy C2 (typowe dla pszczół z podga-
tunków carnica i macedonica). W przypadku 
tych haplotypów, ze względu na znaczną róŜ-
nicę wielkości uzyskiwanego produktu, od-
róŜnienie pszczół rodzimego pochodzenia od 
pszczół obcych nie sprawia najmniejszych 
trudności (rys. 3).  
 Oprócz rutynowo stosowanej analizy 
restrykcyjnej regionu COI-COII z wykorzysta-
niem enzymu DraI, podobne analizy prowadzo-
ne były na innych genach mitochondrialnych. 
Przykładowo, amplifikacja genu cytochromu b 
(CytB) i trawienie go przy pomocy enzymu 
BglII pozwala na przyporządkowanie badanych 
próbek do linii ewolucyjnych M, C+O i A (Cro-
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 enzymów EcoRI, AluI, Hin-
cII, TaqI, DraI i VspI. Wzorce te w pełni odpo-
wiadały wzorcom restrykcyjnym DraI regionu 
COI-COII, charakterystycznym dla linii A, M 
i C. Biorąc pod uwagę fakt, Ŝe DNA mitochon-
drialne nie podlega rekombinacji, nie ma więk-
szego znaczenia, który z fragmentów genomu 
mitochondrialnego zostanie wykorzystany w ana-
lizie pochodzenia matecznego. Mimo wszystko 
godny polecenia jest region COI-COII, gdyŜ był 
on, jak dotąd, badany najczęściej (np. Garnery 
i in., 1998 a; Franck i in., 1998, 2000 a, b; Niko-
lenko i Poskryakov, 2002; Jensen i in., 2005; De 
la Rúa i in., 2004; Susnik i in., 2004; Kozmus 
i in., 2007; Cauia i in., 2008; Shaibi i in., 2009), 
co stwarza moŜliwości porównań z wynikami 
wcześniej opublikowanych prac.  
 Z uwagi na to, Ŝe mitochondrialne DNA 
dziedziczone jest wyłącznie od matki, wszystkie 
robotnice w rodzinie pszczelej powinny posiadać 
identyczne sekwencje, a zatem analizę PCR-
RFLP wystarczy wykonać na pojedynczej robot-
nicy z ula. Powinna być to robotnica moŜliwie 
młoda, która nie opuszczała jeszcze nigdy ula, 
tak by wyeliminować moŜliwość zbioru pszczo-
ły pochodzącej od obcej matki, która znalazła się 
w ulu w wyniku dość powszechnie spotykanego 
błądzenia. Dla całkowitej pewności moŜna zale-
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cić badanie czerwiu. MoŜliwe jest takŜe przyŜy-
ciowe zbadanie haplotypu matki w oparciu 
o niewielki (około 1,3 mm2) fragment skrzydła 
(Châline i in., 2004).  Obecność obcego haploty-
pu powinna dyskwalifikować daną matkę z dal-

szej hodowli, jeśli celem jest zachowanie rodzi-
mych cech genetycznych. Warto jednak jeszcze 
raz podkreślić, Ŝe badanie mitochondrialnego 
DNA pozwala wyłącznie na wykrycie pocho-
dzenia pszczół w linii matecznej.………………

 ……………..…… 
…….

 
 
 
 
Rys. 3. Przykładowy Ŝel z rozdziałem produktów analizy PCR-RFLP regionu COI-COII. ŚcieŜki 1 i 8 są drabin-

kami markerów wielkości. ŚcieŜki 2, 4 i 6 zawierają nietrawione produkty amplifikacji regionu COI-COII 
pszczół z podgatunku A. m. carnica (ścieŜka 2, haplotyp C2) oraz A. m. mellifera (ścieŜki 4 i 6, odpowiednio 

haplotypy M4 i M4’). Na ścieŜkach 3, 5 i 7 te same produkty po trawieniu enzymem DraI (3 – C2, 5 – M4, 7 – M4’) 
Fig. 3. Sample gel with separation of PCR-RFLP products from the COI-COII region. Lanes 1 and 8 are size 
marker ladders. Lanes 2, 4 and 6 contain undigested amplification products of the COI-COII region of A. m. 

