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RESUMEN

El empleo de marcadores nucleares constituye una eficaz herramienta para estudios de genética
poblacional y de diversidad genética de Apis mellifera debido a su herencia biparental. Su utilizacién
para el genotipado de las obreras permite obtener informacion tanto de la abeja reina (madre) como
de los zanganos (padres) con los cuales la reina se aparea. El andlisis nuclear involucra el
polimorfismo de haloenzimas, los microsatélites y mas recientemente el polimorfismo de nucleétidos
simples o SNPs (de sus siglas en inglés, single nucleotide polymorphisms). El empleo de estos
marcadores moleculares ha posibilitado la comprensién de la discriminacién de subespecies y un
mejor entendimiento del flujo de genes. Ademéas han contribuido en la deteccion de diferencias
genéticas entre las poblaciones comerciales y las naturales. Estos marcadores, también han sido
utilizados para la determinacion de niveles de introgresion entre diferentes subespecies analizadas.

Palabras clave: abejas/ADN/microsatélites/haloenzimas/polimorfismo.

ABSTRACT

The use of nuclear markers is an effective tool for studies of population genetics and genetic diversity
of Apis mellifera because of its two-parent inheritance. Its use for genotyping of workers provides
information about both Queen Bee (mother) and drones (parents) with which the queen mates. The
analysis involves nuclear polymorphism haloenzymes, microsatellites and more recently the single
nucleotide polymorphism (SNPs). The use of these molecular markers has facilitated the
understanding of discrimination of subspecies and a better understanding of gene flow. They have
also contributed to the detection of genetic differences between commercial stocks and natural.
These markers have also been used to determine levels of introgression between different
subspecies analyzed.

Keywords: honey bee/DNA/microsatellite/allozymes/polymorphisms.
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INTRODUCCION

El género Apis comprende 10 especies, 9 de las cuales estan confinadas a Europa. Apis mellifera, no
obstante, esta distribuida desde Africa Sub-Sahariana hasta el centro de Asia y norte de Europa y
estd compuesta de mas de dos docenas de subespecies morfologicamente y geograficamente
distintas (W. S. Sheppard y Meixner, 2003). Por su parte, la introduccion de las abejas melliferas en
el continente Americano tuvo lugar principalmente por América del Norte con la entrada de A.
mellifera ligustica y luego con otras 9 subespecies de Oriente Cercano, Europa y el Norte de Africa
(W. S. Sheppard y Meixner, 2003). Mientras que en América del Sur este proceso comenzo con la
entrada de A. mellifera mellifera y A mellifera ibérica a las que posteriormente se le sumoé A. mellifera
scutelata, subespecie de origen africano, que se introdujo en 1956 en Brasil (Kerr, 1967; Kerr, Del
Rio y Barrionuevo, 1982; WS Sheppard, 1989; WS Sheppard, Arias, Grech y Meixner, 1997; W. S.
Sheppard y Meixner, 2003).

La amplia distribucién llevada a cabo de forma natural y resultante de las importaciones combinada
con una baja habilidad migratoria condujeron a una elevada diferenciacion genética (Ruttner, 1988)
reflejado en las numerosas subespecies actualmente identificadas (M. D. Meixner y col., 2013;
Ruttner, 1992).

La taxonomia intra-especifica de las abejas estaba basada fundamentalmente en marcadores
morfométricos, los cuales se pueden subdividir en cuatro grupos principales: tamafio corporal,
patrones de coloracién, vascularizacion de las alas y caracteristicas de las pilosidades. Apoyado en
estos caracteres Ruttner en 1988 identificd cuatro linajes fundamentales de A. mellifera: linaje M
correspondiente al oeste de Europa y al noroeste del Mediterraneo, el linaje C que ocupa el sureste
de Europa y el este del Mediterraneo, el linaje O en el Oriente cercano y Asia Occidental y el linaje A
desde el continente africano). Sin embargo, el desarrollo de técnicas moleculares, que incluyen el
empleo de la variacion del ADN mitocondrial, y su aplicacién en estudios sobre la variacion intra-
especifica de A. mellifera mostraron la existencia tres principales linajes evolutivos (A, M, C) los
cuales actualmente son utilizados para reflejar la historia evolutiva de dicha especie (Garner y col.,
1998a; Garnery, Solignac, Celebrano y Cornuet, 1993). De modo que el modelo propuesto por
Ruttner de los cuatro linajes fue mayoritariamente rechazado.

