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Sissejuhatus

Meemesilane Apis mellifera Linnaeus, 1758 on laialt levinud erinevates
klimatingimustes. Liiki on jaotatud morfoloogiliste ja geneetiliste meetodite abil rohkem
kui 30 alamliigiks, millest kimme on looduslikult levinud Euroopas [1]. Alamliigid voi
geograafilised tdud on oma leviku poolest olnud seotud spetsiifiliste geograafiliste
piirkondadega. Lisaks sellele hélmavad alamliigid endas vaga erinevaid okotllpe ja
aretusliine, mis vdivad olla vaga varieeruvad oma vdimes kohaneda piirkondlike
kliimatingimustega, kohaliku taimestikuga voi vastupanuvdimes patogeenide vastu [2,
3]. Eesti kuulub Euroopa tumemesilase (A. m. mellifera) levikualasse, kuigi aastate
jooksul on inimesed toonud sisse ka teisi alamliike. Hoolimata nende paaritumise
sbltumatusest on nii hooldatud kui ka inimese jalgimiseta mesilaspered oluliselt

mojutatud inimetegevusest.

Morfoloogiliste, geneetiliste ja Okoloogiliste andmete kasutamine on vdimaldanud
kindlaks teha peamised evolutsioonilised liinid, mis on sageli seotud konkreetsete
geograafiliste piirkondadega nende loomulike levikualade jargi Euroopas, Lahis-ldas,
Laane-Aasias ja Aafrika mandril [4-8]. Kolm neist liinidest on algselt levinud Euroopas:
lin A (Aafrika liin), mis on levinud osaliselt plrenee poolsaarel; C, mis on laialt levinud
Léuna- ja Ida-Euroopas, ja M, mida leidub Briti saartel, Euroopa mandriosa po&hjaosas,

Uurali ja ménes Kesk-Aasia piirkonnas [9, 10].

Mitokondriaalset DNA-d (mtDNA) on edukalt kasutatud meemesilase A. mellifera
geneetilise mitmekesisuse modtmiseks ning evolutsioonilise ajaloo ja taksonoomilise
klassifikatsiooni lahtimotestamiseks [11, 12]. MtDNA kasutatakse sageli filogeograafias
ja geneetilistest uuringutes, sest see ei oma rekombinatsiooni, selle evolutsioonikiirus on
suhteliselt kiire, selle genoomi struktuur on sailinud muutumatuna ja see parandub ainult
Uhelt vanemalt (emaliini médda), mis voimaldab jalgida emaparandi parilikkusliine I&bi
pdlvkondade [13, 14]. Mesilaste geneetilistes uuringutes on eriti laialdaselt kasutatud
tsitokroom-okldaas | (COX1) ja tsitokroom-okslidaas Il (COX2) geenide vahel asuvat
mittekodeerivat piirkonda, mida tuntakse kui “COI-COIl intergeeni piirkonda” (COI-COII
intergenic region). (nt. [4, 11, 15-17]). Lisaks mitmetele punktmutatsioonidele esineb
COI-COll intergeeni piirkonnal P- ja Q-uksuste/alampiirkondade olemasolu, puudumise
vOi korduste tottu ka suuruse/pikkuse varieeruvust. P-lUksus on pikkusega umbes 67 nt
(Po) vbi 54 nt (P) tingituna 13 nt pikkusest sisemisest deletsioonist. Samas kui Q-
piirkonna pikkus on umbes 200 nt. Nende P- ja Q-piirkondade/Uksuste olemasolu ja arvu

kasutatakse Aafrika (A) ja Euroopa (C ja M) liinide eristamiseks: C liinil puuduvad P-
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Uksused ja tal on ks Q-element; A liinil on ka Po- vbi P-Uksused ja Uks voi kaks Q-

elementi ja M liinil on ainult P-Gksust jak olm Q-elementi [9, 10, 18].

Mesilaste proovidest saadud unikaalseid mtDNA jarjestusi (nn haplotiilipe) on kasutatud
nende alamliikide identifitseerimiseks: A-haplotllbid esinevad alamliigil A. m. iberiensis,
M haplotitbid maaratlevad alamliigi A. m. mellifera, C1 haplotliibid maaratlevad A. m.
ligustica ja C2 A. m. carnica [1, 4, 5]. Varasemad t66d Euroopas naitasid, et A-
haplotlilibid on enamasti piiratud Plrenee poolsaarega, M-haplotiilbid levinud Kesk- ja
Pdhja-Euroopas ja C-liinid Léuna-Euroopas, Itaaliast Turgini [2]. Need uuringud on
leidnud ka tdendeid inimese poolt vahendatud introgressioonist (sissetoomisest) liinide
tasandil paljudes Euroopa piirkondades. Need andmed on kooskdlas asjaoluga, et
enamik mesinike kasutab oma mesilasperedes eelistatult itaalia A. m. ligustica ja kraini
A. m. carnica alamliiki/tdugu mesilasi. Naiteks uuringud Belgias, Taanis, Prantsusmaal,
Saksamaal, Poolas, Rootsis ja Suurbritannias, kus on looduslikult levinud ainult M-liinid,
naitasid, et ka C ja O liinide introgression on sage [2]. C-haru (A. m. ligustica, A. m.
carnica, A. m. cecropia) on levinud Balkani ja Itaalia poolsaarelt Vahemere
kirderannikule ja Kesk-Euroopasse. Need introduktsioonid tulenevad alamliikide
kaugsiirdamise praktikast, et suurendada tootlikkust ja parandada kaitumist. Hoolimata
sajandite pikkusest mesindus traditsioonist ja pidevast inimsekkumisest on alamliikide
spetsiifilised geneetilised jaljed ménes Euroopa osas sailinud [4,33], kuid neid ohustab
pidev hibridiseerumine, introgression ja segunemine, mida on tuvastatud peaaegu
kdigis analuusitud populatsioonides. Seetdttu kasvab huvi euroopa A. mellifera
alamliikide geneetilise terviklikkuse jalgimise vastu, mida véib ohustada inimese poolt

loodud valitud/aretatud/mittelooduslike populatsioonide ja liinide levik.

