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1. RESUMEN ) S

A partir de 1986, la abeja africanizada comenzdé a colonizar
México y con ello se empezaron a realizar trabajos en cuanto al
proceso de africanizacion dentro de diferentes zonas del pais. Este
ha sido definido como la invasidon de colonias silvestres
(enjambres) africanizadas, y 1la posterior hibridizacion con
colonias residentes {colmenas y enjambres) de origen europeo, dando
como resultado que las caracteristicas africanas predominen sobre
las europeas.

Un sin numero de trabajos han hecho evidente gque las
frecuencias alélicas de dos enzimas, malato deshidrogenasa (MDH) y
hexogquinasa (HK) difieren significativamente entre las poblaciones
de abejas europeas y africanizadas, lo cual determina gque estas
enzimas pueden ser utilizadas como marcadores genéticos y proveer
una herramienta para establecer como se van dando los procesos de
africanizacion en diferentes ambientes.

En este contexto fue realizado este estudio, en el cual se
determinaron las frecuencias genotipicas y alélicas de las enzimas
MDH y HK en colonias de abejas de seis apiarios experimentales.
Estos apiarios se encuentran localizados en un transecto
altitudinal que va de los 20 msnm a 1950 msnm desde el Puerto de
Veracruz hasta Xaldpa. El muestreo se realizd en dos periodes de
tiempo, noviembre de 1988 y mayo a julio de 1989.

Los resultados muestran qgue las frecuencias alélicas para MDH
y HK en los apiarios de Xalapa se presentan en un patrdén semejante
a las de origen europeo de otras zonas del Continente Americano y
México. Sin embargo, las <caracteristicas genéticas y de
comportamiento en el apiario localizado 480 msnm sugieren gque tal
vez existe una incipiente africanizacidn.

En contraposicién, el apiario localizado a 1920 msnm, cuyas
caracteristicas genéticas y de comportamiento son claramente
europeas, se propone como un sitio poco probazble de africanizacidn
como resultado de la posible existencia de una barrera climdtica
para la colonizacidn de abejas africanizadas.

Por otro lado, se decidid utilizar los datos electroforéticos
de MDH, ~omo una introduccion hacia la genética de poblaciones en
abejss por medio de la determinacion de algunos parametros de
estructura wueneética como estadisticos de Wright y distancia
genéticas de Nei, asi como Equilibrios de Hardy-Weinberg e indices
de fijacion.



2.- INTRODUCCION

La rapida y amplia colonizacidn de las abejas africanizadas en
la mayor parte de América del Sur, América Central y actualmente en
México, a partir del escape de 26 colonias de abejas africanas

(Apis mellifera scutellata Lep.) en 1957 (Kerr, 1967) ha sido uno

de los eventos bioldgicos que ha llamado la atencidn en los ultimos
anos.

El proceso de africanizacidon definido como la invasidn de
colonias silvestres africanizadas, las cuales se hibridizan con
colonias de origen europeo (enjambres y colmenas), donde las
caracteristicas de las colonias africanizadas predominan sobre las
europeas determinap una oportunidad unica para caracterizar las
diferencias genéticas entre estas dos poblaciones antes de 1la
hibridizacidn y posteriormente documentar los cambios genéticos
como resultado de su interaccidn en diferentes ambientes. Para
ello el uso de marcadores enzimdticos a través de la técnica de
electroforesis determina una herramienta importante en este tipo de
estudios.

En numerosos trabajos se han encontrado dos marcadores
enzimaticos: malato deshidrogenasa (MDH) y hexoguinasa (HK) cuyas
frecuencias al?licas son diferentes entre las poblaciones de abejas
europeas y africanizadas (Sylvester, 1976, 1935 y Del Lama, 1988
entre otros). Es por ello que una caracterizacidn genética de MDH
Y HK se hace indispensable para establecer como se van dando los

cambios genéticos en una zona con la llegada de 1la abeja



africanizada.

—2.1 Antecedentes

Las abejas mieleras (_Apis mellifera, L.) son nativas del area

del Mediterraneo y se distribuyen ampliamente tanto en zonas
témpladas como tropicales encontrandose en Europa, Asia y Africa
donde se han reconocido 24 subespecies las cuales presentan una
gran varibilidad morfoldgica y de conducta (Ruttner, 1988). Esta
especie fue introducida a América con fines productivos, a través
de importaciones de'subespecies europeas (A, m, mellifera L. Yy A.
m. liqustica Spin.) desde el siglo XVIII (Calkins, 1974). 1las
caracteristicas de las abejas europeas son: facilmente manejables,
producen 1-2 enjgmbres por afio, poco agresivas, pero en las
regiones tropicales son poco productivas. En 1956, una variedad
de abejas de Africa (A. m. scutellata Lep.) fué introducida a
Brasil con el propdsito de producir una linea hibrida de abejas
que tuviera las caracteristicas de manejo de las subespecies
europeas, pero adaptada a zonas tropicales como las de Africa
(Kerr, 1967). Las abejas africanas son muy productivas en 1los
tréopicos, sin embargo son de dificil manejo debido a gque son
propensas a tener una conducta defensiva severa, enjambran y
emigran con facilidad dando como consecuencia gque este tipo de
abejas sean indeseables para los apicultores (Page, 1989). En
1957, 26 enjambres africanos escaparon accidentalmente de un
apiario experimental cerca de Rio Claro, Edo. de Sao Paulo, Brasil

donde estaban en cuarentena, estas abejas se reprodujeron en el



medio circunvecino e iniciaron una dispersion constanterkSARH,
1986) . Actualmente los descendientes de estas abejas africanas han
colonizado exitosamente 1la mayor parte del América del Sur y
América Central y se estan dispersando a través de México.

Se han desarrollado diferentes puntos de vista acerca de como
esta poblacidén predominantemente africana puede llegar a
establecerse en una zona, particularmente en areas donde se han
mantenido abejas europeas por mas de 200 afos; Yy como las
caracteristicas africanas se mantienen en una regidén donde la
descendencia reproductiva de las 26 reinas originales, debieron
haberse entrecruzado por azar con abejas europeas (Rinderer, 1986
y Taylor, 1985). Rinderer en 1986 propone gque el proceso de
africanizacion imp;icé desde su inicio y continua siendo un
proceso de hibridizacion entre las abejas europeas de colmenas con
las abejas africanas. Por ello estas abejas constituyen un hibrido
y deben ser llamadas africanizadas. Por otro lado Taylor (1985)
opina que la poblacidn africana ha permanecido distinta de la
poblacidn europea durante su dispersion a través de mecanismos de
aislamiento reproductivo; Taylor et al. (1989);: Hall vy
Muralidharan (1989) sostienen que las abejas europeas no han
contribuido significativamente al acervo génico africano y por lo
tanto deben ser llamadas abejas africanas.

Para los fines prdcticos de este estudio, la distincidn entrér
las poblaciones hibridas resultantes del entrecuzamiento de abajas
europeas con africanas y las poblaciones de Africa, denominaremos

africanizadas a las poblaciones que se han venido desplazando a



traves del Continente Americano.

Son cuatro las caracteristicas mas notables de las abejas
africanizadas: su eficiente comportamiento defensivo, alta
produccidn de enjambres reproductivos, un desarrollado
comportamiento evasivo o migratorio que impulsa a la colonia a
abandonar su nido cuando las condiciones ambientales le son
desfavorables (p. ej. disminucion en la disponibilidad de recursos)
o cuando es atraida por fuentes distantes ricas en alimento; y por
ultimo, una alta capacidad de los enjambres a viajar grandes

distancias (Michener, 1975).

2.2 Antecedentes en México

La introducecidn de Apis mellifera a México fué de Florida a
finales del siglo XVIII, la subespecie introducida fué A. m.
mellifera. A partir de entonces fueron traidas otras variedades
como A. m. liqustica y A. m. carnica (Labougle y Zozaya, 1986).

El rapido desplazamiento de la abeja africanizada (debido
principalmente a su capacidad de reproduccidén y conducta
enjambradora) ha sido a razén de 300~400 km por ano (Taylor,
1977). De esta forma se estimd que llegarian a México entre 1985-
1987 (Taylor, 13%85). Los primeros enjambres de abejas
africanizadas fueron capturados en septiembre de 1986 (Fierro et
al., 1987) por la region costera de Chiapas. A partir de entonces
han continuade su desplazamiento hacia el interior del pais
principalmente a traves de las costas. Actualmente las abejas

africanizadas han colonizado la mayor parte del sur de México,



Hacia el Golfo de México las abejas africanizadas arribaron al
Vﬁétédo de Veracruz en octubre de 1987 e invadieron la- zona- de
Xalapa desde noviembre de 1988 (SARH, no publ.), alcanzando la el
Estado de Tamaulipas en 1989. A 1lo 1largo del Pacifico el
desplazagmiento de estas abejas ha sido reportado hasta el Estado
de Colima en 1990 (Labougle en prensa). Para el Centro de Mexico,
la colonizacion ha alcanzado el Distrito Federal desde marzo de

1991 (Gonzalez, 1991).



2.3 Métodos de identifidéciéﬁmﬁwi?rwv o

La invasidn de abejas africanizadas ha hecho necesario utilizar
métodos objetivos gque permitan distinguir abejas europeas y
africanizadas con el objeto de determinar como se van dando los
procesos de africanizacién en las distintas zonas del Continente
Americano ademdas de monitorear y documentar su movimiento en
éste. Los criterios mas usados para distiguir las abejas

africanizadas de las europeas son:
a) Conducta y observaciones de campo

La observacién directa de caracteristicas en el nido,
principalmente de agresividad, forma de vuelo, tendencia a correr
sobre el panal al contacto con humo, almacenamiento de miel, areas
de cria, asi como tamafioc y color de las obreras, son tomadas en
cuenta en la identificacidn de una colonia como africanizada o

europea (Tabla 1).
b) Medicidn del tamafio de las celdillas de abejas obreras

Rinderer et al. (1986), encontraron que la medicidn de 1la
distancia transversal gque ocupan en el panal 10 celdillas de cria
de abejas obreras es diferente para las europeas y africanizadas En
abejas europeas esta distancia fluctua entre 5.0 y 5.5 cm, donde

los promedios de tres medidas varian entre 5.2 (* 0.02) y 5.3 (%



Tabla 1 .- Caracteristicas del nido de abejas europeas y

africanizadas.
Caracteristica Europea Africanizada
Agresividad Poca Mucha
Vuelo Menos preciso, Muy preciso,
salen y regresan salen y entran
al nido caminando del nido volando
algunos centimetros
fuera de la entrada.
Almacenamiento de miel Mucho Poco
Area de cria Limitada al centro Mayor area,
del panal hasta las
orillas del
panal
Tamafiio Grandes Menor tamano

Color Claro Obscuro




0.02) cm. En contraste, las mediciones hechas en celdillas de
abejas africanizadas fluctdia entre 4.5 y 5.0 cm., encontrandose
que los promedios de tres mediciones estan entre 4.8 (* 0.02) y
4.9 (* 0.02) ocm, Este método es cominmente utilizado como
diagnéstico en la determinacion de africanizacidn de colonias de
abejas europeas. El método consiste en medir 10 celdillas del
centro del panal, a partir de la pared exterior de la primera

celdilla hasta el interior de la décimo primera celdilla (Fig. 1).

c) Andlisis morfométrico

Haciendo uso del analisis discriminante, Daly y Balling (1978)
desarrollaron un método que permite una identificacidn confiable de
colonias de abejas africanizadas y europeas con un margen de error
del 0.505% al 4.4€¢%, utilizando la medicién de 25 caracteres
fisicos de las abejas comprendidos en las siquientes partes del
cuerpo: ala anterior derecha, ala posterior derecha, tercer

esternito abdominal y la pata posterior derecha.