El creciente empleo de marcadores mitocondriales y nucleares para el estudio de la diversidad
genética en las abejas de la miel, han desplazado poco a poco a los marcadores morfométricos,
particularmente en estudios de genética poblacional y en el establecimiento de relaciones
filogenéticas entre subespecies. Entre los marcadores nucleares empleados con esta finalidad se

encuentran las haloenzimas, los microsatélites y el polimorfismo de nucle6tidos simples
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MARCADORES MOLECULARES

Las haloenzimas como marcadores nucleares

El polimorfismo enzimético en abejas de la miel ha sido estudiado extensivamente en las Gltimas dos
décadas (I Kandemir y Kence, 1995) constituyendo el primer tipo de marcador molecular aplicado
para entender la diversidad genética de las abejas (G Badino, Celebrano y Manino, 1988a; Dedej,
Biasiolo y Piva, 1996; Garstide, 1980; | Kandemir y Kence, 1995; Lobo, Del Lama y Mestriner, 1989;
M. D. Meixner y col., 2010; Mestriner, 1969; Nunamaker y Wilson, 1981; WS Sheppard y Berlocher,
1984). Los estudios de haloenzimas han contribuido a la comprension de la discriminacion de
subespecies (De Jong y De Jong, 1983; M. D. Meixner y col., 2010; Nunamaker y Wilson, 1981;
Rinderer y col., 1993; WS Sheppard, 1989; Spencer y col., 1986), revelando la existencia de zonas
hibridas entre ellos (W. S. Sheppard y McPheron, 1986). También se han utilizado tanto para la
realizacion de observaciones a ciegas del comportamiento de las abejas (Robinson, Page Jr y
Fondrk, 1990; Robinson y Page, 1988) como para el estudio de la reproduccion de las obreras (Miller
lii y Ratnieks, 2001; Visscher, 1996).

Aunque los niveles de variacion genética detectados para las haloenzimas son pequefios, en
combinacién con datos morfométricos han sido adecuados para construir filogenias consistente de
diversas subespecies de A. mellifera (G Badino y col., 1988a; W. S. Sheppard, 1988) y para la
deteccion de diferencias genéticas entre las poblaciones comerciales y las naturales (Arias y
Sheppard, 1996; Schiff y Sheppard, 1995). Los datos aportados por estos marcadores han permitido
un mejor entendimiento del flujo de genes, la estructura poblacional (Guido Badino, Celebrano y
Manino, 1983; G Badino y col., 1988a; Del Lama, Lobo, Soares y Del Lama, 1990; M. Meixner,
Sheppard, Dietz y Krell, 1994; W. S. Sheppard y McPheron, 1986) y los efectos fundadores (Cornuet
y Fresnaye, 1979; WS Sheppard y col., 1988).

Dentro de estos marcadores se cuentan la enzima mdlica (ME), la esterasa (EST), la
fosfoglucomutasa (PGM), la hexoquinasa (HK), la fosfatasa alcalina (ALP), la malato deshidrogenasa
(MDH), la a-glicerol fosfato deshidrogenasa (a-GPDH), la alcohol deshidrogenasa (ADH), entre otros
tantos. Sin embargo el locus de la MDH es uno de los més polimoérficos y ha sido ampliamente
utilizado (Cornuet, 1982; Cornuet, Daoudi y Chevalet, 1986; Del Lama y col., 1990; Lobo y col.,
1989).

El polimorfismo haloenzimatico es un pardmetro que varia en dependencia de la distribucion
geografica de las subespecies en estudio, encontrdndose diferencias en las frecuencias alélicas
entre las poblaciones (De Jong y De Jong, 1983). Por ejemplo, se encontré que la ME presentaba
tres alelos distribuidos entre varias poblaciones europeas (WS Sheppard y Berlocher, 1984; W. S.

