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ROVIDITESEK JEGYZEKE

bp Bazispar

IGV Integrative Genomics Viewer

LOD logarithm of odds

MAS Marker Assisted Selection/ Marker asszisztalt szelekcid

PCR Polymerase Chain Reaction/ Polimeraz Lancreakcid

SNP Single Nucleotide Polymorphism/ Egy Nukleotidos Polimorfizmus
SSR Simple Sequence Repeat

STR Short Tandem Repeat

VSH Varroa Sensitive Hygiene/Varroa szenzitiv higiénias viselkedés
QDD Quick Disability Determination

QTL Quantitative Trait Loci/Mennyiségi tulajdonsagokért felelds 10kuszok



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Bevezetd

Ahazi méh (Apis mellifera Linnaeus 1758) a hartyasszarnyuak (Hymenoptera) rendjén
beliil a méhfélek (Apidae) csaladjaba tartozik.

A hazi méhek a f0 pollinatorok vildgszerte, és igy nélkiilozhetetlenek szamos
mezdgazdasagi termény szamara és a természetes biodiverzitas megérzésében. Delaplane és
Mayer (2000) becslése szerint az emberi élelmiszer-fogyasztas koriilbeliil 35%-a fligg
kozvetleniil vagy kozvetetten a rovarok altali pollinaciotol. 1961 és 2006 kozott a
mezdgazdasag beporzoktol valo fliggése 50 és 62 %-kal nétt a fejlett és a fejlodo
orszagokban (Aizen és mtsai, 2009). Globalisan a rovar-pollinacié korilbeliil 9.5 %-at adja
a mezdgazdasagi termelés 0sszértékének (Gallai és mtsai, 2009).

A Varroa destructor nevii atka manapsag a legkomolyabb parazitaja a hazi méhnek
(Apis mellifera), és mar szinte az egész Foldon elterjedt (Zakar és mtsai, 2014). Nem csak
azzal okoz kart, hogy a méhek hemolimfajaval taplalkozik, hanem virusokat is terjeszt
ezaltal, amelyek szerepet jatszanak a kolonidk tomeges csokkenésében. Az atkak vilagszerte
elterjedtek, és méhkoloniak szazezreit pusztitottak el. A méhészkedés Eurdpaban lehetetlen
lenne kémiai atkadlék hasznalata nélkiil, pedig ezekre a szerekre az atkdk konnyen
rezisztenssé valnak, ami csokkenti a hatékonysagukat (Pettis, 2004). A kontroll kezelések
gyakran a méz és a pollen kontaminalodasat okozzak, az atkadl6k maradvanyai késobb is
megtalalhatoak ezekben (Martel és mtsai, 2007). A Varroa-toleranciat valoszintileg nagyon
kiilonbozd jellegek okozzak, mert a gazda és az atka kozotti kolesonhatas igen Osszetett.
Szamos viselkedés csokkentheti a Varroa destructor ttlélési esélyét és szaporodasi sikerét,
ezek kozé tartozik a VSH (Varroa szenzitiv higiénikus viselkedés) és a Grooming (szocialis
tisztogatd viselkedés) (Evans és Spivak, 2010). A VSH viselkedés esetén a méhek
higiénikusan tavolitjak el a Varroa destructor atkaval fert6zott fiasitast (Fiasitas = a teljes
atalakulassal fejlddé rovarok petéinek, larvainak, babjainak kozos neve) a sejtekbol:
felnyitjak és eltavolitjak a larvakat vagy babokat. A Grooming a méhek egy olyan csoportos
viselkedése, mely soran eltavolitjak egymasrol vagy magukrol a Varroa atkakat (Peng,
1988). Hazi méh kolonidkban fizikai sériiléseket talaltak az atkak testén, amiket a méhek
mandibuldja okozott (Ruttner ¢s Hanel, 1992). A méhek tehat ,,beleharapnak™ az atkékba,

amik igy elpusztulnak és lehullanak roluk. (Zakar és mtsai, 2014).



1.2. Hazi méh genom program

Wallberg ¢és munkatarsai (2014) 8,3 milli6 SNP-t (Single Nucleotide
Polymorphism/Egy nukleotidos polimorfizmus) vizsgaltak; 140 dolgozé méh egyed
genomjat szekvenaltak meg, amelyek Osszesen 14 populaciobol szarmaztak a vilag
kiilonb6z6 pontjairdl. Ez 634-szeres lefedettséget jelentett. Az eurdpai és az afrikai méhek
kozott meghataroztak szamos kiilonbséget az immunitasért felelés gének esetében. Ezek
magyarazatot adhatnak a betegségekkel szembeni rezisztencidgjukban megnyilvanulo
eltérésekre, hiszen az afrikai méhek nagyobb ellenallosagot mutatnak a Varroa destructor
atkaval szemben, a nagyobb rajzasi hajlamuk ¢€s a fokozottabb agressziojuk mellett.

Elsik ¢s munkatarsai (2014) leirtak egy tovabbfejlesztett haziméh genomillesztést
(Amel_4.5) egy 01j gén annotacios rendszerrel (OGSv3.2). Megallapitottak, hogy a haziméh
genom szamos kozel azonos gént tartalmaz mas rovarok génjeivel, ellentétben a 2006-0s
illesztéssel (OGSv1.0) (Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006). Ez az 0j
genomillesztés sokkal Gsszefiiggdbb és teljesebb. Az uj génkészlet koriilbeliil 5000-rel tobb
fehérje kodold gént tartalmaz, ami a korabban kozzétettnél 50%-kal tobb.

