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B. REZULTATI IN DOSEZKI RAZISKOVALNEGA PROJEKTA

3.Povzetek raziskovalnega projektat
SLO

Populacijsko genetske raziskave vzorcev kranjske Cebele iz Slovenije in
sosednjh drzav so pokazale, da je pestrost mitohondrijske DNA v
populaciji kranjske ¢ebele bistveno vecja, kot so to kazale preliminarne
raziskave. Sekvencna analiza je pokazala sorazmerno Sirok nabor
mitohondrijskih tipov, ki se pojavljajo v vecini populacij. V nasprotju s
pricakovanji smo pokazali, da ni za posamezno populacijo specificnih
mtDNA haplotipov. Analiza 24 mikrosatelitnih lokusov na 569 vzorcih
kranjske cebele iz razlicnih obmocdij Slovenije, Hrvaske, Avstrijske
Koroske in obmejnega pasu z Italijo je pokazala, da sicer obstajajo
populacijske razlike, vendar vecina vzorcev tvori komapktno skupino,
ki se ne diferencira. Tako tvorijo vsi slovenski in vzorci z Avstrijske
Koroske enotno gruco brez zaznavne diferenciacije po regijah. Vzorci iz
Hrvaske se jasno locijo od vzorcev iz Slovenije, vendar ne tvorijo zelo
prepricljivo loCenih dveh gruc, kot bi glede na njihov izvor v celinskem
in obalnem delu Hrvaske pri¢akovali. Vzorci iz Italije tvorijo razprSeno
gruco, ki je jasno lo¢ena od osredje gruce slovenskih vzorcev, kar kaze
na moznost, da gre za krizance z A.m.ligustica.

Primerjalne analize maticnega mlecka razlicnih druzin (mati¢njakov)
kranjske cCebele iz dveh razlicnih slovenskih regij (Gorenjska in
Dolenjska) izkazujejo razlike v njihovi proteinski sestavi, tako na ravni
regij, kot na ravni razli¢nih druzin iz iste regije. Bolj kot razlike v sami
sestavi so izrazite razlike v zastopanosti dolocenih proteinov.
Bioinformacijska analiza je pokazala, da so Stevilni geni, ki so
pomembni za obnasanje cebel so mocno ohranjeni pri razlicnih
socialnih Zuzelkah, razlike pa so v regulaciji teh genov. Ker so podvrste
Cebele podvrzene razlicnim selekcijskim pritiskom, so mozna
spremenjena vezavna mesta za transkripcijske faktorje, ki so nastala z
cis-regulatorno evolucijo, pogojena pa so bila s selekcijo za dolocene
adaptivne lastnosti.

Z analizo morfoloskih znacilnosti smo obdelali dolzino tibije, dolzino
rilcka in kubitalni indeks. Rezultati kazejo, da je dolzina rilcka
korelirana z vrsto pase, ki jo ¢ebele najpogosteje izkoris¢ajo.

Spremljali smo tudi gibanje kubitalnega indeksa in ugotovili, da je
tipicna vrednost tega fenotipskega parametra za kranjsko ¢ebelo po
letih sicer razli¢na, vendar se vrednosti v zadnjih letih gibljejo med 2.6
in 2.7.

ANG

Population genetic studies in Carniolan bee from Slovenia and neighbor
countries have shown significantly higher mitochondrial DNA diversity
in the population of the Carniolan bee in Slovenia compared to results
from preliminary research. Sequence analysis revealed a relatively
wide range of mitochondrial types occurring in most populations.
Contrary to expectations, we have shown that there is no specific
mtDNA haplotype for a particular population. An analysis of 24
microsatellite loci in 569 samples of the Carniolan bee from different
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areas of Slovenia, Croatia, Carinthia and the area along the border
with Italy showed some differences between populations, but the
majority of samples formed a compact cluster that can not be further
differentiated. All Slovenian samples and samples from Carinthia
formed a single cluster with no detectable variation among regions.
Samples from Croatia are clearly distinguishable from those from
Slovenia, but they do not form two separate clusters, which could be
expected according to the continental and littoral origin of Croatian
populations. Samples from Italy formed a dispersed cluster, clearly
separated from the central Slovenian cluster indicating the possibility
that this samples represent crosses with A.m.ligustica.

Comparative analysis of royal jelly of different families of Carniolan
bees from two different Slovenian regions (Gorenjska and Dolenjska)
exhibit differences in their protein composition, both at regional level
and at the level of different families from the same region. Rather than
differences in the composition itself are significant differences in the
representation of certain proteins.

Bioinformatics analysis showed that many genes that are important for
the behavior of bees are highly conserved among different social
insects but there are differences in the regulation of these genes. Since
subspecies of bees were subjected to different selection pressures, it is
possible the binding sites for transcription factors, which are formed by
cis-regulatory evolution were modified and so represent molecular
basis for certain adaptive traits.

We analyzed three morphological traits, length of Tibia, the length of
the proboscis and cubital index. The results indicate that the length of
the proboscis is correlated with the type of grazing that is used by
bees. We also monitored changes in cubital index and found that the
typical value of this parameter for Carniolan bee in recent years ranged
between 2.6 and 2.7.

4.Porocilo o realizaciji predloZzenega programa dela oz. ciljev na raziskovalnem projektu2

Molekularno genetske analize

Populacijsko genetske raziskave vzorcev kranjske Cebele iz Slovenije in sosednjh drzav so
pokazale, da je pestrost mitohondrijske DNA v populaciji kranjske Cebele bistveno vecja, kot so
to kazale preliminarne raziskave. Sekvencna analiza je pokazala sorazmerno Sirok nabor
mitohondrijskih tipov, ki se pojavljajo v vecini populacij. V nasprotju s priCakovanji smo
pokazali, da ni za posamezno populacijo specificnin  mtDNA haplotipov. Analiza 24

mikrosatelitnih vzorcev na 569 vzorcih kranjske Cebele iz razlicnih obmocij Slovenije, Hrvaske,
Avstrijske Koroske in obmejnega pasu z Italijo je pokazala, da sicer obstajajo populacijske
razlike, vendar vecina vzorcev tvori komapktno skupino, ki se ne diferencira. Tako tvorijo vsi
slovenski in vzorci z Avstrijske KoroSke enotno gruco brez zaznavne diferenciacije po regijah.
Vzorci iz Hrvaske se jasno locijo od vzorcev iz Slovenije, vendar ne tvorijo zelo prepricljivo
loCenih dveh gruc, kot bi glede na njihov izvor v celiskem in obalnem delu Hrvaske pricakovali.
Vzorci iz Italije tvorijo razprseno gruco, ki je jasno lo¢ena od osredje gruce slovenskih vzorcev,
kar kaze na moznost, da gre za krizance z A.m.ligustica.

Analizirane populacije iz Avstrije, Hrvaske, Italije, Makedonije in Slovenije predstavljajo vzorec
569 Cebel, od tega 371 iz Slovenije (pokrajine Gorenjska, Ljubljana, étajerska, Primorska,
Bovec, Dolenjska, Koroska, Prekmurje). Analiza z orodjem Genetix jasno loCi vzorce iz Avstrije,
Italije, Hrvaske in Slovenije. Slovenski vzorci zelo homogeni, brez vidne resolucije loCevanja
med vzorci. Opazno je odstopanje od HWE pri hrvaskih vzorcih, ki so tudi najbolj heterogeni.

S statisti¢nim programom Structure smo skusSali oceniti populacijsko Cistost posameznih
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populacij. Najbolj verjetno Stevilo genetskih skupin je 3, loCeni sta populaciji iz Avstrije in
Italije, ostale so si zelo podobne. Po verjetnosti sledi Stevilo skupin K=7 in nato K=5. Pri teh
dveh vrednostih je lazje biolosko razloziti razdelitev v podpopulacije. Vidno je, da sta na
Hrvaskem dve skupini, vendar je veliko tudi vzorcev s pripadnostjo obema skupinama, zato
tudi ni opazne jasne loCenosti v Genetix grafu. DoloCena st strukturiranost opazna tudi pri
slovenskih vzorcih, predvsem odstopa del vzorcev iz Gorenjske.

Proteomska analiza
V skladu z nac¢rtom dela smo metodologijo proteomske raziskave optimizirali za analize Cebeljih
vzorcev. Pogoje za izvedbo dvodimenzionalne poliakrilamidne gelske elektroforeze (2DE) smo
optimizirali za analize Cebeljih vzorcev: strupa, mati¢nega mlecka in hemolimfe. Ker strupa
kranjske Cebele (Apis mellifera carnica) se nismo imeli smo si pomagali s strupom sorodne
kavkaske Cebele po poreklu iz Gruzije (Apis mellifera caucasica), ki smo ga dobili od kolegice iz
podjetja Medex, d.o.o. Mati¢ni mlecek in hemolimfa, ki smo ju analizirali sta bila od kranjske
Cebele.
Sklep 1: Pogoji locbe, ki smo jih dolocili s testnimi Cebeljimi vzorci, predstavljajo osnovo za
primerjalno analizo strupa, mati¢nega mlecka in hemolimfe kranjske Cebele iz razli¢nih podrocij
v Sloveniji.
V drugem delu projekta smo prejeli prve vzorce druzin kranjske Cebele. Prejeli smo vzorce (iz
po treh mati¢njakov oziroma druzin) mati¢nega mlecka iz dveh krajev na Gorenjskem (vzorci B
in K) in dveh krajev na Dolenjskem (vzorci R in S).
Z uporabo 2DE in RP-HPLC analiz smo izvedli primerjalne analize proteinske sestave vzorcev
B1-B3 in K1-K3 maticnega mlecka iz Gorenjske regije in pa vzorcev R1-R3 in S1-S3 mati¢nega
mlecka iz Dolenjske regije.

Prikaz stevila identificiranih proteinskih lis

\V/zorec Stevilo
mati¢nega proteinskih
mlecka lis

B1 249
B2 230
B3 250
K1 252
K2 231
K3 271
R1 269
R2 269
R3 243

Visokotla¢na kromatografija na obrnjenih fazah (RP-HPLC)
Vzorce S iz Dolenjske regije smo analizirali in primerjali s RP-HPLC analizo na koloni PLRP-S.

1z slike je razvidno, da imata vzorca S1 in S3 enak kromatografski profil, medtem ko se S2 od
njiju razlikuje v medsebojnem razmerju povrsine/visine vrhov, ki se s kolone spereta pri Casu
26,4 in 27,1 min.

Sklep 2: Primerjalne analize mati¢nega mlecka razli¢nih druzin (maticnjakov) kranjske Cebele
iz dveh razli¢cnih slovenskih regij (Gorenjska in Dolenjska) jasno izkazujejo razlike v njihovi
proteinski sestavi, tako na nivoju regij, kot na nivoju razlicnih druzin iz iste regije. Bolj kot
razlike v sami sestavi so izrazite razlike v zastopanosti dolo¢enih proteinov.