carnica (lane 2, haplotype C2) and A. m. mellifera bees (lanes 4 and 6, haplotypes M4 and M4’, respectively). 
Lanes 3, 5 and 7 show the same products after digestion with DraI enzyme (lane 3 – C2, lane 5 – M4, lane 7 – M4’)
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 Znakomita większość cech fenotypo-
wych determinowana jest przez geny jądrowe, 
dziedziczone po obydwojgu rodzicach. Wyniki 
badań pszczoły Augustowskiej (Oleksa i in., 
w przygotowaniu) pokazują, Ŝe obecność obcego 
haplotypu mitochondrialnego nie zawsze idzie 
w parze z wysokim poziomem introgresji jądro-
wej (i vice versa), mimo Ŝe istnieje pewna staty-

styczna tendencja, zgodnie z którą pasieki 
o większym udziale rodzin z rodzimym DNA 
mitochondrialnym odznaczają się zarazem niŜ-
szą introgresją obserwowaną w oparciu o genom 
jądrowy.  
 Kolejnym narzędziem oceny pszczół 
z hodowli zachowawczych powinny stać się za-
tem markery DNA jądrowego. ……………..

 
 

 
 
 
Rys. 4. Przykład elektroferogramów produktów reakcji multiplex-PCR (4 loci mikrosatelitarne; badany osobnik 
jest homozygotą w zielonym locus i heterozygotą pod względem pozostałych loci). RFU – względne jednostki 

fluorescencji, pz – wielkość produktu (liczba par zasad) (program Peak Scanner 1.0, Applied Biosystems) 
Fig. 4. Sample electrophoregrams for multiplex-PCR products (4 microsatellite loci; analysed bee is homozy-

gous for green locus and heterozygous for the other loci). RFU – relative fluorescence units, pz – size of product 
(number of base pair) (Peak Scanner 1.0, Applied Biosystems) 

 
 
Mikrosatelity 
 Do najszerzej wykorzystywanych obec-
nie genetycznych polimorficznych markerów 
mendlowskich naleŜą mikrosatelity. Są to krót-
kie (zazwyczaj dwu-, trzy, lub czteronukleoty-
dowe motywy), powtórzone tandemowo (jedna 
za drugą) sekwencje DNA, występujące po-
wszechnie w genomie jądrowym. Polimorfizm 
mikrosatelitów wiąŜe się z liczbą powtórzeń mo-
tywów sekwencji, stąd określa się je czasem ja-
ko STR (ang. short tandem repeats – „krótkie 

powtórzenia tandemowe”) lub SSR (ang. simple 
sequence repeats – „powtórzenia prostych se-
kwencji”). Wielką zaletą SSR jest ich kodomi-
nacyjny charakter, tj. moŜliwość odróŜnienia 
dwu alleli u osobników heterozygotycznych, 
a co za tym idzie, moŜliwość precyzyjnego osza-
cowania poziomu heterozygotyczności.  
 Mikrosatelity uwaŜa się zwykle za mar-
kery selekcyjnie neutralne, gdyŜ spotykane są 
zazwyczaj w rejonach niekodujących, a zatem 
dobór naturalny nie powinien promować Ŝadne-
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go z alleli. Skoro nowo powstające allele nie są 
eliminowane przez selekcję, w puli genowej po-
pulacji gromadzi się wysoka róŜnorodność tych 
markerów przejawiająca się duŜą liczbą alleli. 
……. W genomach większości przebadanych 
organizmów wykryto wiele loci mikrosatelitar-
nych, zazwyczaj równomiernie rozmieszczo-
nych w całych genomach. Przykładowo, 
u pszczoły miodnej rozpoznano ponad 500 loci 
mikrosatelitarnych (Solignac i in., 2003, 
2007). Daje to moŜliwość wybrania do badań 
wielu niesprzęŜonych genetycznie loci, a co za 
tym idzie, przeprowadzenie wysoko wiary-
godnych ocen parametrów genetycznych ro-
dziny lub populacji. Zazwyczaj badanie około 
10 loci o wysokim polimorfizmie pozwala 
uzyskać unikalny profil genetyczny dla kaŜde-
go osobnika. 
 Polimorfizm mikrosatelitów badany 
jest poprzez określanie za pomocą elektrofo-
rezy wielkości produktu PCR. Obecnie anali-
zy takie moŜna w znacznym stopniu zautoma-
tyzować dzięki wykorzystaniu analizatorów 
genetycznych z rozdziałem kapilarnym. Po-
nadto, znakowanie fluorescencyjne starterów 
uŜywanych w reakcji PCR umoŜliwia ampli-
fikację wielu loci w jednej mieszaninie reak-
cyjnej, co znacznie ogranicza koszty i skraca 
czas analiz (rys. 4).………..………………… 
 Badania z wykorzystaniem mikrosateli-
tów potwierdziły wysokie zróŜnicowanie po-
między populacjami z róŜnych części zasięgu 
pszczoły miodnej. W wielu loci obserwuje się 
wyraźną tendencję geograficzną zmian częstości 
alleli. Pewne allele są bliskie utrwalenia w okre-
ślonych rejonach zasięgu, będąc równocześnie 
skrajnie rzadkie w innych. MoŜna więc mówić 
o istnieniu alleli diagnostycznych dla określo-
nych podgatunków pszczoły miodnej. Allele te 
zostały wskazane w oparciu o zakrojone na sze-
roką skalę badania zmienności wielu loci mikro-
satelitarnych w wielu populacjach europejskich. 
Znając częstość alleli diagnostycznych w bada-
nej populacji pszczoły w odniesieniu do ich czę-
stości w populacji będącej źródłem sprowadza-
nych osobników moŜna obliczyć współczynnik 
introgresji (Garnery i in., 1995 b) wynoszący: 