Kaesoleva t66 eesmark oli viia Iabi Eesti meemesilase populatsioonide mitokondriaalse
DNA geneetilise mitmekesisuse kirjeldamine. Mitokondriaalse DNA anallus vdimaldas
tuvastada antud uuringusse kaasatud mesilaste seas kdige enam levinud emaliinid
(lineages). Uued saadavad andmed vdivad aidata kaasa looduskaitse projektide

elluviimisele ja alamliikide vahelise hubridiseerumise paremale mdistmisele.
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Metoodika

Proovide kogumine

Kokku koguti 2023. aasta juulis 156 mesilast 35-st mesilast, nii Eesti mandripiirkonnast
kui ka Muhu saarelt. Té6dmesilasi ja leskesid koguti kokku 78-st mesilasperest, mis
moodustavad 154 proovi. Kahest mesilasperest voeti ainult tédlismesilaste proovid, kuna
leskesid ei leitud. Proove koguti 13 Eesti maakonnast, proovide arv maakonna kohta
varieerus vahemikus 4 kuni 43 proovi (Table 1). Uhe mesila kohta kogutud proovide arv
varieerus kahest kuni kimne proovini. Mesilasi sailitati 70%-lises etanoolilahuses kuni
tootluseni laboris. DNA ekstraheeriti mesilase rindkere lihasmassist, mis saadi parast
rindkere avamist steriliseeritud skalpelliga. DNA eraldati vastavalt tootja juhendile
InviSorb® Spin Tissue Mini Kit (Invitek Molecular GmbH, Germany) abil. Ekstraheeritud

DNA sailitati edasisteks anallisideks —20 °C juures.

Tabel 1. Eestis kogutud 156 mesilasproovi jaotus maakondade kaupa.

Maakond Proovide arv
Tartu maakond 43
Harju maakond 22
Parnu maakond 17
Voru maakond 14

Laane-Viru maakond 14
Saare maakond 10
Jégeva maakond 10

Ida-Viru maakond
Viljandi maakond
Valga maakond
Rapla maakond
Laane maakond
Jarva maakond

ArBRAMADMDMO




identific

COI-COll intergeense piirkonna amplifikatsioon

Sekveneerimiseks valiti valja mitokondriaalse DNA intergeenne mittekodeeriv piirkond,
mis asub tsutokroom-oksidaas | (COX1) ja tsttokroom-okstdaas Il (COX2) geenide
vahel, kuna seda kasutatakse laialdaselt mesilaste geneetilistes uuringutes (Joonis 1).
Piirkond on ajalooliselt tuntud kui “COI-COIl intergeenne piirkond”. See mtDNA [8ik
amplifitseeriti polimeraasi ahelreaktsiooni (PCR) abil, kasutades jargmisi varasemalt
kirjeldatud PCR-praimereid DNA [4]:

BeeCOI3278F (COI_Seq-F): 5- ACCACCTCTAGATCATTCACATTT -3’
BeeCOII4113R (COII_Seq-R): 5- AGGATGGAACTGTTCATGAATGAA -3

PCR-amplfikatsioonid teostati SimpliAmp™ Thermal Cycler’il (Applied Biosystems,
USA) 10 pL reaktsioonisegus, mis sisaldas 5 uL of Multiplex PCR Master Mix’i (Qiagen,
Germany), 1 yL praimerite segu (kumbki 2 uM), 2 yL of DNaasi, RNaasi ja proteaasivaba
vett ja 2 pL of ekstraheeritud DNA-d. Termotsukli tingimused olid jargmised: esialgne
etapp 95 °C juures 15 min; 35 tsuklit temperatuuril 94 °C 30 sekundit, 55 °C 1 minut 30
sekundit, 72 °C 1 minutit; viimane etapp 72 °C juures 10 minutit. Amplikonid eraldati 45
min jooksul 120V juures 2% agaroosigeelil, mis sisaldas 1 X SYBR Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen, USA), ning fragmendid visualiseeriti UV-valguses Dual LED Blue/White Light

Transilluminaatoris (Invitrogen).

t
-BeeCOI3278F (COI
ANA-Le
“
[
- N
’

BeeCOI3278F (CO|_Seq-F) BeeCOII4113R (COI_Seq-R)
I ——— - &
COX1 gene Q

Joonis 1. Apis mellifera mitokondriaalse DNA skemaatiline kujutis referentsgenoomist (NCBI
genoomiandmebaasi kood NC_001566.1). COI-COIl intergeenne piirkond region on réhutatud rohelise
kastiga. Tahistatud on COI-COIl intergeense piirkonna amplifitseerimiseks kasutatud PCR-praimerid.
Referentsgenoomi intergeenne piirkond sisaldab tihte Q-elementiis, mis on tiilpiline mitokondriaalsele liinile
C.
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COI-COll intergeense piirkonna sekveneerimine

Amplifitseeritud productid (5 pL) puhastati ExoSAP-IT® Express (USB, Affymetrix, USA)
abil vastavalt tootja juhendile. Puhastatud proovide (2.5 pL) sekveneerimine viidi 1abi
jargmiselt: 10 uL reaktsioonid valmistati segades 0.8 uL of Big Dye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) ja 0.8 yL of 10 uM primeri, 1 yL of BigDye®
Terminator v1.1 & v3.1 5X Sequencing Buffer ja DNaasi- ning RNaasi-vaba vesi (Gibco,
USA). Termotstikleri tingimused olid jargmised: 96°C 2 min, 35 tstiklit 96°C for 30 s, 50°C
15 s ja 60°C 4 min ning I16puks hoidmine 60°C juures 10 min. Sekvenerimisreaktsiooni
productid puhastati Sephadex™ G-50 Fine DNA Grade'i kolonnide (GE Healthcare,
United Kingdom) abil vastavalt tootja soovitustele. Puhastatud proovid lisati 12 pL Hi-
Di™ formamiidile (Life Technologies, USA). Sekveneerimine viidi Iabi Genetic Analyzer
3130xI sekvenaatoris (Applied Biosystems) vastavalt tootja soovitustele. Jarjestuste
anallus viidi 1abi kasutades Sequencing Analysis tarkvara v6.0 (Applied Biosystems).
Saadud elektroferogrammide kokkupanekuks kasutati Geneious Prime® 2022.1.1
(https://www.geneious.com). Loplik kokkupandud jarjestus kontrolliti kasitsi Ule, et

korrigeerida véimalikud valed joondamised.

