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1. INTRODUCCION

La abeja africanizada se origind en Brasil en 1956 a partir de la cruza
entre abejas africanas y abejas europeas (Kerr, 1967). Las colonias de este
tipo de abeja presentan caracteristicas que las hacen poco deseables para la
apicultura ya que son altamente defensivas (Stort, 1975; Collins et al., 1892;
Guzman-Novoa y Page 1993, 1994), presentan una alta tendencia a enjambrar
(Otis, 1980), a evadir (Winston, 1979) y algunos estudios indican que producen
menos miel que las colonias de abejas europeas (Otis, 1980; Guzman-Novoa y
Uribe, 2004).

La abeja africanizada llegé a México en 1986 (Moffet et al., 1987) y a
partir de este momento se inicié el proceso de africanizacion de las colonias de
abejas que existen en el pais. En la actualidad las abejas africanizadas se
encuentran en todo el territorio nacional (Zamora y Quezada, 2005). La
africanizaciéon ha tenido un impacto negativo sobre la apicultura en México, ya
gue a partir de que la abeja africanizada llego al pais se observé una reduccién
en la produccion de miel a nivel nacional. En 1985 antes de la llegada de la
abeja africanizada, la produccién de miel superé las 65,000 toneladas y se
exportaron 48,000 toneladas (SAGARPA, 2000), mientras que para el 2008 se
reporté una produccion de 55,271 toneladas de las cuales se exportaron
30,886 toneladas (SAGARPA, 2009), con lo cual se observa una reduccién de
aproximadamente 15% en la produccion y de 36% en la exportacion.

Con el fin de realizar investigacibn en métodos de mejoramiento
genético que permitan contrarrestar la baja produccion de miel y el alto

comportamiento defensivo que presentan las colonias de abejas como



consecuencia de la africanizacién, el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) desarrolla un programa de
investigacion en mejoramiento genético apicola, en donde se han generado
tres lineas de abejas que han sido seleccionadas para alta produccion de miel,
bajo comportamiento defensivo y mayor tamafio. La linea CA fue desarrollada a
partir de abejas de raza italiana, la linea ONT a partir de abejas de raza
carniola y la linea SG se desarroll6 a partir de abejas locales. Las poblaciones
de colonias de abejas de las lineas seleccionadas se han mantenido bajo
seleccion por 12 generaciones. Las lineas de abejas de raza italiana y carniola
se mantienen en un programa de seleccion masal en poblacién cerrada,
mientras que la linea formada con abejas locales se mantiene en un programa
de seleccion masal en poblacién semi-cerrada.

El método de seleccion en poblacién cerrada (MPC), consiste en un
nucleo pie de cria formado por reinas inseminadas instrumentalmente, a partir
de las cuales se obtienen reinas de libre fecundacion que encabezan las
colonias de la poblacion bajo seleccién, de las cuales se seleccionan las que
tengan el mejor desempefio para las caracteristicas de interés. Las reinas
seleccionadas se utilizan para criar zanganos, los cuales a su vez son
utilizados para inseminar reinas virgenes que se crian a partir del nacleo pie de
cria. Las reinas inseminadas se integran al nucleo pie de cria para formar la
siguiente generacion (Arechavaleta-Velasco et al., 2007).

El método de seleccion en poblacion semi-cerrada (MPSC) consiste en
un nucleo pie de cria formado por reinas de libre fecundacion, a partir del cual

se crian reinas de libre fecundacion que encabezan las colonias de la poblacion



bajo seleccion, a partir de ésta se producen cantidades importantes de
zanganos provenientes de las mismas colonias con el objeto de incrementar la
probabilidad de que las reinas se apareen con zanganos provenientes de dicha
poblacién. Las colonias se evallan para las caracteristicas de interés y se
seleccionan aquellas que tengan el mejor desempefio, de tal forma que las
reinas seleccionadas forman el ndcleo de pie de cria para formar la siguiente
generacion (Arechavaleta-Velasco et al., 2007).

El mejoramiento genético se basa en la seleccion y apareamiento de
los individuos sobresalientes para aprovechar la variabilidad existente en las
poblaciones. La respuesta a la seleccion depende de cinco factores:
variabilidad genética, intervalo generacional, intensidad de seleccion, tamafio
efectivo de poblacion y presiéon de seleccion (Aggrey et al., 1995).

La variabilidad genética es una medida de la tendencia de los
genotipos de una poblacion a diferenciarse, y determina la capacidad de la
poblacién para responder a cambios en el medio ambiente y a cambios en los
objetivos de seleccion en programas de mejoramiento genético; es asi como la
variabilidad genética constituye la base para el progreso genético de las
poblaciones (Rochambeau et al., 2000).

Dado que la variacion genética se reduce como resultado de la
seleccidn, asi como por la accion de la deriva génica debido al tamafio finito de
la poblacidn; la respuesta a la seleccion a corto plazo de pocas generaciones,
dependera de la intensidad y presion de seleccion en esas generaciones;
mientras que la respuesta de seleccion a largo plazo dependera de la cantidad

de variabilidad que se mantenga en la poblacion, de la endogamia que ocurra a



través de las generaciones y del tamafio efectivo de poblacién (Robertson,
1960). Es por esto que para mantener el progreso genético de las poblaciones
en los programas de mejoramiento genético o para poder reorientar los
objetivos de los programas, es indispensable considerar la variabilidad genética
en los esquemas de mejoramiento, para tratar de disminuir, en lo posible, su
pérdida (Notter, 1999; Hill, 2000; Gautschi et al., 2003).

En el caso de las abejas, la pérdida de variabilidad genética en las
poblaciones puede ocasionar problemas de depresion endogamica que se
manifiesta principalmente en la reduccion en la cantidad de abejas obreras
presentes en la colonia, debido a que la cria viable disminuye al reducirse la
heterocigosidad para los alelos en el locus sexual, lo que provoca que a nivel
de este locus se presenten con menor frecuencia individuos heterocigotos que
se desarrollarian como abejas obreras viables y se presenten con mayor
frecuencia individuos homocigotos que se desarrollan en zanganos diploides,
los cuales son eliminados por las obreras de la colonia durante la etapa larvaria
(Moritz, 1986; Kerr, 1997; Cowan, 2004; Van Wilgerburg et al., 2006). Es por
esto que es muy importante conservar la diversidad genética en las
poblaciones de colonias de abejas bajo seleccion, ya que a mayor variacion
menor sera la posibilidad de que se presenten problemas en la cria asociados
a la endogamia.