Morfoloska analiza

Poklukar (1992) je prouceval dolzino tibije delavk kot mozen parameter raznolikosti: Milne et
al. (1984) so predlagali, da bi velikost golenice poveca vnos cvetnega prahu (posredno
izboljSanje medu Zetvijo) zaradi vecje povrsine corbicularnega obmodja. Slika 4A prikazuje
porazdelitev dolZine golenice v 31 Cebelnjakih po vsej Sloveniji. Mediana dolzina golenice je
3,23 mm (n = 6470). Dolzina rilcka pri A. m. carnica je 6,54 mm (n = 1387) je daljsa v
primerjavi z nekaterimi drugimi podvrstami A. m mellifera (® 6 mm) in A. m. ligustica (6,3-6,6
mm), vendar je krajsi v primerjavi z A. m. caucasica (® 7 mm). Najbolj pogosto proucevana
morfoloska lastnost je kubitalni indeks (CI), razmerje med dolzino odsekov spodnje vene tretje
kubitalne celice na krilih (oznacen kot Rkl in RK 2 na sliki 3C zgoraj). CI pri rejcih v Sloveniji
mora biti med 2,4 in 3,0. Slika 4C prikazuje porazdelitev CI 25 nakljuc¢no izbranih ¢ebelnjakov
po vsej Sloveniji. CI skupaj z molekularnimi markerji predstavlja dober parameter za
opredelitev populacij A.m. carnica.

Bioinformacijska analiza

Pri kranjski ebeli zelo verjetno obstajajo razlike v izraZanju dolo¢enih genov, ki so povezani z
razlicnimi morfoloskimi, vedenjskimi in proizvodnimi lastnostmi. Stevilni geni, ki so pomembni
za obnasanje Cebel so mocno ohranjeni pri razlicnih socialnih Zuzelkah, vendar pa so nastale
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razlike v regulaciji teh genov. Ker so podvrste Cebele podvrzene razlicnim selekcijskim
pritiskom, so mozZna spremenjena vezavna mesta za transkripcijske faktorje, ki so nastala z cis-
regulatorno evolucijo, pogojena pa so bila s selekcijo za doloCene adaptivne lastnosti.

a) Analiza cis-regulatornih razlik v promotorskih regijah kandidatnih genov
Cis-regulatorne razlike v promotorskih regijah kandidatnih genov smo v letu 2015 raziskali v
genomih kranjske Cebele. Celotno genomsko zaporedje je na voljo za italijansko Cebelo (Apis
mellifera ligustica strain DH4). Javno dostopni pa so trije delni genomi delavk kranjske cebele
(na NCBI SRA Db: SRX339514 - SRX339516), ki pokrivajo od 30-40% referencnega Cebeljega
genoma (Harpur et al. 2014), nukleotidna zaporedja pa so zelo kratka (dolga so le 50 bp).
Zanimalo nas je, ali lahko na cis-regulatornem nivoju opazimo kaksne razlike med tema dvema
najblizjima podvrstama Cebele, ki spadata v haplotipsko skupino C. V genomih kranjske Cebele
smo iskali razlike v promotorskih regijah kandidatnih genov oz. genov, ki so dokazano
odgovorni za vedenjske, proizvodne in morfoloske znacilnosti. Kandidatni geni, ki smo jih
analizirali v delnih genomih kranjske cebele so bili vitelogenin, erk7, Mrjp4, dopaminski
receptor (dop3), tiraminski receptor (TyrR), oktopaminski receptor (Oal), cirkadiani protein
period (Per), NMDA receptor 1 (Nmdarl), melitin, trehalaza in Stevilni drugi geni. Za vsak
kandidatni gen smo analizirali po 2000 do 2500 bp promotorskih regij. Ugotovili smo, da v
preiskovanih genih na cis-regulatornem nivoju ne obstajajo razlike med kranjsko in italijansko
podvrsto (oz. raso) Cebel. Presenetilo nas je dejstvo, da na genomskem nivoju ni razlik niti v
regulatornih niti v genskih regijah pri kandidatnih genih. Glede na to, da sta si kranjska in
italijanska podvrsta Cebele tako zelo podobni na genomskem nivoju, kaze na omejeno uporabo
genomskih podatkov za primerjavo obeh podvrst. Glavni vzrok za tako podobnost genomov
kranjske in italijanske Cebele je dejstvo, da sta se ti dve podvrsti (rasi) locili pred ~ 25.000 leti.
b) Analiza kandidatnih genov v transkriptomih kranjske in italijanske cebele

Za kranjsko in italijansko Cebeljo so javno dostopni tudi Stevilni transkriptomski podatki (na
NCBI SRA, GEO ipd.). Ti podatki se loCijo po izvoru (kar nekaj je carnice iz Kitajske in Nemcije
ter ligustice iz razli¢nih drzav), tkivu (npr. mozgani), spolu in funkciji (matica, delavka in troti).
Tako kot za genomske podatke velja, da so v NCBI SRA Db nukleotidna zaporedja zelo kratka
(dolga so le 50 - 100 bp). Kandidatne gene (iste kot pri genomski analizi) smo uporabili za
iskanje razlik med kranjsko in italijansko Cebelo na nukleotidnem nivoju. Podobno kot na
genomskem nivoju nam tudi analiza transkriptomskih podatkov ni pokazala nobenih razlik med
transkripti kandidatnih genov.

c) Epigenomski podatki za cebele

Pri Cebelah je le omejeno Stevilo genov odgovorno za dolo¢ene lastnosti, zelo pogosto pa so
Stevilni geni epigenetsko modificirani (ponavadi so metilirani) oz. so vkljuéeni v razli¢na genska
regulatorna omrezja ali v proteinsko-proteinske interakcije (PPI). Zal pa nam javno dostopni
podatki za kranjsko Cebelo ne omogocajo vpogleda v epigenetske modifikacije kandidatnih
genov, ki naj bi bili odgovorni za vedenjske in fizioloSke posebnosti ¢ebele. Ravno tako niso
dostopni epigenomski podatki za obe podvrsti (carnica in ligustica), ki bi nam lahko omogocili
primerjavo razlik v epigenetskih modifikacijah kandidatnih genov.

Etoloski poskusi

Pripravili smo poskus z opazovalnimi panji, da bi primerjali plese kranjske in italijanske Cebele.
Poskus je potekal na mejnem obmodcju z italijansko ¢ebelo. Uporabili smo 16 druzin na dveh
satih, po 4 domnevno izvora Cisto kranjske Cebel (matice iz osrednje Slovenije), 4 domnevno
Ciste italijanske (formirane iz druzin v Italiji, ki so imeli italijanske matice), 4 naravho mesane
(druzine iz obmejnega obmocdja s prisotnim vecjim delezem Cebel z rumeni obrocki (vsaj 25%)
in 4 umetno mesanih cCebeljih druzin iz distih italijanskih in kranjskih druzin. Sprav smo upali,
da bomo umetno izvali drugo rojenje z maticniki, a je imela sezona prevelik vpliv. Tako smo v
panjih opazovali ¢ebelje plese pasnih ¢ebel in jih tudi posneli. Zeleli smo sicer vse druZine
rekrutirati na umetno krmisce, a smo bili zaradi prisotnosti medenja in visoke vrocine
neuspesni. Vseeno smo posneli ve¢ 100 plesov, ki jih bomo uporabili za preverjanje morebitne
segregacije Cebel.

V nasem poskusu smo skusSali dolociti regresijski koeficient za parameter plesa in oddaljenost
od vira hrane. Ugotovili smo, da kranjska Cebela naredi vec polnih obratov kot italijanska, kar
velja za srednje razdalje od vira hrane. OpaZene razlike med italijanskimi in kranjskimi
¢ebelami lahko odrazajo modifikacijo nevrotransmiterjev v centralnem zivénem sistemu in tako
vplivajo na plesno sporocanje.

5.0cena stopnje realizacije programa dela na raziskovalnem projektu in zastavljenih
raziskovalnih ciljev2

V' projektu smo dosegli zastavljene raziskovalne cilje, ki so bili
osredotoceni na genotipizacijo in analizo _populacijskih podatkov za
kranjsko Cebelo v Sloveniji in sosednjih drzavah ter vzpostavitev baze
vzorcev za detajlnejse analize kandidatnih genov in SNP markerjev. V
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tem sklopu Se iS¢emo ustrezno varianto za genotipizacijo z vedjim
Stevilom markerjev, ki pa trenutno Se ni dosegljiva.

Vzpostavljena in preizkusena je proteomska metodologija za analizo
matiCnega mlecka, hemolimfe in Cebeljega strupa, kar nam omogoca
tekoCe analize v zadnJem letu izvajanja prOJekta Imamo Ze nekaj
preliminarnih rezultatov, ki kaZejo na razlike med Cebelami iz razli¢nih
okolij. Zasnovali smo tudi vedenjske poskuse (rezultate Se
obdelujemo), pri katerih bomo v naslednjem letu skuSali odpraviti
nekaj slabosti, ki so se pojavile v letoSnjem poskusu. Z vzpostavitvijo
druzin z znanim izvorom smo pripravili odlicen material za proteomske,
morfoloSke in genetske analize, s katerim bomo lahko preverili
resolucijsko sposobnost nasih metod in ugotovili kakSen delez v celotni
variabilnosti teh lastnosti lahko pripiSemo genetskim dejavnikom.
Vedenjske raziskave bodo osvetlile socialni aspekt pretoka genetskega
materiala med populacijami in nam dale vpogled v specifiko
komuniciranja v posameznih populacijah. Bioinformacijske analize nam
nakazujejo najbolj smiselno pot za nadaljevanje raziskav, hkrati pa
nan(; omogocajo izkoris¢anje javno dostopnih podatkov za namen nase
Studije.

6.Utemeljitev morebitnih sprememb programa raziskovalnega projekta oziroma
sprememb, povecanja ali zmanjsanja sestave projektne skupine?

Raziskovalni projekt je bil izveden v obsegu, kot je bilo predvideno v prijavi. Pokritost teritorija
RS in sosednjih drzav z vzorci Cebel je v skladu s pojektnim predlogom. Genetske analize so
bile izvedene na mitohondrijski DNA s sekvenciranjem D-loop regije in na genomski DNA z
genotipizacijo 22 mikrosatelitnih lokusov. V projektnem predlogu je bila sicer predvidena tudi
genotipizacija manjsega Stevila vzorcev z mikroCipom, kar pa zaradi trzne nedosegljivosti
mikrocCipa za genotipizacijo Cebel v formatu, ki bi ga projekt financno Se prenesel, ni bilo
mogoce. VCasu izvajanja projekta je bil prej sicer dostopen 50k Cip za manjSe Stevilo vzorcev
(12 ali 24) umaknjen iz prodaje in je bil dostopen samo format za 384 vzorcev, kar je bistveno
presegalo financni obseg tega projekta. Izpad tega dela genotipizacije smo nadomestili z
bioinformacijsko analizo javno dostopnih genomskih zaporedij za kranjsko in druge rase Cebel
in na ta nacin ocenili stopnjo polimorfnosti kodogenih regij.

Na podrodju proteomskih raziskav smo se optimirali postopek za analizo hemolimfe, mati¢nega
mlecka in strupa Cebel, pri ¢emer smos e predvsem osredotocili na analizo mati¢nega mlecka in
v manjsi meri na analizo strupa, ker je bilo pridobivanje vecjih kolicin strupa kranjske Cebele
tehni¢no zelo zahtevno.

V primerjavi s projektnim predlogom smo razsirili bioinformacijski in etoloski del projekta,
slednjega tudi z eksperimentom, ki je bil dopolnjen Se z genotipizacijo vzorcev.

Tekom projekta se je sestava projektne skupine spremenila zaradi kadrovskih sprememb na
sodelujoCi organizaciji Kmetijski institut Slovenije, kjer je dr. PreSern zamenjal dr. AleSa
Gregorca v projektni skpini. Obseg skupine je tako ostal enak skozi celotno obdobje izvajanja
projekta.

