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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar si el origen genético de la reina influye
sobre el origen genético de los zanganos con los que se aparea la reina. Se
localizé una zona de congregacion de zanganos y se instalé un apiario en donde
se criaron reinas virgenes de cuatro grupos genéticos: europeo (EE), africanizado
(AA) y sus hibridos reciprocos (EA y AE), con el objeto de que se aparearan con
los zanganos de la zona. Una vez que las reinas se aparearon se les extrajo la
espermateca, se recuperé el semen almacenado y se extrajo el ADN. Se
determind el origen africano y no africano del semen utilizando un marcador SNP
localizado en el ADN mitocondrial. Se estimé la frecuencia relativa del alelo
africano y el alelo no africano presente en el ADN que se recuper6 del semen de
cada reina por medio de un ensayo de cuantificacion por curva estandar. Se
encontré que existen diferencias entre grupos genéticos de reinas en la frecuencia
relativa promedio del nimero de copias del alelo africano y el alelo no africano en
el ADN que se recupero6 del semen (P<0.01). La frecuencia relativa promedio del
alelo africano en el ADN del semen de las reinas AA y AE fue significativamente
mayor a la de las reinas EA y EE (P<0.05), mientras que la frecuencia relativa del
alelo no africano en el ADN del semen de las reinas EE y EA fue
significativamente mayor a la de las reinas AE y AA (P<0.05). Asimismo, se
determiné la frecuencia relativa de zanganos con haplotipo africano y no africano
presentes en la zona de congregacion durante el periodo en que se aparearon las
reinas. Se encontrd que la frecuencia relativa promedio del alelo africano y el alelo
no africano en el ADN del semen que se obtuvo de las reinas AA y EE fue
diferente a la frecuencia relativa de zanganos con haplotipo africano y no africano
en la zona de congregacion (P<0.05).

Palabras clave: Abejas meliferas, Reinas, Zadnganos, Apareamiento, Africanizacion
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ABSTRACT

The objective of the study was to determine if the genetic origin of the queen
influence the genetic origin of the drones that mate with the queen. A drone
congregation area was localized and an apiary was installed where virgin queen of
four genetic groups: European (EE), Africanized (AA) and the two reciprocal F1
(EA and AE) where raised in order to mate with the drones of the zone. Once the
gueens mate, the spermateca of the queens was obtained, the semen was
recovered and the DNA was extracted. The Africanized and the non Africanized
origin of the semen was determined using a SNP marker located in the
mitochondrial DNA. The relative frequency of the African and the non African
alleles in the DNA was estimated using a standard curve relative quantification
assay. Significant differences were found between queen genetic groups in the
mean relative frequency of the copy number of the African and the non African
alleles in the DNA extracted from the semen (P<0.01). The mean relative
frequency of the African allele in the DNA of the semen of the AA and AE queens
was significantly higher than in the EA and EE queens (P<0.05), meanwhile the
relative frequency of the non African allele in the DNA of the semen of the EE and
EA queens was significantly higher than in the AE and AA queens (P<0.05). The
relative frequency of drones with African and non African haplotipe in the drone
congregation area was determined for the period of time when the queens mate. It
was found that the mean relative frequency of the African and the non African
alleles in the DNA of the semen obtained from the queens of the AA and EE
groups were different from the relative frequency of drones with African and non
African haplotype in the drone congregation area (P<0.05).

Key Words: Honey bee, Queens, Drones, Maiting, Africanization.
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EFECTO DEL GENOTIPO DE LA REINA SOBRE EL ORIGEN GENETICO DE
LOS ZANGANOS QUE SE APAREAN CON LAS REINAS DE LAS ABEJAS
MELIFERAS

1. INTRODUCCION.

Las abejas meliferas (Apis mellifera L.) son insectos eusociales, que se
caracterizan 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 crian reinas bajo tres condiciones: cuando la colonia va a
enjambrar, cuando la colonia pierde a la reina o cuando la colonia necesita
reemplazar a la reina. Las reinas tardan 16 dias en desarrollarse en insectos
adultos y alcanzan la madurez sexual seis dias después. Las colonias de abejas
crian zanganos durante la época de floracion y el numero de estos depende del
tamafio de la poblacién de abejas en la colonia y de la disponibilidad de alimento.
Los zanganos tardan aproximadamente 24 dias en desarrollarse desde huevo
hasta insecto adulto y alcanzan la madurez sexual cuando tienen entre ocho y

doce dias de ser insectos adultos (Ruttner, 1966; Colonello y Hartfelder 2003).

Cuando los zanganos y las reinas maduran sexualmente realizan vuelos de
apareamiento. En los vuelos de apareamiento las reinas y los zanganos se dirigen
a areas geograficas especificas, denominadas zonas de congregacion, que se
forman independientemente de la presencia de una reina y se encuentran en sitios
abiertos delimitados por limites geograficos visibles como pueden ser: valles,
orillas de rios, veredas con lineas de arboles, orillas de bosques, claros y costas
(Jaffé et al., 2009) en donde confluyen las reinas y zanganos de colonias que se
pueden encontrar en un radio de hasta 5 km de distancia (Ruttner, 1966).

En una zona de congregacion se pueden observar zanganos volando en un

area de 30 a 200 metros de diametro y a una altura entre 10 y 40 metros siguiendo



una trayectoria eliptica (Ruttner, 1966; Winston, 1987; Baudry, et al, 1998).
Koeniger et al., (2005) estimaron que en una zona de congregacion se pueden
encontrar en promedio 11,750 zanganos, mientras que Baudry et al., (1998)
estimaron que puede haber zanganos de mas de 232 colonias al mismo tiempo en

la zona de congregacion.

