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RESUMEN

La abeja doméstica o abeja melifera, Apis mellifera (Linnaeus, 1758) , es un insecto social
perteneciente al orden Hymenoptera, familia Apidae. Esta especie esta estrechamente
relacionada con la actividad humana a través de la apicultura para la obtencion de
productos de la colmena (miel, propéleo, cera y jalea real), como también la importante
tarea de polinizacion de cultivos agricolas y de especies silvestres. Las primeras
introducciones de A.mellifera al continente americano se realizaron desde Europa;
especificamente en nuestro pais, las primeras colonias establecidas provinieron de
Francia e ingresaron en 1830. El ingreso de distintas subespecies de A. mellifera (A. m.
mellifera, A. m. iberiensis, A. m. carnica y, principalmente, A. m. ligustica) continu6 a lo
largo del siglo XX. En el afio 1957 ocurrié la dispersion accidental de colonias silvestres
de la subespecie africana A. m. scutellata, en Brasil, dando origen a un proceso de
hibridacion con linajes europeos previamente establecidos, denominado Africanizacion.
Este suceso ha ocasionado un perjuicio a la apicultura por las caracteristicas negativas de
las abejas africanizadas. Asimismo, la Africanizacibn contribuyé a complejizar la
estructura genética de las colonias comerciales y silvestres en América. En nuestro pais,
la distribucién de estas poblaciones se concentraba en el norte del territorio aunque
posteriormente, debido a las actividades comerciales y movimiento de colonias
(trashumancia) realizados por apicultores, esa distribucién se vio modificada. El presente
trabajo de tesis doctoral tuvo como objetivo general proporcionar una descripcion
actualizada de la diversidad y estructura genética de colonias comerciales y colonias
silvestres de A.mellifera. Se realiz6 un muestreo de 396 colonias de abejas localizadas en
la principal region apicola de Argentina, incluyendo las provincias de Buenos Aires, La
Pampa, Cordoba, Santa Fe, Entre Rios, Corrientes, Chaco, Tucuman, Santiago del Estero
y Formosa. La diversidad genética se analizd utilizando dos marcadores del ADN
mitocondrial (region intergénica Citocromo Oxidasa I-Citocromo Oxidasa Il y Citocromo B)
y del ADN nuclear (8 microsatélites). Se detectaron tres haplotipos de linaje europeo (M4,
C1, C2J) y tres de origen africano (A1, A4, A30). Los haplotipos europeos se encontraron
principalmente en apiarios comerciales, mientras que los haplotipos de origen africano se
detectaron en alta frecuencia en colonias silvestres. Asimismo, se observdé una

distribucion preponderante de haplotipos africanizados en el norte del territorio. Respecto



a los marcadores nucleares, los resultados mostraron un alto grado de hibridacion entre
las poblaciones de origen europeo y africano. Los analisis de correlacion mostraron una
asociacion significativa entre la distribucion de Africanizacion y la latitud.. Los estudios
realizados en esta tesis permitieron identificar el origen y caracterizar la variabilidad
genética presente en las colonias comerciales y silvestres de A.mellifera de la principal
zona apicola de Argentina. Los marcadores utilizados brindaron informacién fundamental
respecto a la distribucion de la diversidad genética y permitieron complementar y
actualizar la informacion existente, con un andlisis detallado de los principales factores

gue explican la compleja estructura genética de las abejas en nuestro pais.

Palabras claves: Abeja europea, Abeja africanizada, haplotipos mitocondriales,

microsatélites, estructura poblacional, hibridacion.



ABSTRACT

The domestic bee or honey bee, Apis mellifera (Linnaeus, 1758), is a social insect
belonging to the order Hymenoptera, family Apidae. This species is closely related to
human activity through beekeeping to obtain products from the hive (honey, propolis, wax
and royal jelly), as well as the important task of pollination of agricultural crops and wild
species. The first introductions of A. mellifera to the American continent were made from
Europe; specifically in our country, the first colonies came from France and entered in
1830. The income of different subspecies of A. mellifera (A. m. mellifera, A. m. iberiensis,
A. m. carnica and, mainly, A. m. ligustica) continued throughout the 20th century. In 1957,
the accidental dispersion of wild colonies of the African subspecies A. m. scutellata, in
Brazil, giving rise to a process of hybridization with previously established European
lineages, called Africanization. This event has caused damage to beekeeping due to the
negative characteristics of Africanized bees. Likewise, Africanization contributed to make
the genetic structure of commercial and wild colonies in America more complex. In our
country, the distribution of these populations was concentrated in the north of the territory
but later, due to the commercial activities and movement of colonies (transhumance)
carried out by beekeepers, this distribution was modified. The main objective of this PhD
thesis was to provide an updated description of the diversity and genetic structure of
commercial colonies and wild colonies of A. mellifera. A sampling of 396 colonies of bees
located in the main apicultural region of Argentina was carried out, including the provinces
of Buenos Aires, La Pampa, Cordoba, Santa Fe, Entre Rios, Corrientes, Chaco, Tucuman,
Santiago del Estero and Formosa. The genetic diversity was analyzed using two markers
of mitochondrial DNA (intergenic region Cytochrome Oxidase I-Cytochrome Oxidase Il and
Cytochrome B) and nuclear DNA (8 microsatellites). Three haplotypes of European
lineage (M4, C1, C2J) and three of African origin (Al, A4, A30) were detected. European
haplotypes were found mainly in commercial apiaries, while haplotypes of African origin
were detected in high frequency in wild colonies. Likewise, a preponderant distribution of
Africanized haplotypes was observed in the northern part of the territory. Regarding
nuclear markers, the results showed a high degree of hybridization between European and
African populations. The correlation analyzes showed a significant association between
the distribution of Africanization and latitude. The studies carried out in this thesis allowed



to identify the origin and to characterize the genetic variability present in the commercial
and wild colonies of A. mellifera of the main apicultural area of Argentina. The markers
used provided information regarding the distribution of genetic diversity and allowed
complementing and updating existing information, with a detailed analysis of the main

factors that explain the complex genetic structure of bees in our country.

Key words: European honeybees, Africanized honeybees, mitocondrial haplotypes,

microsatellites, population structure, hibridation.
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1. INTRODUCCION

1.1 Taxonomiay origen de Apis mellifera

Las abejas meliferas se encuentran dentro del Phylum Arthropoda, Clase
Insecta, Orden Hymenoptera, Familia Apidae y género Apis. Ademéas de A.
mellifera, el género Apis esta conformado por otras 8 especies: A. dorsata o abeja
gigante, A. cerana o abeja oriental, A. florea 0 abeja enana, A. nigrocincta, A.
koschevnikovi, A. andreniformis, A. nuluensis y A. laboriosa (Garnery et al., 1991,
Koeniger y Koeniger, 2000; Franck et al., 2000; Le Conte y Navajas, 2008).
Ademas de A. mellifera la otra especie explotada comercialmente es A. cerana,
principalmente en China (Tan et al., 2005), aunque aun en Asia estd siendo
reemplazada por A. mellifera en condiciones de apicultura comercial. La
distribucion de las otras especies del género Apis esta restringidaa su lugar de
origen (Figura 1A y B), ocupando las distintas areas boscosas del Extremo Oriente
y no son explotadas comercialmente. Debido a su importancia econémica como
productora de miel y principalmente por su actividad como polinizadora de cultivos,
A. mellifera es el insecto social utilizado con fines comerciales con mayor

distribucion en el mundo.(Figura 1B)



Figura 1. A. Distribucion mundial de las distintas especies del género Apis en su
lugar de origen (Le Conte y Navajas 2008, segun Franck et al., 2000). B.
Distribucion de A. mellifera en el mundo.

Apis mellifera es un insecto social benéfico, considerado el principal polinizador de
cultivos comerciales y especies vegetales silvestres (Buchmann y Nabhan, 1996; Klein et
al., 2007, Brown y Paxton, 2009), como asimismo el principal productor de miel. Se
considera actualmente que existen 4 linajes (A, C, My O), en los cuales las mas de 26
subespecies de A. mellifera, aunque el origen geogréafico de la misma es todavia un tema
controversial y ha propiciado el surgimiento de diferentes hip6tesis. Se han planteado tres

posibles escenarios para explicar el origen evolutivo de A. mellifera. El primero, descripto



por Ruttner et al (1978), sugiere que esta especie tiene su centro de origen en el Medio
Oriente o en el noreste de Africa, desde donde colonizé Europa a través de dos rutas: una
directa a través del este de Europa y otra occidental, a través del norte de Africa y la
Peninsula Ibérica. Esta hipétesis se basa en el andlisis morfolégico que sugiere la
continuidad entre los linajes A (Africa) y M (oeste y norte de Europa) (Figura 2A). Una
segunda hipétesis, basada principalmente en el andlisis del ADN mitocondrial (ADNmt)
(Cornuet y Garnery, 1991; Garnery et al., 1992) también propone un origen en Oriente
Medio, pero no incluye la colonizacion de Europa a través de una ruta occidental. Esta
hipotesis se basa en arboles filogenéticos que agrupan a los brazos evolutivos Ay C (este
de Europa), este ultimo en lugar del brazo evolutivo M, y argumenta en contra de la
migracion a través del estrecho de Gibraltar (Figura 2B). La tercera hipétesis plantea un
origen africano y fue propuesta por Wilson (1971), basada en el comportamiento de las
abejas de formar el denominado “cluster de invierno” para mantener la homeostasis de la
colonia, necesaria en los climas templados. Se basa en que actualmente A. mellifera no
se distribuye en los trépicos de Asia, por lo que plantea que un origen africano es el mas
plausible. Un estudio genético realizado por Whitfield et al. (2006) con 1136 SNPs
(polimorfismos de nucleétido simple), analizando 341 individuos de 14 subespecies
geogréficas de A. mellifera y tres grupos externos (A. cerana, A. florea y A. dorsata)

argumenta a favor de esta Gltima hip6tesis (Figura 2C).



Figura 2. Esquema de las tres hipotesis del origen de Apis mellifera y su posterior
distribucion A) Centro de origen en Medio Oriente y colonizacidon Europa a través
de dos rutas, B) Origien en Medio Oriente y colonizacién de Europa por ruta
occidental, C) Origen Africano. ( Han et al., 2012.)

La divergencia entre los linajes My C y la existencia de un linaje O (Oriente medio)
filogenéticamente relacionado a C, continla generando controversias sobre el origen

geografico de esta especie (Wallberg et al., 2014).

Sin embargo, existe consenso en el patrén de dispersion de las abejas por Europa
y Asia. En Africa y en el sur de la peninsula ibérica se disperso el brazo A, en el norte de
la peninsula ibérica y en el oeste y norte de Europa (incluyendo las islas britanicas) se
desplazé el brazo M. El brazo C se extendié desde la peninsula italiana y Europa del este
hacia el Oriente Medio. El linaje O, se dispersé en una restringida zona del Noreste de
Africa y cercano oriente, en Egipto y Libano (Franck et al., 2001; Whitfield et al., 2006;
Wallberg et al., 2014).

Se han descripto mas de 26 subespecies de A. mellifera, tanto a nivel morfologico
como molecular, adaptadas a distintas condiciones climaticas y ecolégicas. Del total de
subespecies reconocidas, las mas representativas de cada linaje son: A. m. mellifera
(Linnaeus, 1758) y A. m. iberiensis (Engel, 1999) , 2 subespecies representativas del
brazo M, A. m. ligustica (Spinola, 1806) y A. m. carnica (Pollman, 1879) del brazo C vy las
subespecies A. m. scutellata ( Lepetelier, 1836) y A. m. adansonii (Latreille, 1804)
representan el brazo A (Ruttner et al., 1978; Clarke et al., 2001). Por dltimo, A. m. syriaca
(Skorikov, 1829) y A. m. anatoliaca (Maa, 1953) son dos subespecies del brazo O (Figura
3).



Figura 3. Distribucion de las principales subespecies de A. mellifera en su lugar de origen.
Tomado de Le Conte y Navajas 2008, segun Ruttner, 1988.

Las abejas del brazo evolutivo A se caracterizan por su reducido tamafo, alto
comportamiento defensivo y alta tasa de enjambrazdn y abandono de colmena, sobre
todo las subespecies del sur de Africa, A. m. scutellata y A. m. capensis. Las abejas
europeas, tanto del brazo evolutivo M como del C, tienen un tamafio mayor a las del brazo
A, poseen bajo comportamiento defensivo y una reducida tasa de abandono de colmena.
Estas abejas estan adaptadas a climas templados a frios. La subespecie A. m ligustica
(brazo evolutivo C), o abeja italiana, hoy en dia es la mas difundida en la apicultura

comercial, principalmente por su productividad y mansedumbre, llegando a desplazar a



otras subespecies de su ambiente natural, como sucede con A. m. mellifera (brazo

evolutivo M) en los paises escandinavos (Jensen et al., 2005).

1.2 Biologia de Apis mellifera

Apis mellifera es un insecto social holometdbolo, es decir que en su desarrollo
atraviesa por una metamorfosis completa. El ciclo de vida se caracteriza por la presencia
de los estadios de huevo, larva, pupa y adulto (Figura 4). En la colonia se distinguen 3
castas: la reina, las abejas obreras y los zanganos. Cada colonia est4 formada por una
reina, varios miles de obreras y, dependiendo de la estacion del afo, hasta cientos de
zanganos. Al ser una especie haplodiploide, la reina y las obreras se generan a partir de
huevos fecundados (2n) y los zanganos, a partir de huevos sin fecundar (n). Las
diferencias fenotipicas entre la reina y las obreras se deben fundamentalmente a la
alimentacion diferencial que reciben en el estadio de larva. La reina es fecundada en
vuelo por una cantidad de zanganos que varia entre 7 y 17. Los apareamientos ocurren a
varios metros de altura y a una distancia variable del apiario de origen, en zonas
denominadas “Area de congregacion de Zanganos” ACZ (Baudry et al., 1998). Estas
zonas son efimeras y congregan zanganos provenientes de diferentes colmenas de la

zona aledafia (aproximadamente 2 km).

La casta de las obreras es la encargada del mantenimiento y defensa de la
colonia. Desde el momento de su nacimiento, las obreras realizan tareas internas en la
colonia (abejas nodrizas) como la limpieza de celdas, cuidado y alimentacién de la cria,
construccion de panales, remocion de crias muertas y posteriormente, tareas externas
como la defensa de la colonia y la recolecciéon de alimento (abejas pecoreadoras).
Después de nacer, la obrera completa su desarrollo en los siguientes 8-10 dias y viven
aproximadamente 6 semanas durante los periodos de méaxima actividad (fines de
primavera, verano y principios de otofio). Las abejas nacidas a fines del otofio en zonas
de clima templado y templado frio realizan pocas actividades durante el invierno y pasan
la mayor parte del tiempo dentro de la colmena; pueden vivir varios meses hasta la
llegada de la primavera. Su tamafio es menor al de la reina y zdnganos. Los zdnganos

solo tienen funcién reproductiva, son alimentados por las obreras durante toda su vida y



son eliminados de la colonia en momentos de escasez de alimento. Los zanganos tienen
un cuerpo grueso y pesado, de mayor tamafio y su abdomen es mas corto y redondeado

que el de la reina (Winston, 1982).

Figura 4. Ciclo de vida de las tres castas de Apis mellifera. (Winston, 1991)

1.3 Introduccién de Apis mellifera en Américay en Argentina

La abeja melifera habria sido introducida al continente americano (mas
precisamente, en la isla de Santo Domingo) durante los siglos XIV-XV durante la
colonizacion espafiola (de Jaime Lorén, 2003). Sin embargo, otras fuentes aseguran que
fueron los Padres Dominicos los responsables de su introduccion en el continente
americano en el afio 1536. Las abejas introducidas pertenecian al brazo M (A. m.
mellifera). Posteriormente, se registraron introducciones de la subespecie A. m. ligustica

(brazo C) pero se desconoce la fecha exacta (Bierzychudek, 1979).



Los registros hacen mencion de A. mellifera en Sudamérica hacia 1830, cuando
arribaron a Colonia del Sacramento (Uruguay) las primeras cuatro colmenas de A. m.
mellifera (brazo M) provenientes de Francia (Bierzychudek,1979). Simultdneamente la
subespecie A. m. carnica fue introducida en Rio Grande do Sul (Brasil) por colonos
alemanes (brazo C) y posteriormente, en este mismo lugar, en el afio 1839 el padre
Antonio Carneiro introdujo colonias desde Porto (Portugal) las cuales pertenecian a la

subespecie A. m. iberiensis (brazo M).

En Argentina se produjeron sucesivas introducciones desde diferentes paises y
hacia distintas provincias. Asi, en 1855 se introdujeron abejas de la subespecie A. m.
ligustica en la provincia de Mendoza desde Chile; en 1857 se enviaron a Gualeguaychu
(Entre Rios) 4 colmenas de A. m. mellifera provenientes de Montevideo (Uruguay), con lo

que se dio inicio a la multiplicacién de material en esa zona (Bierzychudek, 1979).