7.Najpomembnejsi znanstveni rezultati projektne skupines

Znanstveni dosezek
1. |COBISS ID 29771815 Vir: COBISS.SI

Novi aspekti krakterizacije kranjske cebele (Apis mellifera carnica,

SLO
Naslov Pollmann 1879

Novel aspects in characterisation of Carniolan honey bee (Apis mellifera

ANG -
carnica, Pollmann 1879)

Clanek povzema najnovejse raziskave populacije kranjske ¢ebele z
genetskimi, proteomskimi, bioinformacijskimi, morfometricnimi in
etoloskimi metodami. Populacijo kranjske Cebele v Republiko Sloveniji
umesca v kontekst sosednjih populacij A.m.carnica in jo primerja s
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Opis

SLO

populacijami na KoroSkem, v severni Italiji in na Hrvaskem. Genetski
rezultati kaZzejo na sorazmerno veliko pestrost populacije, ki je ni mogoce
strukturirati v ekotipe, s pa jasno loci od populacije A.m.carnica na
Hrvaskem. Vedenjski parametri omogocajo loCevanje kranjske Cebele od
A.m.ligustica.

ANG

The article summarizes the latest research on Carniolan bee population
using genetic, proteomic, bioinformatics, morphometric and ethological
approach. Carniolan bee population in the Republic of Slovenia is placed
into the context of neighboring populations A.m.carnica in Carinthia,
Northern Italy and Croatia. The genetic results indicate a relatively high
diversity of the population, which can not be furthr structured in ecotypes,
but is clearly separated from the population A.m.carnica in Croatia.
Behavioral parameters allow the separation of the Carniolan bee from
A.m.ligustica.

Objavljeno

\

Biotechnical Faculty; Technology driven animal production; Acta
agriculturae slovenica, Suplement, = Supplement; 2016; Suppl. 5; str. 18-
25; Avtorji / Authors: Bozi¢ Janko, Kordis Dusan, Krizaj Igor, Leonardi
Adrijana, Mocnik Robert, Nakrst Mitja, Podgorsek Peter, PreSern Janez,
Susnik Bajec Simona, Zorc Minja, Zurc Jelena, DovC Peter

Tipologija

1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

8.Najpomembnejsi druzbeno-ekonomski rezultati projektne skupinet

Druzbeno-ekonomski dosezek

1. [COBISS ID

Vir: vpis v obrazec

Naslov

SLO

Aktualno stanje v populaciji kranjske Cebele v Sloveniji

ANG

Present situation in Slovenian Carnica population

Opis

SLO

V okviru vabljenega uvodnega predavanja na letnem sre¢anju nemske
Cebelarske zveze 13.03. 2016 v Triefnriedu je vodja projekta predstavil
raziskovalne dosezke na podrocju populacijske genetike in rejskega dela. V
predavanje z naslovom "Aktuelle Lage der Carnica-Population in
Slowenien: Populationstruktur und zlichterische Arbeit" so bili vkljuceni
tudi rezultati proteomske, bioinformacijske in etoloske analize.

ANG

In the frame of invited keynote lecture at the Annual meeting of the
German beekeepers association on March 13 2017 in Treifenried, the
project leader presented research achievements in the field of population
genetics and breeding of Carnica. In a lecture entitled "Aktuelle Lage der
Carnica-Population and Slowenien: Populationstruktur und zlichterische
Arbeit "were also included in the results of proteomic, bioinformatic, and
ethological analysis.

Sifra

B.04 Vabljeno predavanje

Objavljeno

\%

Brez objave

Tipologija

3.15 Prispevek na konferenci brez natisa

9.Drugi pomembni rezultati projektne skupine?

V skupini so se usposabljali diplomanti, magistranti in doktoranti. V okviru projekta so lahko
poglabljali svoje znanje in aplicirali teoreti¢no znanje pri reSevanju prakti¢nih projektnih nalog.
V okviru projekta je bilo izdelanih 7 diplomskih nalog, dve magistrski deli, en bolonjski
magisterij pa je Se v pripravi. V okviru projekta se je usposabljala tudi doktorska studenka
Jelena Zurc, ki svojega usposabljanja $e ni zakljucila. Clani projektne skupine so predstavljali
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delne rezultate projekta v Stevinih javnih nastopih in v okviru prireditev za ¢ebelarje. Delni
rezultati projekta s bili predstavljeni tudi sofinancerju, ki je spremljal potek projekta.

10.Pomen raziskovalnih rezultatov projektne skupine

10.1. Pomen za razvoj znanosti2

SLO

Prispevek projekta k razvoju znanosti je predvsem v kompleksnosti pristopa in povezovanju
razlicnih znanstvenih disciplin za ¢im bolj kompleksno karakterizacijo populacij medonosne
Cebele. Ta pristop omogoca do sedaj nabolj popolno karakterizacijo populacije kranjske Cebele
in njeno primerjavo s sosednjimi populacijami. Posebnega pomena je vkljucitev
bioinformacijskega pristopa, ki bo tudi v bodoCe nepogresljiv del vseh nadaljnjih populacijskih
analiz. Sodelovanje raziskovalne skupine z dolgoletnimi izkusnjami na podrocju proteomskih
analiz , Se posebno na podrocju analiz strupov je omogocila nov vpogled v sestavo Cebeljega
strupa, ki bo v bodoce, ob izboljSani tehnologij pridobivanja strupa ¢ebel, pomembno orodje za
opredelitev populacijske strukture. Ravno povezava proteomskih, genetskih in vedenjskih
pristopov pri analizi populacije je bistvena novost nase raziskave in bo v bodoce predstavljala
metodoloski standard za nadaljnje raziskave. Kljub nakazani moznosti obstoja ekotipov, je
nasa raziskava pokazala, da je v majhni, geografsko omejeni populaciji, kjer ni omejitev za
migracije znotraj populacije in kjer na distribucijo plemenskega materiala mocno vpliva
relativno majhno Stevilo vzrejevalcev matic, ni mogoce prickovati obstoja regionalno specificne
genetske strukture populacije.

ANG

Project's contribution to the development of science is mainly in the complexity of the approach
and in integration of various scientific approachesfor the complex characterization of the
honeybee populations. This approach allowed until now the most complete characterisation of
Carniolan bee population and its comparison with the neighboring populations. Of special
importance is the inclusion of bioinformatics approach, which will continue to be an
indispensable part of any subsequent population analysis. Cooperation with research group
with long lasting experience in the field of proteomic analysis, especially in the field of analysis
of toxins has allowed new insights into the composition of bee venom, which will be in the
future, with improved extraction technology of bee venom, a novel tool for defining the
population structure. Linking proteomic, genetic and behavioral approaches in the analysis of
the population is essential novelty of our research and will in the future become the standard
methodology for further research. Despite concerns over the existence of ecotypes, our
research has shown that in a small, geographically limited population without any restrictions
for migrations within the population and where the distribution of breeding material strongly
depends on relatively small number of quin breeders, the existence of regional specific genetic
population structure can not be expected.

10.2. Pomen za razvoj Slovenijel?

SLO

Projektni rezultati so izjemno pomembni za slovensko ¢ebelarstvo in za ohranjanje populacije
kranjske Cebele. Rezultati projekta kazejo na kompleksnost genetske strukture populacije
kranjske Cebele in to populacijo umescajo v kontekst sosednjih populacij v Avstriji, Italiji in na
Hrvaskem. Poznavanje genetske pestrosti znotraj populacije je izjemno pomembno za
nacrtovanje varstvenih ukrepov in za spremljanje poledic rejskega dela. Nasi rezultati
nakazujejo, da predlagana metodologija omogoca tudi identifikacijo vnosa genetskega
materiala iz sosednjih populacij v populacijo kranjske ¢ebele. Kompleksnost nasega pristopa bo
v bodoce omogocila raziskave v smeri epigenetskih in okoljsko pogojenih razlik v proteomu in
fenotipu cCebel, ki bi eventuelno vodile do specifikacije posameznih ekotipov znotraj populacije
kranjske Cebele. Nadaljnja razsiritev nabora analitskih orodij (sekvenciranje DNA in uporaba
SNP cipov, ko bodo dostopni) bosta lahko bistveno doprinesla k nac¢rtovanju in spremljanju
rejskega dela na podrocju izboljSevanja proizvdnih sposobnosti in zdravja kranjske Cebele. Za
Slovenijo je ¢ebelarstvo in obstoj avtohtone populacije ¢ebel izjemnega pomena iz
zgodovinskega, naravoslovnega pa tudi ekonomskega vidika. V svetu so bile matice kranjske
Cebele vedno iskane, povprasevanje pa je vse bolj odvisno tudi od tega koliko raziskovalnega
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dela je vloZzenega v to populacijo in kako dobro je opisan ta cenjen in tradicionalno pogosto
uporabljan genski vir.

ANG

Project results are extremely important for the Slovenian beekeeping and preservation of
Carniolan bee population. Project results show the complexity of the genetic structure of the
Carniolan bee population and define it in the context of neighboring populations in Austria,
Italy and Croatia. The information about genetic diversity within population is extremely
important for planning of protective measures and to monitor the consequences of breeding
work. Our results indicate that the proposed methodology allows the identification of
introduction of genetic material from neighboring populations in the population of Carniolan
bee. The complexity of our approach will in the future enable research towards epigenetic and
environmental-related differences in bee phenotype and proteome, which would eventually
lead to the specification of individual ecotypes within population of Carniolan bee. A further
extension of the range of analysis tools (DNA sequencing and use SNP chips when they become
available) will substantially contribute to the planning and monitoring of the breeding work for
improvement of production and health traits of Carniolan bee. For Slovenia, beekeeping and
the existence of native bee population is of great importance from a historical, biological as
well as economic perspective. In a world were for the quins of Carniolan bees always was a
demand, this increasingly also depends on how much research is invested in this population
and how well this prized and often used traditional genetic resource is described.

11.Vpetost raziskovalnih rezultatov projektne skupine

11.1. Vpetost raziskave v domace okolje

Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja delezna zaznavnega odziva?

v domacih znanstvenih krogih
pri domacdih uporabnikih

Kdo (poleg sofinancerjev) Ze izraza interes po vasih spoznanjih oziroma rezultatih?.!

Velik interes za nase rezultate kaze krovna organizacija Cebelarska zveza Sloevnije, kjer smo
nase rezultate tudi Ze predstavljali. Tudi ¢ebelarji, neposredni upravljalci populacije kranjske
Cebele so zelo zainteresirani za nase delo in pozdravljajo moZnost za nadzor nad populacijo in
cenijo moznost odkrivanja nekontroliranih igracij v populacijo kranjske ¢ebele. Posebej veliko
je zanimanje za genetsko podporo v boju proti varoi.

11.2. Vpetost raziskave v tuje okolje

Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja delezna zaznavnega odziva?

v mednarodnih znanstvenih krogih
[] pri mednarodnih uporabnikih

Navedite Stevilo in obliko formalnega raziskovalnega sodelovanja s tujini
raziskovalnimi institucijami:12

Projektna skupina je sodelovala pri pripravi EU projekta SustainaBee (KBBE.2013.1.3-02:
Sustainable apiculture and conservation of honey bee genetic diversity), katerega zasnovo je
koordinirala dr. Sara Botti s PTP, Lodi, Italija. Nasa skupina je sodelovala pri pripravi
genomskega dela projekta, ki je vkljuCeval genotipizacijo, zbiranje boloSkega materiala in
bioinformacijsko analzo. Projektni predlog je bil pozitivno ocenjen tudi v drugi fazi, vendar ni
bil izbran v financiranje.

Kateri so rezultati tovrstnega sodelovanja: .

