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IZOLACIJA DEDNINE 1Z NEINVAZIVNIH
BIOLOSKIH VIROV PRI MATICAH KRANJSKE
CEBELE (Apis mellifera carnica)
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Izvlecek

Tudi v vzreji in selekciji ¢ebel se postopoma razvijajo metode, ki vkljucujejo genotipizacijo in uporabo MAS (marker
assisted selection = na markerje oprta selekcija). Za uspesno genotipizacijo je kljucna zagotovitev zadostne koli¢ine DNA
primerne cistosti in kakovosti iz informativnega bioloskega vzorca. Neinvaziven odvzem bioloskih vzorcev za izolacijo
dednine matic je posebno atraktiven metodoloski izziv. Ta omogoca pridobitev informacije o genotipu osebka brez Zr-
tvovanja osebka in nimajo vpliva na dolgoZivost. Kutikula ZuZelk je ekstracelularnega izvora in sama ne vsebuje celic,
vendar pa posamezne epitelijske celice ob levitvi ostanejo pritrjene nanjo. Te celice predstavljajo potencialno uporaben vir
dednine za nadaljnje Studije. Levi bub matic dostopen neinvazivni vir dednega materiala. Predstavili bomo prve rezultate
uspesnosti in primernosti izbranih metod za izolacijo DNA iz levov bub matic kot neinvazivega vira bioloskega materiala
pri kranjski ¢ebeli. Uspesna izolacija DNA iz levov bub matic omogoca genotipizacijo matic $e pred parjenjem ter odbiro
tistih matic, ki so nosilke genotipov, ki nas zanimajo. Razvoj in evalvacija primerne metode izolacije DNA iz neinvazivnih
virov predstavlja pomemben korak pri vzreji in selekciji kranjske cebele s pomocjo genetskih markerjev.

Kljucne besede: Apis mellifera carnica, kranjska ¢ebela, izolacija DNA, levi, matica, PCR, COIL, tRNA™", neinvazivno
vzorcenje, genetski markerji

ISOLATION OF GENOMIC DNA FROM NON-INVASIVE SAMPLES OF
CARNIOLAN HONEY BEE QUEENS (Apis mellifera carnica)

Abstract

There is a growing interest for development and utilisation of methods that employ genotyping and take advantages of
MAS (marker assisted selection) in honey bee selection. Biological source of DNA of appropriate purity and quality is
most important parameter for successful genotypization. Non-invasive ways to obtain DNA of honey bee queens present
attractive alternative since they do not require sacrifice of specimen and have no impact on individual longetivity. Cuticule
of insects is of extracellular origin and does not contain cells by itself. However, epithelial cells may remain attached to it
as a consequence of moulding. These cells present potentially useful source of DNA for further studies. Exuviae of honey
bee queen pupae are thus accessible source of genetic material. In this study we present first results of successful isolation
of DNA from exuviae of honey bee queen pupae and amplification of two specific mitochondrial fragments from non-inva-
sive (exuviae), semi-invasive (wing-clippings) and invasive (leggs or antenae) sources. Successful isolation of DNA from
exuaviae of honey bee queen pupae may enable genotyping of honey bee queens before mating and selection of specific
genotypes for further breeding. Development and evaluation of suitable method for DNA isolation from non-destructive
biological sources presents important step in breeding and selection of Carniolan honey bee using genetic markers.

Key words: Apis mellifera carnica, Carniolan honey bee, DNA isolation, exuviae, honey bee queen, PCR, COI, tRNA,
non-invasive sampling, genetic markers
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UVOD

