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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar si el grupo genético y el medio
ambiente influyen sobre el numero efectivo de zanganos con los que se
aparean abejas reinas (Apis mellifera L.). Para el desarrollo del estudio se
utilizaron reinas de cuatro grupos genéticos: europeas (EE), africanizadas
(AA) y sus hibridos reciprocos (EA y AE). Se produjeron celdas reales de
cada uno de los grupos y se introdujeron en nucleos de fecundacion que se
instalaron en dos apiarios, ubicados en dos zonas geograficas distintas con
base en la altitud sobre el nivel del mar y el tipo de vegetacioén predominante.
El apiario A-1 esta a una altitud de 1890 msnm y la vegetacién predominante
es bosque mesdfilo de montafia con vegetacion arbustiva y herbacea. El
apiario A-2 esta a 2840 msnm y la vegatacion predominante es bosque
mesofilo de montafia con vegetacion de bosque de oyamel. Las reinas
virgenes que emergieron de las celdas reales se aparearon en vuelo libre y
se permitié que iniciaran la postura de huevos. Se recolectaron muestras de
pupas de abejas obreras hijas de cada reina y se generaron marcadores
polimérficos AFLP utilizando el ADN de 11 pupas de obreras de cada reina.
Con los datos generados se realizd un analisis de agrupamiento jerarquico,
para posteriormente estimar el numero efectivo de zanganos con los que se
apared cada reina, los resultados se sometieron a un analisis de varianza
bajo un modelo factorial. EI numero efectivo promedio de zadnganos con los
que se apared una reina en este estudio fue de 6.97+0.37. No se encontraron
diferencias en el numero efectivo de zanganos con los que se aparearon las
reinas europeas, africanizadas e hibridas (P>0.05), se encontraron
diferencias entre los dos medios ambientes (P<0.01) y no se encontr6 que
exista una interacciéon entre el grupo genético y el medio ambiente (P>0.05).
El numero promedio de zanganos con los que se apared una reina en el
ambiente A-1 fue de 8.07+0.51 y en el ambiente A-2 fue de 5.87+0.40.

Palabras clave: Apis mellifera L., Poliandria, Numero efectivo de

apareamientos.
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ABSTRACT

This study was conducted to determine if the genetic group and the
environment has an effect over the effective number of drones that mate with
honeybee queens (Apis mellifera L.). Queens of four genetic groups:
european (EE), africanized (AA) and their hybrids (EA and AE) were included
in the study. Queen cells were produced and introduced into mating nucs
located in two apiaries. The apiaries were located in two zones that differ in
the altitude over the sea level and the type of vegetation. Apiary A-1 is at 1890
masl and the predominant vegetation is montane mesophilus forest with shrub
and herbaceous vegetation. Apiary A-2 is at 2840 masl and the predominant
vegetation is montane mesophilus forest with fir forest vegetation. The queens
emerged from the queen cells and mated naturally with drones of each of the
two environments. The queens started to lay eggs, and samples of worker
pupae and the queen were collected. AFLP markers were generated from 11
worker pupae of each queen. A cluster analysis was performed with the
marker data and the effective number of drones that mate with each queen
was estimated. Data was analyzed using a two way analysis of variance. The
mean effective number of drones that mated with a queen estimated in this
study was 6.971£0.37. No differences were found in the effective number of
drones that mated with european, africanized and hybrid queens (P>0.05),
differences were found between the two environments (P<0.01) and no
significant interaction between genetic group and environment was found
(P>0.05). The mean number of drones that mated with a queen in
environment A-1 was 8.07+0.51 and for A-2 was 5.87+0.40.

Key words: Apis mellifera L., Polyandry, Effective number of matings.



1. INTRODUCCION

Las abejas meliferas (Apis mellifera L.) son insectos eusociales, ya
que la organizacion de la colonia se caracteriza por el traslape de
generaciones, la cooperacion de los insectos adultos en el cuidado de la cria
y la presencia de reinas y zanganos, que son las castas especializadas en la

reproduccion de la especie (Gadagkar 1990).

Las colonias de abejas crian zanganos durante la época de floracion y
el numero de estos depende de la poblacién de abejas en la colonia y la
disponibilidad de alimento. Los zanganos tardan aproximadamente 24 dias
en desarrollarse como insectos adultos y alcanzan la madurez sexual cuando
tienen entre ocho y doce dias de ser insectos adultos (Ruttner 1966,
Colonello y Hartfelder 2003).

Las colonias crian reinas bajo tres situaciones: cuando la colonia va a
enjambrar, cuando pierde a su reina o cuando la colonia necesita reemplazar
a la reina. Las reinas tardan 16 dias en desarrollarse en insectos adultos,
alcanzan la madurez sexual después de seis dias de ser insectos adultos y
pueden aparearse durante un solo periodo de su vida, que dura de 14 a 28

dias después de alcanzar la madurez sexual (Winston 1987).

