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RESUMEN

Los objetivos del estudio fueron determinar el efecto de la africanizacion, division
del trabajo y del ambiente de la colonia en las abejas africanizadas (AA) vy
europeas (AE), sobre la expresion del comportamiento defensivo a nivel colectivo
e individual, en su ambiente natal y compartido. Para ello, se realizaron pruebas
de campo y de laboratorio, con resultados que indicaron que las AA tardaron
menos tiempo en picar y dejar mas aguijones sobre el sustrato (P<0.01) con una
mayor respuesta a la feromona de alarma y a la persecucion de los operadores
de las colmenas (P<0.01). Cuando se analiz6 la caracteristica de la propension,
no se observo diferencias entre genotipos (P>0.05), sin embargo el ambiente y la
interaccion ambiente-genotipo fueron diferentes (P<0.01). En contraste, el analisis
de la persistencia nos indico que el genotipo y la interaccién genotipo-ambiente
fueron significativos (P<0.01), no asi el ambiente (P>0.5). La edad de inicio de
guardia presentd que solo el genotipo fue significativo (P<0.01). Ademas, se
identificaron efectos genéticos aditivos (P<0.01), maternos y paternos para el
namero de abejas que respondieron a la feromona de alarma y la longitud del ala
de las abejas obreras (P<0.05). Asi mismo, se presenta por primera vez
diferencias en el umbral de reaccion al aguijoneo entre abejas especializadas en
la defensa y no especializadas (P<0.05). Por lo tanto, se concluye que el genotipo,
la division del trabajo y el ambiente de la colonia, participan en el umbral de la

respuesta defensiva.

Palabras claves Apis mellifera ¢« Comportamiento Defensivo ¢ Estimulo Eléctrico

« Efectos aditivos » Abejas africanizadas « Guardianas



ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the africanization effect, labor division
and nest environmental on the expression of components of defensive behavior at
individual and collective levels in Africanized (AHB) and European bees (EHB).
The bees were tested in their own environment (OE) or in a shared environment
(croos-fostered, SE). Throughout tests where the bees were located in their OE, it
was found that the AHB were quicker to sting and left more stings than EHB. A
negative correlation was found between this two characteristics (r = [0 0.51).
Furthermore, when the bees were exposed to the alarm pheromone (isopentyl
acetate, IPA) the AHB responded with larger quantities of individuals than the EHB
and the number of bees that persecuted the beehive operators was also higher,
finding a correlation between these two variables (r=0.58). The propense (guard
tendency) was influenced by the environment (P<0.0001) and not by genotype
(P>0.05) when the bees were in the SE, interaction effects for genotype and
environment were found for this characteristic though (P<0.01). Guard persistence
was influenced by genotype (P<0.0001) and not by environment (P>0.05) and
interaction effects were present (P<0.0001). For the age to guard onset, significant
differences were found between AHB and EHB (P<0.0001). Regarding other
results, additive genetic effects were observed for the number of bees that
responded to the IPA and for forewing length of the worker bees (FWL) (P<0.01),
and no dominance effects were found (P>0.05). Furthermore, paternal and
maternal effects were seen on the number of bees that responded to IPA (P<0.05)
and only paternal effects were observed on FWL (P<0.05). In the electric
stimulation tests individually applied to bees AHB and EHB, the first ones had the
lowest reaction threshold (stung quicker) in all environments in what were
compared, and genetic-environmental interaction effects were found (P<0.05).
Evidence on the fact that the guardian bees (group specialized for defense) have
reaction thresholds significantly lower than those of bees non-specialized for

defense (nest bees) (P<0.05) is presented for the first time. The main conclusions



of this study were that AHB responded quicker to several types of stimuli, both
individually and collectively, in larger numbers and start guard at younger ages
than EHB. Besides, significant evidence about environmental effects and their
interaction with genotype on defense components at the collective or individual
level is showed. Results support the hypothesis about labor division and some
models that try to explain causes of labor division. In each of the chapter of this

thesis these results and those from other authors are submitted to discussion

Keywords Apis mellifera ¢ Defensive behavior ¢ Gards ¢ Africanized bees -«
Additive effects ¢ Electric stimulus



Introduccién

La apicultura en México tiene importancia social, econémica y ecolégica. Cerca
de 42,000 apicultores manejan mas de 1°800,000 colmenas que producen 54,000
toneladas de miel (SAGARPA, SIAP, 2007). El 80% de estos apicultores son
campesinos de escasos recursos que tienen actividades apicolas como una fuente
secundaria de ingresos (Cajero, 1995). México en el contexto internacional ocupa
el quinto lugar en la produccién mundial de miel después de China, EUA,
Argentina y Turquia (FAO, 2006).

Uno de los principales problemas que afecta la apicultura nacional se debe a la
presencia de las abejas africanizadas (Guzméan-Novoa y Page, 1994a; Cajero,
1995), que ingresaron a México en 1986 (Moffet, et al., 1987). Estas son producto
del cruzamiento entre las abejas africanas (Apis mellifera scutellata) y las
subespecies europeas que ya habitaban el continente americano. Estas abejas
hibridas han causado serias repercusiones a la produccion de miel y han
provocado la pérdida de colmenas asociado a un incremento significativo en los
costos de produccion (Guzman-Novoa y Page, 1994a; Guzman-Novoa y Uribe-
Rubio, 2004) pero sobre todo han ocasionado la muerte de miles de personas y

animales (Breed et al., 2004).

Antecedentes

Introduccion de las Abejas Africanas a América Latina

Abejas reinas africanas de la subespecie A. m. scutellata, fueron introducidas a
Brasil en 1956, con el propdsito de establecer un programa de mejoramiento
genético cuyo objetivo era mejorar la produccion de miel a través de la obtencién
de una abeja hibrida adaptada a las condiciones tropicales de ese pais (Kerr,
1967). Desafortunadamente 26 enjambres conteniendo reinas africanas escaparon

accidentalmente y se produjeron apareamientos de los machos africanos con las



reinas europeas Yy viceversa, causando con ello el inicio del proceso de
africanizaciéon de las abejas europeas que habitaban América Latina. Con el
tiempo estas se convirtieron en la base de las poblaciones que colonizaron la
mayor parte del continente Americano (Spivak y Fletcher, 1991). Desde su
introduccion las abejas africanizadas se han extendido a través de toda América
Latina y el Sur de los Estados Unidos (Hall, 1999; Loper, 2002; Loper et al., 1999;
Winston, 1992a,b).

Después que dio inicio la hibridacion y dispersion de las abejas africanizadas, se
presentd una controversia acerca de la simetria del flujo de genes entre las
subespecies africanas y europeas y del grado de persistencia de los alelos
europeos en las poblaciones silvestres africanas. La necesidad de diferenciar
entre los ancestros africanos o europeos para conocer la composicion genética de
las poblaciones en las areas africanizadas revelo tres puntos principales; Primero,
que existe una frecuencia elevada del ADN mitocondrial (ADNmt) africano, y en
algunos casos con la exclusion casi total del ADNmt europeo. Segundo, que las
poblaciones africanas a veces presentan alguna evidencia de un flujo de genes
paternos de origen europeo, pero la frecuencia de estos disminuye gradualmente.
Tercero, los alelos europeos que logran predominar y persistir por algun tiempo
son los Europeos del Oeste méas que los Europeos del Este, (Clarke et al., 2002;
Schneider et al., 2004).

La colonizacion del continente americano por una sola raza de insectos ha sido
considerada como una de las mas exitosas y rapidas invasiones bioldgicas
conocidas (Schenider et al., 2004). Las abejas africanizadas han sido capaces de
desplazar a las subespecies europeas al inter cruzarse, dando origen a las
africanizadas y a través del tiempo las frecuencias alélicas europeas se han
reducido, prevaleciendo los alelos propios de la raza africana (Diniz-Filho y
Malaspina, 1995; Quezada-Euan et al., 1996; Oldroyd et al., 1998; Hall, 1999;
Segura, 2000; Clarke et al., 2001, 2002; Loper, 2002; Quezada-Euan et al., 2003).
Las caracteristicas de las razas africanas que predominan sobre las que

presentan las europeas son las relacionadas con la biologia del anidamiento



(McNally y Schneider, 1992), el comportamiento de evasion y enjambrazén
(McNally y Schneider, 1992; Rubink et al., 1996; Otis et. al., 2002) el pecoreo y la
seleccion de alimentos (Schneider y Hall, 1997; Fewell y Bertram, 2002), al
comportamiento defensivo (Stort, 1974, 1975a,b,c; Guzman-Novoa y Page, 1993;
Guzman-Novoa y Page, 1994b; Hunt et al., 2003a,b; Uribe-Rubio 2001; Uribe-
Rubio et al., 2003; Guzman-Novoa et al., 2004; Guzman-Novoa et al., 2005) y la
presencia del ADNmt africano (Hall, 1999; Segura, 2000; Clarke et al., 2001,
2002).

Durante afios ha existido confusion al referirse a los descendientes de A. m.
scutellata en América, (Schneider et al., 2004). La direccion y magnitud del flujo de
los genes africanos y europeos implica diferentes procesos genéticos (Hall 1990;
Sheppard y Smith, 2000), por ello el término de abejas africanizadas y el proceso
de africanizacion seran empleados en este estudio para referirnos a las colonias
producto del cruzamiento de reinas europeas con zanganos africanizados a

menos que se defina el tipo de cruzamiento empleado.

Organizacion social y division del trabajo

Las abejas (Apis mellifera L.) son insectos sociales que viven en colonias muy
populosas (decenas de miles de individuos) y poseen uno de los niveles mas
elevados de organizacion, pues se caracterizan por la cooperacion de los adultos
en el cuidado de la cria, la construccion del nido y la convivencia de al menos dos
generaciones de individuos (Wilson, 1982).

La division del trabajo esta estrechamente relacionada con la edad de las obreras
(Lindauer, 1971; Winston, 1987; Seeley y Kolmes, 1991). Los patrones de
distribucion del trabajo pueden ser afectados por las caracteristicas propias de las
obreras, y por las necesidades de la colonia (O’'Donnell y Bulova, 2007). Las
obreras mas jovenes realizan tareas dentro del nido actuando como nodrizas que
cuidan y alimentan a la cria, otras de mayor edad desarrollan actividades en la

periferia del nido, o vigilando la entrada de la colmena y las abejas de mas de 20



dias de edad desarrollan actividades de recoleccion de alimento fuera de su
colmena (pecoreo), (Lindauer, 1971; Seeley, 1985; Winston, 1987).

Las colonias de abejas estan constituidas por miles de hembras (obreras) y
cientos de machos (zanganos). En cada colonia se identifica a una sola reina,
madre de todos los individuos. Las obreras son producto de un sistema de
reproduccién donde la reina; Unica hembra reproductiva se fecunda en forma
natural con un promedio de 14 machos presentandose el fenbmeno de poliandria
(Palmer y Oldroyd, 2000), por lo que la poblacién descendiente de obreras,
(hembras no reproductoras), esta formada por diversas familias que comparten
diferentes grados de parentesco. Las obreras que pertenecen a una misma familia
(descendientes de la misma madre y padre) son llamadas super hermanas, pues
comparten el 75% de genes en comun por descendencia y las obreras de
diferentes padres pertenecientes a familias distintas (donde los zanganos no estan
emparentados), son llamadas medias hermanas ya que comparten un 25% de
genes en comun (Laidlaw y Page, 1997). Por lo tanto, al ser las reinas poliandricas
una colonia de abejas esta constituida de diferentes familias donde la influencia de
los alelos maternos y paternos afectan la expresion de diversas tareas que
realizan las obreras, como por ejemplo la defensa del nido (Breed et al., 1990;
Guzman-Novoa y Page 1994a), la colecta del agua (Robinson et al., 1984; Kryeger
et al., 2000) la remocion de abejas muertas (Robinson y Page 1988, 1995) o cria
muerta (Rothenbuhler, 1964) y la ventilacion del nido (Oldroyd et al., 1994; Jones
et al., 2004). En algunos estudios se ha comprobado que el genotipo del padre
influye sobre la edad a la cual una obrera realiza la transicién a las diferentes
tareas (Lindauer, 1971; Seeley, 1985; Winston, 1987).

De acuerdo con varios autores (Winston, 1987; Calderone y Page, 1988; Page et
al., 1992; Robinson y Huang, 1998), las obreras se encargan de tareas como la
alimentacion y cuidado de la cria y el pecoreo, siendo consideradas como tareas
generales, mientras que la guardia y el aguijoneo se consideran especializadas.
Ademas de lo anterior, las colonias de abejas expresan una gran plasticidad en la

manifestacion de las tareas, pues las abejas de cada colonia responden de



diferente forma respecto a las condiciones ambientales, por ejemplo algunas
obreras pueden acelerar, retrasar y mas aun revertir sus tareas, dependiendo de
la presentacion de diferentes condiciones internas y externas que afectan a la
colonia (Robinson, 1992).

Por lo anteriormente descrito, la influencia de las lineas parentales y la estructura
propia de cada colonia (producto de la poliandria), modifican la probabilidad y la
edad de las obreras en el desempefio de las tareas (Crozier y Page, 1985;
Myerscough y Oldroyd, 2004).

Incrementos en los niveles de un estimulo especifico provocan que obreras con
umbrales mas altos respondan, lo cual podria involucrar a varias lineas paternas,
por lo que se podria promover la participacion de mas obreras en tareas
especificas (Robinson, 1992; Fewell y Page, 1993; Jones et al., 2004).

Respecto a la respuesta defensiva realizada por grupos especializados, esta
comprende varios componentes como la guardia, la persecucion y el aguijoneo
(Breed et al., 2004). La defensa del nido a su vez involucra la atraccion de abejas
del interior de la colmena para que participen en una reaccion defensiva, como
consecuencia de la liberacion de la feromona de alarma por parte de las abejas
guardianas. El reconocimiento de las abejas guardianas y el papel que juegan en
la defensa del nido (Moore et al., 1987; Arechavaleta-Velasco y Hunt, 2003), ha
llevado a la realizacién de experimentos en los que se utiliza el isopentil acetato
(IPA, principal componente de la feromona de alarma) para estimular la
congregacion de abejas en la entrada de la colmena (Guzman-Novoa et al., 2003),
en una accion preventiva para defender la colonia, lo cual ha sido de utilidad para
medir el nivel de respuesta defensiva y para la clasificacion de las colonias de
abejas en defensivas y ddéciles (Collins y Kubasek, 1982; Guzman-Novoa et al.,
2003). La proteccion y vigilancia de la colonia le corresponde a las “abejas
guardianas”, que pueden identificarse a simple vista. Estas adoptan una postura
tipica como es levantarse sobre sus patas traseras y desplegar sus alas como si
quisieran volar, manteniendo un nivel de actividad distintivo a todo lo largo de la

entrada de la colmena y las proximidades de la colmena para interceptar a las



abejas que regresan del campo, olfatedndolas con sus antenas y permitiendo o
rechazando a las que pretenden ingresar a la colmena (Butler y Free, 1952; Moore
et al., 1987). Las guardianas representan una minoria en una colonia (10-15%) y
reconocen a sus hermanas por medio del olor caracteristico de sus hidrocarbonos
cuticulares (Breed et al.,, 1995). En caso de amenaza por parte de un intruso
algunas permanecen en la entrada de la colmena y otras si se requiere, vuelan y
pican, siendo menor del 3% las guardianas que participan aguijoneando
(Arechavaleta-Velasco y Hunt, 2003). Las guardianas que quedan en la entrada,
alertan a otras obreras de la colonia después que han liberado las feromonas de
alarma (Butler y Free, 1952; Ribbands, 1954; Maschwitz, 1964; Arechavaleta-
Velasco y Hunt, 2003), mientras que las guardianas que vuelan pueden guiar a
otras abejas hacia la fuente de emisién de las sefiales quimicas provenientes de
la secrecion de estas feromonas.

De acuerdo con Breed et al., (1990), las abejas aguijoneadoras son las
responsables de los ataques en masa en contra de los vertebrados, y las
guardianas se encargan de controlar la amenaza de con-especificos (abejas de

otras colonias) y de los invertebrados que pretenden ingresar a su colmena.

Organizacion de larespuesta defensiva

Para explicar el desarrollo de una respuesta defensiva de una colonia de abejas,
Collins et al., (1980) disefiaron un modelo, el cual consta de una serie de eventos
secuenciales que culminan con el aguijoneo. Este modelo consta de cuatro niveles
0 etapas bésicas de respuesta (1) la alerta, (2) la activacién, (3) la atraccion y (4)
la culminacion. En la primer etapa puede establecerse un estado de alarma y un
reclutamiento de abejas a la defensa por medio de la secrecion de feromonas de
alarma; en la segunda etapa se establece una activacion con la salida de abejas
que se dirigen hacia el objeto que provocé el estimulo; en la tercera etapa las
abejas identifican la fuente de estimulacion; y la ultima etapa puede culminar con

el aguijoneo en caso de persistir la fuente de estimulacion.



Recientemente se present6 otro modelo (Breed et al., 2004) que incluye una serie
de acciones que finalizan con la persecucion y el aguijoneo. Este modelo es
similar en términos generales al anterior, solo que se adicionan nuevas etapas que
van desde la alerta, el reconocimiento y evaluacion del tipo de amenaza y el
reclutamiento de abejas por medio de la secrecion de feromonas de alarma
procedentes del interior de la colmena, que reevaluan el tipo de amenaza, y
persecucion, llegando a culminar con el aguijoneo; y sefialan que la magnitud de
la respuesta dependera del tipo de amenaza y de la intensidad o duracion del
estimulo.

De acuerdo con Breed et al., (2004) hacen falta mas estudios que comparen el
comportamiento defensivo entre abejas africanizadas y europeas. Los datos
disponibles sugieren que las abejas africanizadas despliegan una secuencia de
eventos defensivos y de organizacion similar a los reportados en las europeas,
pero con umbrales de respuesta menores. Respondiendo a estimulos defensivos
de todo tipo con mayor intensidad, rapidez, mayor numero y eficiencia en
respuesta a la liberacion de la feromona de alarma atrayendo abejas del interior de
la colmena (Guzman-Novoa et al., 2003). Hunt et al., (2003b), encontraron que
cuando colonias de abejas africanizadas fueron expuestas al (IPA), éstas
respondieron con mayor proporcion de defensoras que las europeas. La respuesta
defensiva de las abejas africanizadas es mas rapida y con mayor intensidad que la
respuesta de las europeas (Schneider y MacNally,1992; Guzméan-Novoa y Page,
1994b; Guzman-Novoa et al., 1999; Hunt et al., 2003b; Uribe-Rubio et al., 2003;
Guzman-Novoa et al., 2005).

Asi mismo se ha observado que las colonias de abejas africanizadas pican de 4 a
10 veces mas que las europeas (Guzman-Novoa et al., 2002a, 2002b; Guzman-
Nova y Page, 1993,1994b; Guzman-Novoa et al., 1999). Por otro lado el nimero
de abejas pertenecientes a colonias africanizadas que persiguen intrusos ha sido
reportado en 10 o 30 veces superior que el numero de abejas europeas (Guzman-
Novoa et al., 2003; Prieto-Merlos, 2002; Stort y Goncalves, 1991).



En relacion al comportamiento de guardia varios estudios han demostrado que
ésta es una tarea realizada por individuos predispuestos genéticamente (Robinson
y Page, 1988;Breed y Rogers, 1991; Breed et al., 1992; Hunt et al., 2003a;
Arechavaleta-Velasco y Hunt, 2004). La mayoria de las guardianas se ocupa de
esta actividad por dos dias, pero algunas persisten hasta por seis (Moore et al.,
1987; Arechavaleta-Velasco y Hunt, 2003a; Hunt et al., 2003a). Debido al nimero
de dias que las abejas dedican a la realizaciéon de la guardia esta puede ser
considerada como una tarea de especializacion defensiva (Moore et al., 1987;
Hunt et al., 2003a).

Efectos ambientales también influyen sobre la actividad de guardia de las abejas,
por ejemplo, en un estudio realizado por Guzméan-Novoa et al., (2003) se
encontraron diferencias en el nimero de individuos que realizan tareas de guardia
entre dos grupos genéticos de abejas que compartieron un mismo ambiente y
también se encontré que las abejas guardianas de origen africanizado volaron y
picaron hasta 7 veces mas que las de origen europeo. En cuanto al tiempo que las
abejas permanecieron realizando guardia, se ha encontrado que las abejas
guardianas europeas permanecieron menor cantidad de dias que las abejas
guardianas africanizadas (1-6 dias contra 21 respectivamente) (Hunt et al.,
2003a; Moore et al.,, 1987) y se ha reportado a las abejas africanizadas como
menos propensas (numero de abejas que hacen guardia) que las abejas
europeas.

Por otro lado se han observado interacciones significativas entre el genotipo de
las abejas y su medio ambiente. Por ejemplo en un experimento donde se
modificd la estructura genotipica de la colonia por medio de la introduccién de
abejas de origen africanizado y europeo en diferentes proporciones, las abejas
africanizadas fueron mas persistentes para la realizacion de la guardia en colonias
gue contenian mayor cantidad de abejas africanizadas que europeas, y se
encontré que las abejas europeas no respondieron a estos cambios genotipicos
(Hunt et al., 2003a; Guzman-Novoa et al., 2003).



El comportamiento defensivo frecuentemente es medido en las colonias de abejas
a través del aguijoneo, estimado como el tiempo que la colonia tarda en
responder con un primer piquete después de aplicar un estimulo, como la duracién
del ataque después que el estimulo se ha retirado o bien con base al niumero de
aguijones que dejan las abejas en un blanco determinado (Stort, 1974; Collins y
Kubasek, 1982; Breed y Rogers, 1991). Asi mismo se ha observado mucha
variacion en la respuesta de aguijoneo a nivel de colonia (DeGrandi-Hoffman et
al., 1998; Collins et al., 1984; Breed y Rogers, 1991; Stort y Goncalves, 1991;
Guzman-Novoa et al., 1999). Arechavaleta-Velasco y Hunt, (2003) encontraron por
otra parte que el nimero de abejas que picaron en una prueba defensiva a nivel
de colonia se asocié positivamente con el nUmero de abejas guardianas presentes
a la entrada de la colmena y se encontr6 un porcentaje aunque bajo de
participacion de guardianas que respondieron picando. Asi mismo, colonias con
guardianas que permanecieron por largos periodos haciendo guardia presentaron
mayores respuestas al aguijoneo que colonias con abejas menos persistentes
(Breed y Rogers, 1991).

Pocos estudios han medido el comportamiento de aguijoneo de las abejas a nivel
individual (Kolmes y Fergusson—Kolmes, 1989; Paxton et al., 1994; Nufez et al.,
1998; Balderrama et al., 2002; Lenoir et al., 2006). En estos estudios se aplicaron
estimulos eléctricos a abejas individuales de diferentes genotipos europeos
(déciles y defensivos), y solo en uno se emplearon abejas de origen africanizado.
Estos estimulos también se aplicaron sobre abejas de diferentes edades, y se han
comprobado efectos genéticos influyendo sobre el aguijoneo pero solo entre
abejas europeas de distinto origen paterno. Las pruebas individuales son
importantes para estudiar el comportamiento defensivo ya que las mediciones de
grupo pueden estar sujetas a efectos no lineales debido a las interacciones entre
las obreras.

Varios estudios han comprobado que loci de caracteristicas cuantitativas (QTLS)
influyen sobre la expresion del comportamiento de pecoreo y el defensivo en las

colonias de abejas (Hunt et al., 1995; Page et al., 2000; Arechavaleta-Velasco et



al., 2003). Y en los estudios realizados por Guzman-Novoa et al., (2002a) y
Arechavaleta-Velasco et al., (2003) se ha comprobado la influencia de QTLs sobre
el comportamiento de las abejas a nivel individual. Uno de estos QTLs llamado
sting-1 influye sobre la tendencia de los individuos para realizar el comportamiento
de guardia y el de aguijoneo (Guzman-Novoa et al., 2002a). Y recientemente
Arechavaleta-Velasco et al., (2003) comprobé los efectos del sting-1 sobre el
comportamiento de guardia y el aguijoneo asi como que el sting-2 y sting-3
influyeron Gnicamente sobre la expresién del comportamiento de guardia en una
poblacion independiente a la del estudio previo. Asi mismo se han identificado
regiones gendmicas BTLs, (loci de caracteristicas binarias por sus siglas en ingles
BTL, Binary Trait Loci) que influyen sobre el comportamiento de guardia y sobre el
comportamiento de aguijoneo (Arechavaleta-Velasco y Hunt, 2004).
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Justificacién

Las abejas africanizadas son consideradas como un problema que afecta la salud
publica y la economia de los apicultores debido a su elevado comportamiento
defensivo. El comportamiento defensivo de las abejas es una caracteristica
heredable que se divide en tres componentes principales que son; la guardia, la
persecucion y el aguijoneo. Para el estudio del comportamiento defensivo se han
disefiado modelos tedricos que tratan de explicar como se desarrolla la respuesta
defensiva de una colonia, que grupos de abejas participan y como la suma e
interaccibn de respuestas de abejas individuales se expresan en el
comportamiento defensivo a nivel colonia. Sin embargo, la mayoria de los estudios
sobre este comportamiento de las abejas se ha realizado con abejas europeas y
se asume que el desarrollo de una respuesta defensiva es similar en las abejas
africanizadas. Por eso, hace falta realizar mas estudios comparativos, entre estos
dos grupos genéticos a nivel individual y colectivo. Adicionalmente, poco se sabe
acerca de la forma de herencia del comportamiento defensivo pues la existente
estd basada en el componente de aguijoneo, presentandose cierta incertidumbre
en los resultados existentes. Por lo que generar un mayor conocimiento del
comportamiento defensivo de las abejas explorando otras caracteristicas
defensivas distintas al aguijoneo, permitirAd disefiar estudios de investigacion
basica y aplicada para la seleccibn y produccion de colonias con niveles
tolerables de defensa compatibles con los objetivos de la produccién sobre todo
en zonas africanizadas, contribuyendo esto a reducir los riesgos de accidentes
causados a la poblacion humana y animal.

