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RESUMEN

El ADN mitocondrial de Apis mellifera fue estudiado en 105 colmenas colectadas de 7 zonas geograficas
colombianas asociadas a 14 departamentos. Se amplifico mediante PCR un fragmento de la region intergénica
ARNCt'** y de la citocromo oxidasa IT (COII), usando posteriormente la endonucleasa Dral. Tras la digestion con
la enzima Dral, se identificaron 13 haplotipos, 8 asociados al linaje africano A (con 90,5% del total para A1, A2,
A4, AS, A6, A8, A9 y A13), 4 al linaje europeo M (7,6%, M2, M4, M5 y M7) y 1 al C de Europa del Este (C1
con 1,9%). La presencia de los 8 haplotipos A diferentes para las abejas de Colombia, sugiere que ha habido
mas de un episodio de hibridacion, introgresion y expansion del fenomeno de africanizacion en el territorio
colombiano, aspecto que supone existan otros haplotipos en poblaciones no incluidas en el estudio. El gradiente
de distribucidn del linaje africano, esta representado principalmente por el haplotipo A1, desde la Costa Caribe
colombiana al centro del pais, donde se distinguen ademas los haplotipos A4 y A6. Los linajes europeos no se
ven representados de manera importante en la poblacion estudiada, por ello se demuestra que la actividad apicola
colombiana muestra una marcada dependencia de colonias africanizadas.
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Genetic variability in mitochondrial DNA of honeybee populations
of Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) in Colombia

ABSTRACT

The mitochondrial DNA of Apis mellifera, sampled in 105 beehives and 7 geographical zones associate to 14
localities in Colombia have been studied. A fragment of the intergenic region between the RNAt'* and the subunit
IT of the cytochrome oxidase gene was amplified by PCR and digested with the endonuclease Dral. Thirteen
haplotypes were identified: eight belonging to the African lineage A (90,5% for A1, A2, A4, AS, A6, A8, A9 and
A13), 4 to European lineage M (7,6% M2, M4, M5 and M7) and 1 to C (C1, 1,9%), of the east European lineage.
The presence of eight different A haplotipes, suggests the occurrence of more than one episode of hybridization,
introgression and expansion of the africanized phenoma which suggests the presence of other haplotypes in
other populations not included in the study. The gradient of distribution of African lineage is represented by the
A1 haplotype, to the center of the country from the Caribbean coast with A4 and A6 haplotypes. The european
lineages, are not represented significantly on the population studied. Colombia beekeeping activities depend on
the africanized honeybee.
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INTRODUCCION

En Colombia se distinguen diferentes razas de
abejas que fueron introducidas desde Europa, su
aparicion es concomitante con el descubrimiento
de América y la actividad en el periodo de Ia
colonizacion con presencia de A. mellifera en
Norte América 1622, Cuba 1763, Brasil y Chile
1839, Salamanca, (2005). La comunidad salesiana
a comienzos de los afios 1900, marco para el pais
el inicio de la apicultura técnica. En ese periodo se
importaron abejas Italianas, Caucasianas y Carniolas;
en los afios 30's las explotaciones eran rusticas y fue
fortalecida la importacion de reinas como politica
nacional, en procura de incentivar el sector. Esto se
logro entre 1940 a 1960, con la participacion de la
comunidad la sallista y jesuita, que propiciaron las
condiciones para la expansion del conocimiento
entorno al manejo de las abejas a nivel rural. Desde
el punto de vista productivo las razas de abejas de
mayor interés a nivel mundial, se han centrado en
A. mellifera mellifera L. 1758, A. mellifera Ligtstica
Spinola, 1806, A. mellifera Carnica Pollmann, 1879
y A. mellifera Caucasica Gorb, 1758. Ruttner (1988);
Roubik, (1991); Heras (1994); Sheppard et al. (1997).

La geografia colombiana estd enmarcada sobre
un area de 1’141.748 km?, que comprende tierras
emergidas y continentales. La circulacion atmosférica
es dependiente del sistema de confluencia intertropical
(ZCIT), Osorio, et al. (2002). Las condiciones
climaticas predominantes y la topografia del terreno,
hacen que la actividad apicola sea considerada bajo el
criterio de cotas altitudinales, mas que zonificaciones
politicas. Los pisos térmicos de interés para el
sistema apicola corresponden a las zonas fria, (2.000
m.s.n.m.), templada (1.000 m.s.n.m.) y caliente (0 a
900 m.s.n.m.), donde actualmente se encuentran
instaladas colmenas para el beneficio y cosecha de
miel y polen, Kent (1976); Franky, (2008); Salamanca
et al. (2008). A finales de los 70’s, Colombia recibid
el impacto del proceso de africanizacion, generado en
Brasil 20 afios atras, después de la expansion de A.
mellifera scutellata (antes adansonii), con los trabajos
de Kerr en 1956. Fallas en la manipulacion de reinas
africanas importadas desencadenaron la fuga de
26 enjambres en 1957, que sin control colonizaron
Venezuela, Colombia y Panama, Fisher (1985); a su
paso, A. mellifera scutellata se apoder6 de los hébitats,
ocupados hasta entonces, por las abejas europeas,
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Kerr, (1970; 1991); Kerr et al. (1974); Nuaifiez (2000),
cruzandose con ellas o eliminandolas, Castano,
et al. (1979). El fortalecimiento de la actividad apicola
en Colombia, antes del proceso de africanizacion

obedecio a las politicas del Estado y la Federacion de
Cafeteros, Cornejo (1978, 1993).

En el mundo, los estudios sobre dispersion
geograficade lasrazas de abejas, se han fundamentado
en valoraciones morfométricas, permitiendo su
clasificacion e identificacion, Ruttner (1988); Daly y
Balling (1978); Molina (1979); Diaz (1981); Malaspina
(1982), Dinitz- Filho y Malaspina (1995) y Dinitz-
Filho (1995). Existen cerca de 50 caracteres que
permiten la diferenciacion de razas, segun su grado
de complejidad. Los trabajos sobre africanizacion en
Colombia, han sido realizados por Amaya y Roldan
(1983); Morales (1995); Mantilla (1997); Salamanca,
et al. (1998), quienes usaron criterios morfométricos
y técnicas de andlisis discriminante en la clasificacion
y diferenciaciéon de abejas hibridas europeas y
africanizadas. Con el advenimiento y desarrollo de
la Biologia Molecular, el analisis de restriccion de
fragmentos (RFLP’s) y microsatélites, en las que se
usa la amplificacion de ADN mediante reacciones
en cadena de la polimerasa (PCR), facilitando los
estudios sobre filogenia y evolucion que han sido
aplicados a diferentes especies y particularmente
utiles en la dispersion de las abejas e identificacion de
razas, De la Rua ef al. (1998); Canovas et al. (2008).

La caracterizacion molecular basada en ADN
mitocondrial (ADNm), se ha convertido en una
técnica ampliamente utilizada para el estudio de la
diferenciacion de subespecies y razas de abejas de los
géneros A.s mellifera L. y Melliponinae entre otros,
Smith (1991); Garnery et al. (1992; 1993; 1995); De la
Rua et al. (1999, 2002); Canovas, et al. (2002; 2008);
Del Lama, et al. (2004); Prada et al. (2005); Collet,
et al. (2006). El ADNm de Apis mellifera, es de
estructura circular, de herencia materna y ha sido
usada en la diferenciacion y caracterizacion de reinas
de distintas colonias y razas; al evaluar la estructura
molecular del ADNm de la progenie, se logra establecer
un marcador genético de referencia a través del cual
se puede indagar sobre el origen de una colonia, De
la Rua et al. (2001). Actualmente se han identificado
para el caso de las abejas A. mellifera 5 linajes
evolutivos, 1 de ellos (A) que incluye las subespecies
africanas adansonii, unicolor, capensis, monticola y
scutellata, entre otras; el (M), constituido por razas
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de Europa Occidental, incorporando A. mellifera
mellifera, ibérica, sahariensis, major e intermissa; el
(C), conformado por abejas de Europa del Este, entre
ellas A. m. ligustica, carnica, macedonica, cecropia'y
sicula; el linaje (O), que comprende las subespecies de
Oriente Proximo, con A. mellifera meda, anatoliaca,
syriaca, cipria y adami; el linaje (Y) que incluye a la
subespecie A. m. yemenitica de Etiopia, Franck et al.
(2000; 2001); Hernandez (2002).

Cada uno de lo grupos descritos anteriormente,
presentan estructura caracteristica en la secuencia de
diferentes regiones de su ADNm, entre los genes del
ARNt"y de la citocromo oxidasa IT (COII), seccion
para la cual se ha observado en el linaje M una diana
de la endonucleasa Hincll que no se encuentra en el
linaje A, Hall y Smith (1991), Franck et al. (2001).
Los estudios genéticos en poblaciones de abejas, han
demostrado la dominancia de los genes africanos en
las abejas hibridas establecidas en areas tropicales
y subtropicales del Centro, Norte y Sur América;
Crozier et al. (1989); Hall y Muralidharan (1989); Del
Lama, ef al. (1990); Roubick, (1991); Rinderer et al.
(1993); Burgett et al. (1995); Sheppard et al. (1999);
Lobo (2000); Quezada-Euan, (2000); DeGrandi-
Hoffman, (2001); Scott et al. (2004); Quezada-Euan
et al. (2003), evidenciaron la presencia de zonas
comunes con incidencia de genes africanizados. La
dominancia de los hibridos de abejas, son el resultado
de una superioridad competitiva frente al habitat
de tropico. El presente estudio, tiene como objetivo
caracterizar poblaciones de abejas de Apis mellifera,
distribuidas en las principales regiones naturales
colombianas usando técnicas moleculares de analisis
para identificar la variabilidad del ADNm.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se colectaron entre 20 y 30 abejas operarias
de los cuadros interiores de 105 colmenas de
abejas 4. mellifera de instalaciones productivas
correspondientes a las zonas biogeograficas de los
departamentos de Antioquia: (Fredonia); Bolivar:
(Carmen de Bolivar); Boyaca: (Cerinza, Nobsa, Paz
del Rio, Socha, Tutasd, y Tibasosa); Caldas: (La
Dorada); Cauca (Cajibio, Caloto, Inza, Piendamo);
Cesar: (Valledupar, Aguas blancas), Cundinamarca
(La Calera); Huila: (Pitalito, Timana); Narifio:
(Buesaco); Santander del Sur: (Oiba); Tolima:
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(Anzoategui, Cajamarca, Chaparral, Cunday, Ibagué-
Salado, La Herrera, Mariquita y Venadillo) y Valle
del Cauca: (Caicedonia). Cada muestra fue preservada
usando etanoles absolutos y almacenados a -20°C
hasta su procesado y analisis, en el laboratorio del
Departamento de Zoologia y Antropologia Fisica
de la Universidad de Murcia. La relacion de muestras
y su origen se recoge en el Cuadro 1.

Extraccion de ADN

El ADN se obtuvo siguiendo la metodologia de
extraccion con Chelex; se diseccionaron los musculos
toracicos de las obreras y se dejaron secar por media
hora en una estufa a 37°C. La extraccion se realizd
segin protocolo descrito por Walsh et al. (1991),
con ligeras modificaciones. De la solucion final del
protocolo se tomo 1ul de ADN para la reaccion de
amplificacion por PCR.

Amplificacion por PCR y analisis de restriccion

El analisis de ADN se llevdo a cabo en un
termociclador Perkin Elmer Cetus 480, segun el
método descrito por Garnery et al. (1993) para
amplificar la region intergénica ARNt**-COIl,
utilizando los cebadores: E2 (5-GGC AGA ATA
AGT GCA TTG-3’) y H2 (5-CAA TAT CAT TGA
TGA CC-3’). Se utilizaron PCR beads de Pharmacia
aun volumen final de 25 ml con una concentracion 0,16
mM de cada cebador. Los programas de amplificacion
consistieron en: desnaturalizacion a 96°C durante
5 min, 35 ciclos de 1 min con una temperatura
de anillado de 53°C para la region intergénica
ARNt®-COII, con extension a 72°C durante 1 min
y desnaturalizacion de 45 seg a 96°C y por ultimo
10mindeextensiona72°C. Los productosamplificados
se examinaron en gel de agarosa (Nusive, al 5%
en tampon TBE 1X). Una alicuota de 10 ul del
producto de amplificacion por PCR, fue digestado con
5 unidades de la enzima Dra/ a 37°C y por 4-12 horas,
tefiidas con bromuro de etidio y visualizados con
luz ultravioleta. Se empled la enzima de restriccion
con capacidad de diagnostico: Dral, especifica para
la region intergénica ARNt"-COII, Garnery et al.
(1993).

Analisis estadistico

Para establecer las diferencias de la distribucion de
haplotipos y linajes predominantes en la poblacion de
abejas estudiadas, se realiz6 una prueba de ANOVA,
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usando el paquete estadistico Statgraphics centurion
XV.

RESULTADOS Y DISCUSION

La estructura genética del ADNm, secuenciada
por Crozier y Crozier (1993), presenta un tamafo
aproximado de 16.343 pb, se ha considerado como
marcador filogenético. La region intergénica sobre
la cual fue realizado el estudio, esta comprendida
entre ARNt'*" y COII, la digestion y amplificacion del
ADN con Dra/ (Figura 1), luego de la electroforesis
en gel de agarosa, revela secuencias P, Po y P1 (51
a 68pb) vy Q (192 a 196 pb) descritos por Cornuet
et al. (1991); Garnery, et al. (1993); Collet, et al.
(2006), en consecuencia, la region intergénica se
caracteriza por la variabilidad en tamafio y depende

del nimero de copias de la secuencia Q, ademas de la
seleccion completa o parcial de las secuencias tipo P,
Hernandez, (2002), que para el caso de la poblacion
estudiada de abejas colombianas, se menciona en
el Cuadro 1, cuyo patrén es analogo a las descritas
por Lobo (2000) y consideradas en los trabajos de
De la Rua et al. (2003). En la Figura 2 se ilustran los
patrones de restriccion de algunos haplotipos Al, A2,
A4, A6, M4, M5 y Cl.