V vzrejo Cebel se postopoma uvajajo metode, ki vkljucu-
jejo genotipizacijo in uporabo z markerji podprte selekcije
(MAS - marker assisted selection; Ruvolo-Takasusuki in
sod., 2016; Holloway in sod., 2013). Eden od pomembnih
korakov za uspeSno genotipizacijo je izolacija zadostne
koli¢ine DNA primerne cistosti in kakovosti iz informa-
tivnega bioloskega vzorca. Izolacija iz tkiva zuZelk, ka-
mor spada tudi ¢ebela, naceloma ni problemati¢na in ob-
staja veliko Stevilo uveljavljenih in preizkusenih tehnik, ki
omogocajo izolacijo DNA zadostne koli¢ine in primerne
Cistosti za nadaljnjo analizo (npr. Sudhagar in sod., 2014).
V ta namen je osebek potrebno Zrtvovati, nas pa zanima
predvsem genetski material trotov (haploidni) in matic
(diploidne), ki prenasajo svoje genetske lastnosti v na-
slednjo generacijo, in je Zrtvovanje osebkov nezazeleno.
Vedji izziv je izolacija DNA iz semi- in neinvazivno pri-
dobljenih vzorcev pri maticah. Semi-invazivno pridoblje-
ni vzorci so koScki krila, ki jih ¢ebelarji pogosto matici
odrezejo, preden jo vkljucijo v druZino. Pri tem matica
prezivi in jo delavke redko zavrnejo. V literaturi obstajajo
navedbe o uspesni izolaciji DNA iz kosckov kril za namen
genotipizacije pri ¢ebelah (Faccini in sod., 2018; Chaline
in sod., 2003; Gould in sod., 2011; Gregory in Rinderer,
2004). Neinvazivni vzorci pa so levi bub matic, torej ku-
tikula, ki ostane v mati¢niku po izleganju odrasle matice.
Kutikula sama po sebi ne vsebuje celic, vendar se ob le-
vitvi obloga zadnjega in sprednjega Crevesa ter notranjost
trahej z nekaj celicami, ki vsebujejo DNA, odloZi skupaj
z njo (Berholf, 1925). Te zadostujejo za nadaljnje analize.
Ideja o uporabi kutikularnih ostankov za potrebe geno-
tipizacije pri entomoloskih vzorcih ni nova. UspeSnost
izolacije DNA so pokazali pri nekaterih skupinah ZuZelk
(Watts in sod., 2005; Nguyen in sod., 2017), ter tudi pri
Cebelah (Gregory in Rinderer, 2004). Levi bub matic so
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dostopen neinvazivni vir dednega materiala, hkrati pa je
ucinkovita izolacija DNA metodoloski izziv.

Cilj nase raziskave je postaviti izhodiSca in raziskati mo-
Znosti za uspesno izolacijo DNA iz neinvazivnega vira pri
maticah kranjske cebele za potrebe genotipizacije. V prvem
koraku smo pripravili relativno enostaven protokol za vzre-
jevalce matic za vzorcenje mati¢nikov po izleganju matic.
Kutikularne ostanke iz mati¢nikov smo shranili na -20°C
in za izolacijo izbrali najprimernejse vzorce. Kot pozitivno
kontrolo uspesnosti metode izolacije smo uporabili kot bio-
loski vir okonéino ali anteno matice, semi-invaziven vir so
predstavljali koSc¢ki kril matic. Uspe$no izolacijo DNA smo
potrdili na podlagi pomnoZevanja specifi¢nih mitohondrij-
skih fragmentov (COI in tRNA-Leu) s PCR ter sekvencira-
njem pridobljenih zaporedij in ugotavljanjem identitete na
ravni vrste medonosna ¢ebela Apis mellifera.

Uspesna izolacija DNA iz levov bub matic omogoca ge-
notipizacijo matic Se pred parjenjem ter odbiro tistih ma-
tic, ki so nosilke genotipov, ki nas zanimajo. Razvoj in
evalvacija primerne metode izolacije DNA iz neinvaziv-
nih virov predstavlja pomemben korak pri vzreji in selek-
ciji kranjske Cebele s pomocjo genetskih markerjev.

MATERIALI IN METODE

Vzorcenje in priprava vzorcev za izolacijo DNA

V dogovoru z nekaterimi vzrejevalci matic smo v sezoni
2018 pridobili mati¢nike po izleganju matic. V ta namen
smo pripravili enostaven protokol odvzema in shranjeva-
nja mati¢nikov za poSiljanje po posti. Vzrejevalcem smo
v naprej poslali primerno $tevilo sterilnih 50 ml epruvet,
v katere so po priloZenem navodilu shranili mati¢nike po
izleganju matic in jih po posti poslali v roku 48 ur. Na vsa-
ko epruveto so vzrejevalci zabeleZili datum poleganja in

Slika 1. Primer matic¢nika po izleganju matice — LEVO maticnik po izleganju matice; DESNO — notranjost maticnika z

vidnim rumenkastim kosmom na dnu in ob strani stene matic¢nika. To so ostanki kutikule po levitvi.
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Stevilko plemenilcka, v kolikor so bili ti podatki na voljo.
Vzrejevalci so posebno skrb pri odvzemu namenili ¢asov-
nemu okviru in sicer so mati¢nike za zagotovitev virov
DNA morali odstraniti iz druZine neposredno po polega-
nju matic oziroma v najkrajSem moznem casu, preden so
Cebele delavke mati¢nike ocistile. Prevzete vzorce smo
shranili na -20°C do nadaljnje obdelave. Noge, antene in
krila matic smo pridobili iz poginulih matic druZin Kme-
tijskega Instituta Slovenije, ki smo jih predhodno shranili
v sterilne mikrocentrifugirke na -20°C. Poleg tega smo
skozi celo sezono shranjevali mati¢nike poleZenih matic
iz druZin Kmetijskega Instituta Slovenije.