Mitokondriaalsete liinide tuvastamine

Kureeritud mtDNA jarjestused joondati, kasutades Muscle 3.8.425 [19] ja Geneious
Prime® tarkvarasid. Joondusi kasutati, et tuvastada jarjestusi, millel esineb kahte tlupi
korduvate, mittekodeerivate jarjestuste P ja Q lisakoopiaid. P ja Q elementide arvu
varieeruvus vbimaldas klassifitseerida proovid peamistesse C, M ja A
evolutsioonilistesse liinidesse. Iga proovi haplotlilp identifitseeriti, kasutades voérdlusena
kureeritud andmekogumit, mis sisaldas 934 taielikku ja verifitseeritud COI-COII
intergeense piirkonna jarjestust, mille esitasid Alburaki et al. [4]. Geneious Prime®
tarkvaras koostati 934 jarjestust sisaldav lokaalne andmebaas ja seda kasutati blasti
otsinguks blastn algoritmiga, kasutades skoorivaartuste vaikevaartusi. Blasti analtUsi
tulemuste 16plik jarjestus jarjestati identsete kohtade % jargi ja paringuproovi haplotuip
saadi selle jarjestuse haplotuubist, mille identsete kohtade % vaartus oli kdige kdrgem.
Geneetilise mitmekesisuse standardmoodikuid leiti DNAsp 6.12.03 abil [20].

Filogeneetilised analiiusid

Fllogeneetilised puud ehitati kasutades 156 COI-COIl intergeense piirkonna jarjestuste
mitmest joondust, mis esindavad mtDNA piirkonda A. mellifera mitokondriaalse

referentsgenoomi (NC_001566.1) positsioonides 3,339 to 4,063. Enne flllogeneetilisi
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analilse eemaldati joondusest ainult 14 isendil leitud ~250 bp pikkune lisasegment.
Median-joining network [21] arvutati tarkvara Network V10.1.0.0 (http://www.fluxus-
engineering.com) abil kasutades parameetrite vaikevaartusi. Suurima tbepara
(maximum likelihood (ML)) fulogeneetiline puu ehitati PhyML 3.0 abil [22], mis on
implementeeritud ATGC bioinformaatika platvormile (http://www.atgc-montpellier.fr).
Valgu evolutsiooni HKY85 +| asendusmudel valiti Smart Model Selection (SMS) v2.0
meetodi abil, mis on implementeeritud PhyML-i [23] BIC (Bayesian Information Criterion)
alusel. Haru tugevust hinnati 100 bootstrap’iga. Saadud filogeneetilist puud redigeeriti

programmiga FigTree v1.4.3 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).



identific

Tulemused

Peamised mesilaste evolutsioonilised liinid

MtDNA COI-COIl intergeense piirkonna PCR-amplifitseerimine Joonisel 1 kirjeldatud
PCR-praimeritega naitas kahte erineva suurusega produkti (Joonis 2). PCR-produktide
sekveneerimine naitas, et pikim amplikon oli PQQ véi PoQQ struktuuriga, samas kui

[Ghim amplikon oli Q struktuuriga.

PQQ
P,QQ

~1080 bp
~830 bp

Joonis 2. PCR abil amplifitseeritud COI-COIl intergeense piirkonna elektroforeetiline eraldamine. Naidatud
on COI-COll intergeense piirkonna kaks peamist struktuuri tilipi (PQQ/PoQQ and Q).

Koikide mesilaste mtDNA jarjestuste joondamine tdi valja 14 juhtumit umbes 250 nt
pikkuse insertsiooniga vorreldes A. mellifera mitokondriaalse referentsgenoomiga
(Joonis 3). Kahes proovis (SCK040121 ja SCK040122) oli struktuur PoQQ (1%), milles
P-element on deletsioonideta ja Q-elemendil on kaks koopiat (Tabel 2). See struktuur on
titpiline Aafrika mitokontriaalse liini A jaoks. Ulejaanud 12 proovil (8%) oli struktuur
PQQ, mille P-element sisaldab 13 nt pikkust deletsiooni. See struktuur on tavaline
Laane- ja Pdhja-Euroopa liinile M.

Consensus I____—__

e -“'mmmm_-m-l

BEE059

COXZ
COX‘\

BEE121 .- - ]
BEE122 - - L]
BEEO17

BEE018

BEE015

BEEO16

BEE158

BEE157

BEE066 e ——

BEEO60
BEE123
BEE124
BEE065

Joonis 3. COI-COIl intergeenses piirkonna jarjestuste mitmene joondus 14 proovil koos PQQ ja PoQQ
struktuuriga.
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Ulejaanud 142 jarjestustes (91%) on (iks koopia Q elemendist (Tabel 2), mis on tiilpiline

Léuna- ja Ida-Euroopa liinile C, nagu on Apis mellifera referetsgenoomis (Joonis 1).

Tabel 2. Anallusitud Eesti meemesilasproovide klassifikatsioon COI-COIl geneetilise struktuuri
ja evolutsioonilise liini jargi.

COl-Ccoll
geneetiline Liin n %
struktuur
Q C 142 91%
PQQ M 12 8%
PoQQ A 2 1%
Kokku 156

Mitokondriaalse DNA haplotiitibid

156 proovi klassifitseeriti 11 haplotlilipi, kasutades Blast otsinguid mtDNA jarjestuste
kureeritud andmebaasi vastu: Cla, C2c, C2d, C2e, C2j, C2s, C2w, M4, M4j, M4na and
A2g (Tabel 3 and Lisatabel S1).

Tabel 3. Eesti mesilasproovide klassifikatsioon mitokondriaalse DNA haplotiitibi ja alamliigi jargi.