1.3. A hazi méh klasszikus genetikaja

Mar a 1960-as években is el tudtak kiiloniteni a kiilonb6z6é méhfajtakat biometriai
modszerek segitségével fenotipusuk alapjan. A hasznalt morfologiai bélyegek pl.: testméret,
potrohszin, szipokahossz, szérdzet, szarnyerezet, szarnyhorgok. Késdbb aztan a mendelien
0rokl6dé fenotipusos tulajdonsagokat is elkezdték vizsgalni. 1968-ban Rothenbuhler
foglalkozott a hazi méh mutacidival részletesebben. Munkajuk soran mar leirjak azt a két
gént, amelyeket az emlitett tisztogatd viselkedésért tettek felelossé. Az egyik ilyen gén a
»~removing”, amirdl ugy gondoltak, hogy a sejtekbdl valo kitakaritasért felel, a masik pedig
az ,,uncapping”, amit a sejtfedél leragasért felelos génnek feleltettek meg. Mindkét f6 gén
esetében ugy gondoltak, hogy recesszivek, és azon allatok, amelyek mutatjak az adott
viselkedést homozigotak (Gere, 1985).



1.4. A méhek Varroa atka szenzitiv higiénikus viselkedése

A méhek szamos kihivassal allnak szemben, mint példaul a peszticidek, a korokozok
és a parazitak (Evans és Schwarz, 2011; Johnson és mtsai, 2010; Le Conte és mtsai, 2010).
A hazi méhek Varroa parazitaltsaga tekintheté az egyik legsulyosabb fenyegetésnek a
méhészek szamara, €és vilagszerte ez vezetett jelentés koloniaveszteségekhez is (Currie és
mtsai, 2010; Dahle, 2010; Vanengelsdorp és mtsai, 2012). Ezek az obligat ektoparazitak a
méhek kaptaraban ¢€lnek, és fertdzik az egyedeket.

A Varroa destructor a haziméh (Apis mellifera) ektoparazitaja. Sokaig a Varroa
jacobsoni néven volt ismert. Azonban az eddig Varroa jacobsoni-ként szamon tartott fajrol
kideriilt, hogy két jol elkiiloniilé fajbol 4ll. Az Azsiaban honos Apis cerana méhen terjedt el
a mai értelemben vett Varroa jacobsoni, mig Eurdpaban az Apis mellifera parazitaja a
Varroa destructor. A néstény hossza 1,1 milliméter, szélessége 1,6 mm. A fedett fiasitasban
szaporodik. A kifejlett atka 1,5-2 mm széles, 1-1,8 mm hosszl, laposgomb alakt. Sok
esetben a méhek potrohdnak kitinlemezei kdz¢ huzddik, igy a felnétt méheken nem konnyt
¢észrevenni. Mivel tobbnyire a fiasitasban tolti €letét, ezért mar csak jelentds fertdézottség
esetén allapithaté meg jelenléte. Fejtora kicsi, feliilrdl osztatlan, szklerotizalt, vorosesbarna
kitinpancél fedi. A szajszervében a csapragd szolgal a taplalék felvételére, egy paros
tapogatd pedig érzékelésre. Az atka a csapragd utolsd, mozgathatdé és fogazott izével
kapaszkodik a gazdajaba. Labai erdsek, rovidek, nincsenek rajta karmok, helyettiik
apothélak, specialis struktardk rdgzitik. 10 napos a reprodukcids ideje, exponencialis
dinamikdju. Minden fejlédési alakja parazita. Nimfaallapotban a ndstények a fedett
fiasitasban €lnek, késobb is csak 0k hagyjak el a sejtet, a himek nem (Delfinado és Baker,

1974).


https://hu.wikipedia.org/wiki/H%C3%A1zim%C3%A9h
https://hu.wikipedia.org/wiki/Parazita
https://hu.wikipedia.org/wiki/Apis_cerana
https://hu.wikipedia.org/wiki/Apis_mellifera

1. abra: Varroa atkaval fert6zott babok

Az atkdknak fejlédé méhekre van sziikségiik a szaporodasukhoz (1.abra). A
megtermékenyitett ndstény a fiasitas sejtjeibe rakja a petéket, egy him és akar 6t néstény kel
ki egy dolgozo fiasitas sejtjébol (Schultz, 1984). Ezek az utodok a fejlédd méhlarvak
hemolimfajaval taplalkoznak, és az egy ,fészekaljbol” szdrmazd atkdk egymaéssal
parosodnak. Késobb az atkak a felnétt méhegyedek hemolimfajaval kezdenek el taplalkozni,
mikdzben fizikai és fiziologiai karokat is okoznak benniik, ami miatt akar a méhek fejlodése
is abnormalis lehet (Sammataro és mtsai, 2000). A legrosszabb hatasa az atkaknak azonban
az, hogy sok méhvirus vektoraként is szolgalnak (Chen és mtsai, 2006). A kezeletlen, Varroa
atkaval elarasztott méhkoloniak altalaban egy, legfeljebb négy-hat év mulva elpusztulnak
(Spivak és Reuter, 2001).

A méhek néhany viselkedési mintazata képes csokkenteni a Varroa atkak szamat. Az
egyik ilyen fontos jellemvonas a Varroa szenzitiv higiénikus viselkedés (VSH). A
higiénikus tulajdonsag javithato, ha azokat a méhvonalakat szaporitjuk, amelyek hatdsosan
tavolitjak el az elpusztult larvakat. A jol tisztito méhek tobb Varroa atkat tavolitanak el, mint
a rosszabbul tisztitok (Boecking és Spivak, 1999; Spivak, 1996). A VSH a higiénikus
viselkedés olyan formdja, amikor a méhek a Varroa atkara sokkal érzékenyebbek,
intenzivebben reagalnak ra. A fokozott atka-eltavolitas lehetdvé teszi a VSH méheknek,
hogy hatasosan lassitsak a Varroa atka populacio novekedését (Ibrahim és Spivak, 2006;
Harbo ¢és Harris, 2005). Ha egy hétre berakunk egy atkakkal boritott fiasitdst olyan méhek
koz¢, amelyek magas foki VSH viselkedést mutatnak, akkor az atkék szaporodasa lecsokken
(Harbo és Harris, 2005), mert az éretlen atkakat elpusztitjak a ,,felnyito és eltavolitd” (uncap,
remove) viselkedéssel, hiszen a fert6zott larva eltavolitasaval egyiitt a larvan 1évo atkakat is

eltavolitjak (Harris és mtsai, 2012).