Iz mati¢nikov smo z cisto spatulo postrgali vsebino v
novo sterilno mikrocentrifugirko volumna 2 ml. V neka-
terih mati¢nikih smo lahko s prostim o¢esom locili kosem
rumenkaste barve na dnu mati¢nika (sklepamo, da gre
za zmes izlockov, hranil in levov po levitvah li¢nike) ter
svetlo rjave prosojne zmeckanemu papirju podobne struk-
ture, ki Strlijo ob notranji strani mati¢nika (sklepamo, da
so to ostanki kutikule po zadnji levitvi bube matice; po
Berholf, 1925; Elias-Neto in sod., 2009; Slika 1). Oboje
smo s spatulo oziroma pinceto prenesli v lo¢eno sterilno
mikrocentrifugirko. Tako pripravljene vzorce smo shranili
na -20°C.

Izolacija DNA

Vzorce tkiva matic (noge, antene, krila) ter ostanke kuti-

kule iz mati¢nikov smo uporabili kot izvorni material za

preizkus izolacije DNA z 2 kompleta za izolacijo s kolo-
nami, ki smo ju dodatno optimirali: ISOLATE II Genomic

DNA Kit (Bioline) in QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN).

Pri izolaciji DNA smo sledili navodilom proizvajalca,

spreminjali pa smo naslednje parametre:

1. mehanska homogenizacija vzorca s pestilom/mehan-
ska homogenizacija s kroglicami na napravi Tissue-
Lyser (Qiagen)

2. inkubacija vzorca po mehanski homogenizaciji v pu-
fru za lizo in ob dodatku Proteinaze K 3 ure na 56°C/
prekono¢na inkubacija na 56°C

3. uporaba pufra PBS v koraku mehanske homogeniza-
cije/brez uporabe pufra PBS (pri kompletu QIAamp
DNA Mini Kit.

4. Za elucijo izolirane DNA smo uporabili 50 ul pufra
za elucijo.

5. Loceno odstranjevanje rumenkastega kosma na dnu
mati¢nika in nitaste strukture ob strani mati¢nika z
loceno izolacijo, kjer je bilo mogoce. Za ta korak smo
se odlocili, ker je rumenkast kosem bolj viskozne, le-
pljive strukture in bi lahko sestava primesi v njem mo-

tila nadaljnje korake izolacije DNA in kasneje veriZne

reakcije s polimerazo.

6. Nekaj minutno centrifugiranje pri najvisjem Stevilu
obratov pred nalaganjem vzorca na kolono kot doda-
tni korak. Na kolono smo nalozili zgolj supernatant
— del vzorca, ki se je po centrifugiranju locil od spo-
dnje usedline (ostanki primesi, krilc, noge). Tako smo
preprecili zamasitev separacijske membrane.

PomnoZevanje specifi¢nih fragmentov z verizno
reakcijo s polimerazo (PCR)

Uspesnost izolacije smo najprej preverili na agarozni gel-
ski elektroforezi, tako da smo nanesli 5 pl izolata v jami-
co. Ugotovili smo, da je DNA, izolirana iz okon¢in, vidna
na gelu, izolati hitinskih ostankov iz mati¢nikov in kril pa
ne (Slika 2). Zato smo v nadaljevanju pripravili poskus
pomnoZevanja specificnih fragmentov z verizno reakcijo s
polimerazo (PCR), da bi potrdili uspe$nost izolacije DNA
ter skladnost pomnoZene DNA na ravni vrst (Apis mellife-
ra) iz neinvazivnih in semi-invazivnih vzorcev.

