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Resumen

Debido a sus beneficios como productoras de miel y otros derivados, el hombre ha ido seleccionando
las mejores abejas atendiendo a caracteristicas productivas y de manejo. Esta seleccion se ha basado
tradicionalmente solo en el progenitor femenino, las reinas, lo que retrasa el avance genético. La
seleccion de ambos progenitores esta limitada por el sistema reproductivo de Apis mellifera, una
especie haplo-diploide y con poliandria. EI Unico método que permite la reproduccion controlada es
la inseminacion artificial, pero ademas de ser costoso, no es tan eficiente como la cubricion natural.
Una alternativa es desarrollar sistemas de apareamiento natural controlado, pero hay que disponer de
una herramienta que permita comprobar si los zdnganos seleccionados son los que se han apareado
con la reina. Los marcadores moleculares, en concreto los microsatélites, pueden ser una herramienta
atil para ello.

En la Escuela Politécnica Superior de Huesca se esta desarrollando un programa de seleccion
de abeja negra ibérica (Apis mellifera iberiensis) en colaboracion con varios apicultores. Como paso
previo a los ensayos de cubricién natural de reinas seleccionadas con zanganos de colonias también
seleccionadas, se plantea desarrollar un protocolo para determinar paternidades en colonias de esta
subespecie mediante marcadores microsatélite, para lo cual es preciso validar en A. m. iberiensis los
marcadores descritos en la bibliografia. Para abordar este objetivo, en este estudio muestreamos pupas
de cuatro colonias en un colmenar ubicado en Aniés (Huesca). Se colectaron en cada colmena 8 pupas
de zanganos (haploides), para determinar el genotipo de la reina, y 24 pupas de obreras (diploides)
para determinar los alelos paternos, y de esta forma distinguir las lineas paternas (patrilineas) de cada
colonia. Se ensay6 la amplificacién de 9 loci microsatélite, pero algunos pares de cebadores no
produjeron los fragmentos esperados, por lo que finalmente 4 loci (A029, A107, A113 y Ap226),
fueron empleados para el genotipado de las colonias. Los marcadores A107 y A029 fueron los que
presentaron mayor diversidad alélica (13 y 10 alelos respectivamente), mientras que para los loci
Al113 y Ap226 solo se observaron 3 y 4 alelos respectivamente. Esta diversidad alélica permitio
discriminar patrilineas en las 4 colmenas (11, 12, 8 y 10, respectivamente), valores que se
corresponden con los obtenidos en otros estudios realizados anteriormente, en los que no se estudio
la subespecie A. m. iberiensis, y con un nimero de muestras mucho mas elevado. Los analisis
permitieron determinar a su vez el genotipo de los zdnganos que habian fecundado a las reinas de
cada colmena. En conclusion, estos 4 marcadores permitieron caracterizar patrilineas en colonias de
abeja negra ibérica, por lo que se pueden aplicar para el control de paternidad en cruzamientos
controlados de esta subespecie.

Palabras clave

Mejora genética, cruzamientos controlados, variabilidad alélica, patrilineas.



Abstract

Because of their benefits as producers of honey and other honey-derived products, man has been
selecting better honeybees on the basis of their productive and management characteristics. This
selection has traditionally been based only on the female parent, the queens, which slows down
genetic progress. Selection of both parents is limited because of the reproductive system of Apis
mellifera, an haplo-diploid and polyandrous species. The only method that allows controlled breeding
is artificial insemination, but apart from being costly, it is not as efficient as natural mating. An
alternative is to develop controlled natural mating systems, but there is a need to have a tool to check
whether the selected drones are actually those that mated with the queen. Molecular markers, in
particular microsatellites, may be a useful tool for this purpose.

At the Escuela Politécnica Superior of Huesca, a selection program of Iberian black bees (Apis
mellifera iberiensis) is being developed, in collaboration with several beekeepers. As a previous step
to develop natural mating trials of selected queens with drones from selected colonies, a protocol to
determine paternity in colonies of this subspecies by microsatellite markers has to be set up. That is,
markers described in the literature need to be validated in A. m. iberiensis. To address this objective,
in this study we sampled pupae from four colonies in an apiary located in Aniés (Huesca). Eight
drone pupae (haploid) were collected in each hive to determine the queen genotype, and 24 worker
pupae (diploid) to determine the paternal alleles, and thus for distinguishing paternal lines
(patrilineages) in each colony. Amplification of 9 microsatellite loci was tested, but some primer pairs
did not produce the expected fragments, so finally 4 loci (A029, A107, A113 and Ap226) were used
for colony genotyping. Markers A107 and A029 showed higher allelic diversity (13 and 10 alleles
respectively), while only 3 and 4 alleles were observed for the A113 and Ap226 loci. This allelic
variation allowed discriminating patrilines in the 4 hives (11, 12, 8 and 10, respectively), values that
are in the range of those obtained in previous studies, in which the subspecies A. m. iberiensis was
not tested, and the number of samples tested was much higher. The analyses also allowed to determine
the genotype of the drones that had fertilized the queens in each hive. In conclusion, these 4 markers
allowed the characterization of patrilines in A. m. iberiensis colonies, and can therefore be applied for
paternity assessment in controlled crosses of this subspecies.

Key words

Genetic improvement, honeybee breeding, controlled mating, allelic variation, patrilines.



1.- Introduccidén

Las abejas, segun la clasificacion de Linneo, son insectos que pertenecen al orden de los
Himendpteros, a la superfamilia de los Apoideos, en concreto a la familia de los Apidos, y aunque se
conocen unas veinte mil especies diferentes, las del género Apis son las mas de mayor impacto en la
agricultura, asi como en la produccion de miel, jalea real, cera, propoleos y polen. Ademas, son
consideradas como el grupo mas importante de polinizadores, en especial la abeja melifera (Apis
mellifera L) que actia como polinizador agricola debido a su facilidad de transporte, gran numero y
su nivel de domesticacion (Iwasaki et al., 2021). Se estima que alrededor del 80% de los principales
cultivos alimentarios depende de esta abeja para producir sus frutos, mientras que en otros cultivos
que no dependen exclusivamente de esa polinizacion, las abejas aumentan la calidad de los productos
y su rendimiento (Klein et al., 2007).

El sector apicola espafiol cuenta en 2022 con 36.475 explotaciones, lo que supone un 3,3% de
aumento con respecto el afio anterior. El 18% son explotaciones de apicultores profesionales (cuentan
con mas de 150 colmenas), siendo el nivel mas alto de la Unién Europea. Esto supone alrededor del
0,44% de la Produccion Final Ganadera y el 0,17% de la produccién de la Rama Agraria, con un
valor de su produccién (miel, cera y polen) estimado en 70,5 millones de euros acumulados en 2021.
Aunque la produccion respecto al afio anterior ha descendido, los precios de los productos son mas
altos, en particular el de la miel ha subido un 10,3 % comparado con el afio anterior.

Si nos referimos al censo de colmenas, en el mes de abril de 2022 el nimero era de 3.097.647,
suponiendo un descenso del 1,4% respecto al afio anterior. Por comunidades autdnomas, se observan
grandes diferencias entre ellas, aunque a grandes rasgos se pueden diferenciar dos zonas. En la zona
del norte y noroeste hay un gran numero de apicultores pequefios o no profesionales, que en general
no practican la trashumancia. Por el contrario, en la zona del centro y sur/sureste de la peninsula
encontramos un mayor nimero de apicultores profesionales que mayoritariamente practican la
trashumancia. Mas del 50% de las colmenas se encuentran en Extremadura (22%), Andalucia (20%)
y Castillay Ledn (14%) (Figura 1; MAPA, 2022).