En el Cuadro 2, se relaciona la distribucion de
haplotipos de ADNm de las poblaciones de abejas
de las localidades consideradas en el estudio,
obtenidos mediante test con Dral, Garnery et al.
(1993). El haplotipo con mayor predominancia es el
Al (50,0%), presente en el centro del pais (Boyaca,
Caldas, Cundinamarca y Tolima), seguido de A6 y

PoQ: 47;108;483

PoQQ: 47;108;676

PoQ: 47:;108;193;483

PoQQ: 47;82;109;193;483

PoQQ: 47;108;193:64;420

PoQ: 47;591

PoQQ: 47,784

PoQQ: 47;301:483

O e — Q:41:47:65;420
1 5
e PQ: 47,95;487
e —— PQQ: 142;652,131;422
5 6 5 6

e T —— PQQ: 142;65%,116;422
r.|7=-d°°“” PQQ: 142;65,95;131;422
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e BN . ]
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“Los exponentes indican el niimero de fragmentos de resticcion de igual tarmshio

Figura 1. Mapas de restriccion (izquierda) y Longitud de los fragmentos de restriccion en pares de bases (derecha) de los haplotipos

de abejas colombianas (segiin Garnery, et al., 1993; C
numeros sobre las barras indican los puntos de corte de

ollet, et al., 2006). d, indica deleccioén en secuencia Po y Q. Los
la endonucleasa Dral.
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Cuadro 1. Tamafio y composicion de los productos amplificados por PCR y fragmentos
de la region intergénica RNAt'"-COII en poblaciones de abejas colombianas.

Fragmentos amplificados Composicion ~ Tamafio de las restricciones

con (Pares de bases) de las secuencias (Pares de bases) Haplotipos
638 PoQ 47, 108; 483 Al
831 PoQQ 47, 108; 676 A2
831 PoQQ 47, 108; 193; 483 A4
941 PoQQ 47, 82; 109; 193; 483 A5
832 PoQQ 47, 108; 193; 64; 420 A6
638 PoQ 47,591 A8
831 PoQQ 47,784 A9
831 PoQQ 47,301; 483 Al3
573 Q 41; 47; 65,420 Cl
629 PQ 47, 95; 487 M2
825 PQQ 142; 65%; 131; 422 M4
810 PQQ 142; 65%; 116; 422 M5
825 PQQ 47, 65,95; 131; 422 M7

Los exponentes indican el nimero de fragmentos de restriccion de igual tamafio.

Figura 2. Patrones de restriccion de la region Intergénica ARNt®-COII del ADNm de muestras de abejas colombianas, en gel de Agarosa
5%, tefiido con bromuro de etidio. Se observan los haplotipos Al, A2, A4 y A6 (canaleta 4, 3,2y 5),MdyMSyCl. Ala
izquierda, se relaciona el marcador de tamafio molecular de 100 pb.
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Cuadro 2. Distribucion de haplotipos de ADN identificados en muestras de abejas colombianas mediante

el test de Dral. Garnery et al. (1993).

Zona Departamento ' Al A2 A4 A5 A6 A8 A9 Al13 Cl M2 M4 MS M7
Muestras

Boyaca 17 mw - 4 - 2 - - - - - 1 - -

Caldas 1 1 - - - - - - - - - - - -
Centro ]

Cundinamarca 17 g8 - - - 3 - - - 2 1 1 1

Tolima 25 8 3 2 - 6 3 - 1 - - 2 - -
Noroccidente ~ Antioquia 5 4 - 1 - - - - - - - - o
Nororiente Santander 1 - - - - a - - - - 1

Bolivar 10 1 1 2 1 1 1 1 2 - - - - -
Norte

César 6 4 - - 1 - - - - - - - -

. Casanare 1 1 - - - - - - - - - - _ -

Oriente

Meta 5 3 - 1 - 1 - - - - - - - -
Sur Huila 3 2 - - - 1 - - - - - - - _

Cauca 11 8 - 1 - 1 - 1 - - - - - -
Suroccidente  Narifio 2 2 - - - - - - - - - _ - -

Valle 1 - - - - 1 - - - - - - - -
Totales 105 52 4 12 1 17 4 2 3 2 1 4 1 2

A4, con 16,2 y 11,0% respectivamente. Los haplotipos
M y C, estan débilmente representados; las abejas
colombianas de la Costa Norte (Bolivar y Cesar) y las
otras localidades incluidas en el estudio, indican que
estas poblaciones presentan en su estructura genética
los haplotipos ya definidos por Estoup, et al. (1995).