Cuando los zanganos y las reinas maduran sexualmente realizan
vuelos de apareamiento. Los vuelos de apareamiento generalmente ocurren
entre las 14:00 y las 16:00 horas del dia, aunque los horarios son flexibles y
se adaptan a la situacién climatica (Howell y Usinger 1933, Taber 1954,
Oertel 1956, Ruttner 1966, Taylor et al. 1986). El tiempo que duran los vuelos
tanto para las reinas como para los zanganos es variable, pero generalmente
tardan de 25 a 32 minutos (Howell y Usinger 1933, Oertel 1956, Witherell
1971). Las condiciones climaticas ideales para que se lleven a cabo los
vuelos de apareamiento son: temperatura ambiental de 20°C, cielo despejado
0 poco nublado y velocidad del viento menor a 28km/h. Los zanganos pueden
realizar de tres a cinco vuelos en un dia, teniendo periodos de descanso de

aproximadamente 15 minutos. Las reinas realizan de uno a cinco vuelos de



apareamiento en un periodo de dos a cuatro dias, aunque esto depende de

las condiciones climaticas (Laidlaw et al.1956, Winston 1987).

En los vuelos de apareamiento las reinas y los zanganos se dirigen a
areas geograficas especificas, denominadas zonas de congregacion, en
donde confluyen reinas y zanganos de colonias diferentes, generalmente
tanto las reinas como los zanganos escogen zonas de congregacion que se
encuentran en promedio a 2 km de distancia de su colonia (Ruttner 1966). En
una zona de congregacién se pueden observar zanganos volando en un area
de 30 a 200 metros de diametro y a una altura de 10 a 40 metros (Ruttner
1966, Muller 1950 citado por Winston 1987). Koeninger et al. (2005)
estimaron que en una zona de congregacidn se pueden encontrar en
promedio 11,750 + 214 zanganos, mientras que Page y Metcalf (1982)
estimaron que en una zona de congregacion puede haber zanganos de mas

de 200 colonias al mismo tiempo.

El apareamiento entre la reina y el zangano se lleva a cabo en la zona
de congregacion, una vez que la reina llega, los zanganos la detectan y
vuelan hacia ella formando una estela. El apareamiento ocurre en el aire
cuando uno de los zanganos se posiciona en la region dorsal de la reina y la
sujeta con los tres pares de patas. El apareamiento dura menos de cinco
segundos, durante este periodo la reina abre la camara del aguijon
permitiendo la entrada del endo6falo del zangano, el zangano cae hacia atras
por la presion que ejerce la hemolinfa, el abdomen se contrae provocando la
eyaculaciéon. Una vez que sucede la eyaculacion, el zangano se separa de la
reina quedando parte del endo6falo dentro de la vagina y el zangano muere
(Winston 1992, Dade 1994).

Las reinas muestran un comportamiento poliandrico, una reina se
cruza con varios zanganos durante el periodo de tiempo en que puede
aparearse después de alcanzar la madurez sexual y generalmente se aparea

con mas de un zangano durante un vuelo de apareamiento.



El numero de zanganos con los que se aparea una reina ha sido
estimado en diferentes poblaciones y este va de 6 a 20 zanganos (Taber et
al. 1958, Woyke 1960, Adams et al. 1977, Estoup et al. 1994, Cornuet et al.
1986, Neumann et al. 19992, Nuemann et al. 1999b, Neumann y Moritz 2000,
Tarpy et al. 2004, Jensen et al. 2005, Kraus et al. 2005, Schlins et al. 2005).

Como consecuencia de este comportamiento reproductivo, una colonia
de abejas esta formada por abejas obreras que pertenecen a varias familias
de obreras que son medias hermanas ya que comparten la misma madre
pero diferentes padres. Debido a que los zanganos son haploides y producen
espermatozoides genéticamente iguales, las obreras de una misma familia,
hijas de la reina y del mismo zangano, comparten en promedio el 75% de sus
genes por descendencia, mientras que obreras de diferentes familias, hijas
de la misma reina pero de diferentes zanganos, comparten en promedio el
25% de sus genes por descendencia. Asimismo, las obreras de dos familias
pueden compartir en promedio el 50% de sus genes si los zanganos que dan
origen a las familias son hermanos, de tal forma que la relacion genética

entre las obreras de una misma colonia puede ser de 0.25, 0.50 6 0.75.

El numero de zanganos con los que se aparea una reina y el
parentesco entre estos es un factor importante para poder estimar la relacion
de parentesco promedio entre las abejas obreras de una colonia o entre las
abejas obreras de colonias diferentes (Oldroyd y Moran 1983). La relaciéon de
parentesco promedio es necesaria para estimar parametros genéticos para el

desarrollo de programas de mejoramiento genético en abejas.