Rezultat tega sodelovanja so povezave s ¢lani konzorcija, ki je nastal tekom priprave
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projektnega predloga in moznost, da se bomo v bodoce lahko vkljucili v podobne projektne
predloge na naslednjih razpisih. Pomemben je tudi kontakt z raziskovalnimi iniciativami znotraj
EU, ki nam omogoca spremljanje novih raziskovalnih pristopov in njihovo vkljuevanje v nase

raziskave.

12.0znadite, katerega od navedenih ciljev ste si zastavili pri projektu, katere konkretne

rezultate ste dosegli in v kakSni meri so dosezeni rezultati uporabljeni

Cilj

F.01 |Pridobitev novih prakti¢nih znanj, informacij in ves¢in

Zastavljen cilj

® pa ONE

Rezultat |

Uporaba rezultatov

F.02 |Pridobitev novih znanstvenih spoznanj

Zastavljen cilj

® pa ONE

Rezultat |

Uporaba rezultatov |

F.03 |Vecja usposobljenost raziskovalno-razvojnega osebja

Zastavljen cilj

® pa ONE

Rezultat |

Uporaba rezultatov

F.04 |Dvig tehnoloske ravni

Zastavljen cilj

® pa ONE

Rezultat I

Uporaba rezultatov |

F.05 [Sposobnost za zacetek novega tehnoloskega razvoja

Zastavljen cilj

®pa ONE

Rezultat |

Uporaba rezultatov |

F.06 |Razvoj novega izdelka

Zastavljen cilj

Rezultat |

Uporaba rezultatov

F.07 |IzboljSanje obstojecega izdelka

Zastavljen cilj

O pA @ NE

Rezultat |

Uporaba rezultatov |

F.08 [Razvoj in izdelava prototipa

Zastavljen cilj

O pA @ NE

Rezultat I

Uporaba rezultatov
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F.09 [Razvoj novega tehnoloskega procesa oz. tehnologije
Zastavljen cilj ®pAa O NE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov I v
F.10 |IzboljSanje obstojecega tehnoloskega procesa oz. tehnologije
Zastavljen cilj ® pA ONE
Rezultat |
Uporaba rezultatov |
F.11 |Razvoj nove storitve
Zastavljen cilj @ pa ONE
Rezultat I
Uporaba rezultatov | (2
F.12 |IzboljSanje obstojece storitve
Zastavljen cilj ® pa ONE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | v
F.13 |Razvoj novih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih procesov
Zastavljen cilj O DpA @ NE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | v
F.14 IzboljSanje obstojecih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih
procesov
Zastavljen cilj ® pa ONE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | v
F.15 |Razvoj novega informacijskega sistema/podatkovnih baz
Zastavljen cilj O DpA @ NE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | \4
F.16 [IzboljSanje obstojecega informacijskega sistema/podatkovnih baz
Zastavljen cilj O pA @ NE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | v
F.17 |Prenos obstojecih tehnologij, znanj, metod in postopkov v prakso
Zastavljen cilj ® pa ONE
Rezultat I v
Uporaba rezultatov | (2
F.18 Posredovanje novih znanj neposrednim uporabnikom (seminarji, forumi,
konference)
1
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Zastavljen cilj ® pa ONE
Rezultat I v
Uporaba rezultatov | v

F.19 |Znanje, ki vodi k ustanovitvi novega podjetja ("spin off")
Zastavljen cilj DA @ NE
Rezultat |
Uporaba rezultatov | v

F.20 |(Ustanovitev novega podjetja ("spin off")
Zastavljen cilj DA @ NE
Rezultat I v
Uporaba rezultatov | v

F.21 |Razvoj novih zdravstvenih/diagnosti¢nih metod/postopkov
Zastavljen cilj ® pA ONE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov I v

F.22 (Izboljsanje obstojecih zdravstvenih/diagnosti¢nih metod/postopkov
Zastavljen cilj ® pA ONE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | (2

F.23 |Razvoj novih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih resitev
Zastavljen cilj ® pa ONE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | v

F.24 Izl‘?_oljéanje obstojecih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih
resitev
Zastavljen cilj ® pA ONE
Rezultat I v
Uporaba rezultatov |

F.25 |Razvoj novih organizacijskih in upravljavskih resitev
Zastavljen cilj O paA @ NE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | v

F.26 |IzboljSanje obstojecih organizacijskih in upravljavskih resitev
Zastavljen cilj O DpA @ NE
Rezultat I v
Uporaba rezultatov | v

F.27 |Prispevek k ohranjanju/varovanje naravne in kulturne dediscine
Zastavljen cilj @ pa ONE
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Rezultat

Uporaba rezultatov

F.28

Priprava/organizacija razstave

Zastavljen cilj

O pa @ NE

Rezultat

Uporaba rezultatov

F.29

Prispevek k razvoju

nacionalne kulturne identitete

Zastavljen cilj

®pa ONE

Rezultat

Uporaba rezultatov

F.30

Strokovna ocena stanja

Zastavljen cilj

®pa ONE

Rezultat

Uporaba rezultatov

F.31

Razvoj standardov

Zastavljen cilj

O pa @ NE

Rezultat

Uporaba rezultatov

F.32

Mednarodni patent

Zastavljen cilj

O pa @ NE

Rezultat

Uporaba rezultatov

F.33

Patent v Sloveniji

Zastavljen cilj

O pa @ NE

Rezultat

Uporaba rezultatov

F.34

Svetovalna dejavnost

Zastavljen cilj

® pa ONE

Rezultat

Uporaba rezultatov

F.35

Drugo

Zastavljen cilj

O pa @ NE

Rezultat

Uporaba rezultatov

Komentar

Projekt je bil usmerjen k povezovanju razli¢nih raziskovalnih pristopov za karakterizacijo
populacije kranjske ¢ebele in je na podrolju integracije rezultatov, razvoja metod in njihove
prilagoditve za specificne aplikacije v okviru projekta. Na tem podrocju je projekt dosegel

Poroc¢ilo;:ARRS-CRP-ZP-2017/16

Stran 13 od 17



Zakljuéno porocilo ciljnega raziskovalnega projekta - 2017

zastavljene cilje, Stevilni metodoloski nastavki pa bodo uporabljeni tudi na nadaljevanju
raziskav in jih bomo lahko v celoti implementirali Sele v naslednjih 2-3 letih. Na drugi strani pa
projekt ni bil namenjen razvoju trznih aplikacij ali celo vzpostavitvi podjetja, ki bi lahko trZilo
pridobljeno znanje. Zato tovrstnih ciljev nismo zasledovali. Glavni namen projekta je bil
povezati obstojeco infrastrukturo in raziskovalen kompetence razli¢nih raziskovalnih organizacij
in jih v projektne kontekstu uporabiti za podporo monitoringa in upravljanja populacije
avtohtone populacije medonosne cebele v RS.

13.0znacdite potencialne vplive oziroma ucinke vasih rezultatov na navedena podrodja

Vpliv N_i Majh_en Sred_nji Velik
vpliva | vpliv vpliv vpliv

G.01 Razvoj visokosolskega izobrazevanja
G.01.01. |Razvoj dodiplomskega izobraZevanja @] @] @] @®
G.01.02. |Razvoj podiplomskega izobrazevanja @] @] ® @]
G.01.03. |Drugo: O O O O
G.02 Gospodarski razvoj
G020 | o atoriow e trgu. ©| o0 | e |c¢
G.02.02. |Siritev obstojecih trgov @] C @® C
G.02.03. |Znizanje stroékov proizvodnje O ® O C
G.02.04. grqn;g?jé:nje porabe materialov in ® O O '
G.02.05. |Razsiritev podro¢ja dejavnosti @] C @® C
G.02.06. |Vedja konkurenéna sposobnost O C ® C
G.02.07. |Vegji dele? izvoza @] C @] @®
G.02.08. |Povelanje dobi¢ka O C C
G.02.09. |Nova delovna mesta @® C O C
G.02.10. ZDa"Fi)%SiIZ:nbiLaZbe”e strukture O O O
G.02.11. |Nov investicijski zagon O O O
G.02.12. |Drugo: @] @] @] @]
G.03 Tehnoloski razvoj
G.03.01. Zg?anvor:giléa razsiritev/posodobitev ® e O e
G.03.02. 'gz?anvor:gilt:(io prestrukturiranje ® @) '®) '®)
G.03.03. |Uvajanje novih tehnologij @] @® @] @]
G.03.04. |Drugo: O O O O
G.04 Druzbeni razvoj
G.04.01 |Dvig kvalitete Zivljenja @] C C
G.04.02. |Izboljdanje vodenja in upravljanja @® C @] C
c0n05. |I0iRame delovemie scminsiacie | o | o | © | ©
G.04.04. |Razvoj socialnih dejavnosti @® C @] C
G.04.05. |Razvoj civilne druzbe @® C @] C
G.04.06. |Drugo: @] C @] C
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Ohranjanje in razvoj nacionalne i ) i i
G.05. naravne in kulturne dediscine in O O O ®
identitete
G.06 Varovanje okolja in trajnostni - Py - )
.06. razvoj
G.07 Razvoj druzbene infrastrukture
G.07.01. .Informacusko—komunlkacuska @ @) '®) @)
infrastruktura
G.07.02. |Prometna infrastruktura ® O L&) O
G.07.03. |Energetska infrastruktura ® O O O
G.07.04. |Drugo: O O O O
G.08 Varovanje zdravja in razvoj S ) S o
U zdravstvenega varstva
G.09. Drugo: L&) O O O
Komentar

Potencialni vpliv rezultatov tega projekta se odraza predvsem na podrocju izobrazevanja in
gradnje kompetenc projektne skupine. Skozi pedagoski proces in mentoriranje Studentov smo
raziskovalne rezultate neposredno prenasali v u¢ne programe in na ta nacin posodabljali tako
metodoloske kot konceptualne vsebine ucnih programov. Drugo pomembno podrocje, na
katerega imajo vpliv projektni rezultati je ohranjanje naravne dedisCine in biotske pestrosti
skozi karakterizacijo in upravljanje s populacijo medonosne ¢ebele v Sloveniji. Ker gre za
avtohtono raso Cebel, ki je znacilna za Slovenijo in je tudi temelj tradicionalnega Cebelarstva
pri nas, je odgovornost za to populacijo Se toliko vecja in jo je mogoce izpolniti samo s stalnim
izboljSevanjem metod monitoringa in upravljanja s populacijo.

14.1zjemni dosezek v letu 201614

14.1. Izjemni znanstveni dosezek

Kot znanstveni dosezek izpostavljamo osvetlitev populacijske strukture in sorodnosti populacije
kranjske Cebele v RS s sosednjimi populacijami. Medtem, ko analiza mtDNA kaZe dokaj pestro
strukturo in prisotnost relativno velikega Stevila mitohondrijskih haplotipov, je alelna pestrost
genomske DNA omejena in predstavlja relativnho kompaktno genetsko skupino, ki ne kaze
notranje strukturiranosti. Zanimiva je jasna loCitev slovenske populacije od hrvaske, pa tudi od
populacije A.m.ligustica, znacilne za mejna obmocdja Italije. Ti rezulatati kazejo na
kompleksnost genetske strukture slovenske populacije A.m.carnica in do neke mere odrazajo
tudi recentne vnose genotipov iz okoliskih populacij. Tako tezko govorimo o zanesljivih
molekularnih markerjih, ki bi slovensko populacijo kranjske Cebele jasno lo¢evali od sosednjih
populacij. Ta interpretacija je relativno nova in problematizira predstave o geografsko strogo
omejeni populaciji kranjske cebele.

