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Resumen. Los apicultores de todo el mundo seleccionan las caracteristicas de las abejas
que facilitan y favorecen la produccion. En las regiones donde se produce hibridacion entre
linajes, esta seleccion constituye un desafio, dado que estas regiones son "laboratorios
naturales", donde la accion de los procesos evolutivos de una poblacion o especie ocurre en
tiempo real. En Argentina existe una zona de hibridacion natural de la abeja melifera (4pis
mellifera) entre los 28° y 35° Sur, donde confluyen poblaciones africanizadas (AHB) y
europeas (EHB). En esta zona, los apicultores utilizan mayoritariamente recursos genéticos
seleccionados de origen europeo, ya que las abejas africanizadas locales muestran un
mayor comportamiento defensivo, lo que no es deseable para su manejo. Aunque las
colonias EHB presentan muchas ventajas para la produccion de miel, no estan totalmente
adaptadas al clima subtropical y son susceptibles a ciertas parasitosis, como la varroasis.
Ademas, tanto las AHB como las EHB se aparean en areas de congregacion de zanganos
(ACZ), donde los machos y las reinas virgenes vuelan para encontrarse, lo que da lugar a
una variabilidad en las caracteristicas deseadas. En este estudio, exploramos el grado de
hibridacién dentro de una ACZ y su apiario de referencia, ubicados en la provincia de
Entre Rios, mediante la aplicacion de dos técnicas complementarias. En primer lugar, se
observaron morfotipos con diferentes grados de hibridacion entre las subespecies europea
y africana en el apiario de referencia, lo que indica una alta sensibilidad de este enfoque
morfométrico para detectar la hibridacion en estas poblaciones. En segundo lugar, un
andlisis genético reveld haplotipos de ambos origenes para los zanganos de las ACZ, con
una mayor prevalencia de haplotipos europeos, mientras que todas las colonias del
colmenar de referencia presentaban haplotipos europeos. En conjunto, nuestros resultados
concuerdan con el fuerte impacto que la apicultura comercial tiene en la genética de las
ACZ. Mostramos como la morfometria alar puede utilizarse para monitorear la hibridacion
entre subespecies europeas y africanas, una herramienta que puede evaluarse en otras

regiones del mundo donde se produce hibridacion.



Palabras clave: zona hibrida, apareamiento, areas de congregacion de zdnganos, abejas

meliferas, africanizacion.

INTRODUCCION

A escala mundial, existen zonas geograficas en las que individuos de diferente
composicion genética, distinguibles por uno o varios caracteres hereditarios, se encuentran
y se entrecruzan para producir descendencia hibrida (Barton y Hewitt 1985). Estas zonas
de hibridacion se consideran "laboratorios naturales", donde es posible analizar la accion
de los procesos evolutivos de una poblacion o especie en tiempo real (Harrison 1990).
Ademas, son reservorios de variabilidad genotipica y fenotipica clave para la evolucion de
ciertos caracteres que eventualmente pueden contribuir a procesos de especiacion (Endler
1986). Un ejemplo interesante de hibridacion en tiempo real es el proceso de africanizacion
que se produjo en las poblaciones de Apis mellifera en el continente americano durante el
siglo XX. Los linajes europeos de 4. mellifera habian sido introducidos por primera vez en
América a principios del siglo XVIII (Sheppard 1989). La posterior introduccion y
liberacion accidental de la subespecie africana 4. m. scutellata en Brasil dio lugar a
eventos de hibridacién que originaron poblaciones africanizadas, que se extendieron
rapidamente por todo el continente (Winston 1987). De hecho, en 50 afios, las abejas
africanizadas se expandieron por todo América, desde el norte de Argentina hasta el sur de
Estados Unidos (Galindo-Cardona et al. 2013).