Se han propuesto varias hipotesis para tratar de explicar las
consecuencias evolutivas de la poliandria, la mas aceptada es la llamada
“hipotesis de variabilidad genética”, esta plantea que aumentar la diversidad
genética de las obreras de la colonia es conveniente desde el punto de vista
reproductivo tanto para la reina como para la colonia, aunque los
mecanismos que la regulan no se conocen totalmente (Crozier y Page 1985,
Keller y Reeve 1994, Oldroyd et al. 1998, Cole y Wiernasz 1999, Palmer y
Oldroyd 2000, Tarpy et al. 2000).



Ademas, se sabe que el genotipo de las obreras influye sobre las
actividades que estas realizan en la colonia, de tal forma que las abejas de
una de las familias que forman una colonia tienden a especializarse en
alguna de las distintas tareas que se deben realizar dentro de la colmena, por
lo que la diversidad genética en la poblacién de obreras aumenta la aptitud
genética de la colonia (Robinson y Page 1988, Breed et al. 1990, Page y
Robinson 1991, Page et al. 2000, Arechavaleta-Velasco y Hunt 2003,
Arechavaleta-Velasco et al. 2003). Asimismo, la diversidad genética de las
obreras de una colonia influye en la resistencia a enfermedades (Schmid-
Hempel 1994, Palmer y Oldroyd 2000, Tarpy y Nielsen 2002) y en la
capacidad de la colonia para adaptarse al medio ambiente (Kolmes et al.
1989, Page y Mitchell 1998, Tarpy y Nielsen 2002). Los beneficios que explica
la “hipétesis de variabilidad genética” estan en funcién de la posible presion
de seleccion que se ejerza sobre las colonias después de que la reina se
haya apareado, sin embargo también debe considerarse el costo que implica
para la colonia y para la reina que esta realice apareamientos multiples, ya
que el riesgo de muerte de la reina durante los vuelos de apareamiento
aumenta en la medida que aumenta el numero y duraciéon de estos (Tarpy y
Page 2000).

Las abejas tienen un sistema haplo-diploide de diferenciacion sexual,
los machos son haploides y las hembras son diploides. Ademas, en el caso
de los individuos diploides existe un locus con alelos multiples que también
participa en la determinacién del sexo (Laidlaw et al. 1956). Los individuos
heterocigotos para este locus se desarrollan como hembras normales,
mientras que los individuos homocigotos se desarrollan como machos
diploides, los cuales son eliminados por las obreras en las etapas larvarias
tempranas. Cuando una reina se aparea con zanganos que tienen los
mismos alelos que ella para este locus, la presencia de individuos
homocigotos en la progenie aumenta, lo que tiene como consecuencia que la
cantidad de cria viable en la colonia se reduzca, lo que puede afectar el
desarrollo y la supervivencia de la colonia. Es probable que la poliandria haya
evolucionado en las abejas meliferas como un mecanismo para disminuir el

numero de zanganos diploides en las colonias (Tarpy y Nielsen 2002), ya que



la poliandria incrementa la probabilidad de que ocurran cruzamientos que
generen individuos heterocigotos con respecto al locus sexual, aumentando

de esta forma la posibilidad de supervivencia de la colonia (Winston 1987).

La abeja melifera es una especie de importancia econémica en México
en 2010 se produjeron en promedio 52,900 toneladas de miel, lo que colocd
al pais como sexto productor y tercer exportador de miel a nivel mundial
(SAGARPA 2011). En 2010 el inventario apicola del pais fue de 1,606,000
colmenas de abejas que ademas de producir miel, también contribuyeron al
proceso de polinizacion de plantas silvestres y cultivadas, favoreciendo la
industria agricola del pais (SAGARPA 2010, Financiera Rural 2011).

La apicultura en México sufri6 cambios importantes debido a la llegada
de la abeja africanizada en 1986 (Guzman-Novoa y Page 1994). Estas abejas
presentan un mayor comportamiento defensivo, una mayor tendencia a
enjambrar e incluso en algunos estudios se reporta que producen menos miel
que las abejas europeas (Collins et al. 1982, Winston 1992, Hunt et al. 1998,
Uribe-Rubio et al. 2003). Las abejas africanizadas se generaron en Brasil al
cruzarse abejas de origen europeo con abejas de origen africano que fueron
introducidas en ese pais en 1956 (Kerr 1967) y actualmente se encuentran
distribuidas en la mayor parte del continente americano. Durante el proceso
de africanizacién de las poblaciones, las abejas europeas fueron desplazadas
por las abejas africanizadas, teniendo consecuencias drasticas en la

apicultura e incluso en la salud publica (Schneider 2006).