Evaluar la variabilidad genética de las poblaciones es un componente
importante para el manejo de los recursos genéticos animales, para evaluar la
variabilidad genética se puede utilizar la informacién generada por marcadores

moleculares tanto a nivel de ADN mitocondrial, como de ADN genomico.



El ADN mitocondrial de Apis mellifera L., es una molécula de estructura
circular, que se hereda por via materna, de tal forma que al caracterizar el ADN
mitocondrial de la progenie, se puede establecer el origen racial de la reina y
en consecuencia el origen materno de la colonia (Meusel y Moritz, 1993;
Canovas et al.,, 2002; De la Rua, 2001). La caracterizacion molecular de las
colonias de abejas basada en el ADN mitocondrial es una técnica utilizada para
el estudio de la diferenciacion de subespecies y razas de las abejas meliferas
(Apis mellifera L.) (Smith et al., 1991; Garnery et al., 1992., Garnery et al,,
1995, De la Rua et al., 1998, 1999, 2001).

Existen marcadores RFLP (Restriction Fragment-Length Polymorphism
por sus siglas en inglés) dentro del ADN mitocondrial que permiten distinguir el
origen racial de las abejas (Hall y Smith, 1991). Dos de estos marcadores, uno
ubicado en el gen que codifica para la sintesis del Is rRNA y otro en el gen que
codifica para la sintesis de citocromo oxidasa, permiten identificar tres
haplotipos: Europeo del Este, Europeo del Oeste y Africano. El fragmento de
964 pb del gen Is rRNA (subunidad ribosomal grande) ubicado en la posicién
13479-14443, presenta un sitio de restriccion para la endonucleasa EcoRI que
solo se encuentra en el haplotipo Europeo del Este (Hall y Smith, 1991; Crozier
y Crozier, 1993; Nielsen et al., 1999). El fragmento de 1028 pb ubicado en la
posicion 2095-3123 de la subunidad | del gen citocromo oxidasa (COl) presenta
un sitio de restriccion para la endonucleasa Hincll, que solo se localiza en el
haplotipo Europeo del Oeste (Hall y Smith, 1991; Crozier y Crozier, 1993),
mientras que para el haplotipo Africano, no existen sitios de restriccion en estos

fragmentos para ninguna de las dos enzimas.



RESUMEN

El objetivo de este estudio fue comparar la variabilidad genética de poblaciones
de tres lineas de abejas seleccionadas y abejas no seleccionadas, asi como el
efecto de dos métodos de seleccion sobre la variabilidad genética con respecto
a marcadores moleculares del ADN mitocondrial. Para el desarrollo del estudio
se utilizaron cuatro grupos experimentales que corresponden a tres lineas de
abejas seleccionadas para alta produccion y bajo comportamiento defensivo
(CA, ONT y SG) y un grupo de abejas locales no seleccionadas (LO) que se
mantiene como grupo control dentro del programa de investigacion en
mejoramiento genético apicola del INIFAP. Las lineas CA y ONT se mantienen
bajo un programa de seleccién masal en poblacién cerrada (MPC) y la linea SG
en un programa de seleccion masal en poblacién semi-cerrada (MPSC). El
estudio incluyé poblaciones de los cuatro grupos experimentales de tres
generaciones: 2004-2005 (n=249), 2005-2006 (n=268) y 2007-2008 (n=314).
Se generaron dos marcadores de ADN mitocondrial por PCR-RFLP, uno
ubicado en la region 13479-14443 del gen Is rRNA vy el otro en la region 2095-
3123 del gen citocromo oxidasa | (COIl). Se elabor6 una base de datos para
cada marcador, representando la ausencia o presencia de bandas por O y 1
respectivamente. La diversidad genética se evalu6 utilizando el indice de
diversidad de Shannon y la diversidad genética insesgada haploide. Para
comparar la variabilidad genética entre grupos experimentales se utilizd un
analisis de varianza molecular (AMOVA). Hubo diferencia significativa en la
variabilidad genética de las lineas seleccionadas y la poblacion de abejas no

seleccionadas en las tres generaciones (P<0.01), pero no entre las lineas



seleccionadas CA, ONT y SG en las generaciones 2004-2005 y 2005-2006, sin
embargo en la generacion 2007-.2008 la variabilidad genética de la linea SG
fue diferente a la de lalinea ONT (P<0.01). Hubo diferencias significativas en la
variabilidad genética entre poblaciones desarrolladas bajo MPC y MPSC con
respecto a la poblacion no seleccionada en cada generacion (P<0.01). No se
detectaron diferencias significativas en la variabilidad genética de las
poblaciones generadas bajo MPC y MPSC en las generaciones 2004-2005 y

2005-2006, pero si en la generacion 2007-2008 (P<0.05).

Palabras clave: variabilidad genética / ADN mitocondrial / abejas meliferas /

métodos de seleccion



ABSTRACT

The objective of this study was to compare the genetic variability between
populations of three lines of selected honeybees and non-selected honeybees,
and to compare the effect of two breeding methods on the genetic variability
using mitochondrial DNA molecular markers. Four experimental groups were
used, three of these groups correspond to three honeybees lines selected for
high honey production and low defensive behavior (CA, ONT, SG) and a group
of non-selected honeybees (LO) that is maintained as control group in the
honeybee breeding research program of INIFAP. The CA and ONT lines are
maintained under a mass selection in a closed population breeding program
(MPC) and the SG line is maintained under a mass selection in a semi-closed
population breeding program (MPSC). The study included populations of the
four experimental groups of three generations: 2004-2005 (n=249), 2005-2006
(n=268) y 2007-2008 (n=314). Two mitochondrial DNA markers were generated
by PCR-RFLP, one is located at the 13479-14443 region of Is rRNA gene and
the other is located at the 2095-3123 of cytochrome oxidase | gene (COI). A
data base was generated for each marker, representing the absence or
presence of bands by 0 and 1 respectively. Genetic diversity was evaluated
using the Shannon diversity index and the unbiased haploid genetic diversity.
To compare the genetic variability between experimental groups an analysis of
molecular variance (AMOVA) was used. There were significant differences in
the genetic variability between the selected lines and the non-selected
population of honeybees in the three generations (P<0.01), but not between the

CA, ONT y SG lines in 2004-2005 and 2005-2006 generations, however in



2007-2008 generation the genetic variability of the SG line was different from
the ONT line (P<0.01). There were significant differences in the genetic
variability of the populations developed under MPC and MPCS with the non-
selected population in each generation (P<0.01). No significant differences
were detected in the genetic variability of the populations developed under
MPCS and MPC in 2004-2005 and 2005-2006 generations, there was a

difference in 2007-2008 generation (P<0.05).

