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AZ ALH, HR78 ES ND GENEK EXPRESSZIOJANAK
VALTOZASA ATKAFERTOZOTTSEG (VARROA DESTRUCTOR
OUD.) HATASARA MEZELO MEHBEN (APIS MELLIFERA L.)

ZAKAR ERIKA - OLAH JANOS - JAVOR ANDRAS - KUSZA SZILVIA

OSSZEFOGLALAS

A Varroa atka (Varroa destructor Oud.) - tovabbiakban atka - megfelelé kezelés hianyaban a mé-
zel6 méhcsaladok pusztulasat okozza vildgszerte. A vizsgalat alapjaul szolgal6 méhmintakat here és
dolgozo fiasitasbdl vették. Az 5-5 atkas és 5-5 atka mentes babot a kikelés el6tti még pigmentalatlan
Jkék szem" stadiumban gydjt6tték. Kvantitativ real-time PCR moédszerrel harom (Hr78, Alh, nem meg-
hatarozott-ND), mar kordbban a méhatka fert6zottséggel dsszefliggésbe hozott gén mRNS szintjét ha-
taroztak meg az atkas és nem atkas herékben illetve dolgozékban. Eredményeik alapjan kilénbség fi-
gyelhetd meg az atkds és atkamentes dolgozok és herék k6zott mindharom vizsgalt gén esetében.
A vizsgalt gének magasabb expressziét mutatnak a fert6zott dolgozékban és a fert6zést6l mentes he-
re mintdkban. Megallapitottadk, hogy mind az atkas, mind az atkamentes dolgozé és here babokban
leger6sebben a Hr78 gén fejezédik ki, mig leggyengébben az Alh (Alh<ND<Hr78). Amikor ésszeha-
sonlitottak az atkaval fert6zott dolgoz6 mintakat a szintén fert6zott here mintakkal, azt tapasztaltak,
hogy a Hr78 gén elsésorban a fert6zott dolgozékban kédolja az antitestek képz6dését, valamint hat a
higiénias viselkedésre. Ezzel szemben az Alh gén f6ként a fert6zott herékben szabéalyozza a fert6zés-
re adott immunvalaszt. Célkitizésik annak vizsgalata volt, hogy valtozik a kivalasztott harom gén
expresszidja hazi méhben (Apis mellifera L.) nagy azsiai méhatka (Varroa destructor Oud.) fert6zést
kovetben.

SUMMARY

Zakar, E. - Olah, J. - Javor, A. - Kusza, SZ.: THE CHANGE OF EXPRESSION OF THE ALH,
HR78 AND ND GENES IN MITE (Varroa destructorOud.) INFECTED HONEY BEES (Apis mellifera L.)

The parasitic mite without adequate treatment is causing the death of honeybee colonies
worldwide. Bee samples derived from drone and worker brood cells formed the basis of this
examination, where as a first step capped brood cells were opened and 5-5 samples of parasitised and
non-parasitised pupae were collected at the blue-eye stage. By applying the Quantitative Real Time
PCR (qRT-PCR) method, mRNS levels of three genes (Hr78, Alh, non-determined-ND) were estimated
in Varroa-infected and non-infected drones and workers that were previously connected with mite
parasitism. Results clearly demonstrated differences in the expression of both genes between infected
and non-infected drone and worker samples. Besides, the examined genes were reflecting higher level
of expression in infected workers and non-infected drone samples. In addition, results showed that
Hr78 gene was expressing at the highest level in both l/arroa-parasitised and non-parasitised worker
and drone pupaes whereas Alh was expressing less (Aln<ND<Hr78). Samples of parasitic mite infected
honey bee workers were compared to drones and it was found that, Hr78 gene triggered antibody
formation primarily and affected the hygenic behavior in infected workers. Alh gene regulated immun-
response to parasitism mainly in infected drones. The Krh housekeeping gene was utilised to normalisé
Ctvalues. The aim of the present study was to follow through the gene expression variation of the
above three genes in honey bees (Apis mellifera L.) as a response to Varroa destructor infection.
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IRODALMI ATTEKINTES