Fragment intergenske regije t-RNA™* — Cox2 (v nadaljeva-
nju tRNA-Leu) je najbolj Siroko uporabljan mitohondrijski
marker za razlikovanje med linijami in podvrstami medo-
nosne Cebele (pregledni ¢lanek Meixner in sod., 2013). Za
podvrste, ki pripadajo evolucijski liniji C (kamor spada tudi
kranjska cebela), je znacilno kratko zaporedje in odsotnost
variabilnosti v dolzini fragmenta tRNA-Leu. Do danes je
znanih 9 haplotipov kranjske ¢ebele (Franck in sod., 2000a;
2000b; Susnik in sod., 2004; Bozi¢ in sod., 2016).

Metoda “DNA barcoding” z markerjem COI, ki je visoko
ohranjen na ravni vrst, se uspeSno uporablja pri identifi-
kaciji organizmov (Herbert in sod, 2003). Uporabnost pri
razlikovanju med podvrstami medonosne ¢ebele na pod-
lagi tega markerja pa je zaenkrat omejena (Bouga in sod.,
2011). Syromyatnikov in sod. (2018) so pokazali moZnost
uporabe COI markerja za razlikovanje nekaterih podvrst
medonosne ¢ebele v Rusiji.

S PCR smo uspe$no pomnozili oba od zgoraj opisanih
markerjev (tRNA-Leu in COI). Osnovni volumen reakcije
je bil 15 pl. Reakcijska meSanica je vsebovala 7,5 ul 2x
meSanice DreamTaq MasterMix (ThermoFischer Scienti-
fic, ZDA), po 0,2 ul 20 uM vsakega zacetnega oligonu-
kleotida, 2 ul izolirane DNA in 5,1 pl destilirane H,O (Si-
gma, ZDA). Izolate iz okoncin, ki so sluZili za pozitivnho
kontrolo, smo predhodno 10 x red¢ili v destilirani vodi.
Informacije o markerjih, nukleotidnih zaporedjih oligonu-
kleotidnih zacetnikov, nastavitve programa PCR smo pov-
zeli po literaturi (Garnerey in sod., 1993 (tRNA-Leu) in
Folmer in sod., 1994 (COI)). PCR smo izvedli v cikli¢nih
termostatih SureCycler 8800 (Agilent), Veriti (Applied
Biosystems), GeneAmp PCR System 9700 (Thermo Fis-
her Scientific) ali T1 Thermocycler (Biometra).




Detekcija izolirane dednine in produktov PCR z
agarozno gelsko elektroforezo

Uspesnost pomnoZevanja nukleotidnega zaporedja smo
preverili tako, da smo 5 pl pomnoZenega produkta na-
nesli v jamice v 1 % agaroznem gelu z dodatkom EtBr
(etidijevega bromida) v 0,5 x pufru TBE na horizontalni
elektroforezi. Za oceno dolZine fragmenta smo uporabili
standardno lestvico GeneRulerTM 100 bp DNA (Thermo-
Scientific, ZDA), ki smo jo so¢asno z vzorci nanesli v eno
od jamic na gelu. PCR produkte smo po koncani elek-
troforezi vizualizirali s pomocjo UV transiluminatorja pri
valovni dolZini 280 nm.

CiS¢enje produktov PCR, sekvenciranje, urejanje
zaporedij

Uspesno pomnozene produkte PCR smo encimsko oci-
stili z reagentom ExoSAP-IT (ThermoFischer Scientific,
ZDA) po navodilih proizvajalca. Dolo¢anje nukleotidnega
zaporedja oc¢is¢enih produktov PCR so izvedli po Sanger-
jevi metodi v podjetju SeqMe (Ceska) z obema za¢etnima
oligonukleotidoma.

Kromatograme DNA zaporedij smo zdruZili v programu
Geneious v11.1.5. (https://www.geneious.com) in popravi-
li morebitne napake v branju zaporedja. Nato smo urejena
homologna zaporedja poravnali bodisi z dodatkom Clu-
stalW (Thompson in sod. 1994) ali z dodatkom MAFFT
v.7 (Katoh, 2013) z uporabo algoritma E-ins-i v programu
Geneious. Vsako od poravnav smo skrbno pregledali za
morebitne napake v branju. Kodirajo¢a zaporedja mar-
kerja COI smo prevedli v aminokislinska zaporedje in
preverili, da ne vsebujejo stop-kodonov. Vsa zaporedja
smo preverili s spletnim orodjem BLAST (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ali se po podobnosti ujema-
jo z Ze znanimi zaporedji pri rodu Apis. Fragment COI,
ki je uveljavljen univerzalen marker v metodi identifika-
cije organizmov »Barcoding« pa smo dodatno uporabili
za preverjanje identifikacije na vrstni ravni v podatkov-

ni zbirki BOLD (http://www.boldsystems.org/index.php/
IDS IdentificationRequest).

