Patrones de diversidad
neutral y adaptativa de
la abeja ibérica
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La peninsula Ibérica es conocida como un importante foco {hotspof] de

diversidad y endemismos de numerosas especies de plantas y anima
les, representando por ello una de las regiones prioritarias para la
conservacion en Europa. Varios factores geo-morfologicos y ambienta
les contribuyen a esta rigueza, concretamente: la localizacién geogré-
fico en el exiremo sudoeste de Europa, el aislomiento en relacién al
esto de Europa por la barrera geografica de los Pirineos, la compleji-
dad fisiogréfica y la diversidad climatica resuliante de la heterogenei
dad fisiogréfica y de los distintas influencias del Atlantico y del Medi-
terraneo. Uno conjugacion de estos factores hacen de la peninsula
Ibérica no solo una cuna de diferenciacion y especiaciéon sine también
un importanie refugio que albergd durante varios periodos glaciales
del Pleistoceno muchas de Ids especies de plantas y animales que hoy

colonizan el Norte y el Centro de Europa (Hewitt, 1999)
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La abeja negra (Apis mellifera melli-
fera), por ejemplo. ¢s uno de €s0s or-
ganismos cuya historia estd estrecha-
mente ligada a la peninsula Ibérica.
Los estudios moleculares sugieren
que csta subespecie de abeja melifera
tiene su origen en un refugio glacial
Ibérico a partir del cual se expandié
(Miguel et al., 2007) hasta ocupar el
drea actual que va desde Francia hasta
Escandinavia y desde las Islas Briti-
nicas hasta Ucrania.

Alos factores mencionados anterior-
mente, se suma la proximidad al con-
tinente Africano, la cual posibilité un
intercambio de genes entre los orga-
nismos de los dos continentes habien-
do contribuido consecuentemente a la
notable diversidad y complejidad ge-
nética documentada en muchos orga-
nismos ibéricos (Gomez y Lunt,
2007), incluyendo a la abeja. De he-
cho, varios c¢studios de la abeja ibéri-
ca basudos en el ADN mitocondrial
atestiguan la co-existencia de los lina-
jes Africano y Europeo formando un
gradiente caracterizado por la predo-
minancia de haplotipos (tipos de
ADN mitocondrial) de origen africa-
no (linaje A) en la parte sur/noroeste y
de Europa (linaje M) en la parte nor-
te/nordeste de la peninsula Ibérica
(Serrano et al., 2011). Es decir, la abe-
ja ibérica (A. m. iberiensis) comparte
haplotipos con subespecies africanas
(por ejemplo A. m. intermissa, A. m.
scutellata, A.m. adansoni) y con la
abeja negra de Europa occidental.

Por otro lado, ciertos marcadores
moleculares del ADN nuclear, como
es el caso de los microsatélites, cuen-
tan una historia diferente a la del
ADN mitocondrial, ya que no diferen-
cian a la abeja ibérica de la abeja ne-
gra y revelan niveles residuales de in-
trogresion de genes de origen africano
en la abeja ibérica (Franck et al.,
1998). Para complicar ain mds las co-
sas, estos resultados contrastan con
otros marcadores genéticos nucleares
como la morfologia, feromonas y alo-
zimas (ver referencias bibliograficas
en De la Ria et al., 2009), que como
el ADN mitocondrial sugicren una re-
lacién de proximidad genética con las
abejas del norte de Africa. Asi, a pe-
sar de los numerosos estudios realiza-
dos con la variedad de marcadores



FIG.1/Mapa con lo localizacion de los apiarios muestreados. Cada punto representa un apiario. En cada apicrio se tomaron

muestras de tres colmenas.

WOON

35F0UCN

FIG.2/ Defalles del muestreo de las abejas ibéricas.
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[b) Preparacion de las muestras inmediatamente después de su
colecta de las colmenas.
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[c} Localizacién del apiario con GPS y detalle de la ficha de
campo.
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genéticos mencionados anteriormen-
te, los patrones de diversidad de la
abeja ibérica y los procesos evoluti-
v0s que estan en su génesis, estdn le-
jos de ser realmente identificados y
comprendidos. Por tanto. la abeja ibé-
rica se ha revelado como un verdade-
ro desaffo para los cientificos, proba-
blemente atin mds dificil que otros or-
ganismos ibéricos por la complejidad
afiadida de los procesos contempord-
neos realizados por los humanos (por
ejemplo: el movimiento de colonias,
introduccidn de reinas fordneas, se-
leccién de colonias, introduccién ac-
cidental de nuevos pardsitos y enfer-
medades).

Tras la secuenciacion del genoma de
la abeja melifera (Weinstock et al.,
2006), se dispone actualmente de po-
derosas herramientas molecularcs y
analiticas para diseccionar la comple-
jidad de los patrones de diversidad ge-
nética exhibidos por la abeja ibérica.
En este contexto queremos dar a co-
nocer un proyecto de investigacion
que recurre a las més avanzadas tcc-
nologias molcculares y los recursos
gendmicos disponibles en la platafor-
ma BeeBase [http://hymenopterage-
nome.org/beebase/| para el estudio a
gran escala de la abeja ibérica. Este
proyecto estd financiado por la Fun-
dacidn para la Ciéncia ¢ Tecnologia
(PTDC/BIA-BEC/099640/2008) ¥
estéd siendo realizado por un equipo
internacional que integra a investiga-

e interpretor los patrones de diversidad genética (neutra y |
seleccion) de ;(*.I.C; j ricy A con naer

los diferentes procesos histor f f 1ne e han da
tformao a la diversidad que enc mos | en

Se espera que este enfoque ra f ne:

del genoma de lo abeja ibérica moldeada 1 seleccion
natural, y por ello i portantes por la adapt I medio

y eventualmente comprender, la base gené le lo adaptacién
lo que constituye uno de los objetivos fundamentale

y mas ambicioso de la bic logia evolutiva
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dores de dos centros de investigacion
portugueses, ¢l Centro de Investiga-
cion de Montanha do Instituto Poli-
técnico de Braganca (Maria Alice
Pinto e Jodo Carlos Azevedo) y el
Centro de Biologia Molecular e Am-
biental da Universidade do Minho
(Filipe Costa), una Universidad espa-
fola, la de Murcia (Pilar De la Rida), y
dos Universidades Americanas, la de
Texas A&M (J. Spencer Johnston) y
la de Purdue (John C. Patton).

El proyecto se inicié en mayo de
2010 con la recogida de muestras cn
apiarios localizados en tres transeclos
dispuestos a lo largo de las costas
Atldntica y Mediterrdnea y el centro
de la peninsula Ibcrica (Fig.1). La to-
ma de muestras de los apiarios ibéri-
cos (Fig. 2) termind en julio de 2010 y
fue posible gracias a la colaboracion
de numerosos apicultores y técnicos
de las asociaciones, que pusieron a
nuestra disposicion su precioso tiem-
po para ayudar en esta ardua tarea, por
otro lado muy enriquecedora gracias a
lo que aprendimos tras el contacto con
los apicultores. Se tomaron muestras
de 711 colmenas representando 235
apiarios de 203 apicultores de Portu-
gal y Espafia. Paralelamente a la co-
Jeccién ibérica, se ha construido una
importante colcccion de referencia
(en total 145 colonias) de las subespe-
cies A. m. mellifera (77), A. m. inter-
missa (31), A. m. carnica (20) y A.m.
ligustica (17), provenientes de Fran-
cia, Dinamarca, Holanda, Suiza, Rei-
no Unido. Noruega. Argelia, Marrue-
cos, Croacia, Serbia e Italia. Esta ta-
rea finalizd con éxito en Agosto de
2011 gracias a la inestimable colabo-
racién de muchos colegas investiga-
dores de Europa y el Norte de Africa.

El genotipado del ADN nuclear de
los 856 individuos se termind en octu-
bre de 2011. Para este objetivo se re-
corrié a unos marcadores moleculares
conocidos como “polimorfismo de
nucleétido simple” o SNP por sus si-
glas en inglés (single nucleotide poly-
morphism). Los SNP son unos de los
marcadores moleculares més intere-
santes y prometedores debido a su
abundancia en el genoma y su elevada
variabilidad, la co-dominancia y la
calidad de los datos, y la posibilidad



FIG.3 /Defolles del procedimiento analitico paro la obtencién de los SNPs.

fa] Preparacion del BeadChip.

b} iScanReader de lllumina se usa para analizor
la seial de fluorescencia del BeadChip.

(c) Imagen de BeadChip producida por el iScanReader.
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de utilizacion a gran escala (n” de
SNPs y de individuos) gracias a las
nuevas tecnologias moleculares. Pa-
ralelamente al proyecto de secuencia-
cion de la abeja. se ha desarrollado un
chip para la plataforma Illumina®@,
que contempla 1536 SNPs dispersos
por los 16 cromosomas de la abeja. 1o
que permite el andlisis de todo el ge-
noma. Asf pues, recurriendo a la tec-
nologia de Illumina®: disponible en
la Universidad Texas A&M. el geno-
ma de los 856 individuos fue analiza-

do a través del genotipado de los 1536

SNPs usando el llamado GoldenGate

Studio de Illumina®.

{d) Genotipado automético con el sofiware Genome

Genotyping Assay de NNumina® (Fig.
3) y un pancl de oligonucledtidos di-
sefado por encargo (custom oligo po-
ol assay) cuya utilizacién fue gentil-
nmente autorizada por Danny Weaver.
Los datos producidos para cada indi-
viduo genotipado consisten en una ca-
dena de 1536 nucledtidos (por cjem-
plo: GAAGGCGGCAAG...) corres-
pondientes a 1536 posiciones
dispersas por los 16 cromosomas. Ac-
tualmente. se estdn analizando los da-
tos de los SNPs. habiéndose obtenido
resultados preliminares bastante inte-
resantes que serdn oportunamente di-

vulgados (en conferencias y revistas
cientificas v téenicas) a las comunida-
des cientifica y apicola.

Ademas del componente nuclear, la
composicién materna del conjunto de
las muestras serd examinada a través
de la secuenciacién de la region inter-
génica del ADN miitocondrial situada
cntre los genes del ARN transferente
de la leucina (tARN'*) y el de la cito-
cromo oxidasa IT (coxII). Esta regién
mitocondrial también has sido am-
pliamente utilizada en estudios de di-
versidad de la abeja en todo el mundo.
y en especial de la peninsula Ibérica
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Aquellos apicultores que colaboraron con este proyecto y que estén inferesados en
conocer el tipo de ADN mitocondrial de sus colonias (si tienen origen africano o
europeo occidental) pueden enviar un email {con la identificacién del apicultor y la
localizacion del apiario} a la direccién apinto@ipb.pt para solicitar esa informa-
cion. Dichos andlisis estaran concluidos o mediados de 2012.
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(ver Canovas et al.. 2008). A pesar de
que la composicién materna de la abe
ja ibérica es conocida a partir de estu-
dios anteriores, el andlisis del ADN
mitocondrial complementard la inter-
pretacion y representacion de los pa-
trones de diversidad generados por los
SNPs.

Este proyecto tiene como objetivos
(1) identificar, representar ¢ interpre-
tar los patrones de diversidad genética
(neutra y bajo seleccion) de la abeja
ibérica y (2) desentrafiar y compren-
der los diferentes procesos histéricos
y contempordneos que han dado for-
ma a la diversidad que encontramos
hoy en dia. Se espera que este enfoque
sirva para identificar regiones del ge-
noma de la abeja ibérica moldeadas
por la seleccién natural. y por ello im-
portantes por la adaptacion al medio,
y eventualmente comprender, la base
genética de la adaptacidn. lo que
constituye uno de los objctivos funda-
mentales y mis ambicioso de la biolo-
gia evolutiva.

La supervivencia a largo plazo de
cualquier ser vivo depende de su di-
versidad genética. que serd menor
cuanto mayor sea la dificultad de
adaptacion al medio. En un contexto
de cambios ambientales rapidos y
profundos, los desafios a los que se
enfrentan las abejas van en aumento.
Por 1anto, es un imperativo preservar
la destacable herencia genética que ha
llcgado hasta nuestros dias, después
de miles de afios de evolucién. La di-
versidad genética es la materia prima
quc permite a la abeja responder y
adaptarse a un creciente niimero de
invasores exdticos (enfermedades.
pardsitos, depredadores), la polucién,
los pesticidas, el cambio climdtico y
las demandas de una apicultura cada
vez més competitiva. Mediante la
identificacion de los patrones y los
procesos de los componentes de la di-
versidad y la importancia adaptativa
del genoma de la abeja ibérica, este
proyecto proporcionard una informa-
cién bdsica para los programas de me-
jora y de gestién a largo plazo y para
la conservacidn de la abeja ibérica.
Conservar la diversidad genélica de la
abeja ibérica es asegurar la materia
prima de la apicultura y por lo tanto la
sostenibilidad de la industria apicola.
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