NUMERO DE COLMENAS POR CCAA 2022

Resto
% .
7% Andalucia

20%

C Valenciana
11%

Aragoén
P Vasco a%

1%

Galicia
7%
Canarias
1%

Extremadura
22%

Cataluia
4%
L 2,

Fuente: REGA, julio 2022

Figura 1: Porcentaje de distribucion de las colmenas en Espafia por CCAA en 2022. Fuente: MAPA
(2022)

Se cree que el género Apis es originario de Asia, en concreto de la region de Afganistan, y que
con el tiempo se diferenciaron numerosas especies, entre las que destacan Apis dorsata F, A. florea
F, A. mellifera L y A. cerana F. Las dos primeras son asiaticas y forman nidos abiertos, por lo que
solo pueden vivir en regiones célidas. Las dos ltimas son las mas utilizadas en apicultura, destacando
como se ha mencionado, A. mellifera, que se ha extendido por casi todo el mundo, mientras que A.
cerana se utiliza principalmente en Asia (Sepulveda, 1986).

Dentro de la especie A. mellifera se han descrito a su vez 31 subespecies actualmente
reconocidas (Shepard y Meixner, 2003; Meixner et al., 2011; Chen et al., 2016) que se han agrupado
en cuatro principales linajes evolutivos: A (africana), M (europeo occidental y del norte), C (europeo
sudoriental) y O (Oriente Proximo y Medio), atendiendo a diferencias tanto fisiol6gicas, etoldgicas,
ecologicas y morfométricas como moleculares. Esos cuatro linajes (Figura 2) se dan de forma natural
en la cuenca del Mediterraneo (Canovas et al., 2008). Con estudios de marcadores moleculares mas
recientes, se han descrito otras dos ramas evolutivas, la Yemenitica de Etiopia (Y) (Meixner et al.,
2013) y la Z con poblaciones en Libia (Péntek-Zakar et al., 2015).
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Figura2: Distribucién geografica de los 4 principales linajes evolutivos de Apis mellifera. Fuente:
(Delaplane, 2018).

A pesar de su importancia tanto econémica como ecol6gica, el nimero de abejas esta
disminuyendo en el mundo, especialmente en Norteamérica y Europa. Esto se debe al Colony
Collapse Disorder (CCD) o sindrome de despoblamiento de colmenas (SDC), que consiste en la
desaparicion de grandes poblaciones de abejas en las colmenas sin una clara causalidad. Esto sucede
especialmente en invierno, donde la mortalidad media de las colonias en Europa se sitta en torno al
20% anual, llegando a ser del 50% en algunos paises y afios concretos (Yaniz et al., 2016).

Aunque hay bastante acuerdo en que el SDC no tiene como origen un solo factor, se piensa
que la falta de diversidad genética de los linajes puede tener un papel importante (Ellis et al. 2010),
ya que esto hace a las abejas méas susceptibles a enfermedades (virosis, Loque, varroosis...) y
pesticidas, siendo estos dos elementos los agentes determinantes en el SDC (Yaniz et al., 2016).

La varroosis es la infeccion causada por el acaro parasito Varroa destructor, que constituye
es el principal factor bi6tico que provoca dafios en las poblaciones de abejas meliferas, ya que puede
llegar a provocar hasta el 40% de desaparicion de colmenas. Los principales sintomas que provoca
son debilitamiento y bajada de peso corporal. Ademas de todos estos problemas, este acaro es un
importante vector de otros virus que afectan a las abejas como, por ejemplo, el virus de las alas
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deformadas (DWV) o el virus de la pardlisis cronica (CVPV) (Vicente, 2016). Esta Gltima es una de
la virosis més importante en abejas adultas, resulta muy contagiosa y presenta cuadros de gravedad
variable, que van desde la tipica paralisis con abultamiento del abdomen, temblores y dislocacion de
patas y alas, ataxia y la muerte (Hermoso de Mendoza, 1996). En algunas abejas también se observa
alopecia y tendencia al pillaje (sindrome de las “ladronas negras”) seguido de temblores, paralisis y
la muerte.

Por otro lado, la Loque es una de las enfermedades maés serias en las abejas, debido a su alto
grado de virulencia y patogenicidad. Esta enfermedad estd causada por la bacteria Paenibacillus
larvae y afecta a las abejas en estado larval, siendo las adultas portadoras asintomaticas. La muerte
ocurre en estado de pupa o prepupa y tras pasar varios dias la larva se deseca tomando una coloracion
negra. Es entonces cuando pasa a la etapa de escama, donde tiene un poder muy infectivo (Sebastian
et al., 2004).

Que el invierno sea una de las épocas criticas para la supervivencia de las colonias tiene que
ver con las bajas temperaturas, la mayor escasez de alimento en el campo y que la poblacion de abejas
se reduce en otofio, lo que se traduce en una reduccion de zanganos, limitandose las posibilidades de
fecundacion (Le Conte et al., 2010). En Espafia, en coordinacion con otros paises europeos, se lleva
a cabo el Programa de Vigilancia sobre las Pérdidas de Colonias de Abejas desde el afio 2012 (Figura
3; MAPA, 2021).

Figura 3: Sintomas detectados en colmenas durante las inspecciones realizadas en el Programa de
Vigilancia sobre Pérdidas de Colonias de Abejas: A, cria salteada 0 en mosaico y B, varroa forética.
Fuente: MAPA 2021b.

Este programa consiste en realizar una estimacion de las pérdidas de colonias de abejas y
estudios de prevalencia de las enfermedades apicolas prioritarias como son la varroosis, nosemosis,
loque americana, loque europea, virus de la paralisis aguda, virus de las alas deformadas, virus de la
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parélisis cronica y parésitos exéticos (Aethina tumida y especies de Tropilaelaps). Asimismo, en el
marco de ese Programa se realiza un seguimiento y vigilancia de la presencia de residuos de pesticidas
en panal de polen y en abejas, y se investigan las sospechas clinicas de intoxicacion.

La apicultura moderna, en concreto el manejo de las colmenas que implica, tiene también una
gran influencia en la diversidad genética de Apis mellifera, ya que para esta actividad se buscan
colmenas con un alto rendimiento econémico y un comportamiento adecuado de las abejas. Esto esta
Ilevando a un cambio en la cria de éstas que finalmente implica una reduccion de la variabilidad
genética de la especie (Meixner et al., 2013). Los apicultores prefieren las mismas caracteristicas en
las abejas: que sean mansas, trabajadoras y que se adapten bien a vivir en colmenas hechas por el
hombre. A estos requisitos se amoldan dos subespecies europeas originarias del sur y este del
continente, en detrimento de Apis mellifera mellifera L (Figura 4A), la abeja tradicionalmente usada
en Europa central. Estas subespecies son A. m. ligustica Spinola (Figura 4B) y A. m. carnica Pollmann
(Figura 4C), que son las predominantes en la apicultura mundial (Yaniz et al., 2016).

Esta situacion esta conduciendo hacia la uniformidad de poblaciones en toda Europa, ya que
se estan produciendo importaciones masivas, movimiento de colonias y el incremento del comercio
de reinas, poniéndose asi en peligro las subespecies y ecotipos regionales, o que supone una
reduccién en el potencial de las colmenas para adaptarse a cambios ambientales (Meixner et al., 2013).
Debido a esto, paises como Francia, Noruega, Dinamarca, Suiza, Austria y Eslovenia ya cuentan con
programas para la proteccién de poblaciones de abejas autdctonas (Mufioz et al., 2013).