La introducciéon de nuevos materiales vivos (reinas fecundadas y celdas reales)
continu6 durante el siglo XX, principalmente de A. m. ligustica o abeja italiana, preferida
por su mansedumbre y productividad (Palacio y Bedascarrasbure, 1998), como asi
también A.m. carnica y A.m. caucasica (Salizzi, 2014). En Brasil se efectlo la introduccién
de A. m. scutellata (brazo A) en el afio 1956, con la finalidad de originar hibridos con
abejas de origen europeo que presentaran una mejor adaptacion al clima tropical-
subtropical de ese pais (Kerr y Barbieri, 1970). Accidentalmente estas colonias
abandonaron sus colmenas y comenzd un proceso masivo de hibridacién conocido como
“africanizacién” que continla en la actualidad (Figura 5). Las abejas africanizadas,
producto de esta hibridacion, se caracterizan por tener un alto comportamiento defensivo
y una alta tasa de enjambrazén y abandono de colmena, caracteristicas poco deseables
en la apicultura comercial (Taylor, 1977; Kerr et al., 1982; Spivak et al., 1993; Lobo
Segura, 2000; Clarke et al., 2002). Las abejas africanizadas fueron detectadas por
primera vez en nuestro pais en 1965, en la provincia de Misiones (De Santis y Cornejo,
1968).



Figura 5. Dispersion de la abeja africanizada en el continente americano. (Caron,

1999, p.221).

1.4 Caracterizacion de la diversidad presente en Apis mellifera

Se han desarrollado diversas técnicas para la caracterizacién de A. mellifera. La
primera en utilizarse fue la morfometria mediante la medicion de distintas partes del
cuerpo de la abeja obrera (Ruttner 1978, Meixner et al., 2013). Con el advenimiento de las
técnicas moleculares se comenz6 a analizar la variabilidad existente en las alozimas

(Mestriner y Contel, 1972). Posteriormente, con el desarrollo de técnicas moleculares



como la PCR (“Polymerase Chain Reaction”) se inici6 el estudio de la variabilidad en el
ADN mitocondrial y nuclear de A. mellifera (Smith, 1991; Estoup et al., 1993).

1.4.1 Morfometria

La morfometria, basada en la medicion de determinadas partes del cuerpo del
insecto (alas, cabeza y longitud total) permitié realizar los primeros estudios de
caracterizacion de las distintas subespecies de abejas (Ruttner et al, 1978). Sin embargo,
estas caracteristicas morfométricas muestran cambios graduales y sus intervalos se
superponen (Meixner et al., 2010, 2013), siendo necesario utilizar varios caracteres al
mismo tiempo y aplicar métodos estadisticos para poder discriminar entre grupos.
Caracteres como tamafio corporal, pilosidad, nervaduras alares y patrones de coloracion
se han utilizado en los analisis morfométricos, a partir de los primeros estudios realizados
por Alpatov (1929). Un conjunto de 36 caracteres seleccionados por su poder
discriminativo, denominado "morfometria clasica", fue descripto por Ruttner (1988). En la
actualidad se utilizan un nimero variable de medidas morfométricas que no superan las
10, en funcién de su poder discriminante (Meixner et al., 2013, Mladenovic et al., 2011).
En Argentina la morfometria se ha empleado para caracterizar abejas provenientes de
distintas regiones del pais (Andere et al., 2000; Andere et al., 2008; Garcia et al., 2008),
aplicada conjuntamente con evaluacion de caracteres comportamentales (comportamiento
defensivo). Las medidas utilizadas para estos estudios fueron longitud de la probdscide;
longitud, ancho y angulos de nervios en el ala delantera derecha; longitud y ancho y
angulos de las venas del ala posterior derecha; longitud de tibia, fémur y metatarso, y
ancho de metatarso, las cualeshan sido de gran utilidad para determinar diferentes
ecotipos y africanizacion en diferentes poblaciones de A. mellifera (Andere et al., 2008).
La morfometria geométrica se basa en las coordenadas de los puntos de referencia
ubicados en las intersecciones de las venas del ala (Bookstein, 1991; Smith et al., 1997).
Los avances fundamentales de la morfometria geométrica sobre los enfoques
tradicionales incluyen (i) la manera en que se puede medir la diferencia de formas
(utilizando la distancia de Procrustes), (ii) la elucidacion de las propiedades del espacio de
forma multidimensional definido por este coeficiente de distancia, (iii) el desarrollo de
métodos estadisticos especificos para el estudio de la forma, y (iv) el desarrollo de nuevas



técnicas para las representaciones graficas de los resultados (Bookstein, 1991; Rohlf,
2000; Mendes et al., 2007).

1.4.2. Alozimas

El andlisis de alozimas fue el primer tipo de marcador molecular que se utilizé en la
investigacion de A. mellifera (Mestriner, 1969; Mestriner y Contel, 1972). La mayoria de
estos andlisis se realizaron en las décadas de 1980 y 1990, contribuyendo a la
comprension del flujo génico, la estructura poblacional y la hibridacién (Sheppard y
McPheron, 1986; Del Lama et al., 1990; Meixner et al., 1994).

Uno de los loci de enzimas mas polimérficos y utilizados en los estudios de la
variabilidad poblacional de A. mellifera ha sido el locus Mdh1 (malato deshidrogenasa), ya
gue permiti6 estudiar en un principio el grado de africanizacibn en poblaciones
americanas (Lobo et al., 1989; Del Lama et al., 1990) y también diferenciar linajes
europeos (Cornuet, 1982; Cornuet et al., 1986). Sin embargo, la variacién de los distintos
alelos de Mdh 1 se podria interpretar como una adaptacién fisioldgica a los diferentes
climas sin reflejar necesariamente el flujo génico (Nielsen et al., 1994, Cornuet et al.,
1995), por lo que el uso de Mdh 1y las alozimas en general ha decrecido tras la aparicion

de otras técnicas moleculares basadas en diferencias a nivel del ADN.

1.4.3. Marcadores moleculares en el ADN

1.4.3.1 Haplotipo mitocondrial

El genoma mitocondrial es una molécula circular de ADN de aproximadamente
16.000 pares de bases en el caso de A. mellifera (Figura 6). Posee herencia materna,
genes de copia Unica, ausencia de recombinacion y una alta tasa de evolucion (Avise et
al., 1984; Simon et al., 1994). Estas caracteristicas, sumadas a la gran cantidad de
mitocondrias por célula y al nUmero de copias del genoma por mitocondria (varia entre

1000 y 10000 copias), facilitan su estudio desde el punto de vista metodolégico y



12

experimental (Birky, 1995). En particular para A. mellifera, la variabilidad genética
presente en las regiones no codificantes del ADN mitocondrial (ADNmt) ha permitido
detectar diferencias a nivel de subespecies (Smith et al., 1991; Arias et al., 2006).

Figura 6. Esquema del ADNmt de Apis mellifera. Adaptado de Crozier y Crozier,
1993.

Los principales marcadores moleculares utilizados para el andlisis de variaciones
en el ADNmt en abejas son: RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism); PCR-
RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism) y la
secuenciacion directa. Las variaciones mediante RFLP se revelan mediante la digestion



de todo el genoma mitocondrial con endonucleasas de restriccion. Los primeros trabajos
realizados con distintas subespecies de A. mellifera en su lugar de origen (Smith et al.,
1991; Garnery et al., 1992; Arias et al., 2006) o donde fueron introducidas (Smith y Brown,
1988; Hall y Muralidharan, 1989; Smith et al., 1989) mostraron el poder discriminativo de
esta técnica y confirmaron la presencia de los tres linajes (A, C y M) previamente
descriptos por Ruttner (1978, 1988) mediante el uso de la morfometria. Con el
advenimiento de las técnicas de biologia molecular modernas, el método de RFLP se ha
sustituido por la técnica de PCR-RFLP, principalmente porque para implementar el
primero, se necesita una considerable cantidad de ADNmt no degradado y ademas
requiere mayor tiempo de procesamiento. En ambos métodos, los haplotipos se
determinan mediante el empleo de enzimas de restriccion. Sin embargo, a diferencia de la
técnica de RFLP, que analiza todo el genoma mitocondrial, la variacion que detecta la

técnica PCR-RFLP se revela dentro de una region especifica amplificada por PCR.

En los primeros trabajos realizados con esta técnica se utilizaron varias regiones
especificas de ADN,, tanto para determinar africanizacion en poblaciones de A. mellifera
en América (Hall y Smith, 1991; Clarke et al., 2002; Pinto et al., 2003; Pinto et al., 2004)
0 subespecies en poblaciones de A. mellifera de Europa del Este (Smith et al., 1997;
Bouga et al., 2005; Kozmus et al.,2007; Ivanova et al., 2010; Stevanovic et al., 2010).
Uno de los primeros marcadores desarrollados fue el gen Citocromo B (Cit B) amplificado
con primers que flanquean un amplicén de 485 pares de bases (pb) de longitud, junto con
el uso de la enzima de restriccion Bgl Il.. La enzima realiza un corte especifico generando
dos bandas (una de 291 pb y otra de 194 pb) en las abejas de origen europeo y no realiza
ningun corte en las abejas de origen africano (Crozier et al., 1991). Este marcador
determina si la muestra analizada es de origen europeo o africano, pero no discrimina las
distintas subespecies y haplotipos a la que pertenecen las abejas analizadas. Este
marcador se ha utilizado para determinar el grado de africanizacion en América (Pinto et
al., 2003).

Uno de los marcadores mas utilizados es la region intergénica entre los genes
Citocromo Oxidasa | y Citocromo Oxidasa Il (COI-COIl); presenta al menos siete
variantes en su longitud que pueden ser explicadas por la combinacion de tres secuencias

relacionadas: la secuencia Po con una longitud de 67 pares de bases (67 pb), la



secuencia P (54 pb) y la secuencia Q (192-196 pb). Esta Ultima se encuentra presente en
todas las subespecies y se divide en tres regiones segun su similitud con las regiones
adyacentes del ADNmt: Q; es similar al extremo 3" del gen COI, Q. es similar al gen del
ARNt®™ y Q,, a la secuencia P (Cornuet et al., 1991). Las diferentes combinaciones de
estas secuencias generan las siguientes variantes: PoQ, PoQQ y PoQQQ que son
caracteristicas del brazo evolutivo A; las secuencias PQ, PQQ y PQQQ representativas
del brazo evolutivo M y solo Q correspondiente al brazo evolutivo C (Garnery et al., 1993).
Estas secuencias acumulan gran cantidad de mutaciones, deleciones e inserciones que
generan polimorfismos evidenciados en forma rapida y sencilla por medio de enzimas de
restriccion; entre ellas, la mas utilizada es Dra |, pero también Hinf | y EcoR1 sirven para
la determinacion de diferentes haplotipos. La combinacién de tamafio y sitios de
restriccion generados en el analisis de la region intergénica COI-COIll con el uso de la
enzima Dra | ha permitido describir mas de 100 haplotipos (Franck et al., 2001; De la Rua
et al., 2005; Collet et al., 2006; Shaibi et al., 2009; Alburaki et al., 2011; Rortais et al.,
2011; Pinto et al., 2012).

1.4.3.2 Microsatélites

En el ADN nuclear de la mayoria de los eucariotas pueden localizarse regiones
denominadas microsatélites o SSRs (Simple Sequence Repeats). Los microsatélites son
una serie de marcadores que implican un nimero variable (hasta 100) de repeticiones en
tdndem de 1-5 pb. Los diferentes alelos se caracterizan por la exacta longitud en pares de
bases de un fragmento de ADN obtenido por la reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR) realizada entre dos motivos de secuencia fija (cebadores o primers) que flanquean
la region de la repeticion en tdndem. Debido a su tasa de mutacion generalmente
alta(entre 10-5 y 10-2 mutaciones por generacion), estos marcadores pueden tener un
gran numero de alelos, por lo que son adecuados para el mapeo del genoma o andlisis de
paternidad. También como marcadores codominantes, son muy Utiles para la genética de
poblaciones (Estoup et al., 1993). En A. mellifera, se ha demostrado que los microsatélites
son abundantes (Estoup et al., 1993) y se caracteriza por una amplio rango de diversidad
génica (Levinson y Gutman, 1987; Estoup et al., 1994; Estoup et al., 1995; Clarke et al.,
2002; The Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006; Kraus et al., 2007).



Se han propuesto dos modelos para explicar la evolucién de las familias de

microsatélites:

1. El modelo de infinitos alelos (“Infinite Allele Model” o 1.A.M) que fuera descripto
por Kimura y Crow (1964), segun el cual cada mutacion ocurrida al nivel de la
composicion de nucledtidos de un alelo, da lugar a un nuevo alelo hasta ese momento no
presente en la poblacion. Cada nuevo mutante tiene la misma probabilidad de aparecer
independientemente de como sea el alelo original, de esta forma el nimero de alelos que

pueden encontrarse en un locus dado es elevado.

2. El modelo de la mutaciéon paso a paso (“Stepwise Mutation Model” o S.M.M)
descripto por Ohta y Kimura, 1973), que asume que los alelos tienen una tendencia a

mutar mediante la ganancia o pérdida de una unidad de repeticion en pasos discretos.

Ambos modelos asumen que la generacidon de nuevos alelos es compensada por
la pérdida de alelos por deriva génica, bajo la asuncion de neutralidad y equilibrio, es
decir, la mutacion y la deriva son las Unicas fuerzas que determinan la distribucion de la
frecuencia de alelos de un locus dado. En ese caso los nimeros minimo y maximo de

alelos esperados para un gen se pueden predecir por ambos.

Los primeros trabajos que describieron el desarrollo y uso de estos marcadores en
A. mellifera fueron realizados por Estoup et al (1993). Posteriormente, los mismos
marcadores se utilizaron para analizar diferencias genéticas entre distintas subespecies
procedentes de distintos origenes geograficos (Estoup et al., 1995). Mas recientemente,
Solignac et al. (2003) desarrollaron un nuevo set de 552 microsatélites para A. mellifera y
mostraron las posibles amplificaciones cruzadas logradas con especies emparentadas.
Estos marcadores fueron utilizados con éxito en estudios de diferenciacion de
subespecies de A. mellifera, andlisis de dispersion e introgresion (Franck et al., 2001; De
la Rua et al., 2004; Mufioz, Dall’'Olio et al., 2014; Mufioz, Pinto et al , 2014).

Un estudio detallado de A. mellifera de Europa occidental utiliz6 11 loci para
diferenciar las abejas del brazo evolutivo M del brazo evolutivo C en poblaciones de
origen griego y demostrar la alta introgresion en poblaciones francesas (Garnery et al.,
1998b). Los andlisis estadisticos utilizados fueron los valores Fsr y los éarboles

filogenéticos, agrupando las muestras por similitud genética. Estas herramientas



moleculares y de andlisis de datos han resultado de utilidad para desarrollar estrategias

de conservacion de poblaciones, ecotipos y subespecies europeas de A. mellifera.

El uso conjunto de diferentes marcadores moleculares ha permitido profundizar los
conocimientos sobre aspectos genéticos y dispersion de las poblaciones de abejas.
Franck et al. (1998) analizaron el origen de A. mellifera de Europa occidental mediante el
empleo de microsatélites y haplotipos mitocondriales. El andlisis mediante el uso de
microsatélites demostr6 que las abejas ibéricas eran genéticamente homogéneas
formando un cluster, pese a presentar 2 haplotipos distintos (Smith et al., 1991; Garnery
et al., 1992; Garnery et al., 1995; De la Rua et al., 1999), con una influencia limitada del
norte de Africa. Se utilizaron métodos similares para determinar la variacion en las abejas
procedentes de Oriente Medio, que llevaron a la hipétesis de un cuarto linaje (opus cit)
basado en datos moleculares (Franck et al.,, 2000). Un estudio del proceso de
africanizacion relacionado con el tiempo en la peninsula de Yucatan demostr6 la utilidad
de los microsatélites para la deteccion de hibridos entre abejas de origen europeo y

africano, es decir abejas “africanizadas” (Clarke et al., 2002).

Un método alternativo al analisis de los estadisticos F y los arboles filogenéticos es
la prueba de asignacion, que se puede aplicar con algunas variaciones (Manel et al.,
2005). La asignacion deterministica compara el genotipo de cada individuo en relacién a
agrupaciones definidas en funcidon de la ubicacién del muestreo u otras categorias
posibles. Las asighaciones Bayesianas se utilizan sin tener conocimiento previo del
namero de poblaciones. Asi, el nUmero de grupos es variable sin tener en cuenta el origen
siendo el programa Structure (Pritchard et al., 2000) el més utilizado, el cual determina el
namero mas probable de clusters (k) que conforman una poblaciéon total infiriendo
agrupamientos de individuos. El método Bayesiano es sensible y puede asignar a las
poblaciones en varios niveles, como subespecies estrechamente relacionadas y brazos
evolutivos. Un ejemplo de aplicacion de este método en las abejas meliferas es un estudio
de los diversos niveles de introgresion de A. m. ligustica en poblaciones de A. m. mellifera
en los paises escandinavos (Jensen et al., 2005).



Recientemente se han desarrollado marcadores genémicos como los marcadores
de polimorfismo de nucle6tido Gnico (SNP). Un SNP es un cambio de una Unica base
nucleotidica en una posicion dada de una secuencia de ADN y son en general bialélicos.
Respecto a su aplicacién en A. mellifera, se utilizaron en estudios evolutivos que han
contribuido a tener una compresion integral del origen y dispersion de las subespecies,
como también en andlisis de introgresion y africanizacion (Whitfield et al., 2006; Zayed y
Whitfield, 2008). Asimismo han sido utilizados para realizar estudios de asociacion entre
caracteres comportamentales y genéticos (Spétter et al., 2012). En la actualidad existen
nuevas tecnologias de secuenciaciéon de alto rendimiento que permiten la obtencion de
gran cantidad de datos de alta calidad, lo cual facilita la generacion de informacién e
intercambio de datos entre laboratorios y el desarrollo de bases publicas de datos
(Niedringhaus et al., 2011; Pareek et al., 2011; Haddad et al., 2015).