14.2. Izjemni druzbeno-ekonomski dosezek

Kot druzbeno ekonomski doseZek izpostavljamo sodelovanje ¢lanov projektne skupine pri
pripravi strokovnih podlag za novi Zakon o Zivinoreji, kjer se ¢lani projektne skupine
zavzemamo, da b bila ¢ebela kot vrsta, ki je evropska Direktiva ne vkljucuje, zajeta n
nacionalno zakonodajo. Menimo, da bi vkljucitev ¢ebelarstva v Zakon o Zivinoreji omogocila
napredek rejskega dela in razvoj strategije za ohranjanje te avtohtone populacije in izboljSanje
njenih proizvodnih in zdravstvenih lastnosti. Na ta nacin bi zagotovili podporo rejskemu delu, ki
je zajeto edino v zakonodaji s podrocja Zivinoreje, v okoljski zakonodaji, kjer se v vecini drzav
Cebelarstvo nahaja pa ta aspekt ni zajet.
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C. IZJAVE

Podpisani izjavljam/o, da:
e so vsi podatki, ki jih navajamo v porocilu, resnicni in to¢ni
e se strinjamo z obdelavo podatkov v skladu z zakonodajo o varstvu osebnih podatkov za potrebe
ocenjevanja in obdelavo teh podatkov za evidence ARRS
e 5o vsi podatki v obrazcu v elektronski obliki identi¢ni podatkom v obrazcu v pisni obliki
so z vsebino zakljucnega porocila seznanjeni in se strinjajo vsi soizvajalci projekta
e bomo sofinancerjem isto¢asno z zaklju¢nim porocilom predlozili tudi elaborat na zgoscenki (CD), ki
ga bomo posredovali po posti, skladno z zahtevami sofinancerjev.

Podpisi:

zastopnik oz. pooblas¢ena oseba vodja raziskovalnega projekta:

. o in
raziskovalne organizacije:
Univerza v Ljubljani, BiotehniSka Peter Dov¢
fakulteta
Z1G
Datum: 14.3.2017

Oznaka porocila: ARRS-CRP-ZP-2017/16

! Napisite povzetek raziskovalnega projekta (najve¢ 3.000 znakov v slovenskem in angleSkem jeziku). Nazai

2 Napidite kratko vsebinsko porocilo, kjer boste predstavili raziskovalno hipotezo in opis raziskovanja. Navedite cilje iz
prijave projekta in napisite, ali so bili cilji projekta doseZeni. Navedite klju¢ne ugotovitve, znanstvena spoznanja, rezultate
in ucinke raziskovalnega projekta in njihovo uporabo ter sodelovanje s tujimi partnerji. Najve¢ 12.000 znakov vklju¢no s
presledki (priblizno dve strani, velikost pisave 11). Nazaj

3 Realizacija raziskovalne hipoteze. Najve¢ 3.000 znakov vkljuéno s presledki (priblizno pol strani, velikost pisave 11).
Nazaj

4 V primeru odstopanj in sprememb od predvidenega programa raziskovalnega projekta, kot je bil zapisan v predlogu
raziskovalnega projekta oziroma v primeru sprememb, povecanja ali zmanjsanja sestave projektne skupine v zadnjem letu
izvajanja projekta, napisite obrazloZitev. V primeru, da sprememb ni bilo, to navedite. Najve¢ 6.000 znakov vklju¢no s
presledki (priblizno ena stran, velikosti pisave 11). Nazaj

5 Navedite znanstvene dosezke, ki so nastali v okviru tega projekta.

Raziskovalni dosezek iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zakljucnega porocila) vpisete tako, da izpolnite COBISS
kodo dosezka - sistem nato sam izpolni naslov objave, naziv, IF in srednjo vrednost revije, naziv FOS podrocja ter
podatek, ali je dosezek uvrs¢en v A" ali A'. Nazaj

& Navedite druzbeno-ekonomske doseZke, ki so nastali v okviru tega projekta.

Druzbeno-ekonomski rezultat iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) vpiSete tako, da izpolnite
COBISS kodo dosezka - sistem nato sam izpolni naslov objave, naziv, IF in srednjo vrednost revije, naziv FOS podrocja
ter podatek, ali je dosezek uvrséen v A" ali A'.

Druzbeno-ekonomski dosezek je po svoji strukturi drugacen kot znanstveni dosezek. Povzetek znanstvenega dosezka je
praviloma povzetek bibliografske enote (¢lanka, knjige), v kateri je dosezek objavljen.

Povzetek druzbeno-ekonomskega dosezka praviloma ni povzetek bibliografske enote, ki ta dosezek dokumentira, ker je
dosezek sklop vec rezultatov raziskovanja, ki je lahko dokumentiran v razli¢cnih bibliografskih enotah. COBISS ID zato ni
enoznacen izjemoma pa ga lahko tudi ni (npr. prehod mlajsih sodelavcev v gospodarstvo na pomembnih raziskovalnih
nalogah, ali ustanovitev podjetja kot rezultat projekta ... - v obeh primerih ni COBISS ID). Nazaj

7 Navedite rezultate raziskovalnega projekta iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zakljuénega poroéila) v primeru, da
katerega od rezultatov ni mogoce navesti v tockah 7 in 8 (npr. ni voden v sistemu COBISS). NajveC 2.000 znakov,
vkljuéno s presledki. Nazaj

8 Pomen raziskovalnih rezultatov za razvoj znanosti in za razvoj Slovenije bo objavljen na spletni strani:
http://sicris.izum.si/ za posamezen projekt, ki je predmet poro¢anja. Nazaj
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Najvec 4.000 znakov, vklju¢no s presledki. Nazaj
10 Najve¢ 4.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj
11 Najveé 500 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaij
12 Najve€ 500 znakov, vklju¢no s presledki. Nazaj
13 Najve¢ 1.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj

14 Navedite en izjemni znanstveni doseZek in/ali en izjemni druzbeno-ekonomski dosezek raziskovalnega projekta v letu
2016 (najvec¢ 1000 znakov, vklju¢no s presledki). Za dosezek pripravite diapozitiv, ki vsebuje sliko ali drugo slikovno
gradivo v zvezi z izjemnim dosezkom (velikost pisave najmanj 16, priblizno pol strani) in opis izjemnega dosezka (velikost
pisave 12, priblizno pol strani). Diapozitiv/-a prilozite kot priponko/-i k temu porocilu.

Vzorec diapozitiva je objavljen na spletni strani ARRS http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/, predstavitve dosezkov za
pretekla leta pa so objavljena na spletni strani http://www.arrs.gov.si/sl/analize/dosez/ Nazaij

Obrazec: ARRS-CRP-ZP/2017 v1.00
CB-25-DF-0D-94-6E-FE-9F-B6-B0-A1-E0-42-56-EC-3A-46-EA-62-E3
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Izvlecek

Populacijsko genetske raziskave vzorcev kranjske cebele iz Slovenije in sosednjh drzav so
pokazale, da je pestrost mitohondrijske DNA v populaciji kranjske ¢ebele bistveno veéja, kot
so to kazale preliminarne raziskave. Sekvenc¢na analiza je pokazala sorazmerno Sirok nabor
mitohondrijskih tipov, ki se pojavljajo v vecini populacij. V nasprotju s pricakovanji smo
pokazali, da ni za posamezno populacijo specificnih mtDNA haplotipov. Analiza 24
mikrosatelitnih lokusov na 569 vzorcih kranjske cebele iz razlicnih obmocij Slovenije,
Hrvaske, Avstrijske Koroske in obmejnega pasu z Italijo je pokazala, da sicer obstajajo
populacijske razlike, vendar vecina vzorcev tvori komapktno skupino, ki se ne diferencira.
Tako tvorijo vsi slovenski in vzorci z Avstrijske Koroske enotno gruco brez zaznavne
diferenciacije po regijah. Vzorci iz Hrvaske se jasno locijo od vzorcev iz Slovenije, vendar ne
tvorijo zelo prepri¢ljivo locenih dveh gru¢, kot bi glede na njihov izvor v celinskem in
obalnem delu Hrvaske pricakovali. Vzorci iz Italije tvorijo razprSeno gruco, ki je jasno locena
od osredje gruce slovenskih vzorcev, kar kaze na moznost, da gre za krizance z A.m.ligustica.
V skladu z naértom dela smo vzpostavili metodologijo za proteomske analize cebeljih
vzorcev. Pogoje za izvedbo dvodimenzionalne poliakrilamidne gelske elektroforeze (2DE), ki
smo jih v predhodnem obdobju vzpostavili s pomocjo analize kompleksnega modrasovega
strupa, smo optimizirali za analize ¢ebeljih vzorcev. Najve¢ pozornosti smo posvetili analizi
maticnega mlecka in hemolimfe. Primerjalne analize maticnega mlecka razliénih druzin
(mati¢njakov) kranjske ¢ebele iz dveh razliénih slovenskih regij (Gorenjska in Dolenjska)
jasno izkazujejo razlike v njihovi proteinski sestavi, tako na nivoju regij, kot na nivoju
razli¢nih druzin iz iste regije. Bolj kot razlike v sami sestavi so izrazite razlike v zastopanosti
dolocenih proteinov.

Pri kranjski ¢ebeli zelo verjetno obstajajo razlike v izrazanju doloc¢enih genov, ki so povezani
z razli¢nimi morfolodkimi, vedenjskimi in proizvodnimi lastnostmi. Stevilni geni, ki so
pomembni za obnasanje ¢ebel so mocno ohranjeni pri razli¢nih socialnih zuzelkah, vendar pa
so nastale razlike v regulaciji teh genov. Ker so podvrste ¢ebele podvrzene razliénim
selekcijskim pritiskom, so mozna spremenjena vezavna mesta za transkripcijske faktorje, ki
so nastala z cis-regulatorno evolucijo, pogojena pa so bila s selekcijo za dolocene adaptivne
lastnosti.

Z analizo morforloskih znacilnosti smo obdelali dolzino tibije, dolZino rilcka in kubitalni
indeks. Rezultati kazejo, da je dolzina rilcka korelirana z vrsto pase, ki jo ¢ebele najpogosteje
izkoriS¢ajo. Spremljali smo tudi gibanje kubitalnega indeksa in ugotovili, da je tipicna
vrednost tega fenotipskega parametra za kranjsko ¢ebelo po letih sicer razlicna, vendar se
vrednosti v zadnjih letih gibljejo med 2.6 in 2.7.
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l. Molekularno genetske analize

Populacijsko genetske raziskave vzorcev kranjske ¢ebele iz Slovenije in sosednjh drzav so
pokazale, da je pestrost mitohondrijske DNA v populaciji kranjske Cebele bistveno vecja, kot
so to kazale preliminarne raziskave. Sekvenc¢na analiza je pokazala sorazmerno Sirok nabor
mitohondrijskih tipov, ki se pojavljajo v vec€ini populacij. V nasprotju s pri¢akovanji smo
pokazali, da ni za posamezno populacijo specificnih mtDNA haplotipov. Analiza 24
mikrosatelitnih vzorcev na 569 vzorcih kranjske cebele iz razlicnih obmocij Slovenije,
Hrvaske, Avstrijske Koroske in obmejnega pasu z Italijo je pokazala, da sicer obstajajo
populacijske razlike, vendar vec€ina vzorcev tvori komapktno skupino, ki se ne diferencira.
Tako tvorijo vsi slovenski in vzorci z Avstrijske Koroske enotno gruco brez zaznavne
diferenciacije po regijah. Vzorci iz Hrvaske se jasno locijo od vzorcev iz Slovenije, vendar ne
tvorijo zelo prepric¢ljivo locenih dveh gruc, kot bi glede na njihov izvor v celiskem in obalnem
delu Hrvaske pricakovali. Vzorci iz Italije tvorijo razprSeno gruco, ki je jasno loCena od
osredje gruce slovenskih vzorcev, kar kaze na moznost, da gre za krizance z A.m.ligustica.