COl-coll Evolutsiooniline
geneetiline paritolu liin Haplotiiiip Alamliigid n %
struktuur (lineage)
Cla Apis mellifera ligustica 86 55.1%
C2c 10 6.4%
c2d 27 17.3%
Q C C2e . . . 8 5.1%
Coi Apis mellifera carnica 5 1.3%
C2s 8 5.1%
C2w 1 0.6%
M4 2 1.3%
PQQ M M4 Apis mellifera mellifera 6 3.8%
M4na 4 2.6%
POQQ A A2g Apis mellifera iberiensis 2 1.3%

Kdige levinum haplotildp oli C1a (55,1%), mis iseloomustab A. m. ligustica alamliiki.
Seda haplotuupi leiti 25 mesilasperes ule Eesti (Lisatabel C2). Lisaks C1a-le oli
markimisvaarselt levinud ainult haplottitip C2d (17.3%). Teiste C-liinist parit haplotutpide
levik oli 6.4% (C2c) voi vaiksem. C2-tlilpi haplotllbid iseloomustavad A. m. carnica
(kraini) alamliiki. Kokku moodustavad C2-haplotiibid 35.9% kogutud ja analldsitud
Eesti mesilaste proovidest (Table 3). A. m. mellifera alamliiki iseloomustavad
haplotitbid (M4, M4j and M4na) moodustavad 7.7% proovidest (Tabel 3) ja need kdik
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on kogutud kolmest mesilasperest (mis parinesid Harju maakonnast, Tartu maakonnast
ja Jarva maakonnast). Ainus A. m. iberiensis alamliigi hapltiiup (A2g) leiti J6geva

maakonnast parit mesilasperest, mis hélmab ainult 1.3% proovidest.

Vaatamata vaiksemale proovide arvule oli A. m. carnica geneetiline mitmekesisus
suurem kui A. m. ligustica (Tabel 4). Kuue haplotiibi olemasolu A. m. carnica puhul ja
ainult kahe haplotllbi olemasolu A. m. ligustica puhul selgitab A. m. carnica suuremaid
geneetilist mitmekesisust kirjeldavaid vaartusi. Kolme A. m. mellifera haplotlubi

geneetiline mitmekesisus on vorreldav A. m. carnica omaga (Tabel 4).

Tabel 4. Eestis taheldatud Apis mellifera alamliikide geneetilist mitmekesisust kirjeldavad
naitajad COI-COIl intergeense piirkonna alusel.

Haplo- Nukleo- Nukleo-
Evoluts. Polimorfsete P10 ijiipide tiidide tiidide
liin Alamliik | 0 TOLIOTSEE | tiiipide | UUPEE pie | erinevuste
(Lineage) arv . . keskmine
kesisus kesisu
arv
A.m. 86 1 2 0.243 0.00034 0.243
c ligustica
A.m.
canca | 56 8 6 0.608 0.00181 1.308
A m.
M collifera | 12 3 3 0.667 0.00184 1.333
A _A.m. 2 0 1 0 0 0
iberiensis
Kogu
andmestik | 156 19 11 0.646 0.00386 2.781

Fulogeneetilised analliusid

MtDNA haplotiupide fllogeneetiline voérgustik naitas kolme selgelt eristuvat
haplotuupide klastrit: A. m. mellifera, A. m. iberiensis ja A. m. ligustica + A. m. carnica
(Joonis 4). Need eristuvad kaheksa mutatsiooni alusel. Kolme Kklastri erinevus on
kooskdlas A. mellifera erinevate alamliikide olemaoluga. A. m. ligustica ja A. m. carnica
eristamine ja erinevused anallisitud Eesti proovides ei ole nii selgepiirilised.
Haplotidbid C2c ja C1a erinevad Uksteisest vaid Uhe mutatsiooni poolest. C2
haplotiilbid moodustavad C2d-st laieneva tahesarnase mustri, mis voib olla Uks selle
klastri esivanem/eellas-haplotilpidest. Tegelikult leiti, et C2d-ks klassifitseeritud
proovidel on kaks haplotttpi, mida eraldab ks mutatsioon vérgustiku keskel, mis on
kooskélas selle esivanemate seisundiga. Ka Cla proovide puhul ilmnesid kaks
haplotiipi mediaanihendus-vorgustik (median-joining network) (Joonis 4). Mélemal
juhul on véimalik, et méned proovid saaks veel klassifitseerida uuteks haplotiipideks.

Sel pdhjusel naitab vorgustik ka 13 haplotiupi Blasti analliUsi kadigus tuvastatud 11

10
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haplotltibi asemel (Tabel 3). Kolm A. m. mellifera haplotltpi (M4, M4j and M4na) on

eraldatud kolme mutatsiooniga, mis viitab sellele, et nad on lahknenud juba ménda aega

tagasi.
Apis mellifera ligustica Apis meliifera iberiensis
o .
Cla . ’ T Ay
Cla @ | cad e
C2c &
Apis mellifera mellifera ‘.‘ g
, o c2d - C2e
M4 M4na U / ~
& o f .
D/ . C2w

C2s
M4 . ) .
Apis mellifera carnica

Joonis 4. Eesti mesilaste 156 COI-COIl intergeense piirkonna jarjestuste joonduse alusel
moodustatud mediaanuhendus-vérgustik (median-joining network). Ringide pindala on
proportsionaalne jarjestuste sagedusega. Haplotiitbid on identifitseeritud ja varvitud vastavalt A.
mellifera alamliikidele.

Suurima téepara (maximum likelihood (ML)) fllogeneetiline puu kinnitas
mediaanuhenduste-vdrgustiku analtisi tulemust, eraldades kdik proovid vastavalt
haplotuupide klassifikatsioonile (Joonis 5). A. m. ligustica ja A. m. carnica proovid
klasterdusid kokku, kuid haplotiiiibid rihmade vahel ei kattu. A. m. mellifera ja A. m.
iberiensis haplotlilbid moodustasid eraldi klastri, kuigi A. m. iberiensis hargneb A. m.

carnica harust eraldi haruna valja.

11
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BEE030
BEE038
BEED34

4,
&y,
98&}9;3?

Apis mellifera iberiensis

Apis mellifera carnica

0.002

Joonis 5. Suurima tdepara (maximum likelihood (ML)) fiilogeneesi puu, mis on koostatud
anallisitud 156 Eesti mesilase COI-COIl intergeense piirkonna jarjestuse alusel. Haru
usaldusvaarsust hinnati 100 bootstrap‘iga. Skaala naitab asenduste arvu saidi kohta.