El proceso de apareamiento en A. mellifera, clave en la hibridacion, se produce en
areas de congregacion de zanganos (ACZ) (Withrow & Tarpy, 2018), donde los zanganos
se reunen para aparearse con reinas virgenes. Dado que esta especie es polidndrica, una
reina puede aparearse con hasta aproximadamente 70 zdnganos en los diferentes vuelos de
fecundacion (Brutscher et al. 2019). Estos espacios naturales estan presentes en aquellos

lugares donde existen abejas meliferas y, en muchos casos, en ellos se encuentran abejas de



diferentes subespecies (Koeniger et al. 2005). Los zanganos son atraidos a las ACZ
principalmente siguiendo la feromona sexual de la reina (Withrow & Tarpy, 2018) o las
feromonas de otros zanganos (Bortolotti & Costa, 2014; Villar et al. 2018). En
observaciones de campo, se ha detectado que el zumbido percibido en las ACZ también
puede ser una importante sefial de atraccidon para otros zdnganos (Galindo-Cardona et al.
2020). Las abejas se aparean en vuelo, entre 15 y 60 metros sobre el suelo, volando a 12
kilometros por hora (Oertel 1956; Zmarlicki & Morse, 1963; Loper et al. 1992) y son fieles
a estos sitios, visitdndolos cada temporada de apareamiento (Tribe 1982; Koeniger et al.
2005; Galindo-Cardona et al. 2020), aunque se desconoce el mecanismo que promueve tal
persistencia (Zmarlicki & Morse, 1963; Strang, 1970; Galindo-Cardona et al. 2020). Las
reinas virgenes pueden viajar aproximadamente entre tres y 15 km lejos de sus colonias
para encontrarse con cientos de zanganos en las ACZs (Oxley & Oldroyd 2010, Brutscher
et al. 2019) y visitar multiples ACZs cercanas entre si y a su colonia (Bastin et al. 2017).
Estudios de poblaciones africanas de 4. m. scutellata han demostrado que las ACZs son
sistemas dindmicos que concentran una alta diversidad genética y que presentan
diferenciacion genética temporal y un tamafio efectivo de poblacion variable,
probablemente debido a un alto recambio de colonias silvestres en las cercanias (Jaffé et al.
2009). En México, a través de analisis moleculares, se encontr6 que existe variacion
estacional en la presencia de zdnganos AHB y EHB en el ACZ, siendo los zanganos EHB
los que salen al ACZ al final de la temporada y los AHB, al principio (Quezada-Euan et al.
2001). Al mismo tiempo, Collet et al. (2009) evaluaron la estructura genética de las ACZ y
los apiarios comerciales de origen africanizado y europeo en el sur de Brasil. Utilizando
marcadores microsatélites, encontraron una alta similitud genética entre las colonias del
colmenar comercial y las ACZ cercanas a ellas, y diferencias en la estructura genética de
las ACZ cercanas a colmenares africanizados vs. europeos. Resultados similares fueron

encontrados por Mortensen & Ellis (2016) en ACZs en los Estados Unidos. En Argentina,



se han caracterizado genética y ambientalmente al menos 20 ACZs en diferentes
ecorregiones (Galindo-Cardona et al. 2017; 2020).

Las diferentes razas de 4. mellifera que pueden encontrarse en las regiones de
hibridacion muestran variabilidad en la morfometria alar, un caracter que varia genotipica
y fenotipicamente y que, por tanto, representa una herramienta til para la clasificacion de
subespecies. El uso de técnicas morfométricas que permiten obtener medidas
automatizadas de los patrones de variacion en las ramas venosas del ala anterior de A.
mellifera, ha sido amplio tanto para distinguir subespecies africanas de europeas como para
caracterizar los linajes evolutivos de 4. mellifera con un alto grado de consistencia (May-
Itza et al. 2001; Francoy et al. 2008; Tofilski 2008; Miguel et al. 2011). El analisis de
poblaciones presentes en areas de hibridacion natural, ya sea mediante morfometria alar
y/o genética, proporciona informacion valiosa para la caracterizacion de este proceso. Por
ejemplo, examinando la morfometria alar de las abejas, Porrini et al. (2022) anadieron
evidencias de la existencia de un limite latitudinal para la africanizaciéon en poblaciones de
A. mellifera en Buenos Aires, tal como habian sugerido previamente Abrahamovich et al.
(2007).