Sheppard y McPheron, 1986), sin embargo también fue reportado como no polimérfico en abejas
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provenientes de algunas poblaciones de Turquia (Irffan Kandemir, Kence y Kence, 2000) y
recientemente fue reportado que en diversas poblaciones de Apis mellifera provenientes de Polonia
esta haloenzima presentaba dos alelos (Figura 1) con diferentes valores de frecuencias alélicas (E.
Ivanova y col., 2012).

ME MDH
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Figura 1: Polimorfismo haloenzimatico de ME y MDH y sus correspondientes frecuencias
alélicas resultante de un estudio de diferentes poblaciones de Apis mellifera provenientes de
Polonia. Tomado de Ivanova 2012 (E. lvanovay col., 2012).

Por su parte en el locus MDH-1 han sido detectados cinco alelos en diferentes poblaciones de
Europa, Turkey, Brasil y Estados Unidos (De Jong y De Jong, 1983; E. N. Ivanova, Bienkowska y
Petrov, 2011; | Kandemir y Kence, 1995; Irfan Kandemir y col., 2000; M. Meixner y col., 1994; M. D.
Meixner y col., 2010); mientras que para diversas poblaciones provenientes de Polonia se reportd
solo la existencia de tres alelos de dicho locus con diferentes frecuencias alélicas (figura 1) (E.
Ivanova y col., 2012). Otro ejemplo del polimorfismo del locus MDH-1 es el estudio realizado por
Badino y colaboradores en Apis mellifera L, en el cual encontraron dos alelos que denominaron Mdh-
1-F y Mdh-1-S de acuerdo a su movilidad electroforética (Figura 2). En base a la movilidad relativa
esos alelos corresponden a Mdh-100 y Mdh-65 respectivamente (Guido Badino, Celebrano, Manino y
Ifantidis, 1988b). Debido a que sus frecuencias alélicas difieren mucho entre los diferentes linajes de
A. mellifera ha sido extensamente utilizado en los estudios sobre la propagacién de las abejas
meliferas africanizadas (Cornuet, 1982; Cornuet y col., 1986; Del Lama y col., 1990; Lobo y col.,
1989; M. D. Meixner y col., 2010).
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Figura 2: Patrones electroforéticos de MDH en Apis mellifera. A la izquierda se muestra la
direccion el campo eléctrico. Mdh-1-F (corresponde al alelo Mdh-1-que presenta una répida
movilidad electroforética) y Mdh-1-S (corresponde al alelo Mdh-1 que presenta una movilidad
electroforética lenta). FF: homocigoto del alelo Mdh-1-F, SS: homocigoto del alelo Mdh-1-S,
FS: heterocigoto. Tomado de Badino 1988 (Guido Badino y col., 1988b).

Sin embargo, existe evidencia de que la variacion de algunos de estos locus puede ser interpretado
como una consecuencia de la adaptacion fisiologica a diferentes climas y no tiene porque
necesariamente reflejar flujos genéticos. Cabe destacar ademas que dado que existen pocos loci
polimorficos en las abejas y no hay diferencias fijas entre subespecies, el empleo de loci enzimaticos
es més adecuado cuando se realiza un estudio a nivel poblacional.

El empleo de haloenzimas como herramienta genética en comparacion con los caracteres
morfométricos medibles establecidos, resulta en una técnica de mayor robustez para los andlisis de
diversidad y diferenciacion producto a que mediante las haloenzimas se pueden identificar
variaciones puntuales y discretas (mutaciones) mientras los caracteres morfométricos presentan una
variacion mas continua y que puede presentar superposiciones (Bouga, Harizanis, Kilias y Alahiotis,
2005; Coelho y Mitton, 1988). Un ejemplo de lo antes mencionado es el estudio realizado por Bouga
y colaboradores en el cual, demostraron que a través de analisis haloenzimaticos la subespecie A. m.
cypria era una subespecie pura de Chipre y diferente del resto de las subespecies en estudio
provenientes de Grecia; lo cual resulta en contraste con lo reportado por Rutther empleando
caracteres morfométricos (M. D. Meixner y col., 2010; Ruttner, 1988).