El disefio y validacion de metodologias para evaluar el comportamiento de las
abejas es importante debido a que existe mucha variacion en la expresion de las
caracteristicas defensivas, debido a los efectos ambientales a que estan sujetas
las pruebas tradicionales o de uso comun. Ademas la utilizacion de pruebas
practicas y confiables que relacionen caracteristicas morfométricas y defensivas

aplicadas a los individuos y a las colonias contribuirdn a mejorar la identificaciéon
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de genotipos de abejas, pues en la actualidad existe confusién en la separacion
de colonias con niveles intermedios en la respuesta defensiva y morfométrica,
producto del cruzamiento de abejas africanizadas y europeas.

Dado lo anterior se realizaron diferentes estudios para ampliar el conocimiento del
proceso defensivo en las colonias de abejas (Apis mellifera L.) desde que se inicia
con la guardia y hasta que culmina con el aguijoneo utilizando genotipos de abejas

que difieren significativamente en la expresién de su comportamiento defensivo.
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Objetivo General

Analizar la variacion de la expresién de los componentes del comportamiento
defensivo de abejas africanizadas y europeas de manera colectiva e individual en
ambientes propios y compartidos, asi como el efecto de la africanizacion sobre el

comportamiento defensivo y el tamafio de las abejas.

Objetivos Especificos

Comparar el comportamiento defensivo de las abejas africanizadas y europeas
gue se encuentran en su propia colonia, para el tiempo de reaccion y el nimero de

aguijones.

Comparar el comportamiento defensivo de las abejas africanizadas y europeas
gue se encuentran en su propia colonia, para el numero de abejas que responden

al isopentil acetato y el nimero de abejas que persiguen a los operadores.

Determinar efectos genotipicos para la propension, persistencia y edad de inicio
del comportamiento de guardia de abejas africanizadas y europeas (Apis

mellifera L.)

Determinar efectos genéticos para el numero de abejas que responden al isopentil

acetato y para la longitud del ala anterior en abejas (Apis mellifera L.).
Determinar la influencia del genotipo, de la divisién del trabajo y el ambiente de la

colonia en los umbrales de respuesta de aguijoneo de abejas individuales

africanizadas y europeas.
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CAPITULO |

COMPARACION DEL COMPORTAMIENTO DEFENSIVO DE LAS ABEJAS
AFRICANIZADAS Y EUROPEAS QUE SE ENCUENTRAN EN SU PROPIA
COLONIA, PARA EL TIEMPO DE REACCION Y EL NUMERO DE AGUIJONES

Introduccién

Las caracteristicas defensivas de las abejas africanizadas han ocasionado
problemas de salud publica, y se han reportado miles de accidentes en personas y
animales (Breed et al., 2004). Dadas las condiciones de hostilidad de estas abejas
hacia los apicultores, se han modificado las técnicas de manejo con el fin de
reducir los riesgos que representa el trabajo con estas abejas y para favorecer su
explotacion comercial (Winston, 1992; Guzman-Novoa y Page, 1994a).

La proteccion y vigilancia de la colonia le corresponde a las “abejas guardianas”
que inspeccionan a las obreras que regresan del campo asi como a otros
artrépodos que pretenden ingresar a la colmena. Las guardianas representan
entre el 10-15% de la poblacion y reconocen a sus hermanas por medio del olor
caracteristico de sus hidrocarbonos cuticulares (Breed et al., 1995). En caso de
amenaza por parte de un intruso algunas permanecen en la entrada de la
colmena y alertan a otras obreras de la colonia después que han liberado
feromonas de alarma (Butler y Free, 1952; Ribbands, 1954; Maschwitz, 1964) y si
se requiere, vuelan y pican (Arechavaleta-Velasco y Hunt, 2003), y pueden guiar a
otras abejas hacia la fuente de estimulacion debido principalmente a las senales
quimicas, provenientes de la secrecion de estas feromonas. Las guardianas se
pueden identificar a simple vista ya que adoptan una postura tipica de alerta que
se caracteriza por levantarse sobre sus patas traseras, colocar sus alas como si
quisieran volar; interceptando e identificando a las abejas con sus antenas
dirigidas hacia el frente y les permiten o no el ingreso a la colmena (Butler y Free,
1952; y Moore et al., 1987).
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La respuesta defensiva medida a través del aguijoneo es comunmente empleada
para la evaluacion del nivel de respuesta de las colonias de abejas (Stort, 1974;
1975a,b,c; Collins y Kubasek 1982; Hunt et al., 1998; Guzman-Novoa y Page,
1999b; Uribe-Rubio 2001;Hunt et al., 2003;Arechavaleta-Velasco et al., 2003).
Varios estudios han demostrado, que la respuesta defensiva de las abejas
europeas es menor a la observada en las africanizadas cuando las colonias son
expuestas a estimulos defensivos que provocan la guardia, el aguijoneo y la
persecucion (Schneider y MacNally, 1992; Hunt et al., 2003; Guzman-Novoa et al.,
2003; Breed et al., 2004). Estudios previos han reportado que las caracteristicas
defensivas de las abejas africanizadas son genéticamente dominantes (Guzman-
Novoa y Page 1993,1994b; DeGrandi-Hoffman et al., 1998; Uribe-Rubio 2001;
Guzman-Novoa et al.,, 2002ab) y que al parecer este comportamiento esta
fuertemente influenciado por efectos paternos, como fue comprobado después
que se examino el comportamiento de aguijoneo en cuatro grupos independientes
de cruzas reciprocas F1 (Guzman-Novoa et al., 2005). Y en ese mismo estudio
también se encontré que las colonias hibridas de paternidad africana (EXA)
presentaron una respuesta similar a la encontrada en las colonias parentales
africanas. Aunque las colonias hibridas de paternidad europea (AXE) tuvieron
respuestas intermedias en relacion con la observada entre los dos grupos
parentales. El aguijoneo es la parte culminante de la respuesta defensiva y es
medido en pruebas de campo con base en el numero de aguijones dejados en un
parche de cuero en un tiempo determinado o bien con base en el tiempo que tarda
la primera abeja en picar (Stort 1974, 1975a; Villa, 1988; Guzman-Novoa y Page,
1993, 1994b; Guzman-Novoa et al., 1999a, 2003; Uribe-Rubio et al., 2003).

En un estudio realizado por Collins et al., (1984), estimaron heredabilidades altas
para dos caracteristicas que son importantes como componentes del
comportamiento defensivo. Uno de ellos fue el tiempo que tardo la primera abeja
en picar (TP) un parche de cuero (h*=0.59) y el segundo fue el numero de
aguijones (NA) depositados en el parche de cuero (h*=0.57). Y en ese mismo

estudio también se reportd una correlacion significativa y negativa entre el TP y el
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NA. Collins, (1986) realizé6 un programa de seleccién bidireccional en colonias
africanizadas y después de dos generaciones observé diferencias en las dos
lineas para el TP y NA, presentando poco éxito en las lineas menos defensivas
que en las mas defensivas, deduciendo que esto tal vez se debe a una baja
frecuencia de alelos de los fenotipos menos defensivos en la poblacion
africanizada. Posteriormente Guzman-Novoa y Page, (1993), comprobaron que la
inclusion de genes europeos en las poblaciones africanizadas ayudo a reducir el
comportamiento defensivo de las abejas africanizadas. Estos resultados fueron
obtenidos después de realizar algunas retrocruzas y observaron que la poblacion
descendiente de reinas africanizadas apareadas con zanganos europeos fue
menos defensiva que la poblacion descendiente de la retrocruza de madre
europea apareada con zanganos africanizados.

Se han disefiado modelos defensivos para explicar el desarrollo de una respuesta
defensiva (Collins et al., 1980; Breed et al., 2004) que constan de una serie de
eventos secuenciales que culminan con el aguijoneo. Los principales eventos
involucran varios niveles de respuesta como serian; la alerta, el reconocimiento
del tipo y magnitud de la amenaza, la activacién, la atraccion, persecucién y el
aguijoneo. Aunque el tiempo que tarda la primera abeja en picar (TP), no se
consideré dentro de los niveles incluidos en estos modelos, sin duda es un
componente importante en la identificacion de colonias defensivas y déciles.
Durante anos se han probado diferentes métodos de campo para evaluar el
comportamiento defensivo, pero hasta ahora no existe un método que por si
mismo identifique en todos los casos, el origen genético de las abejas. Una de las
razones de porque esto sucede es por la alta variacion defensiva exhibida por las
colonias de abejas (Breed y Rogers, 1991; Collins y Rinderer, 1991; Guzman-
Novoa et al., 1999a, 2003), y por los factores ambientales que las afectan
(Southwick y Moritz, 1987), por ello se plantea validar el uso de métodos que se
apliguen de manera practica y que sean confiables para la identificacion de

colonias de abejas africanizadas y europeas.
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Objetivo

Comparar la respuesta defensiva de las abejas africanizadas y europeas que se
encuentran en su propia colonia, para el tiempo de reaccion y el numero de
aguijones, asi como determinar su coeficiente de variacion y el grado de

asociacion entre estas dos variables.

Materiales y Métodos

Colonias experimentales.

Las colonias fuentes estuvieron encabezadas por reinas africanizadas y europeas,
estas ultimas procedian de reinas importadas de Glenn Apiaries de Fallbrook
California, EUA, que fueron mantenidas por inseminacion instrumental en México y
las reinas africanizadas procedian de enjambres capturados a los alrededores del
Centro de Mejoramiento Genético, Investigacidon y Transferencia de Tecnologia en
Apicultura a cargo del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y
Pecuarias (INIFAP), lugar donde se realizaron los trabajos. Este se ubica en Villa
Guerrero, Estado de México, localizado a los18° 58" Ny 99° 38" W y a 2160 msnm
donde predomina un clima templado sub-humedo con una precipitacion pluvial de
1,242 mm y una temperatura anual promedio de 12-14°C (INEGI, 2006).

Para corroborar el origen africanizado o europeo de las colonias fuentes se
emplearon meétodos morfométricos (Sylvester y Rinderer, 1987) y pruebas de
comportamiento (Guzman-Novoa y Page, 1993; Guzman-Novoa et al., 2003).

Seis colonias africanizadas y seis europeas fueron utilizadas para este
experimento. A cada una de las colmenas que contenian a estas colonias se le
asigné un numero, su poblacion se homogenizé6 a cuatro panales de cria
operculada (cria en etapa de pupa), dos de alimento con miel y polen, una reina
fecundada marcada y con el ala anterior derecha cortada, asi como una poblacion

aproximada de 4000 abejas obreras. Las colmenas se establecieron a una
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distancia de 10 m entre ellas para minimizar la participacién de abejas ajenas a la
colonia durante el desarrollo de las pruebas, recibiendo todas ellas un manejo
similar durante el tiempo que dur6 el estudio. Durante 8 dias consecutivos se
realizd la prueba de bandera (Guzman-Novoa et al., 1994b). Las doce colonias
fueron evaluadas diariamente.

Después de evaluar una colonia, se dejo un intervalo de 30 min antes de continuar
con la siguiente. Las pruebas se realizaron al menos con 24 hrs de separacion, en
dias consecutivos hasta completar 8 pruebas en cada colonia, por lo que, en total
se realizaron 96 pruebas (48 en las africanizadas y 48 en las europeas). La prueba
de bandera utiliza un parche de cuero de color negro suspendido en una tira de
madera de (100 X 0.5 x 0.7 cm), que se agita frente a la entrada de la colmena por
un tiempo determinado. Los operadores que realizaron la prueba no conocian el
origen genético de las colmenas que se estaban evaluando por lo que también se

evitd algun posible sesgo.

Desarrollo de la prueba

Sin utilizar humo, se seleccioné aleatoriamente una colmena y se agitd
ritmicamente el parche de cuero impregnado con 5 pl de Isopentil acetato (IPA), a
5-10 cm de la entrada de la colmena y se registrd el tiempo en segundos (s) que
tardo la primera abeja en picar, y se continu6é agitando durante 60 (s) mas. El
tiempo fue medido con un crondmetro de precision (Leonidas Trackmaster,
modelo 8042, Suiza®). Al término de este tiempo el parche, fue retirado e
introducido en una bolsa de plastico debidamente identificada con la fecha,
numero de colmena y numero de prueba correspondiente y el dia que se utilizé
como bloque. Para concluir la prueba, se aplicé humo a la colonia para tranquilizar
a las abejas. El limite de tiempo de la prueba en colonias donde no se observo
respuesta fue de 120 s. Las pruebas fueron aplicadas en forma aleatoria dentro de
cada bloque (dia), con la finalidad de hacer las unidades experimentales mas

homogéneas, para reducir la variabilidad y evitar que los efectos del tratamiento se
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vieran confundidos por la posible heterogeneidad de las unidades experimentales

y bajo el supuesto de independencia.

Analisis estadisticos. Se realizé un analisis de varianza utilizando un modelo de
bloques al azar. Con objeto de cumplir con los supuestos de normalidad los datos

fueron transformados a log+1 (Sahai y Ageel 2000).

El modelo utilizado fue;

Yik=p + Bi+ G + ik

Donde :

Yix = variable medida transformada (tiempo de reaccién y numero de aguijones)
en la k-ésima observacion aleatoria asociada al i-esimo dia o bloque vy al j-ésimo
grupo genético.

M = media de la poblacién

Bi = efecto del i-ésimo dia o bloque (i=1...8)

Gj= efecto del j-ésimo genotipo (j = Africanizado y Europeo)

€ii= error aleatorio ~ NID (0,0%)

El coeficiente de variacién se utilizé para determinar el grado de variacién de estos
dos componentes en las poblaciones africanizadas y europeas. Asi mismo se

realizd un analisis de correlacion para determinar los efectos de asociacién entre

el tiempo de reaccion para picar y el numero de aguijones.

Resultados
El genotipo tuvo efectos significativos para el tiempo en que la primera abeja pico
el parche de cuero (F1s7 = 110.15, P<0.0001) (Cuadro 1.1). La media y el error

estandar para el tiempo en el genotipo africanizado fue de 2.12 + 0.46 s y para las

europeas fue de 27.40 + 3.37 s.

27



El genotipo también tuvo efectos significativos en el numero de aguijones
depositados por las abejas en el parche de cuero (Fis;= 228.66, P<0.0001)
(Cuadro 1.1). La media y el error estandar para el genotipo africanizado fue de
88.1 £ 6.87 y para las europeas fue de 7.56 £+ 3.3 (Cuadro 1.2).

El coeficiente de variacion para el tiempo que tardd la primera abeja en picar fue
de 58.8% y para el numero de aguijones fue de 73%. Y se encontrd un coeficiente
de correlacion negativo entre el tiempo que tardo la primera abeja en picar y el

numero de abejas que picaron el parche de cuero (r=— 0.51).

Discusioén

Los resultados muestran que las abejas africanizadas respondieron mas rapido
que las europeas, lo que apoya los resultados previos donde se compararon estos
grupos genéticos (Breed et al., 2004). Por ejemplo en el presente estudio
encontramos que las abejas africanizadas reaccionaron 13 veces mas rapido que
las europeas y participaron con 11.6 veces mas abejas en la respuesta de
aguijoneo. De acuerdo con varios estudios, las abejas africanizadas respondieron
de 4 a 10 veces mas frecuentemente que las europeas (Guzman-Novoa et al.,
2002a, 2002b; Guzman-Novoa y Page 1993,1994b; Guzman-Novoa et al., 1999a),
similar a lo encontrado en este estudio.

Guzman-Novoa et al., (1999a) encontraron un coeficiente de variacion (CV) de
73.9% y 69.8% para el tiempo que tomd la primera abeja en picar y para el
numero de aguijones en la prueba del parche de cuero, respectivamente. En otro
estudio realizado por Guzman-Novoa et al., (2003) encontraron un CV de 90.3% y
71.8% para las mismas caracteristicas; en el presente estudio se encontré un CV
de 58.8% y 73%. Esto indica que tanto en aquel trabajo como en este existen
porcentajes elevados de variacion para estas caracteristicas. Guzman-Novoa et
al., (1999a, 2003) reportaron mayor variacion en el tiempo promedio que una
abeja tard6 en picar que para el numero promedio de aguijones depositados en el

parche de cuero, lo cual es diferente a lo encontrado en el presente estudio,
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donde el numero de aguijones que picaron el parche fue el que presenté mayor
variacion. Guzman-Novoa y Page, (1993) reportaron que el nimero de abejas que
picaron el parche de cuero fue mas confiable para la separacién de colonias
defensivas de ddciles, pues encontraron que las colonias de abejas de la primera
generacion de abejas retro-cruzadas africanizadas que ellos produjeron en su
estudio, respondieron mas rapido que las europeas, pero no picaron mas, quizas
por esto se deba investigar mas la utilidad de esta caracteristica defensiva en la
separacion de colonias defensivas de dociles. La variacion de la respuesta
defensiva esta influida por efectos relacionados al ambiente de la colonia
(Delaplane y Harbo, 1987; Southwick y Moritz, 1987) y por un gran numero de
variables climaticas (Southwick y Moritz, 1987) vy por los efectos del grupo
(Southwick y Moritz, 1985; Moritz y Burgin, 1987).

En un estudio posterior Guzman-Novoa et al., (2004) reportaron un rango del
tiempo que tardé la primera abeja en picar de 1.2 a 1.7 s, en colonias
africanizadas siendo la media de 1.53 s, mientras que las colonias europeas
tuvieron un rango de 7.1 a 41.6 s, siendo la media de 22.06 s; los datos promedios
se compararon con los encontrados en el presente estudio y hubo similitudes en
los tiempos de reaccion con valores de 2.12 s y 27.4 s, respectivamente. Los
datos de Guzman-Novoa et al.,, (2004) en cuanto al numero de aguijones
depositados en el parche de cuero y sus valores reportados tuvieron un rango de
0 a 44 siendo un promedio el 14.6 para las europeas y un rango de 45 a 98
aguijones con un promedio de 62.6 para abejas africanizadas. Esos valores se
compararon con los valores promedios encontrados en el presente estudio, en el
que el numero de aguijones depositados en el parche fue de 7.56 en las colonias
europeas y de 88.1 para las colonias africanizadas, aunque al hacer el
comparativo de estos resultados en forma porcentual a partir de la respuesta total,
calculando el porcentaje de participacion de cada genotipo se encontraron
algunas diferencias (Ej: En este estudio 88.1+7.56=95.66 total de aguijones;
88.1x100/95.66=92.09 porcentaje de participacion de las abejas que picaron

pertenecientes a las colonias africanizadas y 7.56x100/95.66 =7.90 porcentajes de
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participacion de las abejas que picaron pertenecientes a las colonias europeas: En
el estudio de Guzman-Novoa et al., (2004) 62.6+14.6=77.2 total de aguijones;
62.6x100/77.2=81.08 porcentaje de participacion de las abejas que picaron
pertenecientes a las colonias africanizadas y 14.6x100/77.2=18.91 porcentajes de
participacion de las abejas que picaron pertenecientes a las colonias europeas) y
no se encontraron diferencias para el tiempo que tardé la primera abeja en picar.
Concluyendo que las diferencias en el porcentaje de participacion de las abejas
africanizadas y europeas para el tiempo que tardé la primera abeja en picar fueron
muy similares en ambos estudios, cosa que no ocurrié6 para el numero de
aguijones en el parche de cuero, donde hubo una mayor distincion de la
participacion para aguijonear por parte de las colonias africanizadas que de las
europeas, lo que podria estar sugiriendo que la caracteristica defensiva medida
por el tiempo que tarda en picar la primer abeja es una buena opcion para separar
colonias defensivas y ddciles.

Estudios previos (Collins et al., 1984; Guzman-Novoa y Page,1993,1994b) han
encontrado correlaciones fenotipicas entre el tiempo que tarda la primera abeja en
picar y el numero de aguijones dejados por las abejas en un parche de cuero (r= [
0.48 y r = [1 0.79 repectivamente). Los resultados del presente estudio coinciden
mas con los resultados de Collins et al., (1984; r= (1 0.51), lo cual sugiere que el
empleo de estos dos componentes podrian ser utilizados como caracteristicas de
diagndstico, para la distincién de genotipos africanizados y europeos o defensivos
y déciles. Ademas Collins et al., (1984) estimaron heredabilidades de 0.59 y 0.57
para TP y para NA respectivamente, lo cual expresa la confiabilidad del valor
fenotipico de estas caracteristicas (Falconer, 1985).

Los resultados del presente estudio demostraron que las abejas del genotipo
africanizado tienen umbrales de reaccion mas bajos, por ello respondieron mas
rapido y con mayor numero de aguijones ante un estimulo similar al presentado
en las colonias europeas. La menor variacion en el tiempo de respuesta, nos
sugiere que esta caracteristica pudiera ser mas confiable en la separacion de

colonias dociles y defensivas, ya que el numero de aguijones, tuvo un mayor
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grado de variacion. Asi mismo la correlacion fenotipica negativa encontrada entre
estas dos caracteristicas también nos permite sugerir que su inclusion en un plan
de seleccidn podria ayudar a separar colonias dociles y defensivas. Collins et al.,
(1984) propuso que la correlacién entre el tiempo de reaccion y el numero de
aguijones es genético. Sin embargo sus métodos fueron insuficientes para
demostrar efectos de pleiotropia debido a que los zanganos que se utilizaron
como los padres en su esquema de cruzamientos venian de poblaciones con
caracteristicas de comportamiento y genético distintas al compararse con aquellas
de la poblacién original. Siendo posible que el tiempo de reaccion y el numero de
aguijones covarien genéticamente, pero también es factible que ambas
caracteristicas hayan sido seleccionadas independientemente y de este modo,
estén afectadas por diferentes genes (Falconer, 1985). Los resultados del
presente estudio deben ser tomados con precaucion debido a que el tiempo de
ejecucion de las pruebas pudo no ser tan amplio, pues se eligié realizar una
prueba al menos cada 24 h (Guzman-Novoa et al., 2003, 2004) bajo el supuesto
de no crear dependencia entre una y otra. Aunque los resultados fueron claros y
no se observaron incrementos ni decrementos importantes en los niveles de
respuesta esperados de las colonias europeas y africanizadas a pesar del

intervalo empleado en la aplicacion de las repeticiones.
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Cuadro 1.1. Analisis de varianza para el tiempo (s) que tardo la primera abeja en
picar y el numero de aguijones dejados en el parche de cuero en colonias
africanizadas y europeas que se encuentran en su propio ambiente.

Cuadrados Medios

Fuente de

Variacion gl Tiempo F P Aguijones F P
Bloque (dia) 7 0.4768 0.61 0.7453 1.3018 0.97 0.4552
Genotipo 1 85.9507 110.15 <0.0001 305.5328 228.66 <0.0.001
Error 87 0.7803 1.3361

Los datos fueron transformados a logaritmo +1 ya que no eran homocedasticos.
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Cuadro 1.2. Media y error estandar para el tiempo (s) que tardo la primera abeja
en picar y el numero de aguijones dejados en el parche de cuero en colonias
africanizadas y europeas que se encuentran en su propio ambiente.

Tiempo Aguijones
Genotipo n media + ee media + ee
Africanizado 46 212 £ 0.46a 88.1 £ 6.87a
Europeo 46 274 + 3.37b 7.56 £ 3.3b

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.0001) basadas en el
analisis de varianza y diferencia de medias por medio de pruebas Tukey, con
datos transformados a logaritmo +1. Las comparaciones solo son validas dentro
de la misma columna. Las medias + errores estandar son valores reales no
transformados.
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CAPITULO Il

COMPARACION DEL COMPORTAMIENTO DEFENSIVO DE LAS ABEJAS
AFRICANIZADAS Y EUROPEAS QUE SE ENCUENTRAN EN SU PROPIA
COLONIA, PARA EL NUMERO DE ABEJAS QUE RESPONDEN AL ISOPENTIL
ACETATO Y QUE PERSIGUEN A LOS OPERADORES.

Introduccién

La organizacion social de las colonias de abejas esta influenciada por sefiales
quimicas que son activamente producidas y transmitidas por las reinas, las
obreras adultas y por las crias (Slessor et al., 2005). Una mezcla de substancias
son liberadas de la glandula de Koshewnikov del aparato del aguijon de las abejas
obreras en el momento de picar (Grandperrin y Cassier, 1983) y son volatizadas
sobre la membrana cetacea (Lensky et al., 1994). De los 40 componentes
reconocidos, mas de 30 son muy volatiles y pueden estar involucrados en la
respuesta de alarma de la colonia. El isopentil acetato (IPA) se ha encontrado
como el principal componente de la feromona de alarma y por ser el compuesto
responsable de la liberacion del comportamiento de aguijoneo de las abejas (Boch
et al., 1962). Recientemente Hunt et al., (2003b), descubrieron un nuevo
componente de la feromona de alarma (3-methyl-2-buten-1-yl acetate) en el
aparato del aguijon de las abejas africanizadas que tiene efectos similares a los
del IPA.