Estudios pioneros en la region apicola de Argentina revelaron la existencia de seis
linajes, tanto europeos como africanizados, en las poblaciones locales, siendo el haplotipo
mas frecuente el C1 (4. m. ligustica) (Sheppard et al. 1991; Abrahamovich et al. 2007;
Whitfield et al. 2006). Recientemente, Agra et al. (2018) y Calfee et al. (2020) confirmaron
la presencia de clinas latitudinales norte-sur entre 32° y 39° Norte y 28° y 37° Sur para el
nivel de hibridacion entre poblaciones de abejas europeas y africanizadas. Identificaron
cuatro grupos (clusters genéticos) que se explicaban no so6lo por la distribucidon geografica
y el grado de africanizacion, sino también por la influencia humana a través de las

actividades apicolas. Todos los estudios mencionados se basaron en el uso de marcadores



moleculares tanto mitocondriales como nucleares como herramientas clave para la
identificacion de linajes mitocondriales y la caracterizacion de la diversidad genética.
Para explorar el grado de hibridacion de las abejas en un ACZ y en un parque de
fecundacion de reinas como apiario de referencia, utilizamos dos técnicas
complementarias: la caracterizacion de subespecies (morfometria geométrica del ala) y la
caracterizacion del linaje materno (ADN mitocondrial) de abejas de Entre Rios, Argentina.
Este enfoque nos ayudo a describir los recursos genéticos locales de manera integral, ya
que incluyd la contribuciéon de los machos al proceso. Ademas, fue util para estudiar la
variacion genética en las poblaciones presentes en el ACZ y en las colonias, lo que
proporciona informacion valiosa sobre el estado actual de la africanizacion en la region y
es, por lo tanto, clave para el ajuste de los programas de cria en apoyo de un desarrollo

apicola sostenible.

Materiales y métodos

Area de estudio

Este estudio se realizé en San Salvador, provincia de Entre Rios, Argentina (31° 37' 0" Sur,
58°30' 27" Oeste, Figura 1). Entre Rios ocupa una gran extension del limite oriental de la
llanura pampeana, con suaves pendientes que se elevan hacia el oeste y el norte. Esta
region de Argentina se caracteriza por una vegetacion arbustiva, con clima templado
himedo, y condiciones templadas, aptas para el desarrollo de la actividad apicola (Ferrari
et al. 2011). El régimen de precipitaciones promedio es de aproximadamente 1400
milimetros anuales. La flora con interés para los apicultores es diversa, con especies
arbustivas lefiosas y subarbustivas, entre las que se destacan chilcas (Baccharis salicifolia),
chafares (Geoffroea sp.), molle (Bumelia obtusifolia), algarrobos (Prosopis sp.), aromitos
(Acacia caven), tala (Celtis tala), handubay (Prosopis affinis), y coronillo (Scutia

buxifolia). La presencia de especies de interés apicola fue fundamental, ya que aportaron



polen de alta calidad proteica y néctar de composicion muy variada durante siete meses (es
decir, de septiembre a abril). Durante este periodo, la floracion del eucalipto rojo
(Eucalyptus saligna) se produce en primer lugar y la floracion de las chilcas (Baccharis
salicifolia) tiene lugar en un segundo y mas importante pico de floracion que finaliza en
abril (Ferrari et al. 2011). En esta region los principales cultivos corresponden a maiz, soja,
arroz y trigo, los cuales son producidos bajo manejo agricola intensivo. Ademas, las
praderas artificiales para la alimentacion del ganado estan compuestas por especies como
alfalfa (Medicago sativa), trébol blanco (Trifolium alba) y loto (Lotus sp.). Muchas
"malezas" de estos prados constituyen otro recurso alimenticio para las abejas meliferas y
la apicultura, como las especies de cardo (Carduus acanthoides), cundidor (Cirsium
arvense), cardo (Cynara cardunculus), asnal (Silybum marianum) y cardillo (Scolymus
hispanicus) (Ferrari et al. 2011).

La busqueda y posterior muestreo de las ACZs se llevo a cabo en el "parque de
fecundacion" de abejas reinas de la instalacion apicola Reinas del Litoral (SENASA E-02).
El parque incluia cuatro apiarios, con una distancia minima de 1 km entre ellos (ver Figura
1). En dos de los apiarios se ubicaron 900 nucleos de apareamiento y 200-220 colonias de
apoyo, organizadas por edad de las reinas. El parque de fecundacon estaba situado en un
terreno llano, con alturas absolutas de 80 metros sobre el nivel del mar. El sitio se ubico en
los limites de la vegetacion chaqueia y pampeana hiimeda; e incluyd un fragmento de

bosque de 800 a 900 hectareas con especies naturalizadas y nativas.