 

 

gdzie  to częstość alleli diagnostycznych 
C w badanej populacji,  – odnośna częstość 
alleli diagnostycznych w referencyjnej populacji 
z linii ewolucyjnej C, zaś D – zestaw loci dia-
gnostycznych. Obliczenie współczynnika IR jest 
proste, jednak z jego stosowaniem w praktyce 
wiąŜą się dwa powaŜne problemy. 
 Po pierwsze, naleŜy wybrać populację 
odniesienia. Powinna to być populacja, która 
była źródłem genów dla introgresji. Jak wykazali 
Garnery i in. (1995 b), zróŜnicowanie częstości 
alleli jest znaczne pomiędzy liniami, natomiast 
zazwyczaj niewielkie między populacjami 
w obrębie jednej linii ewolucyjnej. Tak więc, 
w roli populacji referencyjnej sprawdzi się 
w zasadzie dowolna populacja z linii C, jednak 
najlepiej byłoby, aby rozkład częstości alleli nie 
był w niej zaburzony na skutek importu pszczół 
z obcych linii. Garnery i in. (1995 b) jako popu-
lację referencyjną wykorzystali pszczoły z pod-
gatunku A. m. macedonica z północnej Grecji. 
Jest to wybór o tyle zasadny, Ŝe populacja ta 
zlokalizowana była z dala od granicy zasięgu 
dwu gałęzi, więc jej struktura genetyczna przy-
puszczalnie nie została zmieniona przez prze-
pływ obcych genów. 
 Po drugie, aby obliczyć współczynnik IR 
oparty na allelach diagnostycznych wskazanych 
w literaturze, naleŜy dokonać identycznej inter-
pretacji wielkości alleli mikrosatelitarnych we 
własnych badaniach.  Niestety, róŜne aparaty do 
elektroforezy i róŜne zestawy odczynników (np. 
róŜne molekularne standardy wielkości) mogą 
dawać nieco rozbieŜne oceny wielkości frag-
mentów. Nieodzowne staje się więc porównanie 
sekwencji uzyskanych fragmentów z sekwen-
cjami mikrosatelitów zdeponowanych w Gene-
Banku (www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) na 
początku badań, tak aby odpowiednio skalibro-
wać interpretację wielkości fragmentów z wyni-
kami poprzednich prac. 
 Opisany powyŜej współczynnik jest 
mimo wszystko do pewnego stopnia subiektyw-
ny, bo wymaga przyjęcia pewnych załoŜeń co do 
wyboru alleli diagnostycznych, a takŜe skompli-
kowanej procedury kalibracji wielkości alleli 
z wartościami literaturowymi. Ponadto, trudne 
jest oszacowanie wiarygodności tak obliczonej 
oceny. Dlatego, godne polecenia są inne metody 
oceny introgresji, oparte na modelach probabili-
stycznych. 
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 Jeden z tego rodzaju modeli został za-
implementowany w programie komputero-