El comportamiento defensivo consiste de varios patrones de conducta de las
abejas como son, la guardia, la persecuciéon y el aguijoneo (Breed et al., 2004).
Estos se originan en las cercanias del nido; la defensa del nido involucra entonces
la respuesta de la colonia a los efectos del IPA por parte de las abejas guardianas.
El sistema primario de proteccion de la colonia esta encabezado por las
guardianas que se encuentran a la entrada de la colmena y varios estudios han
enfatizado el papel de las guardianas en la respuesta del aguijoneo (Arechavaleta-
Velasco y Hunt, 2003; Hunt, 2007). Solo un 10% de las abejas de una colonia
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realizan tareas de guardia en alguin momento de su vida (Hunt et al., 2003a;
Moore y Moor, 1987). Estos individuos especializados en la defensa se encargan
de vigilar la entrada del nido, inspeccionando a las abejas o a otros artropodos que
quieran entrar. Las guardianas mantienen una postura tipica de alerta por lo que
son facilmente reconocibles (Ribbands, 1954; Moore et al., 1987). Las colonias
con obreras que hacen guardia por periodos mas largos que solo un dia o varios
dias (Breed et al., 1988), presentan mayores niveles de respuesta de aguijoneo
que las colonias con guardianas menos persistentes (Breed y Rogers, 1991; Hunt
et al., 2003a) Arechavaleta-Velasco y Hunt, (2003) reportaron una correlacién
entre el numero de abejas a la entrada de la colmena y la respuesta de aguijoneo
de la colonia.

Las defensoras no guardianas (persecutoras y aguijoneadoras) comprenden un
grupo de abejas involucradas en la defensa de la colonia (Breed, 1991; Cunard y
Breed, 1998). Estas pueden ser diferenciadas de las guardianas y las
pecoreadoras por el desgaste de sus alas, aunque no existe suficiente evidencia
para concluir que las persecutoras y las aguijoneadoras sean grupos defensores
especializados distintos. Breed, (1991) estimé que cerca del 10% de las abejas de
una colonia europea podrian estar involucradas en una respuesta de aguijoneo y
quizas por eso podria considerarse como una tarea especializada. Aunque en las
colonias africanizadas la participacion de las abejas que pican al intruso podria
ser mayor al 50% (Diaz-Sanchez et al., 1998; Schumacher y Egen, 1995) y por lo
tanto este nivel de aguijoneo no podria ser considerado como especializacion de
la abejas (Breed et al., 2004). Las abejas que atacan, persiguen y pican se
denominan abeja soldado, pero no se consideran como abejas especializadas al
menos en las colonias africanizadas (Breed et al., 2004). Cunard y Breed, (1998)
encontraron que el 25% de las abejas europeas que han perdido su aguijén
después de picar continuan persiguiendo y hostigando a los intrusos y a esto le
llamaron como valor residual de la defensa.

Las pruebas de campo son comunmente utilizadas para evaluar el

comportamiento defensivo de las abejas; estas incluyen el uso de objetos en
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movimiento normalmente hechos de piel (Stort, 1974; Collins y Kubasek, 1982;
Villa, 1988; Guzman-Novoa y Page, 1993, 1994; Uribe-Rubio et al., 2003) o de
plastico (Spangler et al., 1990) que son presentados a las abejas para estimularlas
a picar. En otras pruebas se han utilizado productos quimicos para medir la
respuesta defensiva, contabilizandose el numero de abejas que son atraidas a la
entrada de la colmena (Boch et al., 1962; Collins y Kubasek, 1982; Breed y
Rogers, 1991).

Guzman-Novoa et al., (2003), compararon la confiabilidad de cuatro métodos para
evaluar el comportamiento defensivo de las colonias de abejas. Las pruebas
utilizadas fueron la de apreciacion, que asigna un valor numérico a cuatro
caracteristicas de las abejas de la colonia como son, volar al exterior, chocar y
picar al manejador, correr sobre los panales y la persecucion a 25 y 50 m. El
segundo método fue el de la feromona de alarma (isopentil acetato, IPA), que
mide el nivel de respuesta de una colonia por medio de la atraccion de abejas del
interior hacia la fuente de estimulacion. El tercer método fue medir el numero de
aguijones depositados en un parche de cuero agitado sobre la camara de cria y el
cuarto consistio en el uso de una pequenfa caja acrilica colocada a la entrada de la
colmena para medir el nUumero de veces que abejas confinadas en un espacio
determinado picaban. El método de apreciacion fue el mejor para separar los
grupos déciles de los defensivos, aunque el componente de persecucion fue el
mejor dentro de este método; y en segundo lugar resultdé el IPA para la
separacion de los grupos defensivos y los déciles, por lo que fue validado en el
presente estudio.

Hay pocos estudios que hayan evaluado el componente defensivo de persecucion
(Stort 1974; Spivak, 1991; Prieto-Merlos, 2002; Guzman-Novoa et al.,, 2003).
Estudios previos han reportado que las abejas africanizadas mantienen un
perimetro defensivo alrededor de la colonia mayor al que presentan las europeas.
El inicio de los ataques se puede iniciar a cortas distancias de la colmena
extendiéndose la persecucion al menos a 50 m, incluso pueden perseguir a un

intruso por varios kildmetros (Spivak, 1991).
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La utilizacion y perfeccionamiento de métodos practicos y econémicos para la
valoracion del comportamiento defensivo es importante cuando se desea disminuir
los accidentes ocasionados en personas y animales. La identificacion de grupos
genéticos por medio de pruebas de campo es también importante para fines de
regulacion y certificacion de origen en las explotaciones apicolas encargadas de la
crianza y reproduccion de material genético. Por ello se requieren técnicas de
campo que ofrezcan una elevada confiabilidad para la separacion de colonias
defensivas y dociles, y que ademas puedan ser utiles para fines de investigacion.
La identificacion de genotipos africanizados y europeos por medio de la evaluacién
de la respuesta de las colonias de abejas al IPA y la persecucion de los
operadores de las colmenas, es importante para la deteccion y seleccion de
colonias con los menores y mayores umbrales de reaccidén para que puedan ser

incorporadas dentro de un plan de seleccion.

Objetivo

El objetivo de este experimento fue comparar el numero de abejas que responden
al isopentil acetato y el numero de abejas que persiguen a los operadores a 25 m
en colonias africanizadas y europeas. Asi como determinar el grado de asociacion

de estas caracteristicas.

Materiales y Métodos
Colonias de origen y area de estudio
Las colonias de origen estuvieron encabezadas por reinas africanizadas y
europeas estas ultimas procedian de reinas importadas de Glenn Apiaries de
Fallbrook California , EUA, que fueron mantenidas por inseminacion instrumental

en México y las reinas africanizadas procedian de enjambres capturados a los

alrededores del Centro de Mejoramiento Genético, Investigacion y Transferencia
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de Tecnologia en Apicultura a cargo del Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas y Forestales (INIFAP), lugar donde se realizaron los trabajos. Este se
ubica en Villa Guerrero, Estado de México, localizado a los18° 58" Ny 99° 38" Wy
a 2160 msnm donde predomina un clima templado sub-humedo con una
precipitacion pluvial de 1,242 mm y una temperatura anual promedio de 12-14°C
(INEGI, 2006).

Para corroborar el origen africanizado o europeo de las colonias de origen se
emplearon métodos morfométricos (Sylvester y Rinderer, 1987) y pruebas de
comportamiento (Guzman-Novoa y Page, 1993; Guzman-Novoa et al., 2003).

Tres colonias africanizadas y tres europeas fueron utilizadas para este
experimento. A cada una de las colmenas que contenian a estas colonias se le
asigné un numero y su poblacidén se homogenizd a cuatro panales de cria
operculada (cria en su etapa de pupa), dos de alimento con miel y polen, una reina
inseminada marcada con una placa de plastico y numerada (Graze, KG,
Weinstadt, Alemania®) y a la cual se le corto un tercio del ala anterior derecha,
para evitar que volara. Al final de la homogenizacién cada colonia tenia una
poblacién aproximada de 4000 abejas obreras adultas. Las colmenas se
establecieron a una distancia de 10 m entre ellas para minimizar la participacion
de abejas ajenas a la colonia durante la realizacion de las pruebas defensivas,
recibiendo todas ellas un manejo similar durante el tiempo que duré el estudio.
Cuarenta y cinco dias después de la instalacién de las colonias experimentales y
habiéndose realizado el ajuste de la poblacion y la cria, se realizaron las pruebas
para evaluar el comportamiento defensivo utilizando IPA (Collins y Kubasek, 1982;
Guzman-Novoa et al., 2003). Las pruebas se realizaron durante 9 dias
consecutivos. En las seis colonias (3 africanizadas y 3 europeas) experimentales
se realizaron dos tipos de prueba por dia: reaccion al IPA y persecucion de los
operadores, por lo que se hicieron 12 pruebas por dia y en total se realizaron 108
(9x12): Pruebas de IPA; 27 en las africanizadas y 27 en las europeas: Prueba de
persecucion: 27 en las africanizadas y 27 en las europeas. Se realizé una prueba

cada 30 min hasta completar las doce pruebas. Primero se realizaron las pruebas
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de IPA y después las de persecucion. Las pruebas fueron aplicadas en forma
aleatoria dentro de cada bloque (dia), con la finalidad de hacer las unidades
experimentales mas homogéneas, para reducir la variabilidad y evitar que los
efectos del tratamiento se vieran confundidos por la posible heterogeneidad de las

unidades experimentales y bajo el supuesto de independencia.

Respuesta al Isopentil acetato (IPA)

Esta se midié como la diferencia en el numero de abejas que respondieron en 20
s, al IPA a la entrada de cada colmena en dos fotografias. La metodologia
propuesta por Collins y Kubasek, (1982) y Guzman-Novoa et al., (2003) fue
modificada mediante la utilizacién de una tira de madera de 50 cm de largo x 1 cm
de diametro que llevaba fijo en uno de sus extremos un tubo capilar de 75 mm de
largo herméticamente cerrado conteniendo 5 ul de IPA, (Lab. SIGMA®), envuelto
por un papel filtro de 2 x 2 cm. La prueba se desarrollo como sigue: sin utilizar
humo, el baston se coloco a 0.5 cm frente a la entrada de la colmena y se tomo
una fotografia con una camara digital para registrar el numero de abejas
presentes en ese momento; enseguida, se retird el baston y con la ayuda de una
pinza se rompio el tubo capilar para liberar el IPA que impregno el papel filtro e
inmediatamente se colocé en la entrada de la colmena por 20 s, después del cual
se tomd una segunda fotografia. La colmena se ahumé y se dio por terminada la
prueba. Esto se hizo hasta terminar las pruebas en todas las colmenas.

Las fotografias fueron almacenadas en una contadora y con la ayuda del editor de
imagenes se realizd el conteo, el cursor sirvid para sefialar y marcar con una
pequefa linea (3 mm aproximadamente) de color las abejas que se encontraban
en la imagen. Cada 50 abejas contadas o menos se cambiaba de color, de esa
manera no existié confusion en el conteo. El numero de abejas contadas antes y
después del uso del IPA fueron registradas con la fecha de realizacion de la
prueba. El registro se dividié en cinco columnas: la primera indicaba el origen de la

colonia (africanizada o europea), la segunda el numero de la colonia o réplica (1,2
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o 3), la tercera el numero de abejas antes de la exposicién a la IPA (primera
fotografia), la cuarta indicaba el nimero de abejas después de 20 s de exposicion
al IPA (segunda fotografia) y en la quinta se calcul6 la diferencia en el numero de
abejas contadas antes y después del uso del IPA. Esta diferencia se utilizé para

determinar la magnitud de la respuesta defensiva de las colonias.

Persecucion del operador de las colmenas

Para evaluar la respuesta de persecucion de los dos operadores por parte de las
abejas, se siguid la metodologia propuesta por Guzman-Novoa et al., (2003,
2004). La prueba consiste en emular una revision rutinaria de la colmena, y se
desarrollo como sigue: Se aplicaron dos bocanadas ligeras de humo por la entrada
de una de las colmenas, inmediatamente después se retiraron las tapas que
protegen la colmena y se aplicé una bocanada mas de humo, y se extrajeron uno
por uno 2 bastidores del interior de la colmena e inmediatamente se retornaron al
interior de la colmena y se cerraron sin aplicar mas humo; los operadores se
alejaron caminando a 25 m de la colmena en una direccion previamente
determinada. Cada uno de los operadores se colocé uno enfrente del otro a una
distancia de 3 metros, y en base a una apreciacion visual se contaron mutuamente
el numero de abejas que los persiguieron y volaban a su alrededor y se registré
ese valor. Al término de cada prueba la colonia fue tranquilizada con humo. Esto

se repitid hasta terminar las pruebas en todas las colonias.

Analisis estadisticos. Se realizdé un analisis de varianza utilizando un modelo de
bloques al azar. Con objeto de cumplir con los supuestos de normalidad los datos

se transformaron a log+1 (Sahai y Ageel, 2000).

El modelo utilizado para el Disefio de Bloques al Azar fue el siguiente:
Yijk= M+ B+ Gj + aljk

Donde :
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Yix = variable medida transformada (reclutamiento o persecucion) en la k-ésima
observacion aleatoria asociada al i-ésimo bloque o dia y al j-ésimo grupo
genético.

M = media de la poblacién

Bi = efecto del i-ésimo bloque o dia (i=1...9)

G; = efecto del j-ésimo genotipo (j = Africanizado y Europeo)

Eii = error aleatorio ~ NID (0,07)

Se realizé un analisis de correlacion para determinar los efectos de asociacion

entre la respuesta al IPA y la persecucion a los operadores.
Resultados

El andlisis de varianza mostré que el genotipo tuvo un efecto significativo sobre el
numero de abejas que respondieron al IPA (F144 = 61.92, P<0.0001; Cuadro 2.1).
La media + error estandar en respuesta al IPA para el genotipo africanizado fue de
113.85 + 10.13 y para el europeo de 30.81 + 7.38 (P<0.0001, Cuadro 2.2). En
otros resultados el genotipo si influyé sobre la persecucién de las abejas a los
operadores (F144 = 137.89, P<0.0001; Cuadro 2.1). La media * error estandar para
la persecucion de las abejas a los operadores a 25 m fue de 2548 +1.94y 2.14 +
1.94 para abejas africanizadas y europeas, respectivamente (P<0.0001; Cuadro
2.2). La correlacion de Pearson para el numero de abejas que respondieron al IPA

y el numero de abejas que persiguieron a los operadores fue significativa (r= 0.58).
Discusion

Existen pocos estudios que hayan evaluado el numero de abejas que responden
al IPA (Collins y Kubasek, 1982; Breed y Rogers, 1991; Quezada-Euan y Paxton,
1998; Guzman-Novoa et al., 2003). Los resultados de Guzman-Novoa et al.,
(2003) y Hunt et al., (2003b), coinciden con lo encontrado en el presente estudio,

ya que la respuesta al IPA, permitié distinguir estadisticamente la respuesta de las
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colonias africanizadas de las europeas. En el presente estudio se encontré que las
colonias de abejas africanizadas respondieron con 3.7 veces mas abejas que las
colonias europeas después de haber sido expuestas al IPA, asi como que las
colonias africanizadas respondieron persiguiendo con 12 veces mas abejas que
las que respondieron en las colonias europeas.

De acuerdo con Breed et al., (1988) existe una fuerte correlacién entre la guardia
y el comportamiento de aguijoneo a nivel de colonia. Mas guardianas significan
mayores probabilidades de detectar a los intrusos y por lo tanto responderan en
mayor cantidad. En el presente estudio las colonias africanizadas reclutaron (mas
guardia) y persiguieron con mayor cantidad de abejas que las europeas, por lo que
hipotéticamente responderian con un mayor numero de abejas en una respuesta
de aguijoneo. Esta suposicion también esta basada en lo reportado por
Arechavaleta-Velasco y Hunt, (2003) que encontraron que las colonias con mayor
cantidad de abejas realizando guardia también fueron las que picaron mas en
pruebas de campo. Los resultados del presente estudio confirmaron que la
respuesta al IPA y la persecucién tuvieron una correlacion significativa, que se
traduce en que las colonias con mayor numero de abejas que respondieron a la
IPA, también persiguieron mas a los 25 m. Por lo que al parecer las colonias con
abejas que presentaron mayor respuesta a la exposicion del IPA y que también
persiguieron mas a los intrusos, podrian tener mayor oportunidad para aguijonear
a los operadores.

En un estudio realizado por Guzman-Novoa et al., (2004), reportaron un rango de
139 a 244 para el numero de abejas africanizadas que respondieron al IPA, siendo
la media de 174; mientras que las europeas tuvieron un rango de 29 a 150 siendo
la media de 73. Para el numero de abejas que persiguieron las africanizadas
reportaron un rango de 43 a 47 abejas en ambientes compartidos, siendo la media
de 44.3; mientras que las europeas tuvieron un rango de 0 a 6 siendo la media de
2.3.

En el presente estudio encontramos que las abejas de las colonias africanizadas

tuvieron un promedio de 113.85 abejas que respondieron al IPA; mientras que las
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abejas de las colonias europeas respondieron con una media de 30.81. Y para el
componente de persecucion en las colonias africanizadas se presenté una media
de 25.48, mientras que en las colonias europeas una media de 2.14. De este
modo al comparar las medias de los dos estudios anteriores y transformarlos a
porcentaje de participacion de las abejas africanizadas y las europeas se encontré
una proporciéon de 70:30 respectivamente en el estudio de Guzman-Novoa et al.,
(2004) y de 80:20 respectivamente en el presente estudio. Para el numero de
abejas que persiguieron al operador en el estudio de Guzman-Novoa et al., (2004)
se encontr6 una proporcion de 95:5 para africanizadas y europeas
respectivamente, y en el presente estudio se encontré una proporcion de 91:9
para africanizadas y europeas respectivamente. De esta comparacion de
resultados se puede concluir que se encontraron resultados muy similares de
participacion de las abejas en estas dos caracteristicas defensivas. Por lo que se
puede recomendar su uso para la identificacion de estos dos grupos genéticos,
pues estas pruebas se realizaron en poblaciones independientes a las utilizadas
en estudios previos. En otros estudios también se ha demostrado que las abejas
africanizadas persiguen a los intrusos con 10 a 30 veces mas abejas que las
abejas europeas (Guzman-Novoa et al., 2003; Prieto-Merlos, 2002; Stort y
Goncalves, 1991), lo cual fue confirmado en el presente estudio, pues las abejas
africanizadas persiguieron a los operadores con 12 veces mas abejas que las
europeas.

Estas caracteristicas defensivas parecen encontrarse dentro del modelo de
umbrales de reaccidn que sefiala que las obreras tienen umbrales internos para
responder a estimulos relacionados a trabajos especificos, es decir que las tareas
son realizadas en respuesta a un estimulo especifico y que una obrera realiza un
trabajo cuando un estimulo excede su umbral interno. EI modelo propuesto por
Robinson y Page, (1989) supone que las diferencias genotipicas son responsables
de la mayor parte de la variacién en la respuesta defensiva. En el presente
estudio, las diferencias en las dos caracteristicas defensivas analizadas fueron

significativamente influenciadas por el genotipo, ya que las abejas africanizadas
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respondieron con mayor cantidad de abejas a un estimulo olfativo (IPA) vy
persiguieron a un operador con la mayor cantidad de abejas que las colonias
europeas.

La correlacion fenotipica positiva y significativa encontrada en el presente trabajo,
podria indicar que la asociacion de estos dos componentes es util como
herramienta diagndstica. Sin embargo debido a la naturaleza de las colonias (de
reinas de apareamiento natural, con lineas paternas desconocidas) que se
utilizaron es insuficiente para demostrar efectos de pleiotropia, aunque también es
posible que ambas caracteristicas hayan sido seleccionadas independientemente,
y de este modo estén afectadas por diferentes genes (Falconer, 1985). La
confirmacion de que las colonias africanizadas responden en mayor cantidad ante
un estimulo defensivo como fue el IPA y que persiguen a los operadores de las
colonias en mayor numero que las europeas, asi como el coeficiente de
correlacion encontrados en este estudio apoyan la recomendacion para que estas
caracteristicas sean incluidas como pruebas diagnosticas para medir el
comportamiento defensivo de las colonias de abejas. Los resultados del presente
estudio deben ser tomados con precaucion debido a que el tiempo de ejecucién de
las pruebas pudo no ser tan amplio, pues se eligié realizar una prueba al menos
cada 24 h (Guzman-Novoa et al., 2003, 2004) bajo el supuesto de no crear
dependencia entre una y otra. Aunque, los resultados fueron claros y no se
observaron incrementos ni decrementos importantes en los niveles de respuesta
observados de las colonias europeas y africanizadas a pesar del intervalo
empleado en la aplicacion de las repeticiones y del numero de colonias empleadas

en el experimento.
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Cuadro 2.1. Analisis de varianza para el numero de abejas que respondieron al
uso del Isopentil acetato (IPA) a la entrada de la colmena y para el numero de
abejas que persiguieron al manejador de la colmena a 25 m, en colonias de abejas
africanizadas y europeas que se encontraban en su propio ambiente.

Cuadrados Medios

Fuente de

Variacion gl Reclutamiento F P Persecucion F P
Bloque (dia) 8 2.3713 3.02 0.0086 1.0778 2.02 0.0661
Genotipo 1 48.6343 61.92 <0.0001 73.5831 137.89 <0.0001
Error 44 0.7856 0.5336

Los datos fueron transformados a logaritmo +1 ya que no eran homocedasticos.
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Cuadro 2.2. Medias y error estandar para el numero de abejas que respondieron
al uso del Isopentil acetato (IPA) a la entrada de la colmena y para el numero de
abejas que persiguieron al manejador de la colmena a 25 m en colonias de abejas
africanizadas y europeas que se encontraban en su propio ambiente.

Reclutadas Persecutoras
Genotipo n mediatee mediatee
Africanizado 27 113.85 £ 10.13a 2548 £ 2.75a
Europeo 27 30.81 +7.32b 2.14 + 0.66b

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.0001) basadas en analisis
de varianza y por comparacién multiple de Tukey. Los datos fueron transformados
a logaritmo +1 para normalizarlos. Las comparaciones solo son validas dentro de
la misma columna. Las medias + errores estandar son valores reales no
transformados.
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CAPITULO 1l

DETERMINACION DE EFECTOS GENOTIPICOS PARA LAS
CARACTERISTICAS DE GUARDIA: PROPENSION, PERSISTENCIA Y EDAD
DE INICIO EN ABEJAS AFRICANIZADAS Y EUROPEAS (Apis mellifera L.)

Introduccién

La division de las tareas en las colonias de abejas (Apis mellifera L.) esta
influenciado por la edad (Lindauer, 1971; Winston, 1987; Seeley y Kolmes, 1991),
el genotipo (Calderone y Page, 1988; Page y Robinson, 1991; Palmer y Oldroyd,
2000) el ambiente (Breed y Rogers, 1991) y las necesidades particulares de la
colonia (Calderone y Page, 1988; Robinson, 1992; Theraulaz et al.,, 1998;
Myerscough y Oldroyd, 2004). El comportamiento defensivo de guardia para su
estudio se puede dividir en dos caracteristicas como la propension y la
persistencia (Hunt et al., 2003). La propensién es una caracteristica que se refiere
como el numero de abejas que realizan guardia a la entrada de la colmena (Hunt
et al., 2003) y la persistencia como el numero de dias que una abeja permanece
como guardiana, siendo esta la principal caracteristica de la guardia que
determina el grado de especializacion de las abejas (Hunt et al., 2003). Breed et
al., (1990), encontraron que el genotipo de las obreras influye sobre Ila
probabilidad que una abeja se comporte como guardiana en la colonia.

Las abejas guardianas son las responsables de realizar actividades de vigilancia y
alertar a otros integrantes de la colonia de la presencia de intrusos por medio de la
secrecion de feromonas de alarma (Maschwitz, 1964; Butler y Free, 1952). Estas
abejas son visiblemente reconocidas por la actitud que adoptan al encontrarse a la
entrada de la colmena, ya que se mantienen alertas ante la presencia de cualquier
intruso e interceptan a las abejas que regresan del campo y pretenden ingresar a
la colmena, (Ribbands, 1954; Moore et al., 1987).
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La estructura demografica de la colonia, la edad, el genotipo asi como la magnitud
y tipo de estimulo, influyen en la expresion de las tareas defensivas que realizan
grupos de abejas especializados (Moore et al., 1987; Breed et al., 1990; Hunt et
al., 2003; Breed et al., 2004). Aunque también la temperatura (Southwick y Moritz,
1987) y el tamafio de las colonias (Collins et al., 1982).

El componente de guardia realizado por un grupo especializado y esta
genéticamente determinado, se realiza por un periodo de uno a tres dias por las
obreras europeas, aunque algunas lo pueden extender hasta por 6 dias (Moore y
Moor 1987). En las colonias africanizadas la persistencia en la guardia se puede
presentar hasta por 21 dias (Hunt et al., 2003). Arechavaleta-Velasco y Hunt,
(2003) encontraron un numero promedio de 1.9 dias de abejas que hicieron
guardia y no encontraron diferencias entre las colonias de retrocruza africanizada
y europea. Sin embargo, Breed y Rogers (1991) encontraron diferencias en el
comportamiento de guardia entre colonias muy defensivas y ddciles, concluyendo
que la expresion del comportamiento de guardia esta influida por el genotipo de la
colonia. Guardianas de las colonias con elevado comportamiento defensivo
realizaron guardia por mas tiempo que las guardianas de colonias con bajo nivel
defensivo. Asi mismo Arechavaleta-Velasco y Hunt, (2003) demostraron la
existencia de efectos genéticos y ambientales influyendo sobre la persistencia de
guardia de las abejas.