El proceso de africanizacion se ha estudiado desde varias
perspectivas, tratando de comprender como ocurre el reemplazo de los
genotipos europeos por los africanizados en las poblaciones. Uno de los
enfoques tiene que ver con el estudio de la transmisién de genes de una
generacion a la siguiente, ya que cuando una reina se aparea con zanganos
europeos y africanizados las dos lineas paternas estaran presentes dentro de
la colonia. Cuando esta reina es reemplazada y la colonia cria una nueva
reina a partir de su progenie, la linea paterna de la nueva reina sera

conservada en la siguiente generacion. Si las reinas de la linea africanizada



tienen ventajas sobre las reinas de la linea europea, esto podria explicar
parcialmente porque los genotipos africanizados se conservan mas que los
genotipos europeos a nivel de las poblaciones. Dichas ventajas podrian
explicarse considerando que la composicion de lineas paternas dentro de una
colonia es funcién del numero y origen racial de los zanganos que se aparean
con la reina, asi como de la proporcién de espermatozoides de los diferentes
zanganos almacenados en la espermateca que son utilizados para la
fertilizacion de huevos (DeGrandi et al. 2003). Cualquier mecanismo que
incremente la utilizacion de espermatozoides de zanganos africanizados,
como la competencia espermatica dentro de la espermateca (Parker 1984
citado por DeGrandi et al. 2003) o la seleccion postcigotica (Koeninger y
Koeninger 2000) sera determinante para la transmisién del genotipo
africanizado. Asimismo cualquier mecanismo que incremente o favorezca el
que los zanganos que se aparean con las reinas sean de origen africanizado,
como es que las reinas de cierto genotipo se apareen con un mayor numero
de zanganos o la posible tendencia de las reinas de cierto genotipo por
aparearse con zanganos de un genotipo especifico, incrementaria la
proporcion de cria de la linea paterna africanizada dentro de la colonia y por

lo tanto la probabilidad de que alguna de esas larvas se convierta en reina.



1.2 Justificacion

El proceso de africanizacion de las poblaciones de abejas ocurrié a
través del cambio de los genotipos europeos por africanizados, sin embargo
se conoce poco sobre los mecanismos mediante los cuales se dio la
sustitucion de los genotipos. Conocer si las reinas africanizadas, europeas e
hibridas difieren en el niumero de zanganos con los que se aparean, y si el
medio ambiente influye sobre esta variable, contribuira a entender si el grupo
genético de las reinas y el medio ambiente en donde ocurren los vuelos de
apareamiento son parte de los mecanismos que contribuyen en el proceso de
africanizacién de las poblaciones de abejas.

Para poder estimar parametros genéticos para el desarrollo de
programas de mejoramiento genético se necesita conocer las relaciones
genéticas que existan entre los individuos de una poblacién. Las abejas
meliferas son poliandricas, lo que hace que en una colonia existan abejas
con diferentes relaciones genéticas que dependen del numero de zanganos
con los que se aparean las reinas, generar un estimador para el numero de
zanganos con los que se aparea una reina y determinar si el grupo genético
de las reinas y el medio ambiente influyen sobre esta variable sera util para
generar estimadores de la relacidbn genética promedio que exista entre las

abejas obreras de una colonia y entre las colonias de una poblacion.



1.2 Objetivos

Estimar el numero efectivo promedio de zanganos con los que se aparean

reinas de origen europeo, africanizado y sus hibridos reciprocos.

Determinar si existen diferencias en el numero efectivo promedio de
zanganos con los que se aparean las reinas europeas, africanizadas y sus

hibridos reciprocos.

Evaluar el efecto del medio ambiente sobre el numero efectivo promedio
de zanganos con los que se aparean reinas de origen europeo,

africanizado y sus hibridos reciprocos.



2. MATERIAL Y METODO

2.1 Localizacion del area de estudio

El trabajo se llevd a cabo en el Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria en Fisiologia y Mejoramiento Animal del INIFAP. El trabajo de
campo se desarroll6 en el municipio de Villa Guerrero, Estado de México,
localizado entre los 18° 34’ y 19° 05’ de latitud norte y entre los 99° 36’ y 99°
46’ de longitud oeste, con una altitud media de 2,660 msnm. El clima se
clasifica como templado subhumedo con lluvias en verano, Cw. La
temperatura promedio anual es de 18.8°C, la maxima es de 39.0°C, la
minima es de 2.0 °C y la precipitacion promedio anual es de 1,242.53 mm
(INEGI, 1998).

2.2 Grupos experimentales

Para el desarrollo del estudio se generaron reinas progenitoras de
cuatro grupos genéticos; europeo (EE), africanizado (AA) y sus hibridos
reciprocos (EA y AE) por medio de inseminacion instrumental de reinas con el
semen de seis zanganos. Las reinas progenitoras del grupo EE (n=1) se
obtuvieron cruzando reinas y zanganos EE, las reinas progenitoras del grupo
AA (n=2) se obtuvieron a partir de la cruza de reinas y zanganos AA, las
reinas progenitoras del grupo AE (n=1) se obtuvieron cruzando reinas AA con
zanganos EE y las reinas progenitoras del grupo EA (n=2) se obtuvieron a

partir de la cruza de reinas EE con zanganos AA.