Bailey és Ball (1991) szerint a Varroa atka, vagy nagy azsiai méhatka, a mé-
zel6 méh ektoparazitaja. Azért tekintjik az egyik legveszélyesebb él6skddbnek,
mert a méh larvajanak, babjanak és kifejlett alakjanak hemolimféajaval taplalkozik.
Er6teljes fert6zottség esetén a méh nem tud teljes egészében kifejlédni, deformalt
szarny, labak és potroh jellemzi. Ezek az egyedek életképtelenek. Az atka tobb-
nyire nemcsak azzal karosit a csaladokban, hogy a gazdaszervezet hemolim-
phajat fogyasztja, hanem gyakran virusvektorként is szolgal. Evans és Aronstein
(2006) szerint méhallomanyokban a deformalé szarny-virus (DWF) okozza a leg-
nagyobb gazdasagi karokat a méhallomanyokban. Forgach és mtsai (2008) RT-
PCR modszerrel hat méhpatogén virus el6fordulasat vizsgaltak. Kifejlett méhmin-
takkal és Varroa destructor atkdkkal végzett eredményeiket 6sszehasonlitottak
francia és osztrak eredményekkel. Kimutattdk a mézel6 méhvirusok foldrajzi elté-
réseit Magyarorszag és a korabbi Eurépai Uniés tagallamok kozott. Bailey és Ball
(1991) szerint az atka jelenléte megfelel§ kezelés hianyaban a mézel6 méhcsa-
ladok pusztulasat jelentheti. Az utébbi id6ben sok atkadlé vegyszer (akaricid) ke-
rult forgalomba és szamos védekezési modszer latott napvilagot, de csupan az
él6skdd6 atkdk szamat sikerult csokkenteni, végleges megoldast egyik sem je-
lentett. A megporzast végz6 rovarok fogyatkozasa kdzvetlenul érzékelheté gaz-
dasagi kovetkezménnyel jar, igy mindenképpen fontos az atka parazitaltsaggal
kapcsolatos kérdések megvalaszolasa.

Fisk és Thummel (1998) szerint az atka életciklusa szinkronban van a méhe-
kével, kizardlag fedett here és dolgozo fiasitason fejl6édik. A parazitdk és
patogének hatasara a tarsas rovarok kifejlesztették mind az egyedi, mind pedig a
csoportos védekez6 stratégidjukat. A tisztantartas, a fészek higiéniaja és mas vi-
selkedésforméak egyarant jellemz&ek a tarsas rovarokra, hogy csdkkentsék a bak-
tériumok, gombak és parazita atkak kartételét. Jacob és mtsai (1991) szerint erre
klasszikus példa, amikor a dolgozék megtalaljak és eltavolitjak a fert6zott larvakat
az egészséges fiasitas kozul. Morse (1997) az ecetmuslica (Drosophila
meianogaster) és a malariasziunyog (Anopheles gambiaé) génkészletét a mézeld
méhekével hasonlitotta 6ssze. A méhek a rovarok immunitasért felelés génjeinek
csupan 1/3-val rendelkeznek. A domesztikacié kévetkeztében csokkent a méhek-
nek parazitak elleni védekez6képessége.

Navajas és mtsai (2008) vizsgaltak az atka fert6zottség genetikai hatterét. Ki-
Ibnbségeket talaltak a populacidk atka érzékenysége tekintetében. Eredményeik
szerint az atka parazitaltsdg megvaltoztatja a gének kifejez6dését, kapcsolatban
van az embriondlis fejl6édéssel, a sejtek anyagcseréjével és az immunitassal. K-
I6ndsen az atka-tolerans méhek mutatnak jelentds kulénbséget a génexpresszio
soran. A fert6zottség iranti érzékenységben két paramétert ismertek meg. Ki-
Idbnbség van a szaglas folyamataban, ami talan 6sszefiigg a fiasitds szaporoda-
saval és a higiénikus viselkedéssel. Ez utdbbi nagy val6szinliséggel maga utan
vonja az atka toleranciat. Atanulmanyban a Krh, Hr78, Alh, baz és egy nem meg-
hatarozott (ND) gént vizsgaltak.