Las caracteristicas defensivas de propension y persistencia en la guardia fueron
estudiadas por Hunt et al., (2003) y encontraron que las abejas africanizadas
fueron mas persistentes que las europeas y estas ultimas fueron mas propensas
que las africanizadas. En las colonias del estudio de Hunt et al., (2003) donde se
encontraban las abejas de los genotipos africanizados y europeos compartiendo el
mismo ambiente, el tiempo que durd la guardia fue mayor en un 50% para las
abejas africanizadas. Sin embargo sus resultados fueron realizados con solo dos
repeticiones de cada uno de los tratamientos (colonias africanizadas y europeas),

por lo que en este estudio se decidid realizar una ampliacién. Se incluyé la edad

57



de inicio de la guardia pues es bien sabido que existe una estrecha relacion entre
la edad y la tarea que realizan las abejas (Winston, 1987).

La deteccion de efectos genéticos sobre el comportamiento de guardia se
presenta debido a las diferencias individuales en su tendencia inherente para
realizar actividades de vigilancia dentro de la colonia pudiendo presentarse
interacciones entre el genotipo y el ambiente de colonia. Por lo que realizar
estudios entre genotipos extremos como las abejas africanizadas y las europeas
ayudara a esclarecer los mecanismos de distribucidon de las tareas en el

comportamiento defensivo.

Objetivo

Determinacion de efectos genotipicos para las caracteristicas de guardia:
propension, persistencia y edad de inicio en abejas africanizadas y europeas

(Apis mellifera L.)

Materiales y Métodos

Colonias de origen y area de estudio

Las colonias fuente estuvieron encabezadas por reinas africanizadas y europeas.
Estas ultimas procedian de reinas importadas de Glenn Apiaries de Fallbrook
California, EUA, que fueron mantenidas por inseminacién instrumental en México y
las reinas africanizadas procedian de enjambres capturados a los alrededores del
Centro de Mejoramiento Genético, Investigacion y Transferencia de Tecnologia en
Apicultura a cargo del Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas y Forestales
(INIFAP), lugar donde se realizaron los trabajos. Este se ubica en Villa Guerrero,
Estado de México, localizado a los18° 58" N y 99° 38" W y a 2160 msnm donde
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predomina un clima templado sub-humedo con una precipitacion pluvial de 1,242
mm y una temperatura anual promedio de 12-14°C (INEGI, 2006).

Para corroborar el origen africanizado o europeo de las colonias fuente se
emplearon métodos morfométricos (Sylvester y Rinderer, 1987) y pruebas de
comportamiento (Guzman-Novoa y Page 1993; Guzman-Novoa et al., 2003).

Se utilizaron dos grupos de colonias experimentales: el primero fueron las colonias
de origen africanizado y europeo que representan a las colonias fuente citadas
arriba. Estas sirvieron de suministro de cria y abejas adultas. El segundo se
constituyé de colonias de origen africanizado y europeo que formaron los
ambientes experimentales que sirvieron para recibir abejas africanizadas y

europeas jovenes marcadas con un color distintivo.

Ambientes experimentales

Tres colonias europeas y tres africanizadas procedentes del segundo grupo
elegido; mencionado arriba, formaron los ambientes experimentales. Estas
colonias se establecieron cuarenta y cinco dias antes de la introduccion de abejas
marcadas pertenecientes a los genotipos africanizados y europeos conforme se
describe mas abajo. Su poblacién se homologé quitando cuadros de cria y abejas
adultas con objeto de controlar las diferencias en la poblacién entre las colonias,
ya que esto podria afectar las pruebas para evaluar la defensividad. Estos
ambientes se integraron con 7 panales de cria y una poblacién aproximada de
30,000 abejas adultas (3.8 kg de abejas; Otis, 1982), asi como tres panales con
miel y polen ademas de un alza y una reina fecundada con alas cortadas y con
placa de plastico numerada (Graze, KG, Weinstadt, Alemania®) que no estaba
emparentada con las abejas marcadas. Cada colonia fue alimentada
semanalmente con tres litros de jarabe de azucar (1:1) y se aplicé tratamiento de
antibidticos (terramicina, Lab. Pfizer®) para prevenir el desarrollo de
enfermedades bacterianas. A cada colonia también se le colocd una ampliacién de

piquera de 40 cm? a la entrada de la colmena con una cubierta de acrilico
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transparente para mejorar la observacién y la captura de las abejas que realizaban
tareas de guardia (propension o persistencia). Los experimentos se realizaron
durante los meses de mayo a septiembre que son criticos para el mantenimiento
de las colonias de abejas, debido a la escasez de fuentes naturales de
alimentacioén, por lo que las colonias tuvieron que ser alimentadas como se
describi6 anteriormente.

Panales de cria de abejas africanizadas y europeas procedentes del primer grupo
que se encontraban en estado de pupa se introdujeron en una incubadora
eléctrica donde se mantuvieron a temperatura y humedad controlada (32 °C y a
60% HR). Las abejas que emergieron a las 24 h de estos panales, fueron
pintadas con un color distintivo para cada genotipo. En total se marcaron 6000
abejas (3000 africanizadas y 3000 europeas) distribuidas en 6 lotes de 1000
abejas (500 africanizadas y 500 europeas) introducidas en cada colonia
experimental. Para el marcado de las abejas se utilizé pintura automotriz de color,
pintando el dorso del torax de las abejas. Esto se realizé en un dia por lo que
asumimos que la mayoria de las abejas tenian menos de 24 h de edad al
momento en que fueron introducidas. El pintado de las abejas se realizd dentro de
las instalaciones del laboratorio, lugar donde también se encontraba la incubadora.
Las abejas pintadas fueron introducidas a las colonias del grupo dos por la tarde
para evitar que las abejas pudieran salirse de las colmenas. Esto se realizo,
abriendo la colmena con poco humo y las abejas fueron vertidas al interior y se
cerro. Las colonias fueron alimentadas con jarabe de azucar, para mejorar la
aceptacion de las abejas pintadas y se redujo la piquera.

La toma de datos se inicié cuando las primeras abejas marcadas de cualquiera de
los genotipos se observaron realizando guardia a la entrada de la colmena. Tres
caracteristicas defensivas fueron evaluadas, la primera fue la propensién que
midi6 el numero de abejas de cada genotipo que realizaban actividades de
guardia; la segunda fue la persistencia, que consistiéo en contar el numero de dias
gue una abeja en particular hizo guardia y en tercer lugar se determind la edad de

inicio de la guardia.
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La propension se registrod identificando el color de las abejas, lo que indicod su
origen genético y de esta manera se contabilizé la presencia de un genotipo y otro
cada dia. Para determinar la persistencia solo las abejas que permanecieron al
menos por cinco minutos realizando la guardia fueron capturadas con la ayuda de
un tubo de micro centrifuga de 1.5 ml y fueron trasladadas al laboratorio donde
fueron anestesiadas con bidxido de carbono durante 3 min y se les coloco sobre el
térax, una placa de plastico numerada y del color asignado al genotipo
africanizado o europeo.

Durante 18 dias consecutivos se registrd el numero de abejas guardianas de cada
genotipo (propension), asi como los numeros y color de placa de las abejas que
permanecieron en la guardia por algun tiempo (persistencia) en cada uno de los
ambientes experimentales.

La edad fue calculada a partir del dia en que fueron vistas por primera vez las
abejas de cualquier genotipo realizando labores de guardia a la entrada de la
colmena. Por ejemplo abejas de un genotipo u otro que fueron vistas por primera
vez en el dia 1 y hasta el 18, realizando tareas de guardia correspondieron a la
edad en que iniciaron la guardia y se agrego un dia, pues al momento de ser
introducidas a los ambientes experimentales ya se conocia su edad.

Las observaciones a la entrada de la colmena se realizaron en dos sesiones de 30
min una por la manana y otra por la tarde y la suma de las dos lecturas para
propension se utilizd para la realizacion de los analisis estadisticos
correspondientes pues representd el numero de abejas guardianas del genotipo
africanizado o europeo por dia. Estas observaciones se hicieron asi para seguir el
curso de muchas de las abejas guardianas marcadas (Hunt et al., 2003), pues en
su mayoria hacen guardia por un dia y so6lo unas pocas abejas, o hacen por mas

tiempo (Moore et al., 1987; Arechavaleta-Velasco y Hunt, 2003).
Andlisis estadisticos. Se realiz6 un analisis de varianza utilizando un

experimento factorial (2x2), en un disefio completamente al azar, siendo los

factores grupos genéticos (Africanizado y Europeo) y los ambientes (Africanizados
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y Europeos) con 3 replicas (Stell y Torrie, 1980), para las caracteristicas de
propensién, persistencia y la edad de inicio de guardia. Con objeto de cumplir los
supuestos de normalidad, los datos de propension se transformaron a logaritmo
+1, los de persistencia a logaritmo natural y los de la edad al inicio no fue

necesario transformarlos pues se distribuian normalmente.

El modelo que se empled fue el siguiente:

Yije = P + Ci+ ) +A; + Gk +(AG)k + E(ijye

Yixe = variable medida transformada (propension, persistencia y edad de inicio de
guardia) en la f-ésima observacion aleatoria, asociada a la i-ésima colmena
(bloque o réplica) y al 5, error de restriccion del (bloque o réplica) y al j-ésimo
ambiente (Africanizado y Europeo) y al k-ésimo grupo genético (Africanizado y
Europeo).

M = media de la poblacién

Ci = efecto de la colmena (Bloque o réplica)

&) = es el error de restriccion para (Bloque o réplica)

A; = efecto del i-ésimo ambiente (i= Africanizado y Europeo)

Gk = efecto del j-ésimo genotipo (j= Africanizado y Europeo)

(AG) = efecto de interaccion del j-ésimo ambiente y el k-ésimo grupo genético

Eiie = error aleatorio ~ NID (0, o°)

Resultados

En el cuadro 3.1 se presentan los resultados del analisis de varianza para la
caracteristica de propension (numero de abejas que hacen guardia en cualquiera
de los ambientes), donde se muestra que no hubo diferencias significativas
causadas por el genotipo (F1474=1.73, P>0.1889). Pero si se encontraron efectos
de interaccion genotipo por ambiente (F1474=4.47, P>0.0351) y efectos

significativos por ambiente para la misma variable (F1474= 58.73, P<0.0001). La
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media + errores estandar para la propension de las abejas para realizar guardia y
los efectos de la interaccidon genotipo y ambiente se presentan en el cuadro 3.2.

En el cuadro 3.1 se presentan los resultados del analisis de varianza para la
caracteristica de persistencia, donde se muestra que no se encontraron
diferencias significativas del ambiente (F434=0.03, P>0.8565); en cambio, si hubo
efectos significativos del genotipo (F1634=25.52, P<0.0001) y de la interaccién
genotipo y ambiente (F1634=17.04, P<0.0001). La media y los errores estandar de
persistencia de las abejas para realizar la guardia y los efectos de interaccidn
genotipo y ambiente se presentan en el cuadro 3.2. Las abejas africanizadas
realizaron mayor numero de dias actividades de vigilancia que las abejas
europeas. Asi mismo las abejas africanizadas fueron mas propensas a realizar la
guardia en los ambientes africanizados y no se presentaron diferencias en la
propensién entre los dos genotipos en el ambiente europeo.

En el cuadro 1 se presentan los resultados del analisis de varianza para la edad
de inicio de guardia, donde se muestra que no existieron diferencias significativas
causadas por el ambiente (F4517= 0.10, P>0.7522) ni tampoco hubo efectos de
interaccidon genotipo por ambiente (F1517=2.03, P>0.1551), pero si se encontraron
efectos del genotipo sobre la edad de inicio (F1517=17.29, P<0.0001). La media %
errores estandar para la edad de inicio de guardia de los genotipos africanizados y
europeos se presentan en el cuadro 3.2. Las abejas africanizadas iniciaron la

guardia a una edad mas temprana que las abejas europeas.

Discusioén

Se encontrd una mayor propension a la guardia en los ambientes europeos que en
los africanizados. Este resultado es intrigante y pudiera deberse a diferencias
causadas por el pillaje de las abejas pertenecientes a otras colonias (robo de miel)
o por la fortaleza de las colonias. El pillaje pudo haber afectado a las colonias, de
tal forma que se incremento la guardia, aunque esto es especulativo sin embargo,

es conocido que existen muchos factores que pueden afectar el comportamiento
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de guardia (Breed y Rogers, 1991). Se ha comprobado que el numero de
guardianas durante el dia puede cambiar dependiendo de la presion causada por
el pillaje o bien por la presencia o ausencia de flujos de néctar (Downs y Ratnieks,
2000). Por ello en el presente estudio se eligieron dos lecturas de 30 min una por
la manana y otra por la tarde para tener mayor representatividad en la distribucién
de las guardianas. Los efectos de la interaccion se hicieron aparentes para la
propensién, al comparar las respuestas de los dos genotipos en los dos ambientes
(africanizados y europeos). EI numero de abejas (propension) africanizadas vy
europeas que hicieron guardia en cualquiera de los dos ambientes no fue diferente
entre ambos genotipos, pero si se presentd una diferencia significativa en el
numero de abejas entre los dos ambientes. Resultando interesante observar que
el numero de abejas africanizadas y europeas en el ambiente europeo favorecio la
presentacion de la guardia, en ambos genotipos. De acuerdo con Hunt et al.,
(2003) los efectos genéticos sobre el comportamiento de guardia surgen de las
posibles interacciones entre los individuos que tienen una predisposicion propia
para desempefar la guardia dentro de la colonia, por lo que se presentan las
interacciones entre el genotipo y el ambiente de colonia.

En otros resultados las abejas africanizadas se mantuvieron en promedio un dia
mas realizando guardia que las europeas. Sin embargo los efectos de la
interaccion se hicieron aparentes al comparar el numero de dias (persistencia) que
las abejas de ambos genotipos realizaron guardia en ambos ambientes. Donde se
encontré que las abejas africanizadas en el ambiente africanizado se manifestaron
con el mayor numero de dias realizando guardia y en el ambiente europeo no se
presentaron diferencias entre los dos genotipos.

Las abejas africanizadas disminuyeron significativamente su respuesta en
ambientes europeos con respecto a la observada en los ambientes africanizados y
las abejas europeas incrementaron significativamente su respuesta en ambientes
europeos con respecto a la observada en los ambientes africanizados. De este
modo las abejas africanizadas persistieron en la guardia dos dias mas que las

abejas del genotipo europeo en un ambiente africanizado, y el tiempo de vigilancia
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de las africanizadas disminuy6 en un dia cuando se encontraban en un ambiente
europeo. Las abejas europeas realizaron tareas de guardia similares a las
africanizadas en un ambiente europeo y su tiempo de vigilancia o persistencia
disminuy¢ significativamente en un dia cuando se encontraban en un ambiente
africanizado.

De lo anterior se puede inferir que probablemente las abejas africanizadas han
desarrollado caracteristicas defensivas mas especializadas que las europeas,
pues como lo indican estos resultados el genotipo africanizado influyd
significativamente en la persistencia, aun cuando presentd una disminucién en los
ambientes europeos. Y esto también es explicado por la diferencia observada en
la respuesta de las abejas de los genotipos africanizados contra los europeos en
el ambiente africanizado. La respuesta de las abejas europeas en un ambiente
europeo se incrementd significativamente, probablemente debido a los efectos
causados por la presencia de las abejas africanizadas, por lo que se puede
concluir que efectos genéticos y ambientales estan influyendo sobre el
comportamiento de guardia que concuerda con lo reportado en estudios previos
(Ribands,1954; Robinson y Page, 1988; Breed y Rogers, 1991; Downs y Ratnieks,
2000; Arechavaleta-Velasco y Hunt, (2003).

De acuerdo con Hunt et al., (2003) la propension es un producto de la tendencia
de las abejas para el inicio de la guardia asi como de la persistencia. Esto significa
que debido a la predisposicion de ciertas abejas para el inicio en el desempefio de
actividades de guardia y al tiempo que invierten en esa funcion, la propensioén es
una consecuencia, por ello la persistencia y la edad de inicio de la vigilancia
parecen ser mas importantes. Pues de acuerdo también con los resultados del
presente estudio la edad estuvo significativamente influenciada por el genotipo,
debido a que las abejas africanizadas se iniciaron con dos dias de anticipacion a
las europeas, lo cual también sugiere que las abejas africanizadas son mas
especializadas en actividades defensivas.

Las bases de la especializacidon surgen del numero de dias que los individuos se

ocupan de una cierta tarea, mas que de las probabilidades de ocupacion de las
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abejas observadas durante su fase de propension (Moore et al., 1987; Hunt et al.,
2003), pues aparentemente ésta se desarrollo mas a favor de la defensa contra
invertebrados y con -especificos (abejas pilladoras procedentes de otras colonias)
pues en Europa es posible que las abejas hayan estado mas expuestas a este tipo
de presion de seleccion a diferencia de lo que ocurrié con las abejas que
habitaban en Africa.

Los estudios de Hunt et al, (2003) se realizaron en colonias de abejas
catalogadas como de ambiente comercial con una poblacién cercana a las 35,000
abejas y en nucleos de abejas de apenas 5000 abejas. Se estimaron efectos
genotipicos en estas colonias después de haber introducido diferentes
proporciones de abejas africanizadas y europeas marcadas. Se evaluaron los
componentes de propension y persistencia en colonias africanizadas, europeas,
hibridas y retro cruzadas y se comprob6 un efecto aditivo para la persistencia.
Ellos encontraron efectos significativos de ambiente y de interaccién genotipo y
ambiente para el componente de propension. Esto fue parecido a lo encontrado
en el presente estudio, para la persistencia y no asi para la propensiéon donde
solo se encontraron efectos del ambiente. Asi mismo encontraron mayor numero
de abejas realizando guardia en las colonias europeas que en las africanizadas,
que también es apoyado por lo que se encontré en el presente estudio a juzgar
por los valores observados en las colonias de ambiente europeo. Las
interacciones de genotipo y ambiente también fueron reportadas en su estudio,
encontrando que las abejas europeas son mas propensas a la guardia en
ambientes donde existe una elevada proporcidon de abejas europeas que en
colonias con elevadas proporciones de abejas africanizadas, lo cual también fue
encontrado en el presente estudio. Pero en complemento de esos estudios, se
estda reportando que las abejas africanizadas disminuyeron el tiempo de
participacion en la guardia cuando se encontraban en los ambientes europeos
aunque su numero fue superior a las europeas en ambientes africanizados.
Guzman-Novoa y Page, (1994), reportaron que cuando las abejas africanizadas

convivieron con abejas europeas en ambientes europeos fueron menos defensivas
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en comparacion a cuando estuvieron en sus propias colmenas, lo que demuestra
la existencia de efectos ambientales. En el presente estudio observamos que
cuando las abejas africanizadas convivieron con abejas europeas en ambientes
africanizados fueron menos propensas a la guardia si se compara con los valores
observados de las abejas africanizadas en los ambientes europeos que cambid
de 5.04 abejas haciendo guardia a un promedio a 3.04, y lo mismo sucedi6 para
las abejas europeas en ambientes africanizados pues cambiaron de 5.36 a 2.13
abejas realizando guardia, lo cual también demuestra la existencia de efectos de
interaccidon genéticos y ambientales. Para la persistencia sucedi6 algo similar en el
caso de las abejas europeas que cambiaron de 4.14 abejas haciendo guardia en
los ambientes europeos a 2.89 en los ambientes europeos. Pero en el caso de las
africanizadas sucedio lo contrario es decir se observdé un cambio de 4.29 abejas
haciendo guardia en los ambientes europeos a 5.26 en los ambientes
africanizados, esto significé un incremento de 1 dia en las actividades de
vigilancia. En el estudio de Hunt et al., (2003) las abejas africanizadas en general
fueron también mas persistentes que las europeas, pero cuando separaron la
respuesta de persistencia de las colonias consideradas como comerciales y los
nacleos que emplearon; reportaron que las abejas europeas fueron mas
persistentes a la guardia que las africanizadas, y nuestros resultados no
concuerdan con lo que ellos reportaron. En el presente estudio se observo que las
abejas africanizadas fueron mas persistentes a la guardia en los ambientes
africanizados y no hubo diferencias en los ambientes europeos. Quizas estas
diferencias se dieron por las proporciones de abejas de los genotipos que se
incorporaron en sus colonias experimentales, pues observaron un incremento en
la persistencia cuando se compararon los valores de los nucleos vy las colonias de
tipo comercial (pe, 2.5 dias en los nucleos a 3.2 en las colonias de tipo comercial).
Y mencionan que esto se pudo deber a un efecto de reforzamiento del
comportamiento de guardia causado por un incremento de las interacciones entre
los individuos. Arechavaleta-Velasco y Hunt, (2003), reportaron el tiempo

promedio de la guardia en 1.9 dias en colonias de retrocruza consideradas como
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defensivas y ddciles, que aunque concuerda con los tiempos reportados en otros
estudios (Moore et al., 1987; Breed et al., 1988), no se demostraron diferencias
significativas entre estas, asi mismo estos tiempos son menores a los reportados
en el presente estudio, y el de Hunt et al., (2003).

En el estudio de Hunt et al., (2003) también reportaron que las abejas europeas
fueron mas sensibles al ambiente para el inicio de la guardia esto significé que las
europeas iniciarian la guardia a edades mas tempranas que las africanizadas; sin
embargo, en el presente estudio las abejas africanizadas iniciaron la guardia con
dos dias promedio de anticipacion que las europeas por lo que existe
contradiccion en estos resultados al menos interpretada la mayor sensibilidad de
las europeas como la edad a la que iniciaron la guardia. Por lo que no se
confirmaron las abejas europeas como mas sensibles (edad de inicio a la guardia)
a los efectos del ambiente.

Ahora bien que al observar los valores de propension y persistencia estos no
variaron a favor de uno u otro genotipo en los ambientes europeos, pero si en los
ambientes africanizados, donde se observd una clara distincion sobre todo para la
persistencia y no para la propension lo que pudiera estar confirmando a la
persistencia como una tarea especializada, que apoya lo sugerido por Hunt et al.,
(2003) (ver cuadro 3.2). De acuerdo con la teoria de los modelos umbral de
respuesta que supone que los estimulos ambientales influyen sobre las abejas del
nido para la realizacién de tareas especificas (Robinson y Page, 1989; Page y
Robinson ,1991), los resultados del presente estudio se ajustan a este modelo. Asi
mismo, Arechavaleta-Velasco et al., 2003 y Arechavaleta-Velasco y Hunt, (2004)
encontraron regiones dentro del genoma que influyen sobre la expresion del
comportamiento de guardia y que la variacion genética entre los miembros de la
misma familia puede influir sobre la probabilidad que una abeja individual realice
una tarea en particular y la division de las tareas en las colonias de abejas.

En varios estudios ya se habian reportado diferencias genotipicas entre abejas de
diferentes colonias en cuanto a la propension y persistencia (Moore et al., 1987;

Breed et al., 1988; Breed y Rogers, 1991) aunque estos trabajos solo se realizaron
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con genotipos europeos clasificados como muy defensivos y déciles y no se tomd
en cuenta la edad de las abejas.

Los datos presentados por Hunt et al., (2003) fueron obtenidos a partir del uso de
dos replicas de colonias africanizadas y europeas por lo que el presente estudio
realizado con 3 replicas de cada tipo, nos permiti6 corroborar parte de sus
resultados y en algunos casos no, por lo que se deben continuar realizando
estudios encaminados a determinar los mecanismos que estan regulando el
reforzamiento de la guardia asi como los factores ambientales internos y externos
que los afectan, para determinar cdmo se distribuyen las diversas tareas y que

genotipos intervienen en la respuesta defensiva.

69



Cuadro 3.1. Analisis de varianza para las caracteristicas del comportamiento de
1 2 . , 3 . . .
guardia: 'Propension, “Persistencia y "Edad de inicio en abejas africanizadas vy
. ., 4
europeas que se encuentran en un ambiente compartido .

Origen de Cuadrados
Variacion gl Medios F P

Propensic’)nl: Colmena 2 46.15
Genotipo (G) 1 0.83 1.73 0.1889
Ambiente (A) 1 28.27 58.73 <0.0001
GxA 1 2.15 4.47 0.0351
Error 474 0.48

Persistencia®: Colmena 2 24.68
Genotipo (G) 1 17.23 25.52 <0.0001
Ambiente (A) 1 0.02 0.03 0.8565
GxA 1 11.5 17.04 <0.0001
Error 634 0.67

Edad de inicio®  Colmena 2 21.06
Genotipo (G) 1 433.32 17.29 <0.0001
Ambiente (A) 1 2.5 0.10 0.7522
GxA 1 50.80 2.03 0.1551
Error 517 5.06

Los datos de propension fueron transformados a logaritmo +1 y los de persistencia a logaritmo
natural ya que no eran homocedasticos. Los datos de edad de inicio no fueron transformados
debido a que se distribuian normalmente.

Propension, nimero de abejas de los genotipos africanizados y europeos marcados que se
observaron realizando guardia a la entrada del nido; en colmenas de ambiente compartido.