1.5 Antecedentes de caracterizacion poblacional de Apis mellifera en

Argentina.

A fin de determinar la existencia de abejas “africanizadas”, las primeras
evaluaciones en Argentina fueron realizadas por De Santis y Cornejo (1968) a partir del
comportamiento defensivo, también considerado como “agresividad”. Posteriormente, se
aplicaron técnicas morfométricas para discriminar abejas europeas de africanizadas (Kerr
et al., 1982) (Figura 7A). En 1991, Sheppard et al. (1991) realizaron los primeros trabajos
de caracterizacidon molecular con el andlisis del ADN mitocondrial total de abejas mediante
la técnica de RFLP. Los autores analizaron muestras de abejas de la zona noreste de
nuestro pais, con epicentro en la provincia de Tucuman, realizando transectas en
direccion sur y oeste para confirmar la presencia de africanizacion. Los autores
registraron una zona de saturacion donde soélo detectaron abejas africanizadas, una zona
de colonizacion permanente o zona de transicion, caracterizada por una compleja
hibridacion entre abejas de origen europeo y africano y una zona de colonizacién
temporaria donde las abejas africanizadas solo se encontraban en los meses de
primavera y verano (Figura 7B).



Afos después, Sheppard et al. (1999) profundizaron los estudios genéticos de las
poblaciones de abejas de Argentina empleando la técnica de PCR-RFLP y andlisis de la
region intergénica COI-COII del ADN mitocondrial. Mediante estos analisis, los autores
describieron la presencia de un 25% de las abejas con haplotipo A que no pertenecian a
la subespecie A. m. scutellata, sugiriendo que existe una sobreestimacion del grado de
africanizacion y que la subespecie A. m. iberiensis (provenientes del sur de la peninsula
ibérica donde porta el haplotipo A) y la subespecie A. m. intermisa (provenientes del norte

de Africa) se encuentran en el pais.

Figura 7. Distribucion de Africanizaciéon en Argentina. Mapas de Argentina con los
resultados de los estudios de Kerr et al., (1982) (A) y Sheppard et al., (1991) (B).



Abrahamovich et al. (2007) realizaron un muestreo exhaustivo (300 colonias) en la
provincia de Buenos Aires y determinaron los haplotipos mediante el uso de la técnica
PCR-RFLP analizando la regién COI-COIl con la enzima de restriccion Dra |. Estos
autores reportaron que el 92% de las colonias muestreadas pertenecian al linaje C
(principalmente el haplotipo C1 descripto para A. m. ligustica), 2,68% al linaje M
(identificando los haplotipos M2, M3 y M6, lo que indicaria la presencia de las
subespecies A. m. mellifera y A. m. iberiensis, esta Ultima provenientes del norte de la
peninsula ibérica). Por dltimo, un 5,02 % correspondia al linaje A, determinandose 4
haplotipos, A1 y A4 que son tipicos de A. m. scutellata (especialmente A4) en la zona
norte de Buenos Aires Yy los haplotipos A8 y All, indicando la presencia de A. m.

iberiensis (del sur de la peninsula ibérica) y subespecies del norte africano.

1.6 Actividad apicola en Argentina

Argentina es uno de los principales productores y exportadores de miel del mundo.
Actualmente ocupa el tercer lugar en exportacion detrds China y Turquia (Garzén y
Young, 2016). La miel producida en Argentina es considerada de alta calidad a nivel
mundial (SENASA, 2014). El Ministerio de Agroindustria (actual Secretaria) de nuestro
pais ha implementado politicas de fortalecimiento del sector apicola que han permitido
incrementar las ventas externas de miel a granel en el periodo enero-noviembre del 2016,
alcanzando un aumento del 74,49%, respecto de igual periodo del afio anterior. El 95% de
la produccion de miel se exporta; los principales destinos estan liderados por Estados
Unidos, con la comercializacion de 32.000 toneladas en los 11 meses de 2016, seguido
por Alemania, Bélgica, Francia y Australia. Asimismo, son considerables las exportaciones
de material vivo apicola (abejas reinas y paquetes de abejas) principalmente dirigidos a
Francia, Espafia y Libano (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca [MAGyP] 2016),
de maquinarias, insumos para la apicultura y de otros productos de la colmena como cera,

propoleos y polen.



Se considera la existencia de 5 zonas apicolas en Argentina (INTA-SAGPYA,
2006), que se diferencian por sus caracteristicas climaticas y ecoldgicas y el tipo de
explotacion apicola que se realiza en esas zonas, desde explotaciones consideradas de

gran envergadura hasta pequefios productores artesanales (Figura 8).

Si bien aporta solo un 0,2 % del PBI de Argentina, la apicultura brinda a la
economia y a la sociedad mucho mas que miel. Es una importante alternativa para las
economias regionales y la agricultura familiar, que ademas de permitir el desarrollo
economico a nivel de pequefios emprendedores, favorece los modelos asociativos que
reconstruyen el tejido social de las comunidades resultando en ese sentido una excelente

herramienta de desarrollo.



Figura 8. Regiones Apicolas de Argentina: Mapa de regiones

fitogeogréficas y apicolas de Argentina.



El escaso requerimiento de capital y tierra, facil acceso a la tecnologia de
produccion, uso de mano de obra intensiva, amplia distribucion territorial, excelentes
oportunidades de mercado, tanto para miel como para otros productos primarios y con
valor agregado, son caracteristicas propias de la actividad apicola que han sido
importantes en el desarrollo de diferentes territorios. Esto es muy importante en una
actividad que se encuentra caracterizada casi exclusivamente por pequefios apicultores,
considerando que el 97% maneja menos de 500 colmenas (Palacio, 2017). Otro aporte
fundamental esta dado por los servicios ambientales que brindan, como la polinizaciéon de
especies nativas e implantadas. Un tercio de los alimentos que se producen en el mundo
dependen directa o indirectamente de la polinizacion por abejas. Segun McGregor (1976),
por cada ddlar que ingresa por los productos de la colmena, la abeja produce 10 veces
ese valor en servicio ambiental. Esto es debido a que su efecto polinizador permite

aumentar la produccion y mejorar la calidad de los frutos y semillas.

A fines de 2017 el Registro Nacional de Productores Apicolas (RENAPA)
informaba un total de 8745 apicultores con 2206762 colmenas (MAGyP, 2018). Si bien el
RENAPA esta en proceso de actualizacion en este momento, se estima que la cantidad
de colmenas y fundamentalmente la cantidad de apicultores ha disminuido en los ultimos
afios, entre otras causas por efecto de intensificacién de la agricultura y la alta variabilidad
de precios internacionales. También se ha registrado un desplazamiento de la apicultura
hacia zonas extra pampeanas (Salizzi, 2014). Histéricamente, la provincia de Buenos
Aires ha tenido la mayor cantidad de colonias, registrando aproximadamente un 35% del
total de colmenas del pais, seguida por las provincias de Entre Rios (25%), Santa Fe
(11%), Cordoba (9%) y La Pampa (6%). Estas 5 provincias representan aproximadamente
el 86% de las colmenas existentes en el pais. En la actualidad la provincia de Buenos
Aires dispone de 2342 apicultores y un total de 771659 colmenas, lo que representa una
reduccion respecto de registros previos (RENAPA, 2015; MAGyP, 2017). Entre Rios
presenta un total de 556908 colmenas y 2009 apicultores. Santa Cruz es la provincia con
menor cantidad de apicultores (solo 3 registrados en el afio 2017) y un total de 53
colmenas, que estan concentradas en su mayoria en la zona de Los Antiguos (Noroeste
de la provincia). Santa Cruz, Chubut y Neuquén son provincias con escaso desarrollo

apicola. Ademas de la diferencia de climas entre las regiones, también varia el tipo de



abeja y manejo que realiza el apicultor. Al norte de nuestro pais el clima es méas calido,
por lo que algunos apicultores de zonas meridionales como la provincia de Buenos Aires
trasladan sus colmenas (practica conocida como trashumancia) hacia esa regién en
agosto-septiembre para la multiplicacion (aumento del nimero de colonias en forma

controlada).

En la cadena apicola participan distintos actores entre los que se destacan:
productores apicolas, productores y proveedores de insumos, acopiadores y exportadores
e industriales. Organismos estatales, como el Ministerio de Agroindustria (MinAgro) y
Servicio de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) brindan el marco regulador de
la actividad, dentro del cual se destaca un conjunto de normas que ordenan la produccién
y garantizan la trazabilidad de la miel Argentina. En aspectos vinculados con la
investigacion y transferencia tecnoldgica, capacitacién y fomento del comercio, actidan
diversos organismos como el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA),
Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INTI), MinAgro, SENASA, Fundacién Export-

AR, Consejo Federal de Inversiones (CFl) (Ferrari, 2012) y Universidades Nacionales.

Especificamente en el INTA, a partir del afio 1995 se inicié el Proyecto Integrado
de Desarrollo Apicola (PROAPI) que se transformd, a partir de 2010, en el Programa
Nacional de Apicultura en el que participan otras instituciones; tiene como objetivo
consolidar a la apicultura como una herramienta de desarrollo sustentable. Su aporte en
investigacion, desarrollo tecnolégico y extensién ha aportado a la profesionalizacion del
sector en los ultimos 25 afios (Bedascarrasbure, 2011). El ajuste del sendero tecnolégico
para la produccion de miel sin el uso de antibidticos con gestibn de la calidad y
trazabilidad desde el apiario le permiti6 a Argentina liderar el mercado mundial de miel de
calidad. El sendero tecnoldgico propuesto enfatiza la importancia del recambio periédico
de reinas, considerando el apiario como unidad de manejo con el objetivo de mejorar la
produccion y buen desempefio de las reinas durante el periodo productivo.

El uso de antibiéticos en apicultura era una practica de manejo frecuente para el
control de enfermedades bacterianas de la cria, especialmente a partir de 1989 con la



aparicion de la enfermedad Loque americana (producida por Paenibacillus larvae). En la
aplicacion del sendero que involucra diferentes pautas de manejo del apiario, ha sido
fundamental el uso de reinas tolerantes a las enfermedades de la cria sobre la base de la
seleccion por alto comportamiento higiénico (Palacio et al., 2010). Este comportamiento
es la capacidad de las abejas de detectar, desopercular y remover la cria muerta o
enfermas de las celdas y es un mecanismo de defensa a enfermedades bacterianas y
fungicas (Rothenbuhler, 1964; Gramacho y Spivak, 2003; Oldroyd y Thompson, 2007;
Palacio et al., 2010). El uso de abejas seleccionadas con alto comportamiento higiénico
ha disminuido la incidencia de Loque americana a valores inferiores al 5% del total de las
colmenas (Rodriguez et al., 2015). Esta caracteristica, juntamente con otros criterios de
seleccién (mansedumbre, capacidad de postura y tolerancia a varroosis), han sido
incorporados en un Programa de Mejoramiento Genético (MeGA) (Palacio et al., 2001;
Bedascarrasbure 2011) que obtiene materiales genéticos adaptados a diferentes
ambientes y multiplicados por 17 criaderos de reinas en diferentes provincias del pais
(Figini et al., 2016). Este Programa se ha basado en la evaluacion y seleccién de ecotipos
locales que se han generado a partir de la introduccién de diferentes subespecies y su
adaptacion a la gran variedad de climas existentes en el pais, lo cual ha resultado en una
diversidad genética de riqueza invaluable para el trabajo de seleccion (Palacio vy
Bedascarrasbure, 1998; Palacio et al., 2004).

Los materiales genéticos obtenidos en el Programa son preservados en un
sistema de poblacién cerrada mediante el uso de la técnica de inseminacion instrumental
(Palacio et al., 2001), que permite proveer a los criadores de reinas de madres

seleccionadas

El conocimiento de la variabilidad genética disponible resultard un insumo

fundamental para Programa de Mejoramiento Genético (MEGA).

1.7. Hipétesis

Se plantean las siguientes hipétesis:



La utilizacion conjunta de marcadores moleculares mitocondriales y nucleares
permite analizar la estructura poblacional de la abeja en Argentina, en particular en
relacion al estatus de la Africanizacion.La situacion de la Africanizacién en Argentina ha
cambiado desde las Ultimas evaluaciones realizadas, debido a la actividad apicola

comercial.

En nuestro pais existe una estructura poblacional caracteristica que no se explica

solamente por la distribucién geogréfica.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

La caracterizacion genética de las poblaciones de A. mellifera de Argentina es
relevante desde un punto de vista de investigacion basica y aplicada. Permite conocer el
estado actual de la distribucién de las poblaciones de diferentes origenes o linajes para
realizar inferencias evolutivas o de filogeografia y simultdneamente, brinda informacion a
los apicultores para conseguir una trazabilidad de sus materiales y asi acceder a los
mercados locales o internacionales. En este sentido, el MEGA se dedica a la seleccién y
conservacion de stocks de abejas con caracteristicas deseables para la comercializacion
de productos de la colmena disponibles para los apicultores. En este marco, este trabajo
de tesis propone aportar al MEGA conocimientos fundamentales y herramientas de
andlisis de la diversidad genética en colonias silvestres y comerciales de Apis mellifera en
Argentina. Estos conocimientos permitiran disponer de nuevos criterios para la seleccion y
conservacion de los recursos genéticos autdctonos adaptados a las diferentes eco-
regiones de nuestro pais. Los recursos genéticos mejorados proveeran de valor agregado
a la actividad apicola, permitiendo mantener el posicionamiento de nuestro pais en los

mercados internacionales.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A través de un muestreo de cobertura nacional de apiarios comerciales y colonias
silvestres de A. mellifera, considerando las principales regiones apicolas y sus

condiciones eco-ambientales, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar los recursos genéticos silvestres y comerciales de A. mellifera en

Argentina, mediante el empleo conjunto de marcadores mitocondriales y nucleares.

2. Definir el estatus actual de la Africanizacion en territorio argentino.



Evaluar la estructura genética de la poblacion de abejas, independientemente de la

Africanizacion.

Identificar el germoplasma mas utilizado en la produccion comercial y las tendencias

en seleccion.

Detectar las fuentes mas variables de germoplasma con miras a su aprovechamiento

en un programa de mejoramiento genético.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Muestras

Se obtuvieron muestras de abejas obreras de colmenas comerciales instaladas en
apiarios y de colonias silvestres de las provincias de: La Pampa (LP), Buenos Aires (BA),
Entre Rios (ER), Santa Fe (SF), Cérdoba (CB), Tucuman (TU), Santiago del Estero (SE),
Chaco (CH), Corrientes (CO) y Formosa (FS). La cobertura del muestreo representa el
area que concentra mas del 80% de la produccién de miel del pais (Ferrari et al., 2011)
(Figura 9); se incluyé el &area con presencia de abeja africanizada (AA) segun

estimaciones previas (Whitfield et al., 2006; Abrahamovich et al., 2007).



Figura 9. Localizacion de sitios de muestreo de colonias de A.mellifera en Argentina,.
Detalle del area de muestreo que indica la ubicacion de los apiarios y colonias silvestres
muestreados (puntos rojos) en las 10 provincias. 1 indica el limite de saturacion de AA, 2
limite de zona colonizacion permanente de AA, 3 limite de colonizacion temporaria de AA
(segun Sheppard et al, 1991). 32° de latitud Sur, limite de Africanizacion (segun Kerr et al,
1982).



Se colectaron muestras correspondientes a 10 apiarios y 10 colonias silvestres en
promedio por provincia con la colaboracion de técnicos de INTA y apicultores. En cada
apiario se muestrearon tres colmenas aleatoriamente. Las muestras de colonias
silvestres se obtuvieron de huecos de arboles u otras cavidades naturales o de enjambres
gue habian sido capturados e instalados en colmenas tipo Langstroth sin recambiar la
reina, con excepcién de BA y FS donde las muestras correspondieron solo a colonias
comerciales o silvestres respectivamente. De cada colonia comercial y silvestre se
muestrearon entre 10 y 30 abejas obreras nodrizas del centro de la colmena, para
asegurar su origen. Las abejas se conservaron en alcohol etilico 96% para luego ser
remitidas a la Unidad Integrada Balcarce (UIB) (Facultad de Ciencias Agrarias,
Universidad Nacional de Mar del Plata-Estacion Experimental Agropecuaria, INTA) para

su posterior analisis.

Las muestras de apiarios fueron remitidas junto con una ficha con datos que
consideraba el origen de las reinas, la localizacion del apiario e informacién sobre el
estado de la colmena y del manejo que recibe por parte del apicultor (Anexo 1). En el caso
de muestras de colonias silvestres se registro el lugar geogréfico, el estado general de la
colonia y el comportamiento defensivo. Adicionalmente se obtuvieron muestras de AA de
seis colonias de Ribeirdo Preto (Brasil), que fueron utilizadas como controles positivos

En la Tabla 1 se detalla la cantidad de muestras colectadas por provincia,

discriminadas por origen (comerciales o silvestres).