Perrin és Dura (2004) szerint a Hr78 gén expresszidja a larvak nyalmirigyében
torténik, és az antitestek képz&dését szabdalyozza, valamint a higiénikus viselke-
désre hat, igy kozvetett hatasa van az atka parazitizmusra. Emellett a larvalis fej-
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Rothenbuhler-neW (1964) sikerilt meghatarozni az Alhambra I6kusz genetikai
szerkezetét ecetmuslicaban. Az Alhambra (Alh) gén Iétfontossdgu az immunrend-
szer m(ikodésében. Spivak (2001) szerint az ecetmuslicAban talalhaté Kr
(Krippel) gén az embrionalis fejl6dés korai szakaszaban, a blasztoderma stadi-
umban expresszalédik, amely az 6nallé kortikalis sejtek kialakulasanak idészaka.
Wangés Cai (2006) szerint a bazooka (baz) gén szamos funkciéja ismert. Prote-
in kodolas mellett molekularis feladata a proteinkindz C megkotése. Az anatémiai
fejlédést és a sejtosztédas folyamatat is meghatarozza. Az idegrendszer-, a plaz-
mamembran-, és az anatémiai struktira kialakulasdban, valamint az embrionélis
fejlédésben is fontos szerepe van.

Yang és Cox-Foster (2005) szerint a gqRT-PCR mddszer kifejlesztése bizto-
sitja, hogy pontosan mérhet6 a parazitait egyed-, és a parazita génjeinek at-
irdsa, hogy ezaltal felmérhessiik a kdrnyezeti és genetikai komponensek ha-
thsat a mézel6 méh immunitadsara. A fent emlitett modszer széles kdérben al-
kalmazhaté a gerinctelen patolégiaban.

Jelen tanulméany célja, hogy vizsgéaljuk a hazi méhben (Apis mellifera L.) ha-
rom gén expresszidos mintazatdnak valtozasat a nagy azsiai méhatkaval
(Varroa destructorOud.) torténd fert6zést kdvetben.

ANYAG ES MODSZER

Vizsgéalatainkat a DE-MTK Allatgenetikai Laboratérium Laboratériumban
végeztik. A mintakat egy csaladbol, here és dolgozé fiasitasbdl vettik 2009 nya-
ran. Az 5-5 atkads és 5-5 atkamentes babot a kikelés el6tti, még pigmentalatlan,
.K€k szem” staddiumban gydjtottik egy krajnai méhet (Apis mellefera carnica) tar-
t6 méhészetbbl. Az 5-5 5 atkas dolgoz6 és 5 atkas here, valamint 5 atkamentes
dolgoz6 és 5 atkamentes herefiasitast jelent.

A krajnai méh egyediiliként tenyészthet6 Magyarorszagon. Fert6zott mintanak
tekintettik azt a babot, melyen legalabb egy atkat talaltunk. A mintavétel utan a
babok folyékony nitrogénbe keriiltek (-196 °C) a laboratériumba szallitasig, majd
felhasznalasig -80 °C-on taroltuk azokat.

A teljes RNS izolalasa soran a kit-ben talalhaté GUtmutatast kovettik. Az RNS
izoldlashoz sziikséges vegyszerek: kit (Quiagen, USA) és RNaz mentes desztillalt
viz. A mintakoncentraciét Nano Drop spektrofotométerrel mértik.