Celdilla de
obrera

Figura 1.- Medicion de celdillas.



d) Andlisis electroforético

Desde que la técnica de electroforesis llegd a ser de uso
comin en genética de poblaciones, fué aplicada en abejas,
particularmente del género Apis (Mestriner, 1969). Estos trabajos
se han visto incrementados en numero en los \ultimos afos para
entender la dindrica del proceso de africanizacidn y encontrar un
marcador genético gque permita discriminar entre abejas
africanizadas y europeas.

Los primeros trabajos en genética de abejas por medio de 1la
electroforesis, se realizaron con el objeto de conocer 1la
variacion durante el desarrollo ontogenético, como entre las
diferentes razas de abejas mieleras (Mestriner,1969; Mestriner y
Contel, 1972; Sylvester, 1976; Martins et al., 1976; Contel et
al., 1977). En general se han encontrado niveles muy bajos de
variabilidad a nivel de enzimas del metabolismo basico, Sylvester
(1976) reporta un locus polimérfico (MDH) y una heterocigocidad de

1% en 39 loci estudiados en Apis mellifera. Este es un valor muy

bajo considerando la gran variacién morfoldgica y de
comportamiento en las abejas mieleras y el polimorfismo encontrado
en otros invertebrados (Selander, 1986). Estos niveles bajos de
variacion genética en abeja han sido atribuidos, por una parte, a
la haplo-diploidia y por otra a la conducta social de 1las abejas,
que se refleja en la regulacién de las condiciones del medio
dentro del nido (temperatura, humedad, disponibilidad de recursos
etec.); ello trae como consecuencia que los estados inmaduros en una

9



colonia perciba el medic comq‘def“gfiﬁﬁ%fino“ (Levins;;g§§ren

Sylvester 1985).

De todas las enzimas exploradas electroforéticamente sdlo
siete han sido polimdrficas -~ fosfoglucomutasa (PGM), malato
deshidrogenasa (MDH), hexogquinasa (HK), esterasa (EST), alcohol
deshidrogenasa (ADH), mdlica (ME) y una proteina general (P3) -
(Mestriner, 1969; Sylvester, 1976; Mestriner y Contel, 1972;
Martins et al.,1976; Del Lama et al., 1985 ; Sheppard y Berlocher,
1984; Del Lama et al., 1988). De éstas, MDH, HK, PGM y ADH
difieren de manera significativa entre las poblaciones de abejas
europeas y africanizadas. El locus MDH~1 es considerado como el
mds Util para caracterizar éstas poblaciones de abejas. Sylvester
(1985) resume las frecuencias para este locus con tres alelos en
las distintas subespecies de abejas meliferas. Estos resultados se
presentan en la Tabla 2 junto con los trabajos mas recientes con
MDH en abejas meliferas.

Por otro lado, recientemente fué descubierto un locus para HK

importante en los estudios de poblaciones de abejas europeas y

africanas (Del Lama et al., 1988). Este locus fué encontrado
polimérfico con dos alelos, el alelo F (alelo rapido) y el S

{(alelo lento) en las abejas africanizadas de Brasil; mientras que
en las poblaciones europeas de distintos continentes los individuos
son homocigos para el alelo F generalmente (Tabla 3).

Debido a las diferencias encontradas en MDH y HK entre las dos
poblaciones de abejas, se hace evidente la utilidad de estas

enzimas como marcadores genétices que nos permitan caracterizar a

i0



Tabla 2.~ Frecuencias alélicas de MDH reportadss para Apis
metlifera (Sylvester, 1985).

Malato deshidrogenasa

(MDH)
Tipo Nimero
de de
Autor Sitio abejas* colonias A 8 [+
Sylvester £.U, i 24 6.20 0.1% 0.70
(1976) Brasit Az 34 0.84 0.16 0.01
Colonbia E 13 0.26 0.37 0,39
Yrinidad € 10 0.37 0.13 0.50
Contel et al. Brasit i 34 6.14 0,15 0.7%
1977 8rasil Az 78 0.77 0.20 Q.03
Gartside Australia tn 9 0.37 0.3z 0.}
(1980) Australia Cc 2 0.2 0.1 0.7
Australia 4 0.2 0.1 0.7
Australia F 4 0.3 0.5 6.2
Nunamaker 8rasil Az 4 0.7 0.2 0.t
{1980) 3rasil Az ] 0.992 06.008
Sudafrica A 18 1.0 ov= -
Sudafrica Ac 2 0.4 0.3 6.3
Humamaker ¥y Sudafrica A 10 1.0 .- ---
Wilson Brasit Az 12 0.93 0.03 ©0.04
(1981
Cornuet y 1talia 1 8 0.25 -~ 0.75
Louveaux Francia M 14 (L] 1.0 -
(1981)
Badine  ltalin 1 2 921 0.03 0.7
&t al. francia L3 - .- 1.00  ~--
(1983
Sheppard y Noruega H [ 0.1t 0.85 0.04
Berlocher
{1984) *
Sheppard y italia 1 5 0.30 0.06 0.64
Berltocher
(1985)
Spivak C. Rica E 9 0.33  0.12 Q.55
(1988) Veracruz € 20 0.28 0.15 0,57
Istmo E 18 0.09 0.19 0.72
Chiapas E 18 0.15 0,31 0,054
tobo et al, Brasil (N} ? 197 0.87 Q.12 0,0t
(1989) Brasil (C) 7 93 0.77 0.1z 0.04
Brasit (S) ? 39 0.74  0.25 G,00
Uruguay ? 5t 0.31  0.64 0.05
Labougle Veracrur Az 13 0.85 0.08 0.07
et al. Qaxaca Az 33 0.8t 0.13 0.06
(1989)
Brizuela Yeracruz Az L6 0.70  0.15 G.15
1989
(en prep.)
Taylor Xalapa E 47 0.22  0.135 0.655
1988
{com. pers)

* A=Africana (A, m. scutellata), Ac=(A. m. capensis), E=Eurcpea,
Az=Africanizada, Cc=Caucasiana (A, m. taucssica), Cn= Carniola
(A, m. carnica), f= enjambres silvestres, = Italianas (A. m.
Ligustica), M=A. m. meltifera. '



Tabla 3.~ Frecuencias alélicas de HK-1 reportadas para Apis

mellifera
Hexoguinasa
(HK-1)
Tipo Numero
de de

Autor Sitio abejas* colonias F s
Del Lama Brasil Az 182 0.450 0.550
et al. Italia I 15 1.00
(1988) Cn 12 1.00

E.U. I 7 1.00

México E 8 1.00
Spivak C. Rica E 9 0.8 0.2
(1988) Veracruz E 20 0.99 0.01

Istmo E 18 0.94 0.06

Chiapas E 18 0.94 0.06
Labougle Veracruz Az 4 0.56 0.44
et al. Oaxaca Az 33 0.54 0.46
(1989)
Brizuela Veracruz Az 46 0.6 0.4
(en prep.)
Taylor Xalapa E 47 1.00
1988

(comm. pers.)

* E=Furopea, Az=Africanizada, Cn= Carniola . (A. m. carnica),
I= Italianas (A. m. ligqustica).



las abejas durante los procesos de éfficaﬁizé¢i6n§

Asi mismo, los marcadores enzimdticos han sido utilizados
ampliamente en diversas dreas como: estudios taxondmicos vy
filogeneticos (Avise, 1974; Buth, 1984), estudiar los procesos de
especiacidn (Ayala, 1975), mejoramiento genético de especies
cultivadas (Brown, 1978).

Recientemente, los marcadores genéticos han demostrado ser de
gran utilidad en estudios de genética de poblaciones para ver el
efecto de las fuerzas evolutivas como deriva génica, mutacidn,
migracidén, seleccidén natural y sistemas reproductivos sobre la
estructura genética de las poblaciones (Hedrick, 1983; Brown et al.
1975; Richardson et al., 1986). En este trabajo se decidid explorar
en este campo con las poblaciones de abejas A. mellifera a partir
de los datos electroforéticos obtenidos con MDH de los apiarios de
Xalapa, Veracruz. Cabe aclarar gue este tipo de estudios involucra
un disefio especifico de trabajo ademds de la utilizacidén de un

mayor numero de marcadores enzimaticos.

La electroforesis en gel es un método que permite estimar la
variabilidad genética en las poblaciones naturales mediante el
exdamen de las variantes proteicas elaboradas por los distintos
individuos. La electroforesis en dgeneral es definida como "la
migracion de particulas bajo la influencia de un campo eléctrico®
(Richardson et al., 1986). Asi, durante la electroforesis, cada
proteina se dezplaza (migra) en un sentido y a una velocidad que

dependen de su carga eléctrica neta asi como de su peso molecular

11



yiférhé; ?Siehdé las proteinas un products primario de los genes, - -
la variaciodn en una proteina dada generalmente representa variacion
en el DNA que codifica para las proteinas. De este modo, la
movilidad electroforética de proteinas provee indirecta informacion
del DNA y por lo tanto de los distintos alelos (formas alternas de
un gen) gue codifican para una proteina dada. Asi, si dos
individuos de la misma especie tienen proteinas homdlogas gque
migran a diferentes distancias durante la electroforesis, se
concluye que estos individuos tienen diferentes alelos en el locus
gue codifica para esa proteina (Powell, 1975). Alternativamente,
si las enzimas de diferentes individuos tienen equivalentes
migraciones en el gel, entonces se asume que las secuencias
codificadas del DN@ fueron las mismas (Gottlieb, 1981; Hedrick,

1983; Richardson et al., 1986).

12



3.0 B J E T I V 05

OBJETIVO:

Evaluar el grado de africanizacion de abejas en apiarios de la
zona de Xalapa con base en estimaciones de las frecuencias
genotipicas y alélicas de dos enzimas (MDH y HK) por medio de la

técnica de electroforesis en gel de almidédn.