Tabla 1. Muestreo de apiarios de la principal zona apicola. Se discriminan por

provincia y origen (comerciales o silvestres)

Provincia Totales Comerciales Silvestres
Buenos Aires (BA) 63 63 0
La Pampa (LP) 39 31 8
Cérdoba (CB) 32 22 10
Santa Fe (SF) 31 24
Entre Rios (ER) 32 24 8
Corrientes (CO) 39 20 19
Chaco (CH) 54 40 14
Formosa (FS) 31 0 31
Santiago del Estero (SE) 43 35
Tucuman (TU) 32 24

Totales 396

3.2. Extraccién de ADN.

El ADN total (ADNmt y ADN nuclear) se aisl6 mediante la técnica de alta
concentracion salina descripta por Baruffi et al. (1995), a partir del térax de un individuo
por colmena, previamente disecado y colocado en tubo tipo Eppendorf de 1,5 ml junto a
400 pl de buffer de extraccion. Los térax se trituraron y luego se incubaron a 60-65 °C
durante 30 minutos. Posteriormente se adiciond acetato de potasio 8M y se incubaron las
muestras a 30 minutos a 4°C; luego se centrifugaron 15 minutos a 14-15000 RPM a 4°C.
Posteriormente se recuperaron los sobrenadantes y se precipité el ADN con etanol
absoluto; se centrifugé nuevamente 15 min a 14-15000 RPM a temperatura ambiente. El
pellet de cada tubo se lavé primero con etanol 70% y luego con etanol al 100% y se sec6
en block de calor a 50 °C. Se resuspendié el ADN en agua bidestilada. Se adicion6
ARNasa y se incub6é 30 min a 37°C. Se evalu6 la calidad y cantidad de ADN extraido

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, con marcador de tamafio molecular.



3.3. Analisis del ADN mitocondrial

Se analizaron los polimorfismos de dos regiones del genoma mitocondrial de A.
mellifera: la region intergénica correspondiente a los genes Citocromo Oxidasa | y
Citocromo Oxidasa Il (COI-COIl) y un segmento de la region codificante del gen
Citocromo B (Cit B).

La region codificante del gen Citocromo B (Cit B), que presenta un tamafio de 485
pb, se analiz6 utilizando los primers: forward (5-TAT GTA CTA CCA TGA GGA CAA ATA
TC-3) y reverse (5-ATT ACA CCT CCT AAT TTA TTA GGA AT-3), previamente
descriptos para A. mellifera por Crozier et al. (1991). La amplificacion por PCR se realiz6
siguiendo los parametros segun el protocolo descrito por Pinto et al. (2003):
desnaturalizacién a 94°C por 3 minutos, seguida por 30 ciclos de 94°C por 15 seg, 50°C
por 15 seg y 68°C por 25 seg, con una extension final de 10 min a 72°C. Se tomaron 5 pl
de producto de PCR y se corrieron en gel de agarosa al 1% pl/v, teflido con GelRed
(Biotium, CA, USA) y fotografiado bajo luz U.V.

Los productos de PCR de la region Cit B se digirieron con la enzima Bgl I
(Promega) que posee como sitio de reconocimiento y corte la secuencia de ADN
A"GATCT. Se incubaron 10 pl de producto de PCR de Cit B con 1U de enzima de
restriccion a 37°C durante 3 hs. Los patrones de bandas se separaron en electroforesis en

gel de agarosa al 2%, tefiido con GelRed y fotografiado bajo luz U.V.

La regibn COI-COIl se amplific6 con los primers MT hsf (5-
TCTATACCACGACGTTATTC-3") y MT 2 (5'-GATCAATATCATTGATGACC-3') descriptos
por Crozier y Crozier (1993) y Lobo Segura (2000). La mezcla de reaccién se realizo en
25 pL de volumen final, conteniendo: 1 pM de cada cebador, 0.5 mM de dNTP
(Boehringer Mannheim), 1.5 mM de MgCl, (InbioHighway), 1X de tampon de reaccion
(InbioHighway), 1U de Taq polimerasa (InbioHighway) y 5 pl de ADN total como templado
El ciclo de amplificacion utilizado consistio en una desnaturalizacion inicial de 2 min a
94°C, seguido por 40 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C y 1 minuto a
72°C y una extension final de dos minutos a 72°C. Las amplificaciones se realizaron en

un termociclador PTC-100 (MJ Research). Se verifico el resultado de las reacciones



corriendo 5 pl de producto de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% p/v en
buffer TBE 0.5X, tefido con GelRed y fotografiado bajo luz U.V.

Para la determinacion haplotipica se utilizé la técnica PCR-RFLP. Primeramente
se escogio la enzima de restriccion Dral (Promega) para digerir el fragmento de PCR
obtenido de la regién COI-COIl; esta enzima tiene su sitio de reconocimiento y corte en la
secuencia TTTMAAA. Las reacciones de digestion se realizaron utilizando 10 pl del
producto de PCR con 1U de la enzima de restriccion Dral incubados a 37°C durante 3 hs.
utilizando el buffer y las condiciones indicadas por el proveedor. Posteriormente, los
patrones de restriccion se evidenciaron mediante del ADN digerido en electroforesis en

gel de agarosa 4% p/v en TBE 0.5X. tefiido con GelRed y fotografiado bajo luz UV.

Con la intencion de aumentar el poder discriminativo de la técnica de PCR-RFLP
de la region COI-COIl utilizando Dral, y siguiendo los antecedentes de Sheppard et al.
(1996), se utilizé la digestion del mismo fragmento de amplificaciéon COI-COIl con la
enzima Hinf |, cuya secuencia de reconocimiento y corte estd compuesta por G?ANTC. La
reaccion de digestion consistié en 10 pl del producto de PCR de la region COI-COII con
1U de la enzima de restriccion Hinf | (Promega) incubados a 37°C durante 3 hs utilizando
el tampdn y las condiciones indicadas por el proveedor. Los fragmentos de restriccion
fueron separados y visualizados en gel de agarosa al 4% p/v, teflido con GelRed y

fotografiado bajo luz U.V.

3.4. Secuenciacion automatica de regiones del ADN mitocondrial de Apis mellifera

Con el fin de confirmar la identidad de los marcadores mitocondriales analizados,
los productos de PCR de la regién intergénica COI-COIl obtenidos de colonias de San
Rafael (Mendoza), Rafaela (SF), Federacion (ER), Castelar (BA), Rio Colorado (LP) y
Ribeirdo Preto (Brasil) fueron purificados y secuenciados utilizando un secuenciador
automatico Abi 3130XL Genetic Analizer (Applied Biosystem) (SIGYSA, INTA Castelar).
Las secuencias fueron procesadas utilizando el programa Staden Package (Staden,
1996) y alineadas con los programas Bioedit (Hall, 1999) y Clustal X 1.81 (Thompson et
al, 1997). Las secuencias consenso de cada haplotipo fueron comparadas con los bancos



de datos genéticos, utilizando el programa Blastn (Basic Local Aligment Search Tool)
version 2.2.10 del US National Institute of Health (Altschul et al, 1990).

De manera similar, dos productos de PCR de la region Cit B amplificados a partir
de muestras de ADN de origen africanizado y europeos fueron procesados vy
secuenciados. Por dltimo, se utilizé el programa PopArt (Leigh y Bryant, 2015) para
combinar las frecuencias haplotipicas y seresumieren resumir las relaciones filogenéticas
entre los haplotipos.

3.5. Analisis de ADN nuclear (microsatélites)
3.5.1. Amplificacién por PCR

A partir de la bibliografia (Estoup et al, 1995; 2001; Solignac et al, 2003) se
seleccionaron 8 marcadores microsatélites polimérficos para estimar la variabilidad
genética poblacional, mencionados en la Tabla 2. Se determin6 el tamafio de los alelos
amplificados mediante secuenciador automético capilar, usando cebadores forward

marcados en su extremo 5” con los fluorocromos FAM y HEX.

Tabla 2. Caracteristicas de los cebadores utilizados para amplificar regiones
microsatélites de A. mellifera. Nombre de los cebadores, motivos de repeticion,
temperaturas de hibridacion (Th) en grados centigrados (°C), secuencias nucleotidicas de
los iniciadores (F: forward, R: reverse) y fluorocromos utilizados en su marcacion.

Locus MOtiV_O.?e Th Secuencia de los cebadores Fluorocromo
repeticion

Ap043 (TA)sGATA(GA) 1o 60 F5-GGCGTGCACAGCTTATTCC FAM
R5-CGAAGGTGGTTTCAGGCC

Ap068 (CT)12(TA)8 50 F5 -TGTCTGCCCTCCTCTCTGTT FAM
R5-CACATCGAGCGAGAAGGC

Ap085 (GA)s(GA)11 50 F5 -GATCAAACACACAAACGAAAGC HEX
R5-ACCGGAAGCCTAATCAAGG

Ap226 (CT)g 50 F5 -AACGGTGTTCGCGAAACG FAM
R5-AGCCAACTCGTGCGGTCA

Ap256 (GA)1LAT(GA)3 50 F5-CCAAGTCGCTTCATCATCGT HEX

R5-CCTAAGGTCTACACCCCCGT




Ac011 (CMo 50 F5-CTTACGCCAATCTCTCCACG HEX
R5-CGGTTAATTTCGTTTCTCGC

Ag005a (A)sG(A)sG(A)s 55  F5-TGTTCCGGCAAGCTGAAG HEX
R5 -GTGCTCCGCAACAACGTG
A113  (TC)sTT(TC)TT(TC)s 60 F5-CTCGAATCGTGGCGTCC FAM

R5-CCTGTATTTTGCAACCTCGC

Las reacciones de amplificacién se realizaron en un termociclador PTC-100 (MJ
Research), y las mezclas (volumen final de 25 pul) contuvieron: 1 uM de cada cebador, 0.5
mM de nucleétidos (Boehringer Mannheim), 1.5 mM de MgCI2 (InbioHighway), 1X
Reaction Buffer (InbioHighway),1 U de Taq polimerasa (InbioHighway) y 5 ul de ADN total
como molde. Las condiciones de ciclado fueron: desnaturalizacién inicial a 94°C por 3
minutos, seguida de 30 ciclos de 94°C por 15 seg, 50°C por 15 seg y 68°C por 15 seg,
con una extension final de 10 min a 72°C. Se confirmé la amplificacion corriendo 5 pl de
producto de PCR en electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con GelRed y

fotografiado bajo luz U.V.

3.5.2. Andlisis de datos

El genotipado se realiz6 mediante co-electroforesis de productos de PCR de
cuatro marcadores microsatélites distintos por muestra: en cada pocillo de una placa de
secuenciacion se colocaron 2 pL del mix de productos de PCR, a los que se agregaron
75 pl de TEMED vy 0,5 pl de marcador de peso molecular TAMRA 500, y se
desnaturalizaron durante 3 a 95°C. Posteriormente, las placas se sometieron a
electroforesis capilar en un secuenciador automatico MegaBace 3100 (General Electric),
para separar los alelos de cada marcador en cada muestra. Se estandarizaron los
tamafios alélicos y se evalud la presencia de alelos nulos con el programa Micro-Checker
2.2.3 (Van Oosterhout et al, 2004).

La variabilidad presente en las poblaciones de abejas de Argentina, por provincia y
tipo de colonia, se estimé mediante diferentes indices de diversidad genética utilizando la

informacién aportada por los microsatélites (Franck et al, 2000; De la Rua et al, 2002). Se



estimaron la heterocigosidad esperada (He), y observada (Ho) y el nimero de alelos en
cada locus (Na) utilizando el programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al, 2005). Se
evaluaron desvios de las proporciones genotipicas esperadas bajo Equilibrio de Hardy
Weinberg (HWE) y posible Desequilibrio de Ligamiento entre loci aplicando el
procedimiento de correccidon para comparaciones multiples de Bonferroni, utilizando el
programa GENEPOP 3.4 (Rousset, 2008).

Se investigo la diferenciacién genética entre las colonias de diferentes provincias
mediante los indices F de Wright (Wright, 1969) segin Weir y Cockerham (1984), y
utilizando también el test de exactitud de Fisher, calculado con el programa GENEPOP
3.4 (Rousset, 2008). Se evalu6 el déficit de heterocigotos de los microsatélites a
diferentes niveles: 1) Fis: dentro de las poblaciones, 2) Fsr: entre las poblaciones. Los
valores de Fst se tomaron de a pares para medir la distancia genética entre poblaciones
mediante una matriz de distancia, utilizando el programa Arlequin 3.5 (ver punto 4.2.3).

El Fy representa una estimacion de la variancia en las frecuencias alélicas entre
subpoblaciones en relacion a la poblacion total. Definido como coeficiente de correlacion
(Wright 1951), si se calcula entre pares de subpoblaciones (demos), puede indicar (si es
significativo y alto) que la variancia dentro de las subpoblaciones es menor en relacion a

la total, y que estdn mas diferenciadas entre ellas.

Asimismo, se compararon las poblaciones de a pares mediante el calculo de
matrices de distancia en base de alelos compartidos, la divergencia debida a mutacién y
deriva en conjunto, o a deriva solamente. Se agruparon las poblaciones en arboles
filogenéticos basados en esas distancias, construidos mediante el uso del software R
(Jombart y Collins, 2015) y el programa Populations 1.2.31 (Langella, 1999). Se utilizo el
método de Neighbour-Joining, en el cual inicialmente se produce un arbol en forma de
estrella, al cual se adicionan como nodo Unico el agrupamiento entre las poblaciones mas
cercanas, y mediante el método Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
(UPGMA), en el que primero se unen las dos poblaciones o grupos mas similares y se
promedian sus valores en la matriz para la siguiente iteracion. Por ultimo, la distribucion
de la variacion total se cuantifico6 mediante el analisis de la varianza molecular (AMOVA)
utilizando el programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al, 2005).



3.5.3. Estructura poblacional

La estructura poblacional se estimé mediante el enfoque Bayesiano en el
programa Structure v.3.2.1 (Pritchard et al, 2000). Los andlisis se basaron en el modelo
de “admixture” o mezcla de las frecuencias alélicas correlacionadas, con un nidmero de
clusters (K) comprendido entre dos y dieciocho. Diez corridas de 10.000 iteraciones
fueron realizadas por cada K. El nimero de K méas probable fue determinado por el
método AK (Evanno et al, 2005) disponible en el sitio web de Structure Harvester (Earl y
von Holdt, 2012). La estructura de la poblacién también se estimé mediante el Analisis
Discriminante de Componentes Principales (DAPC) utilizando el paquete “adegenet” del
programa R (Jombart y Collins, 2015). El nUmero mas probable de clusters se evalu6
mediante el método de sucesivos K-means (find.clusters), que abarca un nimero de K de
1 a 10, siendo el valor més probable de K el que corresponde al Bayesian Information

Criterion, Criterio de Informacion Bayesiano (BIC) mas bajo.

3.5.4 Distribucion de AA en relacion a variables biocliméaticas

Se realizaron analisis de regresion para modelar la distribucién de las abejas
africanizadas en el area bajo estudio en relacion con las siguientes variables
bioclimaticas: latitud, temperatura maxima diaria en el mes de enero y en el mes de julio,
temperatura minima diaria de enero vy julio, y nimero de horas de frio de julio (horas con
una temperatura por debajo de 4°C). La informacién climética se obtuvo de las estaciones
agrometeorolégicas mas cercanas a los sitios de muestreo utilizando el sistema SIGA
version 1.0.5 (SIGA, 2018) desarrollado por el Instituto Nacional de Tecnologia

Agropecuaria (INTA).

Los mitotipos (variable respuesta) se codificaron como africano (1) o europeo (0) y
se ajusté un modelo de regresion logistica, que incluy6 alternativamente cada una de las
variables consideradas. En todos los casos, el origen de la muestra (colonias comerciales

o colonias silvestres) también se incluy6 en los modelos como un efecto fijo.



Asimismo, se realizd una regresion lineal, utilizando como variable dependiente las
probabilidades de asignacion de poblacion (frecuencia de africanizacion en las muestras
analizadas) generadas con el programa Structure ver. 3.2.1 (Pritchard et al, 2000) y las
mismas variables independientes explicativas mencionadas anteriormente. Para definir la
variable dependiente, supusimos que las colonias silvestres con haplotipo A4 del norte del
pais tenian una contribuciébn comparativamente mayor del material genético africano
detectado en este trabajo. Por lo tanto, considerando K = 4, para cada muestra elegimos
la probabilidad de asignacion correspondiente a la poblacion que comparativamente hizo
la mayor contribucion al grupo referido y, al mismo tiempo, la contribucién mas baja que
correspondié a las muestras de la provincia de Buenos Aires. Las pruebas de paralelismo
y coincidencia se incluyeron en los analisis de regresion lineal para evaluar la
contribucién del origen de las muestras a la distribucién de abejas africanizadas en
Argentina. Todos los andlisis de regresion se realizaron con el paquete de software SAS
(SAS® University Edition).



4.1 Muestras

La época de muestreo coincidié con el fin de temporada de cosecha de miel (fines
de verano, principios de otofio). Las muestras fueron obtenidas de 125 apiarios y 105
colonias silvestres en 40 localidades (ciudades, pueblos y parajes) (Tabla 3). Se
obtuvieron doce muestras de colonias silvestres de huecos de arboles, dos en los Esteros
del Iberd (CO) y 8 en Rio Colorado (LP) o entre piedras (Cerro Uritorco, CB). El resto de

las colonias de las colonias silvestres habian sido capturadas por apicultores y ubicadas
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en colmenas tipo Langstroth.