Mesinike klassifikatsioonid

Geneetilised analliUsid tuvastasid kuus juhtumit, kus Ghest ja samas mesilasperest parit
toomesilased ja lesed olid omavahel erineva mtDNA jarjestusega (Tabel 5). Kuigi
eelduste kohaselt voiks mtDNA jarjestused olla samad, kuna nad péarinevad samast
mesilasesemast, aga kui eeldada, et proovide vétmine on toimunud korrektselt, siis on
vdimalik ka de novo mutatsioonide tekkimine organismi arengus kaigus toimuvate
mtDNA korduvate replikatsioonide tottu. Sellise protsessiga voib seletada juhtumeid, kus
tédmesilased ja lesed erinevad vaid mdne mutatsiooni (Uhe vdi ka kahe) vorra. Samas
on ebatdenaoline, et kolme ja viie mutatsiooniga juhtumid on isendis tekkinud de novo.
Véimalik, et need proovid on vdetud eksikombel erinevatest mesilasperest voi proovid

on valesti klassifitseeritud.
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Tabel 5. Loetelu samast mesilasperest parit toomesilaste ja leskede proovidest, millel on
erinevad mtDNA jarjestused COI-COIl intergeense piirkonna ~755 nt ulatuses.

Samast tarust voetud
erineva mtDNA

jarjestusega proovid

SCK040001 vs SCK040002 3 99.6

Nukloetiidsete % identsed
erinevuste arv kohad

SCK040011 vs SCK040012 3 99.6
SCK040075 vs SCK040076 5 99.3
SCKO040135 vs SCK040136 2 99.7
SCKO040151 vs SCK040152 1 99.9
SCK040171 vs SCK040172 1 99.9

Geneetiline alamliikide klassifikatsioon COI-COIl intergeense piirkonna alusel ei
vastanud alati mesinike poolt eeldatud/margitud alamliikide andmetele (Tabel 6). Tuleb
markida, et mtDNA evolutsiooniline liin (lineage) ei pruugi alati peegeldada mesilase
morfoloogiat, eriti kui eri liinide isendite vahel on toimunud hiljutised ristumised. Kdige
sagedasemad lahknevused mtDNA ja mesinike klassifikatsioonide vahel puudutavad
alamliikide A. m. ligustica and A. m. carnica proove. Pooled mesinike poolt A. m. carnica
nime all esitatud proovidest klassifitseeriti mtDNA anallusil A. m. ligustica alamliigiks ja
28% juhtudest olid vastupidised olukorrad. Nende kahe alamliigi geneetiline lahedus,
nagu on taheldatud ka filogeneetilistes anallusides (Joonised 4 ja 5), vdib selgitada
mdlema alamliigi eristamise keerukust. Igal juhul kinnitasid mtDNA andmed, et 66%
mesinike poolt eeldatavalt A. m. ligustica alamliigi proovidest on téesti A. m. ligustica
alamliigi proovid (Table 6). Kahe mtDNA abil tuvastatud A. m. iberiensis proovi puhul on
mesinik eeldanud A. m. ligustica alamliigi proovi. Mesiniku poolt margitud ja A. m.
mellifera mtDNA klassifikatsiooni vahel oli kokkulangevus 60% juhtudest. 12 Buckfastiks

margitud mesilase puhul oli mtDNA haplotttp tidpiline alamliigile A. m. carnica.

Tabel 6. Mesilaste alamliikide klassifikatsiooni vérdlus mesinike ja mitokondriaalse DNA
haplotllpide péhjal.

Mesiniku poolt teatatud N Alamliigid mtDNA

0

alamliigid haplotiipide jargi n %

A. m. ligustica 64 66%

, , . . A. m. carnica 27 28%
Apis mellifera ligustica 97 A m. meliifera 4 4%
A. m. iberiensis 2 2%

A. m. ligustica 20 50%

Apis mellifera carnica 40 A. m. carnica 16 40%
A. m. mellifera 4 10%

: : . A. m. ligustica 2 20%
Apis mellifera mellifera 10 A m. carnica 5 20%
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A. m. mellifera 6 60%
Buckfast 12 A. m. carnica 12 100%

Kokkuvote

1. Antud uuringu kaigus analiisitud Eesti mesilaste populatsioon hélmab kolme

peamise mitokondriaalse liiniga seotud isendeid [17]:

C (91%); Léuna- ja Ida-Euroopa alamliigid
M (8%); Laane- ja Pdhja-Euroopa alamliigid

A (1%); Aafrikas ja PUrenee poolsaarel looduslikult levivad alamliigid

2. Eesti mesilaspopulatsioon koosneb enamasti (91%) kahest alamliigist, mis kuuluvad
liini C [1]:
Apis mellifera ligustica (55.1%): Itaalia mesilane; looduslikult Itaalias levinud
alamliik.
Apis mellifera carnica (35.9%): kraini mesilane; alamliik, mis on looduslikult
levinud Sloveenias, Bulgaaarias, Poolas, Austrias, Horvaatias, Boshia ja

Hertsegoviinas, Serbias, Ungaris ja Rumeenias.

3. Ainult 7.7% antud t66s anallusitud Eesti mesilastest kuulub kohalikult kunagi selles

regioonis levinud alamliigi Apis mellifera mellifera (euroopa tumemesilane) hulka.

4. Eesti mesilaspopulatsioonid haplottipide mitmekesisus on vdrreldav teiste maailma
piirkondade haplotlilpide mitmekesisusega. Naiteks Eesti mesilastel on taheldatud
erinevate mtDNA haplotltpide arv (11 haplotllpi 156 jarjestuse vdi 79 mesilaspere
kohta) on sama mtDNA-segmendi kasutamisel teiste piirkondade hiljutistes
uuringutes tdheldatuga samas suurusjargus: Serbia (9 haplotlilpi 241 proovis) [24],
USA (27 haplotiuipi 1063 proovis) [4], Peru (24 haplotiipi 512 proovis) [16], Poéhja-
Poola, Ungari and Rumeenia (45 haplotllpi 444 proovis) [15] and 12 Aafrika riiki (84
haplotilpi 1184 proovi) [8].

5. A. m. ligustica proovid kuuluvad ainult kahte erinevasse haplotttpi, mis viitab selle
almliigi isendite vahesele geneetilisele mitmekesisusele. Seda tulemust vdib seletada
kas samast liinist parit isendite korduva sissetoomisega (introduktsiooniga) voi Uhe

varase sissetoomise tottu Eestis toimunud lokaalse hajumisega (dispersiooniga).

14



identific

6. A. m. carnica proovid naitasid suuremat geneetilist mitmekesisust vorreldes A. m.
ligustica’'ga, sisaldades seitset erinevat mtDNA haplotuupi. See tulemus viitab sellele,

et Eestisse vaib olla toodud mitu erinevat selle liigi isendit.