Adicionalmente se pretende hacer una exploracidn preliminar de
la genética de las poblaciones de abejas mieleras. Para este fin se

plantearon los siguientes objetivos:

A. Evaluar si las frecuencias genotipicas de MDH se encuentran
en Hardy-Weinberg y estimar el indice de Fijacidn en diferentes

apiarios de Xalapa.

B. Obtener estimadores preliminares de la estructura genética

de las poblaciones de Apis mellifera con base en la enzima MDH

utilizando los estadisticos F de Wright y las distancias genéticas

de Nei.

13



4.~ METODOLOGIA
4.1 TRABAJO DE CAMPO

4.1,1 Area de estudio

Para la realizacidn de este trabajo, se muestrearon abejas de
seis apiarios experimentales, establecidos a lo largo de un
transecto que va desde la costa cerca del Puerto de Veracruz hasta
las montafas cercanas a Xalapa en el Estado de Veracruz, México en
un rango altitudinal de 1los 20 - 1950 msnm (Fig. 2). Los apiarios
fueron establecidos a principios de 1988 y se ubican en sitios
diferentes en cuan;o a vegetacidn, clima, altitud y de acuerdo a
su ubicacidén geografica han sido denominados de la siguiente
manera (Tabla 4): (1) Soledada de Doblado, (2) Tamarindo, (3) Cerro
Gordo, (4) E1 Lencero, (5) Conafrut y (6) La Joya, donde la
diferencia altitudinal mas grande es de 1930 msnm entre los
apiarios La Joya y Soledad de Doblado.

Asi mismo las distancias geogriaficas entre los apiarios son
dados en la Tabla 5 donde la mayor distancia geografica se
encuentra entre el apiario de Soledad de Doblado y Tamarindo
mientras que los apiarios mds cercanos son El Lencero y Conafrut,

Las caracteristicas de precipitacion y tewpceratura son
registradas para dos zonas (Garcia,1988) las cuales se localizan
muy cerca de los apiarios. En la Fig.3 (A) la estacidn de Xalapa

que corresponde a los aplarios localizados a mayor altitud: E1
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“"Pabla-4..-..Caracteristicas de los apiarios

TAltitud

Apiarié Vegetacidn
1) Soledad de Zona de pastizal 20 wmsnm
Dobladao

2) Tamarindo Selva baja caducifolia 100 msnm
3} Cerro Gordo Selva baja caducifolia 480 msnm
4) E1 Lencero Huerto 920 msnm
%) Conafrut Huerto 1180 msnm
6) La Joya Bosque de Pino-Encino 1950 msnm

Tabla 5.- Distancia geografica

entre apiarios.

APIARIOS DISTANCIA (Km)

1-2 34
2-3 25
3-4 12.5
45 7.5

5-6 20




rrLencero i4), Conafrut (5):y La Joya (8), mientras que la estacidn
de Palo Gacho (B) corresponde a los apiarios que se encuentran en
las altitudes bajas: Soledad de Doblado (1), Tamarindo (2) y Cerro
Gordo (3). Como se observa en estos diagramas en las dos zonas la
mayor precipitacidén se encuentran entre los meses de mayo a
septiembre donde los datos de precipitacidn media anual para Xalapa
es de 1493.2 mm mientras gue en la zona de Palo Gacho es de 1156.5
mm. La temperatura en la zona de Xalapa a lo largc del ano oscila
entre los 14.9 y 20.4 °C con una temperatura media anual de 18 °C.
Para la zona de Palo Gacho la temperatura a lo largo del afo oscila

entre los 22.3 y 29.2 °C con una temperatura media anula de 25.9

°C.
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4.1.2 Muestreo

éor considerar un periodo de £iempo razonéble éafa éue pudierér
haber un cambio en las frecuencias alélicas de MDH y HK en las
poblaciones de abejas de la zona con la invacién de la abeja
africanizada (Fierro et al., 1988), durante este trabajo se
realizaron dos muestreos, el primero en el mes de noviembre de
1988 denominado ccmo tiempo 1 (T1l) y el segundo de mayo-julio de
1989 denominado tiempo 2 (T2). Este segundo muestreo sdlo fué
realizado en los apiarios de Tamarindo, Cerro Gordo y La Joya
debido a que estos apiarios se localizan en una altitud baja, media

y alta respectivamente.

Cada apiario consta de un promedio de 30 colmenas o colonias,
la colecta se realizo tomando 10 colmenas al azar de cada apiario.
De cada colmena se tomaron aproximadamente 25 abejas obreras
adultas del centro de los bastidores, para asi asegurar due
pertenecieran a 1la poblacidn de la colmena muestreada. Se
realizaron dos tipos de muestreo, uno de ellos consistid en
colocar las 25 abejas de cada colmena en frascos de plastico de
100 ml para ser congeladas en hielo azul; el segundo consistid en
colocar a las abejas en Jaulas para reina (aproximadamente 12
abejas por jaula), las cuales fueron al imentadas con una mezcla de
azucar glass y miel ("candy") para mantenerlas vivas hasta ser
almacenadas a temperatura adecuada. Tanto los frascos como las
jaulas para reina, fueron previamente etiquetados con 1los

siguientes datos: apiario, fecha y No. de colmena.
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Al término de la colecta las abejas fueron transportadas y
almacenadas en un ultracongelador Revco a =70 °C para su
posterior analisis enzimatico en el Laboratorio de Genética y

Evolucion del Centro de Ecolegia, U.N.A.M.
4.2 TRABAJO DE LABORATORIO

4.2.1 Técnica de electroforesis

Se utilizd la técnica de electroforesis horizontal en geles de
almidoén, para la caracterizacidn de las frecuencias alélicas y
genotipicas con 1las enzimas MDH (Malato deshidrogenasa) y HK
(Hexoquinasa). La metodologia asi como el equipo utilizado en las
electroforesis estd basado principalmente en el utilizado en el
Laboratorio de Genética y Evolucidén del Centro de Ecologia,
U.N.A.M., (Werth, 1985: Soltis et al., 1983; Pifiero, 1982; Hakim-

Elahi, 1976; entre otras) la cual se lleva a cabo de la siguiente

manera:

a) Preparacién del gel: Los geles se prepararon a una
concentracion del 12% utilizandose almiddn hidrolizado (Sigma No.
§-4501) para todos los geles. Cada gel fué preparado con 30 gr. de
almiddn, que se colocd en un matraz Erlenmeyer para vacio de 1 1.
Al matraz se ahaden 250 ml de solucidn amortiguadora y se agito
fuertemente para mezclar perfectamente el almidon y la solucion
amortiguadora. Una vez homogenizada la mezcla se calentd en un

mechero de flama hasta llegar a la ebullicidén y permitir que la
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solucion opaca se tornara semitransparente, Inmediatamente después
se éplicé vacio a la solucién duranté 1-2 “minutos ", -para eliminar
las burbujas de aire. El gel se virtid rapidamente en el molde para
gel (previamente nivelado), y se dejo enfriar alrededor de 30
minutos a temperatura ambiente y 30 minutos en refrigeraciodn.
Posteriormente se cubrid cada gel con pldstico transparente delgado
autoadherible para evitar la deshidratacion del gel y se dejo toda
la noche a temperatura ambiente . Todos los geles fueron preparados
el dia anterior de los corrimientos electroforéticos.

Los moldes utilizados en este trabajo son de acrilico
tranparente, cuyas medidas son: 20 cm de ancho X 24 cm de largo

x 1 cm de altura.

Después de varias pruebas con diferentes sistemas-amortiguador,
se determinaron dos tipos de sistemas para las dos enzimas,
denominados como sistema Morfolina y sistema Histidina (Tablas A y
B del Apéndice 1). El sistema Morfolina fué utilizado
principalmente para MDH, mientras que el de Histidina lo fué para

HK.

b) Extraccién de las muestra: Se utilizaron 10 o mas abejas por
colmena, a cada abeja se le disectd el tdrax colocandolos en
placas de cultivo de tejidos, a los cuales se les agregé 2-3 gotas
de solucion amortiguadora de gel correspondiente al sistema vy
posteriormente fueron macerados con un agitador de vidrio

(cuidando que esté perfectamente limpio en cada ocasion)
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formandose - un homogenizado de tejido y solucidén-buffer. A cada
homogenizado se le colocd de 1-2 piezas de papel filtro para
cromatografia (Whatman No. 3) de 0.4 cm de ancho x 1 cm de largo,
para absorber la nmuestra y esta tira se colocd en el gel. La
extraccion de la muestra se hizé el mismo dia del corrimiento de
las enzimas, pero otras veces se realizo dias antes del
corrimiento, en cuyo caso eran colocados las piezas de papel
filtro con la muestra en cajas Petri desechables adecuadamente
etiquetadas con nimero de colmena, fecha de extraccidn, y sistema
~ amortiguador utilizado, éstas fueron almacenadas a -70 °C, hasta

el momento del corrimiento.

c) Corrimiento: Para llevar a cabo la electroforesis se
colocan las piezas de papel filtro con muestra a lo ancho del gel
(16 cm) previamente cortado horizontalmente a 11 cm del extremo
del catodo, se utilizaron 20 muestras por gel mds dos muestras
con solucidn de amaranto (una a cada extremo) para visualizar la
migracion del frente durante el corrimiento.

Una vez colocadas las muestras se juntan las dos piezas de gel
de tal manera que hagan firme contacto para el corrimiento
adecuado. El gel es colocado en las charolas de electroforesis gue
han sido 1llenadas con la solucidn-amortiguadora para electrodos
dependiendo del sistema utilizado y las toallas gyue funcionan
como la conexidn eléctrica entre el gel y las charolas (Fig. 4).
Una vez montado el sistema se coloca en el refrigerador y se le

aplica una corriente eléctrica. Después de 15-20 min. de
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corrimientb, la corriente es suspendida ' y las firas de papel
Tfiltro son ‘retiradas del gel, cuidando-que.-las.dos piezas de gel
'quéden perfectamente unidas, se cubre con plastico se coloca una
placa de vidrio delgado encima del gel junto con un bloque de
hielo (para evitar la deshidratacidn y el sobrecalentamiento del
gel) y se reanuda el paso de corriente. El corrimiento se dejo
hasta que el frente llegé al extremo del anodo o alcanzd 9 cm a

partir del origen.

d) Tincidn y fijacidn: Una vez terminado el corrimiento, el gel
es marcado en el extremo izquierdo con una ranura para la
identificacion de las muestras individuales y cortado en rebanadas
horizontales de aprpximadamente 2 mm de espesor (2-3 rebanadas por
gel). Cada rebanada es colocada en una charola de tincion. La
tincién de 1los geles se lleva a cabo en la oscuridad. Las
soluciones de tincidn fueron preparadas previamente (Tablas C y D
del Apéndice 1), las cuales eran almacenadas en el congelador vy
descongeladas 30 minutos antes de la tincidn, estas se vierten en
cada rebana colocada en las charolas de tincion anadiendo los
reactivos faltantes y agua destilada (20-30 ml aproximadamente).
Los geles fueron incubados en la oscuridad a la temperatura
ambiente hasta gque las bandas de las isoenzimas estuvieran
completamente tefiidas. Al término de la tincidn el excedente de
solucion para tefiir se desecha y cada gel es enjuagado tres veces
con agua corriente y fijado con una solucidn al 50% de etanol.