wym STRUCTURE (Pritchard i in., 2000;  
http://pritch.bsd.uchicago.edu/software/structure
2_2.html). Program ten umoŜliwia wykrycie 
wewnętrznej struktury populacyjnej (tzn. podzia-
łu populacji na subpopulacje) bądź stopnia zmie-
szańcowania populacji w oparciu o dane genoty-
powe i metodę Bayesa. Model zakłada istnienie 
pewnej liczby populacji K, z których kaŜda od-
znacza się określonymi częstościami alleli 
w kaŜdym locus. KaŜdy osobnik w próbie jest 
następnie probabilistycznie przypisywany do 
jednej z populacji, albo teŜ do dwu lub więcej 
populacji jednocześnie, jeśli genotyp wskazuje 
na admiksję. Procedura ta jest przeprowadzana 
w taki sposób, aby przydzielić osobniki do grup 
znajdujących się w stanie równowagi genetycz-
nej Hardy’ego–Weinberga. Metoda Monte Carlo 
łańcuchów Markowa umoŜliwia ocenę a poste-
riori  rozkładu prawdopodobieństwa dla obliczo-
nych współczynników przynaleŜności (q). Pro-
gram STRUCTURE umoŜliwia takŜe przyjęcie 
określonych załoŜeń co do wyjściowych popula-
cji ancestralnych – zmieszańcowane lub nie, oraz 
korelacji częstości alleli pomiędzy populacjami. 
 Program STRUCTURE został wykorzy-
stany przez Jensen i in. (2005) do oceny stopnia 
introgresji genów A. m. ligustica w chronionych 
populacjach ciemnej pszczoły w Europie pół-
nocnej (na Wyspach Brytyjskich i w Skandyna-
wii). Dla kaŜdej z badanych populacji przepro-
wadzano obliczenia stopnia introgresji, umiesz-
czając w modelu dane genotypowe dla prób po-
branych z tej populacji i populacji odniesienia. 
Przyjęto załoŜenie, Ŝe osobniki moŜna podzielić 
na dwie grupy (odpowiadające podgatunkom A. 
m. mellifera i A. m. ligustica) oraz Ŝe kaŜdy 
z badanych osobników odziedziczył pewną 
część swego genotypu po obydwu tych podga-
tunkach. Wyniki potwierdziły niski stopień in-
trogresji w badanych populacjach, z wartością 
współczynników admiksji q zazwyczaj znacznie 
mniejszą niŜ 0,2. Tylko w trzech populacjach 
stwierdzono nieznacznie większą introgresję, co 
znalazło potwierdzenie równieŜ w obecności 
obcych haplotypów mtDNA. 
 Analogiczna analiza przeprowadzona dla 
pszczół z zamkniętego rejonu hodowli w Pusz-
czy Augustowskiej (Oleksa i in., w przygotowa-
niu) z uŜyciem A. m. carnica jako populacji refe-

rencyjnej wskazała na introgresję genów jądro-
wych na średnim poziomie niemal 20%, a zara-
zem umoŜliwiła wskazanie najsilniej zmieszań-
cowanych rodzin. 
 