En Espafia el Ministerio para la Transicién Ecoldgica (MITECO) ha publicado una Estrategia
nacional para la conservacién de los polinizadores, en la que se establecen una serie de medidas para
proteger tanto los polinizadores, como es el caso de las abejas, cdmo el habitat donde viven. Para ello
se van a llevar a cabo una serie de objetivos, que se espera que estén vigentes para 2030. Estos son:

e Conservar las especies polinizadoras amenazadas y sus habitats

e Promover héabitats favorables para los polinizadores.

e Mejorar la gestion de los polinizadores y reducir los riesgos derivados de plagas, patégenos y
especies invasoras.

e Reducir el riesgo derivado del uso de productos fitosanitarios para los polinizadores.

e Apoyar la investigacion para la mejora del conocimiento.

e Garantizar el acceso a la informacién y divulgar la importancia de los polinizadores.

Aunque la tendencia en muchos paises sea hacia una menor variabilidad genética en las abejas
empleadas por los apicultores, la Peninsula Ibérica es una excepcion, ya que en ella se ha conservado
la subespecie endémica Apis mellifera iberiensis Engel (Figura 4D) con escasa contaminacion
genética. Esta situacion, sin embargo, corre el riesgo de cambiar porque en los Gltimos afios si que se
observa un auge en la introduccion de abejas mejoradas de las subespecies A. m. ligustica, A. m.
carnica o hibridos derivados de ellas (Yaniz et al., 2016).
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Figura 4: Abejas meliferas de cuatro subespecies, Apis mellifera mellifera (A), A. m. ligustica (B), A.
m. carnica (C) y A. m. iberiensis (D).

La subespecie Apis mellifera iberiensis fue descrita por primera vez en el afio 1964 por Goetze
(Bravo et al., 1989; de la Rua, 1999). Apis mellifera iberiensis ha sido una de las 31 subespecies de
abejas mas estudiada en sus patrones de diversidad, ya que se han hecho estudios desde la década de
1970, donde se usaban isoenzimas, feromonas, datos de morfologia, de la secuencia del genoma
mitocondrial y también marcadores microsatélites nucleares (de la Rua, 2013). En base a estos
resultados se describid que esta subespecie procede de la integracion del linaje M y el linaje A (de la
Rua, 2013).

Esta primera hipdtesis sobre su origen fue propuesta en 1978 por Ruttner quien, usando un
amplio conjunto de caracteres morfoldgicos, la situd en un eslabon intermedio entre la abeja del norte
de Africa y la abeja centroeuropea (Bravo et al., 1989). En 1982 y 1983 esta hipétesis fue apoyada
por Cornuet, quien utilizo como marcador genético la aloenzima malato deshidrogenasa (Mdh)
(Bravo et al., 1989).
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En estudios posteriores se planted una segunda hipotesis sobre el origen A. m. iberiensis, segun
la cual esta subespecie era el resultado del contacto secundario entre dos subespecies originadas
alopatricamente, A. m. intermissa Maa en Marruecos y A. m. mellifera en Europa occidental. Estas
dos se habrian encontrado en la Peninsula Ibérica donde habrian dado lugar a una nueva especie
hibrida (de la Rda, 1999).

Basandose en los estudios moleculares de la secuencia de diferentes genes del genoma
mitocondrial o ADNmt (Garnery et al., 1992) y en los mapas de restricciones de la molécula completa
del ADNmt se llegé a la conclusion de que efectivamente A. m. iberiensis era una hibridacion entre
las subespecies A. m. intermissa y A. m. mellifera, ya que las abejas del norte de la Peninsula Ibérica
presentaban haplotipos mitocondriales de las europeas septentrionales y las del sur, de las africanas
(de la Rua, 1999).

Aunque los diferentes estudios basados en el ADNmt presentaban concordancias sobre esta
segunda hipétesis, finalmente fue rechazada por los estudios basados en loci microsatélites (de la Rua,
1999; Miguel et al., 2010). Los microsatélites (simple sequence repeats, SSRs) son regiones
genodmicas muy frecuentes en los eucariotas que comprenden segmentos cortos, de 2-6 pares de bases
(pb), que se repiten en tdndem. Se atribuye a estos loci una relacion con el empaquetamiento y la
condensacion del ADN en los cromosomas (Stallings et al., 1991). Los SSRs se distribuyen
uniformemente por el genoma y generalmente se encuentran en regiones no codificantes (Goldstein
y Schlotterer, 1999). Los marcadores SSR son una valiosa herramienta para estudios genéticos, ya
que presentan un alto grado de polimorfismo, y herencia mendeliana codominante, es decir que nos
permite diferenciar entre individuos homocigéticos de heterocig6ticos, son reproducibles,
automatizables, con una fiabilidad del 100%, ademaés de ser faciles de analizar y medir, reuniendo asi
todos los requisitos deseables para un buen marcador molecular (Cheng y Crittenden, 1994).

Los marcadores SSR empleados para los estudios filogenéticos en la abeja negra ibérica
permitieron desestimar la primera hipotesis sobre el origen de esta subespecie, porque si fuese el
resultado de la hibridacion entre abejas africanas y europeas, la variabilidad de los microsatélites
deberia tener una modificacion gradual de la frecuencia de los distintos alelos en el eje norte sur (de
la Raa, 1999), mientras que lo que se observé es que todas las abejas que habian sido clasificadas
como linaje M tenian perfiles genéticos muy similares, sin estar integrados entre los linajes Ay M
(Garnery et al., 1998; Miguel et al., 2010).

A partir de estos resultados, los autores proponen una tercera hipotesis, un origen multiple,
segun la cual las poblaciones de A. m. iberiensis que se parecen a A. m. intermissa proceden de la
introduccion de abejas desde Marruecos a la Peninsula Ibérica (Garnery et al., 1998; de la Rua, 1999),
aunque A. m. iberiensis estd mas proxima a la abeja negra europea, A. m. mellifera (Wallberg et al.,
2014).
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Los estudios realizados con marcadores microsatélites sobre el origen y la diversidad de la
abeja negra ibérica concluyeron que Aragon era una de las regiones donde mejor se ha conservado
sin hibridar el linaje M de A. m. iberiensis. Concretamente en Huesca era donde habia menos
contaminacion, aunque el tamafio muestral de este estudio fue reducido (43 colonias y 6 apiarios).
Sin embargo, esta situacion ha podido modificarse con el paso de los Gltimos afios, ya que Huesca
presenta un riego elevado de introduccion de abejas foraneas al ser una region receptora de apicultores
trashumantes, incluyendo franceses (Yéaniz et al., 2016).

En cuanto a sus caracteristicas, la condicion mas sobresaliente de A. m. iberiensis es que
presenta una buena actividad pecoreadora durante las horas de luz, incluso con condiciones
climatoldgicas adversas, ya que tienen una estructura compacta del enjambre (Sepulveda, 1986). Esto
les permite mantener la actividad salvo los dias de vientos frios, lo que las convierte en buenas
invernadoras. Ademas, son abejas manejables con un buen uso del ahumador y con baja tendencia al
pillaje. En cuanto a las reinas, son buenas ponedoras, robustas y tranquilas. Estas caracteristicas hacen
de A. m. iberiensis una buena subespecie para el aprovechamiento por parte del hombre. Sin embargo,
como se ha mencionado, las subespecies preferidas por muchos apicultores en el mundo son A. m.
ligusticay A. m. carnica, en las que se ha practicado seleccion e hibridacidn para su mejora genética.

El uso apicola ha conllevado la seleccion de las mejores abejas, aunque a diferencia de otras
especies con aprovechamiento ganadero, en ésta la seleccion se ha centrado casi exclusivamente en
la abeja reina, es decir, unicamente en el progenitor femenino. En una colonia de abejas, todos los
individuos proceden de la puesta de la abeja reina, que comprende tanto huevos no fecundados
(haploides) que daran lugar a los zdnganos, como huevos fecundados diploides, que daran lugar a las
obreras 0 a nuevas reinas (Figura 5). La seleccién de solo uno de los progenitores, el materno, sin
controlar los zanganos que copulan con la reina, retrasa el avance genético y por lo tanto la efectividad
de la mejora.