A polimeraz lancreakciot megel6zi egy reverz transzkripciés lépés, melynek
terméke a cDNS. A cDNS szolgal a polimeraz lancreakcié (PCR) templatjaul.
A PCR reakciot ABI 7300 tipusu gépen végeztik. A polimeraz lancreakcié célja
a gqRT-PCR maddszer soran alkalmazott primerek (Navajas és mtsai 2008) meg-
felel6 amplifikdlodasanak ellendrzése (1. tablazat). Elektroforézis soran az
amplifikalt termék ellenérzését 2%-os ethidium bromidot tartalmazé agaréz gé-
len végeztik.
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1 tablazat
A hazi méh qRT-PCR analizise soran alkalmazott primerek jellemz&i
Amplifikalt -
. . . . . . Feltapadasi
Gén Forward primer szekvencia Reverse primer szekvencia termék L
hémérséklet
neve(1) (5-37) (5'-3") hossza “0)3)
(bp)(2)

ACTCATCAGTTGTTGGTT TCGTTTGGCTCTTCAGTC

Krh | 118 60
CTCCTC TTGTG
TCACACCGATATTCTCAT

ND[(1)] CTTGTCATTCTTGTTCTCC 112 60
CAAAGG GATTG
TGACGAAGTTTAGTTGCT TGTTGTTCCCTATGATCTC

Hr78 107 60
GCTATG TGTCC

Alh ACTTGTGGTAATGCTGG AACGAACGAAGGAAAGGAA 129 60
CTGAC TAACG

baz ACCAGGAACAAGCGAG ACCAGGAACAAGCGAGTCA 112 60
TCAGAAG GAAG

[ND=non determine(l)]
Table 1. Primers applied in qRT-PCR anatysis of honey bees

genes(1); length of the amplified product(2); adhesion temperature(3)

Abszolat kvantifikacié soran tortént a vizsgalatunkhoz legalkalmasabb primer
és minta koncentraci6 meghatarozasa. Az adatokat az SDS 2.1. szoftver segitsé-
gével értékeltik. A relativ kvantifikacié soran a kovetkezd modszert alkalmaztuk:

Adataink normalizalasa referencia génnel:

A Ct = CTGO|- CTGref
ahol: CT az a ciklus szam ahol a felszaporitott mennyiségl templat eléri
a fix kliszobértéket,

CTGoi az altalunk vizsgalt gén Ct értéke,
CTGref a refernciaként hasznalt gén Ct értéke.

A normalizalt adatokat a kalibrator segitségével hasonlitottuk 6ssze (ez a mi
esetlinkben lehet a gén vagy minta):

AA Ct = (CTqqi- CT Grefjkondicié “ (C1~GO|- CT Gref)kaNbrétor
A relativ kvantifikacié sordn hasznalt képlet:

2 —AAct VOE
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EREDMENYEK

Az Osszes vizsgalt atkas és nem atkas dolgozé mintat hasonlitottuk 6ssze a
Hr78 génre vonatkozboan (1. 4bra). A kalibrator gén az ND volt. A Hr78 gén
nagyobb mértékben fejez6dott ki az atkds egyedekben, mint az atkatél mente-
sekben. J4l lathatd, hogy a termel6dott mMRNS szintben jelentds kulonbség mutat-
kozik a fert6zott és nem fert6zott egyedek kozott.

1 abra: Minden vizsgalt atkas és nem atkas dolgozé bab dsszehasonlitdsa a Hr78 génrdél
termel6dott mRNS szint alapjan

Hr78
140

120
2 100
80
60
40
20

—78™ mP

atkas(1) nematkas(2)
Osszes dolgozo6 minta(3)

Figure 1: Comparison of all examined infected and non-infected worker pupae based on the
mRNS level triggered by the Hr78 gene
infected(1); non-infected(2); total worker samples(3)

Az 0sszehasonlitast elvégeztik az Alh gén esetében is (2. abra). A kalibrator-
ként alkalmazott ND gént alapul véve az atkds és nem atkas dolgoz6 mintakra
egyarant jellemz6 az Alh gén alacsonyabb expressziés szintje. Emellett a nem at-
kds dolgoz6 fiasitasbo6l vett mintaknal az atkdshoz képest kisebb mértéki
expresszids szint jellemz6. Az Alh gén esetében a fert6zott és nem fert6zott egye-
dek dsszességének génexpresszidjaban bekovetkezett kilonbségek a 2. abran
lathatok.