1.5. A Varroa érzékenység genetikai hattere

Tsuruda és munkatarsai (2012) a VSH genetikai hatterét vizsgaltak. A vizsgalat célja
az volt, hogy QTL térképezés alapjan elkiiloniilé kromoszoma régiokat keressenek a VSH
jellegre. Az eddigi szelekcio a VSH koloniaszinten torténd mérésére tamaszkodott, ilyen
példaul a fiasitdsban megfigyelhetd atkdk szamanak csokkenésének észlelése, vagy a
sejtekben 1évo atkak reproduktiv sikerének mérése (Harris, 2007; Villa és mtsai, 2009). A
megértésében, amelyek hozzajarulnak a méhek atka elleni rezisztenciajahoz. Tovabba
hatasosabb eszkdzoket biztositana a szelektiv szaporitashoz, valamint a marker asszisztalt
szelekciohoz (MAS).

Munkéjuk soran 1340 informativ SNP-t hasznaltak egy nagy felbontast genetikai
térkép létrehozasara, és a VSH viselkedést mutaté méh egyedek dsszehasonlitasara azokkal,
amelyek nem mutattdk a jelleget. 127 VSH ¢és 111 nem VSH egyedet vontak be a
vizsgalataikba. Az interval térképezés elemzésével azonositottak egy 3.21-es LOD csucsot
a 9-es kromoszoman, ami a 9.224.292. bazisparnal 1évé SNP-hez tartozik (2. abra).
Altalaban azok egyedek, amelyek homozigéték voltak a VSH allélra nézve, azoknal volt
inkabb megfigyelhet6 a VSH viselkedés.

2. abra. Az intervallum térképezés eredményeként kapott LOD score értékek, és a

VSH viselkedéssel kapcsolt régié genomi pozicidja (Tsuruda és mtsai, 2012).

cM Marker LOD SCORE

191.3 ~— 8459076

197.0~] |~ 8612688
202.2 \ 8718994

205.4\] | 8801678

207.2 1 8940824
211.5 11— 9106400
213.67| [ 9224292

219.4 | [~9327425

229.1 9455543

236.3 ~ 9569008
239.4— [~ 9774498

246.6 ~_| - 9949860
247.9-] | 10083393
251.37] [\ 10262295

257.1- [>~10370086

268.4~ |- 10538451
269.7 -] 10599444
274.0 " 10799163
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Spotter és munkatarsai (2016) Affymetrix 44K SNP chipet hasznaltak olyan SNP-k
keresésére, amik a VSH viselkedéssel kapcsoltak. A kisérlet soran 22.000, egyesével jelolt
dolgozot figyeltek meg videdkamera segitségével, koziiliik 122 higiénikus és 122 kontroll
egyed lett begylijtve és elemezve, hogy meghatarozzak az SNP-K kapcsoltsagat a higiénikus
¢s nem-higiénikus viselkedéssel. Hat SNP marker volt szignifikdnsan kapcsolt a vizsgalt
tulajdonsaggal. A 6 SNP koriili genomi régidk ellendrzése lehetséges gének felfedezéséhez
vezetett. Négy funkcionalis kandidans gén lett azonositva 4 SNP szomszédsagaban, amik

szignifikansan kapcsoltak a tisztogato viselkedéssel.

1.6. A genetikai vizsgalatokhoz hasznalt STR markerek

A mikroszatellitak (STR: Short Tandem Repeat, SSR: Simple Sequence Repeat) 2-6
bp hosszl ismétlddé DNS szakaszok, melyek nagy polimorfizmust mutatnak és a genomban
szortan helyezkednek el (Hajosné Novak, 1999; Fésiis és mtsai, 2000). A mikroszatellita
teljes hosszusaga 50-500 bp kozott valtozhat, az ismétlodések szama akar tobb tucat is lehet.
A polimorfizmusuk (allélvaltozatok) az ismétlodések szamanak eltéréseibdl adodnak
(Armour és mtsai, 1994; Kurjakné Korom, 2013).

A mikroszatellitak jelenleg a leghatékonyabb genetikai markereknek tekinthetéek
populéacidgenetikai vizsgalatok esetén, ¢€s hasznalatuk széles korben elterjedt a
genomikaban, populacidgenetikdban valamint a kvantitativ tulajdonsagok genetikai
vizsgélataban. Solignac és munkatarsai (2003) a hazi méh genomjat vizsgaltak és 552
mikroszatellita lokuszt azonositottak, melyek polimorfak voltak. Koziilik szamos

mikroszatellitat sikeresen amplifikaltak mas Apis fajokban.
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2. CELKITUZES

A tervezett kutatdsok a hazai méhészeket olyan ijonnan kifejlesztett diagnosztikai
eljarasokkal tdmogatnd, amelyek alkalmazasaval versenyképesebbé és hatékonyabba tehetik
miikodésiiket. A genomikai vizsgalatok lehetdséget adnak a késdbbiekben arra, hogy egyes
jelentés gazdasagi értékmérd tulajdonsdgokra (pl.: betegség elleni rezisztencia, illetve

tolerancia, rajzasi hajlam, higiénias viselkedés) DNS markerekkel szelektalni tudjunk.

2.1. A csoport célkitlizései

Hazai méh populacidgenetikai vizsgdlatok

Az irodalomban eddig leirt leggyakrabban alkalmazott mikroszatellita markereket
szeretnénk adaptalni, illetve a hazai genomikai adataink felhasznalasaval, olyan nagy
elvalaszto erejli multiplex mikroszatellita marker szetteket készitenénk, amellyel a Karpat-
medencében felmérhetd lesz a krajnai méh taj- vagy Okotipusok el6forduldsa és
természetesen a genetikailag tavolabb allé A. m. ligustica, valamint a Buckfast hibridek

kisztirése is lehetové valik a hazai méhtenyésztok vonalainak ellendrzésekor.

Higénias viselkedéshez kapcsolt markerek fejlesztése

Genomikai, genetikai modszerekkel 0Ossze szeretnénk hasonlitani az egyes
méhcsaladokat, igy lehetdségiink nyilik olyan DNS markerek fejlesztésére, amelyek
hasznalataval az eldnyds tulajdonsdgot hordozd vonalak és csalddok kivalogatasa
megtorténhet a herefiasitas, illetve a fiasitas DNS alapt vizsgéalatdval, amellyel a

késdbbiekben a higiénikus viselkedésre genetikai értékbecslést tudunk adni.