Localizacién de las Areas de Congregacion de Drones

Para localizar las ACZ se utilizé un método basado en el rastreo directo de la ruta de
entrada y salida de los zdnganos del apiario de referencia. Se tomaron como referencia los
colmenares 1 a 4 (Figura 1). En octubre de 2019, realizamos observaciones en la entrada

de cuatro colonias del colmenar 2 y detectamos la orientacion inicial de los zdnganos. A



continuacion, recorrimos el colmenar 2 levantando un globo de latex inflado con helio y
cebado con una feromona sintética (acido 9-hidroxi-2-enoico). Cada vez que el cebo era
tocado por uno o mas zadnganos, marcabamos las coordenadas geograficas en un GPS
(Sistema de Posicionamiento Global) (Galindo-Cardona et al. 2012; 2017; 2020). Este
procedimiento se realizo tres veces al dia durante tres dias consecutivos y en tres puntos
diferentes del potencial ACZ para confirmar los datos y determinar su tamano. Ademas,
una vez confirmado el ACZ, utilizamos un vehiculo aéreo no tripulado (UAV), al que
fijamos un cebo de feromonas, elevandolo repetidamente para capturar los zadnganos (véase
el punto verde en la Figura 1). La captura de los zanganos se realizo con redes
entomoldgicas en el ACZ. Las muestras se conservaron en alcohol al 96% y se tomaron 20
zanganos al azar para su posterior analisis genético. En el laboratorio, las coordenadas
geograficas tomadas con el GPS se utilizaron para cartografiar el ACZ en imagenes de

satélite actualizadas (Figura 1).

Morfometria geométrica de las alas
Para los andlisis morfométricos, se tomaron muestras de abejas meliferas de 10 colonias
situadas en los colmenares 1, 2 y 3 (Figura 1). El primer muestreo se realizé en otofio de
2020 en cinco colonias: P 18, P 19, V 16, V 151 y V 152. El segundo muestreo se llevo a
cabo en la primavera de 2020 en cinco colonias, de las cuales dos habian sido muestreadas
previamente: P19, V16, V16A, V16B, V1. Las lineas genéticas (es decir, las abejas reinas)
que analizamos se seleccionaron tras dos afios de evaluacion y seguimiento continuo a lo
largo de la temporada, que tuvo lugar de septiembre a finales de marzo. De cada colonia,
se seleccionaron al azar 10 individuos y se les cortaron las alas delanteras izquierdas.

Las alas se montaron en marcos de cristal y se escanearon con una Plustek
Opticfilm 8100 (LaserSoft Imaging, Kiel, Alemania) (7200 dpi). A partir de las imagenes

obtenidas para cada colonia y de las correspondientes a cada subespecie pura (4. m.



carnica, A. m. caucasica, A. m. iberiensis, A. m. intermissa, A. m. ligustica, A. m. mellifera
v A. m. scutellata, obtenidos del Morphometric Bee Data Bank de Oberursel, Alemania), se
marcaron manualmente 19 puntos homologos (Francoy et al. 2008) en tpsDIG v2.16
(Rohlf, 2010) y luego se agruparon en tpsUtil v1.4 (Rohlf, 2010).

En el software gratuito MORPHOJ v.1.07a (Klingenberg, 2011), la alineacion se
realizo utilizando el ajuste Procrustes para minimizar las diferencias debidas al tamafio, la
posicion y la rotacion entre todas las configuraciones de hitos (Dryden & Mardia, 2016).
Se calcularon el andlisis canonico de variables (CVA) y las distancias de Mahalanobis
(Klingenberg & Monteiro, 2005) para establecer el grado de similitud entre las colonias

analizadas y los grupos de referencia para cada subespecie de A. mellifera.

Andlisis genético

Para la identificacion del linaje mitocondrial (es decir, europeo o africanizado) de los
zanganos (muestreados en el ACZ) y de las obreras (recolectadas en el interior de cada
colonia), se aplico la técnica PCR-RFLP a la region del gen COI-COII. Esta técnica
consiste en la amplificacion de la region del gen y la posterior digestion del fragmento con
enzimas de restriccion. Se utilizaron el protocolo y los cebadores descritos por Hall &
Smith (1991) y Lobo-Segura (2000), con modificaciones estandarizadas en el Laboratorio
de Insectos de Importancia Agrondmica (Igeaf, INTA Castelar). La extraccion del ADN se
realiz6 individualmente a partir del torax de zanganos y obreras recolectados en el ACZ o
de las colonias, respectivamente. La calidad y pureza del ADN extraido se confirmé
mediante corridas electroforéticas y medicion de volumenes reducidos en el
espectrofotometro. La reaccion de amplificacion por PCR se llevo a cabo utilizando
cebadores especificos y condiciones establecidas segiin Hall & Smith (1991) y Lobo-
Segura (2000). La digestion de los fragmentos amplificados se llevo a cabo mediante