Los microsatélites como marcadores nucleares

Los microsatélites de DNA son un tipo de secuencias repetidas en tandem un ndmero variable de
veces (VNTR, de sus siglas en inglés Variable of TAndem Repeats). Entre ellos se encuentran las
repeticiones cortas en tandem (STR, de sus siglas en ingles short tAndem repeats) y las repeticiones

de secuencias simples (SSR, de sus siglas en inglés simple sequence repeats). De manera general
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los microsatélites son segmentos de ADN con un motivo de secuencia que va desde 1 a 6 bases,
repetidos de 4 a probablemente 100 o méas veces (Engel y Schultz, 1997). La variacién en el nUmero
de repeticiones posibilita la formacién de diferentes alelos.

Generalmente se encuentran en zonas no codificantes del ADN. Son neutros, co-dominantes y
poseen una alta tasa de mutacion, lo que los hace muy polimoérficos. A pesar de esto, la variabilidad
gue presentan resulta util y versétil para su uso como marcadores moleculares, particularmente para
determinar diferenciacion de la poblacion, procedentes de una tasa de mutacion alta (Levinson y
Gutman, 1987) durante la replicacion, por adicion o eliminacion de unidades de repeticion en
comparacion con los microsatélites originales.

Entre los insectos, las abejas y los abejorros fueron los primeros para los cuales se desarrollaron los
microsatélites de ADN (Arnaud Estoup, Garnery, Solighac y Cornuet, 1995; A Estoup, Presa, Krieg,
Vaiman y Guyomard, 1993) con la finalidad de determinar zonas de introgresion entre A. m. mellifera
y A. m. ligustica. Diversos estudios sobre la diferenciacién de A. mellifera en diferentes poblaciones
provenientes tanto de Africa como de Europa y Asia se han llevado a cabo empleando diferentes loci
de microsatélites siendo posible la deteccion en algunos casos de introgresion entre las poblaciones
analizadas (Arnaud Estoup y col., 1995; Garner y col., 1998b). La forma mas comudn para detectar
microsatélites es disefiar primers gue son Unicos a un locus del genoma y al par de base a cada lado
de la porcion repetida. De modo que un Unico par de primers funciona para cada individuo de la
especie y produce amplicones de diferente talla para cada uno de los alelos (figura 3). La
combinacién de dos o mas loci en un andlisis simultaneo empleando un PCR multiplex permite

alcanzar una mavor efectividad en el andlisis pues se reaistran Varios punto de mutacion a la vez.
a) Alelos

—
#1 —eeee CACACACACACACACACACACA:
—
#2  ————CACACACACACACACACACACACACA
—
#3 ————CACACACACACACACACACACACACACACA

Genotipos
b) 11 22 3/3 1/2 173 2/3

Figura 3: Esquema del andlisis electroforético de un locus de microsatelite. a) representacion
de un locus de microsatélite con un namero variable de repeticiones de la secuencia base-b)-
Gel de electroforesis del mismo locus de microsatélites: carril 1/1 individuo homocigo6tico del

alelo 1, carril 2/2 individuo homocigético del alelo 2, carril 3/3 individuo homocigético del alelo
7
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3, carril 1/2 individuo heterocig6tico con los alelos 1 y 2, carril 1/3 individuo heterocigotico
con los alelos 1y 3y carril 2/3 individuo heterocigotico con los alelos 2 y 3. Tomado de
genomics.cafs.ac.cn/ssrdb/index.php?do=about.

El analisis mediante loci de microsatélites de conjunto con andlisis de DNA mitocondrial permite un
andlisis mas complejo y detallado debido a que son dos tipos de marcadores independientes (Garner
y col., 1998a, 1998b). Un ejemplo de los antes mencionado es el estudio desarrollado por Franck y
colaboradores en el cual se demostré que las abejas ibéricas presentaban una influencia limitada de
Africa del Norte siendo una subespecie bastante pura (Franck, Garnery, Celebrano, Solignac y
Cornuet, 2000). Sin embargo los resultados de la filogenia basada en andlisis de ADN mitocondrial y
ADN nuclear no siempre son congruentes, lo cual se atribuye a que dichos marcadores presentan
modos diferentes de evolucién y de transmisién (Avise, 2012; Bouga y col., 2005; Moritz, Dowling y
Brown, 1987).

Los problemas vy las posibles dificultades con el uso de microsatélites competen esencialmente a la
homoplasia entre diferentes especies. En biologia molecular, se le denomina alelos homoplasicos u
homoplasticos a fragmentos que tienen el mismo tamafio pero no la misma secuencia de bases
(basandose en la metodologia de separacion por electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) de
los fragmentos generados por PCR). Sin embargo en PAGE bajo condiciones desnaturalizantes se
parte de la hipétesis de que fragmentos de igual tamafio tienen la misma secuencia es por esto, que
los alelos homoplasicos llevan a error en el sentido que pueden hacer pensar que dos fragmentos
son iguales cuando en realidad solo tienen en comun la longitud en pares de bases. En el andlisis
filogenético este fendmeno conduce a interpretaciones erroneas, haciendo a los organismos
homoplasicos parecer mas cercanos de lo que realmente son (Arnaud Estoup y col., 1995).

Estudios detallados demostraron que 7 alelos diferentes, tienen la misma longitud de microsatélites
en el locus A113 en ocho poblaciones (Viard, Franck, Dubois, Estoup y Jarne, 1998). Debido a que la
mayoria de los estudios sobre los microsatélites de ADN se limitan a la determinacion de la longitud
de cada alelo, entonces tiene lugar una subestimacion de la riqueza alélica. Esta es una advertencia
importante a tener en cuenta al interpretar los resultados de los estudios entre las poblaciones de
abejas pertenecientes a diferentes linajes.

Empleo de polimorfismo de nucle6tidos simples

El polimorfismo de un Gnico nucle6tido o de nucle6tidos simples (SNP), es una variacion en la
secuencia de ADN que afecta una sola base: Adenina (A), Timina (T), Citocina (C) o Guanina (G) de
una secuencia del genoma. Sin embargo, algunos autores consideran que los cambios de unos
pocos nucleétidos, como también pequefias inserciones y deleciones pueden ser consideradas como

SNP, donde el término Polimorfismo de nucleétido simple es mas adecuado. Una de estas
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variaciones debe darse al menos en un 1% de la poblacion para ser considerada como un SNP de lo
contrario es considerado entonces como una mutacion puntual.

Los SNP que se localizan dentro de una secuencia codificante pueden modificar o no la cadena de
aminoacidos que producen, llamandose SNP no-sindnimos cuando el cambio de base produce un
nuevo aminoéacido de naturaleza diferente al original, y SNP sinénimo (o mutacién silenciosa) cuando
el cambio de base produce un nuevo aminoacido de igual naturaleza.

Un método extendido para la deteccion de SNP es el andlisis del polimorfismo en la longitud de
fragmentos de restriccion (SNP-RFLP) el cual tiene como fundamento que si un alelo contiene un
punto de reconocimiento para una enzima de restriccion mientras que otro no, la digestion de los dos
alelos genera fragmentos de diferente longitudes. Si no existe este punto discriminatorio para la
enzima de restriccibn, a menudo puede introducirse mediante una reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR).

Debido a que los SNP no cambian mucho de una generacion a otra, es sencillo seguir su evolucion
en estudios de poblaciones. Ademas resultan muy Utiles en la identificacion de subespecies debido a
gue permite el empleo de métodos mas potentes y robustos que conducen a una identificacién mas
fiable y a una estimacion mas precisa de los niveles de introgresién.