Figura 5: Esquema reproduccion de las abejas. Fuente: (Chofre, 2019).
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Hay que tener en cuenta que la seleccidn de abejas reinas es una técnica relativamente reciente.
Los primeros intentos se dieron a finales del siglo X1X. Fue en 1890 cuando Gilbert M. Doolittle
desarroll6 un sistema de seleccion de abejas reinas (Método Doolittle), que actualmente sigue siendo
el més utilizado en el mundo (Benedetti y Pieralli, 1990) y permite repoblar de forma regular las
colonias, ademés de aumentar la produccion de crias y miel, reducir la enjambrazon y seleccionar
larvas con las mejores caracteristicas genéticas, que seran las hijas de las mejores reinas.

El método Doolittle consiste en coger una larva joven, de menos de un dia, de un panal de
puesta de obreras y pasarla a una ctpula de tamafio de una celda real, donde seré alimentada con jalea
real por las obreras. Pasados 11 0 12 dias, nacera la nueva reina y ya podré ser trasplantada a un nuevo
nucleo huérfano (Bichler et al., 2013). Una vez finalizado este paso, solo queda esperar y vigilar la
colmena para controlar que la reina es aceptada por las obreras y fecundada naturalmente.

Que la mejora genética de la abeja melifera se haya centrado en la seleccion de reinas se debe
a que la reproduccion de A. mellifera es extremadamente poliandrica. Esto quiere decir que las
hembras se aparean y se multiplican con un numero variable de machos, que puede variar desde 5 a
maés de 20 (Tarpy y Nielsen, 2002), y en cambio, los machos solo se aparean con una Unica reina. Las
reinas se aparean en el transcurso de uno o varios vuelos nupciales, poco después de llegar a la edad
adulta, y almacenan el semen en los oviductos laterales hasta llegar a la colmena. Una vez en ella,
solo una pequefia porcidn de los espermatozoides pasa a ser almacenado en la espermateca, mientras
que hasta el 95% del semen recibido es expulsado (Koeniger y Koeniger, 1991).

Una vez llegados a este punto, la reina tiene dos opciones de reproduccion, como se ha
mencionado, porque puede poner huevos no fecundados o puede poner huevos fecundados con el
semen gue tiene almacenado en la espermateca, dando lugar a embriones diploides, que seran obreras
0 nuevas reinas, en funcién de la alimentacion que reciban. Este sistema reproductivo fue descubierto
en el afio 1845, por el parroco Johannes Dzierson, quien publicé un articulo donde planteaba la
hipébtesis de que los machos derivaban de huevos no fecundados. No fue hasta 1856, cuando esta
hip6tesis fue confirmada por Carl Th. von Siebold, quien demostr6 con estudios microscdpicos que
los 6vulos destinados a los machos no contenian espermatozoides. Casi 60 afios después, mediante
estudios citoldgicos se confirmé que los zanganos solo contenian un juego de cromosomas, es decir
que eran haploides, mientras que las hembras contenian dos juegos (diploides) (Page et al., 2012).
Mas recientemente, se identifico un gen encargado de determinar el sexo (Complementary Sex
Determiner, csd), en A. mellifera, en funcion de si el cigoto posee o no dos alelos diferentes para ese
locus (Beye et al., 2003; Gempe et al., 2009).

El descubrimiento de Dzierson no pasO desapercibido para Gregor Mendel, quien quiso
utilizar el descubrimiento de la haploidia para confirmar su teoria de la herencia con un sistema animal.
El problema con el que se topo fue que no tenia control sobre los machos que inseminaban a la reina,
ya que éstas se aparean con muchos machos mientras vuelan y a menudo a largas distancias de la
colmena (Tarpy et al., 2004). No fue hasta 1927 cuando se llevé a cabo con éxito la primera
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inseminacion artificial de reinas de A. mellifera; desde entonces se ha ido perfeccionando esta técnica
gracias a los mejores conocimientos de la anatomia y fisiologia, tanto de las abejas reinas como de
los zanganos (Prost y Medori, 2007).

Desde 1950, la técnica de inseminacion artificial de abejas reinas no ha sufrido casi
variaciones. En primer lugar, se realiza la recogida de semen de zadnganos seleccionados. Este puede
ser recogido el mismo dia de la inseminacion o el dia anterior, manteniendolo a temperatura ambiente.
Cada zangano puede dar aproximadamente 1 pl de esperma y la recoleccion se realiza mediante
manipulacion manual de la cabeza, térax y abdomen del zangano, usando los dedos pulgar e indice.
Esta manipulacién estimula terminaciones nerviosas que provocan la eversion del aparato genital y
la posterior eyaculacién del macho (Rinderer, 1986).

Una vez recolectado el semen, se procede a la inseminacion de la reina (Figura 6). Para ello,
el primer paso es la sedacion de ésta mediante la aplicacion de CO», evitando asi movimientos que
dificulten su manipulacion. Mediante los ganchos dorsal y ventral se accede a la bolsa copuladora
donde se encuentra el orificio vaginal. Aproximadamente se administra 8 pl de esperma obtenido de
la mezcla de varios zanganos y se marca la reina. Una vez finalizado el proceso se introduce la abeja
en la colmena y se coloca un excluidor de reina en la entrada de la colmena para evitar su salida e
impedir que se produzcan vuelos de fecundacion. Finalmente, hay que realizar un control para
verificar que la reina ha sido inseminada correctamente. Esto se comprueba observando la puesta: el
nacimiento de obreras confirma que la inseminacion ha sido exitosa. De lo contrario, si la puesta es
solo de zanganos nos indicaria que el esperma no se ha almacenado correctamente. Si se da este
segundo caso, la reina se retirara del nucleo.
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Figura 6. Inseminacion artificial de una abeja reina. Fuente: VVolker Steger,
https://fineartamerica.com/featured/bee-artificial-insemination-volker-steger.html

Esta técnica hace posible realizar cruces que naturalmente tendrian poca probabilidad de darse
y por lo tanto permite avanzar tanto en la cria como en la investigacién. Pero, a pesar de que con una
buena realizacion de la técnica de inseminacion artificial las reinas pueden tener un rendimiento igual
que una que ha sido inseminada naturalmente (Cobey et al., 2013), este procedimiento es muy costoso
y en la mayoria de las ocasiones no se obtienen los mismos resultados que con la cubricion natural.
La alternativa para poder seleccionar los dos progenitores en un programa de mejora seria desarrollar
metodologias de apareamiento natural controlado, como por ejemplo en estaciones de reproduccion
aisladas, realizando la suelta controlada de zanganos cuando se produce el vuelo nupcial de las abejas
reinas, para lo que normalmente se colocan las colmenas que contienen los zanganos seleccionados a
cierta distancia de la colmena donde se encuentra la reina, ya que ésta al realizar el primer vuelo se
aleja de la colmena para aparearse. Para ello, sin embargo, hay que disponer de una herramienta que
nos permita comprobar si los zanganos seleccionados son efectivamente los que se han apareado con
la reina. Esta herramienta puede ser los marcadores moleculares, en concreto los microsatélites.

Los marcadores microsatélites, ademas de en los estudios de diversidad genética, se han
empleado para el analisis de la paternidad en abejas (Estoup et al., 1994), permitiendo por ejemplo
caracterizar la variacion en el tiempo de la composicion en lineas paternas de las colonias
(Brodschneider et al., 2012) o el estudio de la competencia espermatica de zanganos de distinto
tamario (Genger et al., 2020). En estos estudios se utilizaron un total de 9 marcadores microsatélite
(Tabla 1), A29, A76, A107 y A124 (Brodschneider et al., 2012), y A024, A43, A079, A113y Ap226
(Genger et al., 2020).
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Tabla 1. Loci microsatelite empleados en estudios de paternidad en Apis mellifera.