2.2. A sajat feladataim

A hazi méhek VSH (Varroa Sensitive Hygiene) higiénikus viselkedésével kapcsolt
mikroszatellita markerek irodalombol vald adaptalasa és fejlesztése, primerek tervezése,
DNS izolalas, a mintdk mindségi és mennyiségi ellendrzése, PCR 0sszemérés (markerek

tesztelése, multiplexelése, optimalizalasa), gélelektroforézis, allélméretek meghatarozasa.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Méh mintak

Osszesen 12 méhallomanybol gytijtottiink kiilonbozé méh fajtakat, dsszesen 72 méh
egyedet. Ezek kozott voltak krajnai méhek (Apis mellifera carnica) az orszag eltérd
pontjair6l, a németorszagi Hohen Neuendorfbol szdrmazo higiénikus és Varroa tolerans
egyedek, vizsgaltunk Azsidbol szarmazo méheket (Apis cerana) és olasz méhet (Apis
mellifera ligustica). Egy Uppsalabdl (Svédorszag) szarmazo Buckfast allomany egyedeit is
vizsgaltuk, illetve a svédorszagi Gotlandbol szarmazd Varroa atka-tolerans populaciobol

kaptunk mintat. Minden méh ellenérzott méhészetbdl szarmazott.

3.2. DNS izolalas, kvantifikalas

Vizsgalatainkhoz a méhekbdl teljes genomi DNS-t izolaltunk. Az egyedek
repliléizmait kipreparaltuk, melyekb6l Genomic DNA Mini Kit (Tissue) (Geneaid Biotech
Ltd, Tajvan) segitségével izolaltunk teljes genomi DNS-t a gyartd protokollja szerint. Az
izolalt DNS mennyiségét és min6ségét ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., USA)
spektrofotométerrel ellendriztiik, és a megfeleld koncentracioji és tisztasdgu DNS mintdkat

hasznaltuk PCR vizsgalatokhoz.

3.3. Markerek adaptalasa, primertervezés

Tsuruda és munkatarsai (2012) alapjan a kapcsolt SNP marker a 9.224.292.
bazisparnal talalhaté az Amel 4.0 haziméh genomillesztésen (2. abra). Az IGV program
segitségével, QDD perl script csomaggal (Meglécz és mtsai, 2010) megkerestem a
legk6zelebb esé mikroszatellita ismétlddéseket az altalunk hasznalt Amel 4.5 haziméh
genomillesztésen. Harom ilyen lokuszt talaltam, amelyekre késobb Primer3 (Rozen &
Skaleczky 2000) programmal primert is terveztem. A Kkapott kiilonbségek és
polimorfizmusok 6sszevetéséhez kiilonbozo shell €s python scripteket hasznaltunk. A kapott
primereket teszteltiik, €s multiplex reakcidban (egy reakciotérben tobb primer 6sszemérése)
optimalizaltuk azokat, amelyek detektalhatd fragmenteket adtak. A reakciokat 20 ul
végtérfogatban mértiik 6ssze LifeECO PCR késziilékben (Hangzhou Bioer Technology Co.,
Ltd, Kina).

12



A mikroszatellitdk fluoreszcensen jelolt primerekkel végzett multiplex reakcidok
eredményeként kapott PCR termékek méretét kapillaris elektroforézissel hataroztuk meg
ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems Group, USA) késziiléken. A kapott
allélméreteket Microsoft Excel tablazatban rogzitettiik, amelyeket a Peak Scanner 1.0
software (Applied Biosystem 2006) program segitségével hataroztunk meg elézetesen, majd
GenAlEx 6.5 (Peakall és Smouse, 2012) és Arlequin 3.5 (Excoffier és Lischer, 2010)

programmal elemeztiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. DNS izolalas

A DNS izolalashoz a méhek tori repiiléizmat hasznaltuk. A kivalasztott méhekbdl
izolalt genomi DNS mennyiségi €¢s mindségi ellendrzésének eredménye az 1. tablazatban

lathat6. Minden felhasznalt minta tisztasaga és mennyisége elérte az optimalis értékeket.

4.2. Markerek adaptalasa, primertervezés
4.2.1. STR markerek tervezése

A Frank Krisztidn munkatarsam altal lefuttatott mikroszatellita keresés
eredményeként, 397 727 tandem ismétlodd szekvenciat taldltunk a méh referencia
genomszekvencian, amely 236 milli6 bazisbol all. Ezek koziil 138 945 db mono-, 140 684
db di-, 27 236 db tri-, 63 015 db tetra-, 20 763 db penta-, 7 084 db pedig hexanukleotid
ismétloédés. A talalt ismétlddések alapjan 75 560 lokuszra sikeriilt primert tervezni, igy a
méh genomban atlagosan 3 785 bazisonként talalhatd olyan mikroszatellita, amelyet a
jovOben potencialisan markerként hasznalhatunk.

A 3. dbran az IGV genom bongész6 programban krajnai méh teljes genomok részlete
lathato a sorokban, ahol a felsé részen a lefedettségi értékek oszlopdiagramja olvashatd
bazisonként, alatta a genomszekvenciak stilizalt 100bp-0s szekvencia darabjai. A program a
referenciahoz képest megjeleniti a kiilongségeket (SNP, inszercid, delécid). Az dbra aljan a
kék vonalak 3 koriilbeliil 2000 bazis hosszsagh szakaszt mutatnak, a kozépso ilyen vonal
kozepén helyezkedik el a korabbiakban mar emlitett, Tsurudaék altal azonositott SNP
marker. Legalul, ezen a genomi lokuszon talalhatd Gsszes, a QDD programmal prediktalt
mikroszatellita helyzete lathatd. Késdbbiekben ezek a mikroszatellitdk potencidlis
markerként hasznalhatoak a VSH viselkedés monitorozdsdra. A mikroszatellita
ismétlédések helyzetét osszevetettiik a VSH viselkedés kialakulasdban feltehetdleg fontos
szerepet jatszo lokuszok elhelyezkedésével. Az igy feltart mikroszatellitadk a késobbiekben
kapcsolt markerként az el6nyds tulajdonsdgot hordozd vonalak kivalasztasdban a
gyakorlatban alkalmazhatoak lehetnek.