El analisis de varianza para la distribucion
de haplotipos observados de los departamentos
considerados en el estudio, revela diferencias
estadisticamente  significativas  (Pv:  0,0124,
Cuadro 3). Entre tanto en la comparacion de haplotipos
y linajes mitocondriales, no se observan diferencias
significativas (Pv: 0,2293, datos no mostrados),
indicando alta incidencia de linajes africanos.

La frecuencia de haplotipos observada en la costa
Caribe colombiana corresponde a los haplotipos Al,
A4, A6 y Al13, (75%), con un 25% distribuido entre
A2, A5, A8 y A9. Este mismo comportamiento, se
presenta para el Noroccidente con Al (80%) y A4
(20%). Es importante indicar que entre estas 2 zonas,
dadas las condiciones climaticas y de oferta floral,
existe una alta actividad trashumante, que contribuye
a la dispersion de los haplotipos Al y A4. La zona
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de los Llanos (Casanare y Meta), afectada de manera
importante por el proceso de introgresion de las
abejas africanizadas en la década de los 80's, revela
dominancia de genes de los haplotipos Al (66%), A4
y A6 (34% en total). La mayor variabilidad y grado de
entrecruzamiento se ha encontrado en la estructura
apicola de la zona Centro (Caldas, Cundinamarca,
Boyaca y Tolima). El patron dominante es Al
(45%), A6 (18%) v A4 (10%), ademas de abejas con
haplotipos A2, A13 y A8 (11,6%), que alternan con
abejas de linajes C y M (15%); la estructura genética
en abejas del sur y suroccidente del pais, igualmente
presenta linaje predominantes africanos Al (70,6%),
A6 (17,6%), A4 y A9 (11,8%). Esta variabilidad se
puede explicar si se tienen en cuenta las practicas
comerciales e intercambio de material genético
entre los apicultores, quienes desarrollan su sistema
productivo importando abejas reinas de otras regiones
o capturando enjambres silvestres. La dispersion y
grado de entrecruzamiento de la poblacion analizada,
presenta patrones similares a los estudiados por
Collet, et al. (2006), para poblaciones de abejas de
Brasil y Uruguay con mayor frecuencia para Al al
norte y sur de Brasil. Los resultados observados
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Cuadro 3. Resultados del analisis de varianza para la distribucion de haplotipos
de abejas colombianas por departamento.

de ljfzfizltceién de c?lzzlnrzdos Clrlr?:;?:sos Razon -FValor - P
Entre grupos 218,702 13 16,8232 2,27 0,0124
Intra grupos 675,831 91 7,42672
Total 894,533 104

explican el comportamiento en la distribucién
altitudinal reportado por Salamanca et al. (2005), en
su estudio morfométrico de abejas colombianas.

CONCLUSIONES

En el estudio del ADN mitocondrial de abejas
de Apis mellifera colombianas, se ha encontrado
una dominancia de haplotipos Africanos A (Al,
A2, A4, AS, A6, A8, A9 y Al3). De los 13 linajes
identificados, 8 pertenecen a (A), 4 al Europeo M
(M2, M4, M5 y M7) y 1 al Europeo del Este C (C1),
que en términos porcentuales correspondid al 90,5;
7,6 vy 1,9%, respectivamente. La dominancia del
haplotipo Africano (A), sugiere mas de un episodio de
hibridacion, introgresion y expansion del fenomeno
de africanizaciéon en el territorio colombiano. El
gradiente de distribucion del linaje africano, fue
representado principalmente por el haplotipo Al,
(Costa Caribe Colombiana). Al Centro se evidencian
los haplotipos A4 y A6, que enmarcaron a grupos
de abejas con alguna dominancia. Los linajes
europeos, no representan dominancia y no se vieron
representados respecto de la poblacion estudiada. Es
necesario estimar el efecto de la composicion genética
de las poblaciones de abejas, ya, que la actividad
apicola en Colombia esta por desarrollarse y demanda
el estudio e implementacion de procedimientos de
seleccion de material bioldgico para el fortalecimiento
de la produccion y el aprovechamiento de los recursos
naturales por parte de los apicultores conforme a las
politicas del Estado y de las cadenas productivas.
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