Locus Cr.  Accesion Tamafio Motivo SSR

A029 AJ509245.1 140-150  (GT)4

A076 AJ509274 210-270  (CT)3CATT(CT).CA(CT)3
A107 7 AJ509287 150-190 (GCTC)2(GCT)2(CT)23
AB124 13 AJ509292 250 (CT)s (CT)14(GGCT)s
A024 7 AJ509241 100 (CTu

A043 3  AJ509256 140 (CM12

A079 1 AJ509277 120 (GA)14

Al113 6 AJ509290 220 (TC)sTT(TC)sTT(TC)s
Ap226 AJ509455 231 (CT)s

Para llevar a cabo el genotipado de las colonias es importante muestrear las abejas en estado

de pupa para evitar errores. Se pueden genotipar zanganos para determinar el haplotipo de la reina 'y
de esta forma descartar los alelos maternos entre los obtenidos de las obreras, o estimar los genotipos

de los progenitores a partir de Gnicamente la informacion alélica de las obreras. Los analisis se pueden
realizar mediante distintos programas estadisticos, aunque el mas empleado es el software Colony,
desarrollado por la Sociedad Zooldgica de Londres (https://www.zsl.org/science/software/colony).
Sin embargo, estas metodologias de asignacion de paternidades mediante microsatélites no se han
aplicado hasta la fecha en colonias de A. m. iberiensis.
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2. Justificacion y objetivos

La abeja negra ibérica (Apis mellifera iberiensis) es una subespecie endémica adaptada a los
ecosistemas de la Peninsula y aprovechada por sus aptitudes apicolas. Sin embargo, en los ultimos
afios en algunas explotaciones se han introducido otras subespecies foraneas de Apis mellifera con
unas supuestas mejores caracteristicas productivas, lo que puede conllevar el desplazamiento de los
ecotipos locales y la introgresion de genes que repercutan negativamente en la adaptabilidad de las
abejas al medio. Para contrarrestar esta tendencia, y dado que en las explotaciones de la provincia de
Huesca se mantiene el uso de la subespecie local, en la Escuela Politécnica Superior se estan llevando
a cabo proyectos de reproduccién y seleccion de abeja negra ibérica, con el objetivo final de obtener
colonias mejoradas que puedan ser competitivas frente a las introducciones procedentes de otros
paises europeos.

En el marco de un programa de mejora desarrollado en colaboracién con apicultores locales,
que conforman la Asociacion Altoaragonesa para la Seleccion de la Abeja Negra Ibérica (ASAN) se
cuenta con un conjunto de colonias seleccionadas por caracteristicas de productividad y sanidad, y se
pretende abordar en una siguiente fase la realizacion de cruzamientos controlados entre ellas. Ello
requerird realizar ensayos sobre posibles formas de cubricion natural de reinas con zanganos
seleccionados. En este Trabajo Fin de Estudios se pretende poner a punto una metodologia de
tipificacion molecular de abejas de la subespecie A. m. iberiensis mediante marcadores microsateélite
que permitan discriminar las patrilineas existentes en una colonia, de forma que se obtenga una
herramienta Util con la que verificar la eficacia de los apareamientos controlados.

Por lo tanto, el objetivo de este TFE es disefiar un protocolo de amplificacion por PCR de un
panel de marcadores microsatélite capaz de discriminar las patrilineas de una colmena. Para alcanzar
este objetivo general se debe de abordar una serie de objetivos parciales:

1 — Optimizacion del protocolo de extraccién de ADN a partir de pupas de A. m. iberiensis.
2 — Validacion en A. m. iberiensis de los marcadores microsatélite aplicados al estudio de
paternidades en abeja melifera descritos en la bibliografia.

3 — Seleccion de los mejores marcadores y amplificacion de las muestras de 4 colonias.

4 — Analisis e interpretacion de los resultados obtenidos.
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3. Material y métodos

3.1- Toma de muestras de Apis mellifera iberiensis

Se recogieron pupas de obreras y de zanganos de A. m. iberiensis durante los meses de febrero y
marzo de 2022, en 4 colmenas (con los codigos de explotacion 5, 6, 9y 10) de un apiario experimental
localizado en Aniés (Huesca). Este apiario cuenta con 40 colmenas de A. m. iberiensis con genealogia
materna conocida. Las muestras se conservaron en tubos de plastico de 50 mL con etanol absoluto,
debidamente etiquetados, a -20 °C hasta su utilizacion.

3.2- Aislamiento de ADN

Para la extraccion del ADN de las pupas se sigui6 el mismo procedimiento tanto para obreras como
zanganos, basado en un tampon con CTAB (Evans et al., 2013), aunque con ligeras modificaciones
para optimizar el proceso. En total se extrajo ADN de 24 pupas de obreras y de 8 pupas de zanganos
de cada colmena. Se escogieron preferentemente las pupas que se encontraban en un estadio de
desarrollo menos avanzado (Figura 7A), ya que esto facilitaba el proceso de triturado posterior
(Figura 7B).

Figura 7. Muestra en forma de pupa empleada para extraccion de ADN (A) y resultado
de la homogenizacion de pupas en distintos estadios de desarrollo (B).
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Para la extraccion de ADN se usaron los térax, que fueron escindidos de las pupas con pinzas
y bisturi, esterilizados a la llama entre cada muestra para evitar contaminaciones. Se introdujo cada
torax en un tubo de 2 mL debidamente rotulado y se colocaron las muestras en la estufa a 37°C durante
20-30 minutos para evaporar el etanol.

A cada muestra de torax seca se le anadieron 300 uL de tampon CTAB (100 mM Tris-HClI,
1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2% CTAB) y 4 bolas de vidrio (2 mm @) y se trituré en un molino de
bolas (Millmix 20 Domel, Zelezniki, Eslovenia) durante 1 min a 30 Hz. Una vez trituradas, se
afiadieron a cada muestra 400 pL de tampon CTAB, 3 pL de proteinasa K y 3 uL. de ARNasa (Norgen
Biotek, Canada). Las muestras de homogenizaron usando un vortex durante 5 segundos y se
incubaron en un bafio termoestable a 60 °C durante 3 horas, agitando los tubos con el vortex cada
media hora. A continuacién, se centrifugaron los tubos a 13.000 rpm durante 10 min (a 10°C) y se
transfirié el liquido sobrenadante a un nuevo tubo.

El sobrenadante se extrajo con una disolucion de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1), mezclando mediante vuelco y manteniendo después las muestras a 4°C durante 2 min.
Transcurrido este tiempo, se rescatd la fase superior de las muestras tras centrifugacion a 13.000 rpm
durante 10 min (a 10°C). A la fase acuosa extraida se le afiadié 1V de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1), se mezcl6 mediante vuelco, se centrifugd de nuevo (130000 rpm x 5 min, 10°C) y se rescato
nuevamente la fase superior acuosa, que fue transferida a un nuevo tubo de 1,5 mL. Se afiadieron
entonces a cada muestra 30 pL. de acetato sodico 3M y 325 pL de isopropanol frio. Se agitaron las
muestras en el vortex durante 10 segundos y se incubaron a -20°C durante al menos 30 minutos. Para
separar el ADN se centrifugaron las muestras a 13.000 rpm durante 30 minutos a 4°C y se descartd el
liquido sobrante. Se lavo el pellet de ADN con 500 pL de etanol frio al 75%, se centrifugaron las
muestras (13.000 rpm x 3 minutos, 4 °C) descartando el liquido. Tras este paso se dejaron secar las
muestras a temperatura ambiente durante al menos 10 minutos y se disolvieron en 50 uL. de H20O
ultrapura.