Después de 12 horas en la solucidn fijadora los geles se sacan y
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se gnvuelven en papel plastico transparente delgado autoadherible,
etigquetandolos con los sigquientes datos: sistema, fecha, numero de
muestras y enzima

Algunos comentarios acerca de los problemas en la utilizacion
de esta técnica en abejas mieleras Yy sus posibles soluciones son

dados en el Apendice 3.

e) Interpretacidén de geles: Las isoenzimas son proteinas que
presentan una misma actividad catalitica pero con distintas cadenas
polipeptidicas producto de diferentes loci genéticos y 1las
aloenzimas son definidas como proteinas producidas por diferentes
alelos en un mismo locus. La lectura de los geles se realizd de
acuerdo al numero de bandas desplegadas en el gel. Cada banda
representa una isoenzima la cual es definida en términos
electroforéticos como enzimas que comparten un sustrato comin pero
con distinta movilidad electroforética, donde se asume que las
iscenzimas que son separadas pueden ser codificadas por 1loci
genéticos distintos.

Las isoenzimas pueden estar codificadas por diferentes alelos
para un mismo locus llamadas aloenzimas. Para un locus dado, los
individuos homécigos presentan una sola banda, mientras que Jlos
individuos heterdcigos mostraran 2 o mds bandas dependiendo de la

estructura primaria de la enzima (Werth, 1985).

f) Analisis de Datos: lLas frecuencias para cada uno de los

alelos por sitio fueron obtenidas a través del programa SPSS.PC.
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Dos tipos de analisis de 1las! frecuencias alélicas fueron—

realizadas:

- Andlisis de varianza: En este andlisis las frecuencias
alélicas fueron transformadas a arcoseno para aproximarles a una

distribucidén normal, a través del programa SPSS.PC.

- Andlisis genético: Para este analisis se realizd una prueba
de heterogeneidad de varianzas de las frecuencias alélicas de
Workman y Niswander (1970), la cual estima si existen deferencias
en las frecuencias alélicas de diferentes sitios. Una vez realizada
esta prueba, se gstimaron los egquilibrios en Hardy~ Weinberg,
indices de fijacidon F, estadisticos de Wrigth, distancias y
similitudes genéticas de Neili (1978), (Hartl y Clark, 1989)
(Apéndice 2). Este andlisis fué realizado a través del programa
BIOSYS.1 (Swofford, 19589) instalado en la computadora del Lab. de

Genética y Evolucidén del Centro de Ecologia, U.N.A.M.
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5. RESULTADOS

Los patrones aloenziméticoé dé'MDH'y HK ‘en “las--abejas (Apis
mellifera L.) de seis apiarios de la zona de Xalapa, Veracruz
fueron obtenidos. En la Fig. 5 se puede observar la presencia de un
locus con tres alelos: A, By C en MDH representados por los seis
genctipos AA, BB, CC (homdcigos) y AB, AC, BC (heterdcigos) de este
locus. En todos los sitios HK solo se presentd un locus con un
alelo (F).

Las frecuencias alélicas en MDH al Tl se muestran en la Tabla
6 estos resultados indican que el alelo A fué el menos comin en la
mayoria de los apiarios, los valores van de 0.115 a 0.294, excepto
en el apiario 3 donde el alelo B fué el menos comin con una
frecuencia de 0.207. De manera opuesta, el al=lo C es el que se
presentd con las frecuencias mas altas con valores de 0.353 a
0.553 en la mayoria de los apiarios a excepcion del apiario 6 donde
el alelo B fué el mas comun (frecuencia=0,468). Por ultimo el alelo
B se presenta en frecuencias intermedias de 0.292 a 0.331 en
comparacion con los alelos A y C excepto en los apiarios 3 y 6 como
se menciond anteriormente. Esta Tabla también nos muestra las
frecuencias genotipicas, donde lo mas importante de destacar es la
ausencia del genotipo AA en los apiarios 4 y 6, una baja frecuencia
en los apiaros 1,2 y 5, siendo en el apiario 3 donde este genotipo
fué mas frecuente (frecuencia= 0.096).

Para el tiempo 2, el alelo A fué el menos frecuente en los
apiarios 2 y 6 (frecuencia= 0.184 y 0.216 respectivamente) , no asi

en el apiario 3 donde el alelo menos frecuente fué el B
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:(ffegﬁéﬁciéé Q;»iﬁ).iﬁiﬁéiéié;ciﬁﬁvs;iééifféétihéiééiﬁésra;tas en
" todos los apiarios con valores déi0.492\a30;503; Por ultimo, el
alelo B se mantuvo en frecuencias intermedias entre los alelos A y
C solo en los apiarjos 2 y 6.
El genotipo AA para el T2 no se observd en el apiario 6,
mientras que en los apiarios 2 y 3 disminuydé su frecuencia con

respecto al tiempo 1.

Los resultados de la Tabla 8 muestran que no hay diferencias
significativas (P > 0.05) en las frecuencias alélicas entre los
seis apiarios en noviembre de 1988. Para mayo-julio de 1989 (Tabla
9) el alelo B se presenta en frecuencias significativamente
diferentes (P < 0.05) entre los apiarios La Joya, Tamarindo y
Cerro Gordo. Una prueba de comparacion miltiple muestra a Cerro
Gordo como el apiaro significativamente diferente para el alelo B
con respecto a La Joya y Tamarindo.

Por otro lado al analizar las frecuencias alélicas de los
apiarios tomando como factor al tiempo tenemos que los sitios de
Tamarindo (Tabla 10) y Cerro Gordo (Tabla 11) no presentan
diferencias significativas (P > 0.05), mientras que en el apiario
La Joya (Tabla 12) la frecuencia del alelo B cambia con el tiempo

de manera estadistica (P < 0.05).
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Tabta 6.- Frecuencias genotipicas y alélicas de MDH al tiempo 1 (noviembre, 1988) para cada uno de los apiarios,
donde los nimeros entre parentesis representan la desviacién estandar, El numero de epiario corresponde a los
denominados en la tabla 3.

FRECUENCIAS GENOTIPICAS 08S. FRECUENCIAS ALELICAS
APIARLO AA AB AC B8 BC cc A B c No. Colonias No. abejas

1 0.010 0.074 0.138 0.148 0.308 0.319 0.115 0.33% 0,553 10 94
€6.113) (0.152) €0.200)

2 0.020 0,166 0.166 0.093 0.229 0.322 0.190 0.292 0.518 10 96
0.119) €0.259) €0.213)

3 0.096 0.118 0.268 0,021 0.258 0.236 0.294 0.207 0.500 10 93
(0.240) (0. 179 (0.218)

4 0.000 0.240 0,253 0.060 0.228 0.216 0.233 0.305 0.461 10 83
(0.148) €0.129) €0,179)

5 0.043 0.043 0.260 0.152 0.304 0.195 0.196 0.308 0.496 10 92
€0.171) (0,266} (0,221

6 0.000 0.146 0.231 0.256 0.207 0.158 0.179 0.468 0.353 10 82
€0.170) €0.254) (0.203)




Tebla 7.- Frecuencias genotfpicas y alélicas de MDH al tiempo 2 (mayo-julio, 1989) de los apiarios Tamerindo (2),
Cerro Gordo (3) y La Joys (6) dorde los niumeros entre paréntesis representan la desviacidn estandar.

FRECUENCIAS GENOTIPICAS 0BS. FRECUENCIAS ALELICAS

APIARIO  AA AB AC BB BC cc A B C No. Colonias No. abejas

2 0.016 0.137 0.193 0.080 0.322 0.250 0.184 0.313 0.503 12 124
€0.184) (0.1%2) €0.227)

3 0.067 0.061 0.413 0.000 0.141 0.314 0.300 0.115 0.585 15 162
€0.179 €0.129) (0.186)

] 0.000 0,259 0,185 0,059 0.237 0,259 0.216 0,291 0.492 15 135
€0.182) €0.156) €0.269)




Tabla 8.~ Andlisis de varianza de las frecuencias alélicas (A, B, C) de
MDH en Apis mellifera para los seis apliarios al tiempo 1 (noviembre,
1988).

ALELO F. VARIANZA s.C G.L F P
A APIARIO 0.20799 5,54 1.33709 0.263
B APIARIO 0.48297 5,54 1.67131 0.157
o] APIARIO 0.34613 5,54 1.09827 0.372

Tabla 9.- Andlisis de varianza de las frecuencias alélicas (A,B y C) de
MDH en Apis mellifera para los apiarios Tamarindo, Cerro Gordo y La Joya
en el tiempo 2 (mayo-julio, 1989). (*d.s. a P< 0.05)

ALELO F. VARIANZA S.C G.L F P
A APIARIO 0.11173 2,39 1.61215 0.212
B APIARIO 0.37340 2,39 6.20041 *0.005 ]
c APIARIO 0.09536 2,39 0.60719 0.550




Tabla 10.- Andlisis de varianza de las frecuencias alélicas (A,8 y ©)
de MDH en Apis mellifera en el tiempo 1 ¢ noviembre, 1988) y 2 (mayo-
julio, 1969) para el apiario 2 (Tamarindo).

ALELO F. VARLANZA s.c G.L F P
A TIEMPO 0.000 1,20 0.004 0.952
8 TIEHPO 0,002 1,20 0.027 0.871
4 TIEMPO 0.002 1,20 0.025 0.876

Tabta 11 .- Andlisis de varianza da ({as frecuencias alélicas (A,B y C)
de MDH en Apis mellifera enel tiems: 1 ( poviembre, 1983) y 2 (mayo-
julio, 19893 para el apfaric 3 (Cerro Sordol,

ALELO F. VARIANZA s.C G.L ¥ 4
A TI1EMPO 0.000 1,23 0.000 0.992
B TIEMPQ 0.055 1,23 2.232 0.149
c TIEMPD 0.066 1,23 1.106% 0.303

Yabla 12.- Andlisis de wvarianza de las frecuencias alélicas (A,B y C)
de MOH en Apis mellifera en el tiempo 1 (noviembre, 1988) y 2 (mayo-
julio, 1989) para el apiario 6 (Le Joya). (*d.s a P< 0.05)

ALELD F. VARIANZA $.C G.L F 4
A TIEMPO 0,669 1,23 0.273 0.606
8 TIEMPO 0.275 1,23 4,796 *0.039
c TIENPO 0.183 1,23 2,152 0.156




S iResuitédosfdéﬁVariaciaﬁigénéfica y equilibrios en Hardy-

- Weinberg~

,'Los'resultados de la prueba heterogeneidad de varianzas de las
yffecﬁencias alélicas de Workman y Niswander (1970) muestran
diferencias significativas en ambos tiempos con valores de
X*=984.30, df=10, P< 0.05 en el tiempo 1 y X?=210.66, df=4, P< 0.05
en el tiempo 2, lo qgue indica una cierta estructuracion de 1los

apiarios de Xalapa.