Keys words: genetic variability / mitochondrial DNA / honeybees / selection

methods.



OBJETIVOS
1. Comparar la variabilidad genética de tres lineas de abejas seleccionadas
y abejas no seleccionadas con respecto a marcadores moleculares del
ADN mitocondrial asociados al origen racial de las abejas.
2. Comparar el efecto de dos métodos de seleccion sobre la variabilidad
genética de las poblaciones de colonias de abejas con respecto a
marcadores moleculares del ADN mitocondrial asociados al origen racial

de las abejas.



HIPOTESIS

1. Existe diferencia en la variabilidad genética de las poblaciones de
colonias de abejas de las tres lineas seleccionadas para los marcadores
moleculares del ADN mitocondrial asociados al origen racial de las
abejas.

2. Las poblaciones de colonias no seleccionadas presentan mayor
variacion con respecto a marcadores moleculares del ADN mitocondrial
asociados al origen racial en comparacién con las poblaciones de
colonias de las lineas seleccionadas.

3. La poblacion de colonias que se mantiene bajo un programa de
seleccion masal en poblacién semi-cerrada tiene mayor variacion
genética que la poblacion de colonias que se mantienen bajo seleccion
masal en poblacion cerrada con respecto a marcadores moleculares del

ADN mitocondrial asociados al origen racial de las abejas.



JUSTIFICACION

Debido a que la variabilidad genética de las poblaciones influye en los
resultados de la seleccion y ayuda a determinar las estrategias a seguir en el
desarrollo de programas de mejoramiento genético es importante conocer cual
es el estado de la diversidad genética en las poblaciones de las tres lineas de
abejas seleccionadas para alta produccion de miel y bajo comportamiento
defensivo generadas por el programa de investigacion en mejoramiento
genético apicola del INIFAP, asi como conocer cual ha sido el efecto sobre la
diversidad genética de las poblaciones de abejas a nivel de marcadores
moleculares del ADN mitocondrial asociados al origen racial de las abejas al

utilizar métodos de seleccion.



2. MATERIAL Y METODOS
2.1 Colonias experimentales.

Para el desarrollo del estudio se utilizaron cuatro grupos
experimentales que corresponden a tres lineas de abejas seleccionadas para
alta produccion y bajo comportamiento defensivo (CA, ONT, SG) y un grupo de
abejas locales no seleccionadas (LO) que se mantiene como grupo control
dentro del programa de investigacion en mejoramiento genético apicola del
INIFAP. Las lineas CA y ONT se mantienen en un programa de seleccién
masal en poblacién cerrada (MPC) y la linea SG en un programa de seleccién
masal en poblacion semi-cerrada (MPSC). En el estudio se incluyeron colonias
de los cuatro grupos experimentales de tres generaciones: 2004-2005 (n=249),
2005-2006 (n=268) y 2007-2008 (n=314) (Cuadro 1).

Las colonias de abejas que se incluyeron en el estudio provienen de
apiarios localizados en los municipios de Villa Guerrero, Coatepec de Harinas e
Ixtapan de la Sal. Estos municipios estan ubicados en la regién sur del Estado
de México, a una altitud media sobre el nivel del mar de 2,160 m, el clima de la
region esta clasificado como templado subhimedo (C(w)), con lluvias en
verano, presenta una temperatura promedio anual de 14°C y una precipitacion

anual de 1,250 mm (INEGI, 1998).



2.2 Andlisis genético.
2.2.1 Muestras de abejas.

Se utilizaron muestras que incluian 30 abejas obreras de cada una de
las colonias experimentales, las muestras de abejas se conservaron en alcohol
al 96% y a -70°C.

2.2.2 Extraccion de ADN.

Se extrajo el ADN de una abeja tomada aleatoriamente de la muestra
de cada colonia. La extraccion del ADN involucro la maceracion de la abeja en
solucion de lisis (1% bromuro de hexadeciltrimetil-amonio, 50 mM Tris pH 8.0,
10 mM EDTA, 1.1 M NaCl), la cual fue digerida con proteinasa K, seguido de
una doble extraccion con fenol/cloroformo y la precipitacién del ADN en etanol
(Hunt, 1997). EI ADN de cada abeja fue cuantificado y diluido a una
concentracion final de 100 ng/ul en agua bidestilada y se almacené a — 70°C.
2.2.3. Generacion de marcadores moleculares.
2.2.3.1 Secuencia de Iniciadores.

El fragmento de 964 pb ubicado en la posicion 13479-14443 del gen Is
rRNA se amplific6 con los iniciadores 5° CAA CAT CGA GGT CGC AAA CAT
C3 y5 GTACCT TTT GTATCA GGG TTG A 3. El fragmento de 1028 pb
ubicado en la posicion 2095-3123 de la subunidad | del gen citocromo oxidasa
(COI) fue amplificado usando los iniciadores 5° GAT TAC TTC CTC CCT CAT
TA3 y 5 AAT CTG GAT AGT CTG AAT AA 3" (Nielsen et al., 1999).
2.2.3.2 Condiciones de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 15 pl y

consistieron en 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 100 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 1 mM



DTT, 50% glicerol, 0.5% tween®, 0.5% Nonidet®P40, 2.0 mM MgCl,, 0.2 mM
de dNTPs, 10 mM de cada iniciador, 0.5 unidades de Tagq DNA polimerasa y
200 ng de ADN gendmico y fueron cubiertas con una gota de aceite mineral.