7. A. m. mellifera proovid on grupeeritud kolme erinevasse haplotilpi, mis parinevad
kolmest erinevast mesilast Harju maakonnast, Tartu maakonnast ja Jarva
maakonnast. Arvestades, et see alamliik on Eestis nn kodumaine ja et mesilased
asuvad erinevates piirkondades, on voimalik, et isendid esindavad erinevaid
kohalikke loodulikke liine. Sellegipoolest ei saa kaesoleva andmestiku pdhjal

valistada ka A. m. mellifera sissetoomist tema teistest loodusliku leviku piirkondadest.

8. Kuus juhtumit, kus sama koloonia toomesilase ja lese mtDNA jarjestused olid
erinevad, vajavad edasist uurimist. Méne erineva mutatsiooniga juhtumid vdivad
tuleneda uutest de novo mutatsioonidest indiviidi sees, kuid mitme mutatsiooniga
juhtumid vbivad kujutada endast monda proovi vétmise viga. Samal ajal kogutud

taiendavate proovide analuus vdib selgitada olukorda.

9. 46% proovide puhul esines lahknevusi mesinike poolse mesilaste alamliikide
klassifitseerimise ja mtDNA analllside tulemuste vahel. Erinevus voib tuleneda
jargmistest asjaoludest:

a) Hiljuti toimunud hdbridisatsioon. Mitokondrid paranduvad ainult emaliini pidi,
mis tdhendab, et jarglastel on esindatud ainult Ghe vanema mitokondriaalne
liin. Kahe erineva alamliigi vaheliste hlbridisatsiooni sindmuste puhul, kui
mesilasema kuulub Uhte liiki ja temaga on paarunud lesk teisest liigist,
kajastab hubriidi mtDNA ainult emapoolset sugupuud. Selle tulemusena ei
pruugi see tapselt esindada teise vanema geneetilist panust voi indiviidi
tegelikku hiubriidset olemust.

b) Vaike geneetiline erinevus A. m. ligustica ja A. m. carnica vahel. Kuna 30%
proovidest, mille klassifikatsioonides esineb lahknevusi, esineb just nende
kahe vahel liigi vahel, on vdéimalik, et nende kahe liigi sarnasus voib viia
valesti klassifitseerimiseni ka Uksnes morfoloogiliste tunnuste alusel.

10. Kdik analuusitud Buckfast mesilased olid mtDNA analtusi alusel A. m. carnica

emaliinist, mis on ootamatu arvestades selle tou paritolu, mille aretusel kasutati itaaliast

parit A. m. ligustica emasid [25]. See tulemus vdib viidata tdiendavatele ristamistele

selles Buckfasti liinis.
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11. Uldiselt koosneb Eesti mesilaspopulatsioon

kaubanduslikest

(sissetoodud) C-liini mesilastest. Kohalik meemesilase alamliik (A. m. mellifera)

on pigem haruldane, kuigi kujutab endast kohalike tingimustega kohanenud

unikaalsete geenikombinatsioonide potentsiaalset

reservuaari.

Geneetilise

mitmekesisuse tase on sarnane teiste maailma piirkondadega, mis viitab

sarnastele aretustavadele.

Kontaktid

Dr. Filipe Pereira

IDENTIFICA Genetic Testing

Rua Siméao Bolivar 259 3° Dir Tras
4470-214 Maia

Portugal

+351937546703
info@identificabio.com
www.identificabio.com

Dr. Kairi Raime

Tervisetehnoloogiate Arenduskeskus AS
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Lisad

Lisatabel S1. Eesti mesilaste 156 proovi klassifikatsioon mitokondriaalse DNA COI-
COll intergeense piirkonna jargi.