Este marcador genético ha sido utilizado en estudios de africanizacion e introgresion entre las abejas
africanas y europea (Behura y col., 2006), del mismo modo que han sido empleadas en los estudios
de introgresion e identificacion genética de las abejas comerciales y nativas especialmente en los
paises europeos donde la actividad apicola, fundamentalmente el comercio de reinas, ha favorecido
la distribucion de subespecies de Apis mellifera (Mufioz y col., 2015). Estos marcadores también han
sido utiles en estudios de introgresion de abejas del linaje C en las abejas negras (Henriques y col.,
2012), en estudios de biogeografia y filogenia de abejas africanizadas y nativas, y para la realizacion
de un mapa genético basado en seleccion positiva de las abejas obreras teniendo en cuenta el alto
flujo de genes y el remplazamiento, del mismo modo que ha sido util en el entendimiento de los
origenes y las diversas migraciones de Apis mellifera.

El empleo de SNPs para la identificacion de las subespecies requiere tecnologias de alto rendimiento
y es necesario un ensayo de SNP (comercialmente disponible o desarrollado en el laboratorio), lo
cual resulta un inconveniente si se tiene en cuenta la cantidad de tiempo y el equipamiento de alta
tecnologia requerido para su desarrollo. Otra desventaja relacionada con este tema es que a
diferencia de los seres humanos y otros organismos modelo, sélo hay un ensayo de SNP comercial
disponible para las abejas de la miel el cual fue disefiado para la deteccion de la tolerancia a Varroa
en A. m. carnica por lo tanto su aplicacién en la identificacion de las subespecies no es apropiado

(Spotter, Gupta, Nurnberg, Reinsch y Bienefeld, 2012).
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Otros obstaculos de trabajar con miles de loci de SNP estan relacionados con el tamafio de los
conjuntos de datos, ya que requieren ordenadores mas potentes, sobre todo para los andlisis y el alto
costo de las técnicas empleadas en el genotipado.

Los microsatélites como marcadores nucleares

Los microsatélites de DNA son un tipo de secuencias repetidas en tdndem un numero variable de
veces (VNTR, de sus siglas en inglés Variable of Tandem Repeats). Entre ellos se encuentran las
repeticiones cortas en tindem (STR, de sus siglas en ingles short tAndem repeats) y las repeticiones
de secuencias simples (SSR, de sus siglas en inglés simple sequence repeats). De manera general
los microsatélites son segmentos de ADN con un motivo de secuencia que va desde 1 a 6 bases,
repetidos de 4 a probablemente 100 o méas veces (Engel y Schultz, 1997). La variacién en el nUmero
de repeticiones posibilita la formacion de diferentes alelos.

Generalmente se encuentran en zonas no codificantes del ADN. Son neutros, co-dominantes y
poseen una alta tasa de mutacion, lo que los hace muy polimoérficos. A pesar de esto, la variabilidad
gue presentan resulta util y versatil para su uso como marcadores moleculares, particularmente para
determinar diferenciacion de la poblacién, procedentes de una tasa de mutacion alta (Levinson y
Gutman, 1987) durante la replicacién, por adicion o eliminacién de unidades de repeticiébn en
comparacion con los microsatélites originales.

Entre los insectos, las abejas y los abejorros fueron los primeros para los cuales se desarrollaron los
microsatélites de ADN (Arnaud Estoup, Garnery, Solignac y Cornuet, 1995; A Estoup, Presa, Krieg,
Vaiman y Guyomard, 1993) con la finalidad de determinar zonas de introgresion entre A. m. mellifera
y A. m. ligustica. Diversos estudios sobre la diferenciacion de A. mellifera en diferentes poblaciones
provenientes tanto de Africa como de Europa y Asia se han llevado a cabo empleando diferentes loci
de microsatélites siendo posible la deteccion en algunos casos de introgresion entre las poblaciones
analizadas (Arnaud Estoup y col., 1995; Garner y col., 1998b). La forma més comun para detectar
microsatélites es disefiar primers que son Unicos a un locus del genoma y al par de base a cada lado
de la porcion repetida. De modo que un Unico par de primers funciona para cada individuo de la
especie y produce amplicones de diferente talla para cada uno de los alelos (figura 3). La
combinacion de dos o mas loci en un andlisis simultaneo empleando un PCR multiplex permite

alcanzar una mayor efectividad en el analisis pues se registran Varios punto de mutacion a la vez.
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#1 CACACACACACACACACACACA

&
—
#2 CACACACACACACACACACACACACA
&
—
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@
Genotipos

b) 11 22 3/3 1/2 3 2/3

Figura 3: Esquema del andlisis electroforético de un locus de microsatelite. a) representacion
de un locus de microsatélite con un namero variable de repeticiones de la secuencia base-b)-
Gel de electroforesis del mismo locus de microsatélites: carril 1/1 individuo homocigético del
alelo 1, carril 2/2 individuo homocigético del alelo 2, carril 3/3 individuo homocigético del alelo
3, carril 1/2 individuo heterocig6tico con los alelos 1y 2, carril 1/3 individuo heterocigoético
con los alelos 1y 3y carril 2/3 individuo heterocigo6tico con los alelos 2 y 3. Tomado de
genomics.cafs.ac.cn/ssrdb/index.php?do=about.

El analisis mediante loci de microsatélites de conjunto con andlisis de DNA mitocondrial permite un
analisis mas complejo y detallado debido a que son dos tipos de marcadores independientes (Garner
y col., 1998a, 1998b). Un ejemplo de los antes mencionado es el estudio desarrollado por Franck y
colaboradores en el cual se demostré que las abejas ibéricas presentaban una influencia limitada de
Africa del Norte siendo una subespecie bastante pura (Franck, Garnery, Celebrano, Solignac y
Cornuet, 2000). Sin embargo los resultados de la filogenia basada en analisis de ADN mitocondrial y
ADN nuclear no siempre son congruentes, lo cual se atribuye a que dichos marcadores presentan
modos diferentes de evolucion y de transmision (Avise, 2012; Bouga y col., 2005; Moritz, Dowling y
Brown, 1987).

Los problemas y las posibles dificultades con el uso de microsatélites competen esencialmente a la
homoplasia entre diferentes especies. En biologia molecular, se le denomina alelos homoplésicos u
homopléasticos a fragmentos que tienen el mismo tamafio pero no la misma secuencia de bases
(basandose en la metodologia de separacion por electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) de
los fragmentos generados por PCR). Sin embargo en PAGE bajo condiciones desnaturalizantes se
parte de la hipotesis de que fragmentos de igual tamafio tienen la misma secuencia es por esto, que
los alelos homoplasicos llevan a error en el sentido que pueden hacer pensar que dos fragmentos

son iguales cuando en realidad solo tienen en comudn la longitud en pares de bases. En el andlisis
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filogenético este fendmeno conduce a interpretaciones erréneas, haciendo a los organismos
homopléasicos parecer mas cercanos de lo que realmente son (Arnaud Estoup y col., 1995).

Estudios detallados demostraron que 7 alelos diferentes, tienen la misma longitud de microsatélites
en el locus A113 en ocho poblaciones (Viard, Franck, Dubois, Estoup y Jarne, 1998). Debido a que la
mayoria de los estudios sobre los microsatélites de ADN se limitan a la determinacion de la longitud
de cada alelo, entonces tiene lugar una subestimacion de la riqueza alélica. Esta es una advertencia
importante a tener en cuenta al interpretar los resultados de los estudios entre las poblaciones de
abejas pertenecientes a diferentes linajes.

Empleo de polimorfismo de nucleétidos simples

El polimorfismo de un Unico nucledtido o de nucle6tidos simples (SNP), es una variacion en la
secuencia de ADN que afecta una sola base: Adenina (A), Timina (T), Citocina (C) o Guanina (G) de
una secuencia del genoma. Sin embargo, algunos autores consideran que los cambios de unos
pocos nucleétidos, como también pequefias inserciones y deleciones pueden ser consideradas como
SNP, donde el término Polimorfismo de nucleétido simple es mas adecuado. Una de estas
variaciones debe darse al menos en un 1% de la poblacion para ser considerada como un SNP de lo
contrario es considerado entonces como una mutacion puntual.

Los SNP que se localizan dentro de una secuencia codificante pueden modificar o no la cadena de
aminodacidos que producen, llamandose SNP no-sinénimos cuando el cambio de base produce un
nuevo aminoacido de naturaleza diferente al original, y SNP sinénimo (o mutacion silenciosa) cuando
el cambio de base produce un nuevo aminoacido de igual naturaleza.

Un método extendido para la deteccion de SNP es el andlisis del polimorfismo en la longitud de
fragmentos de restriccion (SNP-RFLP) el cual tiene como fundamento que si un alelo contiene un
punto de reconocimiento para una enzima de restriccion mientras que otro no, la digestién de los dos
alelos genera fragmentos de diferente longitudes. Si no existe este punto discriminatorio para la
enzima de restriccion, a menudo puede introducirse mediante una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

Debido a que los SNP no cambian mucho de una generacién a otra, es sencillo seguir su evolucién
en estudios de poblaciones. Ademas resultan muy utiles en la identificacion de subespecies debido a
que permite el empleo de métodos mas potentes y robustos que conducen a una identificacion mas
fiable y a una estimacion més precisa de los niveles de introgresion.

Este marcador genético ha sido utilizado en estudios de africanizacion e introgresion entre las abejas
africanas y europea (Behura y col., 2006), del mismo modo que han sido empleadas en los estudios
de introgresion e identificacién genética de las abejas comerciales y nativas especialmente en los

paises europeos donde la actividad apicola, fundamentalmente el comercio de reinas, ha favorecido
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la distribucion de subespecies de Apis mellifera (Mufioz y col., 2015). Estos marcadores también han
sido utiles en estudios de introgresion de abejas del linaje C en las abejas negras (Henriques y col.,
2012), en estudios de biogeografia y filogenia de abejas africanizadas y nativas, y para la realizacion
de un mapa genético basado en seleccion positiva de las abejas obreras teniendo en cuenta el alto
flujo de genes y el reemplazamiento, del mismo modo que ha sido util en el entendimiento de los
origenes y las diversas migraciones de Apis mellifera.

El empleo de SNPs para la identificacion de las subespecies requiere tecnologias de alto rendimiento
y es necesario un ensayo de SNP (comercialmente disponible o desarrollado en el laboratorio), lo
cual resulta un inconveniente si se tiene en cuenta la cantidad de tiempo y el equipamiento de alta
tecnologia requerido para su desarrollo Otra desventaja relacionada con este tema es que a
diferencia de los seres humanos y otros organismos modelo, sélo hay un ensayo de SNP comercial
disponible para las abejas de la miel el cual fue disefiado para la deteccion de la tolerancia a Varroa
en A. m. carnica por lo tanto su aplicacién en la identificaciébn de las subespecies no es apropiado
(Spotter, Gupta, Nurnberg, Reinsch y Bienefeld, 2012).

Otros obstaculos de trabajar con miles de loci de SNP estan relacionados con el tamafio de los
conjuntos de datos, ya que requieren ordenadores mas potentes, sobre todo para los analisis y el alto

costo de las técnicas empleadas en el genotipado.

CONCLUSIONES

El uso de ADN nuclear brinda marcadores de gran utlidad para la realizacion de estudios
filogeograficos en A. mellifera. Si bien el polimorfismo de haloenzimas fue en un primer momento de
gran utilidad, sobre todo en combinacién con datos morfométricos, el reciente desarrollo de la técnica
ha dado lugar a su desplazamiento en favor de otros marcadores. El empleo de microsatélites se ha
convertido en una opcion excelente para estudios filogenéticos debido a que son secuencias no
codificantes, por lo que no estan sometidos a presiones evolutivas, y sobre todo debido a su alta tasa
de mutacion, lo que los hace muy polimoérficos. En el caso de las abejas se han empleado para
detectar procesos de africanizaciébn y eventos de introgresion entre poblaciones silvestres y
comerciales. Otro tipo de marcador nuclear, son los SNP que si bien constituyen una fuente muy
importante de informacion no son tan empleados debido al costo y complejidad de los estudios que

involucran estos marcadores.
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