Persistencia, numero de dias que abejas de los genotipos africanizados y europeos con placa
numerada y del color correspondiente a su genotipo, se observaron realizando guardia a la entrada
del nido; en colmenas de ambiente compartido.

3Edad de inicio de la guardia en abejas que fueron observadas realizando guardia a la entrada del
nido; en colmenas de ambiente compartido.

4 : . . ; _— .

Ambiente compartido, es un ambiente de colonia africanizado o europeo donde un conjunto de
abejas marcadas con un color distintivo pertenecientes a los genotipos africanizados y europeos
fue introducido en un mismo ambiente de colonia.
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Cuadro 3.2. Media y errores estandar para las caracteristicas del comportamiento
de guardia: *Propension, Persistencia y *Edad de inicio en abejas africanizadas y

. ., 4
europeas que se encuentran en un ambiente compartido .

Propensiénl: Ambiente” Genotipo® n media * e.e.

Europeo 230 5.20+0.24a

Africanizado 250 2.58+0.23b

Africanizado Africanizado 125 3.04+0.33b

Africanizado Europeo 125 2.13+0.33b

Europeo Africanizado 115 5.04+0.34a

Europeo Europeo 115 5.36+0.34a

Persistenciazz Africanizado 272 4.77+0.24a

Europeo 368 3.51+0.25b

Africanizado Africanizado 113 5.26+0.36a

Africanizado Europeo 77 2.891£0.44c

Europeo Africanizado 159  4.29+0.32b

Europeo Europeo 291 4.14+0.22b
Edad inicio3: Europeo 285 16.96+0.33a
Africanizado 237 14.96+0.34b

Literales diferentes indican diferencias significativas (P<0.0001) basadas en un analisis de
varianza y en la comparacion multiple de Tukey. Las medias y los errores estandar son valores
reales no transformados

Los datos de propension fueron transformados a logaritmo +1 y los de persistencia a logaritmo
natural ya que no eran homocedasticos. Los datos de edad de inicio no fueron transformados
debido a que se distribuian normalmente.

Propension, numero de abejas obreras de los genotipos africanizados y europeos marcados que
se observaron realizando guardia a la entrada del nido; en colmenas de ambiente compartido.

Persistencia, nimero de dias que abejas obreras de los genotipos africanizados y europeos con
placa numerada y del color correspondiente a su genotipo, se observaron realizando guardia a la
entrada del nido; en colmenas de ambiente compartido.

3Edad de inicio de la guardia en abejas que fueron observadas realizando guardia a la entrada del
nido; en colmenas de ambiente compartido.

4 . . : . _— .
Ambiente compartido, es un ambiente de colonia africanizado o europeo donde un conjunto de

abejas obreras marcadas con un color distintivo pertenecientes a los genotipos™ africanizados y
europeos fue introducido en un mismo ambiente de colonia.
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CAPITULO IV

DETERMINACION DE EFECTOS GENETICOS PARA EL NUMERO DE ABEJAS
QUE RESPONDEN AL ISOPENTIL ACETATO Y LA LONGITUD DEL ALA
ANTERIOR EN OBRERAS (Apis melliferaL.)

Introduccién

Las abejas africanas (Apis mellifera scutellata) fueron introducidas a América en el
afo de 1956, con el propdsito de incorporarlas a un programa de mejoramiento
genético apicola en Brasil, (Kerr, 1967). El proceso de africanizacion se inicio en
1957, cuando los descendientes de esas abejas africanas que escaparon
accidentalmente se aparearon con las abejas europeas locales. Las abejas
africanizadas han establecido poblaciones silvestres y se han expandido por el
continente, encontrandose actualmente desde el Norte de Argentina hasta el Sur
de los Estados Unidos (Hall, 1990; Sugden y Williams, 1991; Loper, 2002).

Se ha comprobado que a pesar de que existe un cierto grado de introgresion de
los alelos europeos en las poblaciones de abejas africanizadas, algunas
caracteristicas del comportamiento que poseen las razas africanas se han
conservado durante el proceso de hibridacion (Schneider et al., 2004). Asi mismo,
diversos estudios han mostrado que a nivel de ADN, los alelos europeos han sido
desplazados por los alelos africanos (Hall, 1990; Lobo et al., 1989; Sheppard et al.,
1991; Rinderer et al., 1991; Suazo et al., 1998; Quezada-Euan, 2000; Clarke et al.,
2002).

Varios estudios han demostrado que las abejas africanizadas son
significativamente mas defensivas que las europeas (Stort 1974, 1975 a,b,c; Villa,
1988; Guzman-Novoa y Page, 1993; Guzman-Novoa y Page, 1994a; Uribe-Rubio
et al., 2003). Para evaluar el comportamiento defensivo de las colonias se utilizan
varios métodos. Uno consiste en presentar objetos en movimiento frente a la
entrada de la colmena para incitar la respuesta defensiva de la colonia, en donde

se mide el aguijoneo o numero de aguijones dejados por las abejas sobre un
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objeto (Maschwitz, 1964; Stort, 1974; Guzman-Novoa y Page, 1993; Collins y
Kubasek, 1982; Guzman-Novoa et al., 2004) y en varios trabajos se ha reportado
que este comportamiento defensivo se hereda de manera dominante (Stort 1975c;
Guzman-Novoa y Page 1993, 1994a; Degrandi-Hoffman et al., 1998) y solo un
trabajo ha reportado que es de manera aditiva (Collins et al., 1988).

Otro método para evaluar el comportamiento defensivo de las colonias se basa en
contar el numero de abejas que responden congregandose en la entrada de la
colmena al exponer la colonia al Iso-Pentil Acetato (IPA) que es uno de los
principales componentes de la feromona de alarma (Boch et al., 1962; Collins y
Kubasek, 1982; Breed et al., 1988; Breed y Rogers, 1991; Guzman-Novoa et al.,
2003.

Las abejas africanizadas son dificiles de distinguir de las abejas europeas (Daly y
Balling,1978). Se ha encontrado que ademas de ser mas defensivas, estas abejas
son mas pequefas que las europeas (Daly y Balling, 1978) y se ha reportado una
correlacion negativa entre el numero de aguijones depositados por las abejas de
una colonia y la longitud promedio del ala de las obreras (Guzman-Novoa y Page,
1999; Uribe-Rubio, 2001). Los métodos morfométricos basados en medir la
longitud del ala anterior son los mas utlizados para diferenciar abejas
africanizadas y europeas (Daly y Balling, 1978; Sylvester y Rinderer, 1987),
aunque existe un trabajo que sugiere que no son lo suficientemente precisos para
identificar abejas hibridas que tienen mediciones intermedias (Guzman-Novoa et
al., 1994), por lo que es necesario buscar una técnica que sea confiable para la
separacion de grupos intermedios con fines de investigacidon y certificacion por
parte de las agencias gubernamentales y para los apicultores encargados de la
reproduccién de reinas para uso comercial. Por tanto es aconsejable el uso de
pruebas diagnosticas que complementen a los métodos morfométricos.

La determinacion de la forma de herencia de la respuesta de las abejas al IPA y
de la longitud del ala anterior no han sido reportadas en la actualidad por lo que
este estudio ayudara a entender los factores genéticos que afectan a estas

caracteristicas, teniendo también como proposito la estimacidon de valores
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genéticos que sean de utilidad en un programa de seleccion y mejoramiento

genético.

Objetivo

El objetivo de este trabajo fue la determinacion de efectos genéticos para el
numero de abejas que responden al isopentil acetato y para la longitud del ala

anterior en abejas obreras (Apis mellifera L.)

Materiales y Métodos

Colonias experimentales.

Los experimentos se realizaron en el Centro de Mejoramiento Genético,
Investigacion y Transferencia de Tecnologia en Apicultura a cargo del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales y Agricolas (INIFAP), ubicado en Villa
Guerrero, Estado de México, localizado a 1os18° 58" Ny 99° 38" W y a 2160 msnm
donde predomina un clima templado sub-humedo con una precipitacion pluvial de
1,242mm y una temperatura anual promedio de 12-14°C, (INEGI, 2006).

Se utilizaron 12 colonias europeas integradas por reinas europeas que fueron
apareadas con zanganos europeos (EXE), 14 colonias africanizadas formadas por
reinas africanizadas apareadas con zanganos africanizados (AXA), 5 colonias
hibridas formadas por reinas africanizadas apareadas con zanganos europeos
(AXE) y 5 colonias hibridas formadas por reinas europeas apareadas con
zanganos africanizados (EXA). Los cruzamientos se realizaron utilizando la
inseminacion instrumental. Para determinar el origen africanizado o europeo de
las colonias experimentales se utilizaron métodos morfométricos (Sylvester y
Rinderer, 1987) y de comportamiento (Guzman-Novoa y Page, 1993; Guzman-
Novoa et al., 2003).
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Cada colmena se identificé y su poblacion se homologd a cuatro panales de cria
operculada, dos de alimento con miel y polen, una reina fecundada marcada con
una placa de plastico de color y numerada (Graze, KG, Weinstadt, Alemania®) y
una poblacién aproximada de 4000 abejas obreras adultas. Las colmenas se
establecieron a una distancia de 5 m entre ellas para minimizar la participacion de
abejas ajenas a la colonia durante la prueba de la feromona de alarma o IPA, para
evaluar el comportamiento defensivo y todas recibieron un manejo similar durante

el tiempo que duro el estudio.

Evaluacion del comportamiento defensivo

Sesenta y cinco dias después de la instalacion de las colonias se realizaron las
pruebas para evaluar el comportamiento defensivo utilizando la prueba de la
feromona (Collins y Kubasek, 1982; Guzman-Novoa et al., 2003) con los siguientes
cambios. Para realizar la prueba se utiliz6 un bastén de madera de 50 cm de
largo x 1 cm de diametro, en el que se coloco en uno de sus extremos un tubo
capilar de 75 mm de largo herméticamente cerrado, conteniendo 5 ul de IPA
(Sigma 1-7880®) envuelto en un papel filtro de 2 x 2 cm. El bastén se colocé
frente a la entrada de la colmena y se tom6 una fotografia con el propdsito de
registrar el numero de abejas presentes, enseguida se retir6 el bastén y con la
ayuda de una pinza se rompio el tubo capilar para liberar el IPA impregnando el
papel filtro e inmediatamente se colocé en la entrada de la colmena por un periodo
de 20 seg (s) y se tomd una fotografia para registrar el numero de abejas
presentes después que la colonia se expuso al IPA. Posteriormente se analizaron
las fotografias y la diferencia en el numero de abejas antes y después de exponer
la colonia al IPA se utilizd para determinar la magnitud de la respuesta defensiva

de las colonias.
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Evaluacion de la longitud del ala anterior

Para medir la longitud promedio del ala anterior de las obreras pertenecientes a
los genotipos africanizados, europeos y las cruzas reciprocas se tomaron
muestras de abejas obreras del interior de la colmena en alcohol etilico al 70%.
Para el montaje de las alas se utilizé6 un microscopio estereoscopico a 20X y se
diseccioné el ala derecha anterior de 10 abejas, colocandose entre dos
cubreobjetos de 25 x 75 mm.

Para medir las alas se emple6 el programa de computo desarrollado por Daly y
Balling (1982, adaptado por Rubink), las mediciones se realizaron utilizando un
microscopio invertido (Indumex) que proyecto las imagenes de las alas sobre una
base digitalizadora (Summasketch Il), y con la ayuda de un digitalizador manual
se realizé la medicion de la longitud de las alas entre la canaladura de la vena
costal y el punto mas distante del ala. Las mediciones fueron registradas
automaticamente por el programa y aparecieron en el monitor de la computadora y
estas fueron copiadas manualmente en una hoja para su posterior analisis. Los
datos incluidos en el registro fueron genotipo de la colonia (AXA, EXE, EXA y

AXE), numero de la colmena, fecha de medicidn, longitud de las alas (mm).

Andlisis estadisticos. Los datos obtenidos para el numero de abejas que
respondieron al IPA y la longitud del ala se sometieron a pruebas de normalidad
de Shapiro-Wilk. EI numero de abejas reclutadas se transformé a logaritmo
natural para normalizar los datos (Sokal y Rolfh, 1985).

Se realizé un analisis de varianza bajo un modelo aleatorio simple para determinar
diferencias para estas dos variables entre los cuatro genotipos.

El modelo de efectos aleatorios:

Yi= W+ Gj+ g

Donde;

Y = variable medida en la j-ésima observacion aleatoria (nUmero de abejas que

responden al IPA y longitud del ala anterior) asociada al i-ésimo grupo genético)
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M = representa la media de la poblacién

G;j = efecto del i-eésimo grupo genético

€= representa el error aleatorio con X ~ NID(O0, 0?)

Para detectar diferencias en las medias de los grupos se utilizé una prueba de “t”
para medias de cuadrados minimos (Sokal y Rolfh, 1985).

Se realiz6 un analisis de regresion para determinar si la respuesta al IPA y la
longitud del ala se ajustan a un modelo en donde se consideran unicamente
efectos genéticos aditivos o a un modelo donde se consideran solo efectos
genéticos de dominancia o un modelo que incluye efectos genéticos aditivos y de
dominancia. Asi mismo se realizé un contraste lineal utilizando las medias de
cuadrados minimos estimadas entre el promedio de los grupos parentales (AXA 'y
EXE) y el promedio de los grupos hibridos (AXE y EXA), para determinar la
presencia de efectos genéticos de dominancia. Los efectos paternos se
analizaron mediante un contraste lineal utilizando las medias de cuadrados
minimos estimadas entre el promedio de los grupos que comparten el padre

africanizado y el promedio de los grupos que comparten el padre europeo
mediante el siguiente modelo: EP = [AXA + EXA]/2 [ [EXE + AXE]/2 y los efectos
maternos se analizaron utilizando las medias de cuadrados minimos estimadas
entre el promedio de los grupos que comparten la madre africanizada (AXA y
AXE) y el promedio de los grupos que comparten la madre europea mediante el
siguiente modelo: EM = [AXA + AXE]/2 [ [EXE + EXA]/2.

Se realizd otro analisis de varianza por medio de un modelo aleatorio simple para
detectar diferencias medias minimas cuadraticas entre tres grupos genéticos,
AXA, EXE e Hibridas (cruzas AXE y EXA juntas como un solo grupo). Esto tuvo
como objetivo determinar que el método computarizado de medicion del ala
propuesto en la metodologia puede ser adecuado para detectar diferencias entre
tres grupos genéticos, pues hasta ahora con la utilizacion de los métodos
propuestos (Daly et al., 1982; Sylvester y Rinderer, 1987) no es posible separar en

un 100% las abejas hibridas (Guzman-Novoa et al., 1994). Finalmente, se realiz6é
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un analisis de correlacion para determinar la relacion entre estas dos

caracteristicas.
Resultados
Respuesta de la colonia a la exposicion del IPA

Se encontraron diferencias significativas para el numero de abejas que
respondieron al IPA entre los grupos genéticos (F332 = 29.62; P<0.01) (Cuadro
4.1). El numero de abejas promedio y el error estandar que respondieron al IPA
para el grupo africanizado (AXA) fue de 83.57 + 7.16a, para el grupo hibrido (AXE)
fue de 60.4 + 11.98a para el grupo hibrido (EXA) fue de 29.2 + 11.98b y para el
grupo europeo (EXE) fue de 11.58 £ 7.73c (Cuadro 4.2). Se encontraron
diferencias entre los grupos africanizados (AXA) con respecto a los grupos
europeos (EXE) y el hibrido (EXA) (P<0.01), pero no con el grupo (AXE) (P>0.05).
Asi mismo se encontraron diferencias entre los grupos hibridos (P<0.01) y se
encontraron diferencias entre el grupo europeo (EXE) con los dos grupos
genéticos hibridos (P<0.01); (Cuadro 4.2).

El analisis de regresion mostré que el numero de abejas que responden al IPA se
ajusta a un modelo de efectos genéticos aditivos (F134=73.22; P<0.01; r?=0.68), y
no al de efectos de dominancia (F134=0.34; P>0.05; r*=0.001), ni al modelo que
incluye efectos aditivos y de dominancia (F233=38.64; P<0.01; r’=0.70) (Cuadro
4.3). El coeficiente de la regresiéon para el modelo aditivo fue [11.02 + 0.12 (t= [J
8.56; gl=35; P<0.01), mientras que para el modelo de dominancia fue de 0.23 +
0.40 (t= 0.59; gl=35; P>0.05) y para el modelo donde se consideraron efectos
aditivos y de dominancia el coeficiente de regresion para aditividad fue de [1 1.03
0.11 (t= [J 8.73; gl=34; P<0.01) y para dominancia fue de 0.31 + 0.22 (t=1.40;
P>0.05) (Cuadro 4.4).

El contraste lineal realizado entre el promedio de los grupos genéticos puros y el

promedio de los grupos hibridos mostré que no existen diferencias para el nimero
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de abejas que respondieron al IPA (F132=3.39; P>0.05), lo que confirma que no

existen efectos de dominancia (Cuadro 4.5).
Efectos maternos y paternos para el numero de abejas que responden al IPA.

Se encontraron efectos maternos (F13,=43.04; P<0.01) y paternos (F132=9.55;
P<0.01), influyendo sobre el numero de abejas que respondieron al IPA (Cuadro
4.6).

Longitud del ala anterior de las abejas

El analisis de varianza mostré diferencias significativas entre los grupos genéticos
en la longitud del ala anterior de las abejas (F33,=6.49; P<0.01) (Cuadro 4.1). La
longitud promedio y el error estandar expresado en milimetros para el grupo
africanizado (AXA) fue de 9.00 = 0.033a, el grupo hibrido (EXA) fue de
9.131£0.056a,b, el grupo hibrido (AXE) fue de 9.16 £ 0.056b, y el grupo europeo
(EXE) fue de 9.21 £ 0.036b (Cuadro 4.2). La longitud promedio del ala anterior del
grupo africanizado (AXA) fue diferente del grupo europeo (EXE) y del grupo
hibrido (AXE) (P<0.05), pero no lo fue del hibrido (EXA) (P>0.05). Asi mismo no se
encontraron diferencias entre los grupos hibridos (P>0.05), ni tampoco hubo
diferencias entre el europeo y el hibrido (AXE) (P>0.05) (Cuadro 4.2).

El analisis de regresion mostré que la longitud del ala anterior de las abejas se
ajusta a un modelo de efectos genéticos aditivos (F134=19.29;P<0.01; r*=0.36) y
no a uno de efectos de dominancia (F134=0.69;P>0.05; r2=0.02), ni a un modelo
que incluye efectos de aditivos y de dominancia (F233=9.93;P<0.01; r?=0.38)
(Cuadro 4.3). El coeficiente de regresion para el modelo aditivo fue 0.11 + 0.02
(t=4.39; gl=35; P<0.01), mientras que para el modelo de dominancia fue de 0.04 *
0.05 (t= 0.83; gl=35; P>0.05) y para el modelo donde se consideraron efectos
aditivos y de dominancia el coeficiente de regresion para aditividad fue de 0.11 +
0.02 (t=4.34; gl=33; P<0.01) y para dominancia fue de 0.03 + 0.04 (t=0.85; P>0.05)
(Cuadro 4.4).
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El contraste lineal realizado entre el promedio de los grupos genéticos puros y el
promedio de los grupos hibridos mostré que no existen diferencias para la longitud
del ala anterior de las abejas (F132,=0.70; P>0.05), con lo cual se confirma que no

existen efectos de dominancia (Cuadro 4.5).

Efectos maternos y paternos longitud del ala anterior

No se encontraron efectos maternos (F132 = 3.76; P>0.05) , pero si se encontraron
efectos paternos (F1 32 = 6.66; P<0.05) que influyen sobre la longitud promedio de

las alas de las abejas (Cuadro 4.6).

Medicidn del ala anterior de las obreras en tres grupos genéticos

El analisis de varianza mostré diferencias significativas entre los tres grupos
genéticos (AXA, EXE y sus hibridos) para la longitud del ala anterior de las abejas
obreras (Fz32 = 9.93; P<0.01). La longitud promedio y el error estandar (mm), fue
de 9.002 £ 0.033 a, 9.14 £ 0.039 by 9.21 £ 0.036 c para las abejas AXA, Hibridas
y EXE respectivamente (Cuadro 4.7). Estos resultados nos indicaron diferencias

significativas entre los tres grupos genéticos.

Resultados de la Correlacién

Se encontré una correlacion negativa entre el numero de abejas que respondieron
al IPA y la longitud promedio del ala en las colonias de abejas y (r= —0.42, n=36,
P<0.01).

Discusiodn

Se encontraron efectos genéticos aditivos afectando el comportamiento defensivo
de las colonias medido como el numero de abejas que responden al IPA. Diversos

estudios indican que el comportamiento defensivo medido como el numero de
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aguijones depositados por las abejas se hereda de forma dominante (Stort, 1975c;
Guzman-Novoa y Page 1993,1994b; Guzman-Novoa et al., 2002), aunque un
estudio indica que se hereda de manera aditiva (Collins et al., 1988). En el
presente estudio el comportamiento defensivo medido en funciéon del niumero de
abejas que se congregan a la entrada de la colmena después de la exposicién al
IPA, se presentd de manera aditiva, lo cual tiene implicaciones importantes que
pueden ser utilizadas en la seleccion de colonias de abejas.

El andlisis de regresién indicé que al disminuir la frecuencia de los alelos europeos
se incrementd la respuesta de la colonia a la exposicion del IPA, ya que las
colonias donde se encontraban presentes los alelos africanizados respondieron
con una mayor cantidad de abejas congregandose a la entrada de la colmena en
comparacién con colonias que unicamente llevaban alelos europeos.

Se encontraron diferencias que permitieron distinguir los grupos AXA y EXE, asi
como los dos tipos de hibridos. El hibrido EXA tuvo menores niveles de respuesta
que los hibridos AXE mientras que estos ultimos no fueron diferentes al AXA. Esto
sugiere que la utilizacion de colonias hibridas de madre europea apareada con
zanganos africanizados (EXA) tendra menores niveles de respuesta al
comportamiento defensivo medido como la respuesta al IPA.

El hibrido EXA, es comun en zonas africanizadas (Schneider et al., 2004) y es
quizds un cruzamiento de eleccion debido a que este tipo de colonias
aparentemente mantienen niveles defensivos que pudieran ser aceptables para el
manejo productivo. Sin embargo aunque las diferencias fueron notables con las
colonias de ascendencia materna africanizada (AXE), la respuesta de las colonias
hibridas (EXA), también fue significativamente distinta a la observada en las
colonias europeas (EXE), es decir que el numero de abejas de las colonias EXA
que respondieron a la IPA, fue significativamente mayor que la respuesta
presentada por las EXE, por lo que los resultados apoyan también la existencia de
efectos paternos africanizados influyendo sobre la respuesta de las colonias a la

exposicion del IPA.



En este estudio se encontraron efectos maternos y paternos afectando la
respuesta defensiva de las colonias mientras que Guzman-Novoa et al., (2005)
solo encontraron efectos paternos influyendo sobre el comportamiento defensivo
medido como el numero de aguijones depositados en un parche de cuero.
Guzman-Novoa et al., (2003), reportaron que la respuesta de las abejas al IPA es
una prueba confiable para distinguir colonias defensivas de colonias déciles
aunque no incluyeron colonias hibridas; la confiabilidad de la respuesta de las
colonias al IPA fue corroborada en el presente estudio.

En otros resultados del presente estudio se encontraron efectos genéticos aditivos
influyendo sobre la longitud del ala anterior de las abejas obreras. El analisis de
regresion mostré que al incrementarse la presencia de los alelos europeos la
longitud del ala aument6. Asi mismo se encontré que la longitud del ala esta
influida por efectos paternos. Las colonias hibridas EXA tuvieron una longitud del
ala similar estadisticamente a las colonias AXA y las colonias AXE tuvieron un
promedio que no fue diferente a la de las colonias EXE.