Tabla 3. Localidades muestreadas por provincia

Provincia

Localidades

Entre Rios (ER)
Formosa (FS)

Tucuman (TU)
Santiago del Estero (SE)
Cérdoba (CB)

Corrientes (CO)

Chaco (CH)
Santa Fe (SF)
Buenos Aires (BA)

La Pampa (LP)

Colonia Yerud, El Alambrado, Federacién, Concordia
San Marin, Sumayén, El Colorado, Colonia La Sirena, Villa
213

Famailla, Leales

Pozo Hondo, Quimili, Zanjon Grande

Cerro Uritorco, Huidobro, Cruz del Eje, Jesus Maria
Iberd, Monte Caseros, Bella Vista, Virasoro, Paso de la
Patria, Riachuelo, Mercedes

Villa Angela, J. J. Castelli, Gral San Martin, Paraje El
Algarrobal

Rafaela, Felicia, Saladero Cabal

Hilario Ascasubi, Balcarce, Tandil, 25 de Mayo, Suipacha,
Castelar

Anguil, Rio Colorado




4.2. Extraccion de ADN

Si bien la aplicacion de protocolo de alta concentracion salina afecta la
recuperacion de ADN, el uso del torax (por la presencia de musculos) permite obtener
suficiente cantidad de ADN para los analisis. Se registré degradacion de ADN en pocas
muestras que durante el transporte se abrieron accidentalmente, produciendo la

evaporacion del alcohol (Figura 10).

Figura 10: Fotografia de un gel de agarosa mostrando el ADN total extraido de muestras
de A. mellifera provenientes de Entre Rios. El chorreado evidente en todas las muestras
indica ADN degradado. Notese la ausencia de ADN en la muestra sembrada la calle 9 sin
ADN, y las muestras sembradas en las calles 10 y 11, con ADN muy degradado.

De un total de 396 muestras analizadas para ADN mitocondrial (ver seccion 4.3.)
238 pudieron analizarse para ADN nuclear. La baja calidad de ADN en 158 muestras no

permitié amplificar la mayoria de los loci de microsatélites (ver seccién 4.5.1.).

4.3. Andlisis del ADN mitocondrial.

Se amplificé la region Cit B en las primeras 28 muestras, y se determiné el origen
de éstas como africana o europea, sin discriminar en haplotipos. Se obtuvo un fragmento
de 487 pb, donde se generaron dos bandas (una de 291 pb y la otra de 194 pb) luego del
corte de la enzima Bgl Il en las muestras de abejas de origen europeo (brazos evolutivos

C y M). No se produjo ningun corte en las muestras de las abejas de origen africano



(brazo evolutivo A), lo cual permitié discriminar las muestras de Ribeirdo Preto (Brasil) y

de Jujuy de las de Buenos Aires, Tucuméan, Mendoza y Santa Fe (Figura 11).

Figura 11. Fotografia de un gel de agarosa mostrando: Calles 1 a 3) Fragmento Cit B
amplificado por PCR sin digerir; Calle 4) 25 bp DNA Step Ladder (Promega); Calles 5 a
10) Patrones de restriccion del fragmento de amplificacién de la region Cit B con la
enzima Bgl Il, en muestras provenientes de las poblaciones de Ribeirdo Preto (Brasil),
Jujuy, Buenos Aires, Tucuman, Mendoza y Santa Fe (en ese orden).

Utilizando el marcador COI-COIl se analizaron 396 muestras de ADN y se logré
amplificar un fragmento de longitud variable, entre 900 y 1300 pb. La posterior digestion
con enzimas de restriccion permitid distinguir patrones diferenciales (haplotipos
mitocondriales) que se compararon con los ya descriptos en la literatura. En un principio
se realizd el analisis de esta region del ADN mitocondrial para 50 muestras de ADN de
abejas de diferentes localidades de Argentina, obtenidas segun lo descripto en la seccion

3.3.utilizando la enzima Dra |I.



Se detectaron los haplotipos Al, A4 y C1 mediante la digestion de los productos
de PCR de la regién COI-COIl con la enzima Dral (Figura 12).

Figura 12. Fotografia de un gel de agarosa mostrando: Calles 1 a 3) Fragmento COI-COll
amplificado por PCR sin digerir; Calle 4) 25 bp DNA Step Ladder (Promega); Calles 5 a
10) Patrones de restriccion del fragmento de amplificacion de la region COI-COIl con la
enzima Dra |, muestras provenientes de las poblaciones de Buenos Aires, Tucuman,
Brasil, Jujuy, Mendoza y Santa Fe (en ese orden). Calles 5, 6, 9 y 10 haplotipo C1, calle 7
haplotipo A4 y calle 8 haplotipo Al.

Esta metodologia tuvo bajo poder discriminativo, por lo cual se decidio utilizar la
enzima Hinfl para continuar los andlisis. Con la enzima Hinf | fue posible sub-clasificar las
muestras anteriormente descriptas como C1, que produjeron dos patrones de digestion
diferentes (Figura 13), discriminando muestras de Buenos Aires de las procedentes de

Tucuman (Calles 3y 4, Figura 13).



Figura 13. Fotografia de un gel de agarosa al 4% mostrando: calles 1 a 6) Patrones de
restriccion de fragmentos amplificados de la region intergénica COI-COIl con la enzima
Hinf | obtenidos de poblaciones de Brasil, Jujuy, Buenos Aires, Tucuman, Mendoza y
Santa Fe; Calles 7 a 9) fragmentos amplificados de la region intergénica COI-COIl sin
digerir; Calle 10) 25 bp DNA Step Ladder (Promega). Calle 1 haplotipo A4, calle 2
haplotipo A1, calles 3 y 6 haplotipo C2J y calles 4 y 5 haplotipo C1.

Con el objetivo de determinar el haplotipo del nuevo perfil de bandas observado,
las muestras fueron purificadas y enviadas a secuenciar (ver seccién 4.4.). De esta
manera, fue posible identificar dos subtipos antes descriptos como un unico haplotipo: C1
que caracteriza a la subespecie A. m. ligustica (Franck et al., 2001; Pinto et al., 2012)
(Figura 13, calles 5y 6) y el haplotipo C2J, una variante del haplotipo C2, caracteristico de
la subespecie A. m. céarnica (Nedi¢ et al., 2009) que no habia sido descripto hasta el
momento en Argentina. Asimismo, el uso de Hinf | permiti6 detectar al haplotipo M4,
perteneciente al brazo evolutivo M y que caracteriza a la subespecie A. m. mellifera
(Franck et al., 2001) (Figura 14). En relacién al brazo evolutivo A se detectaron tres
haplotipos: Al, A4y A30.

Las abejas obtenidas en apiarios de Ribeirdo Preto (Brasil), que fueron colectadas

y utilizadas para definir el patron para abeja africanizada, mostr6 un perfil de bandas



compatible con el haplotipo A4 utilizando ambas enzimas (figura 12, linea 7 para Dra | y
figura 13, linea 1 para Hinf I). El haplotipo Al se observa en los perfiles de banda de las
lineas 8 (Figura 12) y 2 (Figura 13).

Figura 14. Fotografia de un gel de agarosa al 4% mostrando: Calle 1) Patrén de
restriccion de la region intergénica COI-COII con la enzima Hinf | de una muestra de
Buenos Aires; calles 2, 3 y 4) Patron de restriccion de muestras de La Pampa; Calle 5)
DNA 50 pb step ladder (Promega). Calle 6 DNA step ladder 100pb (Promega). Calles 1y
2 haplotipo C1, calles 3y 4 haplotipo M4.

El tercer haplotipo africano detectado es el A30, similar al perfil de bandas del

haplotipo A4 con una pequefia delecion en la region P (Figura 15).



Figura 15. Esquema de los haplotipos detectados. El haplotipo C2J difiere con el haplotipo
C1 en 4 nucleétidos (flechas rojas).

4.4. Secuenciacion automatica de regiones del ADN mitocondrial de Apis mellifera

Muestras representativas de cada perfil de bandas detectado fueron secuenciadas
y comparadas con las depositadas en GenBank para confirmar que correspondian a los
haplotipos asignados. Muestras de las provincias de Mendoza y Tucuman y dos muestras
de La Pampa (GB JQ582433-35 y JQ582440) mostraron total similitud con la secuencia
de AN EF033655.1 (Collet et al., 2006) que corresponde a los haplotipos C1 descritos por
Cornuet (1991). Las muestras de Buenos Aires y Santa Fe (GB JQ582431-2) mostraron 4
cambios nucleotidicos en comparacion con los haplotipos C1. Se encontré una delecion
situada en la regién Q,, una transversion A<~T en la regiéon Q; y dos transiciones C—T
situado en la regién de codificacion del gen COIl. Sélo una de estas sustituciones de
nucleédtidos fue reconocida por las enzimas de restriccibn que permiten diferenciar entre
haplotipo C1 y la variante de haplotipo C2J (Hinf I y TFII) (Conte et al., 2008; Nedic et al.,
2009). La muestra de Entre Rios 2 (GB JQ582438) mostr6 100% de similitud cuando se
compard con el haplotipo africanizado A30 (AN EF033654.1 Collet et al., 2006). Una
muestra de La Pampa (FJ478006) mostré 100% de similitud cuando se compar6 con el
haplotipo M4 (AN EF033656.1) (Collet et al., 2006) (Tabla Xlll, Anexo).



4.5. Frecuencias haplotipicas obtenidas

El haplotipo méas frecuente presente en todas las provincias fue el C1 (A. m.
ligustica), el cual solo posee una regién Q (Figura 15). Los haplotipos C2J (A. m. carnica),
A4 (A. m. scutellata) y A1 (A. m. intermissa y otras) fueron encontraron casi en la misma
proporcién (Figura 17) y con una amplia distribucion. Los haplotipos A1 y A4 no fueron
detectados en las provincias de Buenos Aires y La Pampa y el haplotipo C2J no se
encontré ni en Formosa ni en La Pampa (Figura 17 y Tabla 4). Al igual que el haplotipo
C1, C2J solo posee una regiéon Q (Figura 15), el haplotipo Al posee una region Q y una
region llamada P, (PoQ), en tanto que el haplotipo A4 posee la regién P,y dos regiones Q
(PoQQ). El tercer haplotipo africano detectado, el haplotipo A30, también posee 2 regiones
Q y la regién P, posee una delecién de 17 pares de bases por lo que se la denomina P,
(P1QQ). EIl haplotipo A30 solo se detectd en dos colonias, una en la provincia de
Corrientes y la otra en la provincia de Entre Rios. Por dltimo, el haplotipo M4
(caracteristico de la subespecie A. m. mellifera) posee una region llamada P que es
similar a Py pero con una delecion de 15 bases y posee dos regiones Q (PQQ) (Figura
15).

En la provincia de Formosa se registré la mayor frecuencia de colonias
africanizadas. Se observo la presencia de abejas de origen europeo en una frecuencia de
0,1. En las provincias de Corrientes y Chaco se observo una frecuencia de haplotipos de
origen africanos de 0,52 y 0,60 respectivamente. En Corrientes y Entre Rios, se
detectaron 5 haplotipos de los 6 registrados (Al, A4, A30, C1y C2J) siendo las provincias
con mayor variabilidad haplotipica. Las provincias con menor frecuencia de haplotipos A
fueron Entre Rios (0,35), Cérdoba (0,32), Tucuman (0,29), Santa Fe (0,2) y por ultimo
Santiago del Estero, con una frecuencia de 0,12. No se detectaron haplotipos de origen

africano en las provincias de Buenos Aires y La Pampa (Figura 16 y tabla 4).



Figura 16. Frecuencia de haplotipos detectados en las 10 provincias analizadas.



En las colonias silvestres (105 muestras de todas las provincias excepto Buenos
Aires), el haplotipo Al fue el méas frecuente (37 colonias), 29 correspondieron a los
haplotipos A4 y C1, dos colonias mostraron el haplotipo C2J y 8 colonias provenientes de
la zona norte del Rio Colorado, en la frontera entre las provincias de La Pampa y Rio

Negro, mostraron el haplotipo M4 (Tabla 4).

Tabla 4: Muestras discriminadas por origen (silvestre o comercial), provincia y haplotipo.

Provincia N C1 Cc2J M4 Al A4 A30 N° haplot
st ¢¢ s ¢ s ¢ s ¢ s ¢ c

BA 63 - 51 - 12 - - - - - - - 2
LP 39 - 31 - 0 8 - - - - - - 2
CB 32 2 18 - 2 - - 5 - 3 2 - 4
SF 31 4 14 - 7 - - - 3 3 - - 4
ER 32 6 12 - 3 - - 2 5 - 5
CO 39 7 10 - 2 - - 11 4 1 3 1 5
CH 54 6 15 - 1 - - 2 6 6 18 - 4
FS 31 3 - - 0 - - 16 - 12 - - 3
SE 43 1 22 2 13 - - 1 - 4 - - 4
TU 32 - 15 - 6 - - 3 3 2 3 - 4
N Total 396 29 188 2 46 8 - 40 21 29 29 2
217 48 8 61 58

Las muestras de la provincia de Buenos Aires, todas de apiarios comerciales,
pertenecieron al brazo evolutivo C (Cl1 y C2J). Los haplotipos C fueron los mas
abundantes, detectdndose el haplotipo C1 en todas las provincias y el C2J en 8 (excepto
Formosa y La Pampa) (Tabla 4; Figura 16). Las relaciones evolutivas entre todos los

haplotipos detectados en las muestras analizadas se esquematizan en la Figura 17.



Figura 17. Esquema de las relaciones evolutivas entre haplotipos y su frecuencia en cada
una de las provincias estudiadas.

4.6. Andlisis de ADN nuclear (microsatélites)



4.6.1. Amplificacion por PCR.

Debido a problemas en la amplificacion por PCR de algunos loci microsatélites,
fundamentalmente ocasionado por la baja calidad del ADN extraido en algunas muestras,
solo se utilizaron 238 para este analisis, que resultaron representativas de las

poblaciones.

4.6.2. Andlisis de datos

Se detectaron entre 60 a 100 alelos en total. Las muestras de la provincia de
Chaco mostraron mayor nimero de alelos con un valor medio de 12,5; las provenientes
de Santa Fe mostraron menor valor para este parametro, registrando valores medios de
8,25 alelos por locus. El nimero total de alelos por locus varié de un maximo de 16 alelos
en el locus Ap043 en la provincia de Entre Rios a un minimo de 5 alelos en el locus
Ag005a en la Provincia de Santa Fe, siendo el valor medio de todos los loci de 10,238 +/-
0,239 (Tabla 6). EI mayor numero de alelos y valores esperados de heterocigosidad se
observaron en Santiago del Estero, Chaco y Corrientes, mientras que los valores mas
bajos se encontraron en Buenos Aires y La Pampa junto con Entre Rios (Tabla 6). No se
detectd Desequilibrio de Ligamiento entre los loci analizados. Se registrd la presencia de
alelos nulos en las muestras de Buenos Aires (Ap226), Formosa (Ap068, Ap256 y A113),
Cérdoba (Ap256, A113), Corrientes (Ap256), Chaco (Ap043, Ap256 y Ag005a), Santa Fe
(Ap043), Entre Rios (Ac011, Ap043 y Ap256) y Tucuman (A113) lo que podria explicar
algunas de las deficiencias de heterocigotos observada. No se detectaron alelos nulos en
las poblaciones de Tucuman y Santiago del Estero (Tabla 6). Para conocer mejor la
estructura poblacional de las abejas meliferas en Argentina, los primeros analisis se
realizaron utilizando la provincia como referencia para la agrupaciéon de muestras. El
andlisis de AMOVA mostro que la mayor parte de la variabilidad genética se encuentra
entre individuos de cada provincia (96,43%) y solo el 3,57% de variacion se da entre
individuos de cada una de las provincias de donde se obtuvieron las muestras (Fst =
0.03573; p <0.01), indicando que esta estrategia de agrupamiento proporcioné poca
informacién para justificar la variacidbn genética (Tabla 5). La mayoria de los valores Fsr

estimados entre pares de provincias fueron bajos (rango 0,014 a 0,129) siendo los valores



Fst mas altos los que se encuentran entre Buenos Aires y Formosa, Tucuman, Corrientes
y Chaco (Tabla 8).

Tabla 5: Resultados del Andlisis molecular de la varianza (AMOVA) de ocho
microsatélites analizados en las poblaciones de A. mellifera estudiadas agrupadas por
provincia. Se incluyen los porcentajes de variacion observados entre las poblaciones y el
correspondiente a los individuos dentro de las poblaciones.

Fuente Grados de Suma de Componentes Porcentaje de
de variacion libertad cuadrados de variacion variacion
Entre
_ 9 59,835 0,08983 va* 3,57
poblaciones
Dentro de
_ 466 1129,766 2,42439 Vb* 96,43
poblaciones
Total 475 1189,601 2,51422
*p<0,05
*FST p<005

El AMOVA realizado agrupando a las poblaciones en cuatro grupos, 1) Entre Rios
y Cordoba, 2) Santiago del Estero, Corrientes y Chaco, 3) Formosa y Tucuman y 4)
Buenos Aires, Santa Fe y La Pampa arrojo valores significativos a nivel de poblacion y de
grupo (Tabla 7). Todas las poblaciones, excepto Tucuméan y Santiago del Estero, se
encontraron en EHW. La Ho mas elevada se encontrd en las poblaciones de la provincia
de Formosa. La agrupacion estuvo basada a nivel individual, de poblacién y de grupo para
poder realizar un mejor analisis en la comparacion de la variabilidad entre poblaciones y

entre grupos de poblaciones, dando valores significativos en ambos.



