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INTRODUCCION

Fundamentos:

La actividad apicola en Argen-
tina se viene desarrollando desde
principios del siglo pasado y se ha
ido incrementando hasta situar a
nuestro pais como uno de los prin-
cipales productores y exportadores
de miel del mundo, siendo enla ac-
tualidad el 95% de su produccion
total vendida en el exterior.

La provincia de Buenos Aires,
segun los tltimos registros de Pro-
ductores Apicolas y desde siem-
pre, representa aproximadamente
un 65% de la apicultura argentina
en numero de colmenas y produc-
¢ion de miel.

Las poblaciones existentes de
abejas destinadas a la produccion
provienen principalmente de sub-
especies de origen europeo, ade-
mas de otra raza originaria de Affi-
ca, en curso de expansion desde
Brasil, primeramente a la region
norte del pais pero actualmente dis-
persa en otras zonas productivas.

Actualmente entre las necesi-
dades del productor resulta de
especial interés, contar con pla-
nes adecuados de seleccion y
mejoramiento de lineas mejor
adaptadas a las condiciones de
la flora y la resistencia a enfer-

medades, sustentados en el es-
tudio de las poblaciones locales
de abejas mediante la caracteri-
zacion molecular, con el fin de
identificar y preservar las razas o
lineas méas aptas para cada region.

Antecedentes:

La situacion general nos in-
dica que los apicultores argen-
tinos tradicionalmente se basan
en el aspecto externo de las abe-
jas para delimitar las mas aptas
en la produccion. Los estudios
cientificos que se han ocupado
de la identificacién de las sub-
especies de Apis mellifera y los
procesos de hibridacion, me-
diante taxonomia convencional
SON muy escasos, parciales y se
remontan a varios afios (por. e).:
De Santis et al., 1983). Sin em-
bargo, el estudio de la morfolo-
gia externa no es suficiente para
caracterizar a las poblaciones, y
es necesario recurrir a los ca-
racteres moleculares como el
ADN mitocondrial, que ya han
demostrado su eficacia para tal
finalidad (De La Ria et al. 1998,
1999, 2000, 2001, 2002). Para
nuestro pais Jos autores de este
estudio ya se han referido a la
importancia en un estudio preli-
minar (Galian et, al., 2001).

El ADN mitocondrial es una
pequefia molécula que se hereda
por via materna y es util en el
estudio de los linajes de Apis
mellifera, ya que el analisis de una
abeja obrera nos permite carac-
terizar a la reina. Esta molécula
se ha utilizado extensivamente en
el estudio de Apis mellifera en los
ultimos 10 afios y ha permitido
conocer el origen y parentesco
entre las subespecies y razas, asi
como el analisis de la variabili-
dad poblacional. La disponibili-
dad de la secuencia completa del
ADN mitocondrial de la abeja,
permite determinar las fuentes de
variabilidad que existen en el pe-
quefio cromosoma circular mito-
condrial. En particular la varia-
bilidad de 1a secuencia del espa-
ciador intergénico situado entre
los genes del tARNleu vy la cito-
cromo oxidasa II (COII) se ha
mostrado de gran utilidad a la
hora de definir los linajes de Apis
mellifera y determinar los distin-
tos haplotipos (o combinacion de
genes) de cada uno de cllos.

Todos estos enfoques permiten
detectar una cantidad elevada de
variabilidad genética, habiéndose
convertido en técnicas rutinarias
para el estudio de las poblaciones.
La variabilidad detectada es ana-
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lizada mediante programas estadis-
ticos, resultando muy ventajoso a
la hora de evaluar el efecto que han
tenido procesos como el aislamien-~
to y laimportacidn de poblaciones
sobre la diversidad genética de las
poblaciones de abeja doméstica.

Obijetivo del Estudio:

Hacer una caracterizacion mo-
lecular fina de las poblaciones de
abejas de la Provincia de Buenos
Aires, facilitando el reconocimien-
to de los hibridos, utilizados en la
produccion apicola y del material
vivo que se exporta.

Metas Propuestas:

- Determinar la estructura ge-
nética (haplotipos) de las poblacio-
nes de abejas meliferas utilizadas
en las distintas regiones apicolas de
la provincia de Buenos Aires, me-
diante métodos biotecnologicos.-

- Realizar un estudio de la va-
riabilidad genética de estas pobla-
ciones utilizando marcadores mo-
leculares mitocondriales mediante
el test de la Dra I, en 300 colme-
nas de 150 establecimientos pro-
ductores, ubicadas en 71 partidos
dela provincia de Buenos Aires.-

- Evaluar la existencia del pro-
ceso conocido como africanizacion
de las poblaciones locales. -

- Determinar los linajes de abe-
jas que han contribuido a la crea-
cion de laraza hibrida argentina de-
bido a las importaciones recientes
y en tiempos historicos de abejas
de distintas procedencias.-

- Analizar los principales apia-
rios productores de reinas, obte-
niéndose un mapa detallado de los
mismos.-

METODOLOGIA
EMPLEADA

1. Tareas de Campo
1.1 Area muestreada:

Para la realizacion del presente
estudio se recorrieron 150 Esta-
blecimientos Apicolas, localizados
en 71 partidos de la provincia de
Buenos Aires. La provincia se di-
vidid en cinco zonas de acuerdo al
tipo de producciény a las carac-
teristicas migratorias, genéticas y fi-
siograficas de cadauna de ellas.-
Zona A: Existe una importante mi-
gracion de colmenas en busca prin-
cipalmente de la floracién tempra-
na de citricos y a fin de temporada
la floracion de eucaliptus. Esta mi-
gracion se establece en su mayoria
al Este de la provincia de Entre
Rios.-

Zona B: Se caracteriza porque los

productores de esta zona realizan
migractones dentro y fuera de la
provincia de Buenos Aires. Desde
esta hay incorporacion de colme-
nas a todo el Delta en busca de un
desarrollo poblacional temprano
por suinfluencia.-

Zona C: Las colmenas desde esta
zona migran hacia las provincias de
Cordoba, SanLuis y Tucuman, en-
tre otras. La finalidad de estos api-
cultores es un desarrollo muy tem-
prano de las colonias con el fin de
producir nuevas unidades de pro-
duccion. Estas provincias son par-
te de una importante incorporacion
de material vivo al inicio de la tem-
porada en la provincia de Buenos
Aires.-

Zona D: Esta es otra importante
zona de migracion de productores
apicolas a la polinizacion de frutales
al Valle de Rio Negro con el objeti-
vo principal de producir un rapido
desarrollo y multiplicacion de sus
colonias. Incorporandose estas nue-
vas colonias a esta zona a principio
de temporada (Diciembre).-

Zona E: Laregion Sudeste esuna
zona que tiene menor influencia de
incorporacion de matenal genéti-
co de otras provincias. Existen mi-
graciones menores principalmente,
haciala zona A -



1.2 Tareas previas de re-
visidn y seleccion de esta-
blecimientos apicolas:

- Se procedi6 a una revision mi-
nuciosa de los diferentes estable-
cimientos productores registrados

Ibicacion de los establecimientos muestreados

para la provincia de Buenos Aires,
utilizando para ello la base de da-
tos proveniente de la Asociacion
Cooveradora Cabafia Apiario
“PedroJ. Bover” y que consta de
untotal de 1300 registros, €l 65%
de los cuales pertenece a la pro-

vincia de Buenos Aires. Para esta
labor se conté con el apoyo de
personal técnico de dicha institu-
cion afectada al proyecto.-

- Esta tarea se complementd
con reuniones, entrevistas o
comunicaciones personales con fa



finalidad de detectar, para cada
region, aquellos establecimientos
cuyas capacidades técnicas fueran
las mas adecuvadas para la reali-
zacion de los estudios genéticos.
Entre estas caracteristicas se resaltd
la migracion de colmenas, incor-
poracion de material vivo, ubicacion
y cantidad de colmenas, y sistema
de produccion.-

- Como resultado del trabajo
realizado se pudo elaborar un lis-
tado de productores para cada una
de las zonas apicolas, que por sus
caracteristicas, fueron elegidas
para la realizacion de los mues-
treos. Este listado previo incluyd a
233 productores que dieron su
conformidad para colaborar con el
proyecto. Durante las tareas a
campo se realizo una segunda se-
leccion, descartando aquellos es-
tablecimientos que no reunian las
caracteristicas apuntadas o la in-
corporacion de aquellos que se
consideraron “in situ” de sumo in-
terés. El listado definitivo incluy6
150 establecimientos apicolas, 30
por cada una de las cinco zonas
apicolas.-

1.3 Muestreos

Se recogieron un total de 300
muestras, seleccionadas de dos
colmenas de los 150 Apiarios vi-
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sitados, que representan un total
de 154,371 colmenas. El muestreo
de cada colmena se realizo alea-
toriamente, recogiendo de entre 20
a 30 abejas obreras del interior de
las mismas, fueron fijadas en eta-
nol puro utilizando envases espe-
ciales de plastico alto impacto, de-
bidamente rotulados. Se confec-
ciono en cada caso, una ficha es-
pecialmente disefiada con el fin de
registrar los datos de interés para
el estudio, surgidos de la entrevis-
ta y la evaluacidn visual de cada
establecimiento.

La tarea se completé en el la-
boratorio donde se procedié a una
seleccidén macro y microscopica de
los muestreos, obteniéndose el lote
definitivo de ejemplares que fue-
ron seleccionados para el estudio
molecular, y un lote testigo que se
reservo para comparacion, o ulte-
riores estudios. En el laboratorio
se conservaron a 20°C hasta su
procesamiento.