Se utilizaron 60 nucleos de fecundacion de tipo camara de cria dividida
en tres compartimentos, cada uno con espacio para tres bastidores. En cada
nucleo de fecundacién se introdujo aproximadamente un kg de abejas

obreras adultas, dos bastidores con cria y un alimentador tipo Doolittle.

Los nucleos de fecundacion se instalaron en dos apiarios ubicados en
dos zonas geograficas que difieren en la altitud sobre el nivel del mar y el tipo

de vegetacion predominante, en cada apiario se instalaron 30 nucleos de



fecundacion. El primer apiario (A-1) se encuentra ubicado en el municipio de
Villa Guerrero, y esta localizado a 18°53°41"" de latitud norte y 99°38°27"" de
longitud oeste a 1890 msnm. Se caracteriza por tener un clima templado
subhumedo con lluvias en verano y la vegetacion predominante es bosque
mesofilo de montafia con vegetacion arbustiva y herbacea (SEDUV 2007). El
segundo apiario (A-2) se ubica en el municipio de Coatepec Harinas,
localizado a 19°00°12"" de latitud norte y 99°47°55"" de longitud oeste, a un
altitud de 2840 msnm. Se caracteriza por tener un clima templado
subhumedo con lluvias en verano y el tipo de vegetacidon que predomina es
bosque mesofilo de montaia con vegetaciéon de bosque de oyamel (SEDUV
2007).

2.3 Cria y apareamiento de reinas virgenes

A partir de las reinas progenitoras de cada grupo genético se criaron
reinas virgenes, utilizando larvas de tres dias de edad que se trasfirieron a
copa-celdas de cera y se colocaron en una colonia incubadora huérfana.
Nueve dias después, las celdas reales se recolectaron de las incubadoras, se
trasladaron a los apiarios experimentales y se introdujeron en los nucleos de
fecundacion. Siete dias después se revisaron los nucleos de fecundacién
para determinar si las reinas habian emergido. Las reinas virgenes que
emergieron se aparearon en vuelo libre con zanganos de la zona geogréfica

donde se localiza cada apiario experimental, A-1 y A-2.

El proceso de cria y apareamiento de reinas se realizd de octubre de
2009 a marzo de 2010, que es la época del afio en que las colonias de
abejas crian zanganos ya que coincide con las floraciones de otofio y de

primavera en la zona de estudio.

Se permitié que las reinas fecundadas iniciaran la postura de huevos
en los nucleos de fecundacion y cuando la cria de la reina cumplié entre 16 y
17 dias de edad se recolectaron 50 pupas de obreras hijas de la reina y reina
en dos frascos con alcohol al 70%. Las muestras se mantuvieron a -20°C

hasta su analisis. En cada uno de los dos ambientes se recolectaron cinco
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muestras de reinas y su cria para cada uno de los cuatro grupos genéticos.

2.4 Analisis Genético

2.4.1 Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN de la reina y de cada una de las 11 pupas de obrera
de cada muestra. La extraccion de ADN involucré la maceracién de las pupas
y las reinas en solucién de lisis (1% bromuro de hexadeciltrimetil-amonio, 50
mM Tris pH 8.0, 10 mM EDTA, 1.1 M NaCl), seguido de una extraccién con
fenol/cloroformo y precipitacion del ADN en etanol (Hunt 1997). EI ADN de
cada abeja se cuantifico con un espectofotometro y se diluyd a una

concentracion final de 100 ng/ul en agua bidestilada.

2.4.2 Generacion de marcadores moleculares

Para determinar el nUmero de zanganos con los que se aparearon las
reinas se produjeron marcadores polimorficos por longitud de los fragmentos
amplificados (AFLP, por sus siglas en inglés), utilizando el ADN de 11 pupas
de abejas obreras y de las reinas correspondientes a cada muestra (Vos et al.
1995, Suazo y Hall 1999, Arechavaleta y Hunt 2004).

El procedimiento consistié en digerir el ADN genomico utilizando la
enzima EcoRIl para producir fragmentos de restriccion. Posteriormente se
ligaron adaptadores para EcoRl a los extremos de los fragmentos de
restriccion generados que funcionaron como sitios de acoplamiento para

oligonucleotidos en una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Se realizd una primera PCR denominada preamplificacién, en donde
se utilizé el oligonucledtido 5’AGA CTG CGT ACC AAT TC. Las condiciones
de la reaccién fueron 20 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30s,
alineamiento a 56°C por 1min y extension a 72°C por 1min. Los productos de
la preamplificacién se diluyeron en una proporcion 1:50 y se almacenaron a

-20°C para posteriormente ser utilizados para realizar una segunda PCR,
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denominada amplificacion selectiva, en esta reaccién se utilizaron tres
oligonucleotidos, E1 5°’AGA CTG CGT ACC AAT TCAA, E2 5’ AGA CTG CGT
ACC AAT TCACy E3 5°AGA CTG CGT ACC AAT TCA G. La PCR consistio
en un ciclo a 94°C por 30s, 65°C por 30s y 72°C por 1min, seguidos de 13
ciclos de desnaturalizaciéon a 94°C por 30s, alineamiento a 65°C por 30s y
una rampa de tiempo de 5min para alcanzar la temperatura de extensién a
72°C por 1min. La temperatura para alineamiento se redujo en -0.7°C por
ciclo durante los 12 ultimos ciclos. La reacciéon continu6 con 22 ciclos a 94°C
por 30s, 65°C por 30s y 72°C por 60s. Se realizaron en total seis
amplificaciones selectivas para cada muestra con base en todas las

combinaciones posibles de los tres oligonucle6tidos.