Analizirane populacije iz Avstrije, Hrvaske, Italije, Makedonije in Slovenije predstavljajo
vzorec 569 &ebel, od tega 371 iz Slovenije (pokrajine Gorenjska, Ljubljana, Stajerska,
Primorska, Bovec, Dolenjska, Koroska, Prekmurje). Analiza z orodjem Genetix jasno loci
vzorce iz Avstrije, Italije, Hrvaske in Slovenije. Slovenski vzorci zelo homogeni, brez vidne
resolucije lo¢evanja med vzorci (graf 1). Tabela s frekvencami alelov, heterozigotnostjo, Fis
vrednostmi in signikantnostjo odstopanje Fis vrednosti od (test HWE) prikazuje znacilnosti
distribucije alelov. Opazno je odstopanje od HWE pri hrvaskih vzorcih, ki so tudi najbolj
heterogeni.
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Slika 1: medpopulacijski odnosi A.m.carnica in Iigusﬁca.

Tabela 1: podatki o distribuciji alel in znacilnostih populacij.
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STEVILO ALELOV NA LOKUS NA POPULACIJO

number of alleles sampled :

Avstrija
A24
Ap273
A28
A43
A8
A88
A107
Al4
A35
A7
Al113
Ap55
Ap81l
Ap226
A(B)12
A79
Ac306
Ap43
Ap53
A29
Ap289
Ap33
Ap36
FIS IN ODKLON OD HWE
Fis Per population :

A24 0.068
Ap273 -0.011
A28 -0.422
A43 -0.386
A8 0.051
AS8 0.101
A107 0.080
Al4 -0.105
A35 0.101
A7 -0.057
A113 -0.035
Ap55 0.176
Ap81 -0.087
Ap226 -0.134
A(B)12 -0.233
A79 0.008
Ac306 0.212
Ap43 0.065
Ap53 0.362
A29 -0.121
Ap289 0.131
Ap33 0.016
Ap36 -0.017

All -0.005
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Hrvaska

0.096
-0.205
-0.745
-0.022

0.018

0.109

0.083

0.121

0.165
-0.088

0.132
-0.169
-0.206
-0.195

0.034

0.003
-0.027

0.028

0.375

0.008
-0.222

0.018
-0.491

-0.033

N oo

13

17

12
18
10
12

11
10

11
25
25
13
16
10

Italija

-0.009
-0.013
-0.059
-0.556
0.085
0.046
0.017
0.196
0.080
0.151
0.039
-0.026
-0.128
-0.014
0.392
0.047
0.147
0.046
-0.000
0.021
0.405
-0.006
0.438

0.045

A 00N D

12

16
11

10

18
21

11

Makedonija

0.143
NA
-0.750
0.118
0.284
0.357
-0.167
-0.125
0.750
0.040
-0.091
0.727
0.489
-0.220
0.189
-0.091
-0.125
0.100
0.118
-0.077
-0.171
0.273
0.000

0.087
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Slovenija

-0.033
0.055
-0.743
0.212
0.010
-0.029
-0.001
0.074
0.008
0.016
0.013
0.087
0.109
-0.044
0.018
-0.016
-0.013
-0.069
0.373
0.015
-0.033
0.020
0.034

0.012

6

4

7
14
14
12
19
12
10
18
12
20

8

8
16
10

9
13
29
26
15
14
20

SKUPAJ

16
15
12
22
14
16
25
15
21
11
11
18
14
12
17
32
27
20
17
24
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S statisticnim programom Structure smo skusali oceniti populacijsko ¢istost posameznih
populacij. Najbolj verjetno Stevilo genetskih skupin je 3, loCeni sta populaciji iz Avstrije in
Italije, ostale so si zelo podobne. Po verjetnosti sledi Stevilo skupin K=7 in nato K=5. Pri teh
dveh vrednostih je lazje biolosko razloziti razdelitev, zato sta ti dve tudi prikazani.

Avstrija | |ta|IJiEI ”
Makedonija L

Slovenija

Gorenjska novi

Slika 2: STRUCTURE analiza populacij A.m.carnica

Vidno je, da sta na Hrvaskem dve skupini, vendar je veliko tudi vzorcev s pripadnostjo obema
skupinama, zato tudi ni opazne jasne lo¢enosti v Genetix grafu. Dolo¢ena st strukturiranost
opazna tudi pri slovenskih vzorcih, predvsem odstopa del vzorcev iz Gorenjske.

i1

Slika 3: Kladogram predstavlja odnose med mtDNA haplotipi v slovenski, avstrijski in
hrvaski populaciji A.m.carnica in A.m.ligustica.
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Il. Proteomska analiza

V skladu z naértom dela smo metodologijo proteomske raziskave optimizirali za analize
cebeljih vzorcev. Pogoje za izvedbo dvodimenzionalne poliakrilamidne gelske elektroforeze
(2DE), ki smo jih v predhodnem obdobju vzpostavili s pomoc¢jo analize kompleksnega
modrasovega strupa, smo optimizirali za analize ¢ebeljih vzorcev: strupa, mati¢nega mlecka
in hemolimfe. Ker strupa kranjske ¢ebele (Apis mellifera carnica) se nismo imeli smo si
pomagali s strupom sorodne kavkaSke cebele po poreklu iz Gruzije (Apis mellifera
caucasica), ki smo ga dobili od kolegice iz podjetja Medex, d.o.o. Mati¢ni mlecek in
hemolimfa, ki smo ju analizirali sta bila od kranjske cebele.

Kot smo predvidevali je bila izbira modrasovega strupa, kot referencnega strupa, zelo
primerna za vzpostavitev dobrih pogojev za analizo manj kompleksnih cebeljih vzorcev.

Optimizacija 2DE analize

V prvi dimenziji, izoelektri¢no fokusiranje (IEF), smo vzorce razdvajali na 7 cm trakovih z
imobiliziranim nelinearnim gradientom pH 3-11. IEF smo izvedli na aparaturi Ettan IPGphor
Il pri 20 °C, z omejitvijo toka na 50 pA/trak ni v elektricnem polju, ki se je spreminjal po
sljedec¢em programu: 300 V, 45 min; 1000 V, 30 min; 5000 V, 80 min; 5000 V do 6000 Vh
celotne jakosti elektricnega toka, ki je pretekel skozi trak. Fokusirane IPG trakove smo
reducirali z DTT in alkilirali z iodoacetamidom pred analizo v drugi dimenziji. Sestavo pufra
za pripravo vzorcev in izvedbo IEF smo optimizirali s pomoc¢jo modificirane Taguchijeve
metode (Khoudoli in sod. Proteome Sci. 2004; 2: 6, doi:10.1186/1477-5956-2-6), ki omogoca
enostavno optimizacijo veckomponentnih sistemov. Pufer je vseboval standardne
komponente: 7 M urea, 2 M tiourea, 30 mM Tris pufer, 0.002% (m/v) barvilo Bromfenol
modro in 12 pL/mL DeStreak reagent. Poleg njih pa $e dva detergenta (CHAPS i ASB-14) in
amfolite, katerih koncentracije je bilo potrebno optimizirati. Klasi¢ni postopek optimizacije bi
zahteval evaluacijo vseh moznih kombinacij teh treh komponent. To pomeni, da bi za
kombinacijo treh razli¢nih koncentracij vsakega izmed reagentov potrebovali 27 2DE analiz
(3%). S pomogjo ortogonalne Taguchijeve matrike (tabela 1) smo najboljie pogoje za IEF
dolo¢ili z izvedbo samo devet 2DE analiz (slika 1). V drugi dimenziji, poliakrilamidna
elektroforeza v prisotnosti Na-dodecil sulfata (NaDS-PAGE), smo namesto klasi¢nega pufra
Tris/glicin uporabili pufer Tris/taurin, ki omogoca locevanje proteinov v Sirokem razponu
molekulskih mas (5 - 250 kDa) na istem gelu (Tastet in sod. Electrophoresis 2003; 24: 1787-
94). 2DE gele smo po analizi barvali s koloidnim srebrom, posneli z aparaturo Image Scanner
z uporabo racunalniSkega programa LabScan 5 in analizirali s programom Image Master 2D
Platinum 6.0 (GE Healthcare Life Sciences). UspeSnost razdvajanja proteinov u razli¢nih
pogojih, smo ocenili glede na Stevilo proteinskih lis, ki smo jih detektirali na posameznem
2DE gelu (tabela 1). Optimizirani rehidracijski pufer (ORP) je tako poleg standardnih
komponent vseboval: 2.5% (m/v) CHAPS, 0,25% (m/v) ASB-14 in 1% (v/v) amfolite. V teh
pogojih smo modrasov strup lo¢ili na 215 proteinskih lis (slika 2).
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Slika 4. Enodimenzionalna analiza strupa kavkaske cebele. Strup smo raztopili v vodi,
centrifugirali in posebej analizirali topni in netopni del. Obe frakciji smo topili v NaDS PAGE
pufru z dodanim reducentom (DTT) ali brez. Poliakrilamidni gel z 10% T smo pripravili v
Tris pufru s teoreticno izra¢unanim pH 7.75 (110 g/l Tris/0.6 M HCI). NaDS-PAGE smo
izvedli z uporabo anodnega Tris/glicin in katodnega Tris/taurin pufra. Gele smo pobarvali z
barvilom PageBlue, slikali in analizirali s racunarskim programom.
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Slika 5. 2DE separacija mati¢nega mlecka in hemolimfe kranjske cebele. (A) 30 pg
mati¢nega mlecka oziroma (B) 95 pg hemolimfe (vsebuje ~50 ug proteinov) kranjske cebele
smo raztopili v rehidracijskem pufru za IEF in analizo izvedli na IPG trakovih (7 cm,
nelinearni gradient pH 3-11) s skupnim tokom 6000 Vh/trak. Proteine smo pred drugo
dimenzijo reducirali z DTT in alkilirali z iodoacetamidom. Poliakrilamidni gel z 10% T smo
pripravili v Tris pufru s teoreticno izracunanim pH 7.75 (110 g/l Tris/0.6 M HCI). NaDS-
PAGE smo izvedli z uporabo anodnega Tris/glicin in katodnega Tris/taurin pufra. 2DE gele
smo pobarvali s srebrom, slikali in analizirali s ra¢unarskim programom.
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Sklep 1: Pogoji locbe, ki smo jih dolo¢ili s testnimi ¢ebeljimi vzorci, predstavljajo osnovo za
primerjalno analizo strupa, mati¢nega mlecka in hemolimfe kranjske cebele iz razlicnih
podrocij v Sloveniji.

V drugi polovici leta 2015 smo prejeli prve vzorce druzin kranjske ¢ebele. Prejeli smo vzorce
(iz po treh mati¢njakov oziroma druzin) mati¢nega mlecka iz dveh krajev na Gorenjskem
(vzorci B in K) in dveh krajev na Dolenjskem (vzorci R in S).

Z uporabo 2DE in RP-HPLC analiz smo izvedli primerjalne analize proteinske sestave
vzorcev B1-B3 in K1-K3 mati¢nega mlecka iz Gorenjske regije in pa vzorcev R1-R3 in S1-S3
mati¢nega mlecka iz Dolenjske regije.