Las condiciones bajo las que se realizo la PCR fueron 2 minutos a 94°
C, seguidos 34 ciclos a 94° C por 1 minuto, 55° C por 1 minuto y 72° C por 2
minutos, y se concluyd con 5 minutos a 72° C.
2.2.3.3 Anélisis de restriccién.

La digestion de los productos de PCR se realiz6 a 37° C durante 180
min. La reaccion de digestion del fragmento amplificado del gen Is rRNA
(ADNIr) se realizé en un volumen de 18 ul y consistié en 50 mM Tris-HCI (pH
8.0), 10 mM MgCl,, 100 mM NacCl, 15 pl del producto de la PCR y 3 unidades
de la enzima EcoRI (Figura 1). La reaccién de digestion del fragmento
amplificado del gen citocromo oxidasa | (COIl) se realiz6 en 18 pl formada por
20 mM Tris-HCI (pH 7.4), 5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 15 pl del producto de la
PCR y 6 unidades de la enzima Hincll (Figura 2).

Los fragmentos de restriccion se resolvieron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1.2% y posteriormente fueron visualizados con luz
ultravioleta después de ser tefiidos en 5 ng/ml de bromuro etidio durante 60
minutos.

2.3 Analisis estadistico.

Se elabor6 una base de datos, representando la ausencia y presencia
de bandas por 0 y 1, respectivamente para cada uno de los dos marcadores.
La diversidad genética de los grupos se evalud utilizando el indice de

diversidad de Shannon y la diversidad genética insesgada haploide. Para



comparar la variabilidad genética entre grupos experimentales se utiliz6 un
analisis de varianza molecular (AMOVA).
2.3.1 Frecuencias alélicas y genotipicas.

Las frecuencias alélicas se estimaron utilizando el programa GenAlEx

6.1 (Peakall y Smouse, 2006), con base en la siguiente formula:
NX
F(X)=—
()=

En donde:

F(x)= frecuencia alélica

Nx= numero de alelos x

N= namero de muestras

2.3.2. indice de diversidad de Shannon.

El indice de diversidad de Shannon (I), es un estimador de la
variabilidad genética basado en la presencia y ausencia de bandas (Bonin et
al., 2007), y determina el nivel de polimorfismo con base en la frecuencia de
fragmentos amplificados. Para calcularlo se utilizé el programa GenAlEx 6.1

(Peakall y Smouse, 2006) mediante la siguiente formula:

=1 (i pi)}

En donde:
I= indice de diversidad de Shannon
In=logaritmo natural

pi= frecuencia del iesimo alelo



2.3.3 Diversidad genética haploide insesgada.

Uno de los métodos utilizados para estimar la variabilidad genética de
las poblaciones a partir de datos haploides es el calculo de la diversidad
genética haploide insesgada (Uh), la cual es un indicador de la probabilidad de
gue dos individuos sean diferentes (Schneider et al., 1997) y se estimé
utilizando el programa GenAlEx 6.1 (Peakall y Smouse, 2006) mediante la

siguiente formula:

Uh=_"_(1-3p7)

En donde:
Uh=diversidad genética haploide insesgada
n= tamafo de muestra
pi = frecuencia del iesimo alelo
Para calcular la diversidad genética haploide promedio, considerando

los dos loci incluidos en el estudio se utilizé la siguiente formula:

k
H = ZUh
o K
En donde:

H= diversidad genética haploide promedio
Uh= diversidad genética haploide insesgada
k= numero de loci
2.3.4 Anélisis de Varianza Molecular.
Para estimar el grado de diferenciacion genética entre y dentro de

poblaciones se llevd a cabo un analisis de la varianza molecular (AMOVA);



comprobando la significancia de la variacion mediante una prueba de
permutaciones y calculando un estadistico para datos haploides, PhiPT (®p7),
gue es equivalente al indice de fijacion de Wright's Fst, el cual es un
estadistico usado para datos diploides. EI AMOVA se realizé usando el
programa GenAlEx 6.1 (Peakall y Smouse, 2006) y para establecer los puntos
criticos para determinar la significancia se utilizé una prueba de permutaciones,
realizando 999 permutaciones.

2.3.5 Distribucion de frecuencias de haplotipos.

Para determinar si existen diferencias en la frecuencia de los haplotipos
Europeo del Este, Europeo del Oeste y Africano entre las poblaciones de
abejas seleccionadas y no seleccionadas, asi como entre las poblaciones que
se mantienen bajo los dos métodos de seleccidn y la poblacion de colonias no

seleccionadas se realizo una prueba de homogeneidad (Daniel, 2002).



3. RESULTADOS
3.1 Variabilidad genética en poblaciones de abejas de lineas
seleccionadas y de abejas no seleccionadas.

La diversidad genética estimada con base en el promedio del indice de
diversidad de Shannon en la generacion 2004-2005 para las colonias de la
linea seleccionada CA fue 0.23 (n=61), para la linea ONT fue 0.22 (n=60) y
para la linea SG fue 0.22 (n=89), mientras que para el grupo LO fue 0.40
(n=39). La diversidad genética haploide promedio en las lineas seleccionadas
fue CA 0.12, ONT 0.11 y SG 0.11, mientras que para el grupo de abejas LO fue
de 0.26 (Cuadro 1).

El AMOVA revel6 que existen diferencias en la variabilidad genética
entre grupos (Phipt=0.331; P<0.01). Se observaron diferencias significativas en
la variabilidad genética entre las poblaciones de abejas LO y las lineas de
abejas CA (Phipt=0.52; P<0.01), ONT (Phipr=0.54; P<0.01) y SG (Phipr=0.54;
P<0.01), no se encontraron diferencias entre las tres lineas de abejas
seleccionadas (Cuadro 2). La mayor parte de la variacion (67%) se debio a
diferencias dentro de los grupos experimentales, mientras que el resto de la
variacion (33%) se encontré entre grupos.

La distribucion de los haplotipos Europeo del Este, Europeo del Oeste y
Africano no fue homogénea entre las poblaciones de colonias de las lineas
seleccionadas y el grupo de colonias no seleccionadas (X*= 87.12, gl=6,
P<0.01). El haplotipo Europeo del Este fue el que se presento con mayor
frecuencia en las lineas CA (0.90), ONT (0.92), SG (0.90), mientras que el

haplotipo Africano fue el mas frecuente en el grupo LO (0.67) (Cuadro 9).



En la generacion 2005-2006, los estimadores de la variabilidad
genética con base en el promedio del indice de Shannon para las colonias de
la linea CA fue 0.12 (n=75), para la linea ONT fue 0.09 (n=93) y para SG 0.07
(n=68), mientras que para el grupo de abejas LO fue 0.33 (n=32). La diversidad
genética haploide promedio en las tres lineas fue CA 0.06, ONT 0.04 y SG
0.03, mientras que en el grupo de abejas LO fue de 0.24 (Cuadro 1).

Con base en los resultados de un AMOVA se detectaron diferencias en
la variabilidad genética entre grupos (Phipt=0.180; P<0.01). Hubo diferencias
significativas entre las poblaciones de abejas LO y las lineas CA (Phipt=0.28;
P<0.01), ONT (Phipt=0.37; P<0.01) y SG (Phipt=0.37; P<0.01); no se
encontraron diferencias entre las lineas ONT, SG y CA (Cuadro 3). Del total de
la variacion detectada, el 82% corresponde a la variacion dentro de grupos
experimentales y el 18% entre grupos.

La distribucién de haplotipos no fue homogénea entre las poblaciones
de colonias de las lineas seleccionadas y el grupo de colonias no
seleccionadas (X?= 39.39, gl=6, P<0.01). El haplotipo Europeo del Este fue el
gue se presentd con mayor frecuencia en las lineas CA (0.93), ONT (0.96), SG
(0.97) y en el grupo LO (0.63) (Cuadro 9).

La diversidad genética estimada con base en el promedio del indice de
diversidad de Shannon en la generacion 2007-2008 para la linea CA fue 0.24
(n=85), para la linea ONT fue 0.17 (n=120) y para SG fue 0.31 (n=41), mientras
que para el grupo de abejas LO fue 0.34 (n=68). La diversidad genética
haploide promedio en las tres lineas fue CA 0.16, ONT 0.10 y SG 0.22,

mientras que en el grupo de abejas LO fue de 0.24 (Cuadro 1).



El AMOVA indica que existen diferencias en la variabilidad genética
entre grupos (Phipr=0.231; P<0.01), el 77% representa la variacion dentro de
poblaciones y el 23% entre poblaciones. El andlisis mostré diferencias
significativas en la variabilidad genética de la poblacién de abejas LO y la de
las poblaciones de las lineas de abejas CA (Phipt=0.30; P<0.01), ONT
(Phipt=0.45; P<0.01) y SG (Phipr=0.13; P<0.01), también fue posible observar
diferencias entre las lineas ONT y SG (Phipt=0.13; P<0.01), sin embargo; no
hubo diferencias significativas entre las lineas ONT y CA ni entre CA y SG
(Cuadro 4).

La distribucion de los haplotipos Europeo del Este, Europeo del Oeste y
Africano no fue homogénea entre las poblaciones de colonias de las lineas
seleccionadas y el grupo de colonias no seleccionadas (X?=70.97, gl=6,
P<0.01). El haplotipo Europeo del Este fue el que se presenté con mayor
frecuencia en las lineas CA (0.81), ONT (0.89), SG (0.68), mientras que el
haplotipo Africano fue el mas frecuente en el grupo LO (0.66) (Cuadro 9).

3.2 Efecto de dos métodos de seleccidon sobre la variabilidad genética de
poblaciones de abejas.

La diversidad genética estimada con base en el promedio del indice de
diversidad de Shannon en la generacion 2004-2005 para las poblaciones de
abejas que se mantienen bajo MPC fue 0.23 (n=121) y para MPSC fue 0.22
(n=89), mientras que para el grupo de poblaciones de abejas no seleccionadas
LO fue de 0.40 (n=39). La diversidad genética haploide promedio en las

poblaciones de abejas que se encuentran bajo MPC fue 0.12 y de las



poblaciones bajo MPSC fue 0.11, mientras que la diversidad genética haploide
promedio en la poblacion de abejas LO fue 0.26 (Cuadro 5).

El AMOVA revel6 que existen diferencias en la variabilidad genética
entre grupos (Phipr=0.375; P<0.01), el 63% de la variacion corresponde a la
variacion dentro de poblaciones y el 37% a la variacion entre poblaciones.
Hubo diferencias significativas entre las poblaciones de colonias de abejas LO
y las poblaciones de colonias de abejas que se mantienen bajo MPC
(Phipt=0.57; P<0.01) y MPSC (Phipt=0.54; P<0.01), sin embargo; no hubo
diferencias significativas entre las poblaciones de colonias de abejas que se
encuentran bajo un MPC y MPSC (Cuadro 6).

La distribucion de los haplotipos Europeo del Este, Europeo del Oeste y
Africano no fue homogénea entre el grupo de colonias que se mantienen bajo
MPC, el grupo que se mantiene bajo MPSC y el grupo LO (X*=85.29, gl=4,
P<0.01). El haplotipo Europeo del Este fue el que se presentdé con mayor
frecuencia en el grupo MPC (0.91), MPCS (0.90), mientras que el haplotipo
Africano fue el mas frecuente en el grupo LO (0.67) (Cuadro 10).

La diversidad genética estimada con base en el promedio del indice de
diversidad de Shannon, en la generacién 2005-2006 para las poblaciones de
abejas que se mantienen bajo MPC fue 0.10 (n=168) y para MPSC fue 0.07
(n=68), mientras que para el grupo de abejas LO tuvo un valor de 0.33 (n=32).
La diversidad genética haploide promedio en las poblaciones de abejas que se
encuentran bajo un MPC fue 0.05 y de las poblaciones bajo MPSC fue 0.03,
mientras que la diversidad genética haploide promedio en las poblaciones de

abejas LO fue 0.24 (Cuadro 5).



El AMOVA indica que existen diferencias en la variabilidad genética
entre grupos (Phipt=0.234; P<0.01). El 77% de la variacion total se debid a la
variacion dentro de poblaciones y el 23% se debié a la variacion entre
poblaciones. Se encontraron diferencias significativas entre poblaciones de
abejas LO y poblaciones de abejas que se mantienen bajo MPC (Phipr=0.38;
P<0.01) y MPSC (Phipt=0.37; P<0.01), sin embargo, no hubo diferencias
significativas entre las poblaciones de abejas que se conservan bajo MPC vy
MPSC (Cuadro 7).

La distribucion de los haplotipos Europeo del Este, Europeo del Oeste y
Africano no fue homogénea entre el grupo de colonias que se mantienen bajo
MPC, el grupo que se mantiene bajo MPSC y el grupo LO (X?= 39.09, gl=4
P<0.01). El haplotipo Europeo del Este fue el que se presentd con mayor
frecuencia en el grupo MPC (0.95), MPCS (0.97) y en el grupo LO (0.63)
(Cuadro 10).

La diversidad genética estimada con base en el promedio del indice de
diversidad de Shannon en la generacion 2007-2008 para las poblaciones de
abejas que se mantienen bajo MPC fue de 0.20 (n=205) y para MPSC fue 0.31
(n=41), mientras que para el grupo de poblaciones de abejas LO fue de 0.34
(n=68). La diversidad genética haploide promedio en las poblaciones de abejas
gue se encuentran bajo un MPC fue 0.12 y de las poblaciones bajo MPSC fue
0.22, mientras que la diversidad genética haploide promedio en las poblaciones
de abejas LO fue 0.24 (Cuadro 5).

El AMOVA indica que existen diferencias en la variabilidad genética

entre grupos (Phipt=0.293; P<0.01). El 71% de la variacion total se debid a



variacion dentro de poblaciones y el 29% se debié a la variacién entre
poblaciones. Se encontraron diferencias significativas entre poblaciones de
abejas LO y poblaciones de abejas que se mantienen bajo MPC (Phipr=0.41;
P<0.01) y MPSC (Phipr=0.13; P<0.01), asi mismo se detectaron diferencias
significativas entre las poblaciones de abejas que se conservan bajo MPC y
MPSC (Phipt=0.088; P<0.05) (Cuadro 8).

La distribucion de los haplotipos Europeo del Este, Europeo del Oeste y
Africano no fue homogénea entre el grupo de colonias que se mantienen bajo
MPC, el grupo que se mantiene bajo MPSC y el grupo LO (X?= 69.39, gl=4
P<0.01). El haplotipo Europeo del Este fue el que se presenté con mayor
frecuencia en el grupo MPC (0.86) y el grupo que se mantiene bajo MPCS
(0.68), mientras que el haplotipo africano fue el de mayor frecuencia en el

grupo LO (0.66) (Cuadro 10).



4. DISCUSION
4.1 Variabilidad genética en poblaciones de abejas de lineas
seleccionadas y de abejas no seleccionadas.

Los resultados del analisis de varianza molecular indicarén que la
variabilidad genética de las poblaciones de las lineas de abejas seleccionadas
CA, ONT y SG para los dos marcadores de ADN mitocondrial asociados al
origen racial de las abejas fue significativamente menor a la variabilidad
genética detectada en el grupo de abejas locales no seleccionadas en las tres
generaciones incluidas en el estudio. La linea SG no fue diferente de las lineas
ONT y CA en la generaciones 2004-2005 y 2005-2006, sin embargo en la
generacion 2007-2008 se registr6 un aumento considerable de la variabilidad
genética en la poblacion de la linea SG y ésta fue diferente de la variabilidad
genética detectada en la poblacion de colonias de abejas de la linea ONT.

En las generaciones 2004-2005 y 2007-2008 los estimadores del indice
de diversidad de Shannon y de la diversidad genética haploide promedio para
la variabilidad genética de las lineas CA y ONT fueron practicamente 50%
menores a los estimadores en las abejas locales no seleccionadas mientras
gue en la generacion 2005-2006 el valor de los estimadores en las lineas
seleccionadas correspondieron cuando menos a una quinta parte de los
estimadores para la poblacion de abejas locales no seleccionadas.

Los estimadores del indice de diversidad de Shannon y de diversidad
genética haploide promedio para la variabilidad genética de las lineas SG en la
generacion 2004-2005 fueron menores a la mitad de los valores detectados

para estos estimadores en la poblacién local no seleccionada; en la generacion



2005-2006 el valor de los estimadores fue una octava parte del valor de los
estimadores en la poblacion local no seleccionada, sin embargo, en la
generacion 2007-2008 se detectd un incremento considerable en la variabilidad
genética de la linea SG y los estimadores del indice de diversidad de Shannon
y de la diversidad genética haploide promedio fueron cercanos a los
estimadores para la poblacion local no seleccionada. Este incremento en la
variabilidad genética de la poblacion de la linea SG se pudo deber a un flujo de
material genético en la poblacion ya que la linea SG es la que se mantiene bajo
un método de seleccidon masal en poblacion semi-cerrada.

La variabilidad genética de la poblacion de abejas locales no
seleccionadas se mantuvo constante a lo largo de las tres generaciones, como
lo indican los estimadores del indice de diversidad de Shannon y la diversidad
genética haploide promedio.

El haplotipo que se presenté con mayor frecuencia en las poblaciones
de las lineas CA, ONT y SG fue el Europeo del Este en las tres generaciones,
mientras que en el caso del grupo LO el haplotipo mas frecuente fue el Africano
en las generaciones 2004-2005 y 2007-2008, mientras que en la generacién
2005-2006 el Europeo del Este fue el mas frecuente. Unicamente en la
generacion 2004-2005 fue posible detectar la presencia del haplotipo Europeo
del Oeste.

La menor diversidad genética detectada en las tres lineas de abejas
seleccionadas esta asociada a la presencia de los haplotipos de origen
Europeo del Este en las poblaciones seleccionadas, como consecuencia del

proceso de seleccion, mientras que la mayor diversidad genética detectada en



la poblacion de abejas locales no seleccionadas esta asociada a la presencia
de los haplotipos Europeo del Este y Africano en la poblacion como lo indican
los resultados del estudio realizado por Arechavaleta- Velasco et al.(2006).

4.2 Efecto de dos métodos de seleccidon sobre la variabilidad genética de
poblaciones de abejas.

Los resultados del analisis de varianza molecular indican que la
variabilidad genética de las poblaciones de las lineas de abejas desarrolladas
bajo un método de seleccion masal en poblacion cerrada y bajo un método de
seleccion masal en poblacién semi-cerrada para los dos marcadores de ADN
mitocondrial asociados al origen racial de las abejas fue significativamente
menor a la variabilidad genética detectada en el grupo de abejas locales no
seleccionadas en las tres generaciones incluidas en el estudio.

No se detectaron diferencias en la variabilidad genética de las
poblaciones generadas por seleccion masal en poblacion cerrada y en
poblacién semi-cerrada en las generaciones 2004-2005 y 2005-2006, sin
embargo, si hubo diferencia entre estos dos grupos en la generaciéon 2007-
2008.

En la generacion 2004-2005 los estimadores del indice de diversidad
de Shannon y de la diversidad genética haploide promedio para la variabilidad
genética de las poblaciones de las lineas de abejas desarrolladas bajo un
método de seleccion masal en poblacion cerrada y bajo un método de
seleccién masal en poblacion semi-cerrada tuvieron valores de practicamente
la mitad de los valores que presentaron los dos estimadores en las abejas

locales no seleccionadas.



En la generacién 2005-2006 el valor de los estimadores para las
poblaciones seleccionadas en poblacion cerrada y en poblacion semi-cerrada
fue de aproximadamente una quinta parte en relacién a los estimadores para la
poblacién no seleccionada.

En la generacion 2007-2008 los valores de los estimadores del indice
de diversidad de Shannon y de la diversidad genética haploide en las
poblaciones desarrolladas bajo un método de seleccibn masal en poblaciéon
cerrada fueron cercanos a la mitad del valor de los estimadores de la
variabilidad genética en la poblacién de abejas no seleccionadas. En el caso de
la poblacion generada bajo seleccion masal en poblacion semi-cerrada los
valores de los estimadores son menores pero cercanos a los valores estimados
para la poblacion no seleccionada.

El haplotipo que se presentd con mayor frecuencia en las poblaciones
gue se mantienen bajo MPC y MPSC fue el Europeo del Este en las tres
generaciones, mientras que en el caso del grupo LO el haplotipo mas frecuente
fue el Africano en las generaciones 2004-2005 y 2007-2008, mientras que en la
generacion 2005-2006 el Europeo del Este fue el mas frecuente.

La menor diversidad genética detectada en las poblaciones de abejas
seleccionadas esta asociada a una mayor frecuencia del haplotipo Europeo del
Este, como consecuencia del proceso de seleccion, mientras que la mayor
diversidad genética detectada en la poblacion de abejas LO no seleccionadas
esta asociada a la presencia de los haplotipos Europeo del Este y Africano en
las poblaciones, como lo indican los resultados del estudio realizado por

Arechavaleta- Velasco et al. (2009). No es posible determinar si el proceso de



seleccidén al que han sido sometidas las poblaciones ha reducido la variabilidad
genética de éstas, ya que se desconoce cudl era la variabilidad genética inicial
de las poblaciones para los marcadores incluidos en el estudio; sin embargo,
los resultados indican que los métodos de seleccién han permitido mantener
una menor variabilidad genética en las poblaciones asociadas a una mayor
frecuencia de los haplotipos Europeos a pesar de que las poblaciones se

desarrollan en regiones en donde existen abejas con haplotipo Africano.



5. CONCLUSIONES

Los resultados indican que existe una menor variabilidad genética en
los marcadores del ADN mitocondrial asociados al origen racial de las abejas
en poblaciones que se mantienen bajo un método de seleccibn masal en
poblacién cerrada y bajo seleccibn masal en poblacion semi-cerrrada, en
comparaciéon con la poblacion de abejas locales no seleccionadas. No hubo
diferencias entre las poblaciones de abejas de las lineas seleccionadas en las
dos primeras generaciones analizadas, excepto entre las lineas SG y ONT de
la dltima generacion analizada. La menor variabilidad genética es consecuencia
del proceso de seleccion al que han sido sometidas las poblaciones.

La diversidad genética estimada en este estudio es de mucha utilidad
para evaluar el efecto del proceso de seleccion, ya que estad asociada a la
mayor frecuencia de colonias con haplotipo Europeo en las poblaciones bajo
seleccién. En este caso la reduccion en la variabilidad genética a nivel de los
marcadores incluidos en el estudio es un resultado positivo del proceso de

seleccion.



7. CUADROS Y FIGURAS



Cuadro 1. Promedio del indice de diversidad de Shannon (I) y diversidad
genética haploide promedio (H) de poblaciones de colonias de abejas de las
lineas seleccionadas CA, ONT, SG y de abejas locales no seleccionadas (LO)

correspondientes a las generaciones 2004-2005, 2005-2006 y 2007-2008.

Generacion Namero de I H
colonias

2004-2005 CA 61 0.23 0.12
ONT 60 0.22 0.11
SG 89 0.22 0.11
LO 39 0.40 0.26

2005-2006 CA 75 0.12 0.06
ONT 93 0.09 0.04
SG 68 0.07 0.03
LO 32 0.33 0.24

2007-2008 CA 85 0.24 0.16
ONT 120 0.17 0.10
SG 41 0.31 0.22
LO 68 0.34 0.24




Cuadro 2. Comparaciones pareadas (Phipt) de la variabilidad genética de
poblaciones de abejas de las lineas seleccionadas CA, ONT, SG y de abejas

locales no seleccionadas (LO) correspondientes a la generacién 2004-2005.

Poblacion 1  Poblacion 2 PhiPT (®pr) P
LO CA 0.52 <0.01
LO ONT 0.54 <0.01
LO SG 0.54 <0.01
CA ONT 0.00 0.29
CA SG 0.00 0.35

ONT SG 0.00 0.33



Cuadro 3. Comparaciones pareadas (Phipt) de la variabilidad genética de
poblaciones de abejas de las lineas seleccionadas CA, ONT, SG y de abejas

locales no seleccionadas (LO) correspondientes a la generacién 2005-2006.