. Mesilase . Col-coll | Evoluts. -
Proovi ID tiliip/sugu Alamliik geneetiline _ liin Haplotiiiip
struktuur | (Lineage)
SCK040065 | T6dmesilane | A. m. mellifera PQQ M M4j
SCK040066 Lesk A. m. mellifera PQQ M M4j
SCK040059 | Tédmesilane | A. m. mellifera PQQ M M4j
SCK040060 Lesk A. m. mellifera PQQ M M4j
SCK040123 | T6dmesilane | A. m. mellifera PQQ M M4j
SCK040124 Lesk A. m. mellifera PQQ M M4j
SCK040181 | Té6mesilane A. m. carnica Q C C2e
SCK040182 Lesk A. m. carnica Q C C2e
SCK040109 | T66mesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040110 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040107 | Té6mesilane A. m. carnica Q C C2c
SCK040108 Lesk A. m. carnica Q C C2c
SCK040167 | To6mesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040168 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040071 | To6mesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040072 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040105 | Té6mesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040106 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040171 | T66mesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040172 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040177 | Té6mesilane A. m. carnica Q C Cc2ad
SCK040178 Lesk A. m. carnica Q C Cc2ad
SCK040135 | Té6mesilane A. m. carnica Q C Cc2ad
SCK040136 Lesk A. m. carnica Q C C2s
SCK040175 | Té6mesilane A. m. carnica Q C Cc2ad
SCK040176 Lesk A. m. carnica Q C Cc2ad
SCK040173 | Té6mesilane A. m. carnica Q C Cc2ad
SCK040174 Lesk A. m. carnica Q C Cc2ad
SCK040139 | Té6mesilane A. m. carnica Q C Cc2ad
SCK040140 Lesk A. m. carnica Q C Cc2ad
SCK040169 | Té6mesilane A. m. carnica Q C Cc2ad
SCK040170 Lesk A. m. carnica Q C Cc2ad
SCK040033 | To6mesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040034 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040029 | T66mesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040030 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040143 | Té6mesilane A. m. carnica Q C Cc2ad
SCK040144 Lesk A. m. carnica Q C Cc2ad
SCK040141 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040142 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040159 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040165 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040166 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040155 | téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040156 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040157 | Té6mesilane | A. m. mellifera PQQ M M4
SCK040158 Lesk A. m. mellifera PQQ M M4
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SCK040153 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040154 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040025 | téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040026 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040037 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040038 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040187 | Té6mesilane | A. m. carnica Q C cad
SCK040188 Lesk A. m. carnica Q C cad
SCK040185 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040186 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040179 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040180 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCKO040077 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040078 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040089 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040090 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040085 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040086 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCKO040081 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040082 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCKO040083 | Té6mesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040084 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCKO040091 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040092 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCKO040087 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040088 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCKO040073 | Té6mesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040074 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040161 | Té6mesilane | A. m. carnica Q C cad
SCK040162 Lesk A. m. carnica Q C cad
SCKO040121 | Té6mesilane | A. m. iberiensis POQQ A A2g
SCK040122 Lesk A. m. iberiensis POQQ A A2g
SCKO040163 | Té6mesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040164 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCKO040075 | Té6mesilane | A. m. carnica Q C C2s
SCK040076 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040021 | Téémesilane |  A. m. ligustica Q C Cla
SCK040022 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCKO040039 | tédmesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040040 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCKO040017 | Téémesilane | A. m. mellifera PQQ M M4na
SCK040018 Lesk A. m. mellifera PQQ M M4na
SCK040015 | Téémesilane | A. m. mellifera PQQ M M4na
SCK040016 Lesk A. m. mellifera PQQ M M4na
SCKO040061 | Té6mesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040064 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCKO040063 | Té6mesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040062 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCKO040119 | Té6mesilane | A. m. carnica Q C C2w
SCK040117 | Té6mesilane | A. m. carnica Q C C2c
SCK040118 Lesk A. m. carnica Q C C2c
SCKO040067 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040068 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040151 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040152 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040103 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040104 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
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SCK040097 | Tédémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040098 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040093 | tédémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040094 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCKO040099 | téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040100 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040195 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040196 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040197 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040198 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040191 | téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040192 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040183 | Té6mesilane | A. m. carnica Q C C2e
SCK040184 Lesk A. m. carnica Q C C2e
SCKO040041 | Té6mesilane | A. m. carnica Q C C2c
SCK040042 Lesk A. m. carnica Q C C2c
SCKO040009 | téémesilane A. m. carnica Q C C2e
SCK040010 Lesk A. m. carnica Q C C2e
SCKO040003 | Té6mesilane | A. m. carnica Q C C2s
SCK040004 Lesk A. m. carnica Q C C2s
SCK040199 | téémesilane A. m. carnica Q C C2c
SCK040200 Lesk A. m. carnica Q C C2c
SCKO040047 | tédmesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040048 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040145 | Té6mesilane | A. m. carnica Q C cad
SCKO040146 Lesk A. m. carnica Q C cad
SCKO040079 | téémesilane A. m. carnica Q C cad
SCK040080 Lesk A. m. carnica Q C cad
SCKO040101 | Té6mesilane | A. m. carnica Q C C2s
SCK040102 Lesk A. m. carnica Q C C2s
SCKO040113 | Té6mesilane | A. m. carnica Q C cad
SCK040114 Lesk A. m. carnica Q C cad
SCK040111 | Téémesilane | A. m. carnica Q C C2j
SCK040112 Lesk A. m. carnica Q C C2j
SCKO040011 | Té6mesilane | A. m. carnica Q C cad
SCK040012 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCKO040001 | Téémesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040002 Lesk A. m. carnica Q C cad
SCKO040007 | Té6mesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040008 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040133 | Té6mesilane | A. m. ligustica Q C Cla
SCK040134 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCK040149 | Té6mesilane A. m. carnica Q C C2c
SCK040150 Lesk A. m. carnica Q C C2c
SCK040147 | Té6mesilane | A. m. carnica Q C C2e
SCK040148 Lesk A. m. carnica Q C C2e
SCK040189 | Téémesilane |  A. m. ligustica Q C Cla
SCK040190 Lesk A. m. ligustica Q C Cla
SCKO040049 | Té6mesilane | A. m. carnica Q C C2s
SCK040050 Lesk A. m. carnica Q C C2s
SCKO040055 | Té6mesilane | A. m. carnica Q C cad
SCK040056 Lesk A. m. carnica Q C C2d
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Tabel S1. Eesti mesilaste 156 proovi jaotus mesinike jargi.

Mesiniku 1 gampleip | Mesilase Mesila | Haplotiiiip = Alamliik (ntDNA jirgi) Mesiniku poolt eeldatav mesilase alamliik
kood thip/sugu
SCK040109 | téémesilane Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
BK 01 SCK040110 lesk AP 01 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)

- SCK040107 | téémesilane - C2c Apis mellifera carnica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040108 lesk C2c Apis mellifera carnica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040195 | téémesilane Cla Apis mellifera ligustica teadmata (Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040196 lesk Cla Apis mellifera ligustica teadmata (Apis mellifera carnica (kraini mesilane)

BK 02 SCK040197 | té6mesilane AP 02 Cla Apis mellifera ligustica teadmata (Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

- SCK040198 lesk - Cla Apis mellifera ligustica teadmata (Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040191 | t66mesilane Cla Apis mellifera ligustica teadmata (Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040192 lesk Cla Apis mellifera ligustica teadmata (Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040017 | té6mesilane M4na Apis mellifera mellifera Apis mellifera mellifera (euroopa tumemesilane)

BK 03 SCK040018 lesk AP 03 M4na Apis mellifera mellifera Apis mellifera mellifera (euroopa tumemesilane)

- SCK040015 | téémesilane - M4na Apis mellifera mellifera Apis mellifera mellifera (euroopa tumemesilane)
SCK040016 lesk M4na Apis mellifera mellifera Apis mellifera mellifera (euroopa tumemesilane)
SCK040145 | té6mesilane cad Apis mellifera carnica Buckfast
SCK040146 lesk cad Apis mellifera carnica Buckfast
SCK040079 | téémesilane cad Apis mellifera carnica Buckfast
SCK040080 lesk Cad Apis mellifera carnica Buckfast

BK 04 SCK040101 | téémesilane AP 04 C2s Ap?s mell?fera carn?ca Buckfast

- SCK040102 lesk - C2s Apis mellifera carnica Buckfast
SCK040113 | t66mesilane cad Apis mellifera carnica Buckfast
SCK040114 lesk Cad Apis mellifera carnica Buckfast
SCK040111 | téémesilane C2j Apis mellifera carnica Buckfast
SCK040112 lesk C2j Apis mellifera carnica Buckfast

BK 05 SCK040047 | t6dmesilane AP 05 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)

- SCK040048 lesk - Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040065 | téémesilane M4j Apis mellifera mellifera Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040066 lesk M4j Apis mellifera mellifera Apis mellifera carnica (kraini mesilane)

BK 06 SCK040059 | téémesilane AP 06 M4j Apis mellifera mellifera Apis mellifera carnica (kraini mesilane)

- SCK040060 lesk - M4j Apis mellifera mellifera Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040123 | tdomesilane M4j Apis mellifera mellifera Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040124 lesk M4j Apis mellifera mellifera Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040033 | téémesilane Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

BK_07 SCK040034 lesk AP_07 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040029 | t6dmesilane Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
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SCK040030 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

SCK040167 | tédmesilane Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)

SCK040168 lesk AP 08 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)

SCK040071 | té6mesilane - Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

SCK040072 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
BK 08 SCK040149 | téémesilane C2c Apis mellifera carnica Apis mellifera carpathica

- SCK040150 lesk AP 09 C2c Apis mellifera carnica Apis mellifera carpathica
SCK040147 | téémesilane - C2e Apis mellifera carnica Teadmata
SCK040148 lesk C2e Apis mellifera carnica Teadmata
SCK040189 | téémesilane AP_08 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera mellifera (euroopa tumemesilane)?
SCK040190 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera mellifera (euroopa tumemesilane)?
SCK040077 | tddmesilane Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040078 lesk AP 10 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040089 | tédmesilane - Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040090 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040085 | téémesilane AP_11 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040086 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040081 | tédmesilane AP 12 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

BK 09 SCK040082 lesk - Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

- SCK040083 | téémesilane AP_11 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040084 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040091 | t6dmesilane Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040092 lesk AP 10 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040087 | tddmesilane - Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040088 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040073 | téémesilane AP 11 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040074 lesk - Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040143 | téémesilane AP_13 cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica/Apis mellifera mellifera
SCK040144 lesk cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica/Apis mellifera mellifera
SCK040141 | téémesilane AP 14 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040142 lesk - Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040159 | t6dmesilane Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

BK 10 SCK040165 | todmesilane AP_13 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

— SCK040166 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040155 | téémesilane AP 15 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040156 lesk - Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040157 | t6omesilane AP 13 M4 Apis mellifera mellifera Apis mellifera ligustica, Apis mellifera mellifera
SCK040158 lesk - M4 Apis mellifera mellifera Apis mellifera ligustica, Apis mellifera mellifera
SCK040153 | t6dmesilane AP_16 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
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SCK040154 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040105 | téémesilane Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)

BK 11 SCK040106 lesk AP 17 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
- SCK040171 | té6mesilane - Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040172 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040011 | téémesilane cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040012 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

BK 12 SCK040001 | téémesilane AP 18 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
— SCK040002 lesk - cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040007 | téémesilane Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040008 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040061 | t6dmesilane Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

BK 13 SCK040064 lesk AP 19 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
— SCK040063 | todmesilane - Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040062 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

BK 14 SCK040133 | téémesilane AP 20 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
— SCK040134 lesk - Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040183 | tédmesilane C2e Apis mellifera carnica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040184 lesk C2e Apis mellifera carnica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)

BK_15 SCK040041 | téémesilane AP 21 C2c Apis mellifera carnica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040042 lesk - C2c Apis mellifera carnica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040009 | t6dmesilane C2e Apis mellifera carnica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040010 lesk C2e Apis mellifera carnica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040103 | t6omesilane Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040104 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040097 | téémesilane Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

BK 16 SCK040098 lesk AP 22 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
- SCK040093 | t6omesilane - Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040094 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040099 | téémesilane Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040100 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040177 | t6dmesilane AP 23 cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040178 lesk - cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040135 | toomesilane AP 24 cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

BK 17 SCK040136 lesk - C2s Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
- SCK040175 | téémesilane Ccad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040176 lesk AP 23 cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040173 | tddmesilane - cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040174 lesk cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
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SCK040139 | téémesilane cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040140 lesk AP 24 cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040169 | téémesilane - cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040170 lesk cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040119 | téémesilane C2w Apis mellifera carnica Teadmata

BK_18 SCK040117 | téomesilane AP_25 C2c Apis mellifera carnica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040118 lesk C2c Apis mellifera carnica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040021 | téémesilane AP 26 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

BK 19 SCK040022 lesk - Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

- SCK040039 | téémesilane AP 27 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040040 lesk — Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040049 | t6dmesilane C2s Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

BK 20 SCK040050 lesk AP 28 C2s Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

— SCK040055 | tédmesilane - cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040056 lesk cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040003 | téémesilane C2s Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica or Apis mellifera carnica

BK 21 SCK040004 lesk AP 29 C2s Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica or Apis mellifera carnica

— SCK040199 | té6mesilane - C2c Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica or Apis mellifera carnica
SCK040200 lesk C2c Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica or Apis mellifera carnica
SCK040067 | téémesilane Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)

BK 22 SCK040068 lesk AP 30 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)

— SCK040151 | t66mesilane - Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)

SCK040152 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
BK 23 SCK040181 | t6dmesilane AP 31 C2e Apis mellifera carnica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)

- SCK040182 lesk - C2e Apis mellifera carnica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040187 | téémesilane Cad Apis mellifera carnica Buckfast (Tenuta Ritiro F1)
SCK040188 lesk cad Apis mellifera carnica Buckfast (Tenuta Ritiro F1)

BK 24 SCK040185 | t6dmesilane AP 32 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica, Apis mellifera carpathica

— SCK040186 lesk - Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica, Apis mellifera carpathica
SCK040179 | téémesilane Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040180 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera carnica (kraini mesilane)
SCK040161 | t66mesilane AP 33 cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040162 lesk - cad Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040121 | téémesilane AP 34 A2g Apis mellifera iberiensis Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

BK 25 SCK040122 lesk - A2g Apis mellifera iberiensis Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

- SCK040163 | téémesilane Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040164 lesk AP 33 Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040075 | todmesilane - C2s Apis mellifera carnica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
SCK040076 lesk Cla Apis mellifera ligustica Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
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BK_26

SCK040025 | téomesilane
SCK040026 lesk
SCK040037 | téomesilane
SCK040038 lesk

AP_35

Cla

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

Cla

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

Cla

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)

Cla

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica (itaalia mesilane)
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