Tabla 6: Pardmetros de diversidad genética de A. mellifera de Argentina. Los datos se se muestran por provincia y por
marcador microsatelite. Na: nimero de alelos por locus; HO: heterocigosidad observada; HE: heterocigosidad esperada;
Nulos: frecuencia estimada de alelos nulos; *: valores significativamente diferentes de las expectativas bajo el equilibrio
de Hardy-Weinberg (después de la correccion de Bonferroni); #: Frecuencias significativas de alelos nulos (P<0.05)

Locus Rango alelico ER TU FS SE CB CcO CH SF BA LP

Na Ho Na Ho Na Ho Na Ho Na Ho Na Ho Na Ho Na Ho Na Ho Na Ho

He He He He He He He He He He

Nulos Nulos Nulos Nulos Nulos Nulos Nulos Nulos Nulos Nulos

Ap043 117-171 16 0,71429 12 0,92857 9 0,81818 9 0,83333 13 0,76923 11 0,84 12 0,74286 12 0,71429 8 0,70833 10 0,76471
0.86542*  0,90476 0,85518 0,8587 0,88084 0,85633 0.88903*  0.91534* 0,6844 0,90553

0,0885# -0,0312 0,0106 -0,0063 0,058 -0,0005 0.0824# 0.1054# -0,0277 0,0695

Ap068 130-180 9 0,79412 9 100 8 0,59091 8 0,7333310 1.000 10 0,69565 10 0,73529 8 0,66667 9 0,73333 8 0,83333
0,86435 0,88923 0.81078* 0,77701 0,87273 0,85314 0,83845 0,83448 0,76158 0,85079

0,035 -0,0781 0.1456# 0,012 -0,0769 0,0908 0,0582 0,095 0,0105 -0,0037

Ap085 176-214 15 0,88571 9 0,85714 12 0,86364 11 0,87714 11 0,96296 13 0,88 15 0,91429 7 0,93333 9 0,9 10 0,88235

0,88199 0,8836 0,87949 0,86772 0,89518 0,88 0,91014 0,82529 0,7791 0,81996
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Ap226

Ap256

Ag005a

Ac011

A113

227-259

150-190

81-108

83-145

200-238

-0,0093 -0,003 -0,0024
9 0,81818 7 0,92857 9 0,84211
0,80746 0,83598 0,84637
-0,0142 -0,0706 -0,0108
12 0,71429 11 0,85714 12 0,68182
0.85921* 0,91005  0.88584*
0,085# 0,0118 0.1188#
9 0,76471 7 0,57143 10 0,72727
0,85075 0,80688 0,80021
0,0459 0,1531 0,0363

13 0,68571 9 0,85714 12 0,68182

0.8617* 0,84921 0,82875
0.1066# -0,0228 0,0859
11 0,68571 8 0,75 8 0,5
0,81035 0,8587 0.79704*
0,0762 0,0464 0.2181#

-0,012

10 1.000 9
0,88736
-0,0766

13 08 12
0,91494
0,0501

9 0,86667 8
0,87356
-0,013

10 0,73333 10
0,86897
0,0678

9 0,93333 10

0,85057

-0,0633

-0,0458 -0,0101 -0,0095
1.000 10 0,86957 13 0,91176
0,84067 0,85507 0,89113
-0,0958 -0,0194 -0,0188
0,59259 15 0,625 15 0,72222
0.89797*  0.91312*  0.89163*
0.1959# 0.1771# 0.098#
0,76923 8 0,64 11 0,72222
0,76923 0,80163 0.88537*
-0,0097 0,1021 0.0946#
0,92857 12 0,875 12 0,8
0,85844 0,9078 0,84969
-0,0482 0,0079 0,0229
0,55556 11 0,91667 12 0,86111
0.73445* 0,87234 0,87402
0.1295# -0,0353 0,0004

10

-0,0783

0,66667

0,74713

0,04

0,93333

0,88506

-0,0435

0,8

0,73103

-0,0619

0,9

0,84211

-0,0588

0,6

0,8023

0,1276

-0,0804
9 0,5
0.76299*
0.1996#
13 0,8
0,80565
-0,0049
9 0,66667
0,6791
0,0008
8 0,68966
0,71385
0,0085
11 0,82143

0,75779

-0,0493

-0,0515

11 0,76471

0,90553

0,0695

10 0,83333

0,87143

0,0083

11 0,76471

0,8984

0,0655

9 0,77778

0,87778

0,0464

10 0,55556

0.88095*

0.2131#




Tabla 7: Resultados del Analisis molecular de la varianza (AMOVA) de ocho
microsatélites analizados en las poblaciones de A. mellifera estudiadas. Se incluyen
los porcentajes de variacion observados entre las poblaciones, entre grupos de
poblaciones y el correspondiente a los individuos dentro de las poblaciones.

Fuente de Grados de Suma de Componentes Porcentaje
variacion libertad cuadrados de variacién de variacién
Entre
3 42,088 0,05327 vVa* 1,60
Grupos
Entre poblaciones
6 44,097 0,09195 Vb* 2,76
dentro de grupos
Dentro de
_ 466 1482,614 3,18157 Vc* 95,63
poblaciones
Total 475 1568,798 3,32680
*p<0,05

El valor més alto de los estadisticos F de Wright fue encontrado entre Buenos

Aires y Formosa (Fst = 0,1296) y el menor entre Chaco y Santiago del Estero (Fst =
0,0112) (Tabla 8).

Tabla 8: Valores Fsr estimados entre cada par de poblaciones de A. mellifera
utilizando informacién de ocho loci microsatélites.

ER TU FS SE CB (6{0) CH SF BA
TU  0.0302*
FS 0.0369* 0.0372*
SE 0.0223* 0.0331* 0.0333*
CB 0.0048 0.0396* 0.0456* 0.0329*
CO 0.0161* 0.0215* 0.0162* 0.0109 0.0226*
CH 0.0231* 0.0251* 0.0358* 0.0112* 0.0194* 0.0057
SF  0.0218* 0.0453* 0.0640* 0.0002 0.0253* 0.0311* 0.0264*
BA  0.0469* 0.1111* 0.1296* 0.0666* 0.0493* 0.0847* 0.0704* 0.0354*
LP  0.0174* 0.0467* 0.0505* 0.0200* 0.0167* 0.0277* 0.0144* 0.0160 0.0512*




El ndmero de migrantes entre las poblaciones mas cercanas entre si fue
relativamente alto, sobre todo entre Chaco y Santiago del Estero (Nm = 36,00543) y
el menor se dio entre Buenos Aires y Formosa (Nm = 1,58114). En la tabla 9 se

detalla la matriz entre pares de poblaciones el valor M (M = 2Nm).

Tabla 9: Matriz del nimero estimado de migrantes Nm

ER TU FS SE CB Co CH SF BA
TU 10.0418
FS 11.3535 13.14353

SG 25.0051 12.08605 16.3912
CD 21.1763  8.26833 9.5267 13.1030
(6{0) 17.0987 18.35241 31.1136 41.1833 15.1506

CH 22.0228 13.68016 13.9631 72.0108 18.8448 43.7077

SF 149639  8.13414 7.2512 28.0055 19.5860 11.7583 14.9272
BA 9.2861  3.46102 3.1622 6.6517 7.2404  4.7628 6.6220 7.2549
LP 26.8989  9.59164 11.2157 42.0395 229633 18.7961 47.7095 17.8743 8.6401

Este valor de Fs fue positivo en todas las poblaciones, indicando que no existe
exceso de heterocigotas. Las poblaciones de Entre Rios, Formosa y La Pampa
mostraron los valores mas elevados (0,1110; 0,1554 y 0,1227 respectivamente),
indicando que en ellas hay un déficit significativo de heterocigotas. En el resto de las
poblaciones el valor se aproximé a 0 indicando que las mismas se encuentran en
equilibrio de H-W (Tabla 10).



Tabla 10. Valores de Fis obtenidos promediando todos los loci de los individuos
analizados por muestra.

Muestra 1-Qintra 1-Qinter Fis

Entre Rios 0.7572 0.8518 0.1110%
Tucuman 0.8440 0.8682 0.0278
Formosa 0.7110 0.8408 0.1544x
Santiago del Estero 0.8448 0.8631 0.0211
Cérdoba 0.8241 0.8445 0.0242
Corrientes 0.7927 0.8688 0.0876
Chaco 0.8007 0.8800 0.0901
Santa Fe 0.7719 0.8229 0.0620
Buenos Aires 0.7293 0.7447 0.0207
La Pampa 0.7714 0.8793 0.1227x
*p<0,05

Las relaciones filogenéticas entre las poblaciones estudiadas, calculadas
mediante las medidas de distancia genéticas Dsy Dy (Nei, 1987) y DAS (Chakraborty
y Jin.,, 1993) resultaron idénticas. Los agrupamientos poblacionales (Figura 18)
tuvieron un soporte relativamente bajo (bootstrap resultante no mayor a 60), pero ello
puede deberse a que la mayor variabilidad se encuentra dentro de las poblaciones. El
arbol tipo UPGMA muestra agrupamiento entre las poblaciones de las provincias de
Buenos Aires y La Pampa, en las que no se detect6 africanizacion, y las poblaciones
con menor grado de africanizacién (Santa Fe, Cordoba y Entre Rios), y, por otro lado,
las poblaciones de las provincias con mayor grado de africanizacion (Formosa, Chaco
y Corrientes), excepto Santiago del Estero (Figura 18 A). El arbol obtenido con el
método “Neighbour-Joining” (Figura 18 B) también muestra mayor distancia genética
entre las poblaciones de Buenos Aires y Tucuman. Estos resultados coinciden con los
del método UPGMA y con los resultados de AMOVA
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Figura 18. Arboles de agrupamiento en funcion de distancias genéticas: A. método
UPGMA. B.método “Neighbour-Joining”.

4.5.3 Estructura poblacional

Utilizando la totalidad de los genotipos obtenidos en las 10 poblaciones
(N=238) se encontrd que el numero de clusters (K) que explicaria la totalidad de la
variacion encontrada en A. mellifera de Argentina seria K = 2, lo que sugiere dos

origenes genéticos diferentes (Figura 19).



Figura 19. Determinacion del nUmero mas probable de clusters o grupos genéticos (K
= 2) que explicarian la variacién encontrada en ocho microsatélites en A. mellifera en
Argentina

Sin  embargo, cuando se observaron las asignaciones poblacionales
correspondientes a K = 3 y 4, se vio que existiria una subestructura en la poblacion
(Figura 20). Estos analisis mostraron que, todas las muestras de Buenos Aires se
agrupan en un mismo grupo genético. Con K = 3 se obtuvo un grupo con una
contribucién proporcionalmente mayor en las colonias silvestres. En el analisis con K =
4 se observd que las abejas de la provincia de La Pampa tienen una composicion

genética diferente de las otras.



COMERCIALES SILVESTRES

Figura 20: Grafico que muestra la composicion genética de A. mellifera, analizadas en
el presente trabajo. Cada individuo esté representado por una barra vertical dividida en
segmentos de colores con la longitud de cada segmento que representa la proporcion
del genoma del individuo de K = 2 a K = 4. Los individuos se agruparon por origen
(colonias comerciales y silvestres) y su correspondiente haplotipo mitocondrial. La
flecha blanca indica un grupo de muestras de BA (Buenos Aires) que permanecieron
altamente homogéneas a través de los analisis con diferentes valores de K.

El analisis de DAPC (Andlisis Discriminante de Componentes Principales),
confirm6 una estructura compleja de la poblacion. El valor mds bajo de BIC
correspondié a K = 4 (Figura 21), el que se utiliz6 para completar los andlisis
discriminantes (Figura 22), y hubo poca variacion entre los resultados del Criterio de

Informacion Bayesiano (BIC) del DAPC para K=3y K =4.



Valor de BIC vs numero de clusters

Numero de clusters

Figura 21. Numero de BIC (Bayesian Inferenced Criterion, Criterio de Inferencia
Bayesiana) versus numero de clusters existentes en A. mellifera.



Figura 22. Diagrama de dispersion de individuos sobre los dos componentes
principales del Andlisis de DAPC basado en el BIC. Los individuos se representan
como puntos y el cluster como elipses. Los valores propios del analisis se muestran en
el recuadro.

La primera funcion discriminante explicé la mayor parte de la variabilidad
genética (39,2%) y se asocié con el grado de africanizacion. El andlisis DAPC

identificé 4 grupos, conformados por 60, 54, 57 y 67 muestras (Tabla 11).



Tabla 11. Porcentaje de colonias silvestres (CS%), haplotipos africanos y porcentaje
de abejas africanizadas (% AA) en los grupos definidos en el DAPC.

Haplotipos Africanos AA %
Cluster N CS %
Al % Ad % Comercial CS
3 57 52.6 12.3 28.0 19.3 40.3
1 60 40.0 15.0 21.7 23.3 35.0
2 54 27.7 55 9.2 20.4 14.8
4 67 4.5 0.0 15 4.5 15

!Los clusters estan ordenados de acuerdo con el porcentaje de colonias silvestres
incluidas en cada uno de ellos.

Todos los clusters estuvieron compuestos por muestras de origenes distintos:
por ejemplo, en los grupos 2 y 3 hubo muestras de las 10 provincias: el grupo 1 incluyé
muestras de todas las provincias, con excepcion de Buenos Aires, mientras que el
grupo 4 no incluyé ninguna muestra de Formosa o Tucuman y la mayoria de los
individuos correspondieron a colonias de Buenos Aires. La mayoria de las muestras
correspondientes a colonias silvestres de Formosa se incluyeron en los grupos 1 o 3,
pero ninguno de ellos se asigno al grupo 4. De cinco muestras de colonias silvestres
de La Pampa, cuatro se ubicaron en el grupo 2 y una en el grupo 3. Ademas los

valores de variabilidad genética de cada grupo fueron altos y similares (Tabla 12).

Tabla 12. Parametros de diversidad genética para los cuatro clusters obtenidos
mediante analisis de DAPC. Se muestra el nimero de alelos (Na), nUmero de alelos



privadoes exclusivos (pNa), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada
(He) y heterocigosidad esperada no sesgada (uHe), promedio y error estandard.

Cluster N Na pNa Ho He uHe
15,12 1,00 0,70 0,86 0,86

1 60
1,43 0,42 0,10 0,02 0,02
14,87 1,37 0,71 0,81 0,82

2 54
1,66 0,46 0,10 0,06 0,06
15,50 2,00 0,71 0,85 0,86

3 57
1,28 0,60 0,10 0,01 0,01
13,87 1,12 0,65 0,80 0,79

4 67

1,42 0,23 0,10 0,03 0,03

La distribucion de los clusters con respecto a la primera funcién discriminante
coincidi6 con el porcentaje de colonias silvestres en cada uno de ellos y también con el
porcentaje de haplotipos africanos, particularmente el haplotipo A4. Sdlo el 6% de los
haplotipos entre las muestras del grupo 4 fueron africanos (colonias silvestres vy
comerciales), mientras que el 40% de las muestras en el grupo 1 eran de colonias
salvajes, con un 36,7% de haplotipos africanos, con mayor porcentaje de A4 (59,1%)
(Tabla 11).

La contribucion de las diferentes provincias en los cuatro clusters inferidos se

presenta en la Figura 23
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Figura 23. NUumero de muestras por provincia incluidas en cada cluster después de
aplicar el criterio BIC para el andlisis de componentes principales (DAPC).

4.5.4 Distribucion de A. mellifera asociada a variables biocliméaticas

Los resultados de los andlisis de regresion logistica, que vincularon las
probabilidades de mitotipo (africano o europeo) con varias variables biocliméticas,
mostraron que el origen de la muestra (colonias comerciales y silvestres) tuvo un
efecto significativo (p <0.01; Figuras 24 Ay 25). El andlisis que incluyd la latitud tuvo la
mayor bondad de ajuste (Figura 24 A). Se detect6 una clina latitudinal significativa y la
probabilidad de encontrar un haplotipo africano en una muestra disminuy6 de Norte a
Sur. Entre las diferentes variables climaticas, el modelo que incluy6 la temperatura

maxima diaria de enero tuvo la menor bondad de ajuste.

Los resultados de los andlisis de regresién lineal fueron consistentes con los
basados en la informacion de los haplotipos (Figuras 24 B y 25). Todas las variables
tuvieron efectos significativos (p <0.01) sobre el grado putativo de africanizacién

(estimado mediante el andlisis Bayesiano del programa Structure), excepto la



temperatura méaxima diaria de enero (p> 0.09). EI modelo que incluy6 a la latitud
proporcioné la mejor bondad de ajuste (Figura 24 B). La prueba de coincidencia fue
significativa para todas las variables (p <0.05 o inferior), mientras que la prueba de

paralelismo no fue significativa en ningin caso.
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Figura 24: A) Probabilidad de ocurrencia de haplotipos africanos en funcion de la
latitud, estimada mediante regresion logistica. S: Colonias silvestres. C: colonias
comerciales. B) Regresion lineal del grado de africanizacién vs latitud, basado en el
analisis de marcadores nucleares. Las probabilidades de asignacion corresponden a la
poblacion que realizé la mayor contribucion genética a las colonias salvajes de la
provincia de Formosa y se asumié que era de origen africano (ver Figura 18 y Tabla
4). Las probabilidades de asignacion correspondientes a las colonias silvestres y
comerciales se representan con circulos blancos y negros, respectivamente.
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Figura 25: A a E: Probabilidad de ocurrencia de haplotipos africanos estimados por
regresion logistica. Gréficos F a J: Regresion lineal del grado de africanizacion en
diferentes variables relacionadas con el clima. Las probabilidades de asignacion se
basan en el analisis de los marcadores nucleares y corresponden a la poblaciéon que
realizd la mayor contribucion genética a las colonias silvestres de la provincia de
Formosa (ver Figura 17 y Tabla 4). S: colonias silvestres. C: colonias comerciales.



5. DISCUSION

Este trabajo de tesis representa una de las evaluaciones mas completas de la
variabilidad genética y en particular de la situacién de la africanizacion de A. mellifera
realizado en el &rea norte y centro de Argentina, teniendo en cuenta el area geografica
abarcada y el nimero de muestras analizadas de colonias silvestres y comerciales.
Estos resultados, que han sido publicados, constituyen la informacion méas actualizada

sobre la caracterizacion de la variabilidad genética en Argentina (Agra et al., 2018).

La mayoria de estas muestras fueron remitidas por apicultores comerciales de
las distintas provincias involucradas, muchos de ellos integrantes de grupos técnicos
bajo la asesoria de profesionales del INTA y de otras instituciones gubernamentales
provinciales. Este proceso generd un estrecho vinculo con los apicultores y técnicos,
quienes recibieron informes conteniendo los resultados de los analisis moleculares.
Una de las dificultades en esta forma de trabajo estuvo relacionada con el transporte
de las muestras, que en algunos casos se abrieron accidentalmente con el

consecuente deterioro del ADN.

Al analizar el ADNmt, se detectaron un total de 6 haplotipos, dos
pertenecientes al brazo evolutivo C (haplotipos C1 y C2J), uno perteneciente al brazo
evolutivo M (haplotipo M4) y tres pertenecientes al brazo evolutivo A (Al, A4 y A30).
Trabajos realizados con anterioridad en el pais con marcadores moleculares para
analizar la distribucion de A. mellifera en zonas especificas, como Sheppard et al.
(1991) en el norte del pais y Abrahamovich et al. (2007) en la provincia de Buenos
Aires, encontraron una distribuciéon similar de los haplotipos que se determinaron en
este trabajo, demostrando que los recursos genéticos de origen europeo se
establecieron ampliamente en las regiones templadas del pais y los haplotipos de
origen africano se detectaron en areas subtropicales. Abrahamovich et al. (2007)
informaron la existencia del haplotipo C1 en mas del 92% de las colonias
muestreadas en la provincia de Buenos Aires, el cual es caracteristico de la
subespecie A. m. ligustica. En el presente trabajo el haplotipo C1 se detectdé en 55%
de las muestras analizadas y estuvo presente en las 10 provincias muestreadas, con

una alta frecuencia en colonias comerciales de las regiones templadas. Esta amplia



distribucion se justifica por la reconocida docilidad, productividad y prolificidad de esta
subespecie que motivé sucesivas introducciones desde Italia en una primera etapa y
desde los Estados Unidos posteriormente, sobre todo en la Ultima década del siglo XX.
Por la misma razén, A. m. ligustica también esta reemplazando a otras subespecies

locales en Francia y los paises escandinavos (Jensen et al, 2005; Bouga et al., 2011).

En la provincia de Buenos Aires la totalidad de las muestras analizadas fueron
haplotipos del brazo evolutivo C (Cl y C2J); mas del 80% de las muestras
pertenecieron al haplotipo C1. Esta provincia representa en volumen casi el 40% de la
produccion de miel del pais y concentra la mayor cantidad de apicultores, muchos de
los cuales realizan trashumancia desplazando sus colmenas a otras regiones primicia
0 para polinizacién de cultivos (principalmente hacia el valle de Rio Negro y hacia el

norte del pais).

Las provincias con mayor proporcién de colonias comerciales con haplotipo C1,
luego de Buenos Aires, son La Pampa, Cérdoba, Santa Fe y Entre Rios. Estas cuatro
provincias en conjunto representan el 40% de la produccion apicola del pais,
confirmando que los apicultores comerciales escogen abejas de la subespecie A. m.
ligustica por sus caracteristicas deseables para la apicultura comercial (RENAPA,
2018). Las provincias de Chaco y Corrientes tienen un menor porcentaje de colonias
con haplotipo C1 (38 y 43% respectivamente), aunque en ambas se detect6 un
elevado porcentaje de colonias silvestres con este haplotipo (junto con la provincia de
Entre Rios). La enjambrazén de colmenas comerciales de apicultores de la region y
trashumantes, que trasladan sus colmenas para multiplicar en forma temprana, podria
explicar la alta prevalencia de haplotipo C1 en colonias silvestres. El andlisis de
microsatélites mostré una alta introgresiébn de genes africanos en las colonias
silvestres, justificado por la mayor aptitud reproductiva de los zanganos de este origen
respecto a los europeos (Schneider et al, 2004).

En nuestro estudio hemos detectado el haplotipo C2J, también perteneciente al
brazo evolutivo C, en un porcentaje total de 12,12% (48 muestras en total),
registrandose en todas las provincias salvo en Formosa y La Pampa. Este haplotipo
fue reportado en Europa (Nedi¢ et al, 2009) y es una variante del haplotipo C2 que
caracteriza a A. m. carnica. Esta subespecie tiene su distribucion natural desde los
Alpes suizos hacia el este incluyendo Hungria, Eslovenia, Croacia, Serbia, Montenegro

y otros paises que formaron parte de la ex-Yugoslavia. No es posible determinar a



ciencia cierta como es que este haplotipo llegd a Argentina (no existen datos
bibliograficos que determinen su existencia en otros paises de América), pero se
registr6 una amplia distribucion. Solo se detectd una colonia silvestre con este

haplotipo en la provincia de Santiago del Estero.

Magnus et al. (2011; 2014), mediante secuenciacion de la regién intergénica
COI-COll, detectd una alta frecuencia de haplotipos del brazo evolutivo C en apiarios
comerciales y en colonias silvestres en EE.UU. EI haplotipo C1 en particular fue muy
frecuente solo en colonias comerciales, ya que en colonias silvestres se detectaron
otros haplotipos de este brazo evolutivo (C2, C11, C12, C27 y C31).

Otros autores determinaron los haplotipos en abejas africanizadas de colonias
comerciales y silvestres en México (Clarke et al., 2001; Kraus et al., 2007), Puerto Rico
(Rivera-Marchand et al., 2012; Galindo-Cardona et al., 2013), Brasil (Collet et al.,
2006), Peru (Quezada-Euan et al., 2003) y Uruguay (Branchiccela et al., 2014). En el
caso de este trabajo, se describio la presencia de tres haplotipos mitocondriales del
brazo evolutivo A. Dentro de este grupo, los haplotipos mas frecuentes fueron A4y Al.
El haplotipo A4 es caracteristico de las abejas de Sudafrica que pertenecen a la
subespecie A. m. scutellata (Schneider et al., 2004; Collet et al., 2006) y como tal, esta
tipicamente asociado con el proceso de africanizacibn que comenzé en Brasil en el
afio 1957. No existe documentacion de otras introducciones de abejas africanas en el
pais desde ese evento y por lo tanto, es la fuente mas probable de introduccion de

este haplotipo en Argentina.

Si bien el haplotipo A4 es el que caracteriza a la subespecie A. m. scutellata,
en el proceso de africanizacion en América el haplotipo A1l se considera también
“africanizado”, pudiendose deber a un “efecto fundador" donde algunos de los
enjambres que se escaparon en 1957 portaran este haplotipo (Collet et al, 2006). No
es concluyente la explicacion de las posibles rutas de introduccion del haplotipo Al.
Podria corresponder a la subespecie A. m. intermissa desde el norte de Africa a través
de Espafia (Canovas et al., 2007) o a la subespecie A. m. iberiensis desde el sur de la
Peninsula Ibérica (De la Rua et al., 2004; Whitfield et al., 2006). De hecho, Sheppard
et al. (1999) afirmaron que el grado de africanizacién en las colonias de abejas
argentinas estaba sobreestimado, ya que un 25% de los haplotipos de origen africano

detectados no tienen su origen en A. m. scutelatta .



En México y el sur de los Estados Unidos, se notificdé A1 con mayor frecuencia
que el haplotipo A4 (Kraus et al., 2007). A su vez, en Uruguay y Brasil se detectaron
haplotipos A4 y Al con una abundancia relativa de 34% y 26% respectivamente, pero
el haplotipo A1 mostro una clina de Norte a Sur, similar al patron de distribucion
descrito en Africa (Collet et al., 2006).

La mayor frecuencia de haplotipo A1 en Argentina en relacién a Uruguay y
Brasil a la misma latitud respalda la hipétesis propuesta por Sheppard et al. (1999)
sobre otras posibles fuentes de abejas de origen africano en Argentina, como por
ejemplo a través de inmigrantes espafioles. También su hipétesis es respaldada por la
presencia de haplotipo A30 Unicamente en colonias comerciales en las provincias de
Corrientes y Entre Rios (una solo colonia por provincia) que podria estar asociada con
la introduccién de abejas desde la Peninsula Ibérica, donde este haplotipo ha sido

detectado previamente (Garnery et al., 1995; Franck et al., 2001; Collet et al., 2006).

En relacion al brazo evolutivo M, Abrahamovich et al. (2007) informaron una
frecuencia de 2,68 % de haplotipos M2, M3 y M6 en la provincia de Buenos Aires. En
este trabajo fue detectado solo el haplotipo M4 en colonias silvestres en la provincia de
La Pampa. La presencia de este haplotipo podria estar justificada por la introduccion
documentada de colonias de la subespecie A. m. mellifera provenientes de Alemania
entre finales del siglo XIX y principios del siglo XX (Bierzychudek, 1979); su baja
frecuencia y distribucion en el pais estaria relacionada a la superioridad de la abeja
italiana como productora de miel (Jensen et al, 2005).

La distribucion de los haplotipos de ADN mitocondrial en Argentina obtenida en
el presente trabajo permite la evaluacion del estado actual de "Africanizacion". Este
proceso en América ha sido descrito como "una de las invasiones biolégicas mas
espectaculares hasta ahora documentado” (Schneider et al., 2004; Pinto et al., 2005).
De acuerdo con esa afirmacion, las primeras evaluaciones locales de africanizacion
utilizando herramientas moleculares informaron la presencia de un area saturada con
AA por arriba de los 28° de latitud Sur (Sheppard et al., 1991). Por el contrario, en este
trabajo se evidencia la presencia de colonias (tanto comerciales como silvestres) con
haplotipos europeos en las provincias del norte (por encima de esta latitud). Aunque

se demostré que no hay areas saturadas, como fue propuesto originalmente por



Sheppard et al. (1991), hay una fuerte presencia de AA en el norte del pais,
particularmente en colonias silvestres. Por otro lado, se confirma que la region que se
encuentra por debajo de los 35° de latitud Sur esta libre de AA, de acuerdo con los

resultados previos de Abrahamovich et al. (2007).

El proceso de Africanizacion ha sido bien estudiado desde el punto de vista
genético y comportamental. En lo que respecta a este Ultimo tema, Scheneider et al.
(2004) describen cuatro caracteristicas basicas que determinarian las ventajas de las

colonias africanizadas sobre las colonias de origen europeo:

(i) la tasa de crecimiento més rapido de las colonias africanas,

(i) la usurpacion de jerarquia, en la que los enjambres africanos invaden las

colonias de origen europeo y reemplazan a las reinas y las obreras,
(i) los zanganos africanos que tienen una mayor libido,

(iv) la ventaja selectiva de las abejas africanizadas sobre las abejas europeas
tanto por su mayor capacidad de colonizar y por su capacidad superior para

sobrevivir en ambientes tropicales y subtropicales,

Estas ventajas de la genética africana realizan una contribucién significativa a la
mezcla poblacional (admixture) en colonias comerciales. A pesar del desplazamiento
de las colonias de origen europeo por parte de colonias africanizadas descrito en
América en regiones tropicales y subtropicales, los resultados obtenidos en este
trabajo son consistentes con la idea de que la apicultura en Argentina se realiza
principalmente con AE.

Con el apoyo de instituciones oficiales como el INTA ("Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria") y otras entidades gubernamentales y privadas, la apicultura
se ha convertido en una actividad profesionalizada en Argentina. Las buenas practicas
apicolas incluyen el reemplazo de la reina cada dos afos enfatizando la importancia
de contar con genética seleccionada adaptada a ambientes especificos. El Programa
de Mejoramiento Genético (MeGA) del PROAPI se centra principalmente en la
seleccion por tolerancia a enfermedades, produccién y mansedumbre (Palacio et al.,
2000; Palacio et al., 2010); esta ultima es una caracteristica también seleccionada por
la mayoria de los criadores de abejas reinas. La incorporacion del bajo

comportamiento defensivo o mansedumbre en los criterios de seleccién favorece las



lineas europeas y en especial a la subespecie A. m. ligustica (Jensen et al, 2005) por
lo que en parte podria explicar la alta frecuencia de colonias detectadas con el
haplotipo C1.

Los marcadores moleculares aplicados han evidenciado informacién valiosa
para comprender la compleja estructura genética presente en las colonias de abejas
meliferas comerciales y silvestres. Los resultados obtenidos resaltan la importancia de
las estrategias de manejo implementadas por los apicultores en Argentina,
consistentes con el uso de reservas de abejas seleccionadas para la produccion de
miel y la existencia de recursos genéticos silvestres que deben ser tomados en cuenta
por los programas de mejoramiento de abejas y por los criadores comerciales de

abejas reinas que se hayan distribuidos por la zona nucleo apicola del pais.

El desarrollo de marcadores nucleares ha simplificado significativamente el
estudio de la complejidad genética encontrada en poblaciones hibridas de abejas
meliferas, no solo por su alto grado de polimorfismo sino también por la posibilidad de
controlar la contribucién genética de ambos progenitores. Se han realizado amplios
estudios aplicando este tipo de marcadores para analizar la estructura de poblaciones
de abejas de su centro de origen e hibridos derivados (Garnery et al., 1998b, Franck et
al., 2000, Franck et al., 2001; Clarke et al., 2002; Kraus et al., 2007).

En este trabajo, los marcadores de mtDNA permitieron mostrar la existencia de
un importante reservorio de germoplasma africano en colonias silvestres. El andlisis de
los marcadores microsatélites permiti6 profundizar el andlisis del proceso de
hibridacion que se produjo en Argentina. Los ocho loci estudiados han mostrado
diferente nivel de polimorfismo en cuanto al nUmero de alelos presentes en estas

poblaciones.

En el andlisis de AMOVA, al agrupar a las muestras por su lugar de origen
geografico (provincias), la mayor proporcion de la variabilidad se detect6 dentro de las
poblaciones (96%). Los resultados obtenidos mediante los andlisis de distancia
genéticas confirm6 que el origen por provincias no permite discriminar la variabilidad

en las poblaciones.

La introgresion de los genes africanos fue evidente en las poblaciones

comerciales y en las colonias silvestres, que se presentaron como patrones mixtos en



el andlisis del programa Structure, determinando que el nimero de K es igual a 2. Esto
permitiria inferir que los dos componentes podrian coincidir con lo determinado por el
andlisis haplotipico, siendo los dos componentes origen africano y europeo, ambos
presentes en la mayoria de las provincias, excepto Formosa y Buenos Aires. Las
asignaciones poblacionales correspondientes a K = 3 y 4 permitieron distinguir
subestructuras poblacionales, diferenciando por ejemplo a las colonias M4
identificadas en las muestras de La Pampa; las muestras provenientes de Buenos
Aires se presentaron homogéneas con los diferentes valores de K, con menores

niveles de introgresion.

Esta estructura de poblacion compleja también fue evidente por medio del
analisis de los componentes principales DAPC, donde una contribucion mixta de
individuos de diferentes poblaciones de abejas estuvo presente en los cuatro grupos
que se identificaron. Se evidencié que los dos principales componentes para
discriminar a los 4 clusters fueron el porcentaje de colonias silvestres y el porcentaje
de africanizacion (detectado previamente con marcadores ADNmt) en cada uno de

ellos.

Los 4 grupos mostraron alta heterogeneidad, con muestras de las 10 provincias
en 2 de ellos, 9 provincias en el 3° y 8 provincias en el 4°, explicando parcialmente la
existencia de un alto nivel de flujo génico. Por otra parte la menor cantidad de colonias
africanizadas y silvestres en el grupo 4 y la mayor proporcion de colmenas de Buenos
Aires en este grupo indican que las colonias con mayor grado de africanizacion tienen

una distribucion més septentrional que las europeas.

Tomados en conjunto, los resultados de Structure y Adegenet indicarian una
mezcla genética generalizada, con una contribucion significativa del material genético
africano a las abejas de todas las provincias excepto Buenos Aires y La Pampa, y
especialmente a las de las colonias silvestres. A su vez, el germoplasma europeo
apareceria de forma méas heterogénea de lo que cabria esperar en base a la

comparacion de haplotipos mitocondriales solos, dada la prevalencia del haplotipo C1.

Las condiciones climaticas pueden afectar la distribucibn de las abejas
meliferas. Carneiro Vital et al. (2012) model6 la distribucion potencial de las abejas

africanizadas en los Estados Unidos sobre la base de nueve variables ambientales



relacionadas con el clima, que definieron la distribucion original de siete subespecies
de A. mellifera en Africa. Concluyeron que la distribucion actual de AA en América
refleja las caracteristicas especificas de nicho de la subespecie de la que se
originaron, particularmente en el caso de A. m. scutellata. En concordancia con los
resultados de esta Tesis sus modelos predicen que un area que incluye la mayor parte

de la provincia de Buenos Aires no estaria actualmente ocupada por AA.