Los resultados de la medicion del largo del ala anterior de las obreras, no permitié
la separacién de los dos tipos de hibridos (AXE y EXA), prevaleciendo la confusién
en la identificacion de los hibridos con valores intermedios, como fue reportado por
Guzman-Novoa et al., (1994), donde las abejas fueron medidas por el método
morfométrico propuesto por Sylvester y Rinderer, (1987). Sin embargo si hubo
diferencia entre los grupos genéticos africanizados (AXA) y los europeos (EXE).
En otros resultados, al analizar los valores de la longitud del ala del grupo Hibrido
(AXE y EXA unidos para formar un solo grupo), se encontraron diferencias
significativas con respecto de los grupos parentales AXA y EXE, por lo que la
medicion computarizada (Daly et al., 1982), midiendo unicamente la longitud del
ala, resultdé ser confiable en la separacion de estos tres grupos. El método
computarizado normalmente emplea la medicion de 25 caracteristicas repartidas
en 4 estructuras de las abejas obreras (ala anterior y posterior, pata trasera y
tercer esternito abdominal), y se requiere de 4 a 5 h de trabajo por muestra, por lo

que sin duda es una técnica laboriosa. La longitud del ala es empleada como una
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estructura anatéomica util en la identificacion de genotipos con longitud de ala
anterior pertenecientes a grupos de abejas extremos, donde las abejas del
genotipo africanizado tienen la menor longitud con respecto de las abejas
pertenecientes al genotipo europeo (Sylvester y Rinderer, 1987; Guzman-Novoa et
al., 1994; Uribe-Rubio, 2001;Uribe-Rubio et al., 2003). Aunque en un estudio se
identificaron el 100% de las colonias africanizadas y las europeas con alas
menores y mayores respectivamente, y el 50% de las hibridas se identificaron
incorrectamente utilizando la medicién de la longitud del ala anterior (Guzman-
Novoa et al., 1994), por lo que la utilizaciéon de esta técnica en la separacion de
las abejas pertenecientes a genotipos hibridos es dudosa. En el presente estudio
se empleo la medicion morfométrica computarizada (la medicion morfométrica
mas exacta conocida) para medir exclusivamente el ala anterior de las obreras y
los resultados obtenidos indicaron que esta técnica separd estadisticamente los
tres grupos genéticos (AXA, Hibridos y EXE), por lo que la metodologia
empleada, sugiere que si es posible separar los grupos parentales de los hibridos.
Al menos esto se logré teniendo control de los apareamientos, mediante el uso de
la inseminacion instrumental. Por ejemplo los valores de la longitud de las alas de
las obreras hibridas producidas mediante la inseminacion de reinas africanizadas
con el semen de zanganos europeos (AXE) y las obreras hibridas producidas
mediante la inseminacién de reinas europeas con el semen de zanganos
africanizados fueron analizados conjuntamente para formar un solo grupo
genético, y se encontraron diferencias significativas entre estos y los grupos
parentales. Aunque esta técnica sugiere tener un buen poder de discriminacién
entre los grupos hibridos y sus parentales, tal vez en un estudio posterior se
pueda validar esta metodologia midiendo la longitud del ala anterior de las obreras
en grupos de reinas africanizadas y europeas inseminadas con el semen
mezclado de zanganos europeos y africanizados. Por el momento la metodologia
empleada promete ser util para fines de investigacidn y para la certificacién de los

criadores de reinas, a través de los organismos de gobierno que regulan la
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procedencia del material genético empleado en la reproduccion de reinas
comerciales.

En mas resultados se comprobd una correlacion fenotipica significativa entre el
numero de abejas que respondieron al IPA y la longitud del ala. Esto nos sugiere
que las colonias con alto nivel de respuesta al IPA, tendrian menor longitud del ala
y quizas mayor respuesta de aguijoneo y viceversa, ya que algunos estudios
encontraron una correlacién entre el largo del ala y el comportamiento de
aguijoneo, (Collins et al., 1994; Guzman-Novoa y Page, 1999; Uribe- Rubio, 2001).
Por ello estas caracteristicas podrian ser utiles en un programa de mejoramiento
genético. La inclusion de colonias con bajos niveles de respuesta al IPA y con
alas grandes en un programa de seleccion ayudara a reducir el comportamiento

defensivo de las colonias de abejas.
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Cuadro 4.1. Analisis de varianza para el numero de abejas africanizadas y
europeas que responden a la feromona de alarma, isopentl acetato (IPA) a la
entrada de la colmena y longitud del ala anterior de las obreras (LAAO) mm, en

cuatro grupos genéticos (AXA, EXE, AXE Y EXA).

CUADRADOS MEDIOS

Origen

Variacion GL IPA F LAAO F
Grupo

Genético 3 9.78 29.62* 0.10 6.49*
Error 32 0.33 0.016

*P<0.01

Los datos del numero de abejas que respondieron al IPA, fueron
transformados a logaritmo natural ya que no eran homocedasticos.
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Cuadro 4.2. Medias minimas cuadraticas y errores estandar para las
caracteristicas defensivas: numero de abejas que respondieron a la feromona de
alarma, isopentil acetato (IPA) a la entrada de la colmena y longitud del ala
anterior de las obreras (LAAO) mm, en cuatro grupos genéticos

Grupo

Genético IPA LAAO
AXA (n=14) 83.57+7.16 a 9.002 £ 0.0033 a
AXE (n=5) 60.4 +11.98 a 9.16 £ 0.056 b
EXA (n=5) 29.2+11.98b 9.13+£0.056 a,b
EXE (n=12) 11.58+7.73 c 9.21+0.036 b

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05), basadas en un
analisis de varianza y en una prueba “t” para medias minimo cuadraticos. Las

medias son valores reales no transformados.
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Cuadro 4.3. Analisis de regresion para las caracteristicas defensivas: numero de
abejas que respondieron a la feromona de alarma, isopentil acetato (IPA) a la
entrada de la colmena y longitud del ala anterior de las obreras (LAAO) mm, en
cuatro grupos genéticos (AXA, EXE, AXE Y EXA)

CUADRADOS MEDIOS

MODELO IPA LAAO IPA LAAO

Aditividad (A) 0.3721* 0.0155* 0.68 0.36

Dominancia (D) 11617 ns 0.0239 ns 0.001 0.02

AyD 0.3618 ns  0.0156 ns 0.70 0.38
*P<0.05

ns = no significativo
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Cuadro 4.4. Coeficientes de la regresién para las caracteristicas defensivas:
numero de abejas que respondieron a la feromona de alarma, isopentil acetato
(IPA) a la entrada de la colmena y longitud del ala anterior de las obreras (LAAO)
mm, en cuatro grupos genéticos (AXA, EXE, AXE Y EXA).

B1
MODELO IPA t LAAO t
Aditividad (A) 11.02+0.12 18.56* 0.11 £ 0.02
4.39*

Dominancia (D) 0.23+£0.40 0.59 ns 0.04 £ 0.05 0.83 ns
AyD 711.03+0.11y 118.73*y 0.11+£0.02y 4.34%y

0.31£22 1.40 ns 0.03 £0.04 0.85 ns
*P<0.01

ns=no significativo
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Cuadro 4.5. Contrastes lineales utilizando las medias de cuadrados minimos
estimadas para las caracteristicas defensivas: numero de abejas que respondieron
a la feromona de alarma, isopentil acetato (IPA) a la entrada de la colmena y
longitud del ala anterior de las obreras (LAAO) mm, en los grupos genéticos
africanizados y europeos (Aditividad) y el promedio de los grupos puros e hibridos
(Dominancia-Heterosis).

CUADRADOS MEDIOS

GRUPOS GENETICOS

(AXA AXE EXA EXE) gl IPA LAAO
Aditividad
(1001) 1 33485.53* 0.2944*
Dominancia
(01-10) 1 2433.60 ns 0.0022 ns
Heterosis
-111-1) 1 55.61 ns 0.0113 ns
Error 32 718.636 0.0160
*P<0.001

ns=no significativo
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Cuadro 4.6. Efectos maternos y paternos para las caracteristicas defensivas:
numero de abejas que respondieron a la feromona de alarma, isopentil acetato
(IPA) a la entrada de la colmena y longitud del ala anterior de las obreras (LAAO)
mm, en cuatro grupos genéticos.

CUADRADOS MEDIOS

GRUPOS GENETICOS

(AXA AXE EXA EXE) IPA F LAAO F
Maternos
(11-1-1) 14.21* 43.04 0.06ns 3.76
Paternos
(1-11-1) 3.15* 9.55 0.107* 6.66
*P<0.01

ns=no significativo
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Cuadro 4.7. Medias minimas cuadraticas y errores estandar para las
caracteristicas defensivas: numero de abejas que respondieron a la feromona de
alarma, isopentil acetato (IPA) a la entrada de la colmena y longitud del ala
anterior de las obreras en tres grupos genéticos *AXA, Hibridas y EXE.

CUADRADOS MEDIOS

GRUPOS GENETICOS IPA LAAO

AXA (n=14) 83.57 + 7.42a 9.002 + 0.033a
HIBRIDAS (n=10) 448 +8.78b 9.14 +0.39
EXE (n=12) 11.58 + 8.01c 9.21 +0.036¢

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05), basadas en un
analisis de varianza y en una prueba t para medias minimo cuadraticos. Las
medias son valores reales no transformados.

*AXA representa un cruzamiento entre una reina africanizada y zanganos
africanizados.

EXE representa un cruzamiento entre una reina europea y zanganos europeos.

HIBRIDAS representa la union de los valores de los cruzamientos AXE y EXA.
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CAPITULO V

DETERMINACION DE LA INFLUENCIA DEL GENOTIPO, DIVISION DEL
TRABAJO Y EL AMBIENTE DE LA COLONIA EN LOS UMBRALES DE
RESPUESTA AL AGUIJONEO DE ABEJAS INDIVIDUALES AFRICANIZADAS Y
EUROPEAS, POR MEDIO DE LA ESTIMULACION ELECTRICA

Introduccién

El estudio de la evolucion de organizaciones sociales complejas es un importante
tépico en biologia. Las colonias de abejas son consideradas dentro de los modelos
de organizacion mas elevados (Lindauer, 1971; Seeley, 1985; Page y Erber,
2002), dentro de los cuales la division del trabajo juega un papel importante para
su éxito reproductivo (Wilson, 1985; Winston, 1987). La division del trabajo en los
insectos sociales puede ser explicada por la variacion en los umbrales del
comportamiento entre los individuos integrantes de una colonia (Page y Robinson,
1991; Robinson 1992; Page y Erber, 2002). En este modelo, se asume que los
individuos responden a los estimulos con base en sus umbrales de reaccion. Los
individuos pertenecientes a grupos con umbrales de reaccion similares tienden a
realizar trabajos similares adoptando los mismos roles de comportamiento. Sin
embargo, diferencias en los umbrales de respuesta entre los individuos pueden
resultar en grandes diferencias en el comportamiento debido a procesos de
retroalimentacion negativa y positiva que involucran efectos de interaccion entre
los individuos y entre estos y su medio ambiente interno.

El comportamiento defensivo es muy complejo y ha sido muy ventajoso para el
exito evolutivo y ecolégico de las abejas meliferas (revisado por Breed et al.,
2004). Las tareas defensivas son realizadas por individuos especializados para la
guardia que se encuentran en la entrada de la colmena, aunque existen otros
grupos de abejas denominadas como aguijoneadoras que se encuentran en el
interior de la colmena y que reaccionan de manera defensiva ante la posible

invasiéon de intrusos (Breed et al., 2004). Las guardianas son abejas de 1-3
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semanas de edad, que patrullan la entrada de la colmena e inspeccionan a las
abejas que pretenden ingresar, tocandolas y olfateandolas con sus antenas para
identificarlas como pertenecientes al nido y permitirles el paso o en caso contrario
rechazarlas debido a que son abejas ajenas a su nido. Las guardianas alertan a
otras obreras sobre la presencia de intrusos mediante la liberacion de feromonas.
Estas feromonas provocan la salida de abejas que se encuentran en el interior de
la colmena y algunas de ellas vuelan al exterior para detectar, perseguir y picar a
los vertebrados intrusos que pretenden ingresar al nido (Butler y Free, 1952;
Ribbands, 1954; Maschwitz, 1964; Breed et al.,1990, 1992; Arechavaleta-Velasco
y Hunt, 2003). Es claro que las guardianas desempefian un rol importante en la
defensa de la colonia.

Numerosos estudios han demostrado que la guardia es una trabajo especializado
realizado por pocos individuos genéticamente predispuestos (Robinson y Page,
1988; Breed y Rogers, 1991; Breed et al., 1992; Arechavaleta-Velasco y Hunt,
2003, 2004; Hunt et al., 2003; Guzman-Novoa et al., 2004) y se ha comprobado y
mapeado la existencia de loci asociados con el comportamiento de guardia y el
aguijoneo (Hunt et al., 1998; Guzman-Novoa et al., 2002; Arechavaleta-Velasco et
al., 2003; Arechavaleta-Velasco y Hunt, 2004). Asi mismo se ha comprobado una
correlacion entre el numero de dias que los individuos de la colonia persisten en la
guardia y el numero de abejas que hacen guardia a la entrada de la colonia,
utilizandose esta caracteristica para cuantificar la intensidad de la respuesta
defensiva (Breed et al., 1988; Breed y Rogers, 1991; Arechavaleta-Velasco y Hunt,
2003). El ambiente de colonia y las interacciones sociales entre los integrantes de
la colonia también afectan la expresion del comportamiento de guardia y el
aguijoneo (Southwick y Moritz, 1987; Breed y Rogers, 1991; Guzman-Novoa y
Page, 1994; Hunt et al., 2003).

Los efectos genotipicos sobre el comportamiento defensivo de las abejas
meliferas también son evidentes en la naturaleza; las abejas africanizadas son un
ejemplo de un genotipo defensivo. Estas abejas son significativamente mas

defensivas que las europeas (Collins et al., 1982; Guzman-Novoa y Page, 1993,
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1994; Uribe-Rubio et al., 2003) pues han causado miles de muertes de personas y
animales en los ultimos 45 afios (Breed et al., 2004), por lo que son consideradas
como un problema de salud publica en América. EI comportamiento defensivo de
las abejas africanizadas es heredable (Collins et al., 1984) y parece ser afectado
por efectos genéticos de dominancia y paternos (Guzman-Novoa y Page, 1994;
DeGrandi-Hoffman et al., 1998; Guzman-Novoa et al., 2002, 2005).

Pocos estudios han demostrado interacciones genotipo por ambiente para
caracteristicas del comportamiento en las abejas meliferas. En el caso del
comportamiento defensivo, no se conoce cuanto del umbral de respuesta de
abejas individuales es afectado por el ambiente social o por el contacto con abejas
mas viejas, o con abejas especializadas en trabajos defensivos.

Una razon importante del porque estudiar los efectos genéticos y ambientales que
influyen sobre los componentes del comportamiento defensivo en las abejas se
debe a que su medicion es dificil y porque se carece de métodos adecuados para
hacerlo.

El nivel defensivo de las abejas se ha evaluado mediante el empleo de pruebas de
campo y laboratorio (revisado por Guzman-Novoa et al., 2003) que en la mayoria
de los casos se refieren a observaciones de caracteristicas a nivel de colonia
como el numero de aguijones en un blanco, numero de abejas persecutoras, o
numero de abejas que reaccionan a la feromona de alarma a la entrada de la
colmena. Las pruebas de campo tienen la desventaja de estar influenciadas por
multiples variables climaticas de las que no se tiene control y de los efectos
ambientales de la colonia. Mediante el uso de las pruebas de laboratorio se logra
un mayor control de los efectos ambientales, pero las respuestas de las abejas
son medidas normalmente a nivel de grupos de abejas, por eso su interpretacion
esta confundida por los efectos del grupo. (Collins y Blum, 1982; Moritz y Blrgin,
1987; Moritz y Southwick, 1987). Asi mismo, las variables medidas en la mayoria
de las pruebas de laboratorio son dificiles de relacionar a componentes

especificos del comportamiento defensivo en las colonias de campo.
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Pocos estudios han medido el comportamiento de aguijoneo en abejas
individuales. Uno de ellos fue el estudio conducido por Kolmes y Ferguson-Kolmes
(1989) quienes encontraron que un estimulo eléctrico aplicado sobre obreras
individuales europeas podria distinguir claramente entre colonias defensivas y
dociles. Las abejas de las colonias defensivas picaron mas rapido que las
pertenecientes a las colonias déciles. Utilizando la misma prueba, Paxton et al.,
(1994) encontraron que la edad afecto la velocidad a la cual las abejas picaron.
Las abejas mas viejas picaron a un menor voltaje que las abejas de un dia de
edad. La estimulacién eléctrica también ha sido utilizada para medir el
comportamiento defensivo de abejas africanizadas individuales (Nufez et al.,
1998; Balderrama et al., 2002). Lenoir et al., (2006) utilizé un estimulo eléctrico
para probar la extension de salida del aguijén a nivel individual en abejas
europeas y encontré diferencias de la respuesta entre diferentes lineas, lo cual es
indicativo de efectos genéticos para este comportamiento. Las pruebas
individuales son importantes para estudiar el comportamiento defensivo de las
abejas debido a que las mediciones de grupo pueden estar sujetas a efectos no

lineales o a las interacciones entre las obreras.

Objetivo
El objetivo de este estudio fue determinar la variacién en los umbrales de
respuesta del comportamiento de aguijoneo entre abejas individuales
africanizadas y europeas que habitan en su propio ambiente, en un ambiente
compartido y en jaulas mantenidas en una incubadora, por medio de la aplicacion
de un estimulo eléctrico.

Materiales y Métodos

Las colonias fuente estuvieron encabezadas por reinas africanizadas y europeas,

esta ultimas procedian de reinas importadas de Glenn Apiaries de Fallbrook
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California, EUA, que fueron mantenidas por inseminacion instrumental en México y
las reinas africanizadas procedian de enjambres capturados a los alrededores del
Centro de Mejoramiento Genético, Investigacion y Transferencia de Tecnologia en
Apicultura a cargo del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y
Ganaderas (INIFAP), lugar donde se realizaron los trabajos. Este se ubica en Villa
Guerrero, Estado de México, localizado a 1os18° 58" Ny 99° 38" W y a 2160 msnm
donde predomina un clima templado sub-humedo con una precipitacion pluvial de
1,242 mm y una temperatura anual promedio de 12-14°C (INEGI, 2006).

Para corroborar el origen africanizado o europeo de las colonias fuente se
emplearon métodos morfométricos (Sylvester y Rinderer, 1987) y pruebas de

comportamiento (Guzman-Novoa y Page, 1993; Guzman-Novoa et al., 2003).

En este estudio se realizaron tres experimentos y se emplearon tres grupos de
colonias: en el primer experimento se emplearon tres colonias africanizadas y tres
europeas que son las colonias fuentes mencionadas arriba. En el segundo se
emplearon colonias llamadas de ambiente africanizado o europeo donde se
adicionaron de manera conjunta abejas marcadas con pintura de color para
distinguir dos genotipos (africanizadas y europeas) con el propésito de que
compartieran un mismo ambiente. El tercer grupo correspondid a abejas
africanizadas y europeas que emergieron y fueron mantenidas por separado en
una incubadora eléctrica.

Las poblaciones de las colonias experimentales fueron homologadas cuatro
semanas antes de introducir abejas marcadas; esto se logré por remocién de
abejas y panales de cria de las colonias mas pobladas. Cada una de las colonias
experimentales contenia 5 panales de cria operculada y ocho panales de abejas
adultas, con una poblacién estimada de 18,000 individuos después de la
homologacién. Las colonias se establecieron a una distancia de 5 m entre ellas
para minimizar la participacién de abejas obreras ajenas a la colonia durante la

realizacion de las pruebas de campo, recibiendo todas ellas un manejo similar.
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Para la obtencién de abejas africanizadas y europeas marcadas, panales con cria
operculada conteniendo pupas proximas a emerger como adultas, fueron
removidos de las colonias fuente del grupo uno y se colocaron en el interior de
jaulas de malla de 3mm, que a su vez fueron introducidos en una incubadora
eléctrica manteniéndose a 33°C y 60% HR. Obreras recién emergidas fueron
marcadas en el dorso sobre el térax con pintura automotriz de color para sefalar
el origen genético (Africanizado o Europeo) de las abejas. Quinientas abejas
africanizadas marcadas fueron introducidas en cada una de las tres colonias
africanizadas y 500 abejas europeas en cada una de las colonias europeas
integrantes del experimento 1. Este procedimiento se realiz6 en un dia, de esta
manera la edad de las abejas introducidas fue de menos de 24 h. Una semana
después, 1000 abejas marcadas (500 africanizadas y 500 europeas) fueron
introducidas de manera conjunta en cada una de las tres colonias europeas vy las

tres colonias africanizadas, integrantes del experimento 2.

Experimento 1: obreras en su propio ambiente

A tres colmenas conteniendo colonias europeas y tres africanizadas conteniendo
solo individuos marcados y no marcados de su propio genotipo fueron marcadas
se les identificd con un numero, ademas se les colocd una base de madera, cuya
plataforma sirvié de extension de la piquera a la entrada de la colmena la cual se
cubrié con una hoja plexiglas (30 cm de largo) esto tuvo como objetivo favorecer
la observacién de las abejas guardianas pintadas de ambos genotipos. Obreras
marcadas de los dos genotipos fueron colectadas de estas colonias para aplicarles
una prueba de estimulacién eléctrica. Abejas de siete dias de edad tomadas
directamente de los panales del nido fueron capturadas abriendo las colmenas y
abejas marcadas realizando al menos por cinco minutos actividades de guardia
fueron capturadas a la entrada de la colmena, cuando tenian una edad de entre 14
y 21 dias. Las abejas guardianas fueron detectadas por observacién de su

comportamiento “tipico” (Ribands, 1954; Ghent y Gary, 1962) a la entrada de la
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colmena. Las abejas guardianas se distinguen porque se levantan sobre sus patas
traseras y con sus antenas extendidas hacia el frente tocan e inspeccionan a las
abejas que regresan del campo. Una vez identificadas, las guardianas fueron
capturadas colocando con gentileza un tubo de plastico invertido de 15 ml
cubriendo la abeja que se encuentra sobre la base de aterrizaje o extension de la
piquera de la colmena. Estas abejas fueron llevadas inmediatamente al
laboratorio, y se les evaluo el tiempo que tardaron en responder después de la
aplicacién de un estimulo eléctrico controlado. Un total de 120 abejas guardianas y
150 abejas del nido de origen africanizado asi como un total de 121 guardianas y
151 abejas del nido de origen europeo fueron probadas en un periodo de 4 dias

para cuantificar la respuesta.

Experimento 2: obreras que cohabitan en un mismo ambiente

De las tres colmenas de ambiente africanizado y las tres de ambiente europeo
donde se encontraban abejas marcadas africanizadas y europeas compartiendo el
mismo ambiente se capturaron abejas del interior (nido) y abejas guardianas,
utilizando el procedimiento de evaluacién descrito en el experimento uno.

En los ambientes africanizados se examinaron un total de 103 guardianas y 124
abejas del nido de origen africanizado y un total de 166 guardianas y 118 abejas
del nido de origen europeo. En los ambientes europeos se examinaron un total de
130 guardianas y 131 abejas del nido de origen africanizado y un total de 110
guardianas y 125 abejas del nido de origen europeo. Estas pruebas se realizaron

en un periodo de 4 dias.
Experimento 3: obreras en un ambiente artificial
Cantidades iguales de obreras de cada uno de los genotipos (Africanizados y

europeos) que emergieron en una incubadora (33°C y 60%HR) fueron mantenidas

por separado en jaulas cubiertas con malla de 3 mm (15 x 15 x 25 cm)
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conteniendo un pequeno trozo de panal y fueron alimentadas con una solucion
azucarada al 50% y de manera individual y por genotipo fueron sometidas a un
estimulo eléctrico a la edad de siete dias. A las abejas se les permitidé que tuvieran
esa edad vya que es sabido que el reflejo de picar estd completamente
desarrollado en abejas con edades de 5-7 dias (Burrel y Smith, 1994; Paxton et
al., 1994). Un total de 120 abejas africanizadas y 120 abejas europeas fueron

probadas en un periodo de 2 dias.

La prueba de estimulacion eléctrica

Para la realizacion de la prueba de estimulacién eléctrica se utilizo el aparato
Isostim 360, modelo A 320 R-E®, World Precision Instruments, Sarasota, Florida.,
EUA, el cual proporciond un estimulo constante a pesar de la variacién en la
resistencia causada por la manera en que la abeja toco los alambres, o el tamafo
de las abejas. Un estimulo eléctrico fijo de 0.5 mA fue aplicado, con un intervalo
de pulso de 250 ms y una amplitud de 2.0 ms. Estas condiciones se basaron en
estudios preliminares que probaron los efectos en la variacion del pulso, intervalo,
voltaje o corriente para inducir el aguijoneo. Una corriente constante de 0.5 mA
presentd una buena separacion entre las obreras europeas y africanizadas
capturadas a la entrada de la colmena (Uribe-Rubio et al., datos no publicados;
Prieto-Merlos, 2002). El estimulador eléctrico fue conectado a una rejilla
compuesta de 21 varillas de acero inoxidable (13 cm x 2 mm) con una separacion
de 3.5 mm entre ellos (Paxton et al., 1994). Las varillas de alambre fueron
colocadas de manera que la electricidad tuviera un flujo alternado (+ / (1) con el
propésito de cerrar el circuito cuando la abeja tocara los dos alambres adyacentes
al mismo tiempo.

De manera individual las abejas fueron colocadas sobre la parrilla con la ayuda de
una pinza entomoldgica. Entonces fueron cubiertas con una caja de petri de
plastico transparente (57 mm didametro) para que no escapara y se mantuviera

caminando libremente sobre la parrilla por un minuto, esto tuvo como objetivo
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permitir que se tranquilizara y aclimatara a su nueva situacion antes de comenzar
la prueba. Tiempo transcurrido se le aplicd la estimulacion eléctrica y se tomo el
tiempo medido en segundos (s) que la abeja tardé en picar un trozo de cuero de
color negro colocado debajo de la parrilla eléctrica, este se midi6 con un
cronometro de precision (Leonidas trackmaster, modelo 8042®, Bern Switzerland).
El trozo de cuero sirvio para proporcionar un sustrato donde la abeja pudiera picar.
Las defensoras localizan los intrusos potenciales en el campo a través de
estimulos visuales y de olor (Breed et al., 2004). Las abejas son mas
respondedoras a los objetos de color oscuro con olor a mamifero (Free, 1961). Un
trozo de cuero a la vez fue colocado para cada prueba y la parrilla de alambre fue
limpiada con una solucion jabonosa neutra después de cada prueba, para remover
posibles residuos de la feromona de alarma liberada por la abeja durante la

prueba.