Filogenetska analiza

Za vsakega od markerjev smo pripravili unilokusno fi-
logenetsko analizo, s katero smo preverili filogenetske
odnose naSih vzorcev ter izbora homolognih zaporedij
rodu Apis, ki so dostopna v podatkovni zbirki GenBank
(NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ na dan 15. 9.
2018). Za zunanjik smo uporabili homologna zaporedja
vzhodne Cebele Apis cerana. Vrzeli v poravnavi smo ko-
dirali kot »-«, manjkajoce dele zaporedij pa smo kodirali
kot »?«. S pomocjo programa jJMODELTEST2 (Darriba
in sod., 2012; Guindon in Gascuel, 2003) na strezniku CI-
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PRES Science Gateway (https://www.phylo.org/portal2/)
smo dolocili najprimerne;jsi substitucijski model za vsako
poravnavo po kriteriju AIC (Akaike Information Criteri-
on). Najprimerne;jsi substitucijski model za marker COI je
GTR + I, za marker tRNA-Leu pa HKYS85 + G.
Filogenetsko drevo smo izracunali v programu MrBayes
v.3.2.3. (Ronquist in sod. 2012) na streZniku CIPRES Sci-
ence Gateway tako, da smo nastavili dva vzporedna algo-
ritma MCMCMC vsakega s tremi toplimi in eno hladno ve-
rigo, Stevilo generacij pa smo prilagodili glede na velikost
nabora vzorcev tako, da je prislo do konvergence v vzpo-
rednih algoritmih (standardna deviacija lo¢enih frekvenc
0.01 ali manj). 3 x 10° je bilo ve¢inoma dovolj veliko $tevilo
generacij za konvergenco, sicer smo Stevilo generacij po-
vecali. Program je zabeleZil vsako 1000. generacijo. Prvih
25 9% vzorcenih dreves smo zavrgli, preostala drevesa pa so
sluZzila za dolocitev 50 % vecinskega drevesa soglasja (50
% majority rule consensus tree). Za statisticno podporo
kladov so sluzile posteriorne verjetnosti na vsaki cepitvi.
Genska drevesa smo grafi¢no prikazali v programu Fig-
Tree 1.4.3. (http://tree.bio.ed.ac.uk/ ) in jih uredili za pri-
kaz rezultatov.

REZULTATI Z RAZPRAVO

Levi bub matic kot dostopen in primeren vir dednine
za genotipizacijo — izhodisce za vpeljavo genetskih
markerjev v rejski program?

V letoSnji sezoni smo za potrebe analiz zbrali preko 100
mati¢nikov pri 13 vzrejevalcih in ¢ebelarjih. Ugotovili
smo, da je protokol vzorcenja mati¢nikov po izleganju
matic primeren in dovolj enostaven, po koncanih analizah
pa bomo za mnenje zaprosili tudi sodelujoce in poizkusili
upostevati njihove predloge.

Za potrebe izolacije dednine iz tkiv (krilca in okoncine)
smo uporabili 8 matic, ki so v leto$nji sezoni poginile.
Uspesno smo izolirali DNA iz hitinskih ostankov matic po
izleganju, iz koSckov kril in iz okoncin. Nas$i rezultati ka-
Zejo, da so hitinski ostanki v mati¢nikih po izleganju ma-
tic stabilen in obstojen vir DNA na sobni temperaturi in ne
potrebujejo posebnih pogojev kratkoro¢nega shranjevanja.
Na podlagi agarozne gelske elektroforeze, s katero smo
vizualizirali po 5 pl izolirano DNA, smo ugotovili, da je
koli¢ina DNA v izolatih iz kutikularnih ostankov iz ma-

ti¢nikov in krilc v 5 ul izolata pod mejo detekcije na gelu
(Slika 2).

Kljub nizki koncentraciji DNA v vzorcih smo uspesno po-
mnozili 2 fragmenta mitohondrijske DNA (COI in tRNA-
-Leu).