Del vsakega vzorca smo prenesli v Cisto, predhodno stehtano 1,5 mL mikrocentrifugirko. S
tehtanjem smo dolo¢ili koli¢ino posameznega vzorca in ga nato raztopili v pufru za 2DE (30
mM Tris, 7 M urea, 2 mM tiourea, 2,5% (m/v) CHAPS in 0,25% (m/v) ASB-14) tako, da je
kon¢na proteinska koncentracija bila 250 pg/ul. Podatek o vsebnosti proteinov v mati¢cnem
mlecku smo vzeli iz literature in znasa 56,6%. Vzorce smo pustili ¢ez no¢ v hladilniku in jih
potem analizirali z 2DE ali HPLC analizo na obrnjeni fazi (»reversed phase«).

2DE analiza

Prva dimenzija — izoelektricno fokusiranje (IEF)

7-cm elektroforetski trak z imobiliziranim nelinearnim gradientom pH 3-11 v gelu (IPG) smo
v rehidracijskem pladnju ¢ez no¢ inkubirali v pufru (30 mM Tris, 7 M urea, 2 M tiourea,
0,002 % (m/v) bromfenol modro, 2,5 % (m/v) CHAPS, 025 % (m/v) ABS-14
(alkilamidosulfobetain-14), 1 % (v/v) amfoliti (pH 3-11), 1,2 % (v/v) DeStreak Reagent
(spremeni tiolne skupine v stabilne disulfide in s tem prepreci nespecifiéno oksidacijo
proteinov)), ki smo mu dodali 50 pg maticnega mlecka. IPG trak smo prekrili z mineralnim
oljem ter tako preprecili izhlapevanje vode in kristalizacijo uree. Po konc¢ani rehidraciji smo
IPG-trak sprali z vodo, ga vpeli med elektrodi in izvedli IEF na aparaturi Ettan IPGphor (GE
Healthcare Life Sciences, ZDA). IEF je potekal pri 20 °C, omejitvi toka 50 pA/trak in v
elektricnem polju, ki smo ga spreminjali po naslednjem programu: 45 min pri 300 V, 30 min
pri 1000 V ter 80 min pri 5000 V. Cetrta faza IEF je potekala pri 5000 V toliko ¢asa, da je
celokupna mo¢€ elektricnega toka, ki je stekel skozi trakove, dosegla 6000 Vh.

Druga dimenzija — NaDS-PAGE

IPG trak smo najprej pri sobni temperaturi 15 min reducirali s 65 mM DTT v ekvilibracijskem
pufru v prisotnosti NaDS (6 M urea, 75 mM Tris/HCI, pH 7,5, 30 % (v/v) glicerol, 4 % (m/v)
NaDS, 0,002 % (m/v) bromfenol modro) ter nato Se 15 min alkilirali s 135 mM
jodoacetamidom (IAA), raztopljenim v enakem pufru. IPG-trak smo nato polozili na 10 %
(m/v) PA-gel in ga zalili s 0,5 % (m/v) agarozno raztopino. Katodni pufer je vseboval 50 mM
Tris, 0,1 % (m/v) NaDS in 200 mM glicin, anodni pa namesto glicina 200 mM tavrin.
Elektroforeza je potekala pri stalnem toku 10 mA/gel. Po konc¢ani elektroforezi smo proteine
v gelu obarvali z AgNO3.

Pobarvane gele smo digitalizirali z Image Scanner-jem s pomocjo racunalniskega programa
LabScan 5 (GE Healthcare, Amersham Biosciences) ter slike analizirali in primerjali med
seboj z racunalniskim programom Image Master 2D Platinum 6.0 (GE Healthcare, Amersham
Biosciences) (slika 3). V posameznih gelih smo dolo¢ili Stevilo proteinskih lis (zbrano v
Tabeli 1).

Opazene razlike v Stevilu proteinskih lis gredo v glavnem na racun proteinov, prisotnih v
nizkih mnozinah. Stevilo intenzivnih lis se med posameznimi geli zelo malo razlikuje.
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Najmanj so se med seboj razlikovali vzorci mati¢nega mlecka B1-3 iz Gorenjske regije, kjer
smo v vzorcu B1 v primerjavi z ostalimi opazili ve¢ proteinskih lis med proteini, Ki SO prisotni
v nizki koncentraciji (okvirjeni z rde¢im kvadratom) in bolj intenzivno liso v kislem pH
obmocju pri 80 kDa.

Glede na razporeditev in intenziteto dolocenih proteinskih lis (obkrozeni rdece na sliki 3) v
vzorcih K je le-te mozno med seboj jasno razlikovati. Prav tako se razlikujejo od vzorcev B.
Tudi med vzorci R iz Dolenjske regije so jasno opazne specifi¢ne razlike, ki jih lo¢ijo med
seboj kot tudi od vzorcev iz Gorenjske regije.

Tabela 1.
Vzorec Stevilo
matic¢nega | proteinski
mlecka h lis
Bl 249
B2 230
B3 250
K1 252
K2 231
K3 271
R1 269
R2 269
R3 243
pH3 pH11 pH3 pH11 “pH3 pH11 KDa
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Slika 6. Primerjava proteinske sestave vzorcev mati¢nega mlecka kranjske cebele iz—
Gorenjske regije (B1-3, K1-3) in iz Dolenjske regije (R1-3). Z rde¢im so obkrozene skupine
proteinov, Ki se izrazito razlikujejo med posameznimi vzorci.

Visokotla¢na kromatografija na obrnjenih fazah (RP-HPLC)
Vzorce S iz Dolenjske regije smo analizirali in primerjali s RP-HPLC analizo na koloni
PLRP-S.
Kromatografijo smo izvajali na HPLC-sistemu 1100 (Hewlett Packard, ZDA). Kolono smo
uravnotezili s topilom A, 0,1 % (v/v) TFA v vodi. Vzorec mati¢nega mlecka (10 pl), ki smo
ga predhodno pripravili v pufru za 2DE, smo razred¢ili v topilu A do 500 pl, centrifugirali 5
minut pri 14000xg. Vzeli smo 200 pl vzorca (vsebuje 1 mg proteinov), ga red¢ili do 500 pl in
nanesli na kolono pri pretoku 1 ml/min. Po spiranju nevezanih proteinov s kolone s topilom
A, smo vezane proteine eluirali pri pretoku 1 ml/min z gradientom topila B, 90 % (v/v)
acetonitril, ki je vseboval 0,1 % (v/v) TFA v vodi, na naslednji nacin:
e vzorec S1: 0-30% B v 5 minutah, 30-45% B v 15 minutah, 45-70% B v 50 minutah in
70-100% B v 5 minutah,
e vzorca S2 in S3: 0-30% B v 5 minutah, 30-45% B v 15 minutah, 45-53% B v 15
minutah in 53-100% B v 5 minutah.

Iz slike 4 vidimo, da imata vzorca S1 in S3 enak kromatografski profil, medtem ko se S2 od
njiju razlikuje v medsebojnem razmerju povrsine/visine vrhov, ki se s kolone spereta pri ¢asu
26,4 in 27,1 min (obkrozeno z rdec¢im).
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Slika 7. Primerjava PR-HPLC profilov vzorcev maticnega mlecka iz treh razli¢nih druzin
kranjske ¢ebele (S1-S3) iz Dolenjske regije. Analiza je bila izvedena na koloni PLRP-S.

Sklep 2: Primerjalne analize mati¢nega mlecka razli¢nih druzin (mati¢njakov) kranjske ¢ebele
iz dveh razli¢nih slovenskih regij (Gorenjska in Dolenjska) jasno izkazujejo razlike v njihovi
proteinski sestavi, tako na nivoju regij, kot na nivoju razli¢nih druzin iz iste regije. Bolj kot
razlike v sami sestavi so izrazite razlike v zastopanosti dolo¢enih proteinov.

I11. MorfoloSki parametri

Poklukar (1992) je prouceval dolzino tibije delavk kot moZen parameter raznolikosti: Milne et
al. (1984) so predlagali, da bi velikost golenice poveCa vnos cvetnega prahu (posredno
izboljSanje medu zetvijo) zaradi vecje povrSine corbicularnega obmocja. Slika 8A prikazuje
porazdelitev dolzine golenice v 31 ¢ebelnjakih po vsej Sloveniji. Mediana dolzina golenice je
3,23 mm (n = 6470). Dolzina rilcka pri A. m. carnica je 6,54 mm (n = 1387) je daljsa v
primerjavi z nekaterimi drugimi podvrstami A. m mellifera (=~ 6 mm) in A. m. ligustica (6,3-
6,6 mm), vendar je krajSi v primerjavi z A. m. caucasica (= 7 mm). Najbolj pogosto
proucevana morfoloska lastnost je kubitalni indeks (CI), razmerje med dolZino odsekov
spodnje vene tretje kubitalne celice na krilih (ozna¢en kot Rk1 in RK 2 na sliki 3C zgoraj). CI
pri rejcih v Sloveniji mora biti med 2,4 in 3,0. Slika 8C prikazuje porazdelitev ClI 25
nakljuéno izbranih c&ebelnjakov po vsej Sloveniji. Cl skupaj z molekularnimi markerji
predstavlja dober parameter za opredelitev populacij A.m. carnica.
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Slika 8. Dolzine tibije in rilcka ter kubitalni indeks skozi zadnjih 10 let.
IV. Bioinformacijska analiza
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Pri kranjski ¢ebeli zelo verjetno obstajajo razlike v izrazanju dolo¢enih genov, ki so povezani
z razliénimi morfolokimi, vedenjskimi in proizvodnimi lastnostmi. Stevilni geni, ki so
pomembni za obnasanje ¢ebel so mo¢no ohranjeni pri razli¢nih socialnih Zuzelkah, vendar pa
so nastale razlike v regulaciji teh genov. Ker so podvrste ¢ebele podvrzene razlicnim
selekcijskim pritiskom, so mozna spremenjena vezavna mesta za transkripcijske faktorje, ki
S0 nastala z cis-regulatorno evolucijo, pogojena pa so bila s selekcijo za dolo¢ene adaptivne
lastnosti.

a) Analiza cis-regulatornih razlik v promotorskih regijah kandidatnih genov
Cis-regulatorne razlike v promotorskih regijah kandidatnih genov smo v letu 2015 raziskali v
genomih kranjske ¢ebele. Celotno genomsko zaporedje je na voljo za italijansko ¢ebelo (Apis
mellifera ligustica strain DH4). Javno dostopni pa so trije delni genomi delavk kranjske
Cebele (na NCBI SRA Db: SRX339514 - SRX339516), ki pokrivajo od 30-40% referen¢nega
Cebeljega genoma (Harpur et al. 2014), nukleotidna zaporedja pa so zelo kratka (dolga so le
50 bp). Zanimalo nas je, ali lahko na cis-regulatornem nivoju opazimo kaksne razlike med
tema dvema najbliZjima podvrstama cebele, ki spadata v haplotipsko skupino C. V genomih
kranjske ¢ebele smo iskali razlike v promotorskih regijah kandidatnih genov oz. genov, ki so
dokazano odgovorni za vedenjske, proizvodne in morfoloske znacilnosti. Kandidatni geni, ki
smo jih analizirali v delnih genomih kranjske cebele so bili vitelogenin, erk7, Mrjp4,
dopaminski receptor (dop3), tiraminski receptor (TyrR), oktopaminski receptor (Oal),
cirkadiani protein period (Per), NMDA receptor 1 (Nmdarl), melitin, trehalaza in Stevilni
drugi geni. Za vsak kandidatni gen smo analizirali po 2000 do 2500 bp promotorskih regij.
Ugotovili smo, da v preiskovanih genih na cis-regulatornem nivoju ne obstajajo razlike med
kranjsko in italijansko podvrsto (0z. raso) ¢ebel. Presenetilo nas je dejstvo, da na genomskem
nivoju ni razlik niti v regulatornih niti v genskih regijah pri kandidatnih genih. Glede na to, da
sta si kranjska in italijanska podvrsta ¢ebele tako zelo podobni na genomskem nivoju, kaze na
omejeno uporabo genomskih podatkov za primerjavo obeh podvrst. Glavni vzrok za tako
podobnost genomov kranjske in italijanske ¢ebele je dejstvo, da sta se ti dve podvrsti (rasi)
lo¢ili pred ~ 25.000 leti.

b) Analiza kandidatnih genov v transkriptomih kranjske in italijanske éebele

Za kranjsko in italijansko ¢ebeljo so javno dostopni tudi Stevilni transkriptomski podatki (na
NCBI SRA, GEO ipd.). Ti podatki se lo¢ijo po izvoru (kar nekaj je carnice iz Kitajske in
Nemdije ter ligustice iz razliénih drzav), tkivu (npr. mozgani), spolu in funkciji (matica,
delavka in troti). Tako kot za genomske podatke velja, da so v NCBI SRA Db nukleotidna
zaporedja zelo kratka (dolga so le 50 — 100 bp). Kandidatne gene (iste kot pri genomski
analizi) smo uporabili za iskanje razlik med kranjsko in italijansko ¢ebelo na nukleotidnem
nivoju. Podobno kot na genomskem nivoju nam tudi analiza transkriptomskih podatkov ni
pokazala nobenih razlik med transkripti kandidatnih genov.