Las muestras de ADN asi obtenidas se conservaron a -20°C hasta su utilizacién. La calidad y
cantidad de ADN presente en las muestras se determind con un espectrofotometro NanoDrop Lite
(Thermo Fisher Scientific, EEUU). Se prepararon alicuotas de las 128 muestras extraidas a una
concentracion de 100 ng/uL.

3.3.- Amplificacion de loci microsatélite

Se amplificaron un total de 9 loci microsatelite descritos en Apis mellifera para la determinacion de
paternidades. En concreto se ensayaron los marcadores A029, A076, A107, AB124 (Brodschneider
etal., 2012) y los marcadores A024, A043, A079, A113, Ap226 (Genger et al., 2020). Los cebadores
empleados se detallan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Cebadores empleados para la amplificacion de 9 loci microsatélite descritos en Apis
mellifera. Ta, temperatura de anillado.

Locus  Cebador directo Cebador reverso Ta (°C)
A029 AAACAGTACATTTGTGACCC CAACTTCAACTGAAATCCG 55
A076 GCCAATACTCTCGAACAATG GTCCAATTCACATGTCGACATC 60
A107 CCGTGGGAGGTTTATTGTCG CCTTCGTAACGGATGACACC 55
AB124 GCAACAGGTCGGGTTAGAG CAGGATAGGGTAGGTAAGCAG 55
A024 CACAAGTTCCAACAATGC CACATTGAGGATGAGCG 55
A043 CACCGAAACAAGATGCAAG CCGCTCATTAAGATATCCG 55
A079 CGAAGGTTGCGGAGTCCTC GTCGTCGGACCGATGCG 60
Al1l13 CTCGAATCGTGGCGTCC CCTGTATTTTGCAACCTCGC 60
Ap226 AACGGTGTTCGCGAAACG AGCCAACTCGTGCGGTCA 55

Los 9 pares de cebadores se probaron inicialmente usando muestras de ADN de 4 abejas
obreras (una de cada colmena), de un zdngano y una muestra control aislada de una obrera adulta en
un estudio anterior. Las condiciones de amplificacion por PCR para los 9 loci fueron:
desnaturalizacion 95°C x 5 min, seguida de 35 ciclos de 3 pasos a 95°C x 30 s + 55 0 60°C x 30 s +
72°C x 1 min, con una extension final a 72°Cx 7 min. Las reacciones se prepararon en un volumen
final de 10 pL, con 0,2 uM de dNTPs 0,2 uM de cada cebador, 0,5 U de KapaTaq Polimerasa
(KapaBiosystems, EEUU) y 100 ng de ADN. Las amplificaciones se realizaron en un termociclador
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, EEUU).

Los productos de amplificacion se separaron por electroforesis en geles de tampoén TBE (0.89
M Tris, 0.89 M é&cido borico, 20 mM EDTA) con 3% de agarosa LE (Iberlabo, Espafa), que fueron
posteriormente tefiidos con bromuro de etidio para la visualizacion de los fragmentos. Se empleo
como referencia un marcador de pesos moleculares (GeneRulerTM 100 pb DNA Ladder, Thermo
Fisher Scientific, EEUU).

Una vez seleccionados los cebadores Utiles, las amplificaciones de este estudio se realizaron
para un total de 128 individuos y 6 loci microsatélite (A024, A029, A079, A107, A113 y Ap226)
empleando los cebadores descritos, pero tras marcar los cebadores directos con diferentes fluoréforos
(A024F-NED, A029F-FAM, A079F-HEX, A107F-HEX, A113-FAM y Ap226-FAM). Los productos
obtenidos se combinaron en funcién de los tamafios amplificados y los fluor6foros seleccionados, en
dos mixes (mix A: A024, A107 y Ap226; mix B: A029, A079 y A113) para simplificar la
electroforesis capilar, que se realizd en el Servicio de Gendmica de la Universidad de Valencia
(SCSIE-UV).
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3.4.- Andlisis de los marcadores

Los electroferogramas obtenidos para cada mix de 3 loci SSR se analizaron con el software Geneious
R8 (Geneious® 8.0.3, Biomatters Ltd., Nueva Zelanda, Kearse et al., 2012), para determinar los
tamanos de los alelos presentes en cada individuo para cada locus.

Para el analisis de los electroferogramas, se seleccionaron todas las muestras de cada colmena,
siendo el primer paso a realizar la alineacion de las escalas, y en el caso de ser necesario la adicion o
eliminacion de algin punto para calibrarlas. Una vez alineadas, se fueron seleccionando los
marcadores a estudiar, y se compararon una a una las muestras para determinar cual era con exactitud
el tamafio de cada uno de los alelos. Los datos totales obtenidos se dispusieron en una tabla excel
donde se buscaron posibles errores cometidos en las mediciones. Los tamarios de los fragmentos
obtenidos a partir de las muestras de zadnganos se emplearon para deducir los genotipos de las abejas
reinas de cada colmena, mientras que los patrones amplificados a partir del ADN de las 24 obreras
de cada colonia se dispusieron en 4 matrices, para su anélisis mediante el software Colony (Zoological
Society of London, Reino Unido). El anlisis de cada colmena se realizd especificando las
caracteristicas de los datos: madres poligamas y padres mondgamos, especie haplodiploide, asi como
el genotipo de la madre.

Finalmente, se usoé el software Darwin 6.0 (Perrier y Jacquemoud-Collet, 2006) para obtener
un dendrograma con las distancias genéticas existentes entre las obreras. En primer lugar, el programa
se empled para estimar el coeficiente de disimilitud entre pares de obreras de las 4 colmenas (96
individuos), en base a la falta de coincidencia entre los alelos determinados y, en segundo lugar, se
empled para construir un dendrograma NJ (Unweighted Neighbor Joining) que agrupara los
individuos en funcién de la distancia estimada.
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4.- Resultados y discusion

Inicialmente, para la extraccion del ADN de las pupas de abejas, en concreto de los torax, se siguid
el protocolo de extraccion CTAB descrito por Evans et al. (2014). Sin embargo, fue preciso realizar
algunas modificaciones, ya que este protocolo fue disefiado para la extraccion de ADN de abejas
adultas, y las muestras obtenidas a partir de pupas no tenian suficiente calidad (ratios de absorcion a
260 nm respecto a la absorcion a 280 nm del orden de 1,4).

Tras varias pruebas, se pudieron obtener finalmente muestras de suficiente calidad para la
amplificacion por PCR, con ratios A260/A280 > 2,0 (Tabla 3), cuando se afadio el tampén CTAB
en dos partes: primero se afiadieron 300 uL de tampon junto con 4 bolas de vidrio, para homogenizar
las muestras en el molino de bolas. Tras dicha homogenizacion se afiadieron otros 400 pL de tampén,
3 uL de proteinasa K y 3 uLL de ARNasa. De esta forma, se evitaba la formacion de espuma y se podia
recoger suficiente cantidad de sobrenadante limpio (500 uL) tras la centrifugaciéon. En promedio se
obtuvieron rendimientos de 1733 ng/uL (Tabla 3), aunque fue necesario también aumentar el tiempo
de incubacion en bafio maria, de 2 a 3 horas.

Tabla 3. Rendimiento y calidad de las muestras de ADN (media + desviacion tipica) extraidas de

pupas de 24 obreras y de 8 zanganos de 4 colmenas. Cantidad expresada en ng/uL y calidad en ratios
A260/A280.

Colmena 5 Colmena 6 Colmena 9 Colmena 10

Cantidad  Calidad Cantidad Calidad  Cantidad Calidad Cantidad Calidad

Obreras 1529 + 313 2,15+0,03 1837 +339 2,08+0,03 1361 +488 2,10+0,04 1293 +542 2,06+0,2
Zanganos 2160 +238 2,06+0,06 2355+192 1,95+0,09 1529 +466 2,17+0,06 1806 +418 2,13+0,03

Cuando se ensayaron los 9 pares de cebadores descritos en la bibliografia usando 5 muestras de
ADN de abejas negras ibéricas, se obtuvieron productos amplificados con los cebadores A024, A029,
A079, Al107, Al13 y Ap226, correspondiéndose con los tamafios esperados descritos en las
referencias, (Tabla 1, Figura 8). Para los loci A043 y A076 no se obtuvo ningun producto amplificado,
mientras que para el locus AB124 se obtuvieron patrones de amplificacion inespecificos. Por lo tanto,
se seleccionaron los primeros 6 loci microsatélite para realizar el estudio en todas las muestras. Que
varios de los marcadores no amplificasen en las muestras de A. m. iberiensis, puede deberse a que,
hasta el momento, todos los estudios realizados con estos marcadores no habian sido realizados en
esta subespecie, ya que Brodschneider et al. (2012) estudiaron los marcadores en A. m. carnica,
Gencer et al. (2020) para A. m. caucasica y Estoup et al. (1994) realizaron su estudio con A. m.
mellifera, por lo que puede haber variacidn en las secuencias correspondientes a algunos cebadores.
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CN CN GR

Figura 8. Electroforesis de los productos obtenidos mediante las amplificaciones del ADN de
4 abejas obreras (5-01, 6-01, 9-O1 y 10-O1) y un zangano (6-Z1) para los loci A024
(izquierda) y A107 (derecha). GR, Gene Ruler 100 bp Ladder; CN, control negativo.

Una vez seleccionados los marcadores a emplear, se realizaron las amplificaciones de todas las
muestras con los cebadores directos marcados con fluor6foros y tras el analisis de los
electroferogramas, se observo que los resultados obtenidos en los marcadores A024 y A079, no
concordaban con los descritos en la bibliografia. Para el marcador A024 se esperaban unos tamafios
de unas 100 pb y en el caso de AQ079, de 120 pb (Tabla 1), mientras que en las PCR la mayor parte
de las muestras mostraban un producto de 92 pb. Tras revisar los electroferogramas se consideraron
estos resultados como amplificaciones fallidas y se descartaron ambos marcadores. Finalmente, en el
estudio se usaron por tanto los marcadores A029, A107, A113 y Ap226. La Figura 9A corresponde a
un electroferograma del mix A, en el que se muestran los alelos obtenidos para los marcadores A107
(verde) y Ap226 (azul), mientras que la Figura 9B muestra los alelos obtenidos para los marcadores
A029 (izquierda) y A113 (derecha).
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Figura 9: Electroferogramas visualizados mediante el software Geneious R8 resultado de la
amplificacion del ADN de una abeja negra obrera (Apis mellifera iberiensis) de la colmena 5 incluida
en el estudio, para el mix A, con los marcadores microsatélite A107 (verde) y Ap226 (azul) (A) y
para el mix B, con los marcadores A029 (izquierda) y A113 (derecha) (B).

Gracias a la amplificacion de las muestras de ADN de los zdnganos de cada colmena fue
posible la determinacion de los genotipos de las reinas correspondientes, ya que, al tratarse de
individuos haploides, con el estudio de un nimero suficiente de ellos, en este caso 8 por colmena, es
posible determinar los dos alelos que han heredado de la madre (Tabla 4).
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Tabla 4. Alelos determinados en 4 reinas de Apis mellifera iberiensis muestreadas en 4 colmenas de
un apiario localizado en Aniés (Huesca) para 4 loci microsatélite (A029, A107, A113 y Ap226).

Reina A029 A107 Al113 Ap226
5 136 138 179 164 219 221 232 234
6 142 146 169 179 219 223 232 244
9 138 146 171 173 219 223 232 244
10 136 162 169 171 219 221 232 234

Una vez determinados los genotipos de las reinas de cada colmena, el analisis de la matriz de
alelos de las 24 obreras muestreadas mediante el software Colony permitié determinar los alelos
paternos, y de esta forma diferenciar patrilineas en cada colonia (Tabla 5). EI nimero de patrilineas
encontradas oscil6 entre 8 y 12, resultados comparables a los obtenidos por Estoup et al., (1994), ya
que en un primer ensayo analizaron un total de 211 obreras de la misma colmena, tomando muestras
en tres afios consecutivos (1992-1994) obteniendo en total 12 patrilineas diferentes. Ademas, se
afiadi6 un segundo ensayo, en el cual se muestrearon obreras de cuatro colmenas diferentes, con 287
obreras en total, obteniéndose entre 7 y 20 patrilineas por colmena. Que se obtuvieran valores
cercanos en este trabajo demuestra que el nimero de muestras usado puede ser suficiente para obtener
unos resultados aceptables, aunque no se puede afirmar que estos genotipos sean los Gnicos presentes
en las colmenas, ya que para corroborarlo probablemente seria necesario ampliar el nimero de
muestras analizadas.

Tabla 5. Nimero de alelos observados para cada marcador microsatélite (A029, A107, A113y Ap226)
y nimero de padres detectados en 4 colmenas de abeja negra ibérica (Apis mellifera iberiensis)
pertenecientes a un apiario ubicado en Aniés (Huesca).

Colmena Numero de alelos diferentes Nt’:)r;de:gsde
A029 A107 Al113 Ap226
6 6 2 2 11
8 7 2 3 12
6 5 2 2 8
10 6 6 3 3 10
Total 10 13 4 3
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Los marcadores més polimorficos en el estudio completo fueron A107 (13 alelos) y A029 (10
alelos), mientras que para los marcadores A113 y Ap226 se encontraron 4y 3 alelos. Estos resultados
fueron similares al descrito por Solignac et al. (2003) para el marcador Ap226, ya que en poblaciones
del linaje M, se obtuvo el mismo ndmero de alelos que en el presente estudio. Es decir, se trata de un
marcador no muy polimérfico, al igual que ocurre en nuestro estudio con el marcador A113, para el
cual, basandonos en el estudio mencionado, era de esperar mas variabilidad, ya que para el linaje M
se encontraron 8 alelos diferentes, y en el estudio de Genger et al. (2020) se encontraron 11 alelos.
Aunque la variabilidad alélica encontrada para los marcadores A107 y A029 es mas elevada,
comparada con el estudio de Estoup et al. (1994) el nimero de alelos detectado es menor. En dicho
estudio para el marcador A107 se encontraron 22 alelos diferentes, en contraste con los 13 hallados
en nuestro estudio, y para A029 encontraron 13, lo que no difiere tanto de los datos obtenidos en
nuestro trabajo. A pesar de todo esto, que se hayan encontrado casi el mismo numero de alelos que
en la bibliografia, nos indica que se trata de una poblacion de abejas donde hay mucha variabilidad,
ya que el niumero de muestras analizadas en este trabajo es mucho menor que en los estudios
realizados con otras subespecies de Apis mellifera. En el trabajo de Gencer et al. (2020) el nimero de
obreras estudiado fue de 908, pertenecientes a 15 colmenas diferentes; Estoup et al. (1994) realizaron
su estudio con 287 obreras que pertenecian a 4 colmenas diferentes, y Solignac et al. (2003)
estudiaron tres linajes diferentes con 28 individuos por cada uno. Por otro lado, los individuos
analizados es este trabajo proceden de un nimero menor de colmenas, que ademas se encuentran en
el mismo apiario y forman parte de un programa de mejora genética, por lo que han sido seleccionadas.
En concreto, las reinas de las colmenas 6 y 9 provienen de una misma linea de seleccién de reinas, y
estas dos junto con la de la colmena 5 procedian del mismo apicultor. Por lo tanto, la Unica reina que
no procedia de la misma linea de seleccion era la de la colmena 10. En base a ello, cabria esperar una
menor variabilidad en los alelos, ya que las abejas probablemente fuesen genéticamente proximas.
Sin embargo, la variacion alélica encontrada permiti6 discriminar patrilineas en las colmenas, por lo
que los 4 marcadores fueron suficientemente informativos para el objetivo del trabajo aunque, como
se ha mencionado, no se puede afirmar que el numero estimado de patrilineas se efectivamente el
numero total existente en la colonia.