Az Osszes atkaval fert6zott és nem fert6zott here minta 6sszehasonlitasat ko-
vet6en megallapithaté, hogy az ND génhez viszonyitva a Hr78 gén expresszidja
magasabb szint(i. A Hr78 gén kifejez6dése az 6sszes atkds egyedben alacso-
nyabb, mint az 0sszes atkamentesben. Ezzel szemben az Alh gén expresszidja
alacsonyabb szintet mutat, mint az ND géné. Az Alh gén kifejez6désében is ta-
pasztalhaté kilénbség az 6sszes atkaval fert6zott és nem fert6zott egyed eseté-
ben. A Hr78 gén expressziéjat vizsgalva jelents kilonbség mutatkozik a fert6zott
és nem fert6zott egyedek 6sszességénél, mig ez a killonbség az Alh génnél ke-
véshé jelentds (3. abra)

Eredményeink alapjan megallapithat6, hogy mind az atkads és nem atkas dol-
goz6 és here babokban leger6sebben a Hr78 gén fejezédik ki, mig leggyengéb-
ben az Alh (Alhn<ND<Hr78). Miutan rendelkezésiinkre alltak a korabban ismerte-
tett adatok az atkaval fert6zott és nem fert6z6tt dolgoz6 és herefiasitasokbal,
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2. 4bra: Az 6sszes vizsgalt atkds és nem atkas dolgoz6 bab 6sszehasonlitasa
az Alh génre vonatkozd6an
Alh gén

Osszes dolgoz6 minta(l)

alkas(2J nem atkas(3)

Figure 2: Comparison of all examined infected and non-infected worker pupae fér the Alh gene
total worker samples(1); infected(2); non-infected(3)

3. dbra: Minden vizsgalt atkds és nem atkas here bab 6sszehasonlitasa
a Hr78 és az Alh génre vonatkozdan

Hr78 és Alh gén

45 Batkas(1) Onematkas(2)

40 m
in 35 m

Génmegnevezése®)

Figure 3: Comparison of all examined infected and non-infected drone pupae fér the Hr78 and Alh
genes

infected(1); non-infected(2); genes(3)

elvégeztiuk ezek dsszehasonlitdsat. A Hr78 gén kifejez6désének dsszehasonlita-
sakor azt tapasztaltuk, hogy az ND génhez viszonyitva az atkaval fert6zott herék-
ben magasabb volt az expresszids szint, mint a fert6z6tt dolgozékban vagy a nem
fert6zott herékben és dolgozékban. A Hr78 génrdl termel6détt mMRNS mennyisége
az atkaval fert6zott dolgozokban nagyobb volt, mint a fert6zétt herékben (4. abra).

Ha ugyanezt az 6sszehasonlitast elvégezziik az Alh gén esetében is, azt ta-
pasztaljuk, hogy az atkaval fert6zo6tt herékben a vizsgalt gén expressziéja kiemel-
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4. dbra: Az 6sszes atkaval fert6zott és nem fert6zott dolgozo6 és here minta 6sszehasonlitasa
a Hr78 génre vonatkoz6an

Hr78 gén
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Minden vizsgalt minta (5)
Figure 4: Comparison of all infected and non-infected worker and drone samples fér the Hr78 gene

infected workers{1); infected drones(2); non-infected workers(3); non-infected drones(4); all tested
samples(5)

ked6éen magas értéket mutat. Ezzel szemben az atkaval fert6z6tt dolgozdkban és
a nem fert6zo6tt dolgozékban és herékben a Hr78 génrdl kevesebb mRNS terme-
16dott. Az Alh génrél termel6dott mRNS szintje az atkaval fert6zott herékben
nagyobb volt, mint a fert6zott dolgozékban (5. abra).