W jaki sposób markery molekularne mogą 
pomóc w realizacji programu ochrony rodzi-
mej pszczoły 
 Markery DNA jądrowego (mikrosateli-
ty) umoŜliwiają wskazanie osobników, które są 
mieszańcami, zaś markery DNA mitochondrial-
nego (analiza PCR-RFLP regionu COI-COII) 
pozwalają na określenie pochodzenia w linii ma-
tecznej. Informacje te mogą być razem z powo-
dzeniem wykorzystane w hodowli zachowaw-
czej rodzimej pszczoły miodnej. 
 W rodzinach uŜywanych wyłącznie do 
produkcji trutni konieczne jest badanie genotypu 
matki, gdyŜ tylko jej genom jest przekazywany 
haploidalnemu potomstwu męskiemu. Jeśli na-
wet dysponujemy tylko genotypami robotnic 
(córek), na ich podstawie moŜna precyzyjnie 
określić genotyp matki. 
 W rodzinach uŜywanych do produkcji 
matek sytuacja jest bardziej złoŜona, gdyŜ matki 
tych rodzin mogły zostać unasiennione przez 
trutnie o niewłaściwym, obcym genotypie. Po-
winny one zostać wyeliminowane z dalszej ho-
dowli zachowawczej. Zakładając, Ŝe matki 
pszczoły miodnej są unasienniane średnio przez 
10–20 trutni (Woyke, 1955; Tarpy i Nielsen, 
2002), udział kojarzeń matki z trutniami o nie-
poŜądanych genotypach moŜe być stosunkowo 
poprawnie określony dzięki badaniu genotypów 
około 50 robotnic stanowiących jej potomstwo. 
 Badania genetyczne umoŜliwiają ocenę 
stopnia zmieszańcowania na poziomie poszcze-
gólnych osobników, czego nie moŜna dokonać 
w oparciu o badania morfometryczne. Ze wzglę-
du na plastyczność fenotypową wnioski na temat 
przynaleŜności rasowej osobników wyciągane 
na podstawie pomiarów morfologicznych mogą 
być obarczone duŜym błędem. Dlatego teŜ 
w badaniach takich zaleca się przebadanie kil-
kudziesięciu osobników. Konieczność pobiera-
nia duŜych prób do oceny morfologicznej wiąŜe 
się takŜe z koniecznością minimalizacji poten-
cjalnego błędu będącego wynikiem objęcia ba-
daniami potomstwa innej matki, które znalazło 
się w ulu w wyniku błądzenia. Nawet zbiór mło-
dych robotnic nie eliminuje w pełni ryzyka po-
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brania robotnic z innych uli. Badania genetyczne 
moŜna natomiast przeprowadzić na czerwiu lub 
poczwarkach, co do których istnieje pewność, Ŝe 
są potomstwem właściwej matki. 
 Wadą badań genetycznych jest ich kosz-
tochłonność, która jednak systematycznie male-
je, w miarę jak znajdują one coraz bardziej ma-
sowe zastosowanie. Jeśli przeprowadzić bilans 
nakładów i zysków, to precyzja uzyskanych wy-
ników jest najlepszym uzasadnieniem wdroŜenia 
metod genetycznych do praktyki hodowlanej. 
Nie oznacza to jednak, Ŝe moŜna całkowicie zre-
zygnować ze stosowanej obecnie oceny morfo-
logicznej.  
 Naczelnym celem hodowli zachowaw-

czej jest bowiem utrzymanie pszczół o charakte-
rystycznych cechach fenotypowych („ciem-na 
pszczoła”), zdolnych zarazem do przekazywania 
tych cech potomstwu.  
 W chwili obecnej nie jest do końca wy-
jaśniony związek pomiędzy opisywanymi w pra-
cy markerami a cechami fenotypowymi róŜnicu-
jącymi podgatunki pszczoły, zatem wprowadze-
nie selekcji w oparciu o występowanie określo-
nych alleli nie powinno zastąpić selekcji okre-
ślonych cech fenotypu. 
 Tylko połączenie obydwu rodzajów ana-
lizy, fenotypowej i opartej o markery DNA, mo-
Ŝe przyczynić się do realizacji celu, jakim jest 
uratowanie rodzimej pszczoły przed wymarciem.
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Summary 

 
 He loss of the gene pool of native honey bees (Apis mellifera mellifera), caused by introgressive hy-
bridization with foreign bees (mainly A. m. carnica), is alarming because it reduces their adaptability to local 
conditions. To conserve the genetic resources of native bees, closed breeding areas with selection of breeding 
material based on evaluation of phenotypic traits, were established in Poland. This paper suggests that simulta-
neous use of DNA markers could largely facilitate the identification of queen bees and families of hybrid origin. 
The particularly promising markers that differentiate bee subspecies are nuclear microsatellites and PCR-RFLP 
analysis in the COI-COII mtDNA region. The use of about 10 polymorphic and unlinked microsatellite loci en-
ables accurate evaluation of the degree of introgression at individual level. Because of relatively simple and in-
expensive PCR-RFLP analysis of mtDNA, it is possible to determine the maternal origin of the bees. Both 
marker classes should be routinely used to evaluate the breeding value of bees from conservation breeding to 
complement the morphometric methods currently in use. 
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