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CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA BIODIVERSIDAD DE LA CABANA APICOLA DE LA PROVINCIA DE ALBACETE

RESUMEN

En este trabajo se ha estudiado la biodiversidad molecular de colmenas
de la abeja de la miel (Apis mellifera iberiensis) situadas en la provincia de
Albacete. Para ello se tomaron muestras de abejas obreras de colmenas distri-
buidas por toda la provincia. Estas muestras fueron caracterizadas mediante
el andlisis de un fragmento de la molécula del ADN mitocondrial (ADNmt)
que permite determinar el linaje evolutivo al que pertenecen las colmenas
y el tipo de ADNmt o haplotipo que portan. Como resultado se ha obtenido
que las abejas de Albacete pertenecen en su mayoria al linaje evolutivo con
herencia africana (80%) y que presentan, con una gran frecuencia, el haploti-
po mas abundante en las abejas del sur peninsular (A2, 63%). Por otro lado,
se ha detectado una colmena con un haplotipo (C1) correspondiente a otras
subespecies europeas. Este hecho indica que se estan introduciendo reinas
de otras procedencias aunque con una frecuencia muy reducida. Estos datos
han servido para completar el mapa peninsular de distribucion de los linajes
evolutivos y haplotipos en las abejas ibéricas.

Palabras clave: abejas, Albacete, caracterizacion molecular, ADN mitocon-
drial, linajes evolutivos.

ABSTRACT

In this work we have studied the molecular biodiversity of honey bee
(Apis mellifera iberiensis) colonies located in the province of Albacete. For
this purpose, samples of honey bee workers were taken from colonies located
throughout the province. These samples were characterized by analyzing a
fragment of the mitochondrial DNA molecule (mtDNA). Such analysis allows
to distinguish the evolutionary lineage that the colonies belong to and the type
of mtDNA or haplotype bear by them. The results demonstrated that honey
bees from Albacete belong mostly to the African evolutionary lineage (80%).
These samples presented a high frequency of a particular type of mitochon-
drial molecule (or haplotype) most abundant in southern peninsular bees (A2,
63%). On the other hand, it has been detected a colony with a haplotype (C1)
corresponding to European subspecies. This suggests that honey bee queens
are being introduced from other sources but with a very low frequency. These
data were used to complete the distribution map of peninsular evolutionary
lineages and haplotypes in the Iberian honey bees.

Key words: honey bee, Albacete, molecular characterization, mitochondrial
DNA, evolutionary lineages.
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0. INTRODUCCION

La abeja de la miel, Apis mellifera, es el insecto mas beneficioso del
mundo no solo por la produccion de miel y polen entre otros productos, sino,
sobre todo, por su actividad polinizadora valorada en millones de euros al
afo (Gallai y cols. 2009). Fue descrita por Linneo en 1758 y debido a su no-
table variacion geografica, se han descrito numerosas entidades taxonémicas
reconocidas como subespecies. En el tltimo catdlogo publicado sobre la taxo-
nomia del género se detallan un total de 29 subespecies (Engel 1999) cuya
distribucion natural abarca Africa, Europa y Asia.

Su historia evolutiva esté influida tanto por factores naturales como an-
tropicos. Existen diversas teorias sobre su origen: los primeros estudios ba-
sados en la morfometria (Ruttner 1988) sitlian su origen en Asia y proponen
una posterior expansion a finales del Plioceno o comienzos del Pleistoceno
hacia Africa y Europa. Tras la obtencion de los primeros datos moleculares
(basados en el ADNmt) esta hipotesis se modificod para situar el origen de 4.
mellifera en Oriente Medio (Garnery y cols. 1992). Otros datos moleculares
mas recientes proponen que se origind en Africa (Whitfield y cols. 2006), y
desde alli se dispersé por Europa y el Oriente Medio tras sucesivas coloniza-
ciones que generaron hasta cinco linajes evolutivos denominados A, M, C, O,
e Y. Hacia Eurasia ocurrieron al menos dos expansiones: una de ellas coloniz6
Europa occidental (linaje M) a través de las peninsulas Ibérica e Italiana y
otras, en direccion Este, habrian colonizado Asia y Europa del Este (linajes
O y C respectivamente). El linaje denominado Y ha sido identificado en el
noreste de Africa (Etiopia, Franck y cols. 2001). Estos linajes evolutivos han
sido caracterizados mediante estudios fisioldgicos, etologicos, ecologicos,
morfométricos y moleculares (De la Rua y cols. 2009). Cuatro de ellos se
encuentran de forma natural en la cuenca mediterranea: el linaje africano (A),
el linaje de Europa occidental y del norte (M), el linaje de Europa oriental (C)
y el linaje de Oriente Medio (O).