En base a los resultados de Kerr et al. (1982), Taylor y Spivak (1984)
propusieron un limite para la colonizacion permanente de AA a 32° de latitud Sur. Un
limite adicional de colonizaciéon temporal aproximadamente a 35° de latitud Sur fue
definido por estos autores, considerando la capacidad de las AA para sobrevivir en la
temporada de crecimiento pero no el invierno. Carneiro Vital et al. (2012) plantearon la
hip6tesis de que el area adecuada pero no desocupada definida por sus modelos
podria solaparse con el area de colonizacion temporal de Taylor y Spivak (1984), pero
no se puede descartar la existencia de factores limitantes para la colonizacion aparte

del clima.

En el presente estudio, no se encontraron haplotipos africanos mas alla de 32°
de latitud Sur. Se debe tener en cuenta que cualquier limite ecologico de AA se vera
confundido por el efecto de la seleccidén contra este grupo genético en una region que
concentra mas del 50% de la apicultura en el pais. Los efectos combinados de las
condiciones climaticas desfavorables y las practicas de apicultura cada vez mas
profesionalizadas han contribuido a la preponderancia actual de AE en esta zona
templada.

Los resultados de los andlisis de regresion (Figura 4) explican parcialmente la
distribucion actual de las abejas, ya que el grado de africanizacion y la variabilidad
genética con marcadores nucleares se asocian a variables bioclimaticas,
principalmente a clinas latitudinales, como se describio anteriormente por otros autores
de esta especie (Taylor y Spivak, 1984; Sheppard et al., 1991; Whitfield et al., 2006).

Nuestros resultados son consistentes con los de Abrahamovich et al. (2007)
quien analizaron los haplotipos de 300 colonias en la provincia de Buenos Aires y el
3.35% del total que presentd haplotipo A1 o A4 estuvieron restringidos al area por

encima de 35° de latitud Sur. Southwick et al. (1990) predijeron que las AA estarian



limitadas por la isoclina de 120 dias consecutivos que no excedan los 10°C en
invierno. En la provincia de Buenos Aires, la latitud de 35° Sur aproximadamente
concuerda con la isoterma media anual de 16 °C y la isoterma media de 9 °C durante
el mes de julio (invierno en el hemisferio sur), que podria establecer un limite para la
propagacion de las AA. Curiosamente, Kono y & Kohn (2015) establecieron un limite
putativo a 35,5° de latitud Norte para las AA en la costa oeste de EE.UU. (California)
correspondiente a la isoterma media de 10 °C en invierno. Teniendo en cuenta los
cambios climaticos actuales y el proceso de calentamiento global, se deberian realizar
mas estudios que incluyan un mayor numero de apiarios y colonias silvestres
establecidas en regiones templadas para monitorear la distribucién de AA en Argentina

y su posible influencia en la apicultura.

Diferentes factores ademas del proceso de africanizacién pueden justificar la
compleja estructura genética actual de las abejas meliferas en Argentina. El flujo de
genes entre las poblaciones de abejas se ve facilitado por la ausencia de barreras
naturales significativas, no solo dentro del pais sino también con los paises limitrofes.
Entre Rios y Corrientes fueron las provincias con la mayor diversidad de haplotipos; si
tenemos en cuenta que la provincia de Corrientes tiene fronteras comunes con Brasil y
Paraguay, mientras que Entre Rios comparte fronteras con Uruguay, donde los
asentamientos urbanos cercanos y los apicultores rurales podrian intercambiar
material genético, un proceso no registrado que potencialmente contribuye a la

variabilidad detectada de las poblaciones de abejas en Argentina.

Otro factor importante que contribuye a la introduccion de genes en las abejas
de Argentina es la trashumancia. Cada afio, los apicultores de regiones templadas
(principalmente de la provincia de Buenos Aires) trasladan colonias desde el sur (clima
templado) hacia el norte (clima subtropical) del territorio en busca de mejores
condiciones para la multiplicacién de colonias y para tener ventajas en las etapas
iniciales de la temporada de produccion de miel. Ademas, la trashumancia también es

una actividad habitual relacionada con las necesidades de la polinizacion de cultivos.

En resumen, los resultados de este trabajo indican que a pesar de las
sucesivas introducciones planificadas y no planificadas de los méas variados materiales
genéticos, actualmente las colonias comerciales presentan una alta frecuencia de

abejas con el haplotipo C1, caracteristico de A. m. ligustica, subespecie muy apreciada



por los apicultores y criadores de reina y ampliamente reconocida por su docilidad,
productividad y prolificidad. Sin embargo, hay una fuerte presencia de AA en el norte
del pais, principalmente en colonias silvestres, siendo una fuente permanente de
germoplasma africanizado. No se ha colectado suficiente evidencia contra la
suposicion de que el limite sur del area donde estan presentes las AA no ha cambiado

desde las primeras estimaciones realizadas hace aproximadamente 37 afios.

En perspectiva y para poder seguir analizando el status de africanizacion en
Argentina, se pueden contemplar a futuro el uso de nuevos marcadores, tanto de
SNPs a nivel nuclear como también la secuenciacion de la region intergénica COI-COlI
de las muestras. Esto Ultimo debido a que esta region tiene un alto nivel de
mutaciones que genera nuevos haplotipos, los cuales no pueden detectarse mediante
técnicas convencionales como la PCR-RFLP. También se podria intensificar el
muestreo de abejas pecoreadoras en primavera (inicio de temporada) y verano (plena
actividad) a lo largo de una transecta fija, en direccién norte-sur entre los 30 y 35° de
latitud sur. Esto permitiria determinar el limite de africanizacién como asi también su

fluctuacion temporal a lo largo del afio.

La informacién proporcionada en este trabajo puede ser de una inestimable
ayuda para fortalecer la estrategia de los programas de mejoramiento de abejas y de
cabafias apicolas, a fin de mantener la alta calidad de los recursos genéticos de
abejas adaptados a cada regién ecoclimética para una apicultura sustentable. Por
altimo, la evaluacibn de la estructura genética de las abejas argentinas debe
mantenerse actualizada no solo para conocer la variabilidad genética disponible y su
aplicacion en programas de mejoramiento, sino también para contar con informacion
del estatus de africanizacion en el pais, en un contexto de cambio climatico que

permita realizar ajustes en el manejo apicola.



6. CONCLUSIONES

Uno de los principales objetivos de este trabajo fue determinar el presente estatus
de la africanizacion en el pais, ya que se partia del concepto establecido muchos afios
atras de que el norte era una region saturada con abejas africanizadas. Los resultados
demostraron que esta no es la situacion actual, debido principalmente a la actividad
apicola comercial y no a cambios ecolégicos o a la dinAmica poblacional de la abeja

africanizada.

Independientemente de la actividad comercial, la distribucién del germoplasma
africano esta limitada por factores ecologicos, principalmente la temperatura. Aun
cuando se ha refutado el estatus de saturacion, se confirma una fuerte presencia del
germoplasma africano en el norte de Argentina, revelada a través de la toma de
muestras en colonias silvestres. Se demostr6é que, a través de los afios, se mantiene
un limite de africanizacion definido por la isoterma anual de 16°C; en el area de

muestreo, este limite coincide aproximadamente con la latitud 33°S.

Aun cuando se detectd una importante variabilidad a nivel de haplotipos
mitocondriales, se destaca la presencia de los haplotipos A4 y el Al, caracteristicos de
la subespecie A. m. scutellata registrados en el norte del pais. En contraposicion, en el
sur de la region considerada, que corresponde a su vez al area de apicultura mas
tecnificada, hay una clara predominancia del haplotipo C1, caracteristico de la

subespecie A. m. ligustica.

La integracion de marcadores nucleares y mitocondriales en el analisis fue una
herramienta muy poderosa para la caracterizacion poblacional de abejas, ya que
permitid revelar procesos complejos de introgresion genética. Los resultados
experimentales previos se habian limitado a la caracterizacion a nivel mitocondrial, por

lo que mostraban un panorama mucho mas simple que el demostrado en esta Tesis.

Este trabajo llevdo muchos afios de disefio, muestreo y analisis. En la actualidad
es posible acceder a otras herramientas moleculares, incluyendo la secuenciacion
integral de genomas, que justificarian repetir en el futuro este analisis con el mismo
set de muestras. Por ejemplo, seria de gran interés refinar la caracterizacion de los

diferentes pooles genéticos detectados a nivel poblacional, no solamente la

78



contribucién del germoplasma africano y el llamado “italiano”, que predominan
respectivamente en el norte y el sur de la region de muestreo. Asimismo, a posteriori
se confirmd que debe intensificarse el muestreo en la considerada region de
transicion, para precisar la distribucibn de germoplasma africanizado. Un nuevo
muestreo deberia considerar en detalle el factor estacional, para discriminar areas de

colonizacién permanente.

Otro objetivo relevante de este trabajo, fue la caracterizacion de la variabilidad
poblacional a los fines de identificar germoplasma util en planes de seleccién en
marcha, por ejemplo aquellos orientados a mejorar la sanidad. Los resultados
obtenidos muestran que no hay nichos aislados definidos por la distribucion
geografica, al menos en la regién considerada por su contribucién a la actividad
apicola nacional. Los presentes resultados pueden ser de gran utilidad en la busqueda

de germoplasma util a esos planes de mejoramiento.
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8. ANEXOS

Figura XXV. Planilla para la toma de

muestras de los apiarios.
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Locus Allele/n ER Tuc Fsa SdE Cba Ctes Chaco SFe BsAs LP
APO068 N 34 13 22 15 28 23 34 15 30 18
130 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.015 0.000 0.000 0.000
142 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000
146 0.029 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
148 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.022 0.000 0.000 0.000 0.000
150 0.000 0.038 0.000 0.000 0.000 0.022 0.000 0.000 0.000 0.000
152 0.044 0.038 0.136 0.000 0.018 0.087 0.074 0.033 0.083 0.028
154 0.103 0.154 0.159 0.200 0.107 0.152 0.059 0.067 0.033 0.000
156 0.250 0.192 0.045 0.400 0.232 0.283 0.309 0.333 0.433 0.167
158 0.074 0.077 0.045 0.000 0.054 0.043 0.059 0.067 0.183 0.167
160 0.118 0.192 0.364 0.200 0.143 0.196 0.206 0.067 0.000 0.139
162 0.074 0.000 0.023 0.033 0.161 0.087 0.118 0.100 0.100 0.278
164 0.147 0.154 0.136 0.067 0.143 0.043 0.059 0.200 0.100 0.083
166 0.162 0.038 0.091 0.033 0.071 0.065 0.074 0.133 0.000 0.111
168 0.000 0.115 0.000 0.033 0.036 0.000 0.029 0.000 0.017 0.028
170 0.000 0.000 0.000 0.000 0.036 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
180 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000
Ap085 N 35 14 22 14 27 25 35 15 30 17
176 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 0.000 0.000 0.000 0.000
178 0.014 0.000 0.000 0.000 0.019 0.000 0.014 0.000 0.000 0.029
180 0.014 0.036 0.045 0.000 0.000 0.040 0.057 0.000 0.000 0.000
182 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.014 0.000 0.000 0.000
184 0.000 0.107 0.023 0.107 0.019 0.020 0.014 0.000 0.000 0.000
186 0.029 0.071 0.091 0.071 0.056 0.100 0.071 0.100 0.033 0.029
188 0.029 0.143 0.000 0.036 0.148 0.000 0.100 0.000 0.000 0.029
190 0.200 0.214 0.227 0.107 0.111 0.160 0.071 0.000 0.117 0.029
192 0.157 0.214 0.023 0.036 0.130 0.240 0.171 0.200 0.050 0.029
194 0.071 0.071 0.205 0.036 0.130 0.060 0.143 0.067 0.017 0.118
196 0.143 0.107 0.091 0.286 0.093 0.160 0.057 0.167 0.117 0.324
198 0.014 0.000 0.023 0.036 0.074 0.020 0.029 0.067 0.017 0.059
200 0.171 0.000 0.114 0.214 0.185 0.100 0.143 0.333 0.383 0.265
202 0.086 0.000 0.000 0.036 0.000 0.020 0.043 0.067 0.233 0.088
204 0.014 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000
206 0.014 0.000 0.114 0.036 0.000 0.040 0.000 0.000 0.000 0.000
208 0.000 0.000 0.023 0.000 0.037 0.020 0.029 0.000 0.000 0.000
210 0.000 0.036 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
212 0.014 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.043 0.000 0.000 0.000
214 0.029 0.000 0.023 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Ap226 N 33 14 19 15 27 23 34 15 28 17
227 0.030 0.000 0.026 0.067 0.000 0.000 0.015 0.000 0.018 0.000
229 0.379 0.000 0.079 0.233 0.037 0.043 0.162 0.067 0.214 0.176
231 0.121 0.214 0.211 0.100 0.000 0.283 0.147 0.067 0.071 0.176
233 0.030 0.143 0.132 0.033 0.000 0.065 0.015 0.000 0.071 0.029
235 0.000 0.036 0.026 0.000 0.056 0.000 0.015 0.000 0.071 0.118
237 0.076 0.000 0.000 0.200 0.185 0.130 0.074 0.033 0.429 0.147
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Ac011

Ap043

239
241
243
245
247
249
251
259

83
105
107
109
111
113
115
117
119
121
123
125
127
129
131
133
139
145

117
119
121
123
125
127
129
131
133
135
137
139
141
143
145
147
149
155
157
159

0.121
0.061
0.045
0.136
0.000
0.000
0.000
0.000
35
0.000
0.014
0.014
0.000
0.043
0.043
0.057
0.229
0.243
0.129
0.057
0.014
0.043
0.100
0.014
0.000
0.000
0.000
35
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.071
0.057
0.229
0.200
0.029
0.000
0.014
0.200
0.029
0.029
0.000
0.014
0.000
0.014

0.036
0.000
0.179
0.286
0.107
0.000
0.000
0.000
14
0.000
0.000
0.000
0.107
0.071
0.036
0.286
0.071
0.250
0.000
0.036
0.036
0.000
0.107
0.000
0.000
0.000
0.000
14
0.036
0.071
0.250
0.036
0.107
0.071
0.036
0.036
0.071
0.036
0.000
0.107
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.026
0.105
0.289
0.105
0.000
0.000
0.000
22
0.000
0.000
0.023
0.000
0.045
0.023
0.159
0.045
0.318
0.227
0.023
0.000
0.068
0.023
0.023
0.000
0.023
0.000
22
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.068
0.091
0.159
0.205
0.250
0.136
0.000
0.000
0.045
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.033
0.067
0.067
0.133
0.067
0.000
0.000
0.000
15
0.033
0.000
0.067
0.000
0.000
0.033
0.067
0.233
0.267
0.067
0.067
0.067
0.000
0.100
0.000
0.000
0.000
0.000
12
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.333
0.125
0.125
0.125
0.042
0.042
0.083
0.083
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.278
0.093
0.056
0.019
0.204
0.074
0.000
0.000
28
0.000
0.000
0.054
0.036
0.018
0.000
0.143
0.250
0.179
0.143
0.018
0.036
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
26
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.019
0.019
0.096
0.212
0.192
0.038
0.000
0.038
0.173
0.077
0.058
0.038
0.000
0.019

0.043
0.000
0.109
0.196
0.087
0.022
0.000
0.022
24
0.000
0.000
0.083
0.021
0.042
0.021
0.125
0.167
0.167
0.083
0.000
0.063
0.083
0.104
0.000
0.042
0.000
0.000
25
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.080
0.140
0.040
0.300
0.040
0.140
0.000
0.000
0.120
0.000
0.000
0.020
0.020
0.000

0.074
0.191
0.118
0.088
0.059
0.029
0.015
0.000
35
0.000
0.000
0.086
0.000
0.029
0.043
0.186
0.186
0.271
0.014
0.071
0.014
0.057
0.029
0.000
0.000
0.000
0.014
35
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.100
0.171
0.100
0.171
0.086
0.029
0.014
0.171
0.057
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.467
0.067
0.067
0.200
0.033
0.000
0.000
0.000
10
0.000
0.000
0.000
0.000
0.050
0.050
0.100
0.350
0.200
0.000
0.000
0.100
0.100
0.050
0.000
0.000
0.000
0.000
14
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.036
0.036
0.071
0.179
0.179
0.000
0.000
0.107
0.143
0.071
0.000
0.000
0.000
0.000

0.054
0.036
0.036
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
29
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.017
0.017
0.466
0.241
0.103
0.017
0.034
0.103
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
24
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.042
0.042
0.083
0.083
0.000
0.000
0.042
0.542
0.125
0.042
0.000
0.000
0.000
0.000

0.059
0.059
0.059
0.059
0.088
0.029
0.000
0.000
18
0.000
0.000
0.000
0.000
0.056
0.028
0.139
0.250
0.111
0.083
0.167
0.083
0.083
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
17
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.059
0.176
0.118
0.147
0.147
0.088
0.059
0.118
0.000
0.029
0.000
0.000
0.000
0.059
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161
163
165
167
169
171

150
152
154
156
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162
164
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168
170
172
174
176
178
180
182
184
186
188
190
192
194
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82
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85
86
87
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91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
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0.014
0.014
0.029
0.043
0.014
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22
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15
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15
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Figura XXVI. A-Apiario comercial en Cruz del Eje (provincia de Cordoba).B-Apiario
(ensayo Red de Tolerancia a Varroa) en la EEA INTA-Rafaela (provincia de Santa Fe).
C-Apiario comercial en El Potrillo (provincia de Formosa).D- Apiario (Banco de
Germoplasma) en la Unidad Integrada Balcarce en cultivo de girasol. Las cuatro
figuras precedentes son de apiarios cuyas muestras de abejas se han utilizado en esta

tesis.
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