Los productos de la amplificacion selectiva se resolvieron en geles de
agarosa al 2.5%, en TBE 0.5X, a 80 Volts por 3h, y posteriormente se tifieron
con bromuro de etidio para ser visualizados por medio de luz ultravioleta. Se
generaron imagenes digitales de los geles utilizando un analizador de

imagenes para su posterior analisis.

Se generaron 153 marcadores AFLP y se seleccionaron 39
marcadores polimérficos que se pudieron identificar en todas las colonias

incluidas en el estudio (Figura 1).
2.5 Analisis estadistico

2.5.1 Estimacion del numero efectivo de zanganos con los que se aparea

una abeja reina

Se analizaron las imagenes de los geles y se identificaron los patrones
de bandas generados por los 39 marcadores clasificandolos como presente o
ausente para cada individuo. Con esta informacion se elaboraron bases de
datos para cada muestra. Los datos se sometieron a un analisis de
agrupamiento jerarquico bajo el método de Ward utilizando el programa JMP®
(Breckenridge 1989, Fondrk et al. 1993, Langfelder et al. 2008, Andreopoulos
et al. 2009).
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Con los resultado obtenidos en el analisis de agrupamiento jerarquico
para el numero de grupos de obreras dentro de cada muestra, se estimé el
numero efectivo de zanganos que se aparean con cada reina, utilizando la

siguiente ecuacion (Nielsen et al. 2003, Tarpy et al. 2004):

§ (n+1)*

Ke = %
Epiz(n+1)(n—2)+3—n
i=1

En donde,

ke = numero efectivo de zanganos que se aparearon con la reina

n = namero de obreras incluidas en la muestra
pi= proporcién obreras incluidas en la muestra que pertenecen a un mismo
grupo

ko = numero de grupos encontrados en la muestra de obreras

2.5.2 Efecto del grupo genético de la reina y del medio ambiente sobre el

numero efectivo de zanganos con los que se aparea una abeja reina

Para determinar si existen efectos del grupo genético de las reinas y
del medio ambiente en el numero efectivo de zanganos que se aparean con

las reinas se realiz6 en analisis de varianza bajo el siguiente modelo:

Yik = M+gitzjtgzjteix

En donde:

yiik = numero efectivo de zdnganos que se aparean con una reina

KM= media poblacional

gi= efecto del i ésimo grupo genético de la reina

z;= efecto de la j ésimo medio ambiente

gzj= efecto de la interaccidbn entre grupo genético de la reina y medio
ambiente

ejx= error experimental
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3. RESULTADOS

3.1 Estimacion del numero efectivo de zanganos con los que se aparea

una reina

El numero efectivo promedio de zanganos con los que se aparea una
reina que se estimd en este estudio fue de 6.97 + 0.37, con una desviacion
estandar de 2.33 y un rango de 10.99, con valores minimo y maximo de 2.95

y 13.94 zanganos respectivamente.

El numero efectivo promedio de zanganos que se aparean con una
reina del genotipo EE, fue 6.81 £ 0.60, del genotipo EA fue 6.90 + 0.62, del
genotipo AE 7.42 + 0.98 y para las reinas del genotipo AA fue 6.75 £ 0.77
(Cuadro 1).

En el medio ambiente A-1 la media para el numero efectivo de
zanganos que se aparearon con una reina fue 8.07 + 0.51 con una desviacién
estandar de 2.30, un rango de 9.44 con un valor minimo de 4.30 y un maximo
de 13.94 zanganos. El numero efectivo promedio de zanganos que se
aparearon con una reina del genotipo EE en este medio ambiente fue 8.31
0.44, del genotipo EA fue 7.86 = 0.87, del genotipo AE fue 9.45 £ 1.26 y del
genotipo AA fue 6.66 + 1.23 (Cuadro 2).