Az altalunk fejlesztett markerek koziil egy, a 365-0s marker, egybeesik Estoup és
munkatarsai (1995) altal azonositott 5362-es mikroszatellita markerrel, amelyet 6k

populacidgenetikai markerként azonositottak.
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4.2.2. Multiplex PCR optimalizalasa

A markereket sikertilt multiplex rendszerre optimalizalnunk. A 2. tablazatban lathaté
a PCR 6sszemér6 recept, valamint a PCR program a 3. tiblazatban. A reakciot Bioer LifeEco

késziilékben futtattuk.

Apis VSH plex 20160720- konc. 1 reakcié

Templat 15 ng/ul 3,00
Multiplex Master Mix 2% 10,00
365/5362 primer mix 10 uM 0,30
366FR primer mix 10 uM 0,38
367FR primer mix 10 uM 0,55
Desztillalt viz 577
Végtérfogat 20,00

2. tablazat PCR reakciod recept

Apis_STR
95°C 15:00 1x
94°C 0:30
58°C 1:00 35x
72°C 1:00
72°C 10:00 1x

3. tablazat PCR program



A csoport a rendszer optimalizaldsdnak érdekében tovabbi markereket is hozzdadott
az eddig hasznalt multiplexhez, aminek a gélelektroforézis képét alabb lathatjuk (4. abra).
Ezen markerek populaciogenetikai eltérések (AP1,AP2), illetve a méhek egyéb viselkedési

mintazatainak vizsgalatara alkalmasak (HYG).

4. dbra Multiplex reakcid gélelektroforézis képe.

1 2 3 4 75 6 7 8 9 10, =11 w12

| AP1 AP2 HYG VSH
) )} I} | l
o | | Y- -\( |
Sutes -— . —— — -
=1t Peded-d—T0—3 |
-

2%%-05 2garoz g2l

GeneRuler 100 bp DNA Ladder

Pirossal jeloltem harom egyed (10,11,12) VSH plex PCR termékeit.
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A multiplex reakcioban a primerek mennyiségét optimalizaltuk az egyszeriibb
értékelhetség érdekében, majd Peak Scanner 1.0 software (Applied Biosystem 2006)
segitségével leolvastuk az allélhosszakat. A sajat fejlesztésti harom markeremet jeldltem az

optimalizalt futtatas elektroferogramjan (5. 4bra).

5. abra. A fragmenthossz analizis eredménye (A: optimalizalas el6tti, B: optimalizalas

utani elektroferogram).

365/ A\ 366 \ 367

4.2.3. A fejlesztett markerek tesztelése

Az éltalunk detektalt allélméretek és allélgyakorisagok a 4. tdblazatban talalhatok. Az
allélgyakorisagokbol késziilt diagram az 6. abran lathato. A markerek polimorfnak
bizonyultak, lokuszonként eltéré hosszisaguak voltak az allélek, az egyes csoportokban
pedig kiilonb6z6 allélhosszakat kaptunk. A Japanbol szarmazéd azsiai méhekben (Apis
cerana) nem sikeriilt PCR terméket amplifikalnunk, a markereket eurdpai hazi méhre (Apis
mellifera) adaptaltuk. A 365-6s STR markerrel a 366-os és 367-es STR markerek kapcsoltak
(P<0,05). Az altalunk detektalt allélméretek szama tovabbi mintak bevonasaval bdviilhet,

ami a Varroa-érzékeny viselkedés azonositast megbizhatobba teheti a tovabbiakban.
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olasz Hohen . - azsiai - Jn . ‘. azsiai keszthelyi keszthelyi
gotlandi = Buckfast nagyatadi zalaszentgroti zalaszentlaszI6i ipolysagi u v

Lokusz Allélhossz méhek Neuendorf-i méhek méhek méhek méhek méhek méhek méhek méhek méhek (rosszul méhek (jol
Japanbal méhek Japanbal Koreabal tisztito) tisztito)

365 N 6 6 6 6 6 0 6 6 9 3 6 6
178 0,333 0,833 0,667 0,750 0,833 0,000 0,750 0,667 0,778 0,667 0,500 0,250
180 0,000 0,167 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
182 0,250 0,000 0,167 0,000 0,167 0,000 0,000 0,250 0,111 0,167 0,500 0,333
188 0,417 0,000 0,167 0,250 0,000 0,000 0,250 0,083 0,111 0,167 0,000 0,417

366 N 5 6 6 6 6 0 6 6 9 3 6 6
241 0,100 0,667 0,750 0,417 1,000 0,000 0,833 0,667 0,611 0,667 1,000 0,667
245 0,000 0,333 0,250 0,000 0,000 0,000 0,083 0,083 0,222 0,333 0,000 0,000
247 0,100 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,250
251 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,111 0,000 0,000 0,000
253 0,800 0,000 0,000 0,583 0,000 0,000 0,083 0,250 0,056 0,000 0,000 0,083

367 N 6 6 6 6 6 0 6 6 9 3 6 6
306 0,667 0,917 0,750 1,000 0,750 0,000 0,917 1,000 1,000 0,833 0,500 0,333
338 0,333 0,083 0,250 0,000 0,167 0,000 0,083 0,000 0,000 0,000 0,500 0,667
342 0,000 0,000 0,000 0,000 0,083 0,000 0,000 0,000 0,000 0,167 0,000 0,000

4. tablazat. Allélhosszak €s gyakorisagok lokuszonként.



6. abra. Allélgyakorisag lokuszonként.