Las pruebas de Ji-cuadrada para los equilibrios de Hardy-
Weinberg de MDH en cada uno de los apiarios en ambos tiempos dados
en Tabla 13, tenemqs que en el tiempo 1 los apiarios 4, 5, y 6 se
presentan fuera del equilibrio de Hardy-Weimberg (P < 0.05) ,
mientras que en el tiempo 2 unicamente el apiario 6 estd fuera del
equilibrio (P=0.004).

En esta misma Tabla se encuentran los valores de los indices de
fijacidén para MDH donde se observa que al Tl en los apiarios 1, 2,
5 y 6 hay un exceso de homdécigos, mientras que en los apiarios 3 y
4 se presenta un exceso de heterdocigos. Para T2 en los tres
apiarios (2,3 y 6) son negativos lo que nos indica un exceso de
heterdécigos. Sin embargo , los valores de Ji-cuadrada para los
indices de fijacidon son estadisticamente no significativos (P<
0.05) en ambos tiempos, esto como resultado de gue en los apiarios
algunos genotipos estan subrepresentados y otros se encuetran en

exceso, tal como lo indican los valores de Ji-cuadrada (Tabla 13)
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donde al -agrupar a los individuos heterébigos'en'uha sola clase
unicamente el apiario de La Joya (6) en el tiempo 2 fué
significativo debido principalmente a que el genotipo homécigo AA

esta subrepresentado con respecto a 1o esperado en Hardy-Weinberg.

las pruebas de similitud y distancia genética de Nei (1978)
dados en la Tabla 14 muestran de manera general que los apiarios
son dgenéticamente muy similares con similitudes entre 0.9 y 1.0, en
donde los apiarios 2, 4, y 5 son idénticos entre si (distancia
genética de 0.00 y por lo tanto similitud genética de 1.00), siendo
los apiarios 3 y 6 los mds diferentes entre si (distancia genética
de 0.096 y similitud genética de 0.908).

Estos resultados se ven representados en el dendrograma de
similitud genética de Nei (1978) (Fig. 6) en el que se muestra que
los apiarios Tamarindo, El Lencero y Conafrut forman un sdélo grupo
el cual esta muy cercano al apiario Soledad de Doblado le sigue el
apiario Cerro Gordo en diferenciacidn y por Udltimo La Joya que se
muestra como el apilario mds diferente del resto de los apiarios.

Los resultados similitud y distancia genética en el tiempo 2
{(Tabla 15) muestran que el apiario 2 y 6 presentan una similitud
genética de 1.00 (Tabla 15) mientras gue el apiario 3 presenta una
similitud de 0.929 y 0.932 entre 1los apiarios 2 y 6
respectivamente.

En el dendrograma de similitud genética (Fig. 7) el apiario
Cerro Gordo sigue presentandose como un sitio mds diferenciado

geneticamente de Tamarindo y La Joya.
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Los estadisticos F de Wright (1978) para MDH en los dos tiempos
(Tabla 16 y 17} se presentaron de la sigquiente manera: para el Ti,
FIS fué de 0.017 mientras que para el T2 este indice se torna
negativo (-0.089), esta misma tendencia la muestra FIT el cual en
el Tl es de 0.033 y para el T2 es de -0.063, por otro lado FST se
presenta muy similar en los dos tiempos con un valor de 0.016 al T1
y de 0.024 en el T2. Al realizar las pruebas de Ji-cuadrada para
cada uno de los estadisticos, FIS y FIT no fueron
significativamente diferentes de cero (P>0.05) en ninguno de los
dos tiempos, uUnicamente FST fué significativa (P<0.05) para cada

tiempo.
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Tabla 13.- Analisis de Ji-cuadrads de los equilibrios de Hardy-Weinberg e indices de fijacion (F) para cada uno
de los apiaries al T1 (noviembre, 1988) y T2 (mayo-junio, 1989) (*d.s. a P< 0.05). El nimero de apiario corresponde
a los denominados en la tabla 3. (N= no. de abejas)

No. IND/GENOTIPO
APIARIO W TIEMPO AA AB AC BB BC CC X1(H-W) P **X(H-W) P F X*(F) P
94 m 1 7 13 % 29 30 2.346 N.S. 1.642 N.S 0.095 1.696 N.S.
! - T2 = - — - —_ — —_— — —_— — — —
96 T 2 16 6 9 22 3 6.684 N.S. 1.92% N.S 0.076 1.108 N.S.
2 124 T2 2 17 26 10 40 3 2.008 N.S. 1.767 N.S -0.066 1.080 N.S.
93 T 9 11 25 2 2 22 2.433 N.S. 1.388 N.S -0.038 0.268 N.S.
o iéZ 12 11 10 67 0 25 51 5.010 N.S. 4.966 N.S -0.132 5.645 N.S.
83 T 6 20 21 5 19 18 11.465 *0.009 6.612 N.S -0.126 2.635 N.S.
b - R = - - = - N J— _ _ — _ JE—
92 m 4 4 24 14 28 18 10.202 *0.017 2,372 N.S 0.029 0.154 N.S.
> — T2 e — — e e — I -— — — — J—
82 T 0 12 19 21 17 13 13.475 *0.004 5.437 N.S 0.077 0.972 N.S.
¢ 135 12 0 3% 25 8 32 35 25.610 *0.000 9.791 *<0.05 -0.073 1 438 N.S.

Xt (H-W)=(0-E)*/E con g.l.= k(k-1)/2 donde k=nimero de alelos (Hedrick, 1983)

F= 1-1/2pq

XEF= FIN (k=1) con y.l.= k(k-1)/2 donde k=nimero de alelos (Hedrick, 1983)

** Parsa esto prueba fueron agrupados los individuos heterécigos (AB,AC,BC) en una scla categorfa,



Tabla 14,- Matriz de distancia y similitud. genética para el locus
HDH en Apis metlifera de los seis apiarios al tiempo 1 (noviembre,
1988) donde arriba de la diagonal se muestran los valores de
distarcia genética y abajo de la diagonal los valores de identidad
genética de Nei (1978).

APIARIO 1 2 3 4 5 ]
1 SOL. DE DOBLADOD —  ,001 .053 .02% ,003 .041%
2 TAMARINDO 999 —-— 015 L0000 .000 .045
3 CEPRO GORDG 948 586 — .005 .022 .09
4 EL LENCERO 979 1.000 995 ~—— .0060 .030
5 CONAFRUT .997 1.000 978 1.000 -— .020
6 LA JOYA .959 .956 .908 .971  .98% _—

Tabla 15.- Matriz de distancia y similitud genética para el locus
MOK en Apis metlifera de los apiarios Tamarindo, Cerro Gordo y
Lta Joya al T2 (mayo-julio, 1989) donde arriba de la diagonal se
muestran los valores de distancia genética y abajo de la diagonal
los valores de identidad genética de Wei (1978).

APIARIO 2 3 [
2 TAMARINDO ——  .073 .000
3 CERRO GORDO $29 — 070

6 LA JOYA 1.000 .932 —o
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Figura 6 .- Dendrograma de similitud genética (Nei, 1978) de 1los
apiarios analizados en el tiempo 1 (noviembre, 1988), de acuerdo
a los valores dados en la matriz de similitud y distancia genética
(Tabla 14).
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Figura 7.- Dendrograma de similitud genética (Nei, 1978) de los
apiarios analizados en el tiempo 2 (mayo-julio, 1989), de acuerdo
a los valores dados en la matriz de similitud y distancia genética
{(Tabla 15).



Tabla 16.- Estadisticos F de Wrigth (1978) para MDH en
Apis mellifera al tiempo 1 (noviembre, 1988), asi como los
analisis de Ji-cuadrada para cada uno de los estadisticos
(*ds a P<0.05).

T1 X? GL P
FIS 0.017 0.312 3 N.S
FIT 0.033 1.176 3 N.S
FST 0.016 34.560 10 *<0.05

Tabla 17.~ Estadisticos F de Wrigth (1978) para MDH en
Apis mellifera al tiempo 2 (mayo-julio, 1989), asi como los
analisis de Ji-cuadrada para cada uno de los estadisticos
(*ds a P<0.05).

T2 X? GL P
FIS -0.089 6.669 3 N.S
FIT ~0.063 3.341 3 N.S

FST 0.024 40.416 4 *<0.05




WéfﬁiéCﬁSIQN”T'“”'”""W"”
6.1 Proceso de africanizacidn.

En esta parte del capitulo sdlo seran discutidos los resultados
encontrados en los apiarios Cerro Gordo, La Joya y Tamarindo debido
a que estos sitios fueron muestreados en dos ocasiones.

Los frecuencias alélicas vy genotipicas que encontramos para
las enzimas MDH y HK en las abejas de los apiarios de Xalapa se
presentan en un patrdn semejante al de poblaciones de origen
europeo de otras regiones de México y en general del Continente
Americano.

En los numerosos estudios realizados encontramos gque uno de los
resultados mas consistentes en las poblaciones de abejas europeas
es que en MDH, el alelo C es el mas comun, mientras que para HK el
alelo F se presenta en frecuencias muy altas, donde generalmente
este alelo se encuentra en forma homociga (Sylvester, 1976; Contel
et al, 1977; Spivak, 1988; Del Lama et al., 1988; entre otros).

En este trabajo encontramos que para MDH el alelo C se presento
en frecuencias de 0.35 a 0.51 en el tiempo 1 y 0.49 a 0.58 en el
tiempo 2. Por otro lado, las frecuencias en el alelo A se
presentaron bajas, de 0.179 a 0.294 al tiempo 1 y de 0.184 a 0.300
en el tiempo 2, caracterizdndose como el alelo menos frecuente en
las abejas de Xalapa.

En otras regiones de México como Veracruz, Chiapas y la zona

del Istmo, el alelo C se presentan en frecuencias un poco mayores
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-a—las-encontradas en las abejas de la zona de Xalapa, -con-valores. .-

de de 0.54 a 0.72 ( Taylor, com. per. y Spivak, 1988).

Estos valores difieren significativamente de colonias
silvestres africanizadas de dos zonas de Veracruz y una zona de
Oaxaca, donde el alelo A con frecuencias de 0.7 a 0.85 es el mas
representado en este tipo de abejas (Labougle, Taylor y Mancera,

1989; Brizuela en prep.).