5. dbra: Az 6sszes atkaval fert6zott és nem fert6zott dolgoz6 és here minta 6sszehasonlitasa
az Alh génre vonatkozo6an

Alh gén

atkas = atkas herék nem altkés f...... : nem atkas
dolgozoké i) m @) dolgozok(1) herék(4)

Minden vizsgalt minta (5)

Figure 5: Comparison of all infected and non-infected worker and drone samples foér the Alh gene
infected workers(1); infected drones(2); non-infected workers(3); non-infected drones(4); all tested
samples(5)
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KOVETKEZTETESEK

Vizsgalatainkban az adott génrél termel6ddtt mMRNS szintjét minden esetben a
non determined (ND) génhez viszonyitottuk. Elvégeztiik az 6sszes vizsgalt atkas
és atkamentes dolgoz6 minta 6sszehasonlitasat. A Hr78 gén expressziéja na-
gyobb mérték( volt, mint az ND géné. A Hr78 gén nagyobb mértékben fejez&dott
ki az atkas mintakban, mint az atkamentesekben. Ez azzal magyarazhaté, hogy a
parazitdltsag hatdsara a higiénikus viselkedés névekvd szintet mutatott, ezt pedig
a Hr78 gén szabalyozza (Perrin és Dura, 2004). Killénbséget tapasztaltunk az at-
kds dolgozé méhmintakban a Hr78 génrél termel6dott mRNS szintjében, ez az
eredmény hatékonyan alkalmazhat6 lesz rezisztens és tolerans méhcsaladok lét-
rehozaséban.

Az Alh gén expresszidja alacsonyabb szintet mutat az ND gén kifejez6déséhez
képest. Az Alh génrél termel6d6tt mMRNS szintje szintén magasabb az atkaval fer-
t6zott dolgozokban, mint az atkamentes mintakban. Ez azért kdvetkezhetett be,
mert az Alh génben talalhatd leucin tartomany létfontossagl az immunrendszer
m(ikodésében (Rothenbuhler; 1964). Az Alh gén jelenléte szintén alapul szolgal-
hat a méhallomanyok szelekciéjaban.

Egy megdfigyelés alapjan fogalmazddott meg az a célunk, hogy a dolgozékban
és a herékben kilén-kilén vizsgaljuk a gének kifejez6dését. Calderone (2005)
szerint az atkdk elényben részesitik a herefiasitdsokat. A here méhmintak eseté-
ben az ND génhez viszonyitva a Hr78 génr6l termel6ddtt mRNS szintje maga-
sabb, mig az Alh génrél termel6ddtt mMRNS szintje alacsonyabb szintet mutat.
A here méhmintdk vizsgéalatakor azt tapasztaltuk, hogy a Hr78 és Alh gén
expresszids szintje a nem fert6zott egyedekben a magasabb. A fert6zést6l men-
tes egyedekben azért volt alacsonyabb a génkifejez6dés mértéke, mert ezen gé-
nek csak részben vesznek részt a higiénikus viselkedésben és a parazitaltsagra
adott immunvalasz |étrejottében.

Altalanossagban elmondhatd, hogy killonbség figyelhetd meg az atkas és at-
kamentes dolgozdk, valamint a herék kézott mindkét vizsgalt gén esetében. Emel-
lett a megfigyelt gének magasabb expressziét mutatnak a fert6z6tt dolgozékban
és a fert6zéstdl mentes here méhmintakban. .

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy mind az atkas és atkamentes dol-
goz6 és here babokban leger6sebben a Hr78 gén fejezdédik ki, mig leggyengéb-
ben az Alh (Alh<ND<Hr78).

Ezek utdn osszehasonlitottunk az atkaval fert6zott dolgozdkat a szintén
parazitait here méhmintakkal. Azt tapasztaltuk, hogy a Hr78 génrél termelédott
mRNS mennyisége az atkaval fert6zott dolgozékban nagyobb volt, mint a fert6zott
herékben. Ebbél arra kévetkeztethetliink, hogy a Hr78 gén elsésorban a fert6zott
dolgozékban kdédolhatja a higiénikus viselkedést. Ezzel szemben az Alh génrél ter-
mel6dott MRNS szintje az atkaval fert6zott herékben nagyobb volt, mint a fert6zott
dolgozokban. Ezek alapjan az Alh gén f6ként a fert6zott herékben szabalyozza a
parazitdltsagra adott immunvalaszt. Eredményeink hatékonyan alkalmazhatok
lesznek rezisztens és tolerans méhcsaladdok létrehozasaban.
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