178

180

365-0s marker

182

365_FR/5362

Lokusz

188

B olasz méhek Japanbol
B Hohen Neuendorf-i méhek
m gotlandi méhek

B Buckfast méhek

B nagyatadi méhek

W dzsiai méhek Japanbol
M zalaszentgréti méhek
M zalaszentlaszIéi méhek
M ipolysagi méhek

M 4zsiai méhek Koreabdl
M keszthelyi méhek rossz
1 keszthelyi méhek jé

366-0s marker

247 | 251

366_FR
Lokusz

253

M olasz méhek Japanbol
® Hohen Neuendorf-i méhek
m gotlandi méhek

m Buckfast méhek

B nagyatadi méhek

W azsiai méhek Japanbol
M zalaszentgréti méhek
M zalaszentlaszléi méhek
M ipolysagi méhek

M 4zsiai méhek Koreabdl
m keszthelyi méhek rossz

i keszthelyi méhek jo

367-es marker

338

367_FR
Lokusz

B olasz méhek Japanbdl
B Hohen Neuendorf-i méhek
m gotlandi méhek

B Buckfast méhek

M nagyatadi méhek

H 4zsiai méhek Japanbal
M zalaszentgréti méhek
M zalaszentldszl6i méhek
M ipolysagi méhek

M 4zsiai méhek Koreabol
m keszthelyi méhek rossz

1 keszthelyi méhek jé




6. KOVETKEZTETESEK

A VSH viselkedéshez kapcsolt genetikai markereket sikeresen adaptaltuk, amelyeket
elészor egyesével teszteltiink, majd multiplex reakcidoban optimalizaltuk (3 STR marker). A
markerek mindegyike polimorfnak bizonyult, valamint az igazoltan higiénikus szelekciobol
szarmazd DNS mintakon (ipolysagi méhek, Hohen Neuendorf-i méhek) egyedi, illetve
predominans allélhosszakat is talaltunk, amely a késObbiekben lehetové teheti, hogy a hazai
nagyobb szlirdvizsgalatokbdl genetikai markereink segitségével kiszelektaljuk a jo
tisztogato viselkedésii vonalakat.

Célunk egyelore a markerek fejlesztése és tesztelése volt. A mintdkat elsdsorban
populacidgenetikai vizsgalatokhoz hasznalta fel a csoportom ezért azt, hogy a markereink
valdban kapcsoltak-e a VSH viselkedéssel még nem tudtuk egyértelmiien megallapitani,
mivel a mintakészletiinkben nem volt elegend6 szamu VSH egyed.

A VSH viselkedés vizsgalatahoz egyértelmiien nagyobb mintaszamua fenotipusos
tesztelés sziikséges. Ezek a fenotipusos tesztelések mar megkezdddtek a csoport szamara
mintakat biztositd6 méhészetekben. Fontos, hogy a jol és gyengébben tisztitd csaldadok
tisztogatasi viselkedése jelentdsen kiilonbozzon, annak érdekében, hogy a tisztogatési
viselkedéssel kapcsolt allélméretek kimutathatoak legyenek. Ennek érdekében a teszteknél
a szélséértékek biztonsaggal torténd detektalasa sziikséges.

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy az Apis cerana (a Varroa atka eredeti gazdaja)
dolgozok egy fertézott kaptarban az atkak 97%-at kitisztitjak a felnyitott sejtekbdl par percen
beliil (Peng és mtsai, 1988), mig az Apis mellifera kevesebb eléskddot tavolit el ugyanannyi
1d6 alatt (Boecking és Ritter, 1993). Ezt a kiilonbséget aldtdmasztva az 4zsiai méhek a mi
vizsgalataink soran is elkiiloniiltek, aminek valoszintileg a populdcidgenetikai kiilonbségek
mellett a viselkedésiikben megnyilvanulo eltérd genetikai hattér is az okozdja lehet.

A jovOben szeretnénk koézelrokon, lehetleg csak hazai, krajnai méheket (Apis
mellifera carnica) bevonni a vizsgalatokba, hogy elkeriiljik a populacidogenetikai

kiilonbségek miatti eltéréseket az allélméretek esetén.
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7. OSSZEFOGLALAS

A hazi méh (Apis mellifera) szamara az egyik legkartékonyabb kartevéje a Varroa
destructor nevii atka és az altala terjesztett betegségek, amelyek mar Magyarorszagon is
egyre fenyegetobb veszélyt jelentenek a méhészek szamara. Ezen parazitak ellen bizonyos
méhek az ugynevezett higiénikus viselkedéssel hatékonyan tudnak védekezni, mely soran a
dolgozok a fertézott/elpusztult larvakat és babokat eltavolitjak a kaptarbol, megakadalyozva
ezzel a tovabbfertdzdodeést.

Dolgozatom célja, hogy genomikai, genetikai modszerekkel 6sszehasonlitsuk a jol
tisztito csalddokat a rosszul tisztitokkal, igy lehetdségiink nyilik olyan DNS markerek
fejlesztésére, amelyek hasznalataval az eldnyos tulajdonsagot hordozé vonalak és csaladok
kivalogatasa megtorténhet a herefiasitas/fiasitas DNS alapu vizsgélataval.

Osszesen 12 méh allomanybol gytijtottiink kiilonbézé méh fajtakat, dsszesen 72 méh
egyedet. TDK munkdm sordn a méhek repiildizmait kiprepardltam, majd megfeleld
mennyiségli €s mindségli genomi DNS-t izolaltam beldliik. Tsuruda és munkatarsai (2012)
munkdja alapjan a Varroa atka szenzitiv viselkedéssel kapcsolt QTL régiora terveztem
harom mikroszatellita markert, amelyet multiplex PCR rendszerbe optimalizaltam.

A vizsgélt markerek jol miikddnek és polimorfnak bizonyultak a vizsgalt méh
egyedekben. A késObbiekben szeretnénk kizarolag krajnai méheket (Apis mellifera carnica)
bevonni a vizsgalatokba, hogy kizarjuk a populécidogenetikai kiillonbségek miatti eltéréseket.

A méhészeti genomikai kutatdsok hosszu tava célja az, hogy a hazai
méhanyanevelOket genetikai adatokkal (genetikai profilokkal) tdmogassa, amelyek
segitségével rovidebb 1d6 alatt értekesebb alloméanyok hozhatok I1étre, amelyek a

leggyakoribb méhbetegségekkel szemben ellenalloak.
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SUMMARY

The honeybee’s (Apis mellifera) most harmful pest is the Varroa destructor mite,
which is becoming a more and more impending danger to beekeepers in Hungary. Some
bees can effectively defend themself against this parasite showing hygienic behaviour
wherethrough honeybee workers remove the infected/dead pupae and larvae from the hive,
thus preventing further infection.

The aim of my thesis is to compare the hygienic honeybee hives with the non-
hygienic ones using genomic and genetic methods, so we are able to develop DNA markers
for selecting the advantegous lines and families using DNA-based testing on drone
brood/brood.

A total of 72 honeybees were collected from different species and from 12 different
bee populations. During my work | dissected the flying muscles from the thorax of these
honeybees after what | isolated genomic DNA from these and the DNA was of adequate
quantity and quality for further usage. Based on the work of Tsuruda et al. (2012) | designed
three microsatellite markers for the QTL region which is linked to the varroa mite sensitive
behaviour and I optimized them for multiplex PCR system.

The tested markers are working properly and they were proved to be polymorphic in
the tested individuals. Later we would like to involve only Carniolan bees (Apis mellifera
carnica) in our assay to exclude the aberrances caused by the populationgenetic differences.

The long-term goal of this honeybee genomics survey is to support the domestic
beekeepers with genetic data (genetic profiles) thus could improve the breeding of bee

families and bee disease resistant populations.
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Mellékletek

L, Koncentracio Fehérjetartalom | Sotartalom
Azonositd (ng/ul) A260 A280 (2é0/280) (260/230)
olasz méhek Japanbol (Apis mellifera ligustica)
2106 25,48 0,396 0,167 1,79 0,87
2107 62,83 1,257 0,551 2,28 2,27
2108 92,67 1,853 0,834 2,22 2,42
2109 32,36 0,647 0,3 2,16 2,24
2110 51,76 1,035 0,457 2,26 2,91
2111 28,40 0,568 0,257 2,21 2,61
azsiai méhek Japanbol (Apis cerana)
2117 23,78 0,476 0,244 1,95 1,28
2118 24,56 0,491 0,201 2,44 3,15
2119 20,52 0,41 0,156 2,64 3,33
2120 30,78 0,616 0,323 1,91 0,99
2121 58,64 1,173 0,53 2,21 2,64
2122 26,18 0,524 0,232 2,25 3,04
Buckfast méhek
3181 662,47 13,249 6,188 2,14 2,32
3182 549,54 10,991 5,229 2,10 2,35
3183 776,48 15,53 7,372 2,11 2,18
3184 764,62 15,292 7,23 2,12 2,14
3185 554,39 11,088 5,27 2,10 2,32
3186 1292,37 25,847 12,195 2,12 2,26
gotlandi méhek
3175 517,82 10,356 4,927 2,10 2,34
3176 562,47 11,249 5,163 2,18 2,30
3177 423,11 8,462 4,05 2,09 2,36
3178 344,37 6,887 3,278 2,10 2,32
3179 532,41 10,648 5,085 2,09 2,25
3180 687,76 13,755 6,443 2,14 2,20
azsiai méhek Koreabol (Apis cerana)
2170 33,54 0,671 0,333 2,02 2,35
2171 31,10 0,622 0,307 2,03 1,87
2172 31,95 0,639 0,316 2,02 1,67
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L, Koncentracio Fehérjetartalom | Sotartalom
Azonositd (ng/ul) A260 A280 (2é0/280) (260/230)
Hohen Neuendorf-i méhek (Apis mellifera carnica)
3113 4,39 0,088 0,012 7,17 1,25
3114 7,14 0,143 0,061 2,35 1,84
3115 13,88 0,278 0,176 1,58 1,83
3142 3,36 0,067 0,002 3,02 0,84
3143 9,49 0,19 0,082 2,31 1,50
3144 28,63 0,573 0,284 2,01 2,51
nagyatadi méhek (Apis mellifera carnica)
2094 146,93 2,939 1,353 2,17 2,29
2095 242,33 4,847 2,232 2,17 2,38
2096 213,15 4,263 1,981 2,15 2,42
2097 237,95 4,759 2,202 2,16 2,45
2098 227,34 4,547 2,058 2,21 2,39
2099 207,88 4,158 1,936 2,15 2,30
zalaszentgroti méhek (Apis mellifera carnica)
3264 45,34 0,907 0,477 1,90 0,88
3265 103,07 2,061 0,981 2,10 2,19
3266 46,65 0,933 0,455 2,05 1,69
3267 78,41 1,568 0,786 2,00 1,46
3268 22,64 0,453 0,227 2,00 0,65
3269 123,26 2,465 1,136 2,17 2,00
zalaszentlaszl6i méhek (Apis mellifera carnica)
3277 87,50 1,745 0,917 1,90 0,93
3278 39,50 0,79 0,416 2,26 1,38
3279 50,80 1,017 0,631 2,19 1,85
3280 185,40 3,701 1,902 1,92 1,14
3281 48,70 0,976 0,565 2,19 2,05
3282 54,70 1,094 0,594 2,25 1,90
ipolysagi méhek (Apis mellifera carnica)
1666 11,81 0,236 0,139 1,69 0,81
1667 67,31 1,346 0,851 1,58 0,68
1668 19,32 0,386 0,216 2,02 2,02
1692 20,46 0,409 0,223 1,83 1,12
1693 18,22 0,364 0,16 2,28 1,42
1695 18,15 0,363 0,179 2,02 1,29
1696 20,13 0,403 0,214 1,88 1,55
1697 18,36 0,367 0,214 1,72 1,34
1698 21,94 0,439 0,225 1,95 1,46
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L, Koncentracio Fehérjetartalom | Sotartalom
Azonositd (ng/ul) A260 A280 (2é0/280) (260/230)
keszthelyi méhek (Apis mellifera carnica) rosszabbul tisztitd
3289 164,58 3,292 1,86 1,77 1,86
3290 268,53 5,371 5,166 1,04 1,08
3291 175,58 3,512 2,526 1,39 1,45
3292 508,75 10,175 7,699 1,32 1,37
3293 97,48 1,95 0,959 2,03 2,23
3294 274,08 5,482 2,62 2,09 2,27
keszthelyi méhek (Apis mellifera carnica) jol tisztitd
3301 271,17 5,423 4,916 1,10 1,14
3302 205,57 4111 2,12 1,94 2,07
3303 598,47 11,969 5,677 2,11 2,34
3304 601,48 12,03 6,067 1,98 2,24
3305 277,62 5,552 3,483 1,59 1,74
3306 577,01 11,54 5,451 2,12 2,31

1. tdblazat (1.melléklet): Vizsgalathoz kivalasztott méhekbdl izolalt DNS mintak

koncentracioja és tisztasagi értékei
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Konzulensi ellenjegyzés

Alulirott Dr. Stéger Viktor igazolom, hogy Bakonyi Réka

,»A hazi méh (Apis mellifera) Varroa szenzitiv higiénikus viselkedéséhez kapcsolt DNS
markerek fejlesztése genomikai adatok alapjan”

cimi szakdolgozatat ismerem, azt beadasra és védésre alkalmasnak tartom.

Budapest, 2017. aprilis 28.

a témavezetd neve és alairasa

33



Konzulensi ellenjegyzés

Alulirott Dr. Pasztory-Kovacs Szilvia igazolom, hogy Bakonyi Réka

,»A hazi méh (Apis mellifera) Varroa szenzitiv higiénikus viselkedéséhez kapcsolt DNS
markerek fejlesztése genomikai adatok alapjan”

cimii szakdolgozatat ismerem, azt beadasra és védésre alkalmasnak tartom.

Budapest, 2017. aprilis 28.

a belsd konzulens neve és alairasa
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HuVetA - SZIA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

I\ TR PP PR PSPPI
Elérhet6ség (e-mail CIm): .......oooooiiiiiiiiii e
A feltoltendd Ml CIME: ...........cooiiiiiii s
A mi megjelenési adatai: ...................oooi i
Az atadott FAJIOK SZAMA: ...........ccoiiiiiii i

Jelen megallapodas elfogadasaval a szerzo, illetve a szerzoi jogok tulajdonosa nem
kizarolagos jogot biztosit a HuVetA és a SZIA szamara, hogy archivalja (a tartalom
megvaltoztatasa nélkiil, a megdrzés €s a hozzaférhetdség biztositdsanak érdekében) és
masolasvédett PDF formara konvertalja és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve
annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA és a SZIA egynél tobb (csak a HuVetA és a SZIA
adminisztratorai szamara hozzaférhetd) masolatot taroljon az On altal atadott
dokumentumbol kizarolag biztonsagi, visszadllitasi és megdrzési célbol.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozoan. Kijelenti tovabba, hogy a mi
eredeti s legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki mas szerzdi jogat. Amennyiben a
mii tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzdi jogokat, fel kell
tiintetnie, hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzdi jog tulajdonosatol arra, hogy
engedélyezhesse a jelen megéllapodasban szerepld jogokat, és a harmadik személy altal
birtokolt anyagrész mellett egyértelmiien fel van tiintetve az eredeti szerzé neve a miivon
beliil.

A szerz0i jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az alabbiakban hatarozza meg (egyetlen, a
megfelel6 négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban/SZIA-ban tarolt miivek korlatlanul

hozzaférhetové valjanak a vilaghéalon,

a Szent Istvan Egyetem belsd halozatara (IP cimeire) korlatozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

a SZIE Allatorvos-tudomanyi Kényvtarban talalhato, dedikalt elérést biztosito
szamitogépre korlatozza a feltoltott dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltdltéséhez
jéarul hozza (korlatlan hozzaféréssel),
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* Jelen nyilatkozat az 5/2011. szamu, 4 Szent Istvan Egyetemen folytatott

tudomanyos publikacios tevékenységgel kapcsolatos adatbazis kialakitasarol és

alkalmazasarol cimi rektori utasitdshoz kapcsolodik, illetve annak alapjan késziilt.
Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatanak helyben olvasasat a
konyvtarban.

Amennyiben a feltoltés alapjat olyan mii képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal a
miire vonatkozoan.

A HuVetA/SZIA tlizemeltetdi a szerzd, illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek
iranyaban nem vallalnak semmilyen felelosséget annak jogi orvoslasara, ha valamely
felhasznalo a HuVetA-ban/SZIA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysérté modon
visszaélne.

Budapest, 2017. aprilis 28.

alairas
szerzb/a szerz6i jog tulajdonosa

A HuVetA Magyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive a
Szent Istvin Egyetem Allatorvos-tudomdnyi Konyvtdr, Levéltar és Miizeum dltal
miuikodtetett szakteriileti online adattar, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomany
és -torténet dokumentumait, tuddsvagyonat elektronikus formdban osszegyiijtse,
rendszerezze, megorizze, kereshetové és hozzaférhetove tegye, szolgaltassa, a hatdlyos jogi
szabalyozasok figyelembe vételével.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetéségek felhaszndlasaval biztositia a kénnyii,
(internetes keresogépekkel is miik6do) kereshetoséget és lehetoség szerint a teljes szoveg
azonnali elérését. Célja ezek révén

- a magyar allatorvos-tudomany hazai és nemzetkozi ismertségének novelése;

- a magyar allatorvosok publikacidira torténoé hivatkozasok szamanak, és ezen
keresztiil a hazai allatorvosi folydiratok impakt faktoranak novelése;

- az Allatorvos-tudomanyi Kar és az egyiittmiikodd partnerek tuddsvagyondnak
koncentralt megjelenitése révén az intézmeények és a hazai allatorvos-tudomany
tekintélyének és versenyképességének novelése;

- a szakmai kapcsolatok és egyiittmiikodes elosegitése,

- a nyilt hozzdférés tamogatasa.

A SZIA Szent Istvan Archivum a Szent Istvan Egyetemen keletkezett tudomadnyos
dolgozatok tara.
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