Poblacion 1 Poblacion 2 PhiPT (®p1) P

LO CA 0.28 <0.01
LO ONT 0.37 <0.01
LO SG 0.37 <0.01
CA SG 0.00 0.49
CA ONT 0.00 0.31

ONT SG 0.00 0.38



Cuadro 4. Comparaciones pareadas (Phipt) de la variabilidad genética de
poblaciones de abejas de las lineas seleccionadas CA, ONT, SG y de abejas

locales no seleccionadas (LO) correspondientes a la generacién 2007-2008.

Poblacion 1  Poblacién 2 PhiPT (®p7) P

LO CA 0.30 <0.01
LO ONT 0.45 <0.01
LO SG 0.13 <0.01
CA SG 0.03 0.07
CA ONT 0.02 0.16

ONT SG 0.13 <0.01



Cuadro 5. Promedio del indice de diversidad de Shannon (I) y diversidad
genética haploide promedio (H) de poblaciones de colonias de abejas bajo un
método de seleccién masal en poblacion cerrada (MPC), método de seleccion
masal en poblacion semi-cerrada (MPSC) y de abejas locales no seleccionadas

(LO) correspondientes a las generaciones 2004-2005, 2005-2006 y 2007-2008.

Generacion Namero de I H
colonias

2004-2005 MPC 121 0.23 0.12
MPSC 89 0.22 0.11
LO 39 0.40 0.26

2005-2006 MPC 168 0.10 0.05
MPSC 68 0.07 0.03
LO 32 0.33 0.24

2007-2008 MPC 205 0.20 0.12
MPSC 41 0.31 0.22
LO 68 0.34 0.24




Cuadro 6. Comparaciones pareadas (Phipt) de la variabilidad genética de
poblaciones de abejas que se mantienen bajo un método de seleccion masal
en poblacién cerrada (MPC), método de seleccion masal en poblacion semi-
cerrada (MPSC) y de abejas locales no seleccionadas (LO) de la generacién

2004-2005.

Poblacién 1 Poblacion 2 Phipr (®pr) P
LO MPC 0.57 <0.01
LO MPSC 0.54 <0.01

MPC MPSC 0.00 0.37



Cuadro 7. Comparaciones pareadas (Phipt) de la variabilidad genética de
poblaciones de abejas que se mantienen bajo un método de seleccién masal
en poblacién cerrada (MPC), método de seleccion masal en poblacion semi-
cerrada (MPSC) y de abejas locales no seleccionadas (LO) de la generacién

2005-2006.

Poblacion 1  Poblacion 2 PhiPT (®p7) P
LO MPC 0.38 <0.01
LO MPSC 0.37 <0.01

MPC MPSC 0.00 0.31



Cuadro 8. Comparaciones pareadas (Phipt) de la variabilidad genética de
poblaciones de abejas que se mantienen bajo un método de seleccién masal
en poblacién cerrada (MPC), método de seleccién masal en poblacién semi-
cerrada (MPSC) y de abejas locales no seleccionadas (LO) de la generacion

2007-2008.

Poblacion 1  Poblaciéon 2 PhiPT (®p1) P

LO MPC 0.41 <0.01
LO MPSC 0.13 <0.01

MPC MPSC 0.09 <0.05



Cuadro 9. Distribucion de frecuencias relativas y absolutas de haplotipos
Europeo del Este (EE), Europeo del Oeste (EO) y Africano (AF) en poblaciones
de abejas de las lineas seleccionadas CA, ONT, SG y de abejas locales no
seleccionadas (LO) correspondientes a las generaciones 2004-2005, 2005-

2006 y 2007-2008.

Generaciéon | Grupo | Niumero EE EO AF
de
colonias
2004-2005 CA 61 0.90 0 0.10
55 0 6
ONT 60 0.92 0.03 0.05
55 2 3
SG 89 0.90 0.02 0.08
80 2 7
LO 39 0.28 0.05 0.67
11 2 26
2005-2006 CA 75 0.93 0 0.07
70 0 5
ONT 93 0.96 0 0.04
89 0 4
SG 68 0.97 0 0.03
66 0 2
LO 32 0.63 0 0.37
20 0 12
2007-2008 CA 85 0.81 0 0.19
69 0 16
ONT 120 0.89 0 0.11
107 0 13
SG 41 0.68 0 0.32
28 0 n=13
LO 68 0.34 0 0.66
23 0 45




Cuadro 10. Distribucion de frecuencias relativas y absolutas de haplotipos
Europeo del Este (EE), Europeo del Oeste (EO) y Africano (AF) en poblaciones
de colonias de abejas que se mantienen bajo un método de seleccién masal en
poblacién cerrada (MPC), bajo un método de seleccion masal en poblacion
semi-cerrada (MPSC) y de abejas locales no seleccionadas (LO)

correspondientes a las generaciones 2004-2005, 2005-2006 y 2007-2008.

Generacion | Grupo | Namero EE EO AF
de
colonias

2004-2005 | MPC 121 0.91 0.02 0.07
110 2 9

MPSC 89 0.90 0.03 0.07

80 2 7

LO 39 0.28 0.05 0.67

11 2 26

2005-2006 | MPC 168 0.95 0 0.05
159 0 9

MPSC 68 0.97 0 0.03

66 0 2

LO 32 0.63 0 0.37

20 0 12

2007-2008 | MPC 205 0.86 0 0.14
176 0 29

MPSC 41 0.68 0 0.32

28 0 13

LO 68 0.34 0 0.66

23 0 45




Figura 1. Andlisis de restriccion para deteccion de haplotipos. EcoRI solo
digiere el fragmento de 964 pb del gen Is rRNA para el haplotipo Europeo del

Este produciendo dos fragmentos de 480 y 484 pb.

INDIVIDUOS

964 pb
480/484 pb




Figura 2. Analisis de restriccion para deteccion de haplotipos. Hincll solo
digiere el fragmento de 1028 pb del gen citocromo oxidasa | (COIl) para el
haplotipo Europeo del Oeste produciendo fragmentos de aproximadamente 440

y 590 pb.

INDIVIDUOS

1028 pb

590 pb
440 pb
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