Andlisis estadisticos. Se realizaron pruebas de Shapiro-Wilk para probar la
normalidad. También se realizaron pruebas de homogeneidad de varianzas
utilizando la prueba de Bartlett. Debido a que los datos no se distribuian con
normalidad, se realizo una transformacion a logaritmica + 1, para producir una
distribucion normal antes de analizarlos. Los datos transformados del tiempo de
aguijoneo fueron analizados por un analisis de varianza multiple para el genotipo
de las abejas (africanizadas o europeas) la tarea de especializacion (abejas de
interior o guardianas), y el ambiente de colmena (propio, africanizado, europeo o
artificial). Cuando se encontraron diferencias significativas, las medias de los

tratamientos fueron comparadas con pruebas de Tukey (Sokal y Rohlf, 1995).

Modelo estadistico :

Yi=HM+ G+ T+ Ac + (GT); + (GA)ik + (TA)k + (GTA)jjx + Ejju
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Yii = variable medida transformada (tiempo de reaccion al estimulo eléctrico) en la
I-ésima observacion aleatoria, asociada al i-€simo grupo genético (africanizado y
europeo) y del j-ésimo trabajo (abeja interior y guardiana), y al k-ésimo ambiente
de colonia (propio, africanizado, europeo y de incubadora).

M = media de la poblacion

G; = efecto del i-ésimo genotipo (i= africanizado y europeo)

T, = efecto del j-esimo trabajo (j=abeja del interior y guardiana)

A; = efecto del k-ésimo ambiente (k= propio, africanizado, europeo, incubadora)
(GT); = efecto de interaccion del i-esimo grupo genético vy la j-ésima tarea

(GA)i = efecto de interaccion del i-ésimo grupo genético y el k-€simo ambiente
(TA) = efecto de interaccion del j-ésimo trabajo y el k-ésimo ambiente

(GTA)jx = efecto de interaccion del i-esimo genotipo, el j-ésimo trabajo y el k-

ésimo ambiente.

€. = error aleatorio ~ NID (0, ¢°).

Resultados

En todos los ambientes, las abejas africanizadas respondieron significativamente
mas rapido a los estimulos eléctricos que las abejas europeas (F1 1775 = 220.55,
P<0.0001; Cuadro 5.1). El tiempo de reaccion (segundos) al aguijoneo a través de
los diferentes ambientes tuvo un rango de 1.16 £ 0.05 a 2.67 £+ 0.22 sy de 2.8 +
0.25 a 5.77 = 0.45 s, para abejas africanizadas y europeas, respectivamente
(Figura 5.1).

No se encontraron efectos para el trabajo de especializacion, pero hubo una
interaccion significativa de genotipo y el trabajo (F1 1775 = 8.69, P = 0.0033; cuadro
5.1). Las abejas guardianas y las del interior (nido) de origen europeo no fueron
diferentes para el tiempo de respuesta al estimulo eléctrico en los ambientes
europeos. Pero para los genotipos africanizados, las guardianas picaron

significativamente mas rapido que las abejas del nido cuando compartieron un
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ambiente comun con 500 abejas europeas acompafantes presentes en las
colmenas africanizadas aun cuando no pertenecian a su misma linea familiar (1.40
+ 012 s vs 1.96 =+ 0.14 s; cuadro 5.2). Adicionalmente hubo interaccion
significativa entre trabajo y el ambiente de colonia (F21775=3.10, P = 0.0455;
Cuadro 5.1).

También se presentaron diferencias significativas para el tiempo de reaccion al
estimulo eléctrico que causo el aguijoneo de las obreras entre los diferentes
ambientes (F31775=57.37, P<0.0001; Cuadro 5.1). Las abejas picaron
significativamente mas rapido después que fueron mantenidas en una colonia
extrafia a su colonia original (Figura 5.1). La respuesta mas rapida al estimulo
eléctrico se presentd en las abejas que emergieron y se mantuvieron en una
incubadora (2.92 + 0.15 s para las abejas europeas y 1.16 + 0.05 s para las abejas
africanizadas). También se presentd una interaccién entre el genotipo y el
ambiente (F31775= 11.90, P<0.0001, Cuadro 5.1). Las obreras europeas redujeron
sus tiempos a la respuesta defensiva entre 47.6 y 51.5% cuando se mantuvieron
en colonias ajenas, en comparacion a sus respuestas cuando fueron analizadas
de colonias pertenecientes a su propio ambiente natal. Las abejas africanizadas
presentaron un decremento menor en los tiempos de respuesta cuando se
mantuvieron en colonias extrafias en comparacion a las de sus colonias natales
(<36.0%; Figura 5.1).

Discusién

Esta es la primera vez que se comparan las respuestas defensivas de aguijoneo
de abejas individuales africanizadas y europeas de edad conocida y que realizan
un trabajo especifico (abejas guardianas y del nido) por medio de un estimulo
eléctrico. Los resultados mostraron que las abejas africanizadas respondieron
consistentemente mas rapido que las europeas a los estimulos a través de todos
los ambientes probados. Por ello se presume que las abejas africanizadas deben

tener un umbral de respuesta mas bajo al aguijoneo que sus contrapartes
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europeas. Los efectos genotipicos demostrados aqui estan de acuerdo con
numerosos estudios que han mostrado que las abejas africanizadas son mas
defensivas que las europeas (revisado por Breed et al., 2004; Hunt, 2007) y
confirman la validez y confiabilidad del uso del estimulador eléctrico para comparar
las respuestas defensivas y para probar modelos sobre umbrales a estimulos en
diversos estudios con abejas meliferas.

Kolmes y Ferguson-Kolmes (1989), también encontraron diferencias genéticas
para el nivel de estimulacién eléctrica que liberaba una respuesta defensiva entre
grupos de obreras tomadas del nido de colonias de abejas europeas que variaron
en su comportamiento defensivo. Lenoir et al., (2006) reportaron que obreras con
una movilidad restringida pertenecientes a diferentes lineas paternas europeas
variaron su tendencia para extender su aguijon cuando se les aplico un estimulo
eléctrico. En otro estudio usando una metodologia similar, Balderrama et al.,
(2002) probaron abejas africanizadas pecoreadoras en Venezuela y observaron la
salida del aguijon después de 2 s de exposicion secuencial al estimulo eléctrico
que aplicaron en incrementos de 2 V hasta 16 V. Ellos encontraron que la mayor
respuesta de las abejas se presentd a los 8 V y que después se presenté un
estancamiento en el nivel de respuesta.

Los estudios anteriores difieren con los del presente estudio en que las abejas
estuvieron restringidas en su movimiento por medio de un sujetador, el cual
probablemente caus6é un estrés significativo a las abejas y ademas no se
realizaron pruebas comparativas entre abejas africanizadas y europeas; solo
abejas europeas fueron probadas en los primeros dos estudios y solo abejas
africanizadas fueron probadas en el ultimo. Estudios previos en los cuales la
estimulacién eléctrica fue utilizada para estudiar el comportamiento defensivo de
las abejas no compararon abejas que realizaban diferentes tareas.

En este estudio se presenta por primera vez evidencia que indica que en algunos
genotipos de abejas, individuos especializados en la guardia también pueden
tener un umbral de respuesta de aguijoneo bajo, lo cual apoya la hipétesis

propuesta que indica que las guardianas tienen los umbrales mas bajos de
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respuesta a estimulos defensivos (Robinson y Page, 1988). Los individuos que se
especializan en el comportamiento de guardia fueron los mas rapidos en picar en
comparacién con las abejas del nido de 7 dias de edad para los genotipos
africanizados, pero no para los europeos. La razén del porque las abejas
guardianas europeas no fueron mas rapidas en picar que las abejas del nido del
mismo genotipo no es claro, particularmente debido a que se sabe que QTL, (loci
de caracteristicas cuantitativas), como el sting-1, sting-2, y el sting-3 tienen efectos
significativos sobre el comportamiento de guardia y el de aguijoneo en un
ambiente de colonia en familias pertenecientes a una sola linea paterna (Guzman-
Novoa et al., 2002; Arechavaleta-Velasco et al., 2003). Sin embargo abejas
guardianas de origen europeo no mostraron una mayor probabilidad a picar que
las abejas del nido en los ambientes de colonia con lineas paternas multiples
(Arechavaleta-Velasco y Hunt, 2003). Tal vez las diferencias que fueron
encontradas entre las abejas guardianas africanizadas y las abejas africanizadas
del nido en las colonias de lineas paternas multiples de este estudio se deban a
que los alelos de origen africano tienen mayor efecto sobre el umbral de respuesta
al estimulo defensivo que la variacion alélica encontrada dentro de las abejas
europeas. Adicionalmente, el hecho que las abejas africanizadas sean mas
persistentes como guardianas que las europeas refuerza este argumento. Hunt et
al., (2003) reportaron que las abejas africanizadas hicieron guardia por mas
tiempo que las europeas que se encontraban en colonias de su propio ambiente
natal. En colonias donde abejas de ambos genotipos compartieron un ambiente
comun, compuestas de diferentes fuentes de abejas africanizadas y europeas, el
tiempo que las abejas permanecieron realizando la guardia fue 50% mayor para el
genotipo africanizado. Asi mismo las abejas africanizadas (pero no las europeas)
fueron mas persistentes a la guardia en ambientes de colonia africanizados que en
ambientes de colonia europeos. La interaccion genotipo y ambiente es similar a
los resultados encontrados en el presente estudio que muestra los umbrales de
respuesta al aguijoneo mas bajos para las guardianas africanizadas en colonias

africanizadas.
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Es poco probable que los umbrales de respuesta mas bajos de las guardianas
africanizadas comparado con las abejas del nido sean una consecuencia de tener
una semana de edad, ya que estudios previos reportaron que a una semana de
edad las abejas europeas tienen umbrales de respuesta equivalentes a las de las
abejas mas viejas y a que las abejas europeas se desarrollan un poco mas lento
(Paxton et al., 1994; Giray et al., 2000; Uribe-Rubio et al., datos no publicados).
Los efectos ambientales fueron evidentes en este estudio. En todos los casos, las
abejas respondieron mas rapido a los estimulos eléctricos después de ser
mantenidas en ambientes distintos a su colonia natal. No es claro porque sucedio
esto, pero tal vez los ambientes distintos al propio utilizados en este estudio
fueron relativamente estresantes para las abejas obreras, resultando en un
incremento en la sensibilidad a los estimulos defensivos. La aceptacion de las
abejas obreras depende del olor particular de cada colonia, asi como de los
componentes genéticos y ambientales, aunque es comun que las abejas jovenes
sean mejor aceptadas que las abejas viejas (Breed et al., 2004).

Tal vez las obreras anfitrionas de las colonias de los ambientes experimentales
donde se introdujeron abejas de los dos genotipos para convivir en un ambiente
comun, se ocupen en mas conductas agonistas en contra de las abejas
introducidas que las obreras de sus colonias natales, o bien las obreras que
cohabitan en un ambiente comun pueden haber tenido muy pocos momentos de
alimentacion directa. La respuesta de aguijoneo y la sensibilidad para la
estimulacién exhibida por las abejas puede ser regulada por la actividad neuronal
mediada por neuro-hormonas en el sistema nervioso central (revisado por Hunt,
2007; Hunt et al., 2007). Interacciones agresivas o estrés pueden causar cambios
en los titulos de neuro-hormonas o neurotransmisores y pueden influenciar
umbrales de respuesta a diferentes estimulos.

Las respuestas mas rapidas a la estimulacion eléctrica se dieron en aquellas
abejas que fueron emergidas y mantenidas por 7 dias en un ambiente artificial (la
incubadora). Cuando estas obreras fueron evaluadas, respondieron mucho mas

rapido que aquellas mantenidas en sus propias colonias. Este resultado es
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inexplicable y fue similar a los resultados donde las abejas compartieron un
ambiente comun. Obreras de siete dias de edad capturadas de jaulas que se
encontraban en la incubadora, en general presentaron umbrales similarmente
bajos de respuesta a la estimulacion eléctrica a las obreras capturadas de las
colonias donde las abejas compartieron un ambiente comun (Figura 5.1). Estos
hallazgos de las abejas de la incubadora sugieren que el contacto fisico con los
individuos mas viejos, la feromona de la reina, asi como también el desarrollo
dentro del ambiente de colonia no es esencial para que las obreras reduzcan sus
umbrales de respuesta a los estimulos defensivos. Adicionalmente estos
resultados refuerzan la hipétesis de que el estrés causado por un ambiente distinto
al ambiente propio afecta los umbrales de respuesta al aguijoneo de las abejas.
Es muy probable que el ambiente de la incubadora haya sido mas estresante para
las abejas que los ambientes de colonia. Se sabe que la longevidad de las abejas
en las jaulas es menor comparado con la longevidad de las que habitan en las
colonias, especialmente cuando se enjaulan en pequefios grupos (Moncharmont
et al., 2003). También se ha visto que el estrés puede causar incrementos en el
comportamiento defensivo; abejas obreras enjauladas que se han mantenido en
aislamiento por 5 dias exhibieron un incremento en los niveles de agresion hacia
reinas ajenas (Breed, 1983).

A pesar de la influencia del ambiente artificial sobre los umbrales de respuesta
para el comportamiento de aguijoneo, las abejas africanizadas y europeas
mostraron diferencias consistentes entre unas y otras y la varianza dentro de los
genotipos fue mas baja en las abejas enjauladas (Figura 5.1). Por lo tanto los
resultados del presente estudio apoyan el uso de esta metodologia para comparar
diferentes genotipos de abejas mantenidas en una incubadora. En un estudio
similar obreras de diferentes lineas paternas mantenidas en una incubadora que
se sometieron a estimulacion eléctrica presentaron diferencias significativas en la
extension del aguijon (Lenoir et al., 2006). En este ultimo estudio al igual que en el
presente, los efectos ambientales no fueron suficientemente grandes para impedir

la deteccion de diferencias significativas entre abejas de diferente genotipo.
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Las abejas africanizadas son mas pequenas que las europeas. En este sentido se
podria especular que las diferencias encontradas entre las abejas africanizadas y
las europeas se debieron a la relacion entre el voltaje del estimulo eléctrico
empleado y el tamafo corporal de las obreras pertenecientes a los dos genotipos.
Aunque, el tamafio corporal no pudo haber influido en los resultados debido a que
se utilizé una corriente eléctrica constante, la cual corrigioé las diferencias en la
resistencia causada por el tamafo corporal de las abejas. Ademas las abejas
europeas y africanizadas redujeron significativamente sus tiempos para picar,
cuando se mantuvieron en nidos extrafios o en un ambiente artificial comparado
con las respuestas obtenidas cuando se encontraban en su propio ambiente natal
(Figura 5.1), al mismo tiempo que se mantuvieron las diferencias entre genotipos.

Los resultados de este estudio sugieren que el genotipo, el trabajo de
especializacion y el ambiente del nido influyen sobre los umbrales de respuesta
de aguijoneo de las abejas. La identificacion de estos componentes asociados con
la variabilidad en el comportamiento de aguijoneo de abejas individuales es
consistente con el modelo de umbrales de respuesta que explica la divisiéon de
trabajo en la colonia como el resultado de la variabilidad en la sensibilidad para
varios estimulos entre sus miembros (Page y Robinson, 1991; Robinson,1992;
Page y Erber, 2002). EI conocimiento generado acerca de los efectos de estos
componentes sobre el comportamiento defensivo, y las pruebas de estimulos
eléctricos que se han desarrollado seran utiles para en un futuro ayudar en

diseccionar la genética de este complejo comportamiento social.
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Cuadro 5.1. Analisis de varianza para el tiempo (seg (s)), de aguijoneo de abejas
africanizadas y europeas guardianas y del interior (nido), colectadas de su propio
ambiente de colonia (natal), de colonias de ambiente compartido y de ambiente

artificial (incubadora), después de la aplicacién de un estimulo eléctrico de 0.5mA®

Fuente de variacion gl Cuadrados medios F P
Genotipo (g) 1 56.78 220.55 <0.0001
Trabajo (t)b 1 0.30 1.05 0.3062
Ambiente (a)® 3 14.77 57.37 <0.0001
gxt 1 2.46 8.69 0.0033
gxa 3 3.06 11.90 <0.0001
txa’ 2 0.88 3.10 0.0455
gxtxal 2 0.38 1.33 0.2639
Error 1755 0.28

& Andlisis de varianza basado en datos transformados a logaritmo + 1.

® Obreras marcadas de dos grupos de trabajo fueron colectadas y evaluadas.
Abejas de siete dias de edad tomadas del interior de las colmenas y abejas
guardianas que se encontraban a la entrada de la colmena.

¢ Los ambientes de colonia o de ambiente propio contenian Unicamente abejas
africanizadas, o abejas europeas. Los ambientes compartidos (colonias
africanizadas o europeas) contenian un conjunto de abejas de los dos genotipos
(africanizados y europeos).

4 Unicamente los datos de los ambientes de colonia fueron utilizados para el
analisis de estas interacciones. El ambiente artificial fue excluido de estos analisis
debido a que las abejas colectadas de la incubadora no se agruparon por tarea de
especializacion. En un  ambiente artificial, abejas obreras de genotipos
africanizados y europeos se mantuvieron por separado, en jaulas dentro de una
incubadora (33°C y 60%) hasta la edad de 7 dias, después de los cuales fueron
evaluadas.
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Cuadro 5.2. Tiempo (seg (s)), promedio de aguijoneo y el error estandar para las
abejas africanizadas y europeas que realizaron el trabajo de guardia y abejas del
interior (nido) colectadas de los ambientes que compartian en comun, de colonias
no relacionadas (ambientes africanizados y europeos) después de la aplicacién de
un estimulo eléctrico de 0.5mA

Ambiente
Genotipo Trabajo de Especializaciénl Africanizado? Europeo2
Africanizado Guardia 1.40+0.12% (n=103) 1 .6910.14b(n=1 30)
Africanizado Nido 1.96+0.14°(n=124) 1.73+0.12>%(n=131)
Europeas Guardia 3.05+0.41%(n=166) 3.45+0.55%n=110)
Europeas Nido 2.44+0.37%(n=118) 2.65+0.25%n=125)

Diferentes literales indican diferencias significativas de medias, basadas en
analisis de varianza y pruebas de Tukey con datos transformados a logaritmo + 1.
Los datos presentados son valores no transformados.

! Obreras marcadas de dos grupos de trabajo fueron colectadas y evaluadas.
Abejas de siete dias de edad tomadas del interior de las colonias y abejas
guardianas de 14 a 21 dias de edad que se encontraban a la entrada de la
colmena.

2 En las colonias de ambientes africanizados o europeos se encontraban abejas

pintadas de los genotipos africanizados vy europeos. que fueron introducidas
conjuntamente.
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Figura 5.1. Efecto del genotipo y el ambiente para el tiempo (seg (s)), promedio
para picar (s £ ee). Abejas obreras africanizadas (AHB) y europeas (EHB) que
fueron colectadas de su propia colonia (natal), de colonias de ambiente
compartido, (ambientes Africanizados y Europeos) o de un ambiente artificial
(mantenidas en una incubadora); que fueron sometidas a un estimulo eléctrico de
0.5 mA y se registro el tiempo que las abejas tardaron en picar un sustrato de
cuero.
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Diferentes literales indican diferencias significativas de medias, basadas en un
analisis de varianza y pruebas de Tukey con datos transformados a log + 1. Los
datos actuales son valores no transformados
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CONCLUSIONES

Mediante la medicion de la variacion de la expresion del comportamiento
defensivo de las abejas africanizadas y europeas, a nivel individual y colectivo en
ambientes propios y en ambientes compartidos a través de la aplicacion de
diferentes estimulos se lleg6 a las siguientes conclusiones:

Ambientes propios con respuesta colectiva

a) Se ha comprobado que las abejas africanizadas respondieron mas rapido para
picar y en mayor cantidad de individuos, cuando las colonias fueron expuestas a
un estimulo quimico, movimiento y de color en comparacion con las respuestas
observas en las abejas europeas.

b) Se ha comprobado por otra parte que la expresion del comportamiento
defensivo tiene porcentajes elevados de variacion. Sin embargo los resultados
para el tiempo que tarda una abeja en picar sugieren que esta caracteristica
puede ser Util en la separacion de colonias defensivas de ddciles.

c) Se encontrd una correlacion negativa significativa entre el tiempo que tarda la
primera abeja en picar y el nUmero de abejas que pican un sustrato, lo cual apoya
los resultados de trabajos previos y sugiere que estas dos caracteristicas puedan
ser utiles en la separacion de colonias defensivas y dociles.

d) El nUmero de abejas que respondieron a un estimulo quimico a la entrada de la
colmena fue significativamente mayor en las colonias africanizadas que en las
europeas, validando que esta metodologia es util para la separacion de colonias
defensivas y déciles.

e) El nimero de abejas que persiguen a los operadores de la colmena cuando se
alejaron a 25 m fue estadisticamente superior en las colonias africanizadas que
en las europeas, comprobando que también esta metodologia es util en la
separacion de colonias defensivas y dociles.

f) Se encontr6 una correlacion significativa entre el nimero de abejas que
respondieron a un estimulo quimico y el numero de abejas que persiguieron a los
operadores, lo que también indica que estas caracteristicas pueden ser utiles en la
separacion de colonias defensivas y ddciles.

Ambientes compartidos con respuesta colectiva: Efectos genotipicos
g) La propension al comportamiento de guardia no fue afectada por el genotipo,

observandose mayor propension de las abejas para esta caracteristica en los
ambientes europeos que en los africanizados.
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h) Se presentaron efectos de interaccibn genotipo por ambiente para la
caracteristica de propension de las abejas.

1) Efectos del genotipo influyeron sobre la persistencia de las abejas para realizar
la guardia. Las abejas africanizadas realizaron dos dias mas de guardia en
comparacion con lo encontrado en las abejas europeas.

j) Los efectos de interaccion genotipo por ambiente se hicieron aparentes al
comparar el numero de dias que las abejas hicieron guardia entre las abejas
africanizadas y europeas en ambos ambientes (africanizado y europeo).

k) La edad de inicio estuvo afectada por el genotipo y no por el ambiente, ni por
la interaccion de estos dos factores.

l) Las abejas africanizadas se iniciaron con dos dias antes que las abejas
europeas en las actividades de guardia.

Ambientes propios con respuesta colectiva: Efectos Genéticos

m) Se encontraron efectos genéticos aditivos para la caracteristica de guardia
medida como el niumero de abejas que responden a un estimulo quimico a la
entrada de la colmena y para la longitud del ala anterior de las abejas obreras.

n) Se encontraron efectos maternos y paternos actuando sobre el numero de
abejas que respondieron a un estimulo quimico a la entrada de la colmena.

) Solo se encontraron efectos paternos actuando sobre la longitud del ala anterior
de las obreras.

0) Se encontré una correlacién negativa (r = O 0.42) entre el niumero de abejas
que responden a un estimulo quimico y la longitud del ala anterior de la obreras.
Lo cual podria ser util en la seleccion de colonias dociles con alas grandes.

p) La metodologia computarizada propuesta para la medicion de la longitud del ala
anterior de las abejas sugiere que es posible separar los grupos parentales
africanizados y europeos de sus hibridos y potencialmente se podria emplear
como prueba de certificacion y diagnostico de africanizacion y para fines de
investigacion.

Ambientes propios y compartidos con respuestas individuales
g) Es la primera vez que en un solo estudio se incluyen abejas de genotipos

africanizados y europeos, de edad conocida y pertenecientes a un grupo de
abejas que realizan actividades de guardia y que son evaluados con un solo
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método para determinar sus umbrales de reaccidén a un estimulo eléctrico cuando
las abejas se encuentran en ambientes propios y compartidos.

g) Se confirmé la validez y confiabilidad del uso del estimulador eléctrico para
comparar las respuestas de aguijoneo a nivel individual de abejas pertenecientes
a grupos africanizados y europeos.

r) Las abejas africanizadas respondieron mas rapido para picar un sustrato que
las europeas en todos los ambientes que se probaron después de aplicar un
estimulo eléctrico fijo.

s) Se demostraron efectos genéticos y ambientales sobre el tiempo de reaccién de
las abejas al aplicar un estimulo eléctrico en abejas africanizadas y europeas.

t) Se presentaron efectos de genotipo por ambiente para el tiempo que las abejas
tardan en responder al estimulo eléctrico.

u) Efectos de interaccion genotipo por division del trabajo se presentaron entre
abejas del genotipo africanizado y europeo que realizaban actividades de guardia
y abejas tomadas del nido.

v) Se demostré que las abejas especializadas en la guardia tienen umbrales de
respuesta de aguijoneo menores en comparacion con lo encontrado en abejas no
especializadas en el aguijoneo.

X) Los resultados sugieren que el genotipo, la division del trabajo de

especializacion y el ambiente del nido influyen sobre los umbrales de respuesta de
aguijoneo de las abejas.
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Abstract This study was conducted to analyze the stinging
response thresholds of individual European and Africanized
worker honeybees (Apis mellifera L.) to electrical stimula-
tion. Newly emerged workers were identified, and either
were placed into an incubator, into their natal colonies, or
cross-fostered in common colonies of European or Afri-
canized ancestry. Nest and guard bees of each type were
collected and exposed to an electric stimulus of 0.5 mA, and
the time they took to sting a leather substrate was recorded.
Africanized bees consistently had significant lower thresh-
olds of defensive response than European bees across all of
the environments tested. Guards were faster to sting than nest
bees only for the Africanized genotype, suggesting that
alleles of African origin have pleiotropic effects on guarding
and stinging. This is the first study that shows that single
individuals specialized in guarding also may have a lower
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response threshold for stinging. Environmental effects were
also evident. In all cases, bees responded faster to the elec-
trical stimulation after being kept in environments other than
their natal nest. Moreover, significant genotype by envi-
ronment and genotype by task specialization interactions
were found. Our results fit a model of division of labor based
on differences in response thresholds to stimuli among
workers of different genotypes and task groups that result in
non-additive effects on colony behavior.