En el medio ambiente A-2 el numero promedio de zanganos con los
que se aparea una reina fue 5.87 x 0.40. La desviacion estandar fue 1.80 y el
rango 8.22 con 2.95 y 11.16 zanganos como valores minimo y maximo,
respectivamente. El numero efectivo promedio de zdnganos que se aparean
con una reina del genotipo EE en este medio ambiente fue 5.32 £ 0.57, con
una reina del genotipo EA fue 5.93 £+ 0.70, del genotipo AE fue 5.41 £ 0.85y
del genotipo AA 6.83 + 1.09 (Cuadro 3).
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3.2 Efecto del grupo genético y del medio ambiente sobre el numero

efectivo de zanganos con los que se aparea una abeja reina

No se encontraron diferencias en el numero efectivo de zanganos con
los que se aparearon reinas de origen europeo, africanizado y sus hibridos
reciprocos (F=0.23; gl= 3, 32; P>0.05), se encontraron diferencias
significativas debidas al efecto del medio ambiente (F=11.44; gl= 1, 32;
P<0.01) (Figura 2) y no se encontré que exista una interaccion entre el grupo
genético de las reinas y el medio ambiente para el numero efectivo de

zanganos con los que se aparearon las reinas (F=1.90; gl= 3, 32; P>0.05).

4. DISCUSION

El numero efectivo promedio de zanganos con los que se aparea una
reina estimado en este estudio (6.97+0.37) se encuentra dentro del rango de
los estimadores reportado en la literatura para esta variable (Adams et al.
1977, Taber y Wendel 1958, Cornuet et al. 1986, Estoup et al. 1994,
Neumann et al. 19992, Nuemann et al. 1999b, Tarpy et al. 2004, Jensen et al.
2005, Kraus et al. 2005, Schlins et al. 2005).

No se encontr6 que existan diferencias en el numero efectivo de
zanganos con los que se aparean reinas africanizadas, europeas e hibridas.
Estos resultados sugieren que el grupo genético de la reina no influye sobre
el numero de zanganos con los que se aparea. El numero de apareamientos
efectivos determina la variabilidad genética dentro de una colonia y en
consecuencia su aptitud genética (Neumann y Moritz 2000). Los resultados
de este trabajo sugieren que la variabilidad y aptitud genética de una colonia
no esta determinada por el genotipo de la reina en términos del numero de
zanganos con los que esta se aparea.

Las colonias africanizadas tienden a producir una mayor cantidad de
zanganos y durante un mayor numero de dias durante el afio que las colonias
europeas, ademas los zanganos africanizados se introducen y son aceptados
en colonias de abejas europeas utilizando los recursos de estas colonias para

sobrevivir, mientras que los zanganos europeos no son aceptados en las
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colonias africanizadas (Rinderer et al. 1985, Vergara et al. 1989, Danka et al.
1992, Dewey 2001, Schneider 2006, Guzman-Novoa et al. 2011). El horario
durante el dia en que los zanganos africanizados vuelan hacia las zonas de
congregacion es mas amplio que el de los zanganos europeos (Scheider et
al. 2006) y los zanganos africanizados tienden a volar distancias menores
hacia las zonas de congregacion que los europeos (Taylor y Rowell 1988).
Todo lo anterior hace que haya una mayor cantidad de zanganos
africanizados en las zonas de congregacién en comparacion con los
zanganos europeos, lo que en teoria aumenta la probabilidad de que las
reinas se apareen con zanganos africanizados. Los resultados de este
estudio indican que el numero efectivo de zanganos con los que se aparea
una reina africanizada o hibrida no es diferente al nUmero de zanganos con
los que se aparea un reina europea, lo que sugiere que esta variable no es
un factor que contribuya en el proceso de africanizacién de las poblaciones
de abejas, ya que un mayor numero de apareamientos por parte de reinas
africanizadas o hibridas podria representar una ventaja para el
establecimiento del genotipo africanizado en una poblacion al incrementar la
probabilidad de que estas reinas se apareen con mas zanganos africanizados

como consecuncia de aparearse un mayor numero de veces.

Existen pocos trabajos que busquen estimar el efecto del medio
ambiente sobre el numero de zanganos con los que se aparean las abejas
reinas. Los resultados de este trabajo indican que el medio ambiente influye
significativamente en el numero efectivo de zanganos con los que se
aparearon las reinas. Otros estudios reportan que el medio ambiente influye
sobre esa variable, Neumann et al. (1999a) encontraron diferencias en el
numero efectivo de zanganos con los que se apareron reinas en tres islas
diferentes localizadas en el mismo lago, mientras que Neumann et al. (1999b)
compararon el efecto de tres ambientes distintos; isla, valle y montafia,
encontrando que el numero efectivo de zanganos con los que se aparearon
las reinas en la isla fue significativamente menor que el numero de
apareamientos que ocurrieron en el valle y en la montafia. Jensen et al.
(2005) no encontraron diferencias para esta variable en dos valles que

presentaban condiciones medio ambientales similares.
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En el presente estudio se encontr6 que la diferencia en el numero
efectivo promedio de zanganos con los que se aparean las reinas entre los
dos medios ambientes fue de 2.20. Las principales diferencias entre los dos
medios ambientes que pueden explicar la diferencia en el numero efectivo de
zadnganos con los que se aparearon las reinas estan dadas por la altitud
sobre el nivel del mar y el tipo de vegetacion ya que el tipo de clima es similar
en los dos medios ambientes. El medio ambiente A-1, en donde el promedio
de apareamientos efectivos fue mayor, se encuentra a 1890 msnm y el tipo
de vegetacion que predomina es de bosque meséfilo de montafia con
vegetacion arbustiva y herbacea. Mientras que el medio ambiente A-2, en
donde el promedio de apareamientos efectivos fue menor, se caracteriza por
estar a 2940 msnm y el tipo de vegetacién predominante es de bosque

mesofilo de montafia con vegetacion de bosque de oyamel.

