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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar y cuantificar si es posible influir sobre el
origen genético de los zanganos con los que se aparean las reinas a través de
producir en forma artificial zanganos de colonias seleccionadas. Para el desarrollo
del estudio se utilizaron reinas de cuatro grupos genéticos: europeo (EE),
africanizado (AA) y sus hibridos reciprocos (AE y EA). Las reinas de los cuatro
grupos genéticos se aparearon bajo dos condiciones. En la primera se permitié que
las reinas se aparearan en forma natural sin que se produjeran zanganos de origen
europeo en forma artificial. En la segunda condicién se permitié que las reinas se
aparearan en forma natural, produciendo zanganos de origen europeo en forma
artificial para tratar de influir sobre el origen genético de los zanganos con los que se
aparearon las reinas. Los resultados del estudio indican que no fue posible influir
sobre el origen genético de los zanganos, ya que no hubo diferencias en la frecuencia
relativa del alelo de origen europeo en el semen que se recuperd0 de las
espermatecas de las reinas de los cuatro grupos genéticos cuando se aparearon en
ambas condiciones. La frecuencia relativa promedio del nimero de copias del alelo
europeo presente en el ADN del semen que se obtuvo de las reinas que se aparearon
cuando se produjeron zanganos de origen europeo en forma artificial fue de
0.34+0.06, mientras que para las reinas que se aparearon cuando no se produjeron
zanganos de origen europeo en forma artificial la frecuencia relativa fue de
0.46%0.06. Se encontraron diferencias en la frecuencia relativa del numero de copias
del alelo europeo en ADN del semen que se recuperé de las espermatecas de las
reinas de los cuatro grupos genéticos (F=11.75; gl=3, 83; p<0.01). Las frecuencias
relativas promedio estimadas fueron 0.75+0.09, 0.49+0.09, 0.19+0.08 y 0.17+0.08

para los grupos genéticos EE, EA, AE y AA, respectivamente.

Palabras clave: Abejas meliferas, Reinas, Zanganos, Apareamiento, Africanizacion.



ABSTRACT

The objective of this study was to determine and quantify whether it is possible to
influence the genetic origin of the drones with which queens mate by artificially
producing drones from selected colonies. For the development of the study, queens
from four genetic groups were used: European (EE), Africanized (AA) and their
reciprocal hybrids (AE and EA). The queens of the four genetic groups were mated
under two conditions. In the first, the queens were allowed to mate naturally without
artificially producing drones of European origin. In the second condition, the queens
were allowed to mate while at the same time artificially producing drones of European
origin to try to influence the genetic origin of the drones with which the queens mated.
The results indicate that it was not possible to influence the genetic origin of the
drones, since there were no differences in the relative frequency of the allele of
European origin in the semen that was recovered from the spermathecas of the
gueens of the four genetic groups when they mated in both conditions. The average
relative frequency of the number of copies of the European allele present in the DNA
of the semen that was obtained from the queens that mated when drones of European
origin were produced artificially was 0.34 £ 0.06, meanwhile for the queens that mated
When drones of European origin were not produced artificially, the relative frequency
was 0.46 + 0.06. Differences were found in the relative frequency of the number of
copies of the European allele in semen DNA that was recovered from the
spermathecas of the queens of the four genetic groups (F =11.75; gl = 3.83; p <0.01).
The estimated mean relative frequencies were 0.75 £ 0.09, 0.49 £ 0.09, 0.19 + 0.08
and 0.17 + 0.08 for the genetic groups EE, EA, AE and AA, respectively.

Keywords: Honey bee, Queens, Drones, Mating, Africanization.



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 reproduccién de la especie (Gadagkar, 1990).

Las colonias crian reinas bajo tres situaciones: 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 de emerger. Las colonias de abejas
crian zanganos durante la época de floracién y el niumero de estos depende del
tamafo de la poblacion de abejas en la colonia y la disponibilidad de alimento. Los
zanganos se desarrollan de huevo hasta adulto en un periodo de 24 dias 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. Los vuelos de apareamiento se ha reportado que ocurren entre las
14:00 y las 16:00 horas del dia, aunque los horarios son flexibles y se adaptan a la
situacioén climética (Howell y Usinger, 1933; Taber, 1954; Oertel, 1956; Ruttner, 1966;
Taylor et al., 1986; Winston, 1991). En los vuelos de apareamiento las reinas y los
zanganos se dirigen a areas geograficas especificas, denominadas zonas de
congregacion, estas zonas se forman independientemente de la presencia de una
reina y se caracterizan por estar en sitios abiertos delimitados por limites geograficos
visibles como valles, orillas de rios, lineas de arboles, orillas de bosques, claros y
costas. En las zonas de congregacion confluyen las reinas y zanganos de colonias
gue se pueden encontrar en un radio de hasta 5 km de distancia (Ruttner, 1966). El
tiempo que duran los vuelos tanto para las reinas como para los zanganos es
variable, pero generalmente van de 25 a 32 minutos, aunque pueden durar hasta 60