Nunamaker et al. (1984) determinan las frecuencias genotipicas
y alelicas de MDH en algunas colonias europeas de Mexico,
encontrando la presencia de individuos homocigos para el alelo A.
Estos autores proponen que la presencia del alelo A en forma
homéciga de cualquier poblacion de abejas mieleras es debido a un
ancestro africano y por 1o tanto también determina la dispersidn de
los genes africanos. La presencia del genotipo AA en colonias de
abejas de México, antes del arribo de los primero enjambres de
abejas africanizadas en 1986, es explicado por la exportacidn de
abejas africanas (Morse, 1982 en Nunamaker et al., 1984). Sin
embargo no es claro porgué los genes africanos no se desplazaron o
predominarcon en las abejas europeas de México de la misma forma
como sucedid en Brasil. Esta suposicidn parece interesante sin
embargo no se tienen los datos necesarios que permitan sustentaerla
dado que en la mayoria de los trabajos realizados con MDH no sz
reportan las frecuencias genotipicas que apoyen la hipotesis. La
presencia del genotipo AA podria ser el resultado del apareamiento

al azar de individuos con el alelo A.
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Orley Taylor a principios. de 1988 . (com. pers.) determina las
frecuencias en MDH-1 para las abejas de origen europec en la zona
de Xalapa donde el alelo C presenta una frecuencia de 0.665, el
alelo B con la frecuencia mas baja (0.115) y por ultimo el alelo
A con frecuencia de 0.22, encontrandose en estas abejas el genotipo
AA con una frecuencia de 0.04. Estos resultados son importantes ya
que determinan el patrdn de MDH de abejas europeas de esta zona.

Las frecuencias de cada uno de los alelos entre los apiarios
de Xalapa, en el tiempo 1, no fueron significativamente diferentes,
por lo gque no se puede afirmar gue haya un proceso de
africanizacion claro. Sin embargo, las caracteristicas genéticas
y de comportamiento observadas en el tiempo 1 y 2 en el apiario
Cerro Gordo donde la mayor frecuencia del alelo A (0.294) asi como
una mayor frecuencia del genotipo AA de 0.096 se presentd en este
sitio probablemente sugiera de gue este apiario algunas colonias
ya presentan un cierto grade de africanizacidn. Esta hipdtesis
puede estar apoyada en el hecho de que al momento en que se realizd
el muestro, las abejas africanizadas ya habian llegado a la zona de
Xalapa. Asi mismo, el comportamiento de las abejas en Cerro Gordo
fué notablemente agresiva considerado como una carateristica
constante de colonias de abejas africanizadas. Para el tiempo 2,
a pesar de que la frecuencia del alelo A fué de 0.3 este incremento
no fué significativo con respecto al tiempo 1 donde el genotipo AA
se presentd con una frecuencia menor de 0.067 lo cual puede ser
explicado como consecuencia de que algunas colonias que se

muestrearon en el tiempo 1 no fueron muestreadas en el tiempo 2 y
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por lo tanto los resultados en las frecuencias de este alelo no
sean muy claros con respecto al inicio de un proceso africanizacion
en este apiario, sin embargo la agresividad en las abejas de este
apiario fué mas notable.

Otra caracteristica interesante encontrada en este apiario es
que la variacion del alelo B en el tiempo 2 es significativamente
diferente con respecto a los apiarios de La Joya y Tamarindo
(P<0.05). E1 alelo B fué el de menos frecuente en Cerro Goxrdo en
los dos tiempos ( 0.207 al tiempo 1 y de 0.115 al tiempo 2;. Varias
preguntas surgen con respecto a los cambios en el alelo B con
referencia a si existe alguna seleccion en contra que tienda a su
eliminacion en este sitio, el cual sea dado por las caracteristicas
del ambiente o si hay alguna relacidn con respecto a la
africanizacion con el cual este alelo sea seleccionado en contra.
Las repuestas a estas preguntas sdlo pueden ser contestadas si se
realiza un seguimiento en el cambio de las frecuencias de esta
enzima durante mds tiempo que involucre el estudio de un mayor

numero de generaciones.

Los mecanismos gue se han sugeridos para explicar los procesos
de africanizacién de colrenas, una vez gque las colonias silvestres
africanizadas 1llegan y se establecen en determinado sitio
(kRinderer et al., 1985; Taylor, 1985; Rinderer,1985 (b)) se
explican con base en:

a) Apareamiento de reinas europeas predominantemente con

zanganos africanizados.
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é§iéﬂ”de*coloﬁiaé“éfridahizadas,éngcolﬁenas;yggias,ﬂ,iw
o *aébiles. ' R
‘c) Parasitismo de reinas africanizadas en colmenas
*débiles.
d) Parasitismo de zanganos africanizados en colmenas

*débiles.

Los resultados encontrados en el apiario de La Joya (6) donde
la frecuencia del alelo A fué mds baja respecto a la encontrada en
la zona de Xalapa antes de la llegada de la abeja africanizada,
ademdas el genotipo AA no se presenta en este apiario, lo cual
podria ser atribuido a que el tamano de la muestra es pequefio. Sin
embargo para el tiempo 2 donde el tamano de muestra es notablemente
aumentado y a pesar de que hubo un incremento no significativo del

alelo A, el genotipo AA permanecid con una frecuencia de cero.

* se considera una colmena o colonia debil cuando el niumeroc de

inviduos es pequeio.
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‘Contrario a las caracteristicas de agresividad de las abejas de
“""Cerro-Gordoy-las abejas de la Joya (6) fueron sumamente pasivas en
los dos tiempos, lo gue sugiere gque en este sitio no se presentan
inicios de una africanizacion de sus abejas. La Joya se encuentra
localizado a la altitud mayor (1950 msnm), lo que probablemente
determine que no se haya iniciado la africanizacion en este sitio;

dos posibles hipdtesis son establecidas para explicar este hecho:

1) Que el desplazamiento de las abejas africanizadas no haya
alcanzado la zona donde se localiza el apiario para ese tiempo por

lo que las abejas aun se mantienen con 1las caracteristicas

europeas.

2) Que factores climaticos, principalmente temperatura aunado
a la limitacion de recursos, sean los que estan actuando para que
no se establezcan colonias silvestres africanizadas y por lo tanto

puedan mantenerse apiarios con caracteristicas europeas.

Esta dltima hipdtesis se basa en la informaciodon que existe
sobre la capacidad que tienen las colonias africanizadas para
invadir zonas templadas y subtropicales (Tayior y Spivak, 1984;
Villa, 1986; Spivak, 1986). Los resultados encontrados en estos
trabajos muestran que las abejas africanizadas no son capaces de
alcanzar zonas altas tenicndo como principal barrera climatica la

temperatura y con la baja disponibilidad de recursos.
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El ;céo”éxiﬁorderléérabejas africanizadas a invadir zonas
templadas, es explicado con base en sus caracteristicas bioldgicas,
principalmente a su escasa capacidad de hibernacion el cual es
atribuido a: 1) pequeno tamafho de 1las colonias, 2) cantidad
limitada de miel, 3) tasa metabolica mas alta de las obreras y por
lo tanto mayor consumo de miel aunado a 4) limitada disponibilidad
de recursos (néctar y polen) ademdas de adecuadas temperaturas para
pecorear en los meses frios y 5) limitada capacidad para
agruparse durante la época fria (Villa, 1987; Taylor y Spivak,
1984). Entonces es posible gque en este tipo de zonas puedan
mantenerse poblaciones de abejas europeas debido a que las
colonias de abejas africanas mueran o migren hacia zonas mas
cdlidas (Taylor, 1985)

Respecto a los cambios en el tiempo de las frecuencias alélicas
sélo fueron cbservadas en el apiario de La Joya donde el alelo B
se presenta en frecuencias muy diferentes en el tiempo 2 con
respecto al tiempo 1 (P<0.05). Esta variacidn del alelo B puede ser
atribuido al cambio en la composicion genética de reinas y/o

zanganos entre los dos tiempos.

Con respecto al apiario 2 (Tamarindo), las frecuencia del alelo
A asi como del genotipo AA en el tiempo 1 es inferior a las
encontradas en esta zora antes de la 1llegada de 1la abeja
a‘ricanizada. Para el tiempo 2, la frecuencia del alelo A disminuye
con respecto al tiempo 1, sin embargo esta disminucidn no es

signigicativa en contraposicién a la disminucidn en la frecuencia
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del alelo A, ‘un aumento en la frecuencia del genotipo AA fué
“encontrado: Es posible que para el tiempo 1 este apiario ya
' presentaba un grado de africanizacién por las razones mencionadas
anteriormente sélo que este pudiera estar enmascarado pues sdlo se
tomaron 10 colmenas, por lo que debido al azar fueran muestreadas
las colmenas no africanizadas sin embarge para el tiempo 2 un
incremento en el genotipo AA, parece apoyar esta suposicidn. La
conducta de estas abejas fué agresiva aungue esta agresividad no

fué tan marcada como en las abejas de Cerro Gordo.

En relacion a los resultados encontrados con HK-1, donde el
alelo F se presenta en frecuencias muy altas (0.8 - 1.00) en las
abejas europeas giendo el alelo S poco frecuente en estas
poblaciones, mientras en las poblaciones de abejas africanizadas
los alelos F y S estan similarmente representados (Del Lama et al,
1988; Spivak, 1988; Labougle et al., 1989). Los resultados
encontrados con HK-1 en los apiarios de La Joya, Cerro Gordo y
Tamarindo, esta enzima se presento fija para el alelo F del mismo
modo en que fué establecido en Xalapa zona en enero de 1988 antes
del arribo de las colonias africanizadas (Taylor, com. pers.). Es
dificil establecer porque la ausencia del alelo S en los apiarios
de Tamarindo y Cerro Gordo, donde se sugiere un cierto grado de
africanizacion, sin embargo una posible explicacidn pueden ser ios
problemas de corrimiemto con esta enzima donde los artificios de
tefiido (Spivak, 1988; Lobo et al.) pudieran estar enmascarando la

presencia de Hk-S.

35



Otra explicacidn es gue los cambios en esta enzima no sean
expresados al inicio de la hibridizacidn, como resultadec de que,
por azar, zanganos africanizados con el Hk-F se hayan apareado con
las reinas europeas, por lo dque sdlo este alelo se presente en las
abejas de estos apiarios. Sin embargo no se conocen trabajos con
esta enzima en colonias europeas durante el proceso de

hibridizacidn, que pudieran apoyar esta hipdtesis.

Con los resultados obtenidos, en particular los de Cerro
Gordo, no es posible determinar que factores estan influyendo en
el proceso de africanizacidn. Sin embargo, algunas hipdtesis pueden
ser sugeridas con respecto a la influencia de un microambiente, de
clima, de recursos, depredadores, corredores etc., el cual sea
percibido por las abhejas africanizadas y seleccionado come un
sitio preferente para su establecimiento.