El apareamiento entre la reina y el zdngano 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 que contiene de 20 a 40 zdnganos (Koeniger et al.,
2005). 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 y una vez
gue éste eyacula, se separa de la reina quedando parte del endéfalo dentro de la
vagina y el zangano muere (Winston, 1992; Dade, 1994).

Las abejas meliferas son polidndricas, una reina se cruza con varios
zanganos y generalmente se aparea con mas de un zangano durante un vuelo de
apareamiento. El nimero de zanganos con los que se aparea una reina ha sido
estimado en diferentes poblaciones y éste va de seis a 20 zadnganos (Neumann et
al., 1999b; Neumann y Moritz 2000; Tarpy et al., 2004; Jensen et al., 2005; Kraus
et al., 2005; Schluns et al., 2005).

Las reinas pueden aparearse durante un solo periodo de su vida, que dura
de 14 a 21 dias después de alcanzar la madurez sexual. Las reinas almacenan el
semen de los zanganos con los que se aparean durante este periodo en la
espermateca, en este drgano el semen de los zanganos se mezcla y permanece

viable durante toda la vida de la reina (Winston, 1987).

El eyaculado de un zangano contiene entre 6.1 y 11.9 millones de
espermatozoides (Woyke, 1960; Moritz, 1981; Rinderer et al., 1985; Berg y
Koeniger 1990; Rinderer et al., 1999; Phiancharoen, 2004; Schliins et al., 2003),



las reinas son capaces de almacenar entre 4.7 y 8.0 millones de espermatozoides
en la espermateca, de tal forma que so6lo una pequefa fraccion del eyaculado de
un zangano entra en la espermateca, se estima que solo entre el 2.5% y el 5% de
los espermatozoides del eyaculado de un zangano son almacenados en la
espermateca, el resto son expulsados por la reina a través de la vagina (Koeniger
y Koeniger 1991; Baer, 2005).

Cuando una reina se aparea con varios zanganos en un solo vuelo de
apareamiento, el semen de los zanganos se almacena en los oviductos laterales,
en donde se mezcla y posteriormente una fraccion de la mezcla del semen de
todos los zanganos entra en la espermateca. Si la reina se aparea con un solo
zangano durante un vuelo de apareamiento el semen también se almacena en los
oviductos laterales y posteriormente solo una fraccion entra a la espermateca en
donde se mezcla con el semen de otros zanganos que hayan copulado con la
reina durante vuelos de apareamiento previos y con el de los zanganos que
copulen posteriormente con la reina durante otros vuelos de apareamiento. De tal
forma que en la espermateca se almacenan y mezclan fracciones de
aproximadamente el mismo volumen del semen de todos los zdnganos con los
gue se aparea la reina (Bresslau, 1905; Ruttner y Koeniger 1971; Duvoisin et al.,
1999; Koeniger y Koeniger 1991).

Se han propuesto varias hipotesis para tratar de explicar las consecuencias
evolutivas de la poliandria, la mas aceptada plantea que la poliandria tiene como
fin aumentar la diversidad genética de las obreras de una colonia (Crozier y Page.
1985; Keller y Reeve 1994; Cole y Wiernasz 1999; Palmer y Oldroyd 2000; Tarpy y
Page 2000). Se sabe que el genotipo de las obreras influye sobre las actividades
gue éstas realizan en la colonia, de tal forma que las abejas de una de las familias
gue forman a 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
(Page y Robinson 1991; Page et al., 2000; Arechavaleta-Velasco et al., 2003;



Arechavaleta-Velasco y Hunt 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).

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 alto comportamiento defensivo, una alta tendencia a enjambrar y en
algunos estudios se ha encontrado que producen menos miel que las abejas
europeas (Collins et al.,, 1982; Uribe-Rubio et al.,, 2003). La africanizacion ha
ocasionado un aumento en los costos de produccién porque obliga a los
apicultores a ubicar sus apiarios en sitios mas remotos, con el consecuente
aumento en los costos de transportacién y de mano de obra y por el aumento en el

uso de equipo de proteccion.

Las abejas africanizadas han podido colonizar y prevalecer en mas de 20
paises del continente americano, reemplazando en mayor o menor medida a las
poblaciones de abejas europeas desde que se generaron en Brasil con la
introduccion de abejas de razas africanas en 1956. Se estima que en la actualidad
la abeja africanizada esta presente en mas del 95% de las regiones apicolas de

México (Guzman-Novoa et al., 2011).

El proceso de africanizacion se ha estudiado desde varias perspectivas,
tratando de comprender como ocurrié el reemplazo de los genotipos europeos por

los africanizados en las poblaciones.

Uno de los enfoques tiene que ver con la transmision 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 la colonia reemplaza a la reina y cria una nueva reina a partir de



su progenie la linea paterna de la nueva reina se conservara en la siguiente

generacion.

La composicion de lineas paternas dentro de una colonia es funcion del
namero y origen genético de los zanganos que se aparean con la reina, asi como
de la proporcion de espermatozoides de los diferentes zadnganos almacenados en
la espermateca de las reina que son utilizados para la fertilizacion de huevos
(DeGrandi et al., 2003).

Si las abejas africanizadas presentan ventajas reproductivas sobre las
abejas europeas, como la presencia de mecanismos que favorezcan que los
zanganos que se aparean con las reinas sean de origen africanizado, esto
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, lo que podria explicar parcialmente porque el genotipo africanizado se
conservé con mayor frecuencia que el genotipo europeo en las poblaciones

durante el proceso de africanizacion.

1.1 Justificacion.

Conocer si el genotipo de las reinas influye sobre el origen genético de los
zanganos con los que se aparean las reinas, contribuira a entender los
mecanismos que regulan el comportamiento reproductivo de las abejas y a
comprender los mecanismos mediante los cuales se dio el proceso de

africanizacion de las poblaciones de abejas.
1.2 Objetivo.

Determinar si el origen genético de la reina influye sobre el origen genético

de los zanganos con los que se aparea la reina.
1.3 Hipotesis.

El genotipo de la reina determina el origen genético de los zanganos con los

gue se aparea unareina.



2. MATERIAL Y METODOS.

2.1 Localizacién de una zona de congregacion de zanganos

Se construyé una trampa para localizar zonas de congregacion de
zanganos y para tomar muestras de los zdnganos presentes en la zona de
congregacion. La trampa se elabor6 con tela de tul en forma de cono con una
altura de 1.04 m, una base de 0.50 m de didmetro y un volumen de 0.68 m?3, la
estructura del cono se formé utilizando tres aros de madera de 50, 35y 29 cm de
didmetro, la entrada a la trampa se localiz6 en la base del cono (Williams 1987).
En el interior de la trampa se colocaron dos reinas virgenes dentro de jaulas de
plastico para atraer a los zanganos. Para elevar la trampa se utilizaron tres globos
con un volumen de 0.50 m® cada uno, que se inflaron con helio, los globos se
amarraron a la parte superior de la trampa (punta del cono) a una distancia de 3

m.

Para localizar la zona de congregacion, se delimitaron transectos de 500 m
de longitud en el municipio de Colon, Querétaro. Se recorrieron los transectos,
elevando la trampa cada 100 m a una altura de 20 m durante 30 minutos para
detectar la presencia de una zona de congregacion de zanganos.

Se localiz6 una zona de congregacion de zanganos ubicada a los 20°70'50”
de latitud norte y a los 100°01'91” de longitud oeste a una altitud de 1,969 msnm.
El tipo de clima en la zona de congregacién es templado semiseco, con una
temperatura media anual de 17.4°C, una temperatura maxima de 33°C y una
temperatura minima de 0°C, la precipitacion media anual es de 574.1 mm. La
vegetacion predominante en las inmediaciones de la zona de congregacién es de
bosque caducifolio espinoso, bosque esclerdéfilo, matorral alto espinoso y matorral
crasicaule. (INEGI 2013).



2.2 Establecimiento de un apiario experimental

Se instalé un apiario experimental al suroeste de la zona de congregacion a
una distancia de 980 m. El apiario se establecid en las instalaciones del Centro
Nacional de Investigacion Disciplinaria en Fisiologia y Mejoramiento Animal del
INIFAP, que se encuentra ubicado en Ajuchitlan, Querétaro. El apiario estuvo
formado por ocho colonias progenitoras, cuatro colonias incubadoras huérfanas,

30 colonias de apoyo y 36 nucleos de fecundacion.
2.3 Grupos genéticos de reinas.

Para el desarrollo del estudio se utilizaron reinas de cuatro grupos
genéticos: europeo (EE), africanizado (AA) y sus hibridos reciprocos (EA y AE).
Se generaron reinas progenitoras de cada grupo genético (n=2) utilizando
inseminacién instrumental, cada una de las reinas progenitoras se inseminé con el
semen de seis zanganos, las reinas del grupo EE se obtuvieron cruzando reinas y
zanganos europeos, las reinas progenitoras del grupo AA se generaron cruzando
reinas y zanganos africanizados, las reinas progenitoras del grupo EA cruzando
reinas europeas con zanganos africanizados y las reinas progenitoras del grupo

AE se obtuvieron cruzando reinas africanizadas con zanganos europeos.
2.4 Criay apareamiento de reinas virgenes.

A partir de las reinas progenitoras se criaron reinas virgenes de cada grupo
genético utilizando larvas de menos de tres dias, las cuales se colocaron en copa-
celdas de plastico y se introdujeron en colonias incubadoras huérfanas. A los
nueve dias se recolectaron las celdas reales de las incubadoras y se introdujeron
en los nucleos de fecundacion. Cinco dias después se revisaron los nucleos de
fecundacion para examinar si las reinas habian emergido, las reinas que

emergieron se aparearon en forma natural con los zanganos presentes en la zona.

Una vez que las reinas se aparearon e iniciaron la postura de huevos se les

permitié que pusieran huevos durante 15 dias. Al finalizar este periodo las reinas



se introdujeron en jaulas Benton y se trasladaron al laboratorio en donde se

sacrificaron para extraerles la espermateca y recuperar el semen almacenado.

Las reinas se aparearon en el periodo comprendido entre los meses de
mayo a septiembre y se obtuvieron 21 reinas del grupo genético africanizado (AA),
20 reinas del europeo (EE), 22 reinas del grupo hibrido AE y 22 reinas del grupo
genético EA.

2.5 Diseccién de la espermateca y extraccion del ADN del semen

Para obtener la espermateca de las reinas se realizé una diseccion
utilizando un microscopio estereoscopico. Se fij6 la reina en forma ventral sobre un
bloque de unicel con la ayuda de dos alfileres entomolégicos que se colocaron en
el torax y en la base del abdomen. Se realizaron incisiones a ambos lados del
abdomen con la ayuda de unas tijeras, se separo la parte dorsal del abdomen con
unas pinzas evitando dafar los 6rganos subyacentes y se obtuvo la espermateca

limpiandola de la red de tejido que la envuelve (Carreck et al., 2013).

Para extraer el semen almacenado, se coloco la espermateca en un vidrio
de reloj con 20 ul de agua desionizada estéril, utilizando unas pinzas y una aguja
de diseccion muy fina se hizo una perforacién en la pared de la espermateca
permitiendo que el semen saliera por si solo sin presionar la espermateca para
evitar que el semen se contaminara con tejido proveniente de la espermateca. Se
recuperaron los 20 yL de agua con el semen utilizando una micropipeta y se
almacené en tubos de plastico a -80°C (Tripet et al., 2001; Delaney et al., 2010).

Se extrajo el ADN del semen homogenizando cada muestra en una solucién
lisis (1% CTAB, 50 mM Tris pH 8.0, 10 mM EDTA, 1.1 M NacCl), seguido de una
extraccion de fenol/cloroformo y la precipitacion del ADN en etanol (Hunt 1997). El
ADN del semen se cuantificéd y diluyé a una concentracion final de 25 ng/ul y se
guardo a -80° C.



2.6 Cuantificacion del origen genético del ADN del semen

Para determinar el origen africano y no africano del semen se utilizé un
marcador del tipo de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) localizado en el
ADN mitocondrial en el sitio 689 el gen del Citocromo b en donde las abejas de
origen africano (A. m. scutellata y A. m. intermissa) tienen una Citosina y las
abejas de origen no africano ( A. m. ligustica, A. m. mellifera, A. m. carnica, A. m.
caucasia, A. m. syriaca, A. m. cypria, A. m. lamarckii) presentan una Timina (Pinto
et al., 2003; Crozier y Crozier 1992; Gibson y Hunt 2014).

Para estimar la proporcion de zanganos de origen africano y europeo con
los que se aparearon las reinas de cada grupo genético, se determind la
frecuencia relativa del alelo africano y el alelo no africano presente en el ADN que
se obtuvo del semen que se recuperod de la espermateca de cada reina por medio
de un ensayo de cuantificacibn por curva estandar utilizando la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real.

Se disefiaron los iniciadores y las sondas para el ensayo de cuantificacion
por curva estandar utilizando PCR en tiempo real con el programa Primer Express
Ver. 1.5 (Applied Biosystem®). Los iniciadores que se disefiaron son: 5 TTG CCT
TAC ATT TAA CTG GAT CAT CT 3’y 5 CAT ATC ATT TAG GAG ATC CAG ACA
ATT T 3, las sondas para detectar las variantes alélicas del marcador SNP se
marcaron en los extremos 5’ con los flourocromos FAM y VIC. La sonda que
identifica el alelo de origen no africano se marc6é con FAM (FAM-5" CAA TTA AAG
ATC TTT TAG GAT TT 3’), mientras que la sonda que identifica el alelo de origen
africano se marcé con VIC (VIC- 55CAA TTA AAG ACC TTT TAG GAT TT 3)).

Debido a que la concentracion de ADN mitocondrial en el semen de los
zanganos es muy baja (Cruz-Hoéfling et al., 1970; Lensky et al., 1979), el ensayo
de cuantificacién por curva estandar se llevé acabo utilizando una PCR en tiempo
real anidada, la cual consiste en realizar la reaccion de tiempo real utilizando como

fuente de ADN al producto de una PCR de punto final (Teruyuki y Tomohiro 2005).



Se amplificé un fragmento de 485 pb del gen del Citocromo b que contenia
al marcador SNP por medio de PCR de punto final utilizando los iniciadores: 5'-
TAT GTA CTA CCA TGA GGA CAA ATATC-3 'y 5-ATT ACA CCT CCT AAT TTA
TTA GGA AT-3’, en una reaccion de 20 ul con 0.5 X de buffer, 50 mM de MgCl.,
0.2 mM de dNTP’s, 0.5 uM de cada iniciador, 0.8 U de Tag Polimerasa y 75 ng de
ADN. La reaccion de PCR consistié en un ciclo a 94°C por 3 min, seguido de 30
ciclos a 94°C por 15 s, 50°C por 15 s y 68°C por 5 s, terminando con un ciclo a
72°C por 10 min (Pinto et al., 2003).

Utilizando el producto de la PCR de punto final se llevé a cabo el ensayo de
cuantificacion por curva estandar por PCR en tiempo real para el alelo africano y
para el alelo no africano en forma individual, amplificando un fragmento de 174 pb
gue contenia al marcador SNP. Las reacciones se realizaron en un volumen de
15 pl con 1 X de TagMan MasterMix Gene Expression Assays, 0.9 yM de cada
iniciador, 0.25 pM de la sonda correspondiente y 2 pl de producto de la
amplificacion de PCR por punto final, la reaccion se realizé en un equipo StepOne
de Applied Biosystems y consistié en un ciclo a 95°C por 10 min, seguido de 50
ciclos de 95°C por 15 s, 60°C por 1 miny 72°C por 30s.

Para obtener la curva estandar se utiliz6 ADN de dos zanganos, uno
identificado como africano y el otro como europeo utilizando tres marcadores de
tipo PCR-RFLP ubicados en el ADN mitocondrial. Uno de los marcadores se ubica
en el gen Citocromo b (Pinto et al., 2003), otro se ubica en el gen IsmRNA y el otro
en el gen citocromo oxidasa | (COIl) (Nielsen et al., 2000).

A partir del ADN de estos dos zangano se amplificd un fragmento de 485 pb
del gen del Citocromo b que contiene al marcador SNP por medio de PCR de
punto final utilizando los iniciadores: 5-TAT GTA CTA CCA TGA GGA CAA ATA
TC-3'y 5-ATT ACA CCT CCT AAT TTA TTA GGA AT-3", en una reaccion de 15
pl con 0.5 X de buffer, 50 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTP’s, 0.5 uyM de cada
iniciador, 0.8 U de Tag Polimerasa y 75 ng de ADN. La reaccién de PCR consisti6
en un ciclo a 94°C por 3 min, seguido de 30 ciclos a 94°C por 15 s, 50°C por 15 s
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y 68°C por 5 s, terminando con un ciclo a 72°C por 10 min. Se cuantificé la
concentracion de ADN en el producto de la amplificacion utlizando un
espectrofotometro y se realizaron diluciones seriadas en una concentracion de
4.77x10%°, 4.77x108, 4.77x10°, 4.77x10* y 4.77x10? copias/ul para construir la

curva estandar.

Para validar la capacidad del ensayo de cuantificacién por curva estandar
para identificar el origen africano y no africano del ADN, se llevo a cabo una
prueba en la que se incluyeron muestras de ADN de 10 zanganos africanos y 10
zanganos europeos, cuyo origen genético fue determinado previamente utilizando
los tres marcadores de tipo PCR-RFLP ubicados en el ADN mitocondrial (Nielsen
et al., 2000; Pinto et al., 2003). Los resultados de esta prueba mostraron que el
ensayo fue capaz de identificar las dos variantes alélicas del marcador SNP y de
discriminar con claridad el origen africano y no africano del ADN en todas las

muestras.

Las muestras de ADN que se obtuvieron del semen de la espermateca de
las 85 reinas de los cuatro grupos genéticos se corrieron por duplicado para cada
alelo utilizando el ensayo de cuantificacion por curva estandar. Utilizando el
programa StepOne Ver. 2.3 (Applied Biosystem®) se cuantifico el numero de
copias presentes del alelo correspondiente en cada reaccién. A partir de las dos
reacciones que se corrieron se estimo la media para cada muestra tanto para el
alelo africano, como para el alelo no africano. Utilizando los valores de las medias
se estimo la frecuencia relativa del nimero de copias del alelo africano y del alelo
no africano presentes en el ADN que se obtuvo del semen que se recuperé de las

espermatecas de cada una de las reinas de los cuatro grupos genéticos.

11



2.7 Estimacion de la frecuencia relativa de zanganos con haplotipo africano y
no africano presentes en la zona de congregacién durante el periodo en que

se aparearon las reinas

Se realizaron muestreos mensuales en la zona de congregacion para
capturar zanganos con objeto de estimar la frecuencia relativa de zanganos con
haplotipo africano y no africano presentes en la zona de congregacion durante el
periodo de tiempo en el que se aparearon las reinas de los cuatro grupos
genéticos. Para capturar a los zanganos se utiliz6 la trampa descrita previamente,
la cual se elevé a una altura aproximada de 10 m durante 30 minutos. En cada
muestreo se capturaron aproximadamente 200 zdnganos que se colocaron en

frascos con alcohol al 96% y se mantuvieron a -20°C.

Se extrajo el ADN de una muestra de los zanganos capturados(n= 296). La
extraccion del ADN se hizo macerando cada zangano en una solucion lisis (1%
CTAB, 50 mM Tris pH 8.0, 10 mM EDTA, 1.1 M NacCl), seguido de una extraccion
de fenol/cloroformo y la precipitacién del ADN en etanol (Hunt 1997). EI ADN se
cuantificé y diluyd a una concentracién final de 100 ng/ul las cuales se

mantuvieron a -80° C.

Para determinar el haplotipo de cada zdngano en africano y no africano, se
amplific6 un fragmento de 485 pb del gen del Citocromo b que contenia al
marcador SNP por medio de PCR de punto final utilizando los iniciadores: 5’-TAT
GTA CTA CCA TGA GGA CAAATATC-3'y 5-ATT ACA CCT CCT AATTTATTA
GGA AT-3, en una reaccion de 15 pl con 0.5 X de buffer, 50 mM de MgClz, 0.2
mM de dNTP’s, 0.5 uM de cada iniciador, 0.8 U de Taq Polimerasa y 75 ng de
ADN. La reaccion de PCR consistié en un ciclo a 94°C por 3 min, seguido de 30
ciclos a 94°C por 15 s, 50°C por 15 s y 68°C por 5 s, terminando con un ciclo a
72°C por 10 min. Posteriormente se generaron fragmentos de restriccion a través
de digerir el producto de la PCR con la enzima Bgl Il (Pinto et al. 2003). Los
fragmentos se resolvieron en geles de agarosa al 1.2% y se visualizaron con luz

ultravioleta después de ser tefiidos con bromuro de etidio.
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A partir de los resultados se estimo la frecuencia relativa de zanganos con
haplotipo africano y no africano presentes en la zona de congregacion durante el

periodo de tiempo en que se aparearon las reinas.
2.8 Andlisis estadisticos

Para determinar si existe efecto del grupo genético de la reina sobre el
origen genético de los zanganos con los que se aparea, se realizdé un andlisis de
varianza bajo un modelo aleatorio simple para determinar si existen diferencias
entre los cuatro grupos genéticos en la frecuencia relativa del numero de copias
del alelo africano y del alelo no africano presente en el ADN que se obtuvo del
semen que se recuperd de las espermatecas de las reinas, posteriormente para
identificar diferencias en la frecuencia relativa promedio entre grupos genéticos se
realiz6 una prueba de t de student, siguiendo el procedimiento para el andlisis de
modelos lineales del programa JMP 4®,

Para determinar si las reinas de los cuatro grupos genéticos se aparearon
con una proporcion de zanganos africanos y no africanos diferente a la proporcién
de zanganos africanos y no africanos presentes en la zona de congregacion, se
realiz6 una prueba para comparar la proporcion de dos poblaciones, en la que se
comparé la frecuencia relativa promedio del nUmero de copias del alelo africano y
el alelo no africano presentes en el ADN que se obtuvo del semen que se
recuperd de la espermateca de las reinas, con la frecuencia relativa de zanganos
con haplotipo africano y no africano presentes en la zona de congregacion durante
el periodo de tiempo en que se aparearon las reinas.
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3 RESULTADOS

3.1 Frecuencia relativa del alelo africano y del alelo no africano en el ADN
gue se obtuvo del semen que se recuperd de las espermatecas de las reinas
de los cuatro grupos genéticos.

La frecuencia relativa promedio del numero de copias del alelo africano
presente en el ADN del semen que se obtuvo de las reinas del grupo AA fue 0.75
+ 0.09, de las reinas AE fue 0.71 £ 0.09, del grupo EA fue 0.40 £ 0.09 y de las
reinas EE fue 0.30 £ 0.09. La frecuencia relativa promedio del nUmero de copias
del alelo no africano presente en el ADN del semen de las reinas del grupo
genético AA fue 0.25 + 0.09, del grupo AE fue 0.29+0.09, del grupo de reinas EA
fue 0.60+0.09 y del grupo EE fue 0.70 £ 0.09 (Figura 1).

Se encontrd que existen diferencias entre grupos genéticos en la frecuencia
relativa promedio del nimero de copias del alelo africano en el ADN gue se obtuvo
del semen que se recolect6é de las espermatecas de las reinas (F=5.69; gl=3, 81;
P<0.01). La frecuencia relativa promedio del alelo africano presente en el ADN del
semen que se recuperd de las reinas del grupo genético africanizado (AA) no fue
diferente a la del grupo AE (P>0.05) pero si fue diferente a la del grupo de reinas
EA (P<0.05) y a la del grupo genético europeo (EE) (P<0.05). La frecuencia
relativa promedio del alelo africano en el semen que se recuperé de las reinas AE
fue diferente a la de las reinas EA (P<0.5) y a la de las reinas europeas (EE)
(P<0.05). No se encontraron diferencias en las frecuencias relativas promedio de
las reinas hibridas EA y de las reinas europeas (EE) (P>0.05) (Figura 2).

Asimismo, se encontraron diferencias entre los cuatro grupos genéticos en
la frecuencia relativa promedio del nimero de copias del alelo no africano
presentes en el ADN que se obtuvo del semen que se recuperé de las
espermatecas de las reinas (F=5.69; gl= 3, 81; P<0.01). La frecuencia relativa
promedio del alelo no africano en el ADN del semen que se recupero de las reinas
africanizadas (AA) no fue diferente a la del grupo de reinas AE (P>0.05) pero si
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fue diferente a la de las reinas EA (P<0.05) y a la de las reinas europeas (EE)
(P<0.05). La frecuencia relativa promedio del alelo no africano en el semen que se
obtuvo de las reinas AE fue diferente a la de las reinas EA (P<0.5) y a la de las
reinas europeas (EE) (P<0.05). No se encontraron diferencias para la frecuencia
relativa de este alelo entre las reinas hibridas EA y de las reinas europeas (EE)
(P>0.05) (Figura 3).

3.2 Comparacion de la frecuencia relativa promedio del alelo africano y del
alelo no africano presente en el ADN del semen que se obtuvo de la
espermateca de las reinas de los cuatro grupos genéticos con la frecuencia
relativa de zanganos con haplotipo africano y no africano presentes en la
zona de congregaciéon durante el tiempo en que se aparearon las reinas

virgenes.

La frecuencia relativa de zanganos en la zona de congregaciéon durante el
periodo en que se aparearon las reinas con haplotipo africano fue 0.55 y la de
zanganos con haplotipo no africano fue 0.45.

Se encontré que la frecuencia relativa promedio del alelo africano presente
en el ADN del semen que se obtuvo de las espermatecas de las reinas del grupo
africanizado (AA) (z=-2.02; P<0.05) y del grupo de reinas europeas (EE) (z=2.35;
P<0.05) fueron diferentes a la frecuencia relativa de zanganos con haplotipo
africano presentes en la zona de congregacion durante el periodo que se
aparearon las reinas. No se encontraron diferencias en la proporcion del alelo
africano presente en el ADN del semen que se obtuvo de las espermatecas de las
reinas del grupo AE (z=-1.58; P>0.05) y del grupo EA (z=1.38; P>0.05) con
respecto a la proporcion de zadnganos con haplotipo africano presentes en la zona
de congregacién durante este periodo (Figura 4).

Se encontré que la frecuencia relativa promedio del alelo no africano
presente en el semen que se obtuvo de las espermatecas de las reinas del grupo
genético AA (z=2.02; P<0.05) y del grupo EE (z=-2.35; P<0.05) fueron diferentes a
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la frecuencia relativa de zanganos con haplotipo no africano presentes en la zona
de congregacion durante el periodo que se aparearon las reinas. No se
encontraron diferencias en la proporcion del alelo no africano presente en el ADN
del semen que se obtuvo de las espermatecas de las reinas de los grupos AE (z=
1.58; P>0.05) y EA (z=-1.38; P>0.05) con respecto a la proporcion de zanganos

con haplotipo no africano presentes en la zona de congregacion (Figura 5).
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4. DISCUSION

Se encontré que existen diferencias en la frecuencia relativa promedio de
los alelos africano y no africano presentes en el ADN que se obtuvo del semen
gue se recolectd de las espermatecas de las reinas europeas, africanizadas e
hibridas. Estos resultados sugieren que el apareamiento entre reinas y zanganos

de diferentes grupos genéticos no ocurre en forma aleatoria.

En el semen que se recuperd de las reinas africanizadas y de las reinas
hibridas AE la frecuencia relativa del alelo africano fue significativamente mayor a
la frecuencia relativa de este alelo en el semen que se obtuvo de las reinas
europeas Y las reinas hibridas EA. Mientras que en el semen que se obtuvo de las
reinas europeas y de las reinas hibridas EA la frecuencia relativa del alelo no
africano fue significativamente mayor que en el semen de las reinas africanizadas
y las reinas AE. Estos resultados sugieren que el genotipo de las reinas influye en
el origen genético de los zanganos con los que se aparean, de tal forma que las
reinas africanizadas (AA) y las reinas hibridas AE se aparean con una mayor
proporcién de zanganos con haplotipo africano, mientras que las reinas europeas
y las reinas EA se aparean con una mayor proporcién de zanganos con haplotipo

no africano.

El que las reinas de los grupos genéticos AA y AE se apareen
preferentemente con zanganos con haplotipo africano, mientras que las reinas de
los grupos genéticos EE y EA se apareen preferentemente con zdnganos con
haplotipo no africano sugiere la presencia de efectos genéticos para el efecto que
tiene el genotipo de la reina sobre el origen de los zanganos con los que se apera,
ya que los grupos que comparten el mismo origen materno africanizado (AAy AE)
o europeo (EE y EA) tuvieron el mismo efecto sobre el origen genético de los

zanganos con los que se aparean.

Las reinas realizan varios vuelos de apareamiento durante el periodo de su

vida en que se pueden aparear (Neumann et al., 1999b; Tarpy et al., 2004; Kraus
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et al., 2005; Schluns et al., 2005), durante un vuelo de apareamiento, las reinas se
pueden aparear con uno o varios zanganos (Woyke 1960; Adams et al., 1977).
Cuando una reina se aparea con varios zanganos en un solo vuelo de
apareamiento, el semen de los zanganos se almacena en los oviductos laterales,
en donde se mezcla y posteriormente una fraccion de la mezcla del semen de
todos los zdnganos entra en la espermateca. Cuando la reina se aparea con un
solo zangano durante un vuelo de apareamiento el semen se almacena en los
oviductos laterales y posteriormente solo una fraccion entra a la espermateca en
donde se mezcla con el semen de otros zdnganos. Se estima que solo entre el
25% y el 5% de los espermatozoides del eyaculado de un zangano son
almacenados en la espermateca, el resto son expulsados por la reina a través de
la vagina (Koeniger y Koeniger 1991; Baer, 2005). De tal forma que en la
espermateca se almacenan y mezclan fracciones de aproximadamente el mismo
volumen del semen de todos los zadnganos con los que se aparea la reina
(Bresslau, 1905; Ruttner y Koeniger 1971; Duvoisin et al., 1999; Koeniger y
Koeniger 1991).

Lo anterior indica que en el semen que se obtuvo de las espermatecas de
las reinas en este trabajo se encontraban espermatozoides de todos los zanganos
gue se aparearon con las reinas en cantidades aproximadamente iguales, por lo
gue a partir de la frecuencia relativa de los alelos africano y no africano presentes
en el ADN que se extrajo del semen que se obtuvo de cada reina se puede
estimar la proporcion de zanganos con haplotipo africano y no africano con los que

se aparearon las reinas.

Asimismo, en otro estudio se encontré6 que no existen diferencias en el
namero de zanganos con los que se aparean reinas europeas, africanizadas e
hibridas, los autores reportan que no existe un efecto del grupo genético de la
reina sobre el numero de zanganos con los que se aparea, pero que si existe
efecto del medio ambiente (Morfin et al., 2012). Lo anterior permite asumir que no

hubo diferencias en el nUmero de zanganos con los que se aparearon las reinas
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de los cuatro grupos genéticos de este estudio, ya que los apareamientos se
llevaron a cabo en un solo ambiente bajo las mismas condiciones. Por lo que el
ADN que se obtuvo del semen que se recupero de las espermatecas de las reinas
corresponde a un numero aproximadamente igual de zanganos en todas las

reinas.

La frecuencia relativa del alelo africano en el semen que se recupero de las
reinas africanizadas fue significativamente mayor que la frecuencia relativa de
zanganos con haplotipo africano presentes en la zona de congregacion durante el
periodo en que se aparearon las reinas, mientras que en el semen que se
recupero de las reinas del grupo genético europeo la frecuencia relativa promedio
del alelo no africano fue significativamente mayor a la frecuencia de zanganos con
haplotipo no africano presentes en la zona de congregacion cuando se aparearon
las reinas. Para el caso de las reinas hibridas AE y EA las frecuencias relativas de
los alelos africanos y no africanos en el semen no fueron diferentes de las
frecuencias relativas de los zanganos con haplotipo africano y no africano
presentes en la zona de congregacion cuando las reinas se aparearon. Estos
resultados, ademas de ser otro indicador del efecto del grupo genético de la reina
sobre el origen genético de los zanganos con los que se aparean, sugieren que la
frecuencia con que las reinas de un grupo genético se aparean con zanganos de
un origen genético en particular es independiente de la frecuencia con la que estos
zanganos se encuentren presentes en la zona de congregacion, en este estudio el
efecto se observo particularmente en los grupos genéticos de reinas africanizadas

y europeas.

El efecto del grupo genético de la reina sobre el origen genético de los
zanganos con los que se aparea que se encontrg en este estudio, puede deberse
a que las reinas de un grupo genético atraigan preferente a zanganos de un
haplotipo en particular durante el vuelo en las zonas de congregacion,
probablemente por medio de feromonas. Es poco probable que las reinas puedan

seleccionar con que zanganos se aparean, ya que los apareamientos ocurren
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durante el vuelo, cuando la reina es perseguida por un grupo de zanganos y uno

de ellos logra aparearse con ella.

El que los apareamientos entre reinas y zanganos no ocurran en forma
aleatoria, asi como el que las reinas con genotipo AA y AE se apareen
preferentemente con zanganos con haplotipo africano, pudo ser uno de los
mecanismos que favorecieron el proceso de africanizacion de las poblaciones de
abejas, ya que de esta forma se pudo mantener una fuente de material genético
de origen africano en las poblaciones de abejas sin que éste se perdiera a través
de la hibridacién con abejas europeas. Al iniciar el proceso de africanizacion en
una poblacion de abejas la frecuencia relativa de los genotipos africanizados es
muy baja, el apareamiento selectivo pudo ser uno de los mecanismos mediante
los cuales las abejas africanizadas se mantuvieron en las poblaciones de abejas
europeas y posteriormente mediante otros mecanismos relacionados con su
capacidad de adaptacion, produccion de enjambres, produccion de zanganos,
entre otros, se favorecioé la sustitucion de los genotipos europeos por africanizados
en las poblaciones (Schneider et al., 2004; Guzman-Novoa et al., 2011).
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5. CONCLUSION

El grupo genético de la reina influye sobre el origen genético de los

zanganos con los que se aparean.

Las reinas africanizadas (AA) y las reinas hibridas AE se aparean con una
proporcibn mayor de zanganos con haplotipo africano que con zanganos con
haplotipo no africano, mientras que las reinas europeas (EE) y las reinas hibridas
EA se aparean con una proporcion mayor de zanganos con haplotipo no africano

gue con zanganos con haplotipo africano.

Las reinas africanizadas se aparean con mayor frecuencia con zanganos
con haplotipo africano, mientras que las reinas europeas se aparean con mayor
frecuencia con zanganos con haplotipo no africano, independientemente de la
frecuencia de estos dos haplotipos de zanganos en la zona de congregacion

durante la época en que se aparean las reinas.
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7. FIGURAS

Figura 1. Frecuencia relativa promedio del numero de copias del alelo africano y
no africano presente en el ADN del semen que se obtuvo de las espermatecas de
las reinas de los grupos genéticos africanizado (AA), europeo (EE) y los hibridos

reciprocos AE y EA.
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Figura 2. Frecuencia relativa promedio del alelo africano presente en el ADN del
semen que se obtuvo de las espermatecas de las reinas de los grupos genéticos
africanizado (AA), europeo (EE) y los hibridos reciprocos AE y EA.
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andlisis de varianza y una prueba t de student.
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Figura 3. Frecuencia relativa promedio del alelo no africano presente en el ADN
del semen que se obtuvo de las espermatecas de las reinas de los grupos
genéticos africanizado (AA), europeo (EE) y los hibridos reciprocos AE y EA.

0.9
0.8
0.7

b
b
0.6
0.5
a
0.4 a

0.3
0.2
0.1
0

AA AE EA EE

Grupo genético de la reina

alelo no africano

Frecuencia relativa promedio del

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) basadas en un
andlisis de varianza y una prueba t de student.

31



Figura 4. Comparacion de las frecuencias relativas promedio del alelo africano
presente en el ADN del semen que se obtuvo de las espermatecas de las reinas
de los grupos genéticos africanizado (AA), europeo (EE) y los hibridos reciprocos
AE y EA, con la frecuencia relativa de zanganos con haplotipo africano presentes

en la zona de congregacion durante el periodo en que se aparearon las reinas.
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Figura 5. Comparacion de las frecuencias relativas promedio del alelo no africano
presentes en el ADN del semen que se obtuvo de las espermatecas de las reinas
de los grupos genéticos africanizado (AA), europeo (EE) y los hibridos reciprocos
AE y EA, con la frecuencia relativa de zanganos con haplotipo no africano
presentes en la zona de congregacion durante el periodo en que se aparearon las

reinas.
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