Ugotovili smo, da so za uspesno izolacijo DNA iz ostan-
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Slika 2. Agarozna gelska elektroforeza izolatov DNA

(volumen posameznega izolata na gelu je 5 ul). Zadostna
kolic¢ina DNA za detekcijo je bila uspesno izolirana iz
vzorca noge (N1 in N2), DNA iz kutikularnih ostankov
matic¢nikov (1-5) in krilc (kI in k2) ni vidna. L je stan-
dardna lestvica 100 bp plus.

kov hitina iz mati¢nikov in krilc ter uspesno pomnozitev

fragmentov mitohondrijske DNA pomembni naslednji ko-

raki:

1. Mehanska liza je pomembna pri uspesni izolaciji
DNA in uporaba homogenizatorja TissueLyser s kro-
glicami je dala boljsi rezultat kot homogenizacija ro¢-
no s pestilom.

2. Prekonocna inkubacija vzorcev v zaCetnem koraku
lize na 56°C je dala boljsi rezultat kot zgolj nekajurna
inkubacija.

3. Pri pomnoZevanju fragmentov se je pokazalo, da so
bili uspesno pomnoZeni vsi izolati iz mati¢nikov kjer
smo za vir DNA uporabili izklju¢no koscek nitaste
strukture, ne pa tudi izolati istih mati¢nikov iz rumen-
kastega kosma na dnu mati¢nika. Ta grudicast, lepljiv
vir nam je povzrocal Ze pri sami izolaciji dolocene
teZzave (nekajkrat je prislo do zamaSitve membrane
na koloni, obvezno smo morali uvesti dodaten ko-
rak centrifugiranja vzorca pred nanosom na kolono).
Predvidevamo, da je razlog za slabsi rezultat izolacije
DNA iz rumenkastih kosmov dvojen: 1. Zaradi pri-
mesi v kosmu v postopku izolacije zadostna koli¢ina
DNA iz tega vira ni primerno dostopna ali pa 2. so v
izolatu ostale po izolaciji prisotne necistoce, ki inhi-
birajo polimerazno aktivnost.

Da bi zagotovili, da DNA izolirana iz ostankov hitina in
koscka krila ni kontaminacija (DNA bakterij, plesni, cve-
tnega prahu) ampak pripada cebeli, smo za pozitivho
kontrolo uporabili DNA izolirano iz noge ali antene mati-
ce. Vsa uspe$no pomnoZena zaporedja iz ostankov hitina
in krila so se ujemala z zaporedji pridobljenimi iz vzorcev
okoncin matice.

Uspesno smo pomnoZili 536 bp dolg fragment tRNA-leu

pri 24 vzorcih. Med temi vzorci smo razlocili 2 haploti-

pa, ki smo ju uporabili v filogenetski analizi. Haplotipa se
ujemata z do sedaj znanimi in opisanimi haplotipi v popu-
laciji ¢ebeljih druzin v Sloveniji (Bozi¢ in sod., 2016). Ha-
plotip 1 ustreza haplotipu C2I s Sifro GQ433625, haplo-
tip 2 ustreza haplotipu C2j s Sifro GQ433623 (GenBank,
Razpet in sod., 2009).

661 bp dolg fragment za COI smo uspesno pomnozili pri
32 vzorcih. Med temi vzorci smo razlocili 3 haplotipe, ki
smo jih uporabili v filogenetski analizi. Haplotipe smo
preverili v podatkovni zbirki BOLD, ki omogoca identi-
fikacijo na podlagi regije COI na ravni vrste. Rezultat je
pokazal 99,85 % ujemanje z vrsto Apis mellifera.

Nasi preliminarni rezultati kaZejo, da so levi bub matic
dostopen in primeren vir dednine za genotipizacijo matic
kranjske Cebele. Izpopolnjena metoda bo omogocila vpe-
ljavo genetskih markerjev v rejski program v Sloveniji in
hitrejSo selekcijo linij kranjske cebele z zanimivimi rejski-
mi lastnostmi. Hkrati bo izpopolnjena metoda omogocila
enostaven monitoring — spremljanje morebitne introgresije
genov drugih podvrst v genski sklad populacij v Sloveniji.
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Slika 3. Filogenetsko drevo z bayesovim pristopom za
marker tRNA-Leu. Vrednosti na drevesu so posteriorne
verjetnosti za posamezno cepitev. Z zelenim okvirjem sta
oznacena haplotipa A. m. carnica, katerih fragment je
pridobljen iz izolatov hitinskih ostankov matic po izle-
ganju iz maticnikov.
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Slika 4. Filogenetsko drevo z bayesovim pristopom za
marker COL. Vrednosti na drevesu so posteriorne ver-
Jjetnosti za posamezno cepitev. Z zelenim okvirjem so
oznaceni haplotipi kranjske cebele A. m. carnica, prido-
bljeni iz izolatov hitinskih ostankov matic po izleganju iz
maticnikov.

Filogenetska analiza

Naravno obmocje razSirjenosti medonosne Cebele Apis
mellifera L. je Evropa, Afrika in BliZnji Vzhod. Adaptaci-
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ja na raznolike Zivljenjske pogoje je pripeljala do diverzi-
fikacije na veC kot 24 podvrst, ki se zdruzujejo v 4 linije:
Afriska (A), Zahodno Evropska (M), Vzhodno Evropska
(C) in Bliznje Vzhodna (O) (Ruttner, 1988). Kranjska ce-
bela Apis mellifera carnica Pollman spada v filogenetsko
linijo C, poleg nje pa to linijo tvorijo Se A. m. ligustica
Spinola, A. m. cecropia Kiensenwetter in A.m. macedo-
nica Ruttner (Ruttner, 1988). Medtem ko genotipizacija
regije tRNA-Leu omogoca razlikovanje med posamezni-
mi linijami, smo se v tej Studiji omejili na vprasanje, ali je
izolirana DNA iz ostankov hitina v mati¢nikih cebelja, ali
gre za kak drug vir (npr. kontaminacijo). Ugotovili smo,
da vsa pridobljena zaporedja poravnana z zapored;ji iz po-
datkovne zbirke GenBank po podobnosti ustrezajo vrsti
Apis mellifera. Unilokusna filogenetska analiza za vsak
marker to tudi potrjuje (sliki 3 in 4).

Neinvazivni in semi-invazivni bioloski vzorci (levi bub in
koscki krila) pri maticah so posebno atraktiven vir DNA,
saj omogocajo pridobitev informacij o genotipu osebka
brez Zrtvovanja in nimajo bistvenega vpliva na dolgozi-
Vost.

Eksoskeleti ZuZelk, ki ostanejo v mati¢niku po izleganju
matic, so sestavljeni iz necelularnih glikoproteinov in so
primeren vir za neinvazivno genotipizacijo ¢ebeljih matic.
DNA, izolirana iz levov bub matic, se genotipsko ujema
z DNA, izolirano iz vzorcev krilc in nog matic. To smo
pokazali s specifi¢nim pomnoZevanjem s PCR, pri ¢emer
smo uporabili marker COI (za vrstno identiteto) ter mar-
ker tRNA-Leu (diskriminacija na ravni linij). Ugotovili
smo, da je med metodami, ki smo jih preizkusili, najpri-
mernejSa metoda za izolacijo DNA iz hitinskih ostankov s
kompletom QIAamp Mini s prekonoc¢no inkubacijo v ko-
raku lize ter z uporabo mehanske homogenizacije s kro-
glicami na napravi TissueLyser (QiaGen). Vklju¢no z me-
todo vzorCenja, ki je prilagojena enostavnemu vzorcenju

mati¢nikov po izleganju matic s strani vzrejevalcev, nam
ta metoda izolacije DNA iz neinvazivnega vira olajSa/poe-
nostavi postopek pridobivanja podatkov o genotipu matic
Se pred oploditvijo in vzpostavitvijo druZine. Tak posto-
pek genotipizacije omogoca selekcijo zaZeljenih osebkov
in podporo tradicionalnim metodam selekcije druZin z iz-
razenimi zaZeljenimi lastnostmi. Z uspes$nim izloCanjem
matic z nezazeljenimi lastnostmi v ¢imbolj zgodnji fazi
reje, se lahko zmanj$ajo stroski reje, ¢as in trud, ki ga vlo-
Zijo Cebelarji za vzdrZevanje in testiranje druzin. Hkrati
bo izpopolnjena metoda omogocila enostaven monitoring
— spremljanje morebitnega vnaSanja genov drugih podvrst
v genski sklad populacij v Sloveniji.

Predstavljena raziskava je izhodisce za nadaljnjo optimi-
zacijo protokola za genotipizacijo matic na podlagi DNA
iz ostankov hitina po zadnji levitvi. Na ta nacin bo omo-
goceno spremljanje rejskih lastnosti na ravni DNA, odbira
matic za vzrejo in selekcijo, analize pa bodo na voljo tudi

za uporabo v primeru izvoza matic kranjske sivke v tujino.
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