En el estudio de Brodschneider et al. (2012) se emplearon también 4 marcadores, mientras
que en el de Genger et al. (2020) se emplearon 5 marcadores. Por otro lado, en el estudio de (Estoup
et al., 1994), a pesar de que en el primer ensayo se usaron 10 marcadores diferentes, los autores
refirieron que Unicamente con el marcador hiper variable A076 o con el A107 en combinacion con el
A014, era posible determinar las 12 patrilineas presentes en el primer muestreo realizado. De todo
esto se puede deducir que para este tipo de estudios es importante escoger los marcadores mas
polimorficos para cada caso, porque esto puede suponer que se pueden diferenciar patrilineas con
menos amplificaciones. Sin embargo, en nuestro trabajo cuando se analizaron los resultados
obtenidos Unicamente para los dos loci mas polimorficos, para la colmena 5 se hallaron 10 patrilineas,
es decir, una menos que con los 4 marcadores y para la colmena 10, se distinguieron 8 en lugar de 10.
En los analisis de las colmenas 6 y 9 con solo 2 marcadores, en cambio, se discriminaron los mismos
numeros de patrilineas que en el analisis con 4 marcadores, 12 y 8 patrilineas respectivamente. Por
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lo tanto, aunque si que sea importante escoger marcadores muy polimérficos, en algunos casos, como
es el de este estudio, es necesario disponer de marcadores suficientes para no perder informacion en
los ensayos.

Finalmente, gracias a que se disponia de informacidn sobre el genotipo de las madres, fue
posible determinar cuéles eran los genotipos de los padres de cada colonia (Tabla 6). De esta forma,
en futuros trabajos de fecundacion controlada seria posible comprobar si los zanganos de una colmena
seleccionada como progenitor paterno son efectivamente los que han fecundado a la reina de la
colonia seleccionada como progenitor femenino.
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Tabla 6. Genotipos para 4 marcadores microsatélite (A029, A107, A113 y Ap226) de zanganos que
fecundaron las reinas de 4 colmenas de abeja negra ibérica (Apis mellifera iberiensis) muestreadas en
Aniés (Huesca).

Colmena 5 Colmena 6
Padre  A029 A107 All3 Ap226 A029 Al107 All3 Ap226
1 136 187 219 234 140 161 219 244
2 138 181 219 232 148 163 219 232
3 138 163 219 234 154 179 219 232
4 136 179 219 232 136 175 219 232
5 142 163 219 234 138 175 219 232
6 142 164 219 234 138 177 219 232
7 136 167 219 232 144 181 219 232
8 142 163 219 244 146 181 219 244
9 146 187 219 232 142 179 219 232
10 150 187 219 234 146 163 219 232
11 154 187 219 232 138 179 219 244
12 146 179 219 232
Colmena 9 Colmena 10
Padre A029 A107 All3  Ap226 A029  Al107 Al13  Ap226
1 144 177 219 244 142 175 219 244
2 138 177 219 244 138 165 219 232
3 142 173 219 232 136 175 219 232
4 138 171 219 232 142 167 227 244
5 140 171 219 244 150 177 221 244
6 136 165 219 244 148 165 221 232
7 140 169 219 232 148 175 219 244
8 136 177 219 244 138 165 221 234
9 138 165 219 244
10 140 171 221 244

Los resultados obtenidos mostraron que los padres de las obreras de las distintas colmenas
compartian alelos para los 4 loci microsatélite, particularmente para los dos menos polimorficos,
Al13 y Ap226, lo que impediria discriminar entre abejas pertenecientes a distintas colmenas
basandonos solamente en estos genotipos. El caso mas evidente es el del marcador Ap226, para el
que solo se determino un alelo en las 72 obreras de las colonias 5, 6 y 9 (Tabla 6).
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Para corroborar este hecho, se construyd un dendrograma (método de agrupamiento
Unweighted Neighbor-Joining) con las distancias genéticas calculadas entre las obreras de las cuatro
colmenas (Figura 10). En este dendrograma no se agruparon los genotipos de las 96 obreras de
acuerdo a su colonia de origen. Estos resultados se explican por el manejo de las reinas en el programa
de mejora, ya que, como se ha mencionado, de una misma reina derivaron las reinas de las colmenas
6 y 9. La colmena 10, por el contrario, se formo con una reina no emparentada con las anteriores,
pero debido a que se encuentran en la misma explotacion, los zdnganos que la fecundaron pudieron
proceder de las mismas colonias.
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FiguralO. Dendrograma Neighbor-Joining que muestra la agrupacion de 96 abejas obreras de la
subespecie Apis mellifera iberiensis incluidas en el estudio, en base a la variabilidad alélica detectada
en 4 loci microsatélite. Cada individuo esta codificado por el nimero de la colmena (5, 6, 9 0 10)
seguido de un namero de orden (1-24).

Para una caracterizacion mejor de las colonias seria por tanto necesario emplear un mayor
numero de marcadores. Sin embargo, para el objetivo planteado en este trabajo, 4 marcadores han
permitido discriminar patrilineas en 4 colmenas de abeja negra ibérica.
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5.- Conclusiones
De los resultados obtenidos en este estudio se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. Para la obtencion de muestras de ADN de suficiente calidad a partir de pupas de abejas y
zanganos fue preciso modificar el protocolo estandarizado para obtener muestras a partir de
abejas adultas. En concreto se empled mayor cantidad de tampdn de extraccion y mayor
tiempo de incubacion.

2. De los 9 marcadores microsatélite ensayados, no se obtuvieron los productos esperados en 3
loci: A043, A076 y AB124, y posteriormente también los marcadores A024 y A079 fueron
descartados. Los marcadores Utiles para el genotipado de abeja negra ibérica fueron por tanto
A029, A107, A113 y Ap226.

3. El genotipado de 8 zanganos de cada colmena permitid caracterizar los alelos maternos de las
4 reinas de las colonias analizadas. El genotipado de 24 obreras, por otro lado, permitio
discriminar los alelos paternos. En base a ellos, se reconstruyé el genotipo de zanganos que
habian fecundado a cada reina. Para la colmena 5 se encontraron 11 padres diferentes, en la
colmena 6 fueron 12, para la colmena 9 se detectaron 8 y finalmente en la colmena 10 se
diferenciaron 10 patrilineas.

4. Enelestudio realizado, el nimero de alelos observado vario para cada marcador microsatélite.
Para el marcador A029 se encontraron un total de 10 alelos diferentes, para el A107 un total
de 13, en el caso de A113 se detectaron 4 alelos y para Ap226 un total de 3 alelos. Los
marcadores mas polimorficos fueron por tanto A029 y A107.

5. Aunque en estudios anteriores se pudieron discriminar patrilineas en colmenas de Apis
mellifera con un menor ndmero de marcadores, en este trabajo cuando se analizd la
composicién genética de las colmenas usando solo los alelos de los dos loci mas polimorficos
se detectaron menos patrilineas en dos de las cuatro colonias del estudio. Por tanto, es
importante disponer de los 4 marcadores para futuros trabajos.

6. La variacion alélica observada, sin embargo, no permitié diferenciar las 4 colmenas en un

dendrograma Neighbor-Joining, ya que las abejas de distintas colonias compartieron muchos
de los alelos detectados.
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