Keywords Apis mellifera - Defensive behavior -
Guards - Africanized honeybees - Response thresholds -
Electric stimuli

Introduction

The study of the evolution of complex social organizations
is an important issue in biology. Insect colonies may serve
as models of complex systems, and honeybee (Apis melli-
fera L.) colonies stand as prime examples of social
organization because they have large colonies and well-
studied division of labor (Wilson 1985; Winston 1987).
Division of labor in insect societies can be explained by
behavioral threshold variance among individual members
of a colony (Page and Robinson 1991; Robinson 1992;
Page and Erber 2002). In this model, it is assumed that
individuals respond to stimuli on the basis of their response
thresholds. Members with similar sets of thresholds will
tend to perform similar tasks and thus end up in the same
behavioral roles. However, differences in response
thresholds among individuals may result in large differ-
ences in behavior through positive and negative feedback
loops involving interactions between individuals and
between individuals and their shared nest environment.
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Defensive behavior is a good example of a complex
behavior that has been highly advantageous for the evolu-
tionary and ecological success of honeybees (reviewed by
Breed et al. 2004). Defensive tasks are carried out by indi-
viduals that specialize to either guard the colony entrance or to
sting potential intruders (Breed et al. 2004), although there is
overlap between these two task groups. Guards are middle-age
bees (1-3 weeks old) that patrol the entrance of their colony
and inspect incoming individuals, touching them with their
antennae to identify them as nest mates or non-nest mates.
Guards exclude bees (or other invertebrates) that are foreign to
their colony, and alert other colony workers about intruders.
By releasing pheromones, they recruit bees from the interior
of the colony and some of the recruited bees fly out, detect,
pursue and sting vertebrate intruders (Butler and Free 1952;
Ribbands 1954; Maschwitz 1964; Breed et al. 1990, 1992;
Arechavaleta-Velasco and Hunt 2003). So it is clear that
guards play an important role in colony defense.

Numerous studies have demonstrated that guarding is a
specialized task that is performed by few, genetically
predisposed individuals (Robinson and Page 1988; Breed
and Rogers 1991; Breed et al. 1992; Arechavaleta-Velasco
and Hunt 2003, 2004; Hunt et al. 2003; Guzman-Novoa
et al. 2004) and loci associated with guarding and stinging
behavior have been mapped and confirmed (Hunt et al.
1998; Guzman-Novoa et al. 2002; Arechavaleta-Velasco
et al. 2003; Arechavaleta-Velasco and Hunt 2004). Both
the number of days that individuals in a colony persist at
guarding and the number of bees guarding the nest entrance
correlate with the intensity of the defensive response
(Breed et al. 1988; Breed and Rogers 1991; Arechavaleta-
Velasco and Hunt 2003). Colony environment or social
interactions also may affect guarding and stinging behavior
(Southwick and Moritz 1987; Breed and Rogers 1991;
Guzman-Novoa and Page 1994; Hunt et al. 2003).

Genotypic effects on the defensive behavior of honey-
bees are also evident in nature; Africanized bees are an
example of a defensive genotype. They are significantly
more aggressive than European bees (Collins et al. 1982;
Guzman-Novoa and Page 1993, 1994; Uribe-Rubio et al.
2003) and have caused thousands of human and animal
deaths during the last 45 years (Breed et al. 2004) for which
they have become a public health issue in the Americas. The
defensive behavior of Africanized bees is heritable (Collins
et al. 1984) and seems to be affected by additive and
paternal effects (Guzman-Novoa and Page 1994; DeGrandi-
Hoffman et al. 1998; Guzman-Novoa et al. 2002, 2005).

Few studies have demonstrated genotype by environ-
ment interactions for behavioral traits of honeybees. In the
case of defensive behavior, it is not known how much the
thresholds of response of individual bees are affected by a
social environment or by the contact with older bees, or
with bees specialized on defensive tasks.

@ Springer

An important reason why the genetic and environmental
effects influencing the components of defensive behavior
in honeybees have been difficult to evaluate is the inade-
quacy of the methods used to measure them. The
defensiveness of bees has been evaluated with field and
laboratory tests (reviewed by Guzman-Novoa et al. 2003)
that in most cases, rely on observations of colony-level
traits such as the number of stings in a target, numbers of
pursuers, or number of bees that emerge from the colony
entrance in response to alarm pheromone. Field assays
have the disadvantage of being influenced by multiple
uncontrolled climatic variables and colony-environment
effects. Laboratory assays better control for environmental
effects, but the bee responses are measured under condi-
tions that are usually done on groups of bees, and therefore
their interpretation is confounded by group effects (Collins
and Blum 1982; Moritz and Biirgin 1987; Moritz and
Southwick 1987). Additionally, the variables measured in
most laboratory assays are difficult to relate to specific
components of defensive behavior in field colonies.

Few studies have measured the stinging behavior of
individual bees. One of them was the study conducted by
Kolmes and Fergusson-Kolmes (1989) who found that an
electric shock assay applied on individual workers could
clearly distinguish between defensive and gentle European
honeybee colonies. The bees from the defensive colony
stung faster than those of the gentle one. Using the same
assay, Paxton et al. (1994) found that age affected the
speed at which bees stung. Older bees stung at a lower
voltage threshold than 1-day old bees. Electrical stimula-
tion has also been used to measure defensive behavior of
individual Africanized bees (Nuilez et al. 1998; Balderra-
ma et al. 2002). Lenoir et al. (2006) used an electrically
stimulated, sting-extrusion test on individual, restrained
European honeybees and found differences of response
among patrilines, which indicated genetic effects for this
behavior. Individual tests are therefore important to study
the defensive behavior of honeybees because group mea-
sures may be subject to nonlinear effects owing to
interactions among workers.

The present study addresses the important question of
variation in thresholds of response for stinging behavior
between individual European and Africanized honeybees.
We report results of stinging response-thresholds to electric
stimulation of nest and guard bees taken from their natal
colonies, from cross-fostered colonies, or from cages kept
in an incubator.

Material and methods

These studies were conducted in the Center for Beekeeping
Development, located near Villa Guerrero, Mexico (19° N,
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99° W). For all the experiments, we obtained Africanized
bee stocks from swarms captured locally. The European
colonies used were derived from queens that were instru-
mentally inseminated with the semen of 8-10 drones that
were obtained from Glenn Apiaries of Fallbrook CA, USA
and naturally mated queens from a breeding program in
Ontario, Canada. Morphometric and mitochondrial DNA
analyses (Nielsen et al. 1999) of the queens’ progeny were
used to confirm the origin of our source colonies. Six
Africanized and six European bee colonies that were
unrelated among each other were used for the experiments.
Three, six and three colonies for each of the two bee types
were used for the experiments 1, 2 and 3, respectively.

Experimental colonies were contained in standard Da-
dant jumbo-size hives. The populations of the experimental
colonies were equalized 4 weeks before introducing
marked bees into them by removing bees and frames of
brood from the most populous colonies. Each of the
experimental colonies contained ca. 6,000 cm® (4
5 frames) with capped brood and eight frames of adult bees
(about 18,000 individuals) after equalization. Hives were
positioned at least 5 m apart to minimize inter-hive drifting
of workers.

To obtain bees from the source colonies (Africanized
and European), frames with capped brood containing pupae
ready to eclose as adults were removed from these colonies
and placed in screened cages (3 mm mesh) inside of an
incubator, maintained at 33°C and 60% RH. Newly
emerged workers were marked on the back of their thorax
with colored enamel paint according to the source type.
Five hundred marked Africanized bees were introduced
into each of the three Africanized colonies, and 500
European bees into each of the three European colonies, to
be used in Experiment 1. This procedure was completed in
1 day, thus the age of the introduced bees was <24 h.
Additionally, 1 week later, 1,000 marked bees (500 Afri-
canized and 500 European) were cross-fostered into each
of the three European and the three Africanized colonies, to
be used in Experiment 2 (different from the ones used as
colony environments for Experiment 1, see below).

Experiment 1: workers in their natal nest

Three European or three Africanized colonies containing
only marked and unmarked individuals of their own
genotype were housed in hives that had plywood-based,
plexiglass-covered platforms (30 cm long) that served as
entrance extensions, thus permitting the observation of the
color (and hence the genotype) of marked guard bees.
Marked workers from two behavioral categories were
collected from these colonies to subject them to an
electric-stimulus assay. Seven-day old marked nest bees

from the interior of the colonies were captured by open-
ing the hives and marked bees performing guarding bouts
were captured at the hive entrance (the age of guards
varied between 14 and 21 days). Guard bees were
detected by observing their “typical” behavior (Ribbands
1954; Ghent and Gary 1962) at the hive entrance for a
period of 5 min before taking the sample. Guard bees
stand with their forelegs off the ground and their antennae
held forwards to touch and inspect incoming bees. Once
identified, guards were captured by gently placing an
inverted 15-ml plastic tube over the bee on the landing
board of the hive. These bees were immediately trans-
ported to the laboratory, where they were tested for their
time of response to an electric stimulus. A total of 120
guard and 150 nest bees of Africanized origin, as well as
a total of 121 guard and 151 nest bees of European origin
were tested over a period of 4 days.

Experiment 2: workers in cross-fostered nests

Marked nest and guard bees originating from three
Africanized and three European colonies that had been
cross-fostered together in unrelated colonies of the two
genotypes were collected as above from three different
European (European environment) and three different
Africanized (Africanized environment) colonies. Then,
they were subjected to the electric stimulus assay. A total
of 103 guard and 124 nest bees of Africanized origin, as
well as a total of 166 guard and 118 nest bees of European
origin were tested from Africanized colony environments.
Additionally, a total of 130 guard and 131 nest bees of
Africanized origin, as well as a total of 110 guard and
125 nest bees of European origin were tested from Euro-
pean colony environments. These tests were conducted
over a period of 4 days.

Experiment 3: workers in an artificial environment

Worker bees of each genotype were allowed to emerge in
an incubator (33°C and 60% RH). Then, equal numbers
of bees from each of the combs with emerging brood for
each bee type were transferred to a different 3 mm wire-
mesh cage (15 x 15 x 25 cm) containing a small empty
comb, and were fed with a 50% sugar solution ad libi-
tum. They were collected and subjected to the electric
stimulus assay 7 days after their emergence. Bees were
permitted to age because it is known that the sting reflex
is fully developed in bees older than 5-7 days (Burrel
and Smith 1994; Paxton et al. 1994). A total of 120
Africanized and 120 European bees were tested over a
period of 2 days.
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The assay

A constant-current stimulator (Isostim 360, model A 320
R-E, World Precision Instruments, Sarasota, Fla., USA)
was used to provide a constant stimulus regardless of
variation in resistance caused by the manner a bee touched
the wires, or the size of the bee. A fixed electric stimulus of
0.5 mA was applied, with a pulse interval of 250 ms and an
amplitude of 2.0 ms. These conditions were set based on
preliminary studies that tested the effects of varying pulse
rate, interval, voltage or current to induce stinging. A
constant current of 0.5 mA showed good separation
between European and Africanized workers captured at the
hive entrance (Prieto-Merlos 2002; Uribe-Rubio et al.
unpublished data). The electric stimulator was connected to
a wire grid composed of 21 parallel stainless steel wires
(13 cm x 2 mm) with a separation of 3.5 mm between
them (Paxton et al. 1994). The grid wires were assembled
in an alternate electric manner (+ and —) so that the circuit
was closed by the bee touching two adjacent wires.

Individual bees were placed unrestrained above the
device’s grid with the aid of entomological forceps. Then,
the individual was covered with an inverted plastic petri
dish (57 mm diameter) that restrained the bee within the
grid, but allowed her to freely walk on it. Then, the bee was
left undisturbed for 1 min to allow her to acclimate, before
being stimulated. Each bee was then subjected to the
electric stimulation and the time taken by the individual
from the application of the electric stimulus to the stinging
of a black suede leather patch placed underneath the wire
grid, was measured with a precision chronometer (Leoni-
das trackmaster, model 8042, Bern, Switzerland). The
black suede was used to provide a more realistic target to
sting. Defenders localize potential intruders in the field by
visual cues and odor (Breed et al. 2004). Bees are more
responsive to dark colored objects with a mammalian smell
(Free 1961). A new suede patch was used for each bee and
the wire grid was cleaned with a solution of water and
neutral soap after each test to remove possible residues of
alarm pheromones left by the previous bee.

Statistical analyses

We tested data for normality using the Shapiro-Wilk test.
The homogeneity of the variances was also verified using
the Bartlett test. Since data were not normally distributed, a
log + 1 transformation was performed to produce a normal
distribution before analyzing them. Transformed data for
time to sting were then subjected to multi-way analyses of
variance (ANOVA) for bee genotype (Africanized or
European), task specialization (nest or guard bee), and hive
environment (Natal, Africanized, European, or artificial).
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When significant differences were found, treatment means
were compared with Tukey tests (Sokal and Rohlf 1995).

Results

In all environments, Africanized bees responded signifi-
cantly faster to the electric stimulus than European bees
(F1.1775 = 220.55, P < 0.0001; Table 1). In fact, the phe-
notypic distributions just barely overlapped. The stinging
time across the different environments ranged from
1.16 £ 0.05 to 2.67 £ 0.22 s and from 2.80 £ 0.25 to
5.77 £ 0.45 s, for Africanized and FEuropean bees,
respectively (Fig. 1).

No overall effect of task specialization was found, but
there was a significant interaction between genotype and
task (Fy 1775 = 8.69, P = 0.0033; Table 1). Guards and nest
bees of European origin did not differ for their time of
response to the electric stimulation, regardless of rearing
environment. But for the Africanized genotype, guards
stung significantly faster than nest bees when co-fostered
along with 500 European bees in Africanized hives that
were unrelated to their natal nest (1.40 & 0.12 s; Table 2).

Table 1 Analysis of variance for time to sting of guard or nest
Africanized and European honeybees collected from their natal col-
ony, from cross-fostered, unrelated colonies, or from an artificial
environment (incubator) after the application of a 0.5 mA electric
stimulus®

Source of variation  df Mean square  F P
Genotype (g) 1 56.78 220.55  <0.0001
Task (1)" 1 030 1.05 0.3062
Environment (e)° 3 14.77 57.37  <0.0001
gxt 1 2.46 8.69 0.0033
gxe 3 3.06 11.90  <0.0001
t x e 2 088 3.10 0.0455
gxtxel 2 0.38 1.33 0.2639
Error 1775 0.28

4 Analysis based on log + 1 transformed-data

® Marked workers from two task groups were collected and assayed.
Seven-day old nest bees from the interior of the colonies, and bees
performing guarding bouts at the hives’ entrances

¢ Colony environments consisted of either only European and only
Africanized bees or cross-fostered environments (European and
Africanized workers fostered together in either Africanized or Euro-
pean, unrelated colonies). The artificial environment consisted of an
incubator maintained at 33°C and 60% RH where workers were
emerged and kept for 7 days until assayed

d Only the data from colony environments were used for the analyses
of these interactions. The artificial environment was excluded from
these analyses because bees collected from the incubator were not
sorted by task specialization

Effects of genotype, task, environment (colony or incubator), and
interaction of genotype by task and by environment are shown
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Fig. 1 Effect of genotype and environment for mean time to sting
(s £ s.e.). European (EHB) and Africanized (AHB) worker honey-
bees were collected from their natal colony, from cross-fostered,
unrelated colonies (Africanized or European environment), or from an
artificial environment (caged in an incubator); then they were
subjected to a 0.5 mA electric stimulus and the time they took to
sting a leather substrate was recorded. Different literals indicate
significant differences of means, based on analysis of variance and
Tukey tests of log + 1 transformed-data. Actual non-transformed
values are shown

In addition, there was a significant interaction between
worker task group and colony environment (£ ;775 = 3.10,
P =0.0455; Table 1).

There were significant differences in the workers’ times
of defensive response among the different environments
(F31775 =57.37, P < 0.0001; Table 1). Bees stung signif-
icantly faster after they were kept in a foreign colony or
artificial environment than when they were kept in their
original colony. The fastest responses to the electric stim-
ulus were those of bees emerged and kept in an incubator
(2.92 £ 0.15 s for European bees and 1.16 £ 0.05 s for
Africanized bees). There were also genotype by environ-
ment interactions (F3 ;775 =11.90, P < 0.0001; Table 1).
European workers reduced their times of defensive
response between 47.6 and 51.5% when kept in foreign
colonies, relative to their responses when sampled from
their natal colonies. Africanized bees showed a lesser
decrease in response times when kept in foreign colonies
relative to their natal colonies (<36.0%; Fig. 1).

Discussion

This is the first time that individual Africanized and
European bees of known age and defensive task-related
group (nest and guard bees) have been compared for
stinging response to an electric stimulation. Results showed
that Africanized bees consistently responded faster than
Europeans to the stimulus across all of the environments
tested. Thus, they must have a lower threshold of stinging
response than their European counterparts. The genotypic
effects demonstrated here are in accordance with numerous
studies that have shown that Africanized bees are more
defensive than Europeans (reviewed by Breed et al. 2004;
see also Hunt 2007) and confirm the validity and reliability
of using an electric stimulator to compare defensive
responses and to test threshold models in honeybee studies.

Kolmes and Fergusson-Kolmes (1989) also found
genetic differences for the level of electric stimulation that
elicited a defensive response between groups of workers
taken from the nest of European bee colonies that varied in
their defensive behavior. Lenoir et al. (2006) reported that
restrained workers of different patrilines in a colony of
European origin varied in their tendency to extrude their
stinger when subjected to an electric stimulus. In another
study using a similar methodology, Balderrama et al.
(2002) tested Africanized bee foragers in Venezuela. They
looked at stinger extrusion after 2 s of sequential exposure
to an electric stimulus that increased from 2 to 16 V. They
found that the higher the voltage, the higher the response of
the bees, up to 8 V. Then, a plateau in the level of
responses was reached.

The above studies differed from ours in that bees were
restrained in a holder—which probably caused significant
stress to the bees—and no comparisons between African-
ized and European bees were performed; only European
bees were tested in the first two studies and only Afri-
canized bees were tested in the last one. Additionally,
previous studies in which electric stimulation was used to

Table 2 Mean time to sting (s £ s.e.) for guard and nest Africanized and European honeybees collected from cross-fostered, unrelated colonies
(Africanized or European environment) after the application of a 0.5 mA electric stimulus’

Africanized environment® European environment®

Genotype Task specialization®
Africanized Guard

Africanized Nest

European Guard

European Nest

1.40 & 0.12* (n = 103)
1.96 & 0.14° (n = 124)
3.05 £ 0.41¢ (n = 166)
244 + 037 (n = 118)

1.69 + 0.14° (n = 130)
1.73 £ 0.12°¢ (n = 131)
3.45 £ 0.55% (n = 110)
2.65 £+ 0.25¢ (n = 125)

! Different literals indicate significant differences of means, based on analysis of variance and Tukey tests of log + 1 transformed-data. Actual

non-transformed values are shown

2 Marked workers from two task groups were collected and assayed. Seven-day old nest bees from the interior of the colonies, and bees

performing guarding bouts at the hives’ entrances

3 Colony environments consisted of cross-fostered colonies (European and Africanized workers fostered together in either Africanized or

European, unrelated colonies)
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study the defensive behavior of honeybees did not compare
bees performing different tasks.

Ours is the first study showing evidence indicating that
in some genotypes of honeybees, individuals specialized in
guarding also may have a lower response threshold for
stinging, which supports the hypothesis that guards have
lowered response thresholds to defensive stimuli (Robinson
and Page 1988). Individuals that specialized in guarding
behavior were faster to sting than 7-day old nest bees for
the Africanized genotype, but not for the European one.
The reason why European guard bees were not faster to
sting than nest bees of the same genotype is not clear,
particularly because it is known that QTL, sting-1, sting-2,
and sting-3, all have been found to have significant effects
on both guarding and stinging behavior in a colony envi-
ronment in families that have a single patriline (Guzman-
Novoa et al. 2002; Arechavaleta-Velasco et al. 2003).
However, guard bees of European origin are not more
likely to sting than nest bees in colony environments with
multiple patrilines (Arechavaleta-Velasco and Hunt 2003).
Perhaps differences were found between Africanized guard
bees and Africanized nest bees in the multiple-patriline
colonies of this study because the alleles of African origin
have a greater effect on the stimulus response threshold
than the allelic variation within European bees. Addition-
ally, the fact that Africanized bees are more persistent as
guards than are European bees reinforces this argument.
Hunt et al. (2003) showed that Africanized workers guar-
ded much longer than European bees in their natal
colonies. In co-fostered colonies composed of different
sources of European and Africanized bees, the time that
bees spent performing guarding bouts was about 50%
higher for the Africanized genotype. Moreover, African-
ized bees (but not Europeans) were more persistent at
guarding in Africanized colony environments than in
European environments. This genotype by environment
interaction is similar to our current results that show the
lowest stinging response thresholds for Africanized guards
in Africanized colonies.

It is unlikely that the lower response thresholds of
Africanized guards compared to nest bees was a conse-
quence of being a week older, because previous studies
reported that 1-week old European bees have response
thresholds equivalent to older bees and European bees
develop a little more slowly (Paxton et al. 1994; Giray
et al. 2000; Uribe-Rubio et al. unpublished data).

Environmental effects were evident in this study. In all
cases, bees responded faster to the electrical stimulation
after being kept in environments other than their natal
colony. It is not clear why this happened, but perhaps the
non-natal environments used in this study were relatively
stressful to the introduced workers, resulting in increased
sensitivity to defensive stimuli. The acceptance of worker
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bees into colonies is affected by whether they have a par-
ticular colony odor that is influenced by genetic and
environmental components, although younger bees are
more readily accepted than older bees (Breed et al. 2004).
Perhaps host workers of the cross-fostered colony envi-
ronments engaged in more agonistic behavior towards
introduced workers than did workers of their natal colonies,
or cross-fostered workers may have had fewer instances of
direct food sharing. Stinging responses and sensitivity to
stimuli exhibited by honeybees may be regulated by neu-
ronal activity mediated by neurohormones in the central
nervous system (reviewed by Hunt 2007; Hunt et al. 2007).
Aggressive interactions or stress can cause changes in titers
of specific neurohormones or neurotransmitters and can
influence thresholds of response to different stimuli.

The fastest responses to electric stimulation were those
of bees that were emerged and kept for 7 days in an artificial
environment (the incubator). When these workers were
tested, they responded much faster than those that were kept
in their own colonies. This result was unexpected and was
similar to results from cross-fostered colony environments.
Seven-day old workers captured from cages in the incuba-
tor, in general showed similarly low thresholds of response
to the electric stimulation as those of workers captured from
cross-fostered colonies (Fig. 1). These incubator findings
suggest that physical contact with older individuals and
queen pheromone, as well as development within a colony
environment is not essential for workers to reduce their
threshold of response to defensive stimuli. Additionally,
these results reinforce the hypothesis that stress caused by a
different environment from that of natal colonies affects the
stinging response thresholds of honeybees.

It is highly likely that the incubator environment was
more stressful to the bees than colony environments. It is
known that the lifespan of bees in cages is much reduced
from that of bees in colonies, especially when caged in
small groups (Moncharmont et al. 2003). It has also been
shown that stress may cause increased defensive behavior;
workers caged in isolation for 5 days exhibited increased
levels of aggression towards foreign queens (Breed 1983).
In spite of this artificial environmental influence on
response thresholds for stinging behavior, Africanized and
European bees consistently showed differences relative to
each other and the variance within genotypes was lowest
in the caged bees (Fig. 1). Therefore, our results support
the notion that it would be valid to compare different
genotypes by keeping bees in incubators in further studies.
In another study in which bees were also emerged and
kept for several days in an incubator before subjecting
them to electric stimulations, workers from different pat-
rilines showed significant differences in stinger extension
(Lenoir et al. 2006). In this study, like in ours, environ-
mental effects were not sufficiently large to prevent
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detection of significant differences between bees of dif-
ferent genotype.

Africanized bees are smaller than European bees. Thus,
it could be argued that the differences found between
European and Africanized bees were due to the relationship
between voltage of the shock and body size differences
between the two worker genotypes. However, body size
could not have influenced the stimulus because we used a
constant-current stimulator, which corrects for differences
in resistance caused by different bee body types. Moreover,
European and Africanized bees reduced their time to sting
significantly when kept in foreign nests or in an artificial
environment compared with responses when sampled from
their natal nest (Fig. 1), and still the differences between
genotypes were maintained.

Our results suggest that genotype, task specialization,
and nest environment influence the stinging response
thresholds of honeybees. The identification of these com-
ponents associated with the variability in stinging behavior
of individual honeybees is consistent with a response-
threshold model that explains the division of labor in the
colony as the result of variability for the sensitivity to
various stimuli among its members (Page and Robinson
1991; Robinson 1992; Page and Erber 2002). Knowledge
gained about the effect of these components on defensive
behavior, and the electrical stimulus assay that we have
developed will be useful for further genetic dissection of
this complex social behavior.
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