¢) Epigenomski podatki za Cebele

Pri ¢ebelah je le omejeno Stevilo genov odgovorno za dolocene lastnosti, zelo pogosto pa so
Stevilni geni epigenetsko modificirani (ponavadi so metilirani) oz. so vkljufeni v razli¢cna
genska regulatorna omreZja ali v proteinsko-proteinske interakcije (PPI). Zal pa nam javno
dostopni podatki za kranjsko cebelo ne omogocajo vpogleda v epigenetske modifikacije
kandidatnih genov, ki naj bi bili odgovorni za vedenjske in fizioloske posebnosti ¢ebele.
Ravno tako niso dostopni epigenomski podatki za obe podvrsti (carnica in ligustica), ki bi
nam lahko omogocili primerjavo razlik v epigenetskih modifikacijah kandidatnih genov.

d) Analiza RNA virusov pri ¢ebelah oz. koZokrilcih
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Glede na to, da obstajajo Stevilni RNA virusi, ki povzroc¢ajo kroni¢ne infekcije c¢ebel smo
preverili ali so prisotni tudi kakSni doslej neznani RNA virusi v trenutno dostopnih
transkriptomih in genomih cebel ter ostalih kozokrilcev (os in mravelj). Prisotnost razli¢nih
RNA virusov pri ¢ebelah oz. kozokrilcih smo analizirali v Stevilnih NCBI WGS genomih ter v
NCBI TSA transkriptomih. Ugotovili smo veliko raznolikost RNA virusov pri kozokrilcih,
presenetljivo pa je, da imajo Cebele najmanj raznolik repertoar. Analiza RNA virusov v
genomih kozokrilcev je pokazala, da je nekaj RNA virusov endogeniziranih, oz. prisotnih v
genomu.

Genom virusa motnih kril (Cloudy wing virus — CWV) doslej $e ni bil znan, ampak obstaja le
zelo kratek kos¢ek RNA polimeraze. Ravno tako ni bilo znano, kam spada ta virus in kako
velik je. V NCBI TSA podatkovni bazi smo uspeli najti celoten genom tega virusa, ki je dolg
9500 bp. Struktura genoma je zanimiva, saj vsebuje kar 4 ORFje (zapise za proteine). Na
nukleotidnem nivoju je najbolj podoben Kashmir bee virusu (KBV) saj sta si kar 95%
identi¢na, obstaja pa le 26 aminokislinskih razlik med njima. Celoten genom CWVja je torej
potrdil, da ta RNA virus spada med pikornaviruse in sicer v Dicistroviridae in rod Aparavirus
(tako kot KBV virus ter Se dva ¢ebelja virusa ABPV in IAPV). Kljub tako majhnemu Stevilu
nukleotidnih oz. aminokislinskih razlik, pa so le te povzrocile spremembo v strukturni
organizaciji genoma. ORF1 KBVja namre¢ ustreza trem ORFjem (1-3) pri CWV, ORF2 in 4
sta si prakticno identi¢na (kodirata kapsido). Resili smo torej uganko virusa motnih kril in ga
pravilno klasificirali. CWV torej spada med enoverizne RNA viruse z pozitivnho polarno
verigo (SSRNA positive-strand viruses); Picornavirales, Dicistroviridae in rod Apavirus. V
virusni klasifikaciji (po ICTV taksonomiji) namre¢ CWV $e vedno vodijo kot neklasificiran
virus (niti kot DNA oz. RNA virus).

Analiza dvoveriznih RNA virusov (dsRNA viruses) je pokazala, da so prisotni tudi pri ¢ebeli
(A. mellifera), in sicer predstavnik druzine Partitiviridae. Nekatere ¢ebele (ne pa A. mellifera)
imajo prisotne tudi viruse iz druZzine Reoviridae. V trenutno dostopnih transkriptomih in
genomih Cebel ne najdemo predstavnikov Totiviridae in Birnaviridac dsSRNA virusov. Analiza
enoveriznth RNA virusov z negativho polarno verigo je pokazala, da cebele teh virusov
nimajo, ¢eprav smo jih nasli pri mravljah (Bunyaviridae, Mononegavirales (druzini
Rhabdoviridae in Nyaminiviridae) ter osah (Orthomyxoviridae). Enoverizni RNA virusi z
pozitivno polarno verigo so precej raznoliki pri kozokrilcih, saj najdemo pri njih kar 11 druZin
teh virusov. V genomu cebele listorezke (Megachile) smo naSli precej endogeniziranih
flavivirusov (druzina Flaviviridae). Ceprav A. mellifera vsebuje le 3 druzine ssRNA (+)
virusov (Dicistroviridae, Iflaviridae in Lake Sinai/CBPV viruse) pa smo pri drugih ¢ebele
naSli predstavnike vsaj 6 druzin ssRNA (+) virusov. Pri osah in mravljah pa smo nasli
predstavnike vsaj 8 oz. 6 druzin ssSRNA (+) virusov. Analiza RNA virusov pri koZokrilcih je
pokazala, da imajo v celoti dokaj raznolik nabor RNA virusov, ki pa je manjsi od repertoarja
celotnih zuZelk. Ugotovili smo, da so pri koZokrilcih RNA virusi bolj pogosti pri mravljah in
osah. Ceprav imajo ebele (druzina Apidae) Se kar bogat nabor RNA virusov (sicer bistveno
bolj reven od os in mravelj) pa pri ¢ebeli Apis mellifera najdemo zelo omejen nabor RNA
virusov, kjer prevladujejo pikornavirusi (Dicistroviridae in Iflaviridae). S pomocjo analize
RNA virusov pri kozokrilcih smo pridobili ve¢ delnih in celotnih virusnih genomov, ki doslej
Se niso bili znani pri koZokrilcih.

V. Vedenjski poskusi

Pripravili smo poskus z opazovalnimi panji, da bi primerjali plese kranjske in italijanske
cebele. Poskus je potekal na mejnem obmocju z italijansko ¢ebelo. Uporabili smo 16 druzin
na dveh satih, po 4 domnevno izvora Cisto kranjske cebel (matice iz osrednje Slovenije), 4
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domnevno Ciste italijanske (formirane iz druzin v Italiji, ki so imeli italijanske matice), 4
naravno mesane (druzine iz obmejnega obmocja s prisotnim vecjim delezem ¢ebel z rumeni
obrocki (vsaj 25%) in 4 umetno mesanih ¢ebeljih druzin iz Cistih italijanskih in kranjskih
druzin. Sprav smo upali, da bomo umetno izvali drugo rojenje z mati¢niki, a je imela sezona
prevelik vpliv. Tako smo v panjih opazovali ¢ebelje plese paSnih Cebel in jih tudi posneli.
Zeleli smo sicer vse druZine rekrutirati na umetno krmis¢e, a smo bili zaradi prisotnosti
medenja in visoke vro¢ine neuspesni. Vseeno smo posneli ve¢ 100 plesov, ki jih bomo
uporabili za preverjanje morebitne segregacije ¢ebel.

V nasem poskusu smo skusali dolog¢iti regresijski koeficient za parameter plesa in oddaljenost
od vira hrane. Ugotovili smo, da kranjska ¢ebela naredi ve¢ polnih obratov kot italijanska, kar
velja za srednje razdalje od vira hrane. Opazene razlike med italijanskimi in kranjskimi
¢ebelami lahko odrazajo modifikacijo nevrotransmiterjev v centralnem zivénem sistemu in
tako vplivajo na plesno sporocanje.
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Slika 9: odvisnost oblike plesa od genetskga ozadja pri kranjski ¢ebeli (A.m. carnica) in
italijanski ¢ebeli (A.m. ligustica)
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VII.  Zakljuéek

V projektu smo dosegli zastavljene raziskovalne cilje, ki so bili osredotoceni na genotipizacijo
in analizo populacijskih podatkov za kranjsko cebelo v Sloveniji in sosednjih drzavah ter
vzpostavitev baze vzorcev za detajlnejSe analize kandidatnih genov in SNP markerjev. V tem
sklopu Se iS¢emo ustrezno varianto za genotipizacijo z vecjim Stevilom markerjev, ki pa
trenutno Se ni dosegljiva.

Vzpostavljena in preizkusena je proteomska metodologija za analizo mati¢nega mlecka,
hemolimfe in Cebeljega strupa, kar nam omogoca tekoCe analize v zadnjem letu izvajanja
projekta. Imamo ze nekaj preliminarnih rezultatov, ki kazejo na razlike med cebelami iz
razli¢nih okolij. Zasnovali smo tudi vedenjske poskuse (rezultate Se obdelujemo), pri katerih
bomo v naslednjem letu skusali odpraviti nekaj slabosti, ki so se pojavile v letoSnjem
poskusu. Z vzpostavitvijo druzin z znanim izvorom smo pripravili odlicen material za
proteomske, morfoloske in genetske analize, s katerim bomo lahko preverili resolucijsko
sposobnost naSih metod in ugotovili kakSen delez v celotni variabilnosti teh lastnosti lahko
pripiSemo genetskim dejavnikom.

Vedenjske raziskave bodo osvetlile socialni aspekt pretoka genetskega materiala med
populacijami in nam dale vpogled v specifiko komuniciranja v posameznih populacijah.
Bioinformacijske analize nam nakazujejo najbolj smiselno pot za nadaljevanje raziskav, hkrati
pa nam omogocajo izkoriscanje javno dostopnih podatkov za namen nase Studije.
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Dosezek 1: Genetska struktura populacije kranjske Cebele
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A: Diferenciacija populacij ¢ebel na obmocju severno-zahodnega Balkana. Jasno se od
osrednje gruce loCuje populacija na Hrvaskem (zgoraj levo) in v Italiji (spodaj desno)
B: STRUCTURE analiza 23 MS lokusov kaze relativno visoko stopnjo pestrosti v

slovenski populaciji in relativno homogenost hrvaske in italijanske populacije. Opazna
je introgresija avstrijskih linij v gorenjski populaciji
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