Es necesario un replanteamiento del trabajo para poder
resolver los problemas encontrados en este estudio, que son los

siguientes:

1 - Establecimiento de las frecuencias génicas y genotipicas de
HK y MDH en las colonias (obreras y zanganos) de cada sitio antes
de la llegada de la abeja africanizada, y asi establecer los
cambios en las frecuencias en estas enzimas con el arribo de la

colonias africanizadas.
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2 - Caracterizar los sitios con base en la abundancia 'de”

recursos, asi como de factores climdticos que determinen si estos
factores son importantes para que sean seleccionados por la

colonias de abejas africanizadas.

3 - Determinar el tipo de herencia de MDH y HK por medio de
cruzas experimentales con genotipos conocidos, y cruzas
experimentales de abejas africanas con abejas europeas, para saber

como se estan segredando los alelos de estas enzimas en ambas

poblaciones.

4 - Establecer las frecuencias alélicas y genotipicas de las
colonias silvestres (enjambres) que arriben en cada sitio, asi
como determinar su abundancia relativa, gque probablemente

determine que los procesos de africanizacion sean mas o menos

rapidas en determinadas zonas.
Este trabajo involucra un seguimiento a través por un periodo

minimo de 3-5 afios, tiempo necesario para gue ocurra una completa

africanizacion en apiarios (Winston y Katz, 1981).
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6.2 Endogamia y Estructura genética de poblaciones de Apis

mellifera L.

Los datos enzimdticos obtenidos en este estudio nos permiten
hacer un andlisis preliminar del grado de endogamia y estructura

genética de poblaciones de Apis mellifera.
a) Equilibrios en Hardy-Weinberg e Indices de Fijacidn F

Los comparacion de las frecuencias observadas con las esperadas
por la ley del equilibrio de Hardy-Weinberg indican que la abejas
de Xalapa no son panmiticas completamente, es decir gque los
apareamientos de las abejas no son al azar. Los apiarios de El
Lencero (4), Conafrut (5) en el tiempo 1 y La Joya (6) en ambos
tiempos se encontraron fuera del equilibric de Hardy-Weinberg. Sin
embargos, los indices de fijacidn no fueron significativos para
algunos de los sitios estudiados. Esto es explicado porque algunos
genotipos heterdcigos se encuentran sobrerrepresentados y otros
subrepresentados en un mismo apiario. De tal manera gque la
diferencia con los valores esperados se anulan lo gque determina
que los valores de F son muy pequefios y estadisticamente no
significativos. Generalmente la sobrerrepresentacion de los
heterdcigos se explica por seleccidn natural. La subrepresentacion,
por otro lado, se explica por endogamia, deriva génica, selecciodn
natural en favor de los individuos homécigos o por el efecto

Wahlund. Pero al tener , como en nuestro caso, tres tipos
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diferentes de heterdcigos, se sugiere gque mas bien podria estar
actuando algun tipo se seleccidn natural a favor de algunos de los
heterdcigos y en contra de otros. Sin embargo para poder observar
efectos de seleccion natural es necesario un disefio especifico de
trabajo que involucre un mayor numero de loci enzimaticos
polimorficos, con tamahos de muestra mas grandes, asi como un mayor

numero de generaciones.

b) Estructura genrética

Los resutados de la estructura genética de las poblaciones de
A. mellifera, a traves de las distancias genéticas de Nei y los
estadisticos de Wright indican que existe poca diferenciaciodn entre
los apiarios de Xalapa.

Uno puede pensar que 1los efectos de deriva génica y 1la
endogamia son dos de las principales factores que determinan la
estructura genética en las poblaciones de Apis mellifera como
consecuencia de la estructura social que presentan este tipo de

abejas asi como su sistema de reproduccidn haplodiploide.

Badino et al. (1983), encuentra poca variacién para MDH-1l en
poblaciones de A. m. ligustica en una regidn de Italia. Este autor
sugiere que el flujo génico en la fuerza principal que determina
que los apiarios sean muy homogéneos y que la poca difereciacidn
es atribuida a la localizacidén de los apiarios el cual reduce en

cierto grado la migracién de las abejas.
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Seeley (1985) estima un tamafio efectivo de la poblacidn grande
en abejas mieleras de 240-480 individuos come consecuencia de su
sistema reproductivo lo cual disminuye los efectos de deriva génica
asi mismo apoya la idea de que el flujo geneético en las abejas es
alto.

De manera similar a los resultados encontrados en el trabajo de
Badino et. al. (1983, las distacias y similitudes genéticas (Nei,
1978) encontradas en este estudio indican que los apiarios en los
dos tiempos presentan poca diferenciacion, donde la mayor distancia
para el tiempo 1 e encontrd entre el apiario de Cerro Gordo (3) y
La Joya (6) (distancia genética =0.096), mientras que en el resto
de los apiarios las distancias genéticas fueron mds pequefias en un
rango de 0.000-0.053. Para el tiempo 2, estas distancias géneticas
cambian muy poco, sin embargo Cerro Gordo sigue manteniéndose
diferente con respecto a la Joya y Tamarindo (distancia
genetica=0.07). Esta poca diferenciacidon de los apiarios podria
explicarse como consecuencia de que el flujo de genes no se este
dando con la misma intensidad hacia todos los apiarios debido
principalmente a las distancias geogrdficas asi como cierto grado
de hibridizacién con colonias africanizadas que se ha sugerido en
el apiario de Cerro Gordo.

Esta suposicion parece estar apoyada por los valores de FST
(0.016 al tiempo 1 y 0.024 al tiempo 2) que sugieren gue el flujo
génico en los aplarios es alto. La caracteristicas del tipo de
reproduccién de las abejas, paracen apoyar esta sugerencia. Las

abejas presentan una estructura social dentro de una colonia
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(colmena) en la gue se da la existencia de castas dada por la reina
(cuya funcidén es la reproduccidn) y las obreras (hembras estériles)
que se encargan del mantenimiento de una colonia en cuanto a
limpieza, defensa, alimentacidén de la cria, aprovisionamiento de
recursos , etc.{ Free, 1982; Michener, 1974). En una colonia de
abejas aproximadamente el 95% de la progenie de una reina son
obreras y el 5% restante son individuos reproductivos (reinas y
zanganos) (Seeley, 1985). De este modo el flujo de genes puede
darse por medio de dos procesos: (1) reemplazarniento y
multiplicacidn de los miembros de una colonia cuando la transmisidn
de genes a una nueva generacion reproductiva ocurre a través del
apareamiento de la reina con los zdnganos o cuando una reina vieja
es remplazada y (2) multiplicacioén de la colonia a través de
enjambrazén cuando la reina vieja y 1 o mds reinas jovenes cada una
funda una nueva colonia con una parte de las obreras de la colonia

vieja (Koeniger, 1986).

El sistema reproductivo de las abejas se lleva a cabo por el
apareamiento de reinas y zdnganos fuera de 1la colonia en
determinada epoca del aho. La reina y los zénganos de una misma
colonia rara vez llegan a aparearse ya gue vuelan en diferentes
direcciones en un rango maximo de 16 km de distancia (Peer, 1957 en
Koeniger, 1886). Estos apareamientos ocurren en sitios denominados
“"areag de congregacion de zanganos" donde un gran nimero de machos
de diferentes colonias y apiarios se congregan para ftratar de

fecundar con la reina. Cada reina se aparea con ocho a diez
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zdnganos en promedio, esto puede ocurrir en una sola congregacidn
de zénganos o en diferentes congregaciones asi como en un mismo dia
o durante un cierto periodo de tiempo dependiendo del éxito de los
zanganos para copular a la reina (Winston, 1987 (b)). Durante el
ciclo de vida de una reina cuya duracidn es de uno a dos aRos en
promedio, es fecundada durante un sdlo periocdo de tiempo (de tres
a cinco dias aproximadamente ) llamado " vuelo nupcial'- regresando
a la colonia para no volver a fecundarse, asi mismo los zanganos
sdlo pueden fecundar a una sola reina ya que estos mueren después

de la copula.

Por otro lado, la reproduccidn a través enjambres llevado a
cabo por las colonias de abejas tambien determina la dispersion de
genes. La multiplicacién de una colonia es dada por la abundancia
de recursos durante cierta epodca, si los recursos son abundantes
es probable que un mayor numeroc de enjambres se formen y por lo

tanto el flujo de genes sea mayor.

De este modo la reproduccién de las abejas por apareamiento de
los individuos reproductivos y el proceso de enjambrazdn pueden
generar que el flujo genico sea alto y de como consecuencia la poca
diferenciacidén genética de los apiarios. Otro aspecto que puede
estar influenciando en la poca diferenciacion de los apiarios es el
manejo de éstos por el hombre, ya que cominmente se realizan
movimientos de los apiarios con fines productivos hacia zonas con

mayor abundancia de recursos, los cuales incrementan el flujo
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génico entre las poblaciones de abejas (Badino et als, 1983,

Los estadisticos FIS y FIT muestran gue no hay dominancia de
individuos homécigos o individuos heterdcigos significativa, a
pesar de ello se observaron variaciones que nos indican que en el
tiempo 1 se presentd un ligero exceso de homdcigos (FIS= 0.017 y
FIT= 0.033) contrario a 1lo que ocurre en el tiempo 2 donde hubo un
exceso de heterocigos (FIS= -0.089 y FIT= -0.063). Esta variaciones
en FIS y FIT pueden estar dadas por los cambios en las colonias de
abejas durante los periodos de enjambrazdn y apareamientos gque
ocurrieron entre el tiempo 1 y tiempo 2. Los periodeos de
enjambrazdén y apareamientos varia dependiendo de la regidn, pero
casi siempre esta ligada con la disposicion de recursos (agua,
polen y nectar) en el medio, que determina gue las colonias de
abejas crezcan hasta llegar a una sobrepoblecidn y se dividan
(Winston, 1987 (a); Butler, 1974). Para las abejas de Xalapa las
divisiones de las colonias deben ocurrir con mayor frecuencias en
los meses de noviembre, diciembre y enero, es decir, justo después
del periodo de lluvias (mayo-octubre) como se observa en la Fig. 3
(Garcia, 1988) donde la disposicidn de recursos es abundante y esto
trae como consecuencia que las colonias se reproduzcan y por lo

tanto haya cambios en su estructura genética.
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7.- COMENTARIOS FINALES

El proceso de africanizacidn de colonias de abejas europeas
através de marcadores genéticos como MDH y HK involucra el estudio
de un mayor numero de deneraciones, asi como de estudios mas
especificos que nos permitan observar el cambic paulatino en las
frecuencias de estas dos enzimas.

No obstante estas observaciones, de los resultados obtenidos en

este trabajo, podemos hacer los siguientes comentarios:

- La técnica de electroforesis es una herramienta importante en
estudios de variacidn genética entre las poblaciones de abejas, que

puede ser utilizada en seleccion de abejas con fines productivos.

- El1 caracteristicas genéticas y de conducta del apiario de
Cerro Gordo sugieren que en este sitio un proceso de africanizaciodn

ya se ha iniciado.

- E1 apiario de La Joya cuya altitud es de 1950, es propuesto
como un sitio donde no se ha iniciado un proceso de africanizacién
por lo que se sugiere una barrera climatica como uno de los
principales factores que impiden el establecimiento de colonias

silvestres africanizadas.

- La mayoria de los estudios de genética de poblaciones en
abejas meliferas unicamente se han enfocado en el nivel de la

busqueda de variacidén genética, sin embargo no existen estudios
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acerca de el uso de marcadores enzimaticos que nos permitan
determinar la estructura genética de este tipo de poblaciones y su
relacion con log posibles factores ecoldgicos y evolutiveos gque

determinan dicha estructura.
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8. APENDICE 1

TABLA A

SISTEMA MORFOLINA pH = 8.0
Solucidn amortiguadora para electrodos
Ac. citrico (monohidratado) 8.4 gr.
Aforar a 1 lt., (ajustar con morfolina).
Solucién amortiguadora para gel
solucidn 1/25 del buffer para electrodos con agua
destilada.
200 volts - 5 hrs.

TABLA B

SISTEMA HISTIDINA pH = 7.0
Solucidn amortiguadora para electrodos
Ac. citrico (monohidratado) 9.04 gr.

Tris- HCl 16.35 gr.

Aforar a 1 1t. con agua destilada

Solucidn amortiguadora para gel
DL-Histidina 1.05 gr.
Aforar a 1 lt. con agua destilada, ajustar con NaOH

40 mA - 3 hrs.
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TABILA C

MDH
0.2 M Tris-HC1 75m1
2 M DL- Malato - 'k"t“iiBZﬁl;_
1% NAD - 10 ml.
1% MTT e,

colocar 5 ml. de solucidn en cada frasco

justo antes de tenir

1% PMS _____ 2 gotas
TABLA D

HK

0.1 M Tris-HCl pH = 7.0 - 7.5 85 ml.
Alfa-D Glucosa 1 gr.
1 M MgcCl2 10 ml.
ATP 0.1 gr.
1% NADP 5 ml.
1% MTT 5 ml.

colocar 5 ml. de solucion en cada frasco
justo antes de teiir
1% PMS 2 gotas

Glucosa 6-P04 5 gotas
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~ien9 .. APENDICE = 2

Para medir la variacion genética en las poblaciones de Apis
mellifera L. se utilizaron las siguientes medidas: indices de
fijacidén F, distancias de similitud genéticas de Nei y estadisticos
F de Wrigt, asi como también fueron determinados los equilibrios en
Hardy-Weinberg para cada uno de los apiarios (Equiarte, 1990, Pérez

1990) los cuales son descritos a continuacion:
1) Equilibrios de Hardy-Weinberg

Esta medida predice la relacidn de las frecuencias alélicas y
genotipicas en ausencia de cualguier fuerza evolutiva (migracidn,
deriva génica, seleccidn natural, mutacion y endogamia), asi, en el

1

caso de un locus con dos alelos (A y a) tenemos que:

D=p?
H=2pqgq donde p=D+1/2H
R=q’ g=R+1/2H

donde D es igual a la frecuencia de los homdcigos AA, H 1la
frecuencia de las heterocigos Aa ¥ R la de los homécigos aa, siendo
p la frecuencia del alelo A y gq la frecuencia del alelo a,
considerando tambien gue D+H+R= 1 y p+g=1l. De tal modo gue si una
poblacion estuviera sujeta a alguna fuerza evolutiva, esta

afectaria la ley del equilibrio de Hardy-Weinberg. Para determinar
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'si las poblaciones se encuentran o no en equilibrio es a traves de
la prueba X’= (O - E}*/E con K (K-1)/2 grados de libertad donde K

es el numero de alelos (Hedrick, 1983).

2) Indice de Fijacion F (Wright 1951, 1953):

Otra manera de visualizar si las poblaciones se encuentran o no
en equilibrio es a través del indice de fijacion F, el cual es
definido como:

F= 1 - H/2pq

donde H es la proporcidén de heterdcigos observados y 2pg como la
proporcion de heterdcigos esperados en Hardy-Weinberg.

Este indice F tiene un valor de 0 si la poblacion se encuentra
en equilibrio o encontrarse en valores de +1 a -1, donde +1
significaria que existen unicamente individuos homdcigos y -1
cuando s6lo hay individuos heterédcigos.

La significancia de este indice puede ser probada a través de
Xi=F'N (K-1) para K (K-1)/2 dgrados de libertad donde N es el

numero total de la poblacidn y K ndimero de alelos.

3) Distancias e identidades genética de Nei (1972):

La identidad genética de Nei esta expresada como:

I= JIxy /(Ix Jy)l/2
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dode Jxy es la probabilidad de escoger un par de alelos identicos,
uno de la poblacidén x y otro de la poblacién y (Jxy= E Pi-x,Pi:Y);_
y Jx y Jy son las probabilidades de escoger un par de alelos
idénticos dentro de cada poblacidn (Jx= EP*ix y Jy= EP?iy). A

partir de I se puede obtener la distancia genética de Nei D:
D= -1n (I)

Estas identidades y distancias se obtienen para pares de
poblaciones. La identidad toma valores de 0, si las dos poblaciones
no comparten ningun alelo y 1 si sus frecuencias alélicas son
idénticas. La distancia genética D toma valores de 0 si las
poblaciones son idénticas en sus frecuencias aleélicas y de
infinito si estas no comparten ningin alelo.

4) Estadisticos F de Wright (FIS, FIT y FST) :

Los estadisticos F de Wright FIS, FIT y FST toman en cuenta la

distribucidn geografica de las poblaciones y son definidas como:

A) FIS (F individuo-subpoblacidn) gque es la desviaciodn a nivel

subpoblacidn. Toma valores de +1 a -1 cuya expresidn es

FIS= (Hs - Ho)/Hs
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““donde~Ho -es -la-proporcidén. de heterocigosis observada promedio
dentro de una subpoblacién y Hs es la proporcion de heterocigosis

esperada promedio a nivel subpoblaciédn.

B) FST (F subpoblacién-total) nos indica la diferenciacidn

entre subpoblaciones. Toma valores de 0 y 1 y su expresion es:

FST= (Ht - Hs)/Ht

donde Hs es la proporcién de heterocigos esperada promedioc a nivel
subpoblacidn y Ht es la heterocigosis esperada promedio de la
poblacidén total. Toma un valor de 0 si todas las subpoblaciones son
identicas en terminos de variacidén genética y de 1 si 1las
subpoblaciones son completamente diferentes entre si, o sea que no
comparten ningun alelo por lo gque puede estar actuando flujo
génico, la deriva génica y/o seleccidén natural. Generalmente si la
FST es similar en todos los loci se considera que se debe a deriva
génica y entre mas alto es el valor de FST , guiere decir que ha
habido mayor deriva génica y menor flujo génico, y por lo tanto

mayor diferenciacidn y divergencia entre las subpoblaciones. Si los
valores cercanos a 1 son diferentes para cada loci se considera que

esta actuando la seleccion natural.

C) FIT (F individuo-total) mide la diferenciacidn total debida
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tanto a endogamia como a deriva génicé ..~ Se puede obtener mediante
la férmula :

FIT= (Ht ~ Ho)/Ht
Toma valores de +1 y -1.

Para probar la signicancia de FIT y FIS se determina del mismo
modo que el indice de fijacidn F del inciso 2 mientras que para FST
la significancia esta dada por X’= 2nFST con (K~1) (S-1) grados de
libertad donde N es el tamano de la muestra, K es el numerc de

alelos y s el numero de subpoblaciones.
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Técnica de Electroforesis

La electroforesis involucra un sin nimero de aspectos técnicos
que determinan la obtencidn de resultados confiables para su
interpretacion, por lo que el cuidado de estos es importante. Uno
de ellos es el mantenimiento de los organismos hasta el momento
mismo de la electroforesis, el cual en este trabajo fué realizada
de dos formas ya descritas anteriomente, donde las abejas fueron
mantenidas vivas hasta ser congeladas a -70°C y la otra, donde las
abejas fueron condgeladas en hielo azul desde el momento mismo de su
colecta para después ser almacenadas nmuertas a la misma
temperatura. Los corrimientos electroforéticos indican que no hay
diferencias al realizar cualguiera de los dos métodos, al menos
para las enzimas MDH y HK ya gque su actividad no se vio afectada.
El método de mantenimiento de las abejas muertas en hielo azul
resulta, en términos practicos, mds fdcil que el transportar a las
abejas vivas el cual involucra un mayor cuidado de éstas en cuanto
a su alimentacion y proveerlas de agua constantemente. Ademds, la
colocacidn de éstas en los contenedores de reinas es mas dificil en
el campo debido al equipo protector que se utiliza durante el

muestreo para evitar los picaduras de abejas.

Otro aspecto de la técnica que fué modificado en este trabajo

es el tiempo de extraccion de la muestra de hemolinfa, donde
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algunas veces se extrajeron al mismo instante de la electroforesis
y otras de 1-8 dias de anticipacidn por el cual los corrimientos no
se vieron afectados siempre y cuando las muestras se mantengan
congeladas en 6ptimas condiciones. Esto ultimo resulta ventajoso ya
que permite optimizar el tiempo de montaje de las electroforesis y
cuidar con mas detalle las miltiples variables a las que esta

sujeta la utilizacion de esta técnica.

Muchos sistemas amotiguadores han sido sugeridos para el
corrimiento de MDH como tris-citrato, pH=8.15; tris-HCl, pH=7.0;
tris-maleato, pH=7.8; LiOH, pH=8.3 (Sheppard y Berlocher, 1985;
Richardson et al., 1986; Sylvester, 1976). En este trabajo se
utilizaron dos sistemas Morfolina e Histidina, siendo el primero
el gue permite una separacidén mas clara de las bandas y por 1lo
tanto disminuye el error en la lectura de los dgeles. En MDH fue
evidente la presencia de un locus con tres alelos, como
previamente fué reportado por Sylvester (1976) y Cornuet (1979).

En lo que respecta a HK con ninguno de los dos sistemas
utilizados se logrdo una clara separacion de las bandas ya que
siempre se presentaron artefactos de tefiido haciendo confusa la
lectura en esta enzima. Una posible solucidn a este problema es la
utilizacion de otro medio de soporte, por ejemplo; el acetato de
celulosa, donde los artefactos de tehido son muy ft2nues © no se
presentan (observacion personal). De los pocos trakajos que se han
realizado en este tipo de abejas con la enzima HK ( Spivak et al.,

1988;: Sylvester, 1976; Del Lama et al., 1988) en ninguno se logrod
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“eliminar~las bandas adicionales......._ ... .
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