La subespecie que habita la peninsula Ibérica es A. m. iberiensis Engel
1999 anteriormente conocida como A. m. iberica Goetze 1964. Los prime-
ros estudios basados en la morfometria y el comportamiento (Ruttner 1988),
constataron que las abejas del norte peninsular son mas parecidas a las eu-
ropeas septentrionales y las del sur a las africanas. Se propuso entonces la
existencia de un gradiente de distribucion de las colonias de abejas ibéricas
con direccion norte-sur. Estudios posteriores basados en la variabilidad de
marcadores moleculares como las enzimas (Smith y Glenn 1995), las fero-
monas (Hepburn y Radloff 1996), la molécula del ADN mitocondrial (Smith
y cols. 1991) y los microsatélites (Franck y cols. 1998), apoyan la hipotesis
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de que las abejas ibéricas son el resultado de una amplia intergradacion entre
abejas del linaje M que sobrevivieron al ultimo maximo glacial (hace aproxi-
madamente unos 20.000 afios), y abejas norteafricanas del linaje A que reco-
lonizaron el suroeste europeo. La hibridacion entre abejas de ambos linajes
habria dado lugar a la distribucion clinal de poblaciones de los linajes Ay M,
la cual es gradual en el Este peninsular y mas abrupta en el Noroeste. En cual-
quier caso, en la revision mas reciente del género Apis (Engel 1999) basada
en caracteres morfométricos, y segun los resultados de analisis moleculares
basados en caracteres nucleares (Withfield y cols. 2006), se considera que las
poblaciones de abeja ibérica corresponden a una tnica subespecie.

La historia evolutiva de A. mellifera en la peninsula Ibérica ha estado
probablemente influida en épocas recientes por las técnicas apicolas. En este
sentido la practica intensiva de la trashumancia en las ultimas décadas (afecta
ya al 80% de las colonias), la pérdida masiva de colmenas por varroosis y
otras patologias, y la compraventa de colmenas a escala trans-regional, estan
cambiando de forma acelerada la citada distribucion clinal. Otras influencias
humanas, como la introduccion de otras subespecies, han tenido posiblemen-
te poca influencia sobre las poblaciones ibéricas actuales (Céanovas y cols.
2010).

Uno de los marcadores moleculares méas ampliamente usado en estu-
dios sobre la biogeografia de las poblaciones y subespecies de 4. mellifera es
el cromosoma mitocondrial (ADNmt). Esta molécula tiene herencia materna
y, en el caso de la abeja de la miel, todos los miembros de una colmena (obre-
ras y zanganos) comparten el mismo ADNmt heredado de la reina, de forma
que estudiando s6lo un individuo se obtiene informacién al nivel de colmena.
Ademas, su andlisis proporciona informacion sobre eventos evolutivos del
pasado. La molécula de ADNmt presenta cambios en su secuencia o muta-
ciones que, segun el momento en el que se produjeron, determinan los linajes
evolutivos (si son mutaciones antiguas dieron lugar a diferentes combina-
ciones de unas secuencias denominadas P, Py Q que se encuentran en una
region intergénica situada entre los genes ARNt" y cox2) o los haplotipos (si
son mutaciones mas recientes que originaron cambios en las secuencias diana
de las enzimas de restriccion, entre ellas la denominada Dral) presentes en
las colonias de abejas. Mediante el andlisis de la variacion de esta region, se
ha visto que las abejas pertenecientes a los linajes A e Y poseen una secuencia
de tipo P, las del linaje M del tipo P y las de los linajes C y O no incluyen
ninguna secuencia de tipo P y tan solo una del tipo Q. La secuencia Q puede
aparecer repetida hasta cuatro veces en los linajes A, M, Y y O (De la Ria y
cols. 2009).
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Utilizando este marcador, Canovas y cols. (2008) realizaron un analisis
de la distribucion de los haplotipos mitocondriales de A. m. iberiensis en la
peninsula Ibérica con respecto a una nueva division del linaje evolutivo afri-
cano en “sublinajes”, anteriormente desarrollada en trabajos realizados por
Franck y cols. (2001). En dicho trabajo se establecieron tres sublinajes afri-
canos segun la distribucidn y frecuencia que presentan diferentes haplotipos
distribuidos por los continentes africano y europeo. De esta forma el subli-
naje denominado A, se distribuye mayoritariamente en la peninsula Ibérica y
estd caracterizado por la presencia con una alta frecuencia de los haplotipos
Al y A2, el sublinaje A presente en el Norte de Africa, principalmente en
Marruecos, presenta una mayoria de haplotipos como A8, A9 y A10, mien-
tras que el sublinaje A tiene distribucion atlantica, comprendiendo la region
macaronésica y la costa atlantica de la peninsula Ibérica, y se caracteriza por
la presencia de haplotipos como All, A14, A15y Al6.

El extenso muestreo realizado en el trabajo de Canovas y cols. (2008)
permitio corroborar hipotesis previas acerca de la variacion clinal de los li-
najes evolutivos africano (A) y europeo occidental (M). En las 1021 colonias
muestreadas se observaron un total de 22 haplotipos (12 del linaje M y 10
del linaje A), cuya frecuencia demuestra que los haplotipos A disminuyen
siguiendo una tendencia SO-NE mientras que los haplotipos M aumentan.
Los resultados apoyan la hipotesis de un origen africano de A. mellifera y
una colonizacion temprana de Europa occidental aprovechando los periodos
interglaciares mas calidos del Pleistoceno. Posteriormente hubo una diferen-
ciacion regional, ocurrida posiblemente en refugios durante los periodos mas
frios. La distribucion de los haplotipos parece, por tanto, estar influida al nivel
regional por la adaptacion a condiciones climaticas locales y por practicas
apicolas, tal y como ya se ha mencionado. En el trabajo mencionado queda-
ron algunas provincias por incorporar muestras, entre ellas Albacete.

Lostltimos datos obtenidos de la Subdireccion General de Productos Ga-
naderos del Ministerio de Medio Ambiente Rural y Marino (http://www.mapa.
es/app/Miel/documentos/INDICADORES%20ECON%C3%93MIC0OS%20
SECTOR%20DE%20LA%20MIEL%202009.pdf) indican que en la comuni-
dad autonoma de Castilla-La Mancha, a la que pertenece la provincia de Al-
bacete, se encuentran el 6,8% del total de explotaciones apicolas de Espaiia,
de las cuales el 53% (1.647) son estantes, es decir, no mueven las colmenas
durante el afio para aprovechar otras floraciones, frente al 47% que si que lo
hacen. En cuanto a la produccion, 1.569 explotaciones se dedican principal-
mente a la produccion de productos apicolas, 8 a la polinizacion, 63 tienen
una actividad mixta y 7 quedaron sin clasificar. Tanto el n° de explotaciones
como el de colmenas se han mantenido estables en los Ultimos tres afos.
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En cuanto al n° de colmenas presente en Castilla-La Mancha con fecha de
01/07/10 habia 168.319 (6,8% del total de colmenas espafiolas), las cuales
producen unas 2.211 toneladas de miel y 124 de cera.

En Albacete segun los datos aportados por la Asociacion Provincial
de Apicultores de Albacete (ASAPA), existen 28.572 colmenas en manos de
unos 160 apicultores. Estos datos sitian cerca del 17% de las colmenas de
Castilla-La Mancha en la provincia albacetena. La distribucion del censo de
apicultores y colmenas por comarcas es la siguiente:

CAMPO DE HELLIN: 12 apicultores (2.036 colmenas)

LA MANCHA DEL JUCAR-CENTRO: 37 apicultores (6.284 colme-
nas)

LA MANCHUELA: 17 apicultores (2.737 colmenas)

MONTE IBERICO-CORREDOR DE ALMANSA: 3 apicultores
(1.210 colmenas)

SIERRA DE ALCARAZ Y CAMPO DE MONTIEL: 14 apicultores
(4.253 colmenas)

SIERRA DEL SEGURA: 77 apicultores (12.085 colmenas)

La situacion de la apicultura en Albacete, al igual que en el resto de Es-
pafia esta influida por diferentes aspectos como son la presencia de enferme-
dades (varroosis, ascosferosis, etc.) y el llamado Sindrome del Colapso de las
Colmenas (o colony collapse disorder CCD en inglés), que esta provocando
pérdidas de hasta el 100% de las colmenas en explotaciones pequenas de unas
20-25 colmenas.

El objetivo general de este trabajo es estimar la biodiversidad de la
poblacion de abejas de la provincia de Albacete mediante el analisis de la dis-
tribucién de los linajes evolutivos y de haplotipos. En concreto se pretende:

1. Determinar los linajes evolutivos a los que pertenecen las colmenas
localizadas en las comarcas de la provincia de Albacete

2. Determinar el haplotipo mitocondrial presente en dichas colmenas

3. Completar el mapa peninsular de distribucion de haplotipos

1. MATERIAL Y METODOS
1.1. AREA DE ESTUDIO

Para realizar el muestreo se cont6 con la ayuda de Beatriz Ferrando
Garcia, veterinaria de la Asociacion Provincial de Apicultores de Albacete
(ASAPA), la cual confecciono un listado de teléfonos de contacto de entre 3

y 6 apicultores por comarca, sumando un total de 32 apicultores.
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Se realiz6 un patron de recoleccion que siguid, dentro de lo posible, la
distribucion comarcal de la provincia de Albacete, habiéndose planificado la
obtencion de muestras de al menos un apicultor por comarca. Finalmente se
concertaron citas con los apicultores de cada comarca dispuestos a participar
en el proyecto. Se acudié con cada uno de ellos a visitar sus apiarios de los
que se tomaron muestras.

La toma de muestras consistid en extraer un cuadro de cada colmena, de
los que se capturaron de 15 a 35 abejas obreras en viales de 50 ml, muestrean-
dose entre 5y 12 colmenas por apiario. Las muestras fueron inmediatamente
fijadas con etanol absoluto, y los tubos fueron debidamente identificados con
etiquetas escritas a lapiz (Fig. 1).

Fig. 1.- Toma de muestras de
abejas obreras de los panales
de las colmenas. Los viales
se desplazan de arriba hacia
abajo del panal, procurando
que no se encuentre la reina
en dicho panal.

(Fotografia: J.A. Acosta).

A cada apicultor se le preguntd por los datos especificos del apiario y
de las colmenas, de las enfermedades observadas, asi como caracteristicas de
produccion, agresividad y enjambrazon.

1.2. EXTRACCION DEL ADN

El ADN total se extrajo de una abeja por colmena usando el método de
Chelex® (Walsh y cols. 1991). Para ello se seccionaron las tres patas del lado
izquierdo de cada abeja obrera y se introdujeron en un pocillo de una placa
que posteriormente se calentd a 37 °C durante 10 minutos para evaporar el
etanol. Se afiadieron 100 pl de Chelex® al 5 % y 5 pl de la enzima proteinasa
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K (10 mg/ml) a cada pocillo de la placa. La placa sellada se introdujo en un
termociclador con el siguiente programa de extraccion:

- incubacion de la placa durante 90 minutos a 55 °C:

- inactivacion de la enzima proteinasa K durante 15 minutos a 99 °C,

- mantenimiento de la placa un minuto a 37 °C,

- desnaturalizacion durante 15 minutos a 99 °C

- pausa de 15 °C.

Tras la extraccion, la placa se agito utilizando un vortex durante unos
10 segundos y se centrifugd a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos manteniendo
la temperatura a 20 °C. De esta disolucion se tomaron 4 pl del sobrenadante
para la reaccion de amplificacion por PCR.

1.3. ANALISIS DEL ADN MITOCONDRIAL (ADNmt)

La amplificacion y el andlisis del ADNmt se llevaron a cabo segtn el
método descrito por Garnery y cols. (1993), el cual se basa en la amplifica-
cion de la region intergénica ARNt*—cox2 mediante los cebadores E2 (5'-
GGCAGAATAAGTGACATTG- 3") y H2 (5'- CAATATCATTGATGAACC
-3") localizados en el ARNt* y en la subunidad II de la citocromo oxida-
sa respectivamente. Dicha region estd formada por secuencias de tamafio y
composicion conocidas. Se utilizaron PCR beads de GE Healthcare con un
volumen final de 25 pl y una concentracion 0,2 uM de cada cebador mas 4 pl
de ADN. Estos beads contienen todos los reactivos necesarios para la ampli-
ficacion por PCR excepto los cebadores y el ADN diana.

El programa de amplificacion consistio en:

- desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 minutos

- 36 ciclos de 45 segundos a 95 °C (desnaturalizacion), 1 minuto a 47
°C (anillado), 1 minuto y 30 segundos a 72 °C (extension)

- extension final durante 10 minutos a 72 °C

Los fragmentos amplificados se examinaron en gel de agarosa al 1,5 %
tefiiddo con bromuro de etidio y visualizado con luz ultravioleta. Para ello se
separaron alicuotas de 2,5 pl mediante electroforesis durante 30-45 minutos y
se determinaron el tamafio y la composicion de la region intergénica mediante
comparacion con estandares de tamafo conocido.

Posteriormente se realizé un test basado en la técnica de RFLP (poli-
morfismo de longitud de los fragmentos de restriccidon), consistente en una
restriccion con una endonucleasa (Dral) del producto de PCR, la cual genera
patrones de bandas identificables por sus diferencias de tamafio. Las digestio-
nes se prepararon usando alicuotas de 20 pl de los fragmentos amplificados y
6 unidades de la enzima Dral para cada muestra. Estas digestiones se realiza-
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ron en un termociclador a 37 °C durante 22 horas. Los fragmentos resultantes
se visualizaron con luz ultravioleta en geles de agarosa Nusieve® al 4 %
tefiiddos con bromuro de etidio.

La determinacién del haplotipo presente en cada muestra se basa en la
combinacion de los dos tipos de secuencias presentes en la region intergénica
(P o P, diferente nimero de Q) y la posicion variable de las secuencias dianas
de la enzima Dral.

1.4. ANALISIS ESTADISTICOS

Mediante el uso de hojas Excel® se han realizado estimaciones de las
frecuencias de cada linaje evolutivo y de cada haplotipo por localidades de
muestreo. Para obtener los valores de diversidad génica (heterocigosidad es-
perada) y de la varianza molecular se us6 el programa GenAlex 6 (Peakall y
Smouse 2006).

Los datos se han incorporado a los ya existentes para completar el mapa
de distribucion de linajes y haplotipos en las poblaciones de abejas de la pe-
ninsula Ibérica.

2. RESULTADOS

Tras realizar los contactos con los apicultores se tomaron muestras de
un total de nueve localidades distribuidas por toda la provincia, pero princi-
palmente en el extremo sur, donde la concentracion de colmenas es mayor
segun los datos aportados por la técnico de la Asociacion de Apicultores. De
Munera se tomaron muestras de dos apiarios distintos (Fig. 2).

Fig. 2.-
Localizacion
geografica de
los apiarios
muestreados
en la provincia
de Albacete.
Mapa obtenido
de Google
Earth®.
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2.1. FRECUENCIA Y DISTRIBUCION DE LOS LINAJES Y
SUBLINAJES EVOLUTIVOS

La amplificacion de la region intergénica ARNt'*“-cox2 ha permitido
identificar fragmentos de ADNmt con cinco tamafios diferentes que se corres-
ponden con diferentes combinaciones de las secuencias P, Py Q (Fig. 3 y Ta-
bla 1). Segun la composicion de la region intergénica amplificada se identifi-
caron tres linajes evolutivos en las abejas de Albacete: los europeos oriental C
(con una sola secuencia Q) y occidental M (con una secuencia de tipo P) y el
africano A (con una secuencia de tipo P ), siendo este ultimo el mas frecuente
(0,8) (Fig. 4). Tal y como se observa en la Figura 4, en todas las localidades
muestreadas se encuentra presente el linaje A, siendo el tnico hallado en El
Salobral, Hellin, Elche de la Sierra, Molinicos y Munera-2. Sin embargo tanto
en Fuente Alamo como en Fuentealbilla el linaje M corresponde al 0,6 y al
0,5 de las colmenas muestreadas respectivamente. Este linaje también se ha
observado en Ayna, Yeste y Munera-1 pero con una frecuencia menor (0,2 y
0,1). Tan solo en Fuente Alamo se han encontrado muestras pertenecientes a
los tres linajes evolutivos, incluyendo una muestra perteneciente al linaje C.

A su vez el linaje africano se divide en tres sublinajes, de los cuales se
han encontrado el sublinaje A, (muestras que presentan los haplotipos A1, A2,
A3y A4, ver apartado siguiente y Tabla 1) en un 92,5% de las colmenas con
origen africano y el A en el 7,5% (muestras con el haplotipo A8). ElI tercer
linaje A con distribucion atlantica no se ha encontrado. El sublinaje A, se
ha encontrado en todas las localidades muestreadas, sin embargo el A, se
ha encontrado en El Salobral (20%), Fuentealbilla (17%) y Munera-1 (11%)

(Fig. 5).

Fig. 3.- Esquema representativo de los haplotipos encontrados en las abejas de Albacete. La
region intergénica ARNt'*"-cox2 puede contener alguno de los dos tipos de secuencias Py P,
0 ninguno y un nimero variable de secuencias de tipo Q. Los puntos de restriccion se han
marcado con flechas.
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Tabla 1. Distribucion detallada de los linajes y sublinajes evolutivos y haplotipos encontrados
en cada una de las muestras de abejas de Albacete analizadas.

Muestra Asentamiento Municipio Linaje Sublinaje Haplotipo
CR-1 El Cuarto Ramito  El Salobral A An A8
CR-2 El Cuarto Ramito  El Salobral A Ay A2
CR-3 El Cuarto Ramito  El Salobral A Al A2
CR-4 El Cuarto Ramito El Salobral A Ay A2
CR-5 El Cuarto Ramito  El Salobral A Aq A2
CR-6 El Cuarto Ramito El Salobral A Al A2
CR-7 El Cuarto Ramito  El Salobral A Ay A2
CR-8 El Cuarto Ramito  El Salobral A Ap A2
CR-9 El Cuarto Ramito  El Salobral A Ay A2
CR-10 El Cuarto Ramito  El Salobral A Al A2
CR-11 El Cuarto Ramito El Salobral A An A8
CR-12 El Cuarto Ramito  El Salobral A Ay A2
MAIJ-1 Los Majales Fuentealbilla M M7
MAJ-2 Los Majales Fuentealbilla A Aq A2
MAIJ-3 Los Majales Fuentealbilla M M7
MAJ-4 Los Majales Fuentealbilla M M7
MAIJ-5 Los Majales Fuentealbilla A Ay A2
MAJ-6 Los Majales Fuentealbilla A An A8
MAIJ-7 Los Majales Fuentealbilla M M7
MAJ-8 Los Majales Fuentealbilla A Ap A2
MAIJ-9 Los Majales Fuentealbilla M M7
MAIJ-10 Los Majales Fuentealbilla A Ap A2
MAJ-11 Los Majales Fuentealbilla A An A8
MAIJ-12 Los Majales Fuentealbilla M M7
M-85-1 Monte 87 Ayna A Ap A2
M-85-2 Monte 87 Ayna A Ay A2
M-85-3 Monte 87 Ayna A Ap A2
M-85-4 Monte 87 Ayna A Al A3
M-85-5 Monte 87 Ayna M M7
M-85-6 Monte 87 Ayna M M7
M-85-7 Monte 87 Ayna A Ay A2
M-85-8 Monte 87 Ayna A A A2
M-85-9 Monte 87 Ayna A Al A2
M-85-10 Monte 87 Ayna A Ap A3
MUN-1 Villa Manuela Munera A Aj A2
MUN-2 Villa Manuela Munera A Ar A2
MUN-3 Villa Manuela Munera A An A8
MUN-4 Villa Manuela Munera A N A2
MUN-5 Villa Manuela Munera A Ap A2
MUN-6 Villa Manuela Munera M M7
MUN-7 Villa Manuela Munera A Ap A2
MUN-8 Villa Manuela Munera A Aj A2
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Fig. 4.- Histograma de frecuencias de los linajes evolutivos encontrados en las localidades
muestreadas de Albacete. También se indica la frecuencia total observada.

Fig. 5.- Histograma de frecuencias de los sublinajes evolutivos africanos encontrados en las
localidades muestreadas de Albacete. También se indica la frecuencia total observada.

Estos datos obtenidos son similares a los observados en otras provincias
limitrofes como Murcia y Alicante, en provincias andaluzas como Almeria,
Cadiz, Cordoba y Sevilla, pero también en provincias de la zona norte penin-
sular como Salamanca y Zamora (Canovas y cols. 2008; De la Rtia y cols.
2009).
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2.2. CARACTERIZACION, FRECUENCIA Y DISTRIBUCION DE
LOS HAPLOTIPOS MITOCONDRIALES

Los resultados obtenidos se muestran de forma individualizada en la
Tabla 1, en la cual se indica el haplotipo ARNt**"-cox2 correspondiente. Tras
la digestion con la enzima Dral se determinaron siete haplotipos diferentes,
cinco de ellos africanos: Al, A2, A3, A4 y A8, uno europeo occidental: M7 y
por ultimo otro del linaje europeo oriental: C1 (Fig. 6).

Fig. 6.- Fotografia de un gel de electroforesis en el que se observan los patrones de bandas
tras la digestion de la region intergénica ARNt**-cox2 con la enzima Dral. En las calles 1 y
26 se encuentra el marcador de tamafio de 100 pares de bases (las bandas de 500 y 1000 pb
se ven mas intensas). Las calles 2, 13, 22 y 23 muestran el patrén de bandas correspondiente
al haplotipo A8, las calles 3, 7, 9, 15, 19, 25 al haplotipo M7 y las calles 4, 5, 6, 8, 10, 11, 14,
16,17, 18, 20,21 y 24 al hapotipo A2. En la calle 12 se observan fragmentos muy tenues que
corresponden al patron del haplotipo A2.

El haplotipo mas frecuente fue el A2 (0,63), seguido del haplotipo M7
(0,19), el resto de los haplotipos present6 una frecuencia menor del 0,10, en
concreto A4 aparecid en el 0,07 de las colmenas, A8 en el 0,06 y A3 en el
0,03, mientras que los haplotipos A1 y C1 aparecieron ambos en el 0,01 de
las colmenas (en una colmena en cada caso). El haplotipo C1 se incluye en
el linaje C de Europa del este, lo cual indica un porcentaje de abejas con ha-
plotipos foraneos muy reducido (Fig. 7). En esta Figura se puede observar la
comparacion de la frecuencia de haplotipos entre las localidades muestreadas
en Albacete. Los resultados obtenidos en Yeste, Elche de la Sierra, Molini-
cos y Munera-2 son de cinco colmenas por apiario, por lo que los resultados
obtenidos hay que examinarlos con cautela. Todas las localidades excepto
Elche de la Sierra, presentaron el haplotipo caracteristico de la abeja negra
ibérica (A2), siendo el tnico presente en Molinicos y Munera-2. En El Sa-
lobral, Hellin, Munera-1 y Yeste este haplotipo se encuentra en mas del 0,80
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de las colmenas muestreadas. Sin embargo tanto en Fuentealbilla como en
Fuente Alamo la frecuencia de este haplotipo es menor del 0,30. El siguiente
haplotipo con mayor distribucion es el M7, el cual se ha observado en Fuente
Alamo y Fuentealbilla en mas del 0,50 de las colmenas, en Yeste y Ayna en el
0,20 y en Munera-1 en el 0,10 de las colmenas muestreadas. El haplotipo A8
se ha encontrado en El Salobral y Fuentealbilla en el 0,20 de las colmenas y
en el 0,10 de Munera-1. El haplotipo A4 ha sido exclusivamente encontrado
en todas las muestras de Elche de la Sierra y en una colmena de Hellin; por
Gltimo los haplotipos Al y C1 se han encontrado en Fuente Alamo, y el A3
Uunicamente en Ayna.

Fig. 7.- Histograma de frecuencias de los haplotipos encontrados en las localidades
muestreadas de Albacete. También se indica la frecuencia total observada.

La diversidad haplotipica puede estimarse mediante la medida de la he-
terocigosidad esperada (He, Tabla 2). Se puede observar que existen valores
mayores de 0,5 en las localidades de Fuente Alamo, Ayna y Fuentealbilla,
mientras que en Yeste, El Salobral y Hellin los valores de diversidad varian
entre 0,370 y 0,165. En las localidades de Elche de la Sierra, Molinicos y
Munera-2 el valor es 0 debido a la presencia de un unico haplotipo en todas
las colmenas muestreadas en cada localidad. El valor de diversidad total en-
contrado en la provincia de Albacete (0,288+0,077) se encuentra al mismo
nivel que el encontrado en las provincias de Cadiz (0,286+0,069) y Teruel
(0,273£0,083) (Canovas y cols. 2008), siendo de los mas bajos que se han
observado en la peninsula.
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El analisis de la varianza molecular (AMOVA) mide como esté distri-
buida la diversidad génica a diferentes niveles, en este caso particular entre
localidades de una provincia. El nivel jerarquico que se ha usado es entre
localidades y dentro de ellas. Se ha hallado un porcentaje significativamente
mayor de diversidad genética dentro (67 %) de las localidades que entre ellas
(33 %).

Tabla 2. Diversidad haplotipica y desviacion estandar (d. e.) en las localidades muestreadas
en Albacete.

Localidad He d.e.

El Salobral 0,278 0,303
Fuente Alamo 0,580 0,644
Hellin 0,165 0,182
Ayna 0,560 0,622
Fuentealbilla 0,611 0,667
Munera-1 0,370 0,417
Yeste 0,320 0,400
Elche de la Sierra 0,000 0,000
Molinicos 0,000 0,000
Munera-2 0,000 0,000
Total 0,288 0,077

2.3. MAPA PENINSULAR DE DISTRIBUCION DE HAPLOTIPOS
MITOCONDRIALES

Los datos obtenidos en este estudio se han incluido en el mapa de dis-
tribucion de linajes y sublinajes publicado por De la Rua y cols. (2009) que
incluye también los datos publicados por Canovas y cols. (2008) y Miguel y
cols. (2007) (Fig. 8). Se observa que la distribucion de los linajes evolutivos
en las muestras de Albacete es muy similar a la de otras provincias del sur pe-
ninsular coincidiendo con la cline con direccion NO-SE descrita. Dicha cline
aparece como resultado del reemplazamiento del linaje europeo occidental
por el africano, de forma gradual en la costa mediterranea y mas abrupta en
el noroeste. Igualmente se observa que el sublinaje A, es el mas abundante,
seguido del A y estando el A ausente.
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Fig 8.- Distribucion de los linajes evolutivos A, M y C y de los sublinajes africanos en la
peninsula Ibérica. Los datos de Albacete se han incorporado remarcandose su diagrama co-
rrespondiente.

3. DISCUSION

Desde los primeros estudios realizados en abejas de las Islas Canarias
(De la Ruay cols. 1998) se ha ido completando el mapa de distribucion de los
linajes evolutivos de la abeja ibérica. Sin embargo, se carecia de muestras de
Albacete a pesar de la cercania geografica con Murcia donde se encuentra el
grupo de investigacion que ha desarrollado este trabajo.

Los datos obtenidos en este trabajo confirman el gradiente de distri-
bucion de haplotipos con direccion SO-NE que se tenia a escala peninsular.
Segtn éste, en la provincia de Albacete se deberia observar una mayoria de
haplotipos pertenecientes al linaje africano, y asi ha sido observado. Es mas,
el sublinaje mas frecuente observado ha sido el A, lo cual es coincidente con
los datos de las provincias proximas de Alicante, Murcia y Almeria. Segliin
nuestra hipoétesis, la colonizacion de la peninsula por parte de abejas prove-
nientes del norte del continente africano, se produjo en diferentes oleadas,
siendo las primeras en llegar las del sublinaje A,. Este sublinaje esta caracteri-
zado por la presencia de haplotipos como el A1, A2, A3 y A4. En concreto, el
haplotipo A2 es caracteristico de las abejas ibéricas ya que se ha encontrado
casi exclusivamente en dichas poblaciones y en casos muy raros en pobla-
ciones de algunas islas mediterraneas y de la costa mediterranea del norte de
Africa (Chabar y cols. remitido).

Se ha encontrado mayor niimero de haplotipos en las comarcas en don-
de la actividad apicola es mas intensa, sobretodo en la comarca de las Sierras
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de Alcaraz y Segura. Esto puede deberse al manejo de los apicultores ya que
puede que realicen actividades de compra o de caza de enjambres que pueden
tener origenes diversos. Para este estudio se tomaron muestras de apicultores
que realizan pocos movimientos de trashumancia, es decir, desplazan nada
0 muy poco sus colmenas, si acaso dentro de la provincia. La practica de la
trashumancia es uno de los factores que mas estd influyendo en la distribucion
de los linajes evolutivos. Esta practica la realiza actualmente cerca del 80%
de las colmenas censadas en Espafa (alrededor de dos millones y medio de
colmenas) y puede dar lugar a la pérdida de reinas debido al intenso mane-
jo al que son sometidas. Los apicultores trashumantes recuperan su ganado
comprando reinas de las zonas donde trashuman o cazando enjambres en las
zonas donde realizan la trashumancia. Sin embargo, aquellos apicultores que
aunque no realizan trashumancia, tengan colmenas trashumantes cerca de sus
asentamientos, podrian incorporar enjambres procedentes de dichas colmenas
con diversos origenes.

Se ha detectado una colmena con haplotipo C1 perteneciente al lina-
je evolutivo europeo oriental al que pertenecen subespecies como la abeja
italiana (4. m. ligustica) o la abeja carniola (4. m. carnica). Los apicultores
consideran estas subespecies mas productivas y mansas por lo que las com-
pran con el fin de mejorar la produccién. Sin embargo, segun sus propias
observaciones son dificiles de adaptar a las condiciones climatologicas de
la peninsula Ibérica, aunque hibridan con las poblaciones locales dejando su
impronta en marcadores como el que aqui se ha usado (ADN mitocondrial
heredado de la reina).

Enfermedades como la varroosis y otras virosis pueden estar relacio-
nadas con el sindrome de colapso de las colmenas, que estd originando un
descenso del numero de colmenas, aunque mas acusado en otras provincias
que en Albacete. La presencia de estas enfermedades también podria tener un
efecto negativo en la diversidad genética que se veria reducida, tal y como se
ha visto en otros himenopteros como los abejorros (Whitehorn y cols. 2010),
pero esta hipotesis ha de ser estudiada adecuadamente. Estudios recientes han
demostrado que organismos patdégenos como Nosema ceranae y parasitos
como lVarroa destructor infectan por igual a abejas de los dos linajes evoluti-
vos presentes en la peninsula Ibérica (Jara y cols. 2012).

Como conclusion final se puede decir que las muestras de Albacete
presentan una composicion genética, en cuanto a la molécula del ADN mi-
tocondrial se refiere, coincidente con el gradiente de distribucién observado
en el resto de la peninsula Ibérica y, por tanto, parece estar poco alterada por
factores exdgenos como la trashumancia.
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