2. Andlisis Molecular

El analisis molecular de las
muestras fue realizada por contra-
tacion de servicios en el Area de
Biologia Animal, Departamento de
Zoologia y Antropologia Fisica de
la Universidad de Murcia, Espafia
por los siguientes profesionales. Dr.
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José Galian, Dra. Pilar De la Rua
y D Obdulia Sanchez.

Los métodos de este estudio se
basan principalmente en el uso de
un marcador molecular el ADN
mitocondrial (ADNmt) de las abe-
jas. Esta molécula de ADN esta
en cada célula de las abejas den-
tro de pequefios organulos que
participan en el metabolismo celu-
lar; 1as mitocondrias. Al contrario
que el ADN nuclear (encontrado
en el nicleo de cada célula) la
transmision del ADNmt es exclu-
sivamente maternal. Este hecho
hace que el tipo mitocondrial sea
transmitido de reina a reina duran-
te las sucestvas generaciones y que
el conjunto de obreras y zanganos
nacidos de estas reinas tengan la
misma molécula. Este tipo de trans-
mision hace a esta molécula un
marcador de la colonia.

Para estos analists se siguie-
ron Jos protocolos habituales en
este tipo de estudios (Walsh et
al. 1991, Garnery et al. 1993).
Posterior a la purificacion del
ADN se hicieron copias del frag-
mento del ADN mitocondrial que
permite caracterizar los linajes
de Apis mellifera. La amplifica-
cion de este fragmento se realizd
mediante la técnica de la reac-
cién en cadena de la polimerasa
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(abreviada como PCR, de sus
siglas en inglés).

Tras realizar la copia de los
fragmentos se realizo una electro-
foresis para separarlos por tama-
fio. Una vez comprobado éste, se
realizd una digestion de los frag-
mentos mediante una enzima de
restriccion (tijera molecular) DraI
que permite cortar el fragmento por
lugares especificos. Tras la diges-
tion se realizo otra electroforesis
de manera que se obtiene un pa-
tron de bandas mediante el cual se

caracterizan los marcadores mo-
leculares, llamados haplotipos (ti~
pos de ADN mitocondrial), y en
consecuencia el linaje al que per-
tenecen.

RESULTADOS

1- Lineas evolutivas o
Linajes detectados:

En el presente estudio se ha en-
contrado ADN mitocondrial per-
teneciente a tres linajes o lineas
evolutivas distintas, producidas
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por las mutaciones mas significati-
vas (mas antiguas) y que nos per-
mite caractenizar el origen mater-
nal de las colonias estudiadas:
1. Linaje C: (grupo europeo del
Este): comprende las subespecies
A m ligistica, A. m. carnica, y A.
m. caucasica,
2. Linaje M: (grupo europeo del
Qeste): este linaje comprende a las
subespecies A. m. melliferay A.
m. iberiensis similar a mellifera (N.
de Espania).
3. Linaje A: (grupo afticano): com-
prende entre otras subespecies, a
A.m. scutellata, A. m. capensis, A.
m. intermissa y A. m. iberienss si-
milar aintermissa (S. de Espafia).
Ellinaje més abundante es el tipo
C al que pertenecen 276 de las 300
muestras analizadas, con 130
establectmientos con este linaje en
las dos muestras anatizadas. Al linaje
A pertenecen 15 muestras, las ocho
muestras restantes son del linaje M.
En tres establecimientos ubicados
en Baradero, Campana y Carlos
Tejedor las dos muestras analizadas
mostraron el linaje afficanizado y en
un apiario de Colon las dos
muestras pertenecian al linaje M. En
un sélo caso, muestra 114
perteneciente a la zona A, ha sido
imposible conseguir Ja amplificacion
del fragmento de ADN, a pesar de



Cuadro 1

Abejas africanas

Abejas africanas

Abejas africanas

Abejas africanas

Abejas europeas del Oeste (A. m. mellifera)
Abejas europeas del Oeste (A. m. mellifera)
Abejas europeas del Oeste (A. m. meliifera)
Abejas italianas (A. m. ligustica)

repetidos intentos de extraccion con
distintos protocolos.

2- Haplotipos.

Tipos de poblaciones de
abejas detectadas en la
Provincia de Buenos

Aires:

De cada linea evolutiva se dis-
tinguen tipos mitocondriales que
reciben el nombre de haplotipos y
que determinan el nivel de la va-
riacion de la poblacion, producida
por cambios mas recientes y de
menor importancia. Asi se pudie-
ron caracterizar ocho haplotipos

que se corresponden con tres ti-
pos basicos de poblaciones de
abejas.

Uno de estos marcadores lla-
mado C1, caracteriza a las abejas
europeas orientales, entre ellas la
Apis mellifera ligustica o “abeja ita-
liana”, esto quiere decir que las
colmenas en donde encontramos
este marcador estaban (o todavia
estan) gobermadas por reinas de
procedencia italiana.

Los otros haplotipos identifican
a abejas de la linea A: en concreto
hallamos cuatro, llamados A1, A4,
A8 y All, que son marcadores
que caracterizan a las abejas de la

linea africana. Por ultimo, se ob-
servaron los haplotipos M2, M3y
M6 que caracterizan ala linea M
de abejas europeas del Oeste que
representa a la subespecie Apis
mellifera mellifera o “abeja negra”.

Concretamente el C1 es el mar-
cador mas comun de las poblacio-
nes de abejas estudiadas, al que
pertenecen 276 de las 300 mues-
tras (92%). También aparecen con
frecuencia muy bajas las lineas A
(5%)y1aM (3%). Allinaje A per-
tenecen 15 muestras, de las que
ocho son del haplotipo A1, dos del
A4, unadel A8 y cuatro del A11.

‘Las ocho muestras restantes son

del linaje M, de fas que tres perte-
necen al haplotipo M2, tres al M3
y dos al M6.

3- Distribucién de los
haplotipos en cada
region:

La distribucion de los
diferentes haplotipos hallados, se
muestran en el cuadro 1. El
marcador C1 caracteristico de
las abejas italianas aparece en
todas las zonas. El marcador A

Diagrama de frecuencias de los marcadores

A. m. scutellata (A1- A4}
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que identifica a la linea africana
tiene una frecuencia baja, su
presencia es especialmente
importante en la zona Ay E. En
estas dos zonas es evidente la
influencia de la trashumancia, la
incorporacion genética y el
movimiento de colmenas a otras
regiones del pais, siendo comun
la produccion de nuicleos
tempranos, principalmente en la

region del Delta. El marcador M
aparece con una frecuencia
también baja, se ha encontrado
en colmenas ubicadas princi-
palmente en todas las zonas
excepto enla zona C. La mayor
variabilidad de marcadores se
halla enlazona Ay E, en donde
estan presentes abejas con siete
de los ocho marcadores
encontrados.

El marcador C1 caracteristi-
co de las abejas italianas apa-
rece en todas los partidos me-
nos en el partido de Colon, don-
de las dos muestras estudiadas
indica la presencia del linaje M.
Africanizacion: Esta dado por
la presencia de haplotipos del li-
naje A. En establecimientos ubi-
cados en Baradero, Campanay
Carlos Tejedor las dos muestras
analizadas mostraron ¢l linaje
africanizado. Los otros puntos
importantes donde se detecto la
presencia de colmenas africani-
zadas son: Capitan Sarmiento,
Zarate, Pehuajo, Bahia Blanca,
Coronel Pringles, Balcarce, Ge-
neral Lavalle, General Madaria-
gay San Cayetano. Los haplo-
tipos A (tabla resumen en
Franck et al, 2001), podrian
proceder de importaciones de
Espafia (A. m. iberiensis) o el
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Norte de Africa (A. m. intermis-
sa) o bien de abejas descendien-
tes de las africanas que se ex-
tendieron por América proce-
dentes de Africa del Sur (A. m.
scutellata). El haplotipo A1l se
ha detectado solamente en A.
m. iberiensis por lo que estas

colmenas pueden proceder de la
Peninsula ibérica, El haplotipo
A8 se observa en A, m. iberien-
sis y en intermissa, por lo que el
origen de las muestras analiza-
das con este haplotipo debe es-
tar o bien en la Peninsula ibéri-
ca o en el norte de Africa. Los

haplotipos A1 y A4 son muy fre-
cuentes en A. m. scutellata, pero
también se observan en A. m.
intermissa, por lo que no se pue-
de determinar el origen de éstas
colmenas. En cuanto a las M,
podrian proceder de introduc-
ciones de Europa, o bien de los

Distribucion Geografica de los haplotipos de
ADN mitocondrial en las distintas localidades
muestreadas de la Provincia de Buenos Aires



Estados Unidos, donde existen
colmenas de este linaje.

La ubicacién de los haploti-
pos mencionados se detalla en el
siguiente mapa y a continuacion
se agrupan en los distintos parti-
dos muestreados.

4- Establecimientos dedi-
cados a la produccidon de
reinas y de material vivo:
Un detalle de los producto-
res que se dedican a la produc-
cion de reinas y material vivo (mi-
cleos, celdas reales), puede apre-

Productores d¢

ciarse la ubicacion de los esta-
blecimientos en el mapa que se
presenta a continuacion. La es-
tructura genética de las colme-
nas de estos productores, mues-
tra claramente que en dos esta-
blecimientos se detectaron ha-
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