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Streszczenie

U owadow haplodiploidalnych, takich jak pszczoty miodne, pte¢ determinowana jest genetycznie:
samce rozwijaja si¢ z niezaptodnionych jaj i sg haploidalne, a samice z zaptodnionych jaj — sa
diploidalne. Kluczowym mechanizmem jest determinacja plci zalezna od pojedynczego locus
(Single Locus Complementary Sex Determination, sl-CSD), w ktorej pte¢ zalezy od
heterozygotycznosci w locus genu csd (z ang. complementary sex determiner). Osobniki
heterozygotyczne rozwijaja si¢ jako samice, podczas gdy hemizygotyczne (haploidalne) jako
samce. Homozygoty rozwijaja si¢ w bezptodne samce diploidalne, co stanowi obcigzenie
genetyczne, szczeg6lnie w populacjach malych lub spokrewnionych. Z tego wzgledu

réznorodno$¢ genetyczna csd stanowi jeden z kluczowych czynnikow dla przetrwania populacji.

W pracy przedstawiono nowa metod¢ genotypowania w celu analizy réznorodnos$ci genu csd w
rodzinach pszczoly miodnej, opartag na analizie robotnic, a nie trutni. Metoda ta pozwala na
uchwycenie wigkszej réznorodnosci wsrod alleli, lecz wymaga duzych rozmiaréw proby, by
zminimalizowa¢ bledy i1 zapewni¢ reprezentacj¢ rzadkich linii ojcowskich. Zwigkszenie
wydajnosci analizy osiagni¢to poprzez opracowanie nowej metody opartej na polimorfizmie

dlugosci fragmentow restrykcyjnych (T-RFLP).

Nowo opracowana metoda umozliwita analize 2668 larw robotnic, ujawniajgc 137 unikalnych
alleli csd w probkach z 19 kolonii pochodzacych z trzech lokalizacji: pasieki HIRSZ we
Wroctawiu, pasieki ASP w centrum Wroctawia oraz pasieki PISZ w rejonach Piszkawy. Analiza
funkcjonalna parowania alleli csd miala na celu wykrycie genotypow, ktore sa
niedoreprezentowane ze wzgledu na letalnos¢ lub czgsciowa niefunkcjonalno$¢ w determinacji
ptci zenskiej. Zidentyfikowano 118 unikalnych kombinacji alleli, z ktorych wigkszo$¢ byla
robwnomiernie reprezentowana. Dwa genotypy o minimalnej réznicy sekwencyjnej (1 1 4
aminokwasy) zostaty eksperymentalnie potwierdzone jako funkcjonalne na podstawie ekspresji
transkryptu genu double-sex (dsx) specyficznego dla samic. Odkrycie to dostarcza nowych

informacji na temat kryteriéw funkcjonalnej heterozygotycznosci pomiedzy allelami csd.

W celu zbadania funkcjonalno$ci csd na poziomie biatkowym, wykorzystano predykcje
strukturalne AlphaFold2. Pokazaly one, Zze domeny N-koncowa i bogata w argining 1 seryne (RS)

tworza stabilne a-helisy, natomiast region hiperzmienny (HVR) oraz region bogaty w proling (PR)



pozostaja w duzej mierze nieuporzadkowane w formie monomerdéw. Predykcje dotyczace
formowania homotrimeréw wykazaty istotne przeksztalcenia strukturalne, w tym formowanie
struktur B 1 zwigkszona liczbe wigzan wodorowych, szczegolnie w obrebie HVR. Dla pordwnania,
heterotrimery zawieraly zwykle mniej wigzan wodorowych w tym regionie. Dodatkowo,
zidentyfikowano dwa allele, ktore stanowity wyjatek od tej reguty. Ich kompleksy homotrimerow
tworzyly mniej wigzan wodorowych niz kompleksy heterotrimerow, co moze wskazywac¢ na

specyficzne dla alleli mechanizmy funkcjonalnej heterozygotycznosci.

Roéwnolegle zbadano zmienno$¢ mutacyjng regionu HVR genu csd przy uzyciu sekwencjonowania
DNA nasienia trutni. Sekwencjonowanie Illumina wykazalo wysoki poziom artefaktow
zwigzanych z PCR, co ograniczyto mozliwos¢ wykrycia rzadkich wariantéw. Dla pordwnania,
sekwencjonowanie Oxford Nanopore z minimalng liczba cykli PCR daty mniej zanieczyszczone
odczyty, ktore byty bardziej dopasowane do alleli referencyjnych. Przy uzyciu algorytmu DADA2

zidentyfikowano kilka rzadkich wariantoéw sekwencji, ktore mogly powsta¢ na wskutek mutacji.