incubacion con la enzima Hinf I (Promise, Madison, MN, EE.UU.). Los fragmentos de
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restriccion se separaron en geles de agarosa al 3% (peso/volumen), se tifieron con GelRed
y se fotografiaron bajo luz UV. Los patrones de restriccion obtenidos fueron analizados
para asignar el haplotipo mitocondrial de cada muestra, considerando los patrones de
referencia establecidos en la bibliografia (Agra et al., 2018). El nimero total de zdnganos
analizados del ACZ fue de 20. El nimero total de obreras analizadas fue de 10, una por
colonia. El muestreo de abejas obreras de las 10 colonias para el analisis genético y para el

analisis morfométrico se realizd simultaneamente.

Resultados

Localizacion de las zonas de congregacion de los zanganos

Tras recorrer aproximadamente 6 km y tomando como referencia los colmenares del
"parque de fecundacion" (Galindo et al. 2017), encontramos tres ACZ (Figura 1). Se
determino el estado de maduracion de los zdnganos muestreados en las ACZs, detectando
un 99% de los zanganos en estado de madurez sexual. Este valor fue superior a los
encontrados para zdnganos en las ACZs de Tucuman (95%) y Buenos Aires (90%) para las
mismas fechas (datos no publicados). Ademas, realizamos evaluaciones de madurez de
zanganos en colonias huérfanas (es decir, colonias productoras de celdas reinas) ubicadas a
8 km de las ACZ, y encontramos que el 20 % de esos zanganos eran inmaduros, tanto en la

periferia como en el centro de la colonia.

Morfometria geométrica de las alas

Observamos que las abejas muestreadas en otofio presentaban un morfotipo africanizado,
con diferentes grados de hibridacion entre subespecies y mayor similitud (menores
distancias de Mahalanobis) con las subespecies A. m. caucasica, A. m. intermissa y A. m.
scutellata (Tabla 1, Figura 2). El segundo muestreo (primavera) indicé un mayor grado de

hibridacion entre las subespecies (Tabla 2, Figura 3), en comparacion con el muestreo de
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otofo y una mayor similitud con las subespecies europeas pertenecientes al linaje C (4. m.
carnica, A. m. caucasica, A. m. ligustica).

Si analizamos los resultados del andalisis morfométrico dentro de cada colonia
(Tabla y Figura Suplementarias) podemos observar que aunque la mayoria de las colonias
presentd mayor similitud con las subespecies A. m. caucasica y A. m. intermissa, existio
variabilidad en relacion al resto de subespecies incluidas en el analisis. En otofio, tres
colonias (P18, V151, V152) mostraron menores distancias de Mahalanobis a 4. m.
scutellata que al resto de subespecies, revelando un morfotipo predominantemente
africano. Por otra parte, en primavera tres colonias (P19, V16 y V16B) mostraron
distancias menores a A. m. carnica y A. m. ligustica que a las otras subespecies y una
(V16a) mostrd una distancia pequefia a 4. m. mellifera, revelando un morfotipo
predominantemente europeo. En ambas estaciones (otofio y primavera), se observé un alto
grado de hibridacion y no hubo dominancia de una subespecie sobre las demas (es decir,
las distancias de Mahalanobis fueron bastante similares).

Cuando se analizaron conjuntamente ambas estaciones, se observéo que A. m.
intermissa, A. m. caucasica'y A. m. scutellata fueron las tres subespecies con las distancias
de Mahalanobis mas bajas (Tabla 3, Figura 4). Sin embargo, las distancias con el resto de
subespecies no fueron mucho mayores, por lo que no podemos afirmar que el morfotipo

predominante en el total de las muestras fuera inicamente africano.

Andlisis genético

En el ACZ se encontraron haplotipos de origen europeo y africano (Figura 5A). E1 75% de
los zanganos analizados mostrd un origen mitocondrial europeo (haplotipo C), siendo el
C1 (65%) mas frecuente y el C2J (10%), el menos frecuente (Figura 5A). El haplotipo C
corresponde al linaje evolutivo de Europa del Este, donde se incluyen las abejas meliferas

italianas A. m. ligustica y la abeja carniola, A. m. carnica. E1 25% de los zdnganos restantes
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mostraron un origen mitocondrial africano (haplotipo A), con frecuencias similares para
A1 (10%) y A4 (15%) (Figura 5A). Estos haplotipos se asocian generalmente con las
subespecies A. m. intermissa y A. m. scutellata, respectivamente. En cuanto a los resultados
del colmenar de referencia, el 100% de las colonias mostraron un origen mitocondrial
europeo, siendo C1 el mas prevalente (80%) y C2J (20%), el menos prevalente en ambas

muestras (Figura 5B).

Discusion

En este estudio identificamos tres nuevas ACZs para Argentina. La caracterizacion de las
subespecies mediante morfometria geométrica alar mostré un morfotipo de abeja variable,
que incluyd tanto a subespecies europeas como a africanas, y diferentes grados de
hibridacion. En este sentido, el enfoque morfométrico permitid revelar una representacion
considerable de hibridos en las colonias y su aplicacion es necesaria para describir si el
patron en los zdnganos en el ACZ es similar. La caracterizacion del linaje materno (ADN
mitocondrial) en zadnganos recolectados en un ACZ evidencid la presencia de haplotipos
tanto de origen africano como europeo, con mayor prevalencia de estos tltimos.
Congruentemente, detectamos la presencia exclusiva de linajes europeos (C1 y C2J) en las

abejas del colmenar de referencia.

Localizacion de las areas de congregacion de zdanganos y caracterizacion del colmenar de
referencia
Las ACZs localizadas en este estudio presentaban caracteristicas paisajisticas similares a
otras ACZs en Argentina, tales como estructura de vegetacion simple (i.e., pastizales y
areas abiertas) y terreno ondulado con baja pendiente.

El alto porcentaje de zdnganos maduros encontrados en el ACZ podria deberse a

que el muestreo se realiz6 al inicio de la época reproductiva, cuando la poblacion es
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reducida debido a la falta de recursos florales. Otra posibilidad es que las condiciones
climaticas previas a la época de apareamiento aceleren el desarrollo de colonias
productoras de zanganos (observacion personal, LL y FM). En las colonias productoras de
celdas de reinas también encontramos un alto porcentaje de madurez de zanganos. Los
apicultores que crian reinas han observado entradas masivas de zanganos en este tipo de
colonias. Una explicacion plausible de este patron es que los zdnganos emiten feromonas
que atraen a otros zanganos maduros (Brandstaetter et al. 2014, Villar et al. 2017) de
colonias cercanas o pueden proceder de colonias huérfanas y entrar libremente para
alimentarse (Galindo-Cardona et al. 2015). Ademas, las reinas virgenes emiten sonidos
("cuac") tras la emergencia para avisar a las obreras de que estan a punto de abandonar la
colonia e inhibir la salida de las otras reinas (Ramsey et al. 2018). Este sonido podria
generar aglomeraciones de zanganos alrededor de las celdas de las reinas que estan
proximas a emerger (observacion personal, LL y FM). Observamos que las celdas de
reinas estaban rodeadas por varios zdnganos y que estas colonias presentaban un elevado
nimero y diversidad fenotipica de zanganos maduros en su mayoria. Este comportamiento
sugiere que la presencia de los zdnganos podria ser un estimulo para el desarrollo de las
reinas que aun estan dentro de sus celdas, hipdtesis que debe ser comprobada
experimentalmente. Concluimos que el inicio de la temporada de apareamiento es una
ventana temporal apropiada para gestionar la reproduccion de reinas en las ACZ

seleccionando zdnganos con las caracteristicas deseadas.

Morfometria geométrica alar

La variabilidad encontrada en los morfotipos que analizamos es consistente con los
resultados obtenidos previamente en poblaciones manejadas en Argentina (Bianchi et al.
2021; Porrini et al. 2022). En las zonas de transicion entre poblaciones europeas y

africanizadas, donde el flujo génico es extenso, generalmente se observan diferencias a
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nivel mitocondrial, nuclear y morfométrico porque representan zonas hibridas (Whitfield et
al. 2006; Sheppard et al. 1991). Las colonias de estas zonas de transicidon presentan a
menudo rasgos africanos, incluso en areas donde persisten proporciones relativamente altas
de alelos europeos. El predominio de alelos africanos no tiene por qué provocar la pérdida
de marcadores europeos, sino que contribuye a la conservacion del fenotipo africano (Scott
Schneider et al. 2004). Por otro lado, aunque la alta diversidad intra colonial que
encontramos podria estar confiriendo a las colonias un mayor grado de resistencia a ciertos
patdgenos y/o una mayor productividad en términos adaptativos (Desai & Currie 2015;
Oldroyd et al. 1992; Mattila & Seeley 2007), creemos que es necesario evaluar en el futuro
otros factores, como el manejo de la poblacion, el tipo de multiplicacion utilizada y el flujo
de recursos en diferentes regiones y épocas del afio, para avanzar en dicha hipotesis.

Los resultados mas interesantes al comparar la forma de las alas se observan a nivel
de colonia. La elevada variacion intra colonia aqui detectada debe seguir evaludndose en
diferentes regiones y escalas temporales para proporcionar a los criadores de reinas una
rapida caracterizacion genética de sus poblaciones de cara a la seleccion y multiplicacion.
Como perspectivas futuras, creemos que es importante explorar la variabilidad de los
morfotipos de zdnganos en las ACZ. Una limitacion de este tipo de analisis es que, a
diferencia de las abejas obreras, no se dispone de un banco de imagenes de alas de
zanganos como referencia para las distintas subespecies de A. mellifera. Sin embargo, es
posible comparar el morfotipo de los zanganos de las areas de congregacion con los

zanganos de las colonias manejadas cercanas (May-Itza et al. 2001).

Andlisis genético
Nuestros resultados indicaron una gran homogeneidad en el origen mitocondrial de las
colonias del colmenar de referencia, ya que todas presentaban el haplotipo mitocondrial

europeo. Nuestros resultados son consistentes con el hecho de que la apicultura en esta
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zona de la provincia de Entre Rios se realiza principalmente con materiales de origen
europeo, ya que los apicultores mantienen el uso de esta genética a través de la
implementacion de estrategias de manejo como programas de cria de reinas y abejas (Agra
et al. 2018). En las ACZ detectamos un patron genético similar al observado en Buenos
Aires, y contrastante con lo observado para la provincia de Tucuman, donde las ACZ
tuvieron una alta representacion de zanganos de origen africano (Galindo-Cardona et al.
2020). Si bien el patréon encontrado en Entre Rios indicaba una alta proporcion de
zanganos de origen europeo, fue posible detectar un 25% de haplotipos mitocondriales
africanos (Al y A4); estos valores son significativamente superiores a los observados en el
ACZ de Buenos Aires (3%; Galindo-Cardona et al. 2020). Los estudios sobre la proporcion
de linajes africanos vs. europeos dentro de las ACZs en otras regiones del mundo se
limitan al de Mortensen y Ellis (2016) en una region no hibridizada de EEUU, quienes
mostraron que esta proporcion favorecia a los linajes africanos cuando aumentaba la
distancia a las colonias europeas manejadas. A pesar del impacto que la apicultura puede
tener en la dindmica y genética de las abejas en el ACZ, estos sitios mantienen una mayor
diversidad de haplotipos en comparacion con sus apiarios de referencia de origen, lo que
sugiere la importancia de protegerlos como reservorios de variabilidad genética para las
poblaciones de la especie.

En México existe un reporte de un aislamiento estacional parcial en la reproduccion
de zadnganos de origen africano y europeo en las proximidades de un ACZ (Quezada-Euan
et al. 2001). Nuestros hallazgos detectaron que, tanto en el ACZ como en el colmenar de
referencia, los haplotipos EHB predominaron al principio de la temporada. Una posible
variacion estacional en la frecuencia de haplotipos debe evaluarse mas a fondo en
Argentina y compararse con el patrén encontrado en el hemisferio norte.

Mortensen y Ellis (2016) demostraron que la proporcion de zanganos de un origen

genético concreto en las ACZ puede verse afectada por la "inundacion" de zanganos. Esta
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técnica podria tener una gran influencia en los programas de cria selectiva, ya que
permitiria controlar parcialmente la contribucion paterna en las poblaciones reproductoras
de abejas meliferas (Guzman-Novoa y Page, 1999, Mortensen y Ellis, 2016). En este
sentido, la relativamente baja abundancia de haplotipos africanos en el ACZ en este estudio
podria ser producto de la alta influencia del colmenar de referencia y otros colmenares
comerciales circundantes, que multiplican genes de origen europeo casi exclusivamente.
Por lo tanto, es clave disefiar estrategias que monitoreