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RESUMEN

En el entorno de la apicultura peruana, se ha identificado y estudiado la contaminacion por
cruzamientos de la abeja africana, estando ligado a efectos negativos como un mayor
comportamiento de enjambrazon (abandono de colmenas), pillaje (robo de alimento y ataque a
otras colmenas de abejas) y de agresividad (registrando un mayor nimero de incidentes graves
por picaduras en animales y humanos) creando un riesgo latente en la salud seres humanos y
animales de granja y/o domésticos que se encuentren dentro del rango de cria de esta especie

de abejas.

El objetivo principal de este trabajo fue reducir el porcentaje de africanizacion de la abeja (Apis
mellifera), mediante la inseminacion artificial, validada mediante andlisis moleculares y
morfométricos, por ende, se evalud la eficacia de este enfoque para conservar caracteristicas
deseables en nuevas generaciones de abejas, considerando aspectos genéticos, morfoldgicos,
comportamentales y de produccion. Para ello, se registraron analisis de 5 colmenas, empezando
con el comportamiento, que se control6 mediante una escala (docil, nervioso y agresivo) y de
la productividad, que se controld con la cantidad de marcos llenados de miel por cada colmena
en el alza del segundo piso, ambos analisis fueron registrados mediante registros de manejo que
se llevan en el campo, donde se detallan estas caracteristicas. Ademas, se realizd analisis
morfométricos del ala delantera derecha y del fémur de la pata trasera derecha de la abeja
(obrera) debido a que estas caracteristicas son las mas destacables para diferenciar a la abeja
africanizada seguin el método FABIS (Fast Africanized Bee Identification System), para poder
complementar la identificacion de la africanizacion se realizé analisis moleculares de 8
muestras (obreras), 2 provenientes de la genética abuelas, las cuales son encargadas de brindar
los huevos y larvas para la crianza de las futuras reinas y las otras 6 muestras provenientes de
la genética padres, encargados de brindar los zdnganos para la fecundacion de las reinas, el
analisis se realizé por el método (DNA Barcoding) la técnica empleada para la identificacion
de la especie a la cual pertenece un espécimen bioldgico, usando una secuencia corta de ADN
(region de 485 pb del gen citocromo b), se compar6 con una secuencia de referencia, finalmente
se realiz6 la inseminacidn artificial de las colmenas elegidas en base a los resultados anteriores,

verificando su postura en el fecundador y garantizando la inseminacion.

Palabras claves: Africanizacion, inseminacion, analisis, secuenciacién, FABIS.
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ABSTRACT

In the Peruvian beekeeping environment, contamination by crossbreeding of the African bee
has been identified and studied, being linked to negative effects such as increased swarming
behavior (abandonment of hives), pillage (theft of food and attack on other bee hives) and
aggressiveness (registering a greater number of serious stinging incidents in animals and
humans) creating a latent health risk to humans and farm and/or domestic animals that are

within the breeding range of this species of bees.

The main objective of this work was to reduce the africanization of honey bees (Apis mellifera),
by the application of artificial insemination, validated by molecular and morphometric analyses,
therefore, the efficacy of this approach to conserve desirable characteristics in new generations
of bees was evaluated, considering genetic, morphological, behavioral and production aspects.
For this purpose, analyses of 5 hives were recorded, starting with behavior, which was
controlled by a scale (docile, nervous and aggressive) and productivity, which was controlled
by the number of frames filled with honey per hive on the second floor elevation, both analyses
were recorded by means of management records kept in the field, where these characteristics
are detailed; In addition, morphometric analysis of the right front wing and femur of the right
hind leg of the bee (worker) was carried out because these characteristics are the most important
to differentiate the africanized bee according to the FABIS method (Fast Africanized Bee
Identification System), in order to complement the identification of africanization, molecular
analysis of 8 samples (workers) was carried out, 2 from the grandmother genetics, which are
responsible for providing the eggs and larvae for the breeding of future queens and the other 6
samples from the parent genetics, responsible for providing the drones for the fertilization of
the queens, the analysis was performed by the method (DNA Barcoding) the technique used for
the identification of the species to which a biological specimen belongs, using a short DNA
sequence (485 bp region of the cytochrome b gene), it was compared with a reference sequence.
Finally, the artificial insemination of the hives chosen on the basis of the previous results was

carried out, verifying their position in the fertilizer and guaranteeing the insemination.

Key words: Africanization, insemination, analysis, sequencing, FABIS.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE LR caToLicA
TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA
INDICE

DEDICATORIA
AGRADECIMIENTO
RESUMEN
ABSTRACT
INTRODUCCION ....oooiiairiiiicieiseese sttt ettt 1
CAPITULDO oottt 3
1. PLANTEAMIENTO TEORICO......ccoioeieeeeiseesiieeesesieeeseseses et seses s ssnes s, 3
1.1 Descripcion del problema............cccveieiiiiiicii e 3
2N ) = Tox o o ST 3
1.2.1  Justificacion TECNOIOGICA.........couerrviriiniiriieeieie et 3
1.2.2  Justificacion AmDIENtal..........ccooeiiiiiiiiiiiiee i 4
1.2.3  Justificacion ECONOMICA. .........ccouuiiiriiieiesiesie et siesis et sne s 4
OBJETIVOS...... BRI N .o B B TR e 5
HIPOTESIS.... oo R et o enpenoe IR G ..o e 6
2. MARCO TEORICO ......cooiiiieeieiieeies e esstesessesesees st sessss st s sssssssnessnesssssesssssnennenss 7
2.1 GoMeTZINGRBIERN, ... ... oot ersst e s SO .. ety wrenss- U O . ccccrcnninnnnns 7
2.1.1 Abejas melifera (ApiS MEIlIfera) .......ccovvvieiieie i 7
2.1.2 Comportamiento social y organizacion de la colmena..............cccoccoeininenne 7
2.1.3 Tipos de colmenas y nlcleos fecundadores ........ocooeveevreiieieiienenese e 8
2.1.4 Ciclo de vida de abejas ObIreras.........ccccuvveieeiieieeie i 10
2.1.5 Ciclo de vida y madurez sexual de abejas reina 'y zanganos................c.c....... 11
2.1.5.1 Aparato reproductor de 1a abeja reiNa...........cccoeeererereniininieeese s 13
2.1.5.2 Fecundacion Y OVOPOSICION ......c.ciuiiuiieuiiieiieinienie et 13
2.1.5.3 Aparato reproductor de 10S ZANGAN0S ..........cccvereeieiiieiieie e 14
2.1.6  Citologia APICOIA .....c.eceeiiecie et 15
2.1.6.1  PartENOGENESIS ....cveuiieiieerieiesiesieieeie sttt sttt ae e b e e ne e 16
2.1.6.2  AlLIOS SEXUAIES ....c.veeveiieieeiieie ettt sttt 16
2.1.6.3  SUPEIVIVENCIA ....vveveeiiciie ittt ettt et e esbeeste e e staenneannens 18
2.1.6.4 Genotipo Y FENOLIPO ....ccveiveeieiiecie et 19
2.1.7 ADEJas AfTICANIZAUAS. .........ccoverieiiiiii st 20
2.1.8 Inseminacion ArtifiCial...........ccooeieiiiiieiicicee e 21

2.1.9 Anadlisis morfométrico FABIS (Fast africanized bee identification system).. 22

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE LR caToLicA
TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

2.1.10 Antecedentes de analisis molecular en abejas..........cccccevvveveiiieiiiieiicceenn, 23

2.1.11 Cddigo de Barras de la Vida (DNA Barcode of Life).......ccccccoveveveiciiiiennnnn, 24

(@ Y o 1 1 1 L I SRS 26
1. MATERIALES Y METODOS .....coiiiiieieeteesssieeestesiese s sestsses s ssnesse s snsssensnnens 26
1.1 Lugar de EJECUCION .........ccieie ettt sraereanne 26

1.2 MIALEITAIES ...ttt bbbttt bbb 26
1.2.1  Material DIOIOGICO .....cveveeiiieie e 26

1.2.2  REACHIVOS QUIMICOS .....cueiviiinieiiiieiieieie ettt 26

1.2.3 Materiales de 1aD0ratorio.........cooceieiiiiiiiieiee s 27

1.2.4  APAratoS Y EOUIPOS .eueeiurereasieiseasiesensseesseaseesseesseassesseesseessesessseessessssseessesseens 27

1.2.5 Softg@are .... % RS SIS tate B 4., 27

1.2.6% GRIDSENT. A % TP S . A .. 27

AR Y00 (N 60 e . | R Ny TR T SR 28
1.3.1. SelecCion de COIMENAS........ccoiviiiiiiiiiiiee et 28

1.3.2 Evaluacién del comportamiento de colmenas.........cccccoeeveveievciecccc s 29

1.3.3 Evaluacién de la productividad de 1as cOIMENaS..........cccceeveverieiereseieeeenne. 30

1.3.4  ANAliSiS MOIMTOMELIICO ....cveieieiiiiiciececieee et 30

1.3.5. Analisis molecular (DNA Darcoding)........ccccerereresesesisenieieniene e e 34

1.3.5.1.  EI€CCION € COIMENAS......ciueriiiiriiieriiieiieieie e sie sttt 34
1.3.5.2.  Recoleccion y preservacion de 1as MUESLIaS ..........cccceevrveeeriereresesesienes 34
1.3.5.3 Obtencion del material genEtiCO ........ccoveieriiirieieiiee e 34
1.35.4. AmPIlificacion Por PCR..........ccoi i 36
1.3.5.5.  Evaluacion de calidad y cantidad de ADN .........cccccoevviieiieie i, 36
1.3.5.6. SECUBNCIACION .......viiveienietiiie ettt ettt be e ne e 37

1.3.6 Obtencion y recoleccion del esperma de zangano...........cccoeveeervrereerieneene 38

1.3.7 Eleccion e inseminacion artificial de la reina.........ccoccoovvvevieicieneiesceenn, 38
CAPITULO T oottt sttt ettt et saenenne e 41
1. RESULTADOS Y DISCUSION.......cccosreieeeieiieeesesiesetesaesesissessesssses s sesissesseseessssnens 41
1.1 Temperamento de 185 COIMENES........cccoiiiiiiiiiiiee s 41

1.2 Productividad de 1S COIMENAS..........couiiieiiiie e 45

1.3 ANAlISIS MOMfOIOQICO ......ccueeieiicie e 52
1.3.1 CoIMENANT B ..ot 52

1.3.2 ColmENa N 3. s 54

1.3.3  CoIMENA N 27 ..ottt enee s 56

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

1.3.4  CoIMENANT 4 ..o e s 57
1.3.5  ColMENA N 8 ..o s 58
1.4 Anélisis Molecular (DNA BARCODING) .....ccoviiirininieise e 61

1.4.1 Evaluacion de calidad general de los resultados de secuenciacion por
SANGER ..ottt nrens 61
1.4.2 ReSultados d& BLASTN ..cuoiiiiieii it 62
1.5 Inseminacion ArtifiCial ...........coeiiiiiiiiie e 75
CONCLUSIONES ..ottt s s st st eebe s b et e besbesae e enesreneas 78
RECOMENDACIONES ..ottt ettt sttt na et snens 80
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooiiiiciiiiniieaesseeessesssesesieses s sesssss s s assessesssnens 81
ANEXOS.......ccooore B oo 0 NS S I e B 0.4 ...........coooonnncc e, 90

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~vs==". UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE ] CATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

INDICE DE TABLAS

Tablal. Ciclode viday desarrollo de las abejas obreras (Apis mellifera)..................... 11
Tabla 2. Caracteristicas de abejas africanizadas y €UrOpeas ..........cccoeeerereeereneeienennns 21
Tabla 3. Morfotipos de abejas africanizadas Yy BUIOPEAS............ccvvreeeerierierienisenieeneas 22
Tabla 4. Caracteristicas de 1a COIMENA N 4 ... 28
Tabla 5. Caracteristicas de la COIMENA N%8..........covciiiiiiiiieisi e 28
Tabla 6. Caracteristicas de la COIMENA N%27 .........ccoceieiiiieieiine e 29
Tabla 7. Caracteristicas de la colmenan®3..........ccooveieieieii s 29
Tabla 8. Caracteristicas de 1a COIMENA N%6..........coiiirreiiiiiieiee e 29
Tabla9. Escala de comportamiento de colmenas de abejas. .........ccooeveerverereneseneanean, 30
Tabla 10. Escala de productividad de colmenas de abejas. ..........cccccvevevvevecieiiecie e 30
Tabla 11. Morfotipos de abejas africanizadas Y BUIOPEaS. .....c..ecvververreereeruesieeseerieeeennns 33
Tabla 12. Registro de temperamento de colmenas seleccionadas. ...........cccccoeevvervnennne. 44
Tabla 13. Registro de temperamento de abejas criollas. ..........cccocvvriniernneiieniiiisee, 44
Tabla 14. Productividad por colmena del eStudio ...........cocveveiieieeiieiie e 51
Tabla 15. Productividad de colmenas en diferentes estados de MéXico. ...........cccceeveuenee. 51

Tabla 16. Promedio total del nimero de muestras de longitudes de alas y fémures de la
COIME NG .. Frore. . . SO | 2 vt o ............................ 53
Tabla 17. Determinacion de la africanizacion mediante el método FABIS II. ................. 54
Tabla 18. Promedio total del nmero de muestras de longitudes de alas y fémures de la
colmena 3. BRI 2. ...ccorvmmmrmennen. S IS e 55
Tabla 19. Promedio total del nimero de muestras de longitudes de alas y fémures de la
COIMEBNGA 27 ...ttt ettt bbb b b ne s e 56
Tabla 20. Promedio total del nimero de muestras de longitudes de alas y fémures de la
(010 ] 1= 0 S PSSR 57
Tabla 21. Promedio total del nimero de muestras de longitudes de alas y fémures de la
COIMENA 8.ttt ne e 59
Tabla 22. Porcentaje de africanizacion en municipios de MeXicCo. .........ccecvevververivcnenne. 60

Tabla 23. Evaluacién de calidad general de los resultados de secuenciacion por

SANGER. .. —————————— 61
Tabla 24. Resultados de BLASTnN de especies relacionadas a la secuencia query contig
AL ettt ettt e et s 63

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~v#==". UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE L i-caroLica

TESIS UCSM —¢®  DE SANTA MARIA

Tabla 25. Resultados del BLASTN de especies relacionadas a la secuencia query contig

A2 bRttt b et ne st n et s 64
Tabla 26. Resultados del BLASTn de especies relacionadas a la secuencia query contig
N T R TSPPR 65
Tabla 27. Resultados del BLASTN de especies relacionadas a la secuencia query contig
N 1SS 66
Tabla 28. Resultados del BLASTn de especies relacionadas a la secuencia query contig
Ad L.t scserescereseereseneeesgane o T e 67
Tabla 29. Resultados del BLASTn de especies relacionadas a la secuencia query contig
Ad2, 5k N e 68
Tabla 30. Resultados del BLASTnN de especies relacionadas a la secuencia query contig
ASFLEL R S T A L 69
Tabla 31. Resultados del BLASTn de especies relacionadas a la secuencia query contig
AS2. . el . ... T T AN 70
Tabla 32. Secuencias de referencia de subespecies identificadas. ..........c.cccccovvvervennnne. 72

Tabla 33. Numero y proporciéon (%) de colonias clasificadas el mitotipo del ADNmt,
identificado como africanizado - europeo en las subregiones del estado de
E 0 W AN B STTEEW M e 74

Tabla 34. Estudio comparativo entre reinas apareadas naturalmente y reinas inseminadas

o RN IO 1L = 01T 77

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

CATOLICA
DE SANTA MARIA

INDICE DE FIGURAS

Figural.,  3.dias (NUEVO) .....ccooiiiie ittt 12
Figura 2.  3.diaS (NUBVO) ....c.oiiiiiieiee e 12
Figura 3. 5 1/2 diaS (JArVA)......ccooereiiiieieesierie e 12
Figurad. 6 1/2.dias (Jarva)........ccoceeieieiiiice e 12
Figurab. 7 dias (Operculado) .........cccooeeiiiiieiieie et 12
Figura6. 10 dias (OPErculado) ........cccceverieiueiieiieiieieeese et sre s re e eneas 12
Figura 7. 8 diaS (PUPA) ..eoveveeeieiierieieie ettt bbb 12
Figura 8.  14/15 dias (PUPA) .ecverueererueeerueitestearesiaasissanseeseesiessessessessensesseessessessessessessensens 12
Figura 9.  15/16 dias (EMEIrGENCIA) ....eueruerueruereesseaineesiniestesiessessessesseeseessessessessessessenses 12
Figura 10. 24 dias (EMErQENCIA) .....ccvveverierrerreiresteeeeseeseestes e ste e sreeseesseseessessessesressesseeneas 12
Figura 11. 21-23(Madurez SEXUAI) ......cccverueiieriieieiie it esie st esie e ese et e e e 12
Figura 12. 36 dias (MAdUrez SEXUAI) ........ccceiererieiieieiesie it sesiesre e e see e sseeneeneas 12
Figura 13. Aparato reproductor de la abeja reina. .........ccoceveieiiiiinienrinnesese e 13
Figura 14. Aparato reproductor de [0S ZANgan0S. ..........c.ccveieerieieeieeiesie e ese e 15
Figura 15. Parten0ogénesis €N @DEJaS. ........coerverrerrereeeerieiiesiessestesseeseasaessessessessessessaaseenes 16
Figura 16. Representacion de las posibles combinaciones de las crias entre los alelos
distintos de una abeja reina y un macho zangano. ........ccccccoeerevenvneneeeenns 17
Figura 17. Representacion de las combinaciones posibles de las crias entre los alelos de
una abeja reina con 2 de sus hermanos ZaNGaN0S. ............cccevererrereseeeereenens 18
Figura 18. Procedimiento para realizar el DNA barcoding. ..........c.cccoevvereneneneinnnnnnns 25
Figura 19. Ubicacion geografica del laboratorio de inseminacion artificial CGIA......... 26
Figura 20. Frasco ambar con 10 muestras de la colmena 3 (padre) y alcohol al 70%..... 31
Figura 21. Medicion correcta del ala de la abeja. .........cccooovevveviiiiie e, 31
Figura 22. Medicion correcta del fémur de la abeja. .........ccoveiiiiiniiniiicce, 31
Figura 23. Visualizacion del ala y fémur correctamente diseccionados. ............ccceeeee. 32
Figura 24. Alas y fémures colocados en papel manteca listos para la medicién con el
programa JMICrOVISION V1.3.4. .....cociiiieiece e 32
Figura 25. Calibracion y uso del programa JMicrovision V1.3.4. ........ccccoeviiinnnnnnne. 33
Figura 26. Bandas de ADN en la posiCion 485 ph. .......cccocvveriiriniineieree e 37
Figura 27. Extraccion del semen de ZANQGANO0. ..........coveveiieieeiie e 38
Figura 28. Introduccidn del semen recolectado de zanganos. ..........ccccceevvevveveiiesieennenn, 39

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Figura 29. Fecundador NUMEr0 185. .......cccociiiiiiiieiieieee et 40
Figura 30. Colmena padre n°27 destapada en la cAmara de Cria...........ccccccevevviesncrnennnn 41
Figura 31. Colmena padre n°3 destapada en la cAmara de Cria...........cccooereiiiviennnnnnn 42
Figura 32. Colmena padre n°6 destapada en la camara de Cria.........cccooevvreiviiennnnnnnns 42
Figura 33. Colmena abuela n°8 destapada en la camara de cria..........cccccceeveveeieeiinennenn, 43
Figura 34. Colmena abuela n°4 destapada en la camara de Cria.........ccccccoceveivieiecrnennn, 43
Figura 35. Marco de miel de la colmena padre N°27. ........ccooeivieeiiieiese e 45
Figura 36. Numero total de marcos llenados de miel. ..........cooeeriiiinininiiiee 46
Figura 37. Marco de miel de la colmena padre N°3. ........ccoovieiiiinienniese e 46
Figura 38. Numero total de marcos llenados de miel. ..........cccoceeviieeieiieie e, 47
Figura 39. Marco de miel de la colmena padre N°6. ...........c.cccoevveeeeieece s 47
Figura 40. Numero total de marcos llenados de miel. ........cccooevereiiiieiiiiice e 48
Figura 41. Marco de miel de la colmena abuela n4..........cccooeiiiiiiiiiiie 48
Figura 42. Numero total de marcos llenados de miel. ..., 49
Figura 43. Marco de miel de la colmena abuela n®8..............cccocoooiiiiieniieicce e 49
Figura 44. Numero total de marcos llenados de miel. .........ccooeverieiiiniineneinceee 50
Figura 45. Resultados de africanizacion de la colmena nimero 6 con el método FABIS

W 4 W A VTR B TS e e 53
Figura 46. Resultados de africanizacion de la colmena numero 3 con el método FABIS

L, TR L DT AR ... ........................... 55
Figura 47. Resultados de africanizacion de la colmena numero 27 con el método FABIS

 OUOUTTORORUTOT N U0, v Pr— SOOI 56
Figura 48. Resultados de africanizacion de la colmena nimero 4 con el método FABIS

 [RTPIOARRURRRRR /" SN N, N, _ SO oSO ORI 58
Figura 49. Resultados de africanizacion de la colmena namero 8 con el método FABIS

RSP PRPR 59
Figura 50. Arbol Filogenético basado en Maximum Likelihood para la secuencia query

(010] 01X T N USSR 63
Figura 51. Arbol Filogenético basado en Maximum Likelihood para la secuencia query

CONTIG AZ.L bbbt 64
Figura 52. Arbol Filogenético basado en Maximum Likelihood para la secuencia query

(010 ] 01X T 12N 250 RS SSUSTRSS 65
Figura 53. Arbol Filogenético basado en Maximum Likelihood para la secuencia query

CONEIG AB.2. bbbt b bbb 66

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

CATOLICA
DE SANTA MARIA

Figura 54. Arbol Filogenético basado en Maximum Likelihood para la secuencia query
CONLIG AL L. oottt e e et e st e e naesre e teeneesneenne s 67
Figura 55. Arbol Filogenético basado en Maximum Likelihood para la secuencia query
CONEIG A2, ettt sttt ere e reeneas 68
Figura 56. Arbol Filogenético basado en Maximum Likelihood para la secuencia query
(010 01 AT A T S SRSRTRSR 69
Figura 57. Arbol Filogenético basado en Maximum Likelihood para la secuencia query
CONTIG A2, bbbttt b bt e e 70
Figura 58. Arbol filogenético tomando todos los contig generados empleando Maximum
LIKEITNOOM. ..o 73
Figura 59. Marco llenado con cria operculada. .........cccooooveeieieiiiiciceecece e 76
Figura 60. Reina inseminada con bajo porcentaje de aficanizacion. .............c.cccoeevnene. 77
Figura 61. EQUIPO d QISECCION. ...oeeiiiiiiiiiciiiie ittt 90
Figura 62. Alay fémur diseccionados y colocados en la plataforma del Estereoscopio. 90
Figura 63. Muestras rotuladas en frascos de color ambar. ...........cccccoveviiiieinie e, 90
Figura 64. Muestras en miCrotuDOS. .........ccooiiiiiiiniiie s 90
Figura 65. Buffers utilizados en el proceso de 1avado. ...........ccoceveriiiiieieneniniiiins 90
Figura 66. Preparacion del equipo de PCR..........ccociiiiiieieiesise et 90
Figura 67. Abertura parcial de 1a reiNa. ..........ccceoeiiieiieiiiiii e 91
Figura 68. Ajustamiento de la valvula de tanque de CO2......ccceovveieeneieiiiiiieeei 91
Figura 69. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 1 de la colmena N°6....91
Figura 70. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 1 de la colmena N°6.
........................................................................................................................ 91
Figura 71. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 2 de la colmena N°....91
Figura 72. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 2 de la colmena N°6.
........................................................................................................................ 92
Figura 73. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 3 de la colmena N%....92
Figura 74. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 3 de la colmena N°6.
........................................................................................................................ 92
Figura 75. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 4 de la colmena N°6.... 92
Figura 76. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 4 de la colmena N°6.
........................................................................................................................ 92
Figura 77. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 5 de la colmena N°6.... 93

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



file:///C:/Users/USER/Downloads/Borrador%20de%20Tesis-Farfán%20Rodríguez%20Esteban%20Matthew%20(2).docx%23_Toc179461545
file:///C:/Users/USER/Downloads/Borrador%20de%20Tesis-Farfán%20Rodríguez%20Esteban%20Matthew%20(2).docx%23_Toc179461546
file:///C:/Users/USER/Downloads/Borrador%20de%20Tesis-Farfán%20Rodríguez%20Esteban%20Matthew%20(2).docx%23_Toc179461547
file:///C:/Users/USER/Downloads/Borrador%20de%20Tesis-Farfán%20Rodríguez%20Esteban%20Matthew%20(2).docx%23_Toc179461548
file:///C:/Users/USER/Downloads/Borrador%20de%20Tesis-Farfán%20Rodríguez%20Esteban%20Matthew%20(2).docx%23_Toc179461549
file:///C:/Users/USER/Downloads/Borrador%20de%20Tesis-Farfán%20Rodríguez%20Esteban%20Matthew%20(2).docx%23_Toc179461550
file:///C:/Users/USER/Downloads/Borrador%20de%20Tesis-Farfán%20Rodríguez%20Esteban%20Matthew%20(2).docx%23_Toc179461551
file:///C:/Users/USER/Downloads/Borrador%20de%20Tesis-Farfán%20Rodríguez%20Esteban%20Matthew%20(2).docx%23_Toc179461552

. UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

CATOLICA
DE SANTA MARIA

Figura 78. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 5 de la colmena N°6.
........................................................................................................................ 93
Figura 79. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 6 de la colmena N°6....93
Figura 80. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 6 de la colmena N°6.
........................................................................................................................ 93
Figura 81. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 7 de la colmena N°6.... 94
Figura 82. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 7 de la colmena N°6.
........................................................................................................................ 94
Figura 83. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 8 de la colmena N°6....94
Figura 84. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 8 de la colmena N°6.
........................................................................................................................ 94
Figura 85. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 9 de la colmena N°6.... 94
Figura 86. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 9 de la colmena N°6.
........................................................................................................................ 95
Figura 87. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 10 de la colmena N°6..95
Figura 88. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 10 de la colmena
DREA A ... B R R 95
Figura 89. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 1 de la colmena N°3....95
Figura 90. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 1 de la colmena N°3.
........................................................................................................................ 95
Figura 91. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 2 de la colmena N°3....96
Figura 92. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 2 de la colmena N°3.
........................................................................................................................ 96
Figura 93. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 3 de la colmena N°3....96
Figura 94. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 3 de la colmena N°3.
........................................................................................................................ 96
Figura 95. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 4 de la colmena N°3....96
Figura 96. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 4 de la colmena N°3.
........................................................................................................................ 97
Figura 97. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 5 de la colmena N°3....97
Figura 98. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 5 de la colmena N°3.
........................................................................................................................ 97
Figura 99. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 6 de la colmena N°3....97

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

CATOLICA
DE SANTA MARIA

Figura 100.

Figura 101.
Figura 102.

Figura 103.
Figura 104.

Figura 105.
Figura 106.

Figura 107.
Figura 108.

Figura 109.
Figura 110.

Figura 111.
Figura 112.

Figura 113.
Figura 114.

Figura 115.
Figura 116.

Figura 117.
Figura 118.

Figura 119.
Figura 120.

Figura 121.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 7 de la colmena N°3....98

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 7 de la colmena N°3.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 8 de la colmena N°3....98
Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 8 de la colmena N°3.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 9 de la colmena N°3....99

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 9 de la colmena N°3.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 10 de la colmena N°3..99
Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 10 de la colmena

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 1 de la colmena N°27.100

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 1 de la colmena

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 2 de la colmena N°27.100

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 2 de la colmena

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 3 de la colmena N°27.100

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 3 de la colmena

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 4 de la colmena N°27.101

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 4 de la colmena

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 5 de la colmena N°27.101

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 5 de la colmena

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 6 de la colmena N°27.102

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 6 de la colmena

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 7 de la colmena N°27.102

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

CATOLICA
DE SANTA MARIA

Figura 122.

Figura 123.
Figura 124.

Figura 125.
Figura 126.

Figura 127.
Figura 128.

Figura 129.
Figura 130.

Figura 131.
Figura 132.

Figura 133.
Figura 134.

Figura 135.
Figura 136.

Figura 137.
Figura 138.

Figura 139.
Figura 140.

Figura 141.
Figura 142.

Figura 143.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 8 de la colmena N°27.103

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 8 de la colmena

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 9 de la colmena N°27.103
Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 9 de la colmena

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 10 de la colmena N°27.103

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 10 de la colmena

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 1 de la colmena N°4..104
Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 1 de la colmena N°4.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 2 de la colmena N°4.. 105

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 2 de la colmena N°4.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 3 de la colmena N°4.. 105

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 3 de la colmena N°4.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 4 de la colmena N°4.. 105

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 4 de la colmena N°4.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 5 de la colmena N°4.. 106
Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 5 de la colmena N°4.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 6 de la colmena N°4.. 106

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 6 de la colmena N°4.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 7 de la colmena N°4.. 107

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 7 de la colmena N°4.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 8 de la colmena N°4.. 107

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

CATOLICA
DE SANTA MARIA

Figura 144.

Figura 145.
Figura 146.

Figura 147.
Figura 148.

Figura 149.
Figura 150.

Figura 151.
Figura 152.

Figura 153.
Figura 154.

Figura 155.
Figura 156.

Figura 157.
Figura 158.

Figura 159.
Figura 160.

Figura 161.
Figura 162.

Figura 163.
Figura 164.

Figura 165.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 9 de la colmena N°4.. 107

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 9 de la colmena N°4.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 10 de la colmena N°4.108
Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 10 de la colmena

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 1 de la colmena N°8..108

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 1 de la colmena N°8.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 2 de la colmena N°8.. 109
Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 2 de la colmena N°8.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 3 de la colmena N°8.. 109

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 3 de la colmena N°8.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 4 de la colmena N°8.. 109

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 4 de la colmena N°8.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 5 de la colmena N°8..110

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 5 de la colmena N°8.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 6 de la colmena N°8..110
Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 6 de la colmena N°8.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 7 de la colmena N°8..111

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 7 de la colmena N°8.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 8 de la colmena N°8..111

Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 8 de la colmena N°8.

Longitud total del ala interior derecha de la muestra 9 de la colmena N°8..111

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~v#==". UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~¢  DE SANTA MARIA

Figura 167. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 10 de la colmena N°8.112

Figura 168. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 10 de la colmena

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~v#==". UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE ; %‘% CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Galeria fotogréfica de la metodologia realizada para la obtencién de los
resultados de las mediciones MorfolOgiCas. .........cccovevrereiniinenciesesceeee, 90

Anexo 2. Galeria fotografica de la metodologia realizada para la obtencién de los
resultados de 10s analisis MOIECUIATES. .........cccovveieieniiieee e 90

Anexo 3. Galeria fotogréafica de la metodologia realizada para la inseminacion artificial.

Anexo 4. Resultados de las mediciones longitudinales del ala'y fémur de las 5 colmenas.
Anexo 5. Secuencias de contig desde el codigo Al hasta él codigo A5.2 realizados con

el programa BIOEMIL.. ........cccoiiiiiiiii it 113
Anexo 6. Secuencias de referencia utilizadas en el arbol filogenético de la figura 58..116

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




] - UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE : CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

INTRODUCCION

La subespecie Apis mellifera scutellata fue exportada desde el sur de Africa a Brasil en 1956
con el propdsito de realizar un cruce entre especies, con el objetivo de obtener una nueva
generacion que se adapten a las condiciones tropicales; sin embargo, en un giro inesperado
un aproximado de 26 colonias escaparon en el afio 1957, dando inicio a un proceso de
africanizacion en el continente americano, el cual consiste en el establecimiento de las
caracteristicas dominantes de esta subespecie frente a otras colonias de abejas (1). La abeja
africanizada se origino principalmente a través del apareamiento inicial de reinas de origen
europeo, provenientes de apiarios locales, con zanganos de origen africanizado que se habian
escapado de Brasil; en una segunda instancia, se observé la invasion de colmenas por reinas
de origen africanizado, lo que contribuyé aun mas a la africanizacion de las poblaciones de
abejas. En el afio 1975 y 1976 se manifestd la africanizacion de abejas en el Perq,
principalmente a lo largo de la selva baja y la costa norte, este fendbmeno se propagdé tan
rapido que a fines de 1986 (2), se detectaron los primeros enjambres que llegaron hasta
México, este proceso ha causado considerables pérdidas econémicas en la apicultura, debido
al comportamiento altamente defensivo, registrandose varios casos de fallecimiento tanto en
animales como en seres humanos con un alto nimero de picaduras, resalta también su fuerte
tendencia a enjambrar de las abejas africanizadas, trayendo como consecuencia la perdida
de la colmena y el dificil manejo sanitario y nutricional perjudicando en gravedad al
apicultor (3).

La inseminacion artificial es la técnica que se aplica para hacer un control genético de los
progenitores, dando la capacidad de elegir caracteristicas deseables como de produccion,
comportamiento y de resistencia (4), permitiendo realizar cruzamientos controlados al
100%; sin embargo, para la seleccion previa de estas colmenas progenitoras se necesita
realizar analisis de las caracteristicas deseables, es debido a esto que se utilizan registros de
manejo de colmenas, los cuales pueden facilitar el control de produccion, genética y de

comportamiento de colmenas en un apiario (5).

Es importante mencionar también, que para evitar un posible cruzamiento no deseado entre
abejas africanizadas y europeas es necesario realizar analisis morfométricos, los cuales
gracias a la técnica FABIS (Fast Africanized Bee Identification System) pueden determinar
mediante valores criticos de la longitud del ala y del fémur que abejas son posiblemente

africanizadas o europeas (6), cabe resaltar que es necesario realizar un analisis molecular,
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debido a que el método anteriormente mencionado no es preciso al 100%. La region que es
clave para visualizar si existe el mitotipo africanizado o mitotipo europeo es el polimorfismo

del gen mitocondrial de la region de 485 pb del citocromo b, gracias a esto podemos

discriminar estos dos grupos de abejas (50).

VARIABLES INDEPENDIENTES

Variables independientes

Indicadores

Analisis molecular por DNA barcoding

(AM)

Identificacion de las 8 muestras

libres de africanizacion.

Analisis morfométrico del ala (AMA) y

Analisis morfométrico del fémur (AMF)

Medidas del ala delantera derecha
(mm) y medidas del fémur
posterior derecho (mm) de 10

muestras.

Comportamiento de las Colonias (CC)

Escala de comportamiento: docil,

Nervioso, agresivo.

Productividad de Miel (PM)

Cantidad de marcos llenados por
cosecha (1-8).

VARIABLES DEPENDIENTES

Inseminacion Artificial (1A)

Identificacion de postura de la reina

inseminada.
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CAPITULO |
1. PLANTEAMIENTO TEORICO
1.1 Descripcion del problema

En la actualidad, la actividad de la apicultura en el Per( tiene grandes aportes para el
ambito econdmico, social y ecoldgico en el pais (7); sin embargo, existe un problema
al cual se tienen que enfrentar los apicultores peruanos, este inconveniente es la
africanizacion, que consiste en la contaminacion genética de la Apis mellifera
scutellata en colmenas del Peru. Es decir, que las caracteristicas fenotipicas de esta
subespecie comienza a ganar predominancia, ocasionando como resultado que se
generen caracteristicas especificas negativas en las colmenas, como el enjambrazén
que por la genética de la africanizacion lo realizan de manera natural, abandonando
totalmente la colmena y causando la pérdida total de la poblacién de una colmena
para el apicultor (8), perjudicando la produccion de miel y otra actividades apicolas
(polinizacion, hidromiel, crianza de reinas, etc.); el pillaje, en el cual consiste en el
saqueo de provisiones (miel y polen) y ataque a otras colmenas de abejas, lo cual es
otra caracteristica principal de las abejas africanizadas, trayendo como consecuencia
una dificultad al apicultor al momento de realizar el manejo sanitario y nutricional
de la colmena; por ultimo, la caracteristica comln de la abeja africanizada es su
comportamiento agresivo, defensivo e hiperactivo, son propensas a reaccionar de una
manera mucho mas rapida y enérgica frente a situaciones de posible amenaza, siendo
mas sensibles al ruido (vibraciones) 0 movimiento rapido desencadenando un mayor
namero de incidentes por picadura en los apicultores y animales que se encuentren
cerca de la zona, generando un riesgo de acumulacién de veneno debido a multiples
picaduras, provocando una reaccion toxica y generando sintomas como nauseas,

vomitos, diarrea, dolor de cabeza, y picazon e hinchazén, hasta incluso la muerte (9).
1.2 Justificacion
1.2.1 Justificacién Tecnoldgica

La tecnologia de inseminacion artificial permitird hacer los cruces genéticos, los
cuales serviran para poder seleccionar a las abejas mas productivas y déciles en
conjunto con los resultados de los andlisis del comportamiento, productividad,
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moleculares y morfométricos, para poder seleccionar rasgos deseables, mejorando la
conducta y la productividad de las colonias. La implementacion del analisis
molecular y morfométrico proporcionara herramientas tecnoldgicas avanzadas para
evaluar la eficacia de las intervenciones genéticas, garantizando resultados precisos
y reproducibles. Este enfoque tecnoldgico no solo optimizar la gestion de colmenas,
sino que también contribuird al desarrollo de practicas apicolas més eficientes y

sostenibles.
1.2.2 Justificacion Ambiental

La tesis aborda preocupaciones ambientales al enfocarse en la docilidad de las abejas
africanizadas, que a menudo se asocian con comportamientos agresivos y riesgos
para la biodiversidad. Al mejorar genéticamente la docilidad, se reduce el impacto
negativo en el entorno natural, disminuyendo el riesgo de conflictos entre las abejas
y otros organismos (humanos y animales). Ademas, las practicas de inseminacion
artificial ofrecen la oportunidad de preservar y fortalecer poblaciones de abejas sin

afectar negativamente a las colonias salvajes.
1.2.3 Justificacién Economica

La mejora genética de la docilidad de las abejas tiene implicaciones econémicas
sustanciales para la apicultura. Las colonias mas dociles son mas faciles de manejar,
por lo cual hay una revision mas constante de las colmenas, evitando su abandono y
mejorando el manejo para su preservacion. Ademas, la productividad mejorada de
las colonias dociles se traduce en un aumento en la produccion de miel y otros
servicios apicolas. Estos aspectos contribuyen a los Objetivos de Desarrollo
Sostenible: ODS 1 (Fin de la Pobreza) al fortalecer la seguridad alimentariay al ODS
8 (Trabajo Decente y Crecimiento Econdémico) al impulsar la economia apicola,

brindando oportunidades de empleo.
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OBJETIVOS

GENERAL
Reducir el nivel de africanizacién mediante anélisis y estrategias aplicadas para optimizar
las poblaciones Apis Mellifera.

ESPECIFICOS

1. Analizar la efectividad del comportamiento (décil, nervioso, agresivo) de
las colmenas seleccionadas.

2. Analizar la efectividad de produccion de miel (1-8 marcos llenados) de las
colmenas seleccionadas.

3. Analizar las caracteristicas de los resultados morfolégicos y moleculares
(DNA barcoding) de las colmenas seleccionadas para categorizar abejas
africanizadas y europeas.

4. Aplicar la inseminacion artificial en abejas reina libres de africanizacion.
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HIPOTESIS

Dado que se reporta caracteristicas negativas y perjudiciales en poblaciones de abejas
(Apis mellifera) es probable que la aplicacion de la inseminacion artificial de colmenas
seleccionadas en base a analisis de comportamiento y productividad, resultados de analisis
moleculares (DNA barcoding) y morfométricos, contribuyan significativamente a la
reduccion del nivel de africanizacion, generando resultados positivos para la apicultura 'y la

biodiversidad local.
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2. MARCO TEORICO
2.1 Generalidades

2.1.1 Abejas melifera (Apis mellifera)

Alrededor del mundo existen un aproximado de 20.000 especies diferente de abejas,
de las cuales, una gran parte de ellas son solitarias o estan acostumbradas a vivir en
pequerias poblaciones; sin embargo, 1250 de especies de abejas son con las que mas
socializamos y con el paso del tiempo hemos aprendido a poder convivir con ellas
(10). En el continente americano las abejas que son mas conocidas son las europeas
y africanizadas (Apis mellifera), que es originaria de Europa, Africa y parte de Asia,
esta abeja fue clasificada en el afio 1758 por el cientifico sueco Carlos Linneo, a
partir de aqui nace la apicultura, el cual es la actividad del cuidado y la crianza de
abejas para obtener productos como la miel, jalea real, propéleo, polen y venta de
reinas (11).

2.1.2 Comportamiento social y organizacion de la colmena

La colmena de las abejas son un fascinante ejemplo de organizacion social en el reino
animal, que ha sido objeto de estudio durante siglos, en su interior, se desarrolla un
complejo sistema de interacciones que permite a sus miembros trabajar de manera
coordinada, asegurando la supervivencia y el éxito de la colonia, el cual se divide en:
La Abeja Reina: Exhibe una longevidad extendida en comparacion con los otros
miembros de la colmena (hasta los 6 afios en un estado natural), cuyos ciclos vitales
son considerablemente mas cortos. Su papel distintivo en la comunidad es crucial
para la supervivencia, ya que se dedica principalmente a la puesta de huevos,
generando mas de 1,000 diariamente (12). Estos huevos se transforman en machos
(zdnganos) y hembras (obreras). La mayoria de las larvas hembras se desarrollan
como abejas obreras, a excepcion de cinco o seis, que son alimentadas
exclusivamente con jalea real pura y pueden evolucionar para convertirse en abejas
reinas (13).

Los Zanganos: Como abejas macho, su Unica funcion es la fertilizacion de la reina,
una vez cumplida esta funcion, los zanganos mueren, debido que al momento de
copular con la reina desprenden su aparato genital; ademas, estos carecen de la
capacidad de alimentarse por si mismos en el campo, debido a que no poseen un

mecanismo mandibular igual al de la obrera, ya que su lengua no es del mismo
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tamafio sino mas corta; sin embargo, si tienen la capacidad de alimentarse a través
de los marcos de miel que acopian las obreras, aunque en época de escasez, las
obreras suelen matar y desechar a los zanganos fuera del panal para asi poder
almacenar més alimento para la colmena (14).

Las Obreras: Son hembras estériles que desempefian diversas funciones cruciales a
lo largo de su vida, que abarca solo unos meses. En sus primeros dias, realizan tareas
domeésticas, incluyendo la limpieza de celdas, alimentacion de la reina, de los
zanganos Yy las obreras recién nacidas, de la proteccion de la entrada de la colmena
contra posibles amenazas y la produccion de cera para la construccion colectiva de
nuevas celdas, contribuyendo al crecimiento del panal. Al alcanzar los veinte dias,
se convierten en obreras adultas capaces de trabajar fuera de la colmena,
recolectando néctar, polen y agua. Durante sus expediciones de busqueda de
alimento, se orientan mediante el sol y las caracteristicas del entorno, garantizando

Su regreso exitoso a la colmena (15).

2.1.3 Tipos de colmenas y nucleos fecundadores
Los apiarios especializados en la crianza e inseminacion artificial de reinas tienen
una manera especial de distribucién de sus colmenas en sus apiarios, donde cada una
cumple una funcion especifica y vital para el funcionamiento correcto y eficaz para
lograr sus objetivos planteados (16), la distribucion y clasificacion se realiza de la

siguiente manera:

a. Abuelas
Las colmenas que son denominadas abuelas son el pilar para la crianza e
inseminacion artificial de reinas, cada una de estas colmenas poseen reinas
especialmente seleccionadas tanto por su temperamento docil y su gran
productividad, en cada colmena la reina estara en constante postura de huevos en
la primer alza o caja llamada cAmara de cria, a partir de esta cria (especificamente
las larvas méas pequerias) se hara la crianza de reinas, el cual consiste en trasladar
las larvas de estas reinas selectas a recipientes especiales llamados cupulas, los
cuales estan disefiados para la crianza de reinas, por lo cual estas colmenas van a
cumplir con la funcion de poder dar futuras reinas con caracteristicas deseables

para el apicultor (17).
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b. Criadoras

Las criadoras son las colmenas receptoras y desarrolladoras de las crias (futuras
reinas) de las abuelas, en las cuales hay que destacar un importante detalle, el
cual es el proceso de orfanizacion:

Cada una de estas colmenas antes de recibir la cria de las abuelas, sufre por este
proceso, el cual consiste en retirar a la reina de una colmena, dejando a la
colmena huérfana y con la necesidad de tener otra reina, es por esto que a partir
del dia que se extrae la reina y pasada una semana, la colmena realizara celdas
reales a partir de las larvas mas jovenes, otorgandoles una alimentacion especial
con Unicamente jalea real, desarrollando a las larvas y transformandolas en
futuras reinas, el apicultor encargado al momento de visualizar las celdas reales,
las extraera y eliminard, imposibilitando a la colmena de obtener una reina
naturalmente e incapacitandolas de crear nuevas celdas reales, debido a que ya
no existen crias jovenes, en este momento la cria de las abuelas son trasladadas
a las cupulas y colocadas en 2 marcos especiales que se introduciran dentro de
estas colmenas criadoras (en cada marco puede haber hasta un maximo de 20
reinas), como la colmena huérfana se encuentra en total desesperacion por
conseguir una reina, las larvas jovenes que han sido trasladadas seran aceptadas
y empezaran su proceso de crianza para su transformacion en futuras reinas (18).
Una vez pasado 10 dias después de este proceso, el cual se le denomina
“traslarve”, dentro de las ctipulas se habran desarrollado las larvas y se habran
creado celdas reales completamente cerradas, en este décimo dia se procedera a
colocar ruleros (recipiente especial para el nacimiento de las reinas), este paso
para la crianza de reinas es sumamente importante, debido a que al colocar los
ruleros se imposibilita la posible eliminacion de la primera reina nacida hacia las
demés no nacidas, finalmente a los 13 dias de haber hecho el traslarve, se

obtendran las reinas nacidas (18).

c. Padres
En cada una de estas colmenas denominadas padres, hay una reina que sera la
encargada de engendrar a los futuros zanganos los cuales seran encargados de la
fecundacién tanto natural como en inseminacion artificial de las reinas nacidas

en las criadoras, cada colmena posee dos marcos especiales conocido como
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“marco zanganero”, el cual es un marco con una cera ligeramente mas amplia

para incentivar Unicamente la postura de zanganos y no de obreras (19).

d. Nducleos Fecundadores
Una vez que las reinas nacidas han sido extraidas de las colmenas criadoras, seran
colocadas en ruleros con candy (alimento hecho a base de miel y aztcar en polvo)
para su posterior introduccidn en estos nucleos fecundadores (20). El objetivo de
estos nucleos es recibir a las reinas virgenes y tener un ambiente y poblacion
adecuados para su posterior fecundacion con los zanganos, a esto se le conoce
como el “vuelo nupcial”, una reina al ser liberada por las obreras del ntcleo hara

aproximadamente 3 vuelos de reconocimiento por su zona (21), esto debido a 3

razones:

e Orientacién y Familiarizaciéon: Las jovenes reinas efectlan vuelos de
orientacion para conocer el entorno de la colmena antes de sus vuelos de
apareamiento, lo que les permite recordar la ubicacion de su nucleo y regresar
a ella con facilidad (22).

e Apareamiento: En los vuelos de apareamiento, las reinas abandonan la
colmena para copular con zanganos en zonas especificas llamadas “zonas de
congregacion de zanganos". Estos vuelos facilitan la diversidad genética al
permitir que la reina se aparee con multiples zanganos de distintas colmenas
(23).

e Evaluacion del Entorno: Estos vuelos también permiten a la reina
inspeccionar las condiciones externas y el area cercana a la colmena, algo
esencial para la salud y el éxito de la colonia en su conjunto (23).

Una vez llegada la madurez sexual de las reinas, volaran hacia las zonas de

congregacion de zanganos, pudiendo realizar un apareamiento en promedio con

8 zanganos y regresando a su nucleo para comenzar con la postura de huevos.

2.1.4 Ciclo de vida de abejas obreras
Esta tabla resume las principales etapas del ciclo biolégico de las abejas (Apis
mellifera) con su correspondiente duracién. Cabe destacar que las abejas adultas
pueden tener una vida variable dependiendo de su funcidn dentro de la colmenay las
condiciones ambientales (24). En la siguiente tabla 1 se mostrara el ciclo de vida 'y

desarrollo de las abejas:
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Tabla 1. Ciclo de vida y desarrollo de las abejas obreras (Apis mellifera)

Duracion de la etapa
Descripcion

y nacimiento

La reina deposita huevos en las celdas
Huevo 3 dias
de la colmena.

Las larvas eclosionan de los huevos y
Larva 5-6 dias

son alimentadas con jalea real impura.

La larva se transforma en pupa dentro
Pupa 12 dias
de una celda sellada.

De la pupa emerge una obrera, que

Emergencia “

realiza diversas tareas dentro de la 21 dias

(obrera)
colmena.
Variable hasta su

Las abejas adultas participan en la muerte,

Adulto _ L _
recoleccion y polinizacion. aproximadamente 45
dias.

2.1.5 Ciclo de vida'y madurez sexual de abejas reina y zanganos

En la crianza e inseminacion artificial de reinas, la coincidencia de la madurez sexual
entre los zanganos y las reinas es un punto vital para la correcta concepcion, en las

siguientes figuras 1 — 12 se observa su ciclo biolégico:
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ABEJA REINA
=

Figura 1. 3 dias (huevo) Figura 2. 3 dias (huevo)

Figura 9. 15/16 dias (emergencia) Figura 10. 24 dias (emergencia)

A |
Figura 11. 21-23(madurez sexual) Figura 12. 36 dias (madurez sexual)
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2.1.5.1 Aparato reproductor de la abeja reina

La abeja reina posee un aparato reproductor bien estructurado, el cual esta
constituido por dos grandes ovarios en la cavidad abdominal, los cuales poseen
un total de 150 tubulos Ilamados ovariolos, estos ovariolos se fusionan en su
parte distal para lograr crear los oviductos laterales, que al mismo tiempo se
unen para constituir el oviducto medio, que desagua otro conducto proveniente
de la espermateca, por el cual los espermatozoides de los zanganos ascienden
después de la fecundacion y terminan descendiendo para juntarse con los
huevos provenientes de los ovariolos (25). El aparato reproductor de la abeja
reina se observa en la siguiente figura 13:

ovarios

oviductos
laterales

espermateca

vagina

Figura 13. Aparato reproductor de la abeja reina.
2.1.5.2 Fecundacion y ovoposicion

Como se pudo observar en el ciclo de vida, las reinas van a madurar
sexualmente una vez emergida de la pupa, entre estos cinco dias las reinas
haran un vuelo de reconocimiento de aproximadamente 2 — 3 minutos,
seguidamente a esto entre los 6 a 8 dias realizan sus vuelos nupciales en la zona
de congregacion de zanganos, como ya se menciond anteriormente, las abejas
reinas seran copuladas por aproximadamente 8 zanganos, los zanganos que
fecundan a las reinas liberan su aparato reproductor, lo que en consecuencia

ocasiona su posterior muerte, cabe mencionar que cada zangano puede aportar
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hasta 10 millones de espermatozoides, por lo cual la reina durante la
fecundacién puede llegar a recibir hasta 80 millones de espermatozoides, de
los cuales se localizardn en la vagina y oviducto medio listos para moverse
hacia el espermateca (26); sin embargo, Unicamente podra almacenar
aproximadamente 6.2% del total, Ilegando a expulsar el resto al exterior. Una
vez fecundada la reina, regresara a su colmena; sin embargo, cabe mencionar
que, si lareina no logra captar la cantidad suficiente de espermatozoides, puede
salir a realizar otros vuelos nupciales para copular por una segunda hasta una
tercera vez, hasta llegar a una cantidad de mas de 5 millones de
espermatozoides, los necesarios para asegurar la supervivencia de la colmena
(27).

Las abejas reinas fecundas pueden depositar hasta un aproximado de 2000
huevos por dia, aunque este ritmo depende de varios factores, como
ambientales, la raza y la disponibilidad de polen y miel en la zona. La reina
produce una feromona, llamada la sustancia real, la cual actda sobre las obreras
inhibiendo sus instintos de crear celdas reales y de ovopositar huevos por su
cuenta, también tiene la caracteristica de atraer zanganos, por lo cual es muy

importante para mantener la consistencia de la colmena (27).
2.1.5.3 Aparato reproductor de los zdnganos

Los zanganos producen los espermatozoides en sus testiculos cuando se
encuentran dentro de la pupa y después de 3 dias de su nacimiento pasan por
las vesiculas seminales, las cuales crean sustancias nutritivas para la madurez
de los espermatozoides, los zanganos poseen dos corniculas de color
blanquecino al nacer, y con el paso del tiempo se van obscureciendo hasta
alcanzar un color amarillento y anaranjado, esto es una manera de poder
identificar si un zangano este maduro o no. Los vuelos para identificar la zona
de congregacion se realizan 7 dias después de su nacimiento y pueden alcanzar
un alto de hasta 6 metros (28). El aparato reproductor del zangano se observa

en la figura 14:
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Figura 14. Aparato reproductor de los zanganos.

2.1.6 Citologia Apicola
La formacién de un ser vivo se da gracias a las células germinales pertenecientes
tanto a los ovarios de la hembra y los espermatozoides del macho, la célula resultante
estd determinada por tres partes las cuales son el protoplasma, la membrana y el
nucleo, el nacleo es la parte de mas interés, debido a que en él se encuentra la

informacion genética del nuevo individuo que se ha formado (29).

Un 6vulo formado en el interior de una abeja reina es fecundado por la célula
germinal masculina (espermatozoide), en el cual Gnicamente se introduce la cabeza
del espermatozoide, logrando aportar 16 cromosomas, que, junto con los 16
cromosomas del dvulo, forman a un huevo diploide (32 cromosomas) (29), los 16
pares de cromosomas se dividen en dos grupos iguales dirigiéndose a los polos de la
célula. En la mayoria de individuos el proceso de su formacidn ocurre primero con
la division del ndcleo y después de la célula; sin embargo, algo muy distinto ocurre
en las abejas, ya que para su formacién Gnicamente se dividira el nicleo mas no la
célula, primero se divide de uno en dos, luego de dos en cuatro, luego de cuatro ocho
y continuamente de esta manera hasta alcanzar los 60 nlcleos dentro del corion o
cascara de huevo depositados en la pared, como ya se menciond en el ciclo de vida
de las abejas, el huevo completa su fase al tercer dia de haber sido depositado dentro
de la celda del panal, en estos tres dias el huevo se va adelgazando, llegando hasta
su punto maximo en el tercer dia, en este punto el embrién toma una pose de arco y
se puede visualizar una pequefia gota de liquido compuesto por varias enzimas que
es el encargado de disolver el coridn, al ocurrir esto, una abeja nodriza (encargada
de cuidar a las crias) deposita una gota de jalea real en la celda donde se encuentra

el huevo, seguidamente otras abejas nodrizas hacen lo mismo hasta formar un
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pequefio charco en el cual queda suspendido el huevo, al momento que la jalea toca
el huevo, la larva que se encuentra en el interior sale del corion y queda suspendida

en el pequefio charco de jalea real (30).

2.1.6.1 Partenogénesis
La partenogénesis es un tipo de reproduccion asexual, principalmente
presente en animales que son pequefios e invertebrados, como la hormiga,
avispa, pulgones y abejas, que tienen la capacidad de alternar una
reproduccion tanto sexual como asexual. En las abejas en esta forma de
reproduccion ocurre el desarrollo o la division sucesiva Unicamente de los
gametos femeninos o dvulos de la reina hasta llegar a formar a un nuevo
individuo, sin la necesidad de ser fecundados por los gametos masculinos
0 espermatozoides, el individuo creado por este proceso es el zangano
(abeja macho), que es destacado a diferencia de la abeja hembra obrera o
reina por tener solamente 16 cromosomas, lo que lo convierte en un
organismo haploide, por lo tanto, heredara tnicamente el ADN de la abeja
reina progenitora (31). A continuacion, se muestra la figura 15,

representativa de la reproduccion sexual y asexual de la abeja reina:

Celwias
somatcas

(32 )
? MEIOSIS

G

ametos .
PARTENOGENESIS d
Macho

(16) -
"= MITOSIS ;FEcumAc;orI*A
as) 16———»(32)
Macho Hiariibi

Figura 15. Partenogénesis en abejas.

2.1.6.2 Alelos sexuales
En diferentes animales y plantas dentro de su nucleo se encuentran
cromosomas distintivos que daran origen a una hembra o macho, esta
pareja se denominan como alelos sexuales que estan representados por las
letras X/Y; sin embargo, en las abejas ocurre algo muy distintivo, debido a
que no solo poseen dos alelos sexuales, sino que tienen entre 8 a 18 alelos
sexuales, es debido a esto que en un solo sitio o locus podemos encontrar
un gen que puede ser XA, XB o XC, esto puede variar entre 12 0 mas (32).
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La reina siempre sera heterocigota, por lo cual siempre tendré dos copias
diferentes como AB, XA, XB, en este caso, si la reina se fecunda con un
zangano que tiene un alelo sexual distinto, los huevos infértiles daran
resultados a zanganos con alelos sexuales A y B, en otras palabras,
zanganos haploides. Los zanganos que son haploides estan representados
con 1 N debido a que todos sus cromosomas son homoélogos en cada par
(iguales), en el caso de las hembras que son diploides estan representadas
por 2 N, debido a que cada par de cromosomas son diferentes o también se
les podria llamar heterocigotos (33). A continuacion, se observa la figura
16 con la representacion de las posibles combinaciones genéticas entre los

huevos no fecundados y los huevos fecundados de una abeja reina:

ab X C
/ \
xa Ina l:
x°
! |
aC bC
2n 2n

HUEVOS FECUNDADOS HEMBRAS

HUEVOS NO FECUNDADOS MACHOS

Figura 16. Representacion de las posibles combinaciones de las crias entre

los alelos distintos de una abeja reina y un macho zangano.

Existen casos en los cuales una reina con alelos AC se cruza con sus
hermanos, zanganos que poseen un alelo A y el otro un alelo B, por lo

consecuente se obtendria lo siguiente en la figura 17:
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APAREAMIENTO CON
DOS ZANGANOS

ac ab

cad abcach

25% HUEVOS HOMOCIGOTOS PRODUCEN
MACHOS DIPLOIDES &

75% HUEVOS HETEROCIGOTOS
PRODUCEN HEMBRAS 9

Figura 17. Representacion de las combinaciones posibles de las crias entre los

alelos de una abeja reina con 2 de sus hermanos zanganos.

Lo que se observa en la figura 17 es un 75% de huevos heterocigotos, en otras
palabras de huevos de los cuales naceran hembras obreras; sin embargo, el otro
25% represente a huevos homocigotos, con el mismo alelo, de los cuales
naceran zanganos diploides, lo que puede perjudicar a la colmena, debido a
que las obreras nodrizas encargadas de cuidar a la cria evitan el nacimiento de
este tipo de cria, comiéndose la larva una vez eclosionada, es por esto que el
cruzamiento de hermanos entre abejas puede ser perjudicial, y si es en una
mayor cantidad, como por ejemplo 50% de machos diploides y 50% de
hembras, ocurre la postura salteada, debido a que las obreras retiraran a las

larvas que no son hembras (34).

2.1.6.3 Supervivencia
La cantidad de numero de alelos sexuales dentro de un apiario es de vital
importancia, debido a que esto definira la supervivencia de las colmenas,
si la cantidad de alelas disminuye, también disminuira el porcentaje de
supervivencia (34).
Por ejemplo, cuando el apiario tiene Unicamente 2 alelos sexuales
disponibles en su genética, el porcentaje de supervivencia seria del 50%,

por ejemplo:
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AB X A, B=AA - AB - BA - BB (50% de supervivencia)

En este ejemplo, dos de las 4 combinaciones posibles son homocigotos
(zanganos diploides) por lo cual las abejas mataran a esa cria y solo la mitad
de la poblacion vivira.

Con tres alelos sexuales o, en otras palabras, con un tercer zdngano que
aporte otro alelo tendremos mas combinaciones posibles.

AB X A, B,C=AA-AB-AC-BA-BB - BC (67% de supervivencia)
De este modo, se observa un incremento del porcentaje de supervivencia
de la colmena, ya que al igual que el anterior caso obtendremos dos alelos
homocigotos; sin embargo, hay una mayor cantidad de alelos

heterocigotos, haciendo un total de 4 (34).

2.1.6.4 Genotipo y Fenotipo
Los genes o informacion genética que se encuentran dentro de una célula
sexual son las caracteristicas genéticas que va a expresar un ser vivo, esta
informacion se transmite de generacion en generacion, a todo este conjunto
se le llama genotipo (35).
El fenotipo en cambio, es la expresion tanto fisica como comportamiento o
en otras palabras todo lo que se puede visualizar de un ser vivo, como por
ejemplo el color de ojos o el color del cuerpo en el caso de las abejas (35).
El fenotipo también se puede expresar por la siguiente formula:
Genotipo + Medio Ambiente = Fenotipo
Esto es debido a que muchas caracteristicas como lo puede ser el
comportamiento o0 la produccién de miel dependen mucho del medio
ambiente, por ejemplo:
Una colmena de abejas puede producir de 10 a 100 kg de miel, en este caso
la colmena productora produce 60 kilos de miel por su genotipo; sin
embargo, por su mismo entorno el valor es un poco bajo debido a la falta
de floracion, entonces la colmena se traslada a un medio ambiente donde
es temporada de floracion, es debido a esto que la colmena productora
aumenta su produccién a 90 kilos, por lo cual el medio ambiente ha
otorgado 30 kilos de mas a la produccion, por lo cual su fenotipo de

produccion de miel es de 90 kilos (36).
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2.1.7 Abejas Africanizadas

Las abejas africanizadas tienen un genotipo con un flujo mayor de genes africanos y
son el producto entre un cruce de abejas africanas y europeas, estas surgieron en
Sudameérica en 1957 gracias al trabajo del bidlogo Warwick Estevam Kerr, quien
tratd de crear una raza de abejas mas adecuada para las condiciones tropicales en
comparacion con las abejas europeas presentes en Norteamérica y Sudamerica; sin
embargo, este hibrido no fue muy exitoso debido a problemas en el proceso de
seleccion, conservando muchos de los comportamientos negativos de su antecesor
africano. En particular, en comparacion con las abejas europeas, las abejas
africanizadas cambian de lugar con mas frecuencia, tienden a migrar para compensar
la disminucion de alimentos y, sobre todo, son mucho mas agresivas, con una zona
de alarma mas amplia alrededor de la misma, y persiguen amenazas percibidas hasta
distancias inconcebibles, logrando superar los 150 metros (37).

El gran nimero de personas y animales que han fallecido por causa de estas picaduras
de abejas ha sido debido a una reaccion toxica o anafilactica, por consecuencia de la
gran cantidad de piquetes en un periodo relativamente corto, la cantidad estimada de
veneno que se introduce a las victimas es muy elevado (38), cabe resaltar que el
veneno de las abejas africanizadas no es diferente al de las europeas, ya que su grado
de toxicidad es el mismo, para que una dosis sea considerada letal en humanos, con
un rango de 50 — 100 picaduras puede causar un riesgo alto de envenenamiento,
mientras que una cantidad elevada a 500 picaduras, puede causar una alta
probabilidad de muerte, en el caso de los animales (39), por el momento no existen
datos que sean precisos a la susceptibilidad de la toxicidad del veneno de las abejas;
sin embargo, las picaduras de abejas ocasionan un mayor numero de accidentes por
animales, llegando incluso a superar la mortalidad producidos por serpientes,
escorpiones y arafas, las especies que son méas afectadas son las aves y los equinos
(40,41).

Esta contaminacion por parte de la abeja africanizada siguié en aumento y se propago
debido a que las colonias africanizadas producen una mayor cantidad de zanganos
que las europeas. Los zanganos africanizados dominan en el apareamiento de las
reinas, debido a su gran namero, permanecen una mayor cantidad de tiempo en la
congregacion de aparicion, todos estos factores favorecen la predominancia paterna

de genes africanos sobre los europeos (41).
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La diferencia entre las caracteristicas de la abeja africanizada y la europea se muestra
en la Tabla 2.
Tabla 2. Caracteristicas de abejas africanizadas y europeas

Caracteristicas Africanizada Europea
Longitud total 12.7 mm 13.9 mm
Peso 62 mg 93 mg
Dimension de celdas 52-55mm 4.6 mm—5.0 mm

2.1.8 Inseminacion Artificial
La historia de la inseminacién artificial en las abejas meliferas inicio a principios de
la mitad del siglo XX, el cual fue clave para una nueva vision en la investigacion
para el futuro de la crianza de abejas (42), esto dio cimiento al mejoramiento de
caracteres hereditarios positivos y gracias a los avances en biologia y biologia
molecular (43). Se ha facilitado varios puntos a tomar en cuenta al momento de
practicar la inseminacion artificial, incluyendo el tiempo de exposicion a la narcosis,
la edad optima de maduracion sexual de la reina y de los zanganos; ademas, la
biologia interna de la reina, permitiendo tener las partes que seran claves al momento
de realizar la inseminacion, como lo es la glandula del espermateca que sirve para
almacenar el semen una vez realizada la fecundacion (43).
En el afio 1927 se realizo la primera inseminacion artificial desarrollada con éxito
por Watson; ademas, en el afio 1944 Liadlaw describié que es muy importante la
identificacion del pliegue valvular (cresta de tejido que cubre la entrada de la vagina)
para lograr con éxito la introduccion de la punta de inseminacion en la vagina (44).
Los rasgos que pueden ser mejorados de manera directa o indirecta a través de la
inseminacion artificial son principalmente los siguientes:
Rasgos productivos: incluyendo la cantidad de miel producidos en kilos (44).
Rasgos de comportamiento: los cuales abarcan la reduccién de su defensivo de las
abejas y, por ende, su agresividad, asi como la disminucion de la tendencia a
enjambrazon (44).
Rasgos de resistencia: que se refieren a la tolerancia a diversas enfermedades como
la el logue europeo y la varroa destructor, que son las principales enfermedades que
atacan a las abejas (44).
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En la actualidad, la inseminacion artificial es una técnica completamente
desarrollada y aplicada en la apicultura, desarrollandose a lo largo de los afios
diversos equipos de inseminacidn, los cuales ayudan a prosperar y facilitar la técnica
con materiales innovadores (45), un ejemplo de este tipo de dispositivo es el modelo
Schley, que estd compuesto por un soporte y dos columnas que sostienen ganchos
dorsal y ventral. Estos ganchos permiten la apertura de los segmentos abdominales,
facilitando el acceso a la bolsa copuladora, donde se localiza el orificio vaginal.
Ademas, cuenta con un receptaculo para la reina que se conecta a una fuente de
narcosis, asi como una microjeringa destinada al almacenamiento del semen de los
zanganos (46).

Finalmente, las recomendaciones mas importantes post — inseminacién son el
mantenimiento de la reina tras la inseminacion se lleva a cabo en un nucleo baby, el
cual cuenta con un excluidor de reina en la entrada para impedir que la reina realice
el vuelo de fecundacion, es esencial controlar la puesta de huevos, asegurandose de
que se trate de puesta de obreras, lo que indicaria que la inseminacion fue exitosa.
Si, por el contrario, se observan huevos de zangano, esto sugiere que el esperma no
se ha almacenado adecuadamente en la espermateca, en tal caso, se procedera a
retirar a la reina del ndcleo (44).

2.1.9 Anadlisis morfométrico FABIS (Fast africanized bee identification system)

El método FABIS, cuyo nombre proviene de "Fast Africanized Bee Identification
System™ (Sistema Répido para la Identificacion de Abejas Africanizadas), fue
desarrollado por el Dr. Rinderer en 1986 (47). Este sistema se basa en la seleccion
de caracteristicas morfoldgicas especificas, como la longitud de ala anterior derecho
y la longitud de fémur posterior derecho. Estas caracteristicas fueron identificadas a
partir del Método Morfométrico desarrollado por el Dr. Howard Daly, que analiza
25 caracteristicas morfologicas de las abejas. ElI Dr. Rinderer determind que la
longitud de ala delantera y la longitud del fémur de la pata trasera son las mas
representativas, ya que muestran una mayor discriminacion entre las abejas africanas
y europeas (48).

A continuacion, se muestra la tabla 3 con los valores criticos anteriormente

mencionados:

Tabla 3. Morfotipos de abejas africanizadas y europeas
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Morfotipo
Africanizado Abejas sospechosas Europeo
Ala interior | Fémur Alas de Fémures de = Ala interior Fémur
derecha posterior abejas abejas derecha posterior
(mm) derecho sospechosas | sospechosas (mm) derecho (mm)
(mm) (mm) (mm)
<8.690 >2.099 8.691-9.030 | 0.564-2.098 >9.040 <0.563

2.1.10 Antecedentes de analisis molecular en abejas

En el articulo titulado "Variabilidad genética del ADN mitocondrial de poblaciones
de abejas Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) en Colombia”, publicado en 2009
por Guillermo Salamanca Grosso, detalla el estudio del anlisis del ADN
mitocondrial de Apis Mellifera en 105 colmenas recolectadas en 7 areas geogréficas
de Colombia, abarcando 14 departamentos. Se emple6 la técnica de PCR para
amplificar un fragmento de dos regiones genéticas especificas, ARNtleu (ARN de
transferencia de leucina) y citocromo oxidasa Il (COII), seguido se utilizé la enzima
Dral para la digestion, tras este proceso, se identificd 13 haplotipos, de los cuales 8
estaban asociados al linaje africano A (representando el 90,5% del total), 4 al linaje
europeo M (7,6%) y 1 al linaje C de Europa del Este (1,9%). En contraste, los linajes
europeos tienen una representacion minima en la poblacion estudiada, lo que sugiere
una fuerte dependencia de colonias africanizadas en la actividad apicola colombiana
(49).

En el articulo titulado "Analisis morfométrico y molecular ADN mitocondrial
(ADNmt) de abejas meliferas (Apis mellifera L.) en el estado de Tabasco, México",
publicado en 2022 por Emeterio Payro de la Cruz y colaboradores, detalla el estudio
de la comparacion de la técnica morfométrica FABIS con el diagndstico basado en el
polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) del ADN
mitocondrial (ADNmt). Se utiliz6 muestras de abejas de 135 colonias comerciales
(CC), 15 colonias de cria (CPC) y 3 colonias silvestres (CS) de diferentes municipios
en Tabasco (N=153). Ambos metodos identificaron correctamente a las CPC como
europeas y a las CS como africanizadas; sin embargo, el método FABIS no pudo

definir claramente 9 colonias CC, etiquetandolas como sospechosas (S), y hubo 50
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casos donde los resultados de este método no coincidieron con los del método
molecular. Se recomendo el uso del método molecular para distinguir entre abejas

europeas Y africanizadas, ya que no se ve afectado por factores ambientales (50).

2.1.11 Cddigo de Barras de la Vida (DNA Barcode of Life)

Con el paso de los afios se ha ido descubriendo nuevas especies y se les ha podido
clasificar debido a la taxonomia; sin embargo, la biologia molecular ha ido creciendo
con el paso del tiempo y se ha convertido en un instrumento mas que valioso para la
identificacion de diversas especies debido a su estudio de parentesco filogenético de
diferentes organismos (51). Lo que hace valiosa a esta herramienta es el hecho de
poder obtener informacion genética a partir de un pequefio fragmento del organismo
a analizar. Por ejemplo, una herramienta eficaz utilizada para el reconocimiento e
identificacion de especies cripticas o individuos es el cddigo de barras o0 DNA
barcoding, que hace el uso de una base de datos de secuencias de ADN vya
estandarizados (52).

En definicion, es una técnica de biologia molecular creada para poder identificar de
manera correcta y precisa a especies simplemente a partir de una pequefia secuencia
de ADN, cabe destacar que esta secuencia o region del genoma debe distinguirse
entre especies cercanamente relacionadas y entre la misma especie (53).

En el articulo titulado “Base de datos de la Iniciativa de Codigos de Barras InBIO:
codigos de barras de ADN de abejas ibéricas” en la Peninsula Ibérica se han
registrado alrededor de 1,100 especies de abejas, con casi 100 de ellas siendo
endemicas y se ha desarrollado una coleccion de referencia que utiliza codigos de
barras de ADN, basada en especimenes identificados morfoldgicamente,
representando un total de 514 especies ibéricas. La base de datos titulada "InBIO
Barcoding Initiative Database: DNA Barcodes of Iberian bees" incluye un total de
1,059 especimenes que han sido secuenciados. Este conjunto abarca
aproximadamente el 47% de la diversidad de especies de abejas en laregiony el 21%
de las especies endémicas. Para Portugal peninsular, la cobertura se eleva al 71% en
términos de diversidad general y al 50% en especies endémicas, los ejemplares
fueron recolectados entre 2014 y 2022, y se encuentran depositados en varias
colecciones, incluyendo la de Thomas Wood en el Naturalis Biodiversity Center en
los Paises Bajos, la coleccion FLOWer Lab de la Universidad de Coimbra en

Portugal, la coleccion de Andreia Penado en el Museo de Historia Natural y Ciencias
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de la Universidad de Oporto, asi como en la coleccién de referencia de la InBIO
Barcoding Initiative (54). El procedimiento DNA barcoding se observa en la Figura
18:

Colecta de

especimenes listos
para identificar y Extriaccion del ADN.

k clasificar. / k AD amplificadok /

1
CTCATTGTTCTGCTC
© C - 1GCGCTCACCGCGCH

\j ATGCCACGGAGCGCE
SS" IACACCGGECCATLTI

ITAGGAATGCGCGATT

&7 3 IAGGCCAGATCGCG!

i ITGCAAAGGCGAGA

4 TCAGGCTTTATAC
/ ATATCCGCCGCGC

cTTCCGTTCCGC)
rGATGGTCCCCG

Base de datos. Secuenciacion.

- J \_ /

Figura 18. Procedimiento para realizar el DNA barcoding.
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CAPITULO Il

1. MATERIALES Y METODOS

1.1 Lugar de Ejecucion

El presente trabajo de investigacion se realizo en las instalaciones del laboratorio

CGIA (Centro Genético de Investigacion Apicola del Perd) de la empresa BEE
PRODUCTS S.A.C. Arequipa (Vitor) — Peru.

gudY

(9]
o
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DESAMPARADOS

Figura 19. Ubicacion geogréfica del laboratorio de inseminacion artificial CGIA

1.2 Materiales

1.2.1 Material biol6gico

Esperma de zangano

Muestra de abejas

1.2.2 Reactivos quimicos

Suero fisiolégico
Buffer GST
Proteinasa K
Buffer GSB
Etanol absoluto
Buffer W1

Wash Buffer
Buffer de elucion
Etanol 70 %
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1.2.3 Materiales de laboratorio
e Capilar de vidrio de 10 uL

e 2 lamparas pequefias

e Cubreobjetos de 22 x 40
e Frasco de vidrio 30 mL
e Matraz 250 mL

1.2.4 Aparatosy equipos
e Microscopio digital 1920 x 1080P resolution- 300 x de zoom 6ptico (equipo de
inseminacion artificial) Schley
e Tanque de CO>
e Gancho ventral
e Pinza para aguijon
e Depdsito para la solucion
e Estereoscopio EUROTECH — 405D
e Equipo de diseccion
e Centrifuga
e \ortex
e Micropipetas
e PCR

e Equipo de electroforesis

1.2.5 Software
e Programa de medicion JMicrovision 1.3.4.v

1.2.6 Otros
e Rulero (transportador de reinas)
e Algododn
e Programa de medicion ImageJ
e Microtubos eppendorf 1.5 mL

e Columnas GS
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1.3 Métodos
1.3.1. Seleccion de colmenas

Se selecciond 5 colmenas, de la cuales 2 de la genética abuelas, debido a que ellas
otorgaron los huevos y larvas (cria) para la realizacion de la crianza de las reinas que
seran sometidas a inseminacion artificial en las colmenas criadoras, la obrera que se
seleccion6 de cada colmena es hija de madres extranjeras de genética chilena (G-
CHI), ambas colmenas seleccionadas se representaron en referencia a registros de
manejo llevados en el apiario en la tabla 4 y 5:

Tabla 4. Caracteristicas de la colmena n°4

COLMENA N°4
REINA FECUNDA 7
GENETICA (G-CHI)
NACIMIENTO OCT - 2022
REINA ENUMERADA N°31

Tabla 5. Caracteristicas de la colmena n°8

COLMENA N°8

REINA FECUNDA v
GENETICA (G-CHI)
NACIMIENTO OCT - 2022
REINA ENUMERADA N°29

Se selecciond las 3 colmenas restantes que de la genética padres, debido a que estas
colmenas proporcionaron los zanganos para la fecundacién de las reinas sometidas a
inseminacion artificial, en este caso se eligio dos obreras provenientes de cada
colmena, de las cuales 2 colmenas poseen reinas hijas de madres de G-CHI
fecundadas naturalmente por zanganos de la zona del apiario; por ultimo, se elegira
a 1 colmena con una reina nieta de abuelas de genética de G-CHI fecundada
naturalmente por zanganos de la zona del apiario, las tres colmenas seleccionadas se

representaran en referencia registros de manejo en la tabla 6, 7 y 8:
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Tabla 6. Caracteristicas de la colmena n°27

COLMENA N°27

REINA FECUNDA

v

GENETICA

(HGCH-5)

NACIMIENTO

MAR - 2024

REINA ENUMERADA

SIN ENUMERAR

Tabla 7. Caracteristicas de la colmena n°3

COLMENA N°3

REINA FECUNDA

v’

GENETICA

(HGCH-11)

NACIMIENTO

MAR — 2024

REINA ENUMERADA

SIN ENUMERAR

Tabla 8. Caracteristicas de la colmena n°6

COLMENA N°6

REINA FECUNDA

v

GENETICA

(HGCH-3)

NACIMIENTO

ENE — 2024

REINA ENUMERADA

SIN ENUMERAR

1.3.2 Evaluacion del comportamiento de colmenas
Se evalud el comportamiento de las 5 colmenas, se destap0 la tapa sin la utilizacion

de un ahumador (el humo reduce el nerviosismo en las abejas y ademas enmascara

feromonas de alarma que emiten las abejas al ser atacadas desde fuera de la colmena)

debido a que de esta manera se pudo identificar verdaderamente que colmenas tenian

un comportamiento ddcil, nervioso y agresivo. Se registro y se evalu6 los datos

obtenidos mediante la siguiente tabla 9:
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Tabla 9. Escala de comportamiento de colmenas de abejas.

DOCIL NERVIOSO

Las abejas permanecen | Las abejas comienzan a
dentro de la colmena y volar alrededor del
no tienen intenciones apicultor y se pegan a
de volar o querer picar su careta con
al apicultor. intenciones de picar.

1.3.3 Evaluacion de la productividad de las colmenas
Se evaluo la productividad de miel de las 5 colmenas seleccionadas en un periodo de

tiempo de 2 meses, se manejé la productividad mediante la cantidad de marcos
Ilenados en la cdmara de miel de cada colmena (alza localizada en el segundo piso)
y se registro los datos mediante la escala de 1-8 marcos llenados por colmena. Se

clasifico la productividad de las colmenas por la siguiente tabla 10:

Tabla 10. Escala de productividad de colmenas de abejas.

MEDIANAMENTE PRODUCTIVA
PRODUCTIVA

Se detect6 una cantidad | Se detect6 una cantidad
de 3 a 5 marcos en la de 6 a 8 marcos en la

camara de miel camara de miel
localizada en el segundo localizada en el
piso. segundo piso.

1.3.4 Andlisis Morfométrico
El analisis morfométrico consistié en seleccionar 10 abejas obreras de las 5 colmenas

a evaluar, contabilizando un total de 50 muestras, seguidamente las muestras fueron
colocadas en frascos de vidrio ambar de 30 mL con alcohol al 70% para su
preservacion, a continuacion, se puede observar un ejemplo de recoleccion en la

siguiente figura 20:
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Figura 20. Frasco ambar
con 10 muestras de la
colmena 3 (padre) y alcohol
al 70%.

A continuacion, se realizo la diseccion cuidadosamente del ala delantera derecha
(extrayendo toda su parte completa) y de la pata posterior derecha, se tomo en cuenta

como referencia las siguientes figuras 21y 22:

Figura 21. Medicion correcta del ala de la abeja.

Figura 22. Medicion correcta del fémur de la abeja.

El proceso de diseccién se realiz6 con la ayuda de un estereoscopio para poder
visualizar bien el corte y para asi evitar resultados falsos, a continuacién, se puede
observar el ala y fémur diseccionados en el lente del esteroescopio, presentado en la

siguiente figura 23:
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Figura 23. Visualizacion del ala y femur correctamente diseccionados.

Seguidamente, ambas partes fueron colocadas en papel manteca junto con un vernier
en pulgadas (inches), eso se realizd debido a que cuando se llevo la fotografia al
programa JMicrovision v1.3.4. se pudo obtener una medida estandar con la ayuda

del vernier, como se visualiza en la siguiente figura 24:

10 20 30
1234567891 1234

Figura 24. Alas y fémures colocados en papel manteca listos para la medicion con
el programa JMicrovision v1.3.4.

Este programa utiliz6 puntos en cada extremo de las muestras en pulgadas midiendo
la longitud del fémur y del ala respectivamente, como se puede observar en la figura
25:
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Figura 25. Calibracion y uso del programa JMicrovision v1.3.4.

Finalmente, se transforma las pulgadas en milimetros y se hizo un promedio de las
mediciones de cada muestra para comparar con los valores criticos de procedimiento
discriminatorio de abejas africanizadas y europeas de FABIS I. Los valores criticos

se observan en la tabla 11:

Tabla 11. Morfotipos de abejas africanizadas y europeas.

Morfotipo
Africanizado Abejas sospechosas Europeo
Ala interior | Femur Alas de Fémuresde = Alainterior Fémur
derecha posterior abejas abejas derecha (mm)| posterior
(mm) derecho | sospechosas @ sospechosas derecho
(mm) (mm) (mm) (mm)
<8.690 >2.099 | 8.691-9.030 = 0.564-2.098 >9.040 <0.563

Segun FABIS 11, si el promedio de longitud de alas es igual o se encuentra en el rango
de cualquiera de los valores criticos antes mencionados, entonces el proceso fue dado
como finalizado; sin embargo, los resultados de las muestras que estuvieron entre el
rango de abejas sospechosas, fueron sometido al andlisis de los fémures, de los cuales
el promedio de los fémures de la colmena fue comparado con la siguiente formula:
INDICE = 71.6675 — (2.58472 X PROM.LONG DE ALAS) — (18.065 X
PROM LONG.DE FEMUR)
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El promedio de la longitud de alas y longitud de fémures Gnicamente es de las abejas
que fueron reconocidas como sospechosa. Este indice discriminatorio, nos ayudo a
determinar la diferencia entre las abejas europeas (Apis mellifera linguistica) y las
africanizadas (Apis mellifera scutellata); sin embargo, el resultado puede concluir

también como abejas sospechosas.

1.3.5. Analisis molecular (DNA barcoding)
1.3.5.1. Eleccion de colmenas

Se selecciond las mismas colmenas del paso de analisis morfométrico para que exista
una correlacion entre los resultados, de las cuales se realizo el analisis molecular por
el método DNA barcoding a 8 muestras (obreras), 2 provenientes de la genética
abuela (colmena n°4 y colmena n°8) las cuales fueron encargadas de brindar los
huevos y larvas para la crianza de las futuras reinas y las otras 6 muestras se
extrajeron de la genética padres (colmena n°27, colmena n°3, colmena n°6) que
fueron encargadas de brindar los zanganos para la inseminacion artificial de las

reinas.

1.3.5.2. Recoleccion y preservacion de las muestras

Las muestras se recolectaran de las 5 colmenas antes mencionadas en 5 frascos de
color &mbar y con una capacidad de 30 mL y con alcohol al 70% para conservar el
material genético, seguidamente se protegera la tapa con cinta Parafilm para asegurar
el transporte y se procedera a rotular correctamente con informacion vital como la
fecha de recoleccion, el nimero de muestra, la colmena de donde proviene y por

altimo la genética (55).

1.3.5.3 Obtencion del material genético

1.3.5.3.1 Extraccién de ADN gendmico

El aislamiento del ADN genomico de las abejas (obreras) se llevo a cabo en la
empresa BTS Consultores SAC debido a que no se contaban con los equipos y
condiciones en CGIA, se siguié el protocolo detallado del gSYNC TM DNA
Extraction Kit (GS004, Geneaid) (55).

Este método asegurd la obtencion de ADN de alta calidad para su posterior analisis

de barcoding. A continuacion, se describe el procedimiento:
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1.3.5.3.2. Preparacion de la muestra

Se preparo la cabina de flujo laminar para mantener aséptico en todo momento la
obtencidn del material genético, seguidamente se extrajo Unicamente hasta 50 mg de
tejido de la muestra de abejas, debido a que un valor mayor > 50 podria saturar a la
columna de centrifugacién. La parte que se selecciono fueron las 6 patas completas
de las 8 muestras de las abejas que fueron colocadas en un microtubo de 1.5 mL y se
rotul6 en la parte lateral y superior dependiendo de donde provenga la muestra. Se
afiadié 200 uL de Buffer GST y se moli6 lo mayor posible las patas con un
micropistilo dentro del microtubo. Se llevé a una centrifugacién rapida para que la
parte solida se separe de la liquida y se afiadio la proteinasa K y se mezcl6 por vortex
durante 10 segundos.

Por ultimo, se incubd a 60°C durante 2 horas aproximadamente hasta que el lisado
deje de estar turbio y se aclare, cada 15 minutos se invirtié el tubo ocasionalmente

para garantizar la homogeneidad en todas las muestras (55).

1.3.5.3.3. Lisis celular

Como se observé material insoluble, se centrifugd de 1-5 minutos (dependiendo de
la cantidad de restos insolubles) a 14-16,000 x g (fuerza de centrifuga relativa) y se
transfirio cuidadosamente el sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5
mL. Se agrego 200 uL de Buffer GSB y agito vigorosamente durante 10 segundos
para asegurar una solucion homogénea (55).

1.3.5.3.4. Uni6n del ADN

Afiadié 200 pL de etanol absoluto (grado molecular) al lisado de la muestra y se
mezclé inmediatamente en el vortex durante 10 segundos, seguidamente se transfirié
toda la mezcla a una Columna GS, aproximadamente de 600-700 uL que es el
volumen méaximo de la columna, posteriormente se centrifugé a 14-16,000 x g
durante 1 minuto, se aumenté el tiempo de centrifugado hasta que pase la solucién
completamente a través de la membrana de la Columna GS, finalmente se descarté
el tubo de coleccion que contiene el sobrenadante y se transfirid la Columna GS a

uno nuevo tubo de coleccion (55).

1.3.5.3.5. Lavado
Se agreg6 400 pL de Buffer W1 a la Columna GS y se centrifug6 a 14-16,000 x g

durante 30 segundos, se descart6 el sobrenadante y se repitié el lavado agregando
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600 uL de Wash Buffer, se centrifugd y luego se sec6 la matriz de la columna durante
3 minutos a 14-16,000 x g (55).

1.3.5.3.6. Elucion del ADN

Se transfirio la Columna GS seca a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y
se agregd 100 pL de Buffer de Elucion (despegar el ADN de la membrana de silica)
precalentado al centro de la matriz de la columna; por ultimo, se centrifug6 a 14-

16,000 x g durante 30 segundos para la elucion del ADN purificado (55).

1.3.5.4. Amplificacion por PCR

En la region 485 pb del gen citocromo b se hizo la amplificacion, la cual utilizé la
técnica de PCR convencional, segun el trabajo realizado por Gomez J. et al, se utilizé
los oligonucleotidos CytbA-F (5TATGTACTACCATGAGGACAAATATC) y
CytbA-R (5'ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT) a una concentracion final
de 10 uM, una temperatura de annealing de 48°C y con la enzima Tag DNA
Polymerase (High Purity) de BioBasic. Segun el trabajo de Gomez J. et al, para la
amplificacion se utilizé un equipo termociclador de la marca BIOER y se programo
las siguientes condiciones de corrida: 94 °C (2 min), seguida por 30 ciclos 94 °C (1
min), 50 °C (1 min) y 72 °C (1 min), después del ciclo final 72 °C (7 min) (64).

La amplificacion gener6 productos especificos que se pueden verificar mediante
electroforesis en gel de agarosa, comparando con un marcador de peso molecular. El
analisis de la cantidad y calidad de los productos de ADN amplificados se evaluo tal

como se detalla en el punto 1.3.4.4 (55).
1.3.5.5. Evaluacion de calidad y cantidad de ADN

1.3.5.5.1. Electroforesis en gel agarosa

La evaluacion de la calidad del ADN extraido se llevo a cabo mediante electroforesis
en gel de agarosa, permitiendo una visualizacién de la integridad y tamafio del ADN
obtenido, para ello se realizé la preparacion del gel de agarosa al porcentaje adecuado
segun las especificaciones del experimento.

Se realiz6 la carga de los pocillos con un marcador de peso molecular y las muestras
de ADN extraido diluido en el tampdn de carga y el Loading Dye. La electroforesis
se realiz6 a 90V por 50 minutos, seguidamente se visualizé la migracion de las

bandas de ADN y la comparacion con el marcador de peso molecular para determinar

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




.
%

: - UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE f CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

el tamafio aproximado del ADN extraido. Las imagenes del gel se registraron y
documentaron mediante un transiluminador de luz UV Fast Gene y una camara
fotografica para el andlisis posterior (55). Los resultados se evidenciaron en la
siguiente figura 26:

Figura 26. Bandas de ADN en la posicion 485 pb.

Se carg6 correctamente la muestra en el gel agarosa, en el primer carril se observa el
marcador del peso molecular con tamafio conocido de 1000 pb, en la escalera se
observa una marca en la posicién 500 pb; por lo cual, de las 8 extracciones de ADN
realizadas, estan presentes en la altura correcta debido a que la posicion que se
esperaba es de 485 pb, la primera banda es la muestra de la colmena nimero 4
(abuela), seguidamente, la colmena nimero 8 (abuela), la colmena numero 27
(padre), la colmena nimero 27 (padre), la colmena nimero 3 (padre), la colmena
namero 3 (padre), la colmena nimero 6 (padre) y finalmente la colmena nimero 6

(padre).

1.3.5.6. Secuenciacion

Los productos amplificados por PCR se enviaron a un laboratorio especializado en
secuenciacion embalado y sellado correctamente por via aérea, el servicio de
secuenciacion es tercerizado y confidencial, él procedimeinto se llevo a cabo
utilizando la tecnologia Sanger.

Se obtuvo la secuenciacion por Sanger tanto del Forward como del Reverse de mis
secuencias analizadas, y se armaron los Contig en el programa BioEdit alineando
ambas secuencias para corregir errores y asegurar la correcta orientacion,

empalmando ambas secuencias para obtener una secuencia completa y continua.
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Finalmente, la secuenciacion permitié obtener la secuencia de nucle6tidos del
marcador genético amplificado, facilitando su identificacion y andlisis posterior para

el proceso de barcoding.

1.3.6 Obtencidon y recoleccion del esperma de zdngano

Se obtuvo esperma de zanganos 14/15 dias después de su nacimiento debido a que
es la edad de su madurez sexual y produccién de semen, al momento de seleccionar
los zdnganos que se usaron para la inseminacion artificial, se giré su cabeza y se
decapitd, expulsando su 6rgano reproductor y junto con eso el espermay moco.

Se seleccion6 de una manera cuidadosa el esperma (destacd por tener un color
marmoleado) sin tocar el moco (color blanquecino) para no contaminar el esperma
recolectado, cada zangano puede dar aproximadamente 1,4 uL de esperma, para
nuestra recoleccion y correcta inseminacion, se recolecto 8 uL de semen de zangano
con el capilar de vidrio de 10 uL el cual estuvo conectado con la jeringa Harbo
(jeringa micrométrica) para poder regular la recoleccion, cada vez que se terminé de
extraer semen de un zangano, se colocé una cantidad minima de suero fisiologico
para evitar que el semen se seque dentro del capilar, se continud con esta recoleccién

hasta que se observe el capilar casi lleno. Como se puede observar en la figura 27:

Figura 27. Extraccion del semen de zangano.

1.3.7 Eleccion e inseminacion artificial de la reina
Una vez que se hayan obtenido todos los resultados, se eligié una abuela y un padre

para la inseminacion artificial, los mas dociles, productivos y libres de africanizacion

y/o con menor porcentaje de africanizacion.
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Se prepard el equipo de inseminacion artificial, se abrié la llave del tanque de COo,
y se ajusto a una presion no mayor a 40 para colocar a la reina en el ducto ventral
aproximadamente a 45° boca abajo suministrando CO: constantemente para
anestesiarla.

Una vez realizado esto, se procedié a encender el microscopio digital modelo
Andonstar y se calibro hasta poder ver una imagen nitida del abdomen de la reina,
con el gancho ventral y la pinza se logr6 una abertura de los drganos sexuales, el
gancho ventral sostuvo una parte del abdomen de la reina, mientras que la pinza jalo
hacia un extremo y sostuvo el aguijon de la reina.

Se procedid6 a colocar el capilar unido a la jeringa Harbo al érgano sexual expuesto
y se introdujo con mucho cuidado evitando tocar el pliegue valvular y con el
movimiento de la jeringa Harbo se introdujo el semen recolectado, el cual ingreso
por la vagina y el oviducto mediano y llend la glandula del espermateca de la reina,

proceso que se visualiza en la figura 28:

Figura 28. Introduccion del semen recolectado de zanganos.

Cuando se culmingd con la introduccion del esperma, se cerr6 el abdomen de la reina
y se procedié a colocarla en un rulero con un algodoén para llevarla al fecundador.
Finalmente se hizo un control semanal de la postura de la reina en el fecundador

elegido, presentado en la siguiente figura 29:
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Figura 29. Fecundador nimero 185.

La postura demord aproximadamente entre 10 a 15 dias, confirmando con éxito la
inseminacion artificial y otorgando unas crias con las caracteristicas ideales de

docilidad y productividad.
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CAPITULO IlI
1. RESULTADOS Y DISCUSION
1.1 Temperamento de las colmenas

Se prepard al apicultor con las debidas prevenciones para comenzar la evaluacion
del temperamento de las colmenas seleccionadas, como ya se mencion0, cada una de
estas colmenas se destap0 sin la utilizacion de un ahumador, en la figura 30 se
observo la colmena padre n°27 con una reina hija sin enumerar de una de G-CHI
nacida en el mes de marzo del presente afio, se pudo observar que esta colmena es
dacil, debido a que las abejas permanecieron dentro de la colmena al momento de
destaparlo y mover los marcos, no tuvo intenciones de volar o querer picar al

apicultor que hacia el trabajo.

Figura 30. Colmena padre n°27 destapada en la camara de cria.

En la figura 31 se observa la colmena padre n°3 con una reina hija sin enumerar de
una de G-CHI nacida en el mes de marzo del presente afio, se pudo observar que esta
colmena es docil, debido a que las abejas permanecieron dentro de la colmena al
momento de destaparlo y mover los marcos, no tuvo intenciones de volar o querer

picar al apicultor que hacia el trabajo.
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Figura 31. Colmena padre n°3 destapada en la cAmara de cria.
En la figura 32 se observa la colmena padre n°6 con una reina nieta sin enumerar de
una abeja reina de G-CHI nacida en el mes de enero del presente afio, se especuld
que esta colmena podria ser nerviosa o agresiva, debido a que la reina presente no es
una reina hija directamente de una de G-CHI, sino una nieta, se pudo observar que
esta colmena es nerviosa, debido a que las abejas comenzaron a volar alrededor del

apicultor y se pegaron a su careta con intenciones defensivas y de querer picar.

Figura 32. Colmena padre n°6 destapada en la cAmara de cria.

En la figura 33 se observa la colmena abuela n°8 con una reina enumerada n°29 de
G-CHI nacida en el mes de octubre del afio 2022, se pudo observar que esta colmena
es décil, debido a que las abejas permanecieron dentro de la colmena al momento de
destaparlo y mover los marcos, no tuvo intenciones de volar o querer picar al

apicultor que hacia el trabajo.
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Figura 33. Colmena abuela n°8 destapada en la cAmara de cria.
En la figura 34 se observa la colmena abuela n°4 con una reina enumerada n°31 de
G-CHI nacida en el mes de octubre del afio 2022, se pudo observar que esta colmena
es docil, debido a que las abejas permanecieron dentro de la colmena al momento de
destaparlo y mover los marcos, no tuvo intenciones de volar o querer picar al

apicultor que hacia el trabajo.

Figura 34. Colmena abuela n°4 destapada en la cdmara de cria.

El temperamento de las colmenas fue variado en 20%, debido a que de las 5 colmenas
de las cuales se realizo la revision de temperamento, Gnicamente la colmena nimero
6 resulto ser nerviosa en comparacién con las demas que resultaron dociles, la escala

de temperamento de las colmenas se puede visualizar en la siguiente tabla 12:
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Tabla 12. Registro de temperamento de colmenas seleccionadas.

DE SANTA MARIA

Escala Numero de colmenas %
Dacil 4 80.00
Nerviosa 1 20.00
Agresiva 0 00.00
TOTAL 5 100.00

Segun Véasquez O (56), en un estudio que se llevd a cabo en la ciudad de Chiclayo,
Lambayeque — Per(, se registraron el temperamento de 10 muestras de las colmenas
en la Universidad Cesar Vallejo, de las cuales el 33.33% fueron clasificadas como
agresivas y el 53.33% fueron clasificadas como muy agresivas, haciendo un total de
86.66% de temperamento agresivo en abejas criollas, lo cual represente un gran
porcentaje de agresividad comparado con el resultado de 0% en el estudio realizado
previamente, debido a que segln la escala la colmena no fue clasificada como
agresiva, sino como nerviosa, teniendo un comportamiento ligeramente mas
tranquilo que el agresivo, la gran diferencia que se observa es debido a que en el
norte del Per( existe mas porcentaje de africanizacion, debido a que la abeja
africanizada estd més adaptada a un clima célido y himedo. El registro de los

comportamientos se vio evidenciado en esta tabla 13:

Tabla 13. Registro de temperamento de abejas criollas.

Escala Numero de colmenas %
Muy Décil 0 0.00
Dacil 0 0.00
Poco dacil 2 13.33
Agresiva 5 33.33
Muy agresiva 8 53.33
TOTAL 15 100.00

Nota: Tomado de Vasquez O. (2016) (56).

Segun Benavidez R (57), en un estudio que se llevé a cabo en la ciudad de Managua
- Nicaragua, demuestra que las abejas de los distintos apiarios muestreados presentan
un grado de defensividad medio exceptuando el apiario de mateares que presento un
grado de defensividad muy agresivas; asi mismo, en comparacién con la escala que
se realiz6 en este estudio, se contabilizé el niUmero de aguijones y la distancia que

siguieron al observador, y su escala se realizd por la siguiente clasificacion: (D)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




¥ ‘ UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE : CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

Dacil: No pican, solamente sobre vuelan alrededor de la colmena, (PD) Poco décil:
Reaccionan cuando se realizan movimientos bruscos, (A) Agresiva: Reaccionan al
momento del manejo de la colmena, (MA) Muy agresiva: Gran cantidad de abejas
volando al momento de revision y nimero alto de aguijones dejados en los guantes.
Colmenas de los cuatro departamentos muestreados presentaron una fortaleza alta
con un promedio de 42.86% pertenecen a categoria | es decir colmenas con fortaleza
alta. En comparacion con nuestros resultados obtenidos del temperamento, el estudio
anteriormente mencionado demostr6 que en 3 apiarios se obtuvo una escala agresiva
y un apiario con una escala muy agresiva; asi mismo, en comparacion con nuestro
estudio, se obtuvo 0% de agresividad, por lo cual descartamos una de las

caracteristicas principales de la Apis mellifera scutellata la cual es la agresividad.

1.2 Productividad de las colmenas

Se evalud la productividad de miel de las 5 colmenas seleccionadas) y se registro los
datos mediante la escala de 1-8 marcos llenados por colmena. Se clasifico la
productividad de las colmenas por la escala anteriormente mencionada en el punto
1.3.3.

En la figura 35 y 36 se visualiza la colmena nimero 27 proveniente de la genética
padres en el cual se muestra un marco lleno de miel en su totalidad, por lo cual se
tendra en cuenta este como referencia para registrar el nimero total de marcos

llenados en la cdmara de miel.

.

Figura 35. Marco de miel de la colmena padre n°27.
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Figura 36. NUmero total de marcos llenados de miel.

Se logré registrar un total de 6 marcos llenados en la colmena nimero 27 en la cdmara
de miel, por lo cual, segin la escala anteriormente mencionada, la colmena se
determiné como productiva debido a que se detect6 una cantidad igual a los 6
marcos.

En la figura 37 y 38 se visualiza la colmena nimero 3 proveniente de la genética
padres en el cual se muestra un marco lleno de miel en su totalidad, por lo cual se
tendra en cuenta este como referencia para registrar el niumero total de marcos

llenados en la camara de miel.

Figura 37. Marco de miel de la colmena padre n°3.
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Figura 38. Numero total de marcos llenados de miel.

Se logrd registrar un total de 5 % marcos llenados en la colmena nimero 3 en la
camara de miel, por lo cual, seguin la escala anteriormente mencionada, la colmena
se determindé como medianamente productiva debido a que se detectdé una que no
iguald ni supero los 6 marcos como se pudo observar en la revision.

En la figura 39 y 40 se visualiza la colmena nimero 6 proveniente de la genética
padres en el cual se muestra un marco lleno de miel en su totalidad, por lo cual se
tendra en cuenta este como referencia para registrar el namero total de marcos

llenados en la camara de miel.

Figura 39. Marco de miel de la colmena padre n°6.
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Figura 40. Numero total de marcos llenados de miel.

Se logré registrar un total de 4 % marcos llenados en la colmena nimero 6 en la
camara de miel, por lo cual, segun la escala anteriormente mencionada, la colmena
se determin6 como medianamente productiva debido a que se detecté una cantidad
superior a los 3 marcos; sin embargo, no pudo sobrepasar los 5 marcos de miel
Ilenados en la cdmara de miel localizada en el segundo piso, siendo esta la colmena
con menos productividad de miel de la genética padres.

En la figura 41 y 42 se visualiza la colmena nimero 4 proveniente de la genética
abuelas en el cual se muestra un marco lleno de miel en su totalidad, por lo cual se
tendrd en cuenta este como referencia para registrar el nimero total de marcos

llenados en la cdmara de miel.

Figura 41. Marco de miel de la colmena abuela n°4.
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Figura 42. Numero total de marcos llenados de miel.

Se logro registrar un total de 7 marcos llenados en la colmena nimero 4 en la cdmara
de miel, por lo cual, segun la escala anteriormente mencionada, la colmena se
determiné como productiva debido a que se detectd una cantidad superior a los 6
marcos de miel, siendo la colmena mas productiva de la genética abuelas y también
incluyendo de la genética padres.

En la figura 43 y 44 se visualiza la colmena ndmero 8 proveniente de la genética
abuelas en el cual se muestra un marco lleno de miel en su totalidad, por lo cual se
tendra en cuenta este como referencia para registrar el nimero total de marcos

llenados en la camara de miel.

Figura 43. Marco de miel de la colmena abuela n°8.
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Figura 44. Numero total de marcos llenados de miel.

Se logré registrar un total de 5 % marcos llenados en la colmena nimero 8 en la
camara de miel, por lo cual, segun la escala anteriormente mencionada, la colmena
se determiné como medianamente productiva debido a que se detect6 una cantidad
entre los rangos 3 a 5 marcos llenados; sin embargo, no alcanz6 el rango para
determinarla como una colmena productiva.

La cantidad de miel que puede producir un marco lleno depende de varios factores,
incluyendo el tipo de colmena, la temporada, el tiempo, y el estado de salud de la
colonia; sin embargo, para esta comparacion que se realiz6 se tomé en cuenta que
todas las colmenas se encontraban en una misma zona y en un periodo de tiempo de
2 meses, por lo tanto con la misma cantidad de floracion; ademas, se realiz6 un
manejo previo con 2 semanas de anticipacion a la medicion de la productividad de
las colmenas, para que todas tengan la misma condicién de salud; por ultimo, todas
las colmenas son multi-hive, por lo cual todas se encontraron con las mismas
condiciones de manejo, ambientales y de sanidad. En general, un marco de cera (de
tamafio estandar, como el Langstroth) lleno de miel puede contener un aproximado
de 2 kilogramos de miel, un promedio de 2 kilogramos de miel por marco, en

consecuencia, se realizé la siguiente tabla 14:
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Tabla 14. Productividad por colmena del estudio

Productividad por colmena

Marcos llenos  Kg por colmena Tipo
Colmena padre n°27 6 12 Productiva
Colmena padre n°3 5% 11 Medianamente
productiva
Colmena padre n°6 4% 9 Medianamente
productiva
Colmena abuela n°4 7 14 Productiva
Colmena abuela n°8 5% 11 Medianamente
productiva

Segun Magafia M. (58), la medicién de productividad por colmena que realizé en

diferentes estados de México fueron las siguientes:

Tabla 15. Productividad de colmenas en diferentes estados de México.

Referencia Colmena (kg)
Promedio est. 29.1
Campeche 30.4
Chiapas 25.4
Guerrero 24.8
Jalisco 25.3
Quintana roo 30.6
Veracruz 36.6
Yucatan 35.6

Nota: Tomado de Magafia M, (2016) (58).

Se evidencio que la mayor productividad de miel fue en el estado de Veracruz con
un total de 36.6 kg por colmena. El resultado obtenido en el presente estudio tiene
una produccion muy por debajo del anteriormente mencionado, siendo la colmena
namero 4 con un aproximado de 14 kg de miel; sin embargo, se tiene que tomar en
consideracién el territorio, la floracidn y el clima de las zonas en donde se encuentran
las abejas, la joya es una zona muy calurosa y con poca floracion debido a que es una
zona casi desértica y Unicamente se obtiene floracion en base a riego por goteo, el
tiempo de acopio de las colmenas, las colmenas en este estudio estuvieron
unicamente 2 meses en el territorio de la joya, pero en el estudio de las colmenas en

México — Veracruz, su periodo de acopio fue de 1 afio; ademas, se debe de tomar en
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cuenta la edad de la reina, la reina de la colmena nimero 4 nacio en el mes de octubre
del afio 2022, mientras mas joven sea una reina, mas productividad de cria y miel
tendré la colmena; ademas, las colmenas de los diferentes estados de México son
productoras, en otras palabras solo estan dedicadas a la produccion de miel; sin
embargo, las colmenas evaluadas estan destinadas a la produccion de zanganos y
reinas.

Segun Beyene T. et al (59), en un estudio que se llevo a cabo en la ciudad de Adami
Tulu en el pais de Etiopia, demuestra que el rendimiento anual de las colmenas que
fueron prueba de estudio, que fue de 23.18 kg por colmena moderna, la colmena de
transicién produjo un promedio de 13,88 kg por colmena, mientras que la colmena
tradicional present6 una produccién peso mas ligera, alcanzando solo 6,08 kg de miel
por colmena, un punto muy importante a considerar es que las abejas originarias de
este pais son africanas, por lo cual al hacer un estudio comparativo entre la colmena
maés productiva de este estudio (abuela nimero 4) y la colmena méas productiva del
estudio a que se esta haciendo referencia, la productividad se consideraria casi igual;
sin embargo, hay que considerar que en el estudio que se esta haciendo referencia,
utilizé colmenas modernas, en comparacion con las del apiario donde se realizé el
estudio, que fueron colmenas tradicionales; por lo tanto, las abejas europeas del

estudio presentarian una mayor productividad en las mismas condiciones.

1.3 Anadlisis Morfol6gico
El analisis morfolégico se realiz6 en 10 muestras de cada colmena tomando
unicamente en consideracion el ala anterior derecha y el fémur posterior derecho,
ambos medidos en (mm) para todos los casos y se compar0 utilizando los valores
criticos del método FABIS, todos los valores se plasmaron en una tabla para obtener

los promedios totales y compararlos con los valores criticos.

1.3.1 Colmena N°6
Se puede observar las mediciones de la colmena padre nimero 6 realizadas en el

programa JMicroVision v1.3.4, las cuales se tomaron valores en pulgadas (inch) para
transformarlos en milimetros (mm). En la siguiente tabla 16 se muestran los

resultados obtenidos:
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Tabla 16. Promedio total del nimero de muestras de longitudes de alas y fémures de

la colmena 6.
Colmena N°6
Longitud del Longitud del Tipo
ala (AD) (mm) fémur (PD) (mm)
Muestra 1 8,5090 2,667 Africanizada
Muestra 2 8,9154 2,7432 Sospechosa
Muestra 3 9,1694 2,5146 Europea
Muestra 4 8,7884 2,6162 Sospechosa
Muestra 5 8,7376 2,54 Sospechosa
Muestra 6 8,4074 2,2098 Africanizada
Muestra 7 8,636 2,54 Africanizada
Muestra 8 9,1186 2,5908 Europea
Muestra 9 8,9154 2,5908 Sospechosa
Muestra 10 9,1186 2,794 Europea
Promedio 8,83158 2,58064 Sospechosa

COLMENA NUMERO 6

Numero de muestras
N w

[E=N

AFRICANIZADAS SOSPECHOSAS EUROPEAS

B TIPO

Figura 45. Resultados de africanizacion de la colmena nidmero 6 con el método
FABIS I.

Segun los resultados del promedio de la longitud de alas, la colmena se determiné

como sospechosa, debido a que se encontraron en el rango de 8.691 — 9,030, se
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determind que esta colmena presenta un 30% de africanizacion, finalmente las
muestras que fueron determinadas como sospechosas fueron sometidas al analisis de

los fémures (FABIS 1l) para descartar africanizacion utilizando la siguiente formula:

PROMEDIO DE LAS ALAS Y FEMURES DE LAS SOSPECHOSAS
INDICE = 71.6675 — (2.58472 x PROM.LONG DE ALAS)
— (18.065 X PROM LONG.DE FEMUR)

s= (8,9154+8,7884+8,7376+8,9154) _
4

Promedio de longitud de alas sospechosa 8,8392

4 . . 2,7432+2,6162+2,54+2,5908
Promedio de longitud de fémures sospechosos = ( " ) = 2,6225

INDICE = 71.6675 — (2.58472 x 8.8392) — (18.065 X 2.62255) = 1.4442

Tabla 17. Determinacion de la africanizacién mediante el método FABIS I1.

MUESTRA FEMUR (mm) INDICE TIPO
2 2,7432 1,4442 Sospechosa
4 2,6162 1,4442 Sospechosa
5 2,54 1,4442 Sospechosa
9 2,5908 1,4442 Sospechosa

Segun los resultados, la colmena de genética padre ndmero 6 resulté como

sospechosa, no pudiendo identificar o cerciorar si es africanizada o europea.

1.3.2 Colmena N° 3
Se puede observar las mediciones de la colmena padre nimero 3 en la tabla 18
realizadas en el programa JMicroVision v1.3.4, las cuales se tomaron valores en
pulgadas (inch) para transformarlos en milimetros (mm). En la siguiente tabla se

muestran los resultados obtenidos:
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Tabla 18. Promedio total del nimero de muestras de longitudes de alas y fémures de

la colmena 3.
Colmena N°3
Longitud del ala Longitud del fémur TIPO
(AD) (mm) (PD) (mm)
Muestra 1 8,7740 2,286 Sospechosa
Muestra 2 8,7122 2,286 Sospechosa
Muestra 3 8,9662 2,4638 Sospechosa
Muestra 4 9,1948 2,5146 Europea
Muestra 5 8,763 2,5146 Sospechosa
Muestra 6 9,0424 2,6416 Europea
Muestra 7 9,2456 2,5654 Europea
Muestra 8 8,6109 2,7686 Europea
Muestra 9 8,8392 2,5908 Sospechosa
Muestra 10 9,2202 2,5908 Europea
Promedio 9,14256 2,5222 Europea

COLMENA NUMERO 3

N

Numero de muestras
N w

[N

AFRICANIZADAS SOSPECHOSAS EUROPEAS

ETIPO

Figura 46. Resultados de africanizacion de la colmena ndmero 3 con el método
FABIS I.

Segun los resultados del promedio de la longitud de alas, la colmena se determiné
como europea, debido a que al hacer una comparacion con los valores criticos se
determind que supero el valor de >9.040, por lo cual la colmena esta apta para
realizar el proceso de inseminacion, en esta colmena no se determind abejas

africanizadas, por lo cual el porcentaje de africanizacion es del 0%.
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1.3.3 Colmena N° 27
Se puede observar las mediciones de la colmena padre nimero 27 en la tabla 19

realizadas en el programa JMicroVision v1.3.4, las cuales se tomaron valores en
pulgadas (inch) para transformarlos en milimetros (mm). En la siguiente tabla se
muestran los resultados obtenidos:

Tabla 19. Promedio total del nimero de muestras de longitudes de alas y fémures de

la colmena 27.
Colmena N°27
Longitud del Longitud del femur TIPO
ala (AD) (mm) (PD) (mm)
Muestra 1 8,763 2,4384 Sospechosa
Muestra 2 8,763 2,5146 Sospechosa
Muestra 3 8,9154 2,6162 Sospechosa
Muestra 4 8,636 2,54 Africanizada
Muestra 5 9,0678 2,4892 Europea
Muestra 6 9,2202 2,413 Europea
Muestra 7 9,2202 2,4638 Europea
Muestra 8 9,0678 2,4892 Europea
Muestra 9 90,4488 2,4113 Europea
Muestra 10 90,4488 2,54 Europea
Promedio 9,0551 2,49157 Europea
COLMENA NUMERO 27
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Figura 47. Resultados de africanizacion de la colmena numero 27 con el método
FABIS I.
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Segun los resultados del promedio de la longitud de alas, la colmena se determin6
como europea, debido a que al hacer una comparacion con los valores criticos se
determiné que supero el valor de >9.040, por lo cual la colmena esta apta para
realizar el proceso de inseminacion; sin embargo, en comparacion con la colmena
namero 3, se determind que hubo una abeja africanizada, que representa un 10% de

africanizacion en la colmena.

1.3.4 Colmena N° 4
Se puede observar las mediciones de la colmena abuela nimero 4 en la tabla 20

realizadas en el programa JMicroVision v1.3.4, las cuales se tomaron valores en
pulgadas (inch) para transformarlos en milimetros (mm). En la siguiente tabla se

muestran los resultados obtenidos:

Tabla 20. Promedio total del nimero de muestras de longitudes de alas y fémures de

la colmena 4.
Colmena N°4
Longitud del ala (AD)  Longitud del fémur (PD) TIPO
(mm) (mm)
Muestra 1 9,1694 2,6416 Europea
Muestra 2 8,9916 2,4638 Sospechosa
Muestra 3 9,1694 2,1336 Europea
Muestra 4 9,1694 2,54 Europea
Muestra 5 8,9154 2,286 Sospechosa
Muestra 6 9,0678 2,4638 Europea
Muestra 7 9,0678 2,54 Europea
Muestra 8 8,8138 2,54 Sospechosa
Muestra 9 9,0678 2,4638 Europea
Muestra 10 9,0678 2,54 Europea
Promedio 9,05002 2,46126 Europea
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Figura 48. Resultados de africanizacion de la colmena nimero 4 con el método
FABIS I.

Segun los resultados del promedio de la longitud de alas, la colmena se determin6
como europea, debido a que al hacer una comparacién con los valores criticos se
determiné que supero el valor de >9.040, por lo cual la colmena esta apta para

realizar el proceso de inseminacion.

1.3.5 Colmena N° 8
Se puede observar las mediciones de la colmena abuela nimero 8 en la tabla 21

realizadas en el programa JMicroVision v1.3.4, las cuales se tomaron valores en
pulgadas (inch) para transformarlos en milimetros (mm). En la siguiente tabla se
muestran los resultados obtenidos:
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Tabla 21. Promedio total del nimero de muestras de longitudes de alas y fémures de

la colmena 8.
Colmena N°8
Longitud del ala Longitud del fémur TIPO
(AD) (mm) (PD) (mm)
Muestra 1 90,0424 2,413 Europea
Muestra 2 90,0424 24638 Europea
Muestra 3 09,2964 2.286 Europea
Muestra 4 09,2964 2.6162 Europea
Muestra 5 09,4488 2,54 Europea
Muestra 6 8,8392 24348 Sospechosa
Muestra 7 9,3726 23622 Europea
Muestra 8 9,2964 2,159 Europea
Muestra 9 9,5504 2,1082 Europea
Muestra 10 9,2202 26162 Europea
Promedio 9,24052 2,39994 Europea
COLMENA NUMERO 8

, 10

S g

()

g 6

S 4

: .

S, —

AFRICANIZADAS SOSPECHOSAS EUROPEAS
ETIPO

Figura 49. Resultados de africanizacion de la colmena nimero 8 con el método
FABIS I.

Segun los resultados del promedio de la longitud de alas, la colmena se determiné
como europea, debido a que al hacer una comparacién con los valores criticos se
determind que supero el valor de >9.040, por lo cual la colmena esta apta para
realizar el proceso de inseminacion.

Segun Gutiérrez L. et al (60), se realiz6 un estudio en México, Baja California, en el
que se analizaron 47 colonias en Mexicali y 34 en Ensenada, asi como 11 enjambres
silvestres migratorios en Mexicali y cuatro en Ensenada. Se escogieron 10 abejas de

cada colonia y enjambre para medir la longitud del ala delantera y del fémur de la
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pata trasera derecha, con el fin de distinguir entre morfotipos europeos Yy
africanizados mediante la técnica morfométrica FABIS, como el anélisis realizado en
este estudio. Los resultados mostraron que en Mexicali el 91.49% de las colonias
presentaron morfotipos africanizados, en contraste con el 67.65% en Ensenada. Esta
variacion en los niveles de africanizacion podria estar vinculada a las diferencias en
condiciones climaticas, geograficas y practicas de manejo, esto también explicaria el
bajo nivel de africanizacion que se presento en este estudio, ya que se obtuvo un 0%
de identificacion de africanizacion en las colmenas seleccionadas y un 20% se
determind como abejas sospechosas, de las cuales no se podria definir si son
africanizadas o europeas; por ultimo, el material genético de origen europeo es lo
que mas predomina en el apiario y anualmente se realiza un cambio de reinas para
mantener este origen cuidadosamente seleccionado.

Tabla 22. Porcentaje de africanizacion en municipios de México.

" Ndmero de Morfotipo
Municipio loni ;
colonias Africanizado Europeo
Ensenada 34 67.65% 32.35%
Mexicali 47 91.49% 8.51%

Nota: Tomado de Gutiérrez L. et al. (2016) (60).

En comparacion con los resultados obtenidos por Hernandez C, los cuales se
realizaron en Torredén — Coahuila, México, se analizaron 116 muestras de abejas
obtenidas de apiarios en la Comarca Lagunera. Al utilizar el método FABIS | en las
colmenas para identificar la presencia de abejas africanas, se pudo evidenciar en la
totalidad de muestras, 103 pertenecen a abejas europeas, 1o que corresponde a un
88.7%; ademas, se registraron 11 casos sospechosos, que representan el 9.4%, y 2
casos de abejas africanas, equivalentes al 1.7%, estos valores al compararlos con
nuestro estudio nuevamente hay una diferencia significativa, debido a que de todas
las colmenas que se hizo la evaluacion en nuestro estudio hubo un 0% de
africanizacion por colmena; sin embargo, el muestreo que se realiz6 en el estudio
referenciado, es muy diferente al estudio realizado, ya que la colecta de las muestras
no especifica exactamente de donde proviene cada muestra ni de que colmena se hizo
la recoleccion, demostrando que este estudio tuvo una mayor organizacion y

clasificacion para el muestreo (61).
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1.4 Analisis Molecular (DNA BARCODING)

1.4.1 Evaluacion de calidad general de los resultados de secuenciacion por SANGER
La siguiente tabla representa la evaluacion de la calidad de los resultados en la
secuenciacion obtenida, las muestras fueron representadas por los siguientes
codigos:

Al: Colmena nimero 4 (abuela)
A2: Colmena nimero 8 (abuela)
A3.1: Colmena nimero 27 (padre)
A3.2: Colmena numero 27 (padre)
A4.1: Colmena nimero 3 (padre)
A4.2: Colmena numero 3 (padre)
Ab5.1: Colmena nimero 6 (padre)

Ab5.2: Colmena nimero 6 (padre)

Tabla 23. Evaluacion de calidad general de los resultados de secuenciacion por

SANGER.
Codigo Qrganismao Nomb_re i Tamaﬁo i Q20 Q30 #pb
Amplicon Amplicon

Al Abeja cytbA 485 439 (95,2%) 430 (93,3%) 461
Al Abeja cytbA 485 428 (93.2%) 422 (91,9%) 459
AZ Abeja cytbA 485 436 (95,0%) 431(93,9%) 459
AZ Abeja cytbd, 485 433 (94,1%) 423 (92 0%) 460
A3 Abeja cytbA 485 433 (94 1%) 427 (92 8%) 460
A3 Abeja cytbA 485 429 (94,1%) 424 (93,0%) 456
A32 Abeja cytbA 485 434 (94,1%) 421 (91,3%) 461
A3Z2 Abeja cytbA 485 431 (94, 7%) 423 (93,0%) 455
Ad Abeja cytbA 485 436 (94,8%) 425 (92,4%) 460
Ad Abeja cytbA 485 430 (94,3%) 423 (92 3%) 456
AdZ Abeja cytbA 485 438 (95,0%) 431(93,5%) 461
Ad2 Abeja cytbA 485 431 (94,3%) 423 (92,6%) 457
ABA Abeja cytbA 485 438 (94,8%) 429 (92 9%) 462
AB Abeja cytbA 485 420 (92,1%) 414 (90,8%) 456
AB.2 Abeja cytbd, 485 438 (95,0%) 427 (92 6%) 461
AR 2 Abeja cytbA 485 416 (95,2%) 413 (94 5%) 437

Como se pudo observar en la tabla se repiten 2 valores de cada muestra, esto es
debido que para la secuenciacion se realiz6 tanto para el primer forward, primer
cédigo de cada muestra, como para el reverse, segundo codigo de cada muestra,
dentro de la secuenciacion se esta flanqueando las 2 cadenas, de 5' prima a 3' prima y
de 3'prima a 5' prima.
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Los valores de Q20 indican que la probabilidad de error en la lectura de una base
especifica es del 1% (es decir, hay una probabilidad del 99% de que la base esté
correcta).

Los valores de Q30 indican que la probabilidad de error es del 0.1% (es decir, hay
una probabilidad del 99.9% de que la base esté correcta), el Q30 es generalmente
considerado como un nivel de calidad muy alto, lo que significa que las lecturas son
bastante fiables.

Las muestras Al, A2, A3, A4y A5 muestran consistentemente valores altos en Q20
y Q30, con la mayoria de las muestras superando el 90% en ambos parametros, esto
sugiere que las lecturas de secuenciacion son muy precisas y confiables, el tamafio
del amplicén es consistentemente de 485 pb, lo que indica que se ha secuenciado un
fragmento especifico del ADN mitocondrial de las abejas, correspondiente al gen
cytbA. La cantidad de pares de bases (#pb) varia ligeramente entre las muestras, con
valores que van desde 437 hasta 462 pb, estos son los pares de bases que se han
logrado amplificar, es inusual que se obtenga la misma cantidad de pares de bases,
debido a que se realizan posibles cortes al inicio de la secuenciacion.

1.4.2 Resultados de BLASTn
Se tomaron en cuenta las secuencias tanto del forward como el reverse para formar
una secuencia Unica denominada “contig”, para cada muestra se obtuvo una sola
secuencia en el programa BioEdit, esta secuencia Unica se tomd en cuanta para la
realizacion de la basqueda en BLAST.
En la tabla se incluyen columnas como " Género, Puntuacion maxima., Puntuacion
total, Recuperacion de consultas (Query Recover), Valor E, Porcentaje de
identidad, Longitud de la secuencia, Acceso”. Estas columnas proporcionan
informacion detallada sobre el grado de coincidencia de las secuencias de las
muestras con las secuencias de referencia en la base de datos, lo que permite
identificar la especie mas cercana.
Se debe de tomar mas en consideracion los valores de Recuperacion de Consultas
(Query Cover) y el porcentaje de identidad:
Query Cover: Nos permite saber si la secuencia que se ha ingresado a BLAST tiene
un 100% de reconocimiento con el resultado de BLAST, es decir, cada nucleotido
tiene su match con otro.

Porcentaje de identidad: Indica si las secuencias que han hecho un match en el
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resultado de la porcion de la secuencia de los resultados de BLAST, tienen una
similitud al Query Cover.

La mayoria de especies resultantes que hacen un match con la secuencia analizada
pertenecen a la subespecie Apis mellifera linguistica, la cual es una abeja europea;
sin embargo, se encontro otras entradas de otras subespecies.

A continuacion, se representa los resultados de BLASTn de todos los contig desde

el Al hasta el A5.2 en las siguientes tablas y figuras:

Tabla 24. Resultados de BLASTN de especies relacionadas a la secuencia query

contig Al.
. . Recuperacion Porcentaje | Longitud
. . Puntuacion | Puntuacion | de consultas
Género / Especie P Valor E de de la Acceso
maxima total (Query . : .

Recover) identidad secuencia
Apis mellifera ligustica 865 865 1 0.0 100.00% 16449 MH341407.1
Apis mellifera ligustica 865 865 1 0.0 100.00% 16465 KX908209.1
Apis mellifera ligustica 865 865 1 0.0 100.00% 15514 OM203344.1
Apis mellifera ligustica 865 865 1 0.0 100.00% 15504 OM203331.1
Apis mellifera ligustica 865 865 1 0.0 100.00% 477 MZ268403.1
ATiuTeﬁ:gI:\ra 865 865 1 0.0 100.00% 743 EF184040.1
Apis mellifera carnica 863 863 0,99 0.0 100.00% 476 JQ778297.1
Ap; ;‘)g't'l'ggra 859 859 1 0.0 99.79% 16336 | AP018403.1

contig A1

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera scutellata

Apis mellifera carnica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera carpatica

—

Q.00020

Figura 50. Arbol Filogenético basado en Maximum Likelihood para la secuencia query
contig Al.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH341407.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=80A72KVF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX908209.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=80A72KVF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=80A72KVF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203331.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=80A72KVF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ268403.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=80A72KVF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=212527
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=212527
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF184040.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=40&RID=80A72KVF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=88217
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ778297.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=43&RID=80A72KVF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1049035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1049035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP018403.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=44&RID=80A72KVF016
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Tabla 25. Resultados del BLASTN de especies relacionadas a la secuencia query

contig A2.
Recuperacion
. . Puntuacion | Puntuacion | de consultas Porcentaje de |Longitud de
Género / Especie - ValorE| - - Acceso
maxima total (Query identidad | la secuencia
Recover)

Apis mellifera 876 876 0,98 0.0 99.79% 16336 AP018434.1
Apis mellifera ligustica 876 876 0,98 0.0 99.79% 16449 MH341407.1
Apis mellifera ligustica 876 876 0,98 0.0 99.79% 16465 KX908209.1
Apis mellifera ligustica 876 876 0,98 0.0 99.79% 15514 OM203344.1
Apis mellifera ligustica 876 876 0,98 0.0 99.79% 15504 OM203331.1
Apis mellifera ligustica 876 876 0,98 0.0 99.79% 859 GU979492.1
Apis mellifera scutellata 876 876 0,98 0.0 99.79% 743 EF184040.1
Apis mellifera carpatica 870 870 0,98 0.0 99.58% 16336 AP018403.1

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera

contig A2

Apis mellifera scutellata

Apis mellifera carpatica

—

0.00020

Figura 51. Arbol Filogenético basado en Maximum Likelihood para la secuencia query
contig A2.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7460
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP018434.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7VMDGYEY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH341407.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7VMDGYEY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX908209.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=7VMDGYEY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=7VMDGYEY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203331.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=7VMDGYEY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU979492.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=7VMDGYEY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=212527
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF184040.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=7VMDGYEY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1049035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP018403.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=43&RID=7VMDGYEY016
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Tabla 26. Resultados del BLASTnN de especies relacionadas a la secuencia query

contig A3.1.
- .| Recuperacion de : .
Género / Especie PunFu'acmn Puntuacion consultas (Query| Valor E Po'rcent'aje de Longitud Qe Acceso
maxima total identidad | la secuencia
Recover)

Apis mellifera ligustica 876 876 0,98 0.0 99.79% 16449 MH341407.1
Apis mellifera ligustica 876 876 0,98 0.0 99.79% 16465 KX908209.1
Apis mellifera ligustica 876 876 0,98 0.0 99.79% 15514 OM203344.1
Apis mellifera ligustica 876 876 0,98 0.0 99.79% 15504 OM203331.1
Apis mellifera ligustica 876 876 0,98 0.0 99.79% 15512 OM203330.1
Apis mellifera ligustica 876 876 0,98 0.0 99.79% 859 GU979492.1
Apis mellifera scutellata 876 876 0,98 0.0 99.79% 743 EF184040.1
Apis mellifera carpatica 870 870 0,98 0.0 99.58% 16336 AP018403.1

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

contig A3.1

Apis mellifera scutellata

Apis mellifera carpatica

—
0.00020

Figura 52. Arbol Filogenético basado en Maximum Likelihood para la secuencia query

contig A3.1.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH341407.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7VMYH5BF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX908209.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=7VMYH5BF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=7VMYH5BF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203331.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=7VMYH5BF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203330.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=7VMYH5BF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU979492.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=7VMYH5BF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=212527
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF184040.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=7VMYH5BF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1049035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP018403.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=43&RID=7VMYH5BF016
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Tabla 27. Resultados del BLASTnN de especies relacionadas a la secuencia query

contig A3.2.
. .. |Recuperacion de . .
Género / Especie Punjtuf'acmn Puntuacion consultas (Query| Valor E Porcentaje Longitud (.je I3 Acceso
maxima total R de identidad| secuencia
ecover)

Apis mellifera ligustica 859 859 0,97 0.0 100.00% 16449 MH341407.1
Apis mellifera ligustica 859 859 0,97 0.0 100.00% 16465 KX908209.1
Apis mellifera ligustica 859 859 0,97 0.0 100.00% 15514 0OM203344.1
Apis mellifera ligustica 859 859 0,97 0.0 100.00% 15504 OM203331.1
Apis mellifera ligustica 859 859 0,97 0.0 100.00% 15512 OM203330.1
Apis mellifera carnica 859 859 0,97 0.0 100.00% 476 JQ778297.1
Apis mellifera ligustica 859 859 0,97 0.0 100.00% 859 GU979492.1
Apis mellifera scutellata 859 859 0,97 0.0 100.00% 743 EF184040.1
Apis mellifera carpatica 854 854 0,97 0.0 99.78% 16336 AP018403.1

contig A3.2

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera carnica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera scutellata

Apis mellifera carpatica

—
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Figura 53. Arbol Filogenético basado en Maximum Likelihood para la secuencia query
contig A3.2.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH341407.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7VNHSC99016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX908209.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=7VNHSC99016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=7VNHSC99016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203331.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=7VNHSC99016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203330.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=7VNHSC99016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=88217
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ778297.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=7VNHSC99016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU979492.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=7VNHSC99016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=212527
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF184040.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=7VNHSC99016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1049035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP018403.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=44&RID=7VNHSC99016
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Tabla 28. Resultados del BLASTnN de especies relacionadas a la secuencia query

contig A4.1.
., -, |Recuperacion de : :
Género / Especie Punj[ugaon Puntuacion consultas (Query| Valor E Po'rcent'aje Longitud Qe Acceso
maxima total R de identidad| la secuencia
ecover)
Apis mellifera ligustica 859 859 0,97 0.0 100.00% 16449 MH341407.1
Apis mellifera ligustica 859 859 0,97 0.0 100.00% 16465 KX908209.1
Apis mellifera ligustica 859 859 0,97 0.0 100.00% 15514 OM203344.1
Apis mellifera ligustica 859 859 0,97 0.0 100.00% 15504 OM203331.1
Apis mellifera carnica 859 859 0,97 0.0 100.00% 476 JQ778297.1

Apis mellifera scutellata 859 859 0,97 0.0 100.00% 743 EF184040.1
Apis mellifera ligustica 859 859 0,97 0.0 100.00% 16343 NC_001566.1
Apis mellifera carpatica 854 854 0,97 0.0 99.78% 16336 AP018403.1

contig A4.1

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera carnica

Apis mellifera scutellata

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera carpatica

—
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Figura 54. Arbol Filogenético basado en Maximum Likelihood para la secuencia query
contig A4.1.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH341407.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7VPTWR9B016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX908209.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=7VPTWR9B016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=7VPTWR9B016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203331.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=7VPTWR9B016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=88217
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ778297.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=7VPTWR9B016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=212527
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF184040.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=7VPTWR9B016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_001566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=43&RID=7VPTWR9B016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1049035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP018403.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=44&RID=7VPTWR9B016
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Tabla 29. Resultados del BLASTnN de especies relacionadas a la secuencia query

contig A4.2.
., .| Recuperacion de . :
Género / Especie Pun,tuguon Puntuacion consultas (Query | Valor E Po_rcent'aje Longitud (_je Acceso
maxima total de identidad| la secuencia
Recover)

Apis mellifera ligustica 867 867 0,97 0.0 100.00% 16449 MH341407.1
Apis mellifera ligustica 867 867 0,97 0.0 100.00% 16465 KX908209.1
Apis mellifera ligustica 867 867 0,97 0.0 100.00% 15514 0OM203344.1
Apis mellifera ligustica 867 867 0,97 0.0 100.00% 15504 OM203331.1
Apis mellifera ligustica 867 867 0,97 0.0 100.00% 477 MZ268403.1
Apis mellifera carnica 867 867 0,97 0.0 100.00% 476 JQ778297.1
Apis mellifera scutellata 867 867 0,97 0.0 100.00% 743 EF184040.1
Apis mellifera carpatica 861 861 0,97 0.0 99.79% 16336 AP018403.1

contig A4.2

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera carnica

Apis mellifera scutellata

Apis mellifera carpatica
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Figura 55. Arbol Filogenético basado en Maximum Likelihood para la secuencia query
contig A4.2.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH341407.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7VRW5ZS3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX908209.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=7VRW5ZS3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=7VRW5ZS3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203331.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=7VRW5ZS3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ268403.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=7VRW5ZS3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=88217
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ778297.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=7VRW5ZS3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=212527
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF184040.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=7VRW5ZS3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1049035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP018403.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=44&RID=7VRW5ZS3016
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Tabla 30. Resultados del BLASTnN de especies relacionadas a la secuencia query

contig A5.1.
Recuperacion
) . Puntuacion | Puntuacion | de consultas Porcentaje de | Longitud de
Género / Especie o Valor E| - - Acceso
méaxima total (Query identidad | la secuencia
Recover)
Apis mellifera ligustica 848 848 0,98 0.0 100.00% 16449 MH341407.1
Apis mellifera ligustica 848 848 0,98 0.0 100.00% 16465 KX908209.1
Apis mellifera ligustica 848 848 0,98 0.0 100.00% 15514 0OM203344.1
Apis mellifera ligustica 848 848 0,98 0.0 100.00% 15504 OM203331.1
Apis mellifera carnica 848 848 0,98 0.0 100.00% 476 JQ778297.1
Apis mellifera ligustica 848 848 0,98 0.0 100.00% 859 GU979492.1
Apis mellifera

scutellata 848 848 0,98 0.0 100.00% 743 EF184040.1

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera scutellata

Apis mellifera carmica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

contig A5.1

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera carpatica

—

0.00020

Figura 56. Arbol Filogenético basado en Maximum Likelihood para la secuencia query
contig A5.1.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH341407.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7XNBV6BU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX908209.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=7XNBV6BU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=7XNBV6BU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203331.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=7XNBV6BU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=88217
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ778297.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=7XNBV6BU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU979492.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=7XNBV6BU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=212527
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=212527
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF184040.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=7XNBV6BU016
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Tabla 31. Resultados del BLASTnN de especies relacionadas a la secuencia query

contig A5.2.
Recuperacion Porcentaie
) . Puntuacion | Puntuacion | de consultas J Longitud de
Género / Especie - Valor E de - Acceso
méxima total (Query identidad la secuencia
Recover)
Apis mellifera ligustica 857 857 0,96 0.0 100.00% 16449 | MH341407.1
Apis mellifera ligustica 857 857 0,96 0.0 100.00% 16465 KX908209.1
Apis mellifera ligustica 857 857 0,96 0.0 100.00% 15514 | OM203344.1
Apis mellifera ligustica 857 857 0,96 0.0 100.00% 15504 |OM203331.1
Apis mellifera ligustica 857 857 0,96 0.0 100.00% 477 MZ268403.1
Apis mellifera carnica 857 857 0,96 0.0 100.00% 476 JQ778297.1
Apis mellifera ligustica 857 857 0,96 0.0 100.00% 859 GU979492.1
Apis mellifera scutellata 857 857 0,96 0.0 100.00% 743 EF184040.1
Apis mellifera carpatica 852 852 0,96 0.0 99.78% 16336 AP018403.1
contig A5.2

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellfera ligustica

Apis mellifera ligustica

Apis mellifera carnica

Apis mellfera ligustica

Apis mellifera scutellata

Apis mellifera carpatica

—

0.00020

Figura 57. Arbol Filogenético basado en Maximum Likelihood para la secuencia

query contig A5.2.

La metodologia usada para la construccion de este arbol es Maxima Verosimilitud
(Maximum Likelihood), un método estadistico que estima la probabilidad de obtener

el conjunto actual de datos, dados diferentes modelos de evolucidn genética.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH341407.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7XS402WF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX908209.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=7XS402WF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=7XS402WF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM203331.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=7XS402WF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ268403.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=7XS402WF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=88217
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ778297.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=7XS402WF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU979492.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=7XS402WF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=212527
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF184040.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=7XS402WF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1049035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP018403.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=44&RID=7XS402WF013
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Como se puede observar en todos los resultados de los contig del 1 - 5.2
anteriormente mostrados, la mayoria de entradas son pertenecientes a Apis mellifera
ligustica; sin embargo, se debe de tomar en consideracién que existen otras entradas
que dificultan la identificacion de las muestras. Se encontraron entradas de
subespecies como:

Apis mellifera carpatica: La abeja rumana (Apis mellifera carpatica) se desarroll6
en las condiciones pedoclimaticas particulares y en la base melifera de la region de
los Céarpatos. Desde el punto de vista morfométrico, las principales caracteristicas de
las abejas rumanas son: la longitud de la proboscide varia entre 6,02 mm y 6,64 mm,
la longitud del ala anterior esta entre 9,4 mm y 9,6 mm, el indice cubital oscila entre
2,12y 3,70, y el indice tarsal se encuentra entre 54,97% y 58,56%, esta raza de abejas
se caracteriza por su docilidad y un comportamiento especialmente tranquilo en los
panales. Desde el aspecto productivo, Apis mellifera carpatica es bastante eficaz,
con colonias que pueden alcanzar rendimientos excepcionales en condiciones de
cosecha ideales, con una produccion promedio de miel de entre 50 y 60 kg por
colmena a lo largo de varios afios (62).

Apis mellifera carnica: La abeja carnica (Apis mellifera carnica) se desarrollé en las
condiciones especificas del clima y suelo de la regién alpina de Europa Central. En
términos morfométricos, las principales caracteristicas de las abejas carnicas
incluyen: la longitud de la probdscide que varia entre 5,80 mmy 6,20 mm, la longitud
del ala anterior que oscila entre 9,0 mm y 9,5 mm, el indice cubital que se sitla entre
2,30 y 3,00, y el indice tarsal que varia entre 55% y 60%, esta raza de abejas es
conocida por su caracter apacible y su comportamiento calmado en los panales.
Desde una perspectiva productiva, la Apis mellifera carnica es eficaz en la
produccion de miel, con colonias que pueden alcanzar una produccion de entre 40 y
50 kg por colmena en condiciones Optimas durante varios afios (63).

Todos los arboles filogenéticos en todos los contig desde el Al hasta el A5.2
muestran que la subespecie Apis mellifera carpatica tiene un menor porcentaje de
identidad, por lo cual se encuentra ubicada dentro del arbol, descartdndola como una
posible identificacion de nuestras muestras. Otro dato a destacar que es de vital
importancia es la identificacion continua de la Apis mellifera scutellata en las
muestras analizadas, la cual esta presente como una entrada en todas las muestras

analizadas.
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Debido a esto se hizo la busqueda de secuencias de referencia en las cuales se
amplificaba el gen CytbA, las secuencias de referencias presentadas en la siguiente
tabla no corresponden a los resultados de BLAST obtenidos anteriormente, sino,
corresponden a resultados del genoma de las subespecies scutellata, céarnica y
linguistica.

Se realiz6 una busqueda por primer-BLAST para identificar las posibles secuencias
identificadas por los cebadores empleados cytbA Fw: 5’-
TATGTACTACCATGAGGACAAATATC-3’ y cytbA_Rv: 5°-
ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT-3". Entre los resultados brindados por
Primer BLAST se optaron por tomar a las siguientes entradas como secuencias de

referencia en la siguiente tabla 32:

Tabla 32. Secuencias de referencia de subespecies identificadas.

Caddigo Asignado | ID Genbank Descripcion Posicion de hibridacion
) q product length = 485
Apis mellifera Forward primer 1 TATGTACTACCATGAGGACAAATATC 26
AplS mellifera scutellata voucher Template 11497 t.iiiiieiteinisasinansncas 11522
scutellata_referencia MG 2031 VR mitochondrion,| Reverse primer 1 ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT 26
Complete genome Template = 11956
q 4 product length = 485
Apis mellifera Forward primer 1 TATGTACTACCATGAGGACAAATATC 26

carnica Template L e 26
GU979494 1 CytOCh rome b . Reverse primer 1 ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT 26
(cytb) gene, partial | Template U85 it 450
cds; mitochondrial

Apis mellifera
carnica_referencia

i o product length = 485
Apls mel_"fera Forward primer 1 TATGTACTACCATGAGGACAAATATC 26
ligustica Template 1 e 26

Apis mellifera

. . .| GU979492.1 cytochrome b
ligustica_referencia Y . Reverse primer 1  ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT 26
(cytb) gene, partial Template U85 460

cds; mitochondrial

Tanto en el flanqueo de Apis mellifera carnica como de Apis mellifera linguistica le
pertenece al citocromo b, en la posicién 1 del template se ubica mi primer forward y
en la posicidn 460 a 485 se ubica el primer reverse, caso contrario es en el de Apis
mellifera scutellata, debido a que no solo se estd tomando el gen cytb, sino se esta
tomando en consideracion el genoma completo.

Estas secuencias fueron descargadas y analizadas empleando el programa de uso
libre benchling para identificar la regién donde cada cebador hibrida, identificando
esta secuencia para cada codigo asignado se tomd la porcion flanqueada. Estas

secuencias fueron tomadas para realizar un alineamiento multiple tomando en cuenta

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




K UNIVERSIDAD

REPOQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —¢ DE SANTA MARIA

todos los contig generados para las muestras A1-A5.2, ademas se adicionaron al
alineamiento multiple 4 secuencias resultantes de BLASTn correspondientes a 4

especies.

Cabe destacar que no se realizd una blsqueda para la especie Apis mellifera
carpatica dado que en todos los arboles filogenéticos se ubica lejana a los contig
para cada muestra.

Con todas las secuencias previamente alineadas se armé el siguiente arbol
filogenético representado en la figura 58:

0.0000
contig A3.2

0.0000
contig A4.1

0.0000
contig Ad 2

0.0000
contig A2

0.0000
contig A3.1

0.0000

contig A1
0.0021 9

0.0000
Apis mellifera scutellata cytb resultado BLAST

0.0000
Apis mellifera ligustica cytb resultado BLAST

0.0000
contig A5.2

0.0020

0.0000
Apis mellifera carnica cytb resultado BLAST

0.0000
contig A5.1

0.0054

0.0000
Apis mellifera ligustica cytb referencia

0.0000
apis mellifera carpatica cytb resultado BLAST

0.0043

Apis mellifera carnica cytb referencia

Apis mellifera scutellata cytb referencia
0.0037

0.0020

Figura 58. Arbol filogenético tomando todos los contig generados empleando
Maximum Likelihood.
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En el arbol filogenético, se agrupo todos los contig, desde el Al hasta A5.2 y se
observo en base a un alineamiento multiple que se formo un Unico claster que agrup6
a todos los contig y a los resultados de BLAST, pero también agrup6 a Apis mellifera
linguistica de referencia. Las otras secuencias como la carpatica se ubica afuera del
claster y también se encuentra fuera del alineamiento la subespecie carnica y mucho
mas lejana la scutellata de referencia.

Se evidencio que la Apis mellifera scutellata que sale en el resultado de blast tiene la
misma secuencia que los contig; por el contrario, Apis mellifera scutellata de
referencia se encuentra afuera del arbol filogenético.

Segun Gomez J. et al (64), se llevo a cabo la amplificacion por PCR del ADN
mitocondrial, enfocandose en la region de 485 pb del gen citocromo b. Para ello, se
utilizaron los oligonucle6tidos CytbA-F G
TATGTACTACCATGAGGACAAATATC) y CytbA-R (5'
ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT); sin embargo, en vez de realizar una
secuenciacion de Sanger como en el estudio realizado, emple6 la amplificacion de
las muestras, y 10 pl de los productos de PCR fueron sometidos a digestién con 1 U
de la enzima de restriccion Bgl Il (Invitrogen) a 37 °C durante 4 horas.
Posteriormente, la digestion se analiz6 mediante electroforesis en un gel de agarosa
al 2 %, visualizandolo bajo luz ultravioleta. Los sitios de restriccion se interpretaron
como mitotipo europeo (E) si se observaba un patrén de dos fragmentos (194 y 291
pb) o mitotipo africanizado (A) si se veia un unico fragmento de 485 pb sin digerir.
Los resultados fueron los siguientes:

Tabla 33. Numero y proporcion (%) de colonias clasificadas el mitotipo del ADNmt,

identificado como africanizado - europeo en las subregiones del estado de Tabasco.

Mitotipo (ADN
mitocondrial)
Africanizado 15 (48.39) 36 (52.94) 18 (75.0) |5(41.67) 12 (66.67) 86 (56.21)

Europeo 16 (51.61) 32 (47.06) 6 (25.0)  7(58.33) 6 (33.33) |67 (43.79)
Nota: Tomado de Gomez J. et al (2021) (64).

Centro | Chontalpa| Pantanos Rios Sierra Total

El estudio anteriormente mencionado, logré con eficacia identificar abejas
africanizadas o europeas; sin embargo, en el estudio realizado, aunque se obtuvo una
mayor cantidad de entradas europeas, esto puede ser debido a las adaptaciones

locales y variabilidad genética, las poblaciones de abejas pueden tener variaciones
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genéticas locales que afectan los patrones observados en diferentes regiones. Las
diferencias entre las abejas en México y Peru pueden ser suficientes para que los

métodos de identificacién molecular tengan resultados distintos.

En comparacion con otro estudio que se realiz6 en Colombia, segin Salamanca G.
(65), el fragmento en que se realizd el estudio presentd un tamafio de 16.343 pb;
ademas, en vez de evaluar el ADN mitocondrial del citocromo b, se evalu6 el gen
del citocromo ¢ oxidasa subunidad Il, esto debido a que puede proporcionar una
mayor resolucién y mas informacién genética, lo que es util para estudios mas
detallados de filogenia y variacion genética; sin embargo, en este estudio al realizar
unicamente un analisis de fragmento de 485 pb puede ser suficiente y més practico;
ademas de ser menos complicada y menos costosa en la amplificacion. Cabe resaltar
la diferenciacion entre ambos estudios, debido a que el estudio al que se esta
haciendo referencia utiliz6 una amplificacion con la enzima de restriccion Dral, que
genera fragmentos de ADN pero no la secuencia completa, esta amplificacion es util
para estudios preliminares de diversidad genética o en casos donde la secuenciacion
no sea viable; en cambio, en este estudio se realiz6 una secuenciacion completa del
fragmento 485 pb y se hizo una comparacion de porcentaje de identidad con el
programa Blast, permitiendo una identificacion mas precisa de subespecies.

1.5  Inseminacion Artificial

Se realizé la seleccion de la colmena padre numero 27, debido a que el analisis
morfolégico dio como resultado europea para la colmena; sin embargo, el analisis
molecular no fue del todo preciso, debido a que en los resultados siempre existié una
entrada perteneciente a la abeja Apis mellifera scutellata; sin embargo al
evidenciarse mas entradas y parentesco a Apis mellifera linguistica, se definid a estas
abejas como europeas o con un minimo porcentaje de africanizacion; ademas, esta
colmena presentd un comportamiento décil al momento de revisarla sin humo y
también presentd la mayor productividad de las colmenas padres elegidas, con un
total de 6 marcos llenados. Esta colmena se encargo de la produccién de zanganos
para su posterior captura y extraccion de semen para el proceso de inseminacion.

Se realiz6 la seleccion de la colmena abuela numero 4, debido a que el analisis
morfoldgico dio como resultado europea para la colmena; sin embargo , el analisis

molecular no fue del todo preciso, debido a que en los resultados siempre existio una
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entrada perteneciente a la abeja Apis mellifera scutellata; sin embargo al
evidenciarse mas entradas y parentesco a Apis mellifera linguistica, se defini6 a estas
abejas como europeas o con un minimo porcentaje de africanizacion; ademas,
presenté un comportamiento ddcil al momento de revisarla sin humo y también
presentd la mayor productividad de todas las colmenas elegidas a las cuales se realizé
los analisis, con un total de 7 marcos llenados. Esta colmena se encargd de brindar
las reinas virgenes para la posterior inseminacion artificial que se realizé con los
zanganos de la colmena padre numero 27.

La inseminacién de la reina se verificd en el quinceavo dia, dando como resultado
una buena postura uniforme. Después de dos semanas se realizé seguimientos para
verificar el operculado de la cria de la reina y la postura total en los 3 marcos del
fecundador, de los cuales se confirmé que tenia una postura llena como el siguiente
marco de cria operculada representado en la figura 59:

Figura 59. Marco llenado con cria operculada.

En las 3 semanas posteriores se realizo la revision del nucleo y se verifico la docilidad de la
nueva cria nacida, se realizé 3 semanas después debido a que en ese tiempo las abejas de la
anterior reina en el nacleo llegaron al final de su ciclo de vida y perecieron. Finalmente se
confirmod la excelente productividad de la nueva cria nacida, posteriormente esa reina
inseminada se convertird en abuela para la produccion de reinas con bajo porcentaje de

africanizacion. La reina esta representada en la figura 60:
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Figura 60. Reina inseminada con bajo porcentaje de aficanizacion.

Segun Khan K. et al (66), desde 1900, se han llevado a cabo estudios comparativos sobre el
rendimiento de reinas de abejas que han sido inseminadas artificialmente frente a aquellas
apareadas de manera natural. La evaluacion de la calidad y el rendimiento de una reina se
basa en factores como la productividad de la colonia, diversos estudios han comparado el
desempefio de reinas apareadas naturalmente (NMQ) con reinas inseminadas artificialmente
(AlQ). La mayoria de las investigaciones indican que las reinas inseminadas artificialmente
tienden a ser mas productivas que las reinas apareadas naturalmente, aunque algunos
estudios sugieren que el rendimiento de ambas puede ser similar. En la siguiente tabla se
ven los resultados:

Tabla 34. Estudio comparativo entre reinas apareadas naturalmente y reinas inseminadas

artificialmente.

NUmero de NMQ Productividad de la | Numero de AIQ | Productividad de la
colonia colonia

43 52,6 kg de miel 65 95,3 kg de miel

72 39 kg de miel 15 54 kg de miel

137 19,4 kilogramos 612 21,3 kilos

Nota: Tomado de Khan K. et al (2022) (66).

En comparacion con el estudio realizado, se hizo de igual manera una seleccion de las
colmenas mas productivas y seguidamente el cruzamiento, demostrando la importancia de
la inseminacién en base a caracteristicas positivas. La inseminacion artificial permite un
control méas preciso sobre la genética de las reinas, facilitando la seleccion de caracteristicas
deseables y la mejora continua de las colonias. Sin embargo, la eficacia puede variar segin

la técnica de inseminacion y las condiciones de manejo.
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CONCLUSIONES

PRIMERA.

Se analiz6 la efectividad del comportamiento de las colmenas que fueron seleccionadas en
este estudio, obteniendo un comportamiento docil para la colmena padre n°3, un
comportamiento ddcil para la colmena padre n°® 27, un comportamiento nervioso para la
colmena padre n°6, un comportamiento docil para la colmena abuela n°4 y un

comportamiento docil para la colmena abuela n°8.

SEGUNDA.

Se analiz6 la efectividad de la productividad de las colmenas que fueron seleccionadas en
este estudio, obteniendo un total de 6 marcos llenados para la colmena padre n°27,
determinandola como una colmena productiva, un total de 5 ¥ marcos llenados para la
colmena padre n°3, determinandola como una colmena medianamente productiva, un total
de 4 ¥ marcos llenados para la colmena padre n°6, determinandola como una colmena
medianamente productiva, un total de 7 marcos llenados para la colmena abuela n°4,
determinandola como la colmena mas productiva del estudio, un total de 5 % marcos
llenados para la colmena abuela n°8, determinandola como una colmena medianamente
productiva.

TERCERA.

Se analizé las caracteristicas del analisis morfologico y molecular en las colmenas del
estudio, obteniendo un promedio de longitud de ala de 8,83158 mm para la colmena padre
n°6, determinandola como una colmena sospechosa, debido a este resultado se realizé el
método FABIS II; sin embargo el resultado no cambio y la colmena se determiné como
sospechosa con un indice de 1,4442; se obtuvo un promedio de longitud de ala de 9,14256
mm para la colmena padre n°3, determinandola como una colmena europea, debido a este
resultado no se realiz6 el método FABIS II; se obtuvo un promedio de longitud de ala de
9,0551 mm para la colmena padre n°27, determinandola como una colmena europea, debido
a este resultado no se realiz6 el método FABIS II; se obtuvo un promedio de longitud de ala
de 9,05002 mm para la colmena abuela n°4, determinandola como una colmena europea,
debido a este resultado no se realiz6 el método FABIS I1; se obtuvo un promedio de longitud
de ala de 9,24052 mm para la colmena abuela n°8, determinandola como una colmena
europea, debido a este resultado no se realizé el método FABIS Il. Se evidenci6 en los

resultados de los andlisis moleculares que todas las colmenas evaluadas presentaban en su
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arbol filogenético a la subespecie Apis mellifera ligustica y Apis mellifera carnica (ambas
especies europeas), con una mayor cantidad de entras de la subespecie Apis mellifera
ligUstica, también se evidencio una Unica entrada de la subespecie Apis mellifera scutellata
(africana); sin embargo, al realizar un agrupamiento de todos los contig, los resultados de
BLAST y también secuencias de referencia se determind que Apis mellifera scutella de
referencia se encontrd afuera del arbol, pero Apis mellifera scutellata de referencia se
encontr6 dentro del arbol filogenético, estos resultados indican que las secuencias de Apis
mellifera scutellata encontradas en los resultados de BLAST coinciden con los contig
analizados, mientras que la Apis mellifera scutellata de referencia es significativamente
diferente. Este patron destaca la importancia de considerar las variaciones genéticas entre

subespecies y su impacto en la interpretacion de resultados filogenéticos.

CUARTA.

Se logro exitosamente la inseminacion artificial entre las colmenas de genética padre n°27,
la colmena més productiva y con resultados libres de africanizacion segun los analisis y la
colmena de genética abuela n°4, la colmena mas productiva y con resultados libres de
africanizacion segun los analisis realizados en este estudio, la inseminacion de la reina se

verifico en el quinceavo dia, dando como resultado una buena postura uniforme.
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RECOMENDACIONES

Estas sugerencias estan orientadas a los futuros investigadores y a las investigaciones

posteriores vinculadas a este estudio

Se recomienda ampliar el panel de marcadores genéticos utilizados, emplear
métodos filogenéticos adicionales como la inferencia bayesiana y la filogenia de
distancia, y asegurar que las secuencias de referencia estén actualizadas y sean
representativas de la diversidad genética observada, mejorando asi la precision y la

confiabilidad de los anélisis filogenéticos en Apis mellifera.

Se recomienda hacer un muestreo mas extenso, incluyendo mas muestras en otros
apiarios, para tener una mayor cantidad de resultados y verificar en que zonas se

encuentra mayor o menor porcentaje de africanizacion.
Se aconseja seguir otro método de analisis morfométrico mas actualizado para

obtener resultados mas precisos permitiendo una mejor clasificacién de la poblacion

Apis Mellifera.
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ANEXOS

Anexo 1. Galeria fotogréfica de la metodologia realizada para la obtencion de los
resultados de las mediciones morfolégicas.

Figura 61. Equipo de Figura 62. Ala'y fémur
diseccion. diseccionados y colocados en
la plataforma del
Estereoscopio.

Anexo 2. Galeria fotogréfica de la metodologia realizada para la obtencion de los
resultados de los analisis moleculares.

Figura 63. Muestras | Figura 64. Muestras
rotuladas en frascos en microtubos.
de color ambar.

Figura 65. Buffers Figura 66.

utilizados en el Preparacion del
proceso de lavado. equipo de PCR.
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Ajustamiento de la
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Figura 67. Abertura
parcial de la reina.

Anexo 4. Resultados de las mediciones longitudinales del ala y fémur de las 5 colmenas.

Colmena N°6
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First point X
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First point Y
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Figura 69. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 1 de la colmena N°6.
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Figura 70. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 1 de la colmena

N°6.

Muestra 2

Selected Drawing

Parameter Value (in)
First point X

0.61

First point Y

0.888

Last point X

0.96

Last point Y

0913

Line length

0.351

Figura 71. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 2 de la colmena N°6.
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Selected Drawing

Parameter Walue (in)
First point X 0.621
First point v 1245
Last point 2 0729
Last point Y 1.245
Line length 0108

Figura 72. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 2 de la colmena
N°6.

Muestra 3

Selected Drawing

Parameter Walue (in) . .
First point 0.639 . "
First point ¥ 0. 549 @
Last point X 1 . '
Last point Y 0.549
Line length 0.361

Figura 73. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 3 de la colmena N°6.

Selected Drawing

Parameter WValue (in) | |
First point X Q778 1 1
First point ¥ 0.97
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Line length 0.099

Figura 74. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 3 de la colmena

N°6.
Muestra 4
Selected Drawing
Parameter alue (in)
First point X 0. 641
First point Y 0.844
Last point X 0987
Last point Y 0.844
Line length 0.346

Figura 75. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 4 de la colmena N°6.

Selected Drawing

Parameter Value (in) d .
First point X 0.577 1 1
First point Y 1.134 !
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Line length 0.103

Figura 76. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 4 de la colmena
N°6.

Muestra 5
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- Selected Drawing

Parameter Value (in)

First point X 0.564
First point Y 0.946
Last point X 0.908
Last point Y 0.946
Line length 0.344

Figura 77. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 5 de la colmena N°6.

 Selected Drawing
Parameter Value (in}

First point X 0.764
First point Y 1.227
Last point X 0.864
Last point Y 1.227
Line length 01

Figura 78. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 5 de la colmena
N°6.

Muestra 6

- Selected Drawing
Parameter Value (in)

First point X 0.761
First point Y’ 0.571
Last point X 1.091
Last point Y 0.571
Line length 0.331

Figura 79. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 6 de la colmena N°6.

 Selected Drawing
Parameter Value (in)

First point X 0.876
First point Y 1.461
Last point X 0.79
Last point Y 1.461
Line length 0.087

Figura 80. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 6 de la colmena
N°6.
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Muestra 7

 Selected Drawing

Parameter Value (in)
First point X 0.408
First point Y 0.998
Last point X 0.748
Last point Y 1.005
Line length 0.34

Figura 81. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 7 de la colmena N°6.

- Selected Drawing

Parameter Value (in)

First point X 0.87
First point Y 0.828
Last point X 0.969
Last point Y 0.828
Line length 0.1

Figura 82. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 7 de la colmena
N°6.

Muestra 8

- Selected Urawing

Parameter Value (in)

First point X 0579

First point Y 0.726

Last point X 0.938

Last point Y 0.73

Line length 0.359 .

Figura 83. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 8 de la colmena N°6.

- Selected Drawing
Parameter Value (in)

First point X 0.649
First point Y 0.947
Last point X 0.751
Last point Y 0.947
Line length 0.102

Figura 84. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 8 de la colmena
N°6.

Muestra 9

- Selected Drawing

Parameter Value (in)

First point X 0.469
First point Y 1.179
Last point X 0.82
Last point Y 1.179
Line length 0.351
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r Selected Urawing

Parameter Value (in)

First point X 0.645
First point Y 1.367
Last point X 0.747
Last point Y 1.367
Line length 0.102

Figura 86. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 9 de la colmena
N°6.

Muestra 10

- Selected Drawing

Parameter Value (in)
First point X 0.567
First point Y 1.636
Last point X 0.926
Last point Y 1.636
Line length 0.359

Figura 87. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 10 de la colmena
N°6.

- Selected Drawing

Parameter Value (in) 5.
First point X 0.759 1
First point Y 1.865 .
Last point X 0.869 :
Last point Y 1.865 1
Line length 0.1 .

Figura 88. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 10 de la colmena
N°6.
Colmena N°3

Muestra 1

- Selected Drawing

Parameter Value (in)
First point X 0.706
First point Y 0.616
Last point X 1.052
Last point Y 0613
Line length 0.346

Figura 89. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 1 de la colmena N°3.

 Selected Drawing

Parameter Value (in)

First point X 0833 ! !
First point Y 0.749 ' .
Last point X 0.922 -
Last point Y 0.749 ! '
Line length 0.09

Figura 90. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 1 de la colmena
N°3.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOQSITORIO DE ' CATOLICA

TESIS UCSM —¢=  DE SANTA MARIA
Muestra 2
Selected Drawing
Parameter Value (in)
First point X 0.656
First point Y 0.909
Last point X 0.999
Last point Y 0.906
Line length 0.343

Figura 91. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 2 de la colmena N°3.

Selected Drawing

Parameter Value (in)

First point X 0833 ] I
First point Y 0.749 1 1
Last point X 0.922 -
Last point Y 0.749 | ]
Line length 0.09 U L

Figura 92. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 2 de la colmena

N°3.

Muestra 3
Selected Drawing
Parameter Value (in)
First point X 0613
First point Y 1.262
Last point X 0.966
Last point Y 1.262
Line length 0.353

Figura 93. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 3 de la colmena N°3.

Selected Drawing

Parameter Value (in)

First point X 0576 1 1
First point Y 1472 1 1
Last point X 0673 -'
Last point ¥ 1472 ' '
Line length 0.097

Figura 94. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 3 de la colmena

N°3.

Muestra 4
Selected Drawing

Parameter Value (in) a8
First point X 0498 |
First point Y 0.575
Last point X 0.86
Last point Y 0.575
Line length 0.362

Figura 95. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 4 de la colmena N°3.
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Selected Drawing

Parameter Value (in) 1 1
First point X 0.559 : :
First point Y 0.767
Last point X 0.657 ‘
Last point Y 0.767 : :
Line length 0.099

Figura 96. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 4 de la colmena
N°3.

Muestra 5

Selected Drawing

Parameter Value (in)
First point X 0.526

First point Y 0975 | '
Last point X 0.871 1
Last point Y 0975 | '

Line length 0.345

Figura 97. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 5 de la colmena N°3.

Selected Drawing

Parameter Value (in) g "
First paint X 0.433 : :
First point Y 1.145 I_
Last point X 0.531 ' '
Last point Y 1.145 1 1
Line length 0.099

Figura 98. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 5 de la colmena

N°3.
Muestra 6
Selected Drawing
Parameter Value (in) 2
First point X 0477 1 1
1 L]
First point Y 1.413 )
Last point X 0.833 ([ :
Last point Y 1.413 ! = Yy !
Line length 0.356

Figura 99. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 6 de la colmena N°3.

Selected Drawing

Parameter Value (in)

First point X 0.646 ! !
First point Y 1682 1 1
Last point X 075 :#
Last point Y 1.682 1 1
Line length 0.104 1 1

Figura 100. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 6 de la colmena
N°3.
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Muestra 7
Selected Drawing
Parameter Value (in)
First point X 0.607
First point Y 0.594
Last point X 0.969
Last point Y 0.562
Line length 0.364

Figura 101. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 7 de la colmena

N°3,
Selected Drawing

Parameter Value (in)
First point X 1.1562
First point Y 0.7 ) i
Last point X 1.252 i P
Last point Y 0.684 . I
Line length 0.101 3

Figura 102. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 7 de la colmena

N°3.
Muestra 8
Selected Drawing
Parameter Value (m)
First point X 0.567
First point Y 0.552
Last point X 0.906
Last point Y 0.552
Line length 0.339

Figura 103. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 8 de la colmena

N°3.
Selected Drawing

Parameter Value (in)
First point X 0.985
First point Y 0924 ' i
Last point X 1.095 i
Last point Y 0918t '
Line length 0.109

Figura 104. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 8 de la colmena

N°3.

Muestra 9

Selected Drawing

Parameter Value (m)
First point X 033
First point Y 0.876 .
Last point X 0678 f —
Last point Y 0.876 : —
Line length 0.348
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Figura 105. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 9 de la colmena
N°3.

Selected Drawing

Parameter Value (in)
First point X 0.983
First point Y 0.919 '’ f
Last point X 1.085 “
Last point Y 0.912 X ;
Line length 0102 ’

Figura 106. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 9 de la colmena

N°3.

Muestra 10
Selected Drawing
Parameter Value (m)
First point X 0.297
First point Y 1.191
Last point X 0.66
Last point Y 1.191
Line length 0.363

Figura 107. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 10 de la colmena

N°3.
Selected Drawing

Parameter Value (in)
First point X 0.877
First point Y 1.26 ' '
Last point X 0.979 -
Last point Y 1.26 : '
Line length 0102 ;

Figura 108. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 10 de la
colmena N°3.
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Colmena N°27.

Muestra 1
Selected Drawing
Parameter Value (in)
First point X 0.568
First point Y 0.581
Last point X 0.913
Last point Y 0.581
Line length 0.345
Figura 109. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 1 de la colmena
N°27.
Selected Drawing
Parameter Value (in)
First point X 0.637
First point Y 0.761 . .
Last point X 0733 -
Last point Y 0.761 . .
Line length 0.096

Figura 110. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 1 de la colmena

N°27.
Muestra 2
Selected Drawing
Parameter Value (in)
First point X 0.562 . 5
First point Y 1.006 : :
Last point X 0.907 i H
Last paint Y 1.006
Line length 0.345
Figura 111. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 2 de la colmena
N°27.
Selected Drawing
Parameter Value (in)
First point X 0.599
First point Y 1.19 : :
Last point X 0699 3 :
Last point Y 1.19 ‘
Line length 0.099
Figura 112. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 2 de la colmena
N°27.
Muestra 3
Selected Drawing
Parameter Value (in)
First point X 0.59
First point Y 1.357
Last point X 0.941
Last point Y 1.357
Line length 0.351

Figura 113. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 3 de la colmena
N°27.
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Selected Drawing

Parameter [ Value (in)
First point X 0.606
First point Y 1.537 :
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Last point Y 1.531 '
Line length 0.103

Figura 114. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 3 de la colmena
N°27.

Muestra 4

Selected Drawing

Parameter | Value (in)
First point X 0.452
First point Y 0.431
Last point X 0.792
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Line length 0.34

Figura 115. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 4 de la colmena

N°27.
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Figura 116. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 4 de la colmena

N°27.

Muestra 5
Selected Drawing

Parameter | Value (in)
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Last point X 0.809
Last point Y 0.736
Line length 0.357

Figura 117. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 5 de la colmena
N°27.
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Figura 118. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 5 de la colmena
N°27.
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Muestra 6
Selected Drawing
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Line length 0.363

Figura 119. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 6 de la colmena

N°27.
Selected Urawing

Parameter Value (in)
First point X 0.839
First point Y 1.01 : :
Last point X 0.933
Last point Y 1.01 '
Line length 0.095

Figura 120. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 6 de la colmena

N°27.

Muestra 7
Selected Drawing

Parameter Value (in)
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First point Y 1229
Last point X 0.78
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Line length 0.363

Figura 121. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 7 de la colmena

N°27.
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Figura 122. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 7 de la colmena

N°27.

Muestra 8
Selected Drawing

Parameter Value (in)
First point X 0.502
First point Y 1.545
Last point X 0.86
Last point Y 1.645
Line length 0.357
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Figura 123. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 8 de la colmena

N°27.
Selected Drawing

Parameter Value (in)
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Line length 0.098

Figura 124. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 8 de la colmena

N°27.
Muestra 9
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Parameter Value (in)
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Line length 0372
Figura 125. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 9 de la colmena
N°27.
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Figura 126. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 9 de la colmena

N°27.

Muestra 10
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Figura 127. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 10 de la colmena
N°27.
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Figura 128. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 10 de la
colmena N°27.

Colmena N°4.

Muestra 1
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Parameter Value (in)
First point X 0.468
First point Y 0772
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Last point Y 0.782
Line length 0.361

Figura 129. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 1 de la colmena

N°4.
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Figura 130. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 1 de la colmena
N°4.
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Muestra 2
Selected Drawing
Parameter Value (in)
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First point Y 1.082
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Figura 131. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 2 de la colmena

N°4.
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Parameter Value (in)
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Line length 0.007

Figura 132. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 2 de la colmena
N°4.

Muestra 3
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Parameter Value (in)
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Line length 0.361

Figura 133. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 3 de la colmena
N°4.
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Figura 134. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 3 de la colmena
N°4.

Muestra 4
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Line length 0.361

Figura 135. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 4 de la colmena
N°4.
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Selected Drawing
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Figura 136. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 4 de la colmena
N°4.

Muestra 5
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Figura 137. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 5 de la colmena
N°4.
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Figura 138. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 5 de la colmena
N°4.

Muestra 6
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Figura 139. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 6 de la colmena

N°4.
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Parameter Value (in)
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First point Y 0.842

Last point X 1.126
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Line length 0.097

Figura 140. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 6 de la colmena
N°4.
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Figura 141. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 7 de la colmena

N°4.
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Line length 0.1

Figura 142. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 7 de la colmena
N°4.

Muestra 8
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Line length 0.347

Figura 143. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 8 de la colmena
N°4.
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Figura 144. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 8 de la colmena
N°4.

Muestra 9
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Figura 145. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 9 de la colmena
N°4.
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Selected Drawing

Parameter Value (in)
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Figura 146. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 9 de la colmena

N°4.

Muestra 10
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Parameter Value (in)
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Line length 0.357

Figura 147. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 10 de la colmena

N°4.
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Parameter Value (in)
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Line length 0.1

Figura 148. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 10 de la

colmena N%.
Colmena N°8.

Muestra 1
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Line length 0.356

Figura 149. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 1 de la colmena

N°8.
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Figura 150. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 1 de la colmena
N°8.
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Muestra 2
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Figura 151. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 2 de la colmena

N°8.
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First point X 1.12
First point Y 1.412
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Figura 152. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 2 de la colmena

N°8.

Muestra 3
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Parameter Value (in)
First point X 0.966
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Last point X 1332
Last point Y 1.683
Line length 0.366

Figura 153. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 3 de la colmena
N°8.
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Line length

Figura 154. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 3 de la colmena
N°8.

Muestra 4
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Figura 155. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 4 de la colmena
N°8.
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Selected Drawing
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Figura 156. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 4 de la colmena
N°8.

Muestra 5
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Line length

Figura 157. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 5 de la colmena
N°8.
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Line length

Figura 158. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 5 de la colmena

N°8.

Muestra 6
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Parameter Value (in)
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First point Y 0.995
Last point X 1.878
Last point Y 0.969
Line length 0.348

Figura 159. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 6 de la colmena

N°8.
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Parameter Value (in)
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First point Y 1.13 ' '
Last point X 1733 ' .
Last point Y 1.13 '
Line length 0096 ° :

Figura 160. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 6 de la colmena
N°8.
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Muestra 7
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Parameter Value (in)
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Last point X 1.955
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Line length 0.369

Figura 161. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 7 de la colmena

N°8.
Selected Drawing
Parameter Value (in)
First point X 1.692
First point Y 1.409 ' i
Last point X 1.785 b Y
Last point Y 1.409 '
Line length 0.093 . .
Figura 162. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 7 de la colmena
N°8.
Muestra 8
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Parameter Value (in)
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First point Y 1.522 .
Last point X 1.961
Last point Y 1622
Line length 0.366
Figura 163. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 8 de la colmena
N°8.
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Parameter Value (in)
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Line length 0.085 b ;
Figura 164. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 8 de la colmena
N°8.
Muestra 9
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Parameter Value (in)
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First point Y 1.769
Last point X 2032
Last point Y 1.769
Line length 0.376

Figura 165. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 9 de la colmena
N°8.
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Figura 166. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 9 de la colmena

N°8.
Muestra 10
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Parameter Value (in)
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First point Y 2.064
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Line length 0363

Figura 167. Longitud total del ala interior derecha de la muestra 10 de la colmena

N°8.
Selected Drawing

Parameter Value (in)
First point X 1.759
First point Y 2231
Last point X 1.862
Last point Y 2.231
Line length 0.103 |

Figura 168. Longitud total del fémur posterior derecho de la muestra 10 de la
colmena N°8.
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Anexo 5. Secuencias de contig desde el cédigo Al hasta él codigo A5.2 realizados con el
programa BioEdit.

Contig Al.
TCCTAATTTATTAGGAATTGCTCGTAAAATTGAATATGCAAATAGGAAA
TATCATTCAGGTTTAATATGAGTTGGAGTATTTATTGGATTTGCAATTTT
GAAATTGTCTGGATCTCCTAAATGATATGGAAATTGAAAATTAATGAAT
ATAAAGATAAATAAGATGATATAAAATCCTAAAAGATCTTTAATTGAA
AAATATGGATGAAATGAAATTTTATAATTATTAAAATTTGATCCAAGAG
GATTAGATGATCCAGTTAAATGTAAGGCAAATAAATGAAGAATAACTA
TAAATAAAATTAATAATGGTAAAATAAAATGTAAAGAAAAAAATCGAT
TTAATGTAGCATTATTAATTGAAAATCCACCTCAAATTCATAATACAAT
TGTATCACCAATATAAGGAATTGCTGATAAAAGATTAGTAATAACTGTT
GCACCTCAATATGATATTTGTCCTCATGG

Contig A2.
GTTTAATATGAGTTGGAGTATTTATTGGATTTGCAATTTTGAAATTGTCT
GGATCTCCTAAATGATATGGAAATTGAAAATTAATGAATATAAAGATA
AATAAGATGATATAAAATCCTAAAAGATCTTTAATTGAAAAATATGGAT
GAAATGAAATTTTATAATTATTAAAATTTGATCCAAGAGGATTAGATGA
TCCAGTTAAATGTAAGGCAAATAAATGAAGAATAACTATAAATAAAAT
TAATAATGGTAAAATAAAATGTAAAGAAAAAAATCGATTTAATGTAGC
ATTATTAATTGAAAATCCACCTCAAATTCATAATACAATTGTATCACCA
ATATAAGGAATTGCTGATAAAAGATTAGTAATAACTGTTGCACCTCAAT
ATGATATTTGTCCTCATGG

Contig A3.1.
TTATGTACCATGAGGACAAATATCATATTGAGGTGCAACAGTTATTACT
AATCTTTTATCAGCAATTCCTTATATTGGTGATACAATTGTATTATGAAT
TTGAGGTGGATTTTCAATTAATAATGCTACATTAAATCGATTTTTTTCTT
TACATTTTATTTTACCATTATTAATTTTATTTATAGTTATTCTTCATTTAT
TTGCCTTACATTTAACTGGATCATCTAATCCTCTTGGATCAAATTTTAAT
AATTATAAAATTTCATTTCATCCATATTTTTCAATTAAAGATCTTTTAGG
ATTTTATATCATCTTATTTATCTTTATATTCATTAATTTTCAATTTCCATA
TCATTTAGGAGATCCAGACAATTTCAAAATTGCAAATCCAATAAATACT
CCAACTCATATTAAACCTGAATGATATTTCCTATTTGCATATTCAATTTT
ACGAGCAATTCCTAATAAATTAGGAGTGTAATA
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Contig A3.2.
TTATGTCATGAGGACAAATATCATATTGAGGTGCAACAGTTATTACTAA
TCTTTTATCAGCAATTCCTTATATTGGTGATACAATTGTATTATGAATTT
GAGGTGGATTTTCAATTAATAATGCTACATTAAATCGATTTTTTTCTTTA
CATTTTATTTTACCATTATTAATTTTATTTATAGTTATTCTTCATTTATTT
GCCTTACATTTAACTGGATCATCTAATCCTCTTGGATCAAATTTTAATAA
TTATAAAATTTCATTTCATCCATATTTTTCAATTAAAGATCTTTTAGGAT
TTTATATCATCTTATTTATCTTTATATTCATTAATTTTCAATTTCCATATC
ATTTAGGAGATCCAGACAATTTCAAAATTGCAAATCCAATAAATACTCC
AACTCATATTAAACCTGAATGATATTTCCTATTTGCATATTCAATTTTAC
GAGCAATTCCTAATAAATTAGTGTAATA

Contig A4.1.
TTATGTACATGAGGACAAATATCATATTGAGGTGCAACAGTTATTACTA
ATCTTTTATCAGCAATTCCTTATATTGGTGATACAATTGTATTATGAATT
TGAGGTGGATTTTCAATTAATAATGCTACATTAAATCGATTTTTTTCTTT
ACATTTTATTTTACCATTATTAATTTTATTTATAGTTATTCTTCATTTATT
TGCCTTACATTTAACTGGATCATCTAATCCTCTTGGATCAAATTTTAATA
ATTATAAAATTTCATTTCATCCATATTTTTCAATTAAAGATCTTTTAGGA
TTTTATATCATCTTATTTATCTTTATATTCATTAATTTTCAATTTCCATAT
CATTTAGGAGATCCAGACAATTTCAAAATTGCAAATCCAATAAATACTC
CAACTCATATTAAACCTGAATGATATTTCCTATTTGCATATTCAATTTTA
CGAGCAATTCCTAATAAATTAGTGTAATA

Contig A4.2.
TTATGTACCATGAGGACAAATATCATATTGAGGTGCAACAGTTATTACT
AATCTTTTATCAGCAATTCCTTATATTGGTGATACAATTGTATTATGAAT
TTGAGGTGGATTTTCAATTAATAATGCTACATTAAATCGATTTTTTTCTT
TACATTTTATTTTACCATTATTAATTTTATTTATAGTTATTCTTCATTTAT
TTGCCTTACATTTAACTGGATCATCTAATCCTCTTGGATCAAATTTTAAT
AATTATAAAATTTCATTTCATCCATATTTTTCAATTAAAGATCTTTTAGG
ATTTTATATCATCTTATTTATCTTTATATTCATTAATTTTCAATTTCCATA
TCATTTAGGAGATCCAGACAATTTCAAAATTGCAAATCCAATAAATACT
CCAACTCATATTAAACCTGAATGATATTTCCTATTTGCATATTCAATTTT
ACGAGCAATTCCTAATAAATTAGGTGTAATA
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Contig A5.1.
TATTACACTAATTTATTAGGAATTGCTCGTAAAATTGAATATGCAAATA
GGAAATATCATTCAGGTTTAATATGAGTTGGAGTATTTATTGGATTTGC
AATTTTGAAATTGTCTGGATCTCCTAAATGATATGGAAATTGAAAATTA
ATGAATATAAAGATAAATAAGATGATATAAAATCCTAAAAGATCTTTA
ATTGAAAAATATGGATGAAATGAAATTTTATAATTATTAAAATTTGATC
CAAGAGGATTAGATGATCCAGTTAAATGTAAGGCAAATAAATGAAGAA
TAACTATAAATAAAATTAATAATGGTAAAATAAAATGTAAAGAAAAAA
ATCGATTTAATGTAGCATTATTAATTGAAAATCCACCTCAAATTCATAA
TACAATTGTATCACCAATATAAGGAATTGCTGATAAAAGATTAGTAATA
ACTGTTGCACCTCAATATGATATTTGTC

Contig A5.2.
CCTAATTTATTAGGAATTGCTCGTAAAATTGAATATGCAAATAGGAAAT
ATCATTCAGGTTTAATATGAGTTGGAGTATTTATTGGATTTGCAATTTTG
AAATTGTCTGGATCTCCTAAATGATATGGAAATTGAAAATTAATGAATA
TAAAGATAAATAAGATGATATAAAATCCTAAAAGATCTTTAATTGAAA
AATATGGATGAAATGAAATTTTATAATTATTAAAATTTGATCCAAGAGG
ATTAGATGATCCAGTTAAATGTAAGGCAAATAAATGAAGAATAACTAT
AAATAAAATTAATAATGGTAAAATAAAATGTAAAGAAAAAAATCGATT
TAATGTAGCATTATTAATTGAAAATCCACCTCAAATTCATAATACAATT
GTATCACCAATATAAGGAATTGCTGATAAAAGATTAGTAATAACTGTTG
CACCTCAATATGATATTTGTCCTCATGG
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Anexo 6. Secuencias de referencia utilizadas en el arbol filogenético de la figura 58.

>Apis mellifera scutellata_cytb_referencia_ MG552703.1
TATGTACTACCATGAGGACAAATATCATATTGAGGTGCAACAGTTATTA
CTAATCTTTTATCAGCAATTCCTTATATTGGTGATACAATTGTATTATGA
ATCTGAGGTGGGTTCTCAATTAATAATGCTACCTTAAATCGATTTTTTTC
TTTACATTTTATTTTACCATTATTAATTTTATTTATAGTTATTCTTCATTT
ATTTGCCTTACATTTAACTGGATCATCTAATCCTCTTGGATCAAATTTTA
ATAATTATAAAATTTCATTTCATCCATATTTTTCAATTAAAGACCTTTTA
GGATTTTATATTATCTTATTTATCTTTATATTCATTAATTTTCAATTTCCA
TATCATTTAGGAGATCCAGATAATTTTAAAATTGCAAATCCAATAAATA
CTCCAACTCATATTAAACCTGAATGATATTTTCTATTTGCATATTCAATT
TTACGAGCAATTCCTAATAAATTAGGAGGTGTAAT

>Apis mellifera ligustica_cytb_referencia_ GU979492.1
TATGTACTACCATGAGGACAAATATCATATTGAGGTGCAACAGTTATTA
CTAATCTTTTATCAGCAATTCCTTATATTGGTGATACAATTGTATTATGA
ATTTGAGGTGGATTTTCAATTAATAATGCTACATTAAATCGATTTTTTTC
TTTACATTTTATTTTACCATTATTAATTTTATTTATAGTTATTCTTCATTT
ATTTGCCTTACATTTAACTGGATCATCTAATCCTCTTGGATCAAATTTTA
ATAATTATAAAATTTCATTTCATCCATATTTTTCAATTAAAGATCTTTTA
GGATTTTATATCATCTTATTTATCTTTATATTCATTAATTTTCAATTTCCA
TATCATTTAGGAGATCCAGACAATTTCAAAATTGCAAATCCAATAAATA
CTCCAACTCATATTAAACCTGAATGATATTTCCTATTTGCATATTCAATT
TTACGAGCAATTCCTAATAAATTAGGAGGTGTAAT

>Apis mellifera carnica_cytb_referencia_ GU979494.1
TATGTACTACCATGAGGACAAATATCATATTGAGGTGCAACAGTTATTA
CTAATCTTTTATCAGCAATTCCTTATATTGGTGATACAATTGTATTATGA
ATTTGAGGTGGATTTTCAATTAATAATGCTACATTAAACCGATTTTTTTC
TTTACATTTTATTTTACCATTATTAATTTTATTTATAGTTATTCTTCATTT
ATTTGCCTTACATTTAACTGGATCATCTAATCCTCTTGGATCAAATTTTA
ATAATTATAAAATTTCATTTCATCCATATTTTTCAATTAAAGATCTTTTA
GGATTTTATATCATCTTATTTATCTTTATATTCATTAATTTTCAATTTCCA
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TATCATTTAGGAGATCCAGATAATTTTAAAATTGCAAATCCAATAAATA
CTCCAACTCATATTAAACCTGAATGATATTTCTTATTTGCATATTCAATT
TTACGAGCAATTCCTAATAAATTAGGAGGTGTAAT

>Apis mellifera scutellata_cytb_resultado BLAST
ACTACCATGAGGACAAATATCATATTGAGGTGCAACAGTTATTACTAAT
CTTTTATCAGCAATTCCTTATATTGGTGATACAATTGTATTATGAATTTG
AGGTGGATTTTCAATTAATAATGCTACATTAAATCGATTTTTTTCTTTAC
ATTTTATTTTACCATTATTAATTTTATTTATAGTTATTCTTCATTTATTTG
CCTTACATTTAACTGGATCATCTAATCCTCTTGGATCAAATTTTAATAAT
TATAAAATTTCATTTCATCCATATTTTTCAATTAAAGATCTTTTAGGATT
TTATATCATCTTATTTATCTTTATATTCATTAATTTTCAATTTCCATATCA
TTTAGGAGATCCAGACAATTTCAAAATTGCAAATCCAATAAATACTCCA
ACTCATATTAAACCTGAATGATATTTCCTATTTGCATATTCAATTTTACG
AGCAATTCCTAATAAATTAGGA

>Apis mellifera carnica_cytb_resultado BLAST
CCATGAGGACAAATATCATATTGAGGTGCAACAGTTATTACTAATCTTT
TATCAGCAATTCCTTATATTGGTGATACAATTGTATTATGAATTTGAGGT
GGATTTTCAATTAATAATGCTACATTAAATCGATTTTTTTCTTTACATTI
TATTTTACCATTATTAATTTTATTTATAGTTATTCTTCATTTATTTGCCTT
ACATTTAACTGGATCATCTAATCCTCTTGGATCAAATTTTAATAATTATA
AAATTTCATTTCATCCATATTTTTCAATTAAAGATCTTTTAGGATTTTAT
ATCATCTTATTTATCTTTATATTCATTAATTTTCAATTTCCATATCATTTA
GGAGATCCAGACAATTTCAAAATTGCAAATCCAATAAATACTCCAACTC
ATATTAAACCTGAATGATATTTCCTATTTGCATATTCAATTTTACGAGCA
ATTCCTAATAAATTAGG

>Apis mellifera ligustica_cytb_resultado BLAST

CCATGAGGACAAATATCATATTGAGGTGCAACAGTTATTACTAATCTTT
TATCAGCAATTCCTTATATTGGTGATACAATTGTATTATGAATTTGAGGT
GGATTTTCAATTAATAATGCTACATTAAATCGATTTTTTTCTTTACATTT
TATTTTACCATTATTAATTTTATTTATAGTTATTCTTCATTTATTTGCCTT
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ACATTTAACTGGATCATCTAATCCTCTTGGATCAAATTTTAATAATTATA
AAATTTCATTTCATCCATATTTTTCAATTAAAGATCTTTTAGGATTTTAT
ATCATCTTATTTATCTTTATATTCATTAATTTTCAATTTCCATATCATTTA
GGAGATCCAGACAATTTCAAAATTGCAAATCCAATAAATACTCCAACTC
ATATTAAACCTGAATGATATTTCCTATTTGCATATTCAATTTTACGAGCA
ATTCCTAATAAATTAGGA

>Apis mellifera carpatica_cytb_resultado BLAST

TATGTACTACCATGAGGACAAATATCATATTGAGGTGCAACAGTTATTA
CTAATCTTTTATCAGCAATTCCTTATATTGGTGATACAATTGTATTATGA
ATTTGAGGTGGATTTTCAATTAATAATGCTACATTAAATCGATTTTTTTC
TTTACATTTTATTTTACCATTATTAATTTTATTTATAGTTATTCTTCATTT
ATTTGCCTTACATTTAACTGGATCATCTAATCCTCTTGGATCAAATTTTA
ATAATTATAAAATTTCATTTCATCCATATTTTTCAATTAAAGATCTTTTA
GGATTTTATATCATCTTATTTATCTTTATATTCATTAATTTTCAATTTCC

ATATCATTTAGGAGATCCAGACAATTTTAAAATTGCAAATCCAATAAAT
ACTCCAACTCATATTAAACCTGAATGATATTTCCTATTTGCATATTCAAT
TTTACGAGCAATTCCTAATAAATTAGGAGGTGTAAT
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