Conocer el numero de zanganos con los que se aparea una reina y el
parentesco entre estos es necesario para poder estimar la relacion de
parentesco promedio entre las abejas obreras de una colonia o entre las
abejas obreras de colonias diferentes, lo que es necesario para poder estimar
parametros genéticos. Los resultados de este estudio indican que el genotipo
de las reinas no influyé sobre el numero efectivo de apareamientos, pero el
medio ambiente si tuvo un efecto significativo. Esto indica que para poder
obtener estimadores precisos de los parametros genéticos para una
poblacion de colonias en particular, se debera considerar el efecto que tiene
el medio ambiente sobre el numero efectivo de zanganos con los que se

aparea una reina.

El presente estudio se realiz6 en la region en donde se lleva a cabo el
programa de investigacion en mejoramiento genético apicola del CENID
Fisiologia y Mejoramiento Animal del INIFAP, los estimadores que se
obtuvieron para el numero efectivo de zanganos con los que se aparean las
reinas seran utiles para estimar con mayor precision los parametros

genéticos asociados al desarrollo del programa.
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5. CONCLUSION

Se encontré que el grupo genético de las reinas no influye en el
numero efectivo de zanganos con los que se aparean. El numero de
apareamientos no fue diferente entre reinas africanizadas, europeas y sus

hibridos reciprocos en dos medios ambientes diferentes.

El medio ambiente tuvo un efecto significativo sobre el numero efectivo
de zanganos con los que se aparean las reinas, por lo que es una variable
que se debe considerar para estimar el numero de familias que existen en
una colonia para calcular las relaciones de parentesco promedio que existen
entre las abejas de una colonia y entre las colonias de una poblacién, para
estimar los parametros genéticos necesarios para el desarrollo de programas

de mejoramiento genético en abejas.
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7. CUADROS Y FIGURAS

Cuadro 1. Media, error estandar, desviacion estandar, rango, valor minimo y
valor maximo para el numero efectivo de zanganos que se aparean con

reinas europeas (EE), africanizadas (AA) y sus hibridos reciprocos (EA 'y AE).

Genotipo |n Media EE DE Rango |Valor Valor
minimo | maximo

EE 10 16.81 0.60 1.91 5.31 4.00 9.31

EA 10 16.90 0.62 1.95 7.16 4.00 11.16

AE 10 742 0.98 3.1 10.99 2.95 13.94

AA 10 |6.75 0.77 2.45 6.86 4.30 11.16
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Cuadro 2. Media, error estandar, desviacion estandar, rango, valor minimo y
valor maximo para el numero efectivo de zanganos que se aparean con
reinas europeas (EE), africanizadas (AA) y sus hibridos reciprocos (AE y EA)

en el medio ambiente A-1.

Genotip |n Media EE DE Rango | Valor Valor

o} minimo | maximo
EE 5 8.31 0.44 0.99 2.32 6.99 9.31
EA 5 7.87 0.87 1.95 4.95 6.21 11.16
AE 5 9.45 1.26 2.81 7.73 6.21 13.94
AA 5 6.66 1.23 2.75 6.86 4.30 11.16
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Cuadro 3. Media, error estandar, desviacion estandar, rango, valor minimo y

maximo para el numero efectivo de zanganos que se aparean con reinas

europeas (EE), africanizadas (AA), y sus hibridos reciprocos (EAy AE) en el

medio ambiente A-2.

Genotip |n Media |EE DE Rango |Valor Valor

o} minimo | maximo
EE 5 5.32 0.57 1.27 2.99 4.00 6.99
EA 5 5.93 0.70 1.57 3.98 4.00 7.98
AE 5 5.41 0.85 1.91 5.03 2.95 7.98
AA 5 6.83 1.09 2.44 5.57 5.59 11.16
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Figura 1. Marcadores AFLP generados a partir de la reina (R) y las obreras
(1-11) de la colonia de abejas 49, utilizando los oligonucleétidos E1 (5"’ AGA
CTG CGTACCAATTCAA)YyE3 (5’ AGACTG GCTACCAATTCAG)
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Figura 2. Numero efectivo promedio de zanganos (xtEE) que se aparean con
reinas en dos medios ambientes, A-1 (n=20) y A-2 (n=20). Letras diferentes
indican diferencias significativas basadas en un ANOVA (F=11.44; gl=1, 32;
P<0.01).

No efectivo promedio de apareamientos

Medio ambiente
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