minutos. La duraciéon de los vuelos depende directamente de las condiciones



climéticas, los zanganos salen en promedio de 3 a 5 veces al dia a vuelos de

apareamiento. Las condiciones ideales para realizar los vuelos de apareamiento son

temperaturas por encima de los 20° C, cielo despejado, velocidad de viento por

debajo de los 20 a 28 km/hr sin embargo de ser necesario los vuelos de
apareamiento se realizardn en condiciones adversas (Howell y Usinger, 1933; Oertel,
1956; Witherell, 1971; Winston, 1991).

En una zona de congregacion se pueden observar zanganos volando en un
area de 30 a 200 metros de didmetro y a una altura de 10 a 40 metros siguiendo una
trayectoria eliptica (Ruttner, 1966; Winston, 1991). Koeniger et al., (2005) estimaron
gue 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 aproximadamente 240 colonias al mismo tiempo en una zona de congregacion,
de igual forma (Page y Metcalf, 1982) estimaron que en una zona de congregacion

habia al menos 25,000 zanganos provenientes de 200 colonias.

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 zanganos (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 enddéfalo del zangano y una vez que este eyacula, se
separa de la reina quedando parte del enddéfalo dentro de la vagina y el zangano
muere (Winston, 1992; Dade, 1994).

Las abejas meliferas son poliandricas, esto implica que una reina se aparea
con varios zanganos 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 éste va de 6 a 20 zanganos (Taber et al.,



1958; Woyke, 1960; Adams et al., 1977; Estoup et al., 1994; Cornuet et al., 1986;
Tarpy et al., 2004; Jensen et al., 2005; Kraus 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 6rgano el semen de los zanganos se mezcla y permanece viable durante toda

la vida de la reina (Winston, 1991).

La apicultura en México ha tenido 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
algunos estudios reportan que producen menos miel que las abejas europeas
(Collins et al., 1982; Winston, 1992; Hunt et al., 1998; Uribe-Rubio et al., 2003). La
africanizacién ha ocasionado un aumento en los costos de produccién ya que obliga
a los apicultores a ubicar sus apiarios en sitios remotos, con el consecuente aumento
en los costos de transportacion, mano de obra y aumento en 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
introduccién de razas de abejas africanas en 1956. En la actualidad la abeja
africanizada esta presente en todas las regiones apicolas de México (Guzman-
Novoa et al., 2011).

El mejoramiento genético de las poblaciones ha demostrado ser una
alternativa para controlar los niveles de africanizacién de las poblaciones con el fin
de mantener colonias productivas y con bajo comportamiento defensivo (Guzman-
Novoa y Page, 1999; Arechavaleta-Velasco et al., 2008). Un aspecto fundamental en
el desarrollo de programas de mejoramiento genético en abejas, es el control de los
apareamientos, para que solo las reinas y zadnganos de las colonias seleccionadas

se reproduzcan. Debido al comportamiento poliandrico de las reinas y a que los



apareamientos ocurren durante el vuelo en zonas de congregacion, el controlar los

apareamientos representa un problema importante a resolver.

Actualmente, la Unica forma en que se puede tener control total de los
apareamientos es a través del uso de inseminacion instrumental de reinas, o por

medio del aislamiento geogréfico de las poblaciones de abejas en islas.

Se ha propuesto que otra forma de ejercer control sobre los apareamientos es
a través de saturar el medio ambiente con zanganos provenientes de colonias
seleccionadas. Para hacer esto es necesario contar con colonias dedicadas a la
produccién de zénganos. Los zanganos seleccionados que se crien en estas
colonias tendrdn que acudir a las zonas de congregacion y competir con los
zanganos de las colonias que existan en la zona de congregacion para aparearse
con las reinas, pero al producir grandes cantidades de zanganos seleccionados la
teoria indica que se incrementara la probabilidad de que las reinas se apareen con
estos.

Existen dos estudios, en los que se ha buscado determinar si se puede ejercer
control sobre los apareamientos entre reinas y zanganos (Hellmich y Waller, 1990;
Hellmich et al., 1993), los resultados de estos estudios indican que se puede llegar
a ejercer control sobre los apareamientos en forma parcial. En el primer estudio
realizado en el estado de Texas, EUA, se establecié que se puede lograr el control
de los apareamientos en un rango que oscila entre 90 y 95%, sin modificar
sustancialmente las practicas de manejo de los apiarios (Hellmich y Waller, 1990).
El segundo estudio fue realizado en el Suroeste de Guatemala, evaluandose el
control de los apareamientos en dos regiones que compartian ambientes similares
de bosque subtropical, calido y humedo, con 8-10 km de distancia entre ambas
regiones. En este estudio se concluyd que se puede ejercer un control sobre el 70%
de los apareamientos de las reinas utilizando técnicas de saturacion de zanganos en
zonas afectadas por la africanizacion (Hellmich et al., 1993). En ambos estudios se
utiliz6 como marcador el fenotipo Cordovan, el cual se expresa por homocigosis

recesiva. Mediante este marcador se determiné el control en los apareamientos a



través de la cantidad de progenie con fenotipo Cordovan, ya que Unicamente reinas
gue se aparean con zanganos portadores del gen Cordovan, darian lugar a progenie

con el fenotipo Cordovan.

En un estudio desarrollado recientemente por Ramirez (2017) sobre el
comportamiento de apareamiento entre reinas y zanganos de origen europeo y
africanizado, se encontré que el genotipo de la reina influye en el origen genético de
los zanganos con los que se aparea. Las reinas africanizadas (AA) e hibridas con
linea materna africana (AE) se aparearon con una proporcién mayor de zanganos de
haplotipo africano, mientras que las reinas europeas e hibridas de linea materna
europea se aparean con una proporcion mayor de zanganos de haplotipo no

africano.

Considerando la importancia de controlar los apareamientos en los programas
de mejoramiento genético en abejas se plantea el presente estudio para evaluar en
gué magnitud se puede ejercer un control sobre los apareamientos a través de

saturar el medio ambiente con zanganos seleccionados.
Objetivo

Determinar y cuantificar si es posible influir sobre el origen genético de los zanganos
con los que se aparean las reinas a través de producir en forma artificial zanganos

de colonias seleccionadas.
Hipotesis.
Se puede ejercer control sobre el origen genético de los zanganos que se aparean

con una reina a través de producir en forma artificial zdnganos de colonias

seleccionadas.



MATERIALES Y METODOS.

El trabajo se desarroll6 en el apiario experimental y en el laboratorio de
genética molecular de abejas del Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en
Fisiologia y Mejoramiento Animal del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales

Agricolas y Pecuarias, ubicado en Ajuchitlan, Querétaro.

Para el desarrollo del presente estudio se utilizaron reinas de cuatro grupos
genéticos: europeo (EE), africanizado (AA) y sus hibridos reciprocos (AE y EA). Las
reinas de los cuatro grupos genéticos se aparearon bajo dos condiciones. En la
primera se permitid que las reinas se aparearan en forma natural sin que se
produjeran zanganos de origen europeo en forma artificial. En la segunda condicion
se permitié que las reinas se aparearan en forma natural, produciendo zanganos de
origen europeo en forma artificial para tratar de influir sobre el origen genético de los

zanganos con los que se aparearon las reinas.
Generacion de reinas progenitoras de los cuatro grupos genéticos

Para producir las reinas de los cuatro grupos genéticos: europeo (EE),
africanizado (AA) y sus hibridos reciprocos (EA y AE), se generaron reinas
progenitoras de cada grupo genético por medio de inseminacién instrumental,
cruzando reinas y zanganos de las lineas de abejas europeas y africanizadas que
se mantienen en el Banco de Germoplasma Apicola del INIFAP. Cada reina
progenitora se insemino con el semen de seis zanganos, todos provenientes de la

misma colonia.

Criay apareamiento de reinas sin la produccién artificial de zanganos de origen

europeo.

Se criaron reinas virgenes a partir de las reinas progenitoras de cada uno de
los cuatro grupos genéticos (AA, AE, EAy EE) utilizando larvas de tres dias de edad.

Las larvas se traslarvaron a copaceldas 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 nucleos de fecundacion.

Cada nucleo de fecundacion estuvo formado por un bastidor de alimento, un
bastidor con cria y un alimentador interno. Tres dias después de la introduccion de
la celda real se revisaron los nucleos para verificar que las reinas hubieran emergido.
Las reinas virgenes se aparearon con los zadnganos que se encontraban en la zona,
sin que se produjeran zanganos de origen europeo en forma artificial. Una vez que
las reinas iniciaron la postura de huevos se mantuvieron en los nucleos de
fecundacion durante dos semanas y al finalizar este periodo se recolectaron las
reinas para extraerles la espermateca y recuperar el semen de los zanganos con los

que se aparearon.

Se obtuvo un total de 43 reinas de las cuales 12 reinas fueron del grupo
genético AA, 10 reinas del grupo genético EE, 10 reinas del grupo genético hibrido
AE y 11 reinas del grupo genético hibrido EA.

Produccion artificial de zanganos de origen europeo.

Se utilizaron 50 colonias de abejas de origen europeo para producir zanganos
en forma artificial con el objetivo de saturar el medio ambiente con zanganos de
origen europeo. Para la produccion artificial de zanganos se introdujeron dos
bastidores con panal con celdas de zangano en cada colmena y se estimulé a la
colonia para que produjera zanganos proporcionandole alimento, en forma de jarabe
de azlcar con una concentracion 1:1 de azUcar y agua, se proporcioné 1 litro por
colonia una vez a la semana. Adicionalmente se alimenta con pasta de polen
elaborada con polen y miel de abeja una vez cada 15 dias, se proporcion6 200

gramos a cada colonia.

Para cuantificar la cantidad de zanganos de origen europeo que se produjeron
en las 50 colonias, se realizaron tres muestreos, con un intervalo de 24 dias entre

cada muestreo. En cada muestreo se tomé6 una fotografia de cada uno de los



bastidores con celdas para cria de zangano de las colonias y posteriormente se
contaron las celdas con cria abierta y las celdas con cria operculada de zangano en
cada colonia. Los muestreos se realizaron cada 24 dias con el fin de no sobreestimar
la produccion de cria de zangano ya que el periodo de desarrollo de la cria de los
zanganos desde huevo hasta emerger como insecto adulto dura aproximadamente
24 dias (Winston,1991). Se calculé el numero de zdnganos que se produjeron en
cada colonia con base al nimero de celdas con cria de zangano de cada colonia y
un porcentaje de viabilidad para la cria de zangano de 96% (Page y Metcalf, 1982).
Sé estimd que las 50 colonias de abejas produjeron en total 71,198 zanganos de

origen europeo.

Para estimar el nimero de zanganos que salian a realizar vuelos de
apareamiento de las colonias, se realizaron muestreos entre las 15:00 y las 16:30
horas en los que se observo la entrada de las colmenas de cada una de las colonias
durante siete minutos y se cont6 el nimero de zanganos que salieron y volaron fuera
de la colmena. Los muestreos se realizaron en dias que presentaron condiciones
ambientales adecuadas para que los zanganos realizaran vuelos de apareamiento.
Utilizando los datos del nimero de zanganos que realizaron vuelos de apareamiento
durante un minuto en cada colonia, se estimé el nUmero de zanganos que realizaron
vuelos de apareamiento por dia en cada colonia considerando que los zanganos que
salen de la colonia para realizar vuelos de apareamiento lo hacen durante tres horas
aproximadamente al dia. Se estim6 que en promedio en cada colonia 100 zanganos
realizaron vuelos de apareamiento en cada dia, por lo que, al considerar a las 50
colonias, se estimé que en promedio 5000 zdnganos de origen europeo realizaron

vuelos de apareamiento en cada dia.

Cria y apareamiento de reinas bajo la produccién artificial de zanganos de

origen europeo.

Se criaron reinas virgenes a partir de las reinas progenitoras de cada uno de

los cuatro grupos genéticos (AA, AE, EA 'y EE) utilizando larvas de tres dias de edad.



Las larvas se traslarvaron a copaceldas 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 nucleos de fecundacion.

Cada nucleo de fecundacion estuvo formado por un bastidor de alimento, un
bastidor con cria y un alimentador interno. Tres dias después de la introduccion de
la celda real se revisaron los nucleos para verificar que las reinas habian emergido,
las reinas virgenes que se introdujeron a los nucleos de fecundacion se aparearon
con los zanganos que se encontraban en la zona bajo la produccion artificial de
zanganos de origen europeo en 50 colonias. Una vez que las reinas iniciaron la
postura de huevos se mantuvieron en los nicleos de fecundacién durante dos
semanas y al finalizar este periodo se recolectaron para extraerles la espermateca y

recuperar el semen de los zanganos con los que se aparearon.

Se obtuvo un total de 48 reinas de las cuales 11 reinas fueron del grupo
genético AA, 11 reinas del grupo genético EE, 16 reinas del grupo genético AE y 10

reinas del grupo genético EA.

Diseccion de la espermateca y extracciéon del ADN del semen.

Se realizé una diseccion para obtener la espermateca de las reinas utilizando
un microscopio estereoscopico. Para realizar la diseccion, se fijo a la reina en forma
ventral con alfileres sobre una superficie de unicel, se realizaron incisiones en ambos
lados del abdomen utilizando unas tijeras, se separé de la parte dorsal del abdomen
con unas pinzas evitando dafar los 6rganos subyacentes y se obtuvo la espermateca

separandola de lared de tejido que la envuelve (Carreck et al., 2013; Ramirez, 2017).

Para extraer el semen, se coloco la espermateca en un vidrio de reloj con 20
ul de agua desionizada estéril, utilizando unas pinzas y una aguja de diseccion se
perforé la pared de la espermateca permitiendo que el semen saliera sobre el agua

bidestilada. Se recuperaron los 20 ul de agua bidestilada junto con el semen



utilizando una micropipeta y se almacenaron en tubos de 0.5 ml a -80° C. (Tripet et
al., 2001; Delaney et al., 2010; Ramirez, 2017).

Se extrajo el ADN del semen homogenizando cada muestra en una solucion
lisis (1% CTAB, 50 mM Tris pH 8.0, 10mM EDTA, 1.1 M NaCl), seguido de una
extraccion de fenol/cloroformo y la precipitacion del ADN en etanol absoluto (Hunt,
1997). EI ADN se cuantificé y diluy6é a una concentracion de 25 ng/ul y se guardo a -

80°C.
Cuantificacion del origen genético de ADN del semen.

Para determinar el origen africano y europeo del semen que se obtuvo de la
espermateca de cada reina, se utilizé el método desarrollado por Ramirez (2017),
este método permite estimar la proporcion de zanganos de origen africano y europeo
con los que se aparean las reinas, a través de determinar la frecuencia relativa de
dos alelos de un marcador del tipo de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP)
ubicado en el ADN mitocondrial por medio de un ensayo de cuantificacion por curva
estandar utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real. El
marcador SNP se localiza en el sitio 689 del gen del Citocromo b en donde las abejas
de origen africano tienen una Citosina y las abejas de origen europeo presentan una
Timina (Pinto et al., 2003; Gibson y Hunt, 2014).

El ensayo de cuantificacion por curva estandar se lleva a cabo utilizando una
PCR en tiempo real anidada (Ramirez 2017), para lo cual se amplificé un fragmento
de 485 pb del gen 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 ATA TC-
3"y 5 - ATT ACA CCT CCT AAT TTATTA GGA AT-3", en una reaccion de 25 ul con
0.5X de buffer, 50 mM de MgClz, .2 de M de dNTP’s, 0.5 uM de cada iniciador, 0.8
U de Taq polimorasa y 75 ng de ADN. La reaccién 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 sy 68°C por 5 s,

terminando con un ciclo a 72°C por 10 minutos (Pinto et al., 2003).
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Utilizando el producto de la PCR punto final se llevdé a cabo el ensayo de
cuantificacion por curva estandar por PCR en tiempo real para el alelo africano y
para el alelo europeo en forma individual, amplificando un fragmento de 174 pb que
contenia al marcador SNP. Los iniciadores que se utilizaron fueron: 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 europeo se marco con FAM (FAM-5 CAATTAAAGATCTTT TAG
GAT TT 3’), mientras que la sonda que identifica el alelo de origen africano se marcé
con VIC (VIC-5 CAA TTA AAG ACC TTT TAG GAT TT 3’) (Ramirez, 2017).

Las reacciones se realizaron en un volumen de 25 ul con 1X de TagMan
MasterMix Gene Expression Assays, 0.9 uM de cada iniciador, 0.25 uM de la sonda
correspondiente y 2 ul de producto de la amplificacion de PCR por punto final, la
reaccion se realiz6 en un equipo StepOne de Applied Biosystems y consistié en un
ciclo a 95°C por 10 minutos, seguido de 50 ciclos de 95°C por 15 s, 60°C por 1 minuto
y 72°C por 30 s (Ramirez, 2017).

Para obtener la curva estdndar se utilizO 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 (Pinto et al., 2003; Nielsen et al., 2000).
A partir del ADN de estos dos zanganos se amplifico 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 ATATC-3" y 5'-
ATT ACA CCT CCT AAT TTA TTA GGA AT-3’, en una reaccion de 15 ul con 0.5X
de buffer, 50 mM de MgClz, .2 de M de dNTP’s, 0.5 uM de cada iniciador, 0.8 U de
Tag polimorasa y 75 ng de ADN. La reaccion de PCR consistio en un ciclo a 94°C
por 3 min, seguido de 30 ciclos a 94° por 15 s, 50°C por 15 s y 68°C por 5 s,
terminando con un ciclo a 72°C por 10 minutos. Se cuantificd la concentracién de
ADN en el producto de la amplificacion utilizando un espectrofotbmetro y se

realizaron diluciones seriadas en una concentracion de 9.54x101°, 9.54x108,
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9.54x10°, 9.54x10%, 9.54x10? copias/ul para construir la curva estandar (Ramirez,
2017).

Las muestras de ADN que se obtuvieron del semen de las espermatecas de
las 91 reinas se corrieron por duplicado para cada alelo utilizando el ensayo de
cuantificacion por curva estandar. Utilizando el programa StepOne 2.3 de Applied
Biosystem® se cuantificd el niumero de copias presentes del alelo correspondiente
en cada reaccion. 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 europeo (Ramirez,
2017). Utilizando los valores de las medias se estimd la frecuencia relativa del
numero de copias del alelo europeo presente en el ADN que se obtuvo del semen

gue se recupero de las espermatecas de cada una de las reinas.
Analisis estadistico

Para determinar si es posible influir sobre el origen genético de los zanganos
con los que se aparean las reinas a través de producir en forma artificial zanganos
de colonias seleccionadas, se comparé la frecuencia relativa del nimero de copias
del alelo europeo en el semen que se recuperd de las espermatecas de las reinas
de los cuatro grupos genéticos cuando se aparearon sin producir zanganos europeos
en forma artificial y cuando se aparearon produciendo zanganos europeos en forma
artificial, por medio de un andlisis de varianza utilizando un modelo factorial en
donde se incluy6 el efecto de producir o no producir zanganos en forma artificial, el
efecto del grupo genético de la reina y el efecto de la interaccion entre estas dos
variables. Para detectar diferencias entre las medias de los grupos se utilizé la

prueba t de Student.
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RESULTADOS

No se encontraron diferencias en la frecuencia relativa del nUmero de copias
del alelo europeo en el ADN del semen que se obtuvo de las espermatecas de las
reinas de los cuatro grupos genéticos cuando estas se aparearon sin que se
produjeran zanganos de origen europeo de forma artificial 0 cuando se produjeron
zanganos de origen europeo en forma artificial (F=2.18; gl=1, 83; p>0.05). La
frecuencia relativa promedio del nUmero de copias del alelo europeo presente en el

ADN del semen gue se obtuvo de las reinas que se aparearon cuando se produjeron

zanganos de origen europeo en forma artificial fue de 0.34 =0.06, mientras que para

las reinas que se aparearon cuando no se produjeron zanganos de origen europeo

en forma artificial la frecuencia relativa fue de 0.46 =0.06

Se encontraron diferencias en la frecuencia relativa del nimero de copias del
alelo europeo en ADN del semen que se recupero de las espermatecas de las reinas
de los cuatro grupos genéticos (F=11.75; gl=3, 83; p<0.01). Las reinas del grupo
genético EE tuvieron una frecuencia relativa promedio mayor que las reinas de los
otros tres grupos (p<0.05), las reinas del grupo EA tuvieron una frecuencia del alelo
europeo superior a las reinas de los grupos AE y AA (p<0.05), mientras que entre las
reinas de los grupos AE y AA no hubo diferencias (p>0.05). Las frecuencias relativas
promedio estimadas fueron 0.75+0.09, 0.49+0.09, 0.19+0.08 y 0.17+0.08 para los
grupos genéticos EE, EA, AE y AA, respectivamente.

No se encontré que exista interaccion entre el que las reinas se aparearan
cuando se produjeron o no produjeron zanganos de origen europeo en forma artificial
y el grupo genético de las reinas para la frecuencia relativa del nimero de copias del
alelo europeo en el ADN del semen que se recupero de las espermatecas de las
reinas. (F=0.73; GL:3,83; P>0.05).
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DISCUSION

Los resultados del estudio indican que no fue posible influir sobre el origen
genético de los zdnganos con los que se aparean las reinas a través de producir en
forma artificial zAnganos de colonias seleccionadas ya que no hubo diferencias en la
frecuencia relativa del alelo de origen europeo en el semen que se recupero de las
espermatecas de las reinas de los cuatro grupos genéticos cuando se aparearon sin
qgue se produjeran en forma artificial zanganos de origen europeo y cuando se
produjeron en forma artificial zanganos de origen europeo. Estos resultados difieren
de dos estudios que indican que se puede ejercer control sobre los apareamientos
entre reinas y zanganos mediante la produccion artificial de zanganos. (Hellmich y
Waller, 1990; (Hellmich et al., 1993). A diferencia con el presente estudio, en el que
se determind si es posible influir en el origen de los zanganos con los que se aparean
las reinas utilizando un marcador molecular del tipo SNP localizado en el ADN
mitocondrial, en los otros dos estudios se utilizO como marcador el fenotipo
Cordovan, que se expresa por homocigosis recesiva.

Algunos estudios indican que en una zona de congregacion se pueden
encontrar entre 10,000 y 15,000 zanganos en un dia (Page y Metcalf, 1982,
Koeniger, 2005). En el presente estudio se utilizaron 50 colonias de abejas para
producir zanganos en forma artificial, los resultados estiman que se produjeron
71,198 zanganos, de los cuales aproximadamente 5000 realizaron vuelos de
apareamiento cada dia cuando las reinas se aparearon bajo las condiciones de
produccion artificial de zanganos., los resultados de este estudio indican que aun con
estos niveles de produccion artificial de zanganos de origen europeo no se pudo
influir en el origen genético de los zdnganos con los que se aparearon las reinas de
los cuatro grupos genéticos.

En este estudio se encontraron diferencias entre los grupos genéticos de
reinas en la frecuencia relativa del alelo europeo en el ADN del semen que se
recupero de las espermatecas independientemente de que se aparearan cuando se

produjeron o no en forma artificial zanganos de origen europeo. Ramirez (2017)
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encontré que el grupo genético de la reina influye sobre el origen genético de los
zanganos con los que se aparea, en ese estudio se encontré6 que las reinas
africanizadas y las hibridas de madre africanizada se aparearon con mayor
frecuencia con zanganos africanizados, mientras que las reinas de europeas y las
hibridas de madre europea se aparearon con mayor frecuencia con zanganos
europeos. Existen otros estudios que indican que en las abejas meliferas existe un
apareamiento preferencial entre las reinas y zanganos de su propia raza (Koeniger
1989; Kerr y Bueno 1970), que se puede deber a un proceso de seleccion sexual
qgue podria ejercer la reina hacia los zadnganos durante los vuelos de aparamiento
(Baer 2005; Winston 1991; Strassman 2001; Koeniger y Koeniger 1991).

Es posible que el apareamiento preferencial entre reinas europeas e hibridas
EA con zanganos europeos y entre reinas africanizadas e hibridas AE con zdnganos
africanizados, que se encontré en este estudio y en el estudio de Ramirez (2017),
sea la razon por la cual no fue posible influir en el origen genético de los zanganos
con los que se aparean las reinas cuando se produjeron zanganos de colonias

seleccionadas en formar artificial.
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CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

No se pudo influir en el origen genético de los zanganos con los que se
aparean las reinas cuando se produjeron zdnganos de colonias seleccionadas en
forma artificial. El grupo genético de las reinas influyo sobre el origen genético de
los zanganos con los que éstas se aparearon, las reinas africanizadas y las hibridas
de madre africanizada se aparearon preferentemente con zanganos africanos,
mientras reinas europeas y las hibridas de madre europea se apararon

preferentemente con zanganos de origen europeo.
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