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Osszefoglalas

A krajnai méh Karpat-medencei allomany genetikai diverzitasanak és tisztasaganak
felmérését kezdtiik el genomikai alapon fejlesztett DNS markerek segitségével. A kiilonbozo
csalddokban az anyak genotipusait STR markerek segitségével tudjuk meghatirozni, ¢és
kivalasztani, mit érdemes hossztavon ex-situ tarolni. A felolvasztott spermiumokkal méhanyak
mesterségesen termékenyithetk és visszaallithatok, illetve iranyitott keresztezésekbe allithatok az
eltarolt vonalak. Ezért a herék spermiumainak kinyerésére és mélyhiitésére egy jol hasznalhatd
modszert kell kidolgoznunk. Kifejlesztettiink egy sajat, sztereomikroszkopos preparalasi modszert,
az ivarsejteket a Szemindlis vezikulumbol nyertik ki. A spermiumokat tartalmazé médiumot 2
percig 700g-vel centrifugaltuk, a feliiluszot eltavolitottuk, és a csapadékot meghatarozott
mennyiségre higitottuk, majd 3:2 ardnyban kevertiik 0ssze a krioprotektiv anyagokkal (CPA):
DMSO25%+BSS+tojassargaja; DMSO10%+BSS-+tojassargaja, DMS025%+Harbo+tojassargéja,
DMSO10%+Harbo+tojassargaja. Megallapitottuk, hogy a DMSO-s keverék nem toxikus a
spermiumok szamara. A 10ul-nyi CPA-val kevert spermiumot 80l higitot, 10ul CPA-t tartalmazo
0,25ul-es miiszalmakba toltottik. Tort jégen torténd inkubacid utan a mintak egyik felét
kozvetleniil a folyékony nitrogént tartalmazd tartdlyba helyeztik, a masik felét pedig
programozhaté fagyasztogéppel 3°C/perc sebességgel, -40°C-ig hiitottiik. A felolvasztast 38,5°C-
os vizfiirddben végeztiik, majd a mintakat 38,5°C-on inkubaltuk 10 percig, majd a motilitast fazis
kontraszt mikroszkdppal jbol megvizsgaltuk. A 10%-0s toménységi DMSO-s oldattal kevert
s oldattal kevert spermiumok 80%-a (amelyeket programozott lassu hiitéssel fagyasztottunk) tulélte
a kezelést, de a felolvasztast kovetden gyengébb motilitast mutattak.

Kulcsszavak: Mézel6 méh, krajnai méh, mélyhiités, sperma preparalas, genotipizalas
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Abstract

Preliminary experiments for the genotyping of domestic bee (Apis mellifera) and sperm
freezing

We started to chart the genetic diversity and purity of the Carpathian honeybee substance by using
genomic DNA markers. In different families, genotypes of queen bee can be determined by using
STR markers and we can choose which the best for long-term ex-situ storage is. We can use the
frozen-thawed semen for artificial insemination of the queen bees and restore or use the stored lines
in directional crossings. Therefore, we must devise a new, simply method for the extraction and
frozen of the semen. We have developed a stereo-microscopic method of preparation; the gametes
were obtained from the seminal vesicle. The medium containing the sperm was centrifuged at 700g
for 2 min, the supernatant was removed and the precipitate diluted to a specific amount and mixed
with cryoprotectant agents (CPA) 3: 2: DMS025%+BSS+egg yolk; DMS010%+BSS+egg Yyolk,
DMS025%+Harbo+egg yolk, DMSO10%+Harbo+egg yolk. We found that the DMSO mixture is
non-toxic for sperm. 10ul of the semen mixed with CPA was filled into a 0.25ul of straw with 80pl
of diluent and 10ul of CPA. After incubation on ice, one half of the samples were placed directly
in the liquid nitrogen container and the other half was cooled to -40°C with a programmable freezer
at 3°C/min. The thawing was done in a 38.5°C water bath. The samples were incubated at 38.5°C
for 10 minutes and then the motility was re-examined by phase contrast microscopy. Semen mixed
with 10% DMSO solution were killed by freezing, while 80% of sperm mixed with 25% DMSO
solution frozen by programmed slow cooling survived the treatment but exhibited a lower motility
after thawing.

Keywords: Honeybee, Carpathian bee, semen collection, cryopreservation, genotyping

Bevezetés

Magyarorszagon 1985-ben torzskonyvezték a krajnai méhet (Apis mellifera carnica), majd
allami elismerést kapott 2001-ben. 1994 6ta a tenyésztdi rendelet szerint szabalyozottan folyik a
kereskedelmi forgalomba keriild méhanyak és méhek fajtabélyeg- és teljesitményvizsgalata
(Horvdath és mtsai. 2013). Komoly veszélynek van kitéve a mézel6 méh-populaciok biologiai
diverzitasa, mivel nemzetkdzileg kereskednek a méhanyakkal és meéhcsaladokkal, aminek
kovetkeztében a fajok eredeti ¢l6helyén idegen genetikai anyag jelenik meg (\Wegener, Bienefeld
2012). El6fordul, hogy a méhészek kiilfoldi méhtenyésztoktdl vasarolnak méhanyakat. Az idegen
genetikai anyagot hordozo6 olasz és buckfast hibrid méhanyak veszélyeztetik a krajnai méh
fenntartasat. Az olasz méh konnyen keveredik a krajnai méhhel, mivel genetikailag kozel allnak
egymashoz. Ett6l eltéréen a buckfast hibrid kiilonbozé tajegységekrol és klimaji helyekrol
szarmazik, kozel-keleti és afrikai fajtakat is felhasznaltak 1étrehozasa soran (Pritsch 2005), ezért a
krajnai fajtahoz képest sok idegen tulajdonsagot hordoz.

A hazankban honos kivald termelési és viselkedési tulajdonsagokkal rendelkez6 krajnai
méhfajta (Apis mellifera carnica pannonica) fenntartasa és génmegorzése nemzeti érdek (Zajdcz
és mtsai. 2017).
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Cikkiinkben bemutatott kisérleteink a krajnai méh ex-situ fajvédelmét szolgalé modszerek
fejlesztésére iranyultak. A spermabank kialakitdsa céljara elsdként kidolgoztunk egy
sztereomikroszkdpos preparaldsos modszert, hogy minél tisztdbb és jobb mindségli Orokitd
anyaggal tudjunk dolgozni. A sperma mintak minéségét szubjektiv alapon biralatuk el, tovabba
adaptaltuk egy méhsperman még nem alkalmazott fénymikroszkopos festési eljarast is, amellyel
jol vizsgalhatdé a spermiumok morfologidja (Cerovsky 1976). Azon heréket, melyeket
kivalasztottunk a mélyhutési eljards kidolgozésara genetikai vizsgalatnak vetettiik ala, hogy
tisztaban legylink vele, milyen genetikai anyagot tarolunk el. A kiprepardlt méh sperma
mélyhitésére Hopkins modszerét adaptaltuk (Hopkins 2010).

Anyag és modszer

A kisérleti dllatok begyiijtése

A kisérleti allatok Gyomrérdl szarmaztak, egy Ostermeldi méhészetbol. Alkalmanként a
30-50 db herét minden alkalommal déleldtt, a kisérlet napjan gytijtottiik be. A méheket, a kaptar
megbontasa utan a keretekrol szedtiik 6ssze a lehetd legkiméletesebb mddon, kézzel, egyedenként,
¢s szallitddobozban szallitottuk dket a laboratdriumbea.

A spermiumok preparalasanak kidolgozadsa

A preparaléds soran eltavolittuk a here fejét, majd torat. A potroh hati oldalan hosszaban
felvagtuk a szelvényeket, igy a bels6 szervek lathatova valtak. Jol elkiilonitheté a mucosa gland
(MG) - nyalkamirigy, és az ahhoz szorosan kapcsolodo szemindlis vezikulum (SV) - ondoholyag,
amely a spermiumokat tartalmazza. A kiemelt SV-t parosaval, egy Petri-csészében elékészitett
50ul-nyi 38,5°C-os spermahigité (BSS -Bee Semen Solution, Harbo) cseppbe helyeztiik. Ezt
kovetden a Petri-csésze korkorés mozgatasaval homogenizaltuk az elegyet, végiil pipettaval
felszivtuk és egyedileg, PCR csOben taroltuk el a mintdkat. Motilitdsukat faziskontraszt
mikroszkoppal ellendriztiik.

Sperma mélyhiités, felolvasztas

Hopkins (2010) méhsperma gyors, illetve programozott fagyasztasi modszerét kiséreltiik
meg adaptalni, ahol ugyanazt a CPA koncentraciot alkalmazva hasonlitottuk 6ssze a két kiilonb6zd
hiitési sebesség hatasat. A kipreparalt spermiumokat tartalmazé médiumot 2 percig 700 g-vel
centrifugaltuk, a feliiluszot eltavolitottuk, és a csapadékot 30ul-re higitottuk. Az ily mddon
elokészitett, higitott spermiumokat 3:2 aranyban kevertiik 6ssze a CPA-val. A kovetkez6 CPA-kat
hasznaltuk:
DMSO25%+BSS+tojassargaja
DMSO10%+BSS+tojassargaja
DMSO025%+Harbo+tojassargaja
DMSO10%+Harbo+tojassargaja

el oA

A 10pl-nyi CPA-val kevert spermat 80ul higitot, 10ul CPA-t tartalmazé 0,25ml-es
miiszalmékba toltottiik, majd a szalmakat tort jégre helyeztiik 10mp-re. Ezt kovetéen a mintak
egyik felét kozvetleniil a folyékony nitrogént (LN2) tartalmaz6 tartalyba helyeztiik; a masik felét
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pedig el6szor egy programozhatd fagyasztogépbe (Bio-Cool 1V40 - Controlled Rate Freezer), ami
0°C-10l, 3°C/perces sebességgel, -40°C-ig hiitotte a spermiumokat.

A felolvasztas soran 38,5°C-os vizfiirdébe helyeztiik a szalmakat. A tartalmukat egy-egy
PCR- csében gytijtottiik 6ssze, majd termosztatba (38,5°C) helyeztiik 6ket 10 percre.

Cerovsky festés
A spermiumok megfestése révén vizsgalhatjuk fénymikroszkoppal a spermiumok
fixalashoz harom kiilonboz0 eljarast alkalmaztunk:
1. asperma sosav nélkiili fixalasa
2. asperma fixalasa sosavval 1 percig
3. asperma fixalasa sdsavval 2 percig
A kovetkez6d 1épésben 20 masodpercre kongdvords oldatba, majd 2 masodpercre vizes
kristalyibolya oldatba helyeztiik a lemezeket. Végezetiil ledblitettiik desztillalt vizzel és levegdn
megszaritottuk.

Genetikai vizsgadlatok

Az anya genotipizalasdhoz egy-egy anyatdl 20 db here labait preparaltuk ki, majd teljes
genomi DNS-t izolaltunk bel6liitk Genomic DNA Mini Kit (Tissue) (Geneaid Biotech Ltd, Tajvan)
segitségével. Az egy kaptarbdl szarmaz6 herék labait egy 1,5 ml-es eppendorf csébe tettiik, majd
mikro mozsartorovel 0sszetortiik ezeket. Az igy kapott tormelék képezte a DNS kivonas kiindulé
anyagat. Az izolalt DNS mennyiségét és mindségét ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., USA)
spektrofotométerrel ellendriztiik.

A mikroszatellitek felsokszorositdsdhoz multiplex PCR reakcidban egy optimalizalt recept
alapjan, fluoreszcensen jeldlt primereket hasznaltunk. A reakciokat 20ul végtérfogatban mértiik
Ossze és LifeECO PCR késziilékben (Hangzhou Bioer Technology Co., Ltd, Kina) tortént a reakcid
(1. abra).

1. abra: PCR program osszetétele, ho profilja

Apis plexIl konc. 1 reakcid (pl)
Templat 50ng/ul 3|
Apis plex| konc. 1 reakei6 (ul) Multiplex Master Mix |2x 10
Templat 50ng/ul 3 A25 primer mix 10 uM 0.2
Multiplex Master Mix [2x 10 Ac011 primer mix 10 uM 0,1
AT primer mix 10 uM 0.1 Ap90 primer mix 10 uM 0,2
A88 primer mix 10 pM 0,08 Ap103 primer mix 10 uM 0,06
A113 primer mix 10puM 0,06 Ap226 primer mix 10 uM 0,06]
B24 primer mix 10 uM 02 Ap238 primer mix 10 uM 0,5
Ap28 primer mix 10 uM 02 Ap243 primer mix 10 uM 02
Ap43 primer mix 10 pM 0,5 Ap249 primer mix 10 yM 0,1 PCR program
Ap55 primer mix 10 uM 0,55 A14 primer mix 10 yM 0,35 95°C 15:00 [1x
Ap66 primer mix 10 uM 0,05] A28 primer mix 10 uM 0,06} 94°C 0:30
A35 primer mix 10 uM 1 A107 primer mix 10 uyM 0,25] 58°C 100 |35x
Desztillalt viz 4,26 Desztillalt viz 4,92 72°C 1.00
Végtérfogat 20 Végtérfogat 20 72°C 1000 |Ix

Figure 1: PCR program, the programmed heat profile
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Az eredményeként kapott PCR termékek méretét kapillaris elektroforézissel hataroztuk
meg (ABI 3100 Genetic Analyzer ; Applied Biosystems Group, USA) késziiléken. A kapott
allélméreteket Microsoft Excel tdblazatban rogzitettiik. Az allélméretek felhasznaldsaval tudtuk
elvégezni a populaciogenetikai elemzést, STRUCTURE szoftverrel (Pritchard és mtsai. 2000).

Eredmények és értékelés

Spermiumok preparalasa és mélyhiitése

A spermiumok prepardlasa soran megallapitottuk, hogy megfeleld mindségii ¢és
mennyiségli spermium nyerhetd ezzel a mddszerrel, amely alkalmas a fagyasztasra. Elénye, hogy
ezzel a modszerrel a még nem teljesen ivarérett méhektdl (amiknél nem sikeriilhet még a provokalt
ejakulacio) is kinyerhetiink spermdt. A modszer id6igényesebb mintha a hagyomanyos provokalt
ejakulacioval szeretnénk spermat nyerni, viszont a sperma sokkal tisztabb, mentes a nyalkatol
(mucosa).

A mélyhiités eldkészitése soran megallapitottuk, hogy a higitds soran, ha dvatosan
szuszpendaljuk a spermat, nem veszit a motilitasabol. A motilitasi eredmények alapjan a 700g-vel
torténd 2 percig tartd centrifugalas sem karositja a sejteket, igy ez megfeleld mddszer arra, hogy
az altalunk meghatarozott mennyiségiire tudjuk higitani a spermat.

A gyors mélyhtités soran a Hopkins cikkébol adaptalt modszer - bar az in vitro toxicitasi
teszt alapjan a sejtek motilisak maradtak, hiitdben tarolas utan - nem jart pozitiv eredménnyel. A
fagyasztasi kisérlethez 8 db mintat készitettiink ebbdl 4db 10%- és 4db 25%-0s DMSO-t
tartalmazott. Azonban a felolvasztas utan egyik minta sem tartalmazott é16 spermiumot.

A lassu fagyasztas soran fagyasztas el6tt, kozvetleniil a fagyasztas utan, és 10 perc 38,5°C-
tartalmazo6 mintak motilitasat (/. tabldzat).

Eredményeink szerint a 10% DMSO-t tartalmaz6 mintak nem ¢€lték tal a fagyasztast. Ezzel
szemben a 25% DMSO-t tartalmazé mintak 80%-a tulélte a fagyasztast, ennek a fele kdzepes, a
masik fele pedig gyenge motilitast mutatott. Néhadny minta esetében a felolvasztas utan kozvetlentil
nem mozogtak a sejtek, azonban 10 perces temperalast kovetden elkezdtek mozogni.

1. tablazat: Spermiumok motilitasa fagyasztas elott és felolvasztas utan

Motilitas
. Fagyasztas utdn
Egyed | Friss —550-DMSO | 25% DMSO

1 4 0 0
2 4 0 2
3 4 0 3
4 4 0 3
5 3 0 2

1. table: Motility of sperm cells before and after freezing
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Sikeresen adaptaltuk a Cefovsky festési eljarast a méh spermiumokra. Megallapitottuk,
hogy a mintat 2 percig kell sosavas kezeléssel fixalni, igy kapjuk a legtisztabb képet. Ezt a festési
eljarast a mar lefagyasztott, majd felolvasztott mintdkon optimalizaltuk. Megallapitottuk, hogy
amig a BSS alapu fagyaszté médium esetében a minél hosszabb ideig tartd sosavas kezelés az
értékelés szempontjabol tisztabb képet eredményezett, a Harbo alapu oldat esetében nem tortént
semmilyen valtozas. Tehat a festési eljaras soran érdemes figyelembe venni, hogy milyen
médiumban volt higitva és mély hiitve a sperma.
Ez a festési eljaras lehetévé teszi a spermiumok részeinek (akroszoma, fej, farok kozép része, farok)
morfologiai megkiilonboztetését (2. dbra).

2. abra: Méh spermium részei: 1. akroszoéma, 2. nukleusz, 3. farok kézéprésze, 4. farok

Figure 2: Parts of honey bee sperm cell: 1. acrosorhe, 2. nucleus, 3. midpiece, 4. tail

Genetikai vizsgalatok

Tiszta genomi DNS-t sikeriilt izolalnunk. Eldzetes tesztek alapjan bizonyitottuk, hogy 20
herébdl szarmazd DNS elegendd ahhoz, hogy meghatarozzuk az anya teljes genotipusat. Ehhez az
anya csonkitott szarnyabol izolaltunk DNS-t, majd az igy meghatarozott genotipusat hasonlitottuk
0ssze a here fiasitdsabol meghatarozott genotipussal.

A markerekkel amplifikalt allélméretek megfeleléen polimorfnak bizonyultak az
egyedazonositashoz.

A méh mintak STRUCTURE analizise soran, minden méh minta szamitasba vétele esetén,
a hadrom csoportra bontést timogatta (K=3), amely esetben az dzsiai méh €s az olasz méh valt kiilon
az Osszes tobbi méh mintatdl (3. dbra). Az altalunk gyijtétt mintakrol tudtuk, hogy
feltételezhetdleg melyik fajhoz tartoznak, ezt hasonlitottuk Ossze a kapott DNS profilokbdl
szarmazd eredményekkel. A hazai méhészetekben is eléfordulnak nem tisztan krajnai méhre
jellemzd genotipusok, mert az anyanevelok méhei is keverednek olasz és buckfast méhekkel,
amiket a genetikai vizsgélatokkal ki tudunk mutatni. Hibridnek akkor nevezziik, ha 25% felett van
a két genotipus keveredése. Az altalam gyiijtott harom mintar6l megallapitottuk, hogy krajnai
genotipussal rendelkeznek. Az ex-situ tarolas soran ez a modszer lehet a segitségiinkre abban, hogy
tudjuk milyen genetikai anyaggal rendelkez6 spermiumokat fagyasztunk le.
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3. abra: Genetikai profil alapjan prediktalt méhfélék, egyedi bontiasban

1.00

0.80

060
040
020

0.00

1 31 ()‘ 7(2) 9B Q) 1303) 16(3) A7) 19(4)  N(4)  23(4) 25(4) 27(E) 29(5) 31(6) 33(6) 35(6) 37(6) 39(6) 41(7) 43(7)
AN 4D 6D D 10D 12N 4D 163 184 200 224 244 26(5) 285 305 3G 3B G 306 406 420

K1. A. cerana (piros) (1-5: Azsiai méhek Japanbél), K2. A.m. ligustica (~/c). (6-11: buckfast méhek 2016, 12-17: olasz
méhek 2016) K3. A.m.carnica (kék) (18-40: hazai méhészetekbdl szarmazo méhek, 40-43: az altalam gyiijtott mintak)
Figure 3: Predicted bees in Apidae according to the genetic profile (shown individually)

K1. A. cerana (red) (1-5: Asian bees from Japan), K2. A.m. ligustica ( ). (6-11: buckfast bees 2016, 12-17:
italian bees 2016) K3. A.m.carnica (blue) (18-40: samples from local breeders, 40-43: samples collected by ownself)

Kovetkeztetések és javaslatok

Sikeresen kidolgoztunk egy spermiumpreparaldsi modszert, amivel a szemindlis
vezikulumbol életképes, mozgd spermiumok nyerhetdk ki. A minta nem kevert a nyalkaval, a
himivarsejtek morfoldgiaja jol vizsgalhatd fénymikroszkdpos festés sordn, a sejtek fluoreszcens
festékkel jelolve aramlasos citometridval is vizsgalhatok. A mozgoképes sejtek alkalmasak hiitve
¢s mély hiitve tarolasra.

Szemben a Hopkins ejakulalt spermiumokkal végzett mélyhiitési kisérleti eredményeivel a
10% és 25%-0s DMSO-t tartalmazé CPA-val végzett gyors mélyhiités és a 10% DMSO-t
tartalmazd CPA-val végzett programozott mélyhiités a szemindalis vezikulumbdl szarmazo
spermiumok esetén sikertelen volt.

A DMSO025%+Harbo+tojassargaja CPA-val torténd programozott mélyhtitési eljarassal a
szemindlis vezikulumbol kinyert méh spermiumok sikerrel mély hiithetk, a felolvasztas utan
mozgoképesek maradtak a spermiumok.

Megvizsgaltuk, hogy az emlds spermiumok morfologiai értékelésére alkalmas Cefovsky
festés alkalmas-e méh spermiumok értékelésére. A kisérleteinkben médositott fixalasu Cefovsky
festést talaltuk a gyakorlat szamara ajanlhatonak.

Sikeresen genotipizaltuk a fagyasztds soran felhaszndlt méheket, mely soran
megallapitottuk, hogy a krajnai méh fajtdhoz tartoznak.

A herefiasitdson keresztiill az anya megodlése nélkiil meg tudjuk allapitani az anya
genotipusat. A sikeres felolvasztas utan lehetdségiink nyilik irdnyitott keresztezések elvégzésére.

A szeminalis vezikulumbdl szarmazd spermiumok termékenyitéképességét mesterséges
termékenyités segitségével sziikséges igazolni.

A membran integritas kiértékelhet0ségét a spermiumfej mérete jelentésen megneheziti,
még 100x objektiv hasznélata esetén is, ezért fluoreszcens, akroszoma épséget, illetve €16 allapotot
kimutat6 festékek hasznalata indokolt lehet. Az ezekkel a fluoreszcens festékekkel jelolt
himivarsejtek alkalmasak lehetnek majd dramldsos citometriai vizsgéalatokra is.

A mélyhiitéses modszerrel tarolt himivarsejtek termékenyitOképességét mesterséges
termékenyités segitségével sziikséges igazolni.
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A felolvasztast kovetden a mesterséges termékenyités soran a néi nemi utba keriild
krioprotektiv anyagoknak az anyara gyakorolt toxikus hatasat is sziikséges megvizsgalni.

Javasoljuk, hogy minden esetben hatarozzuk meg a fagyasztani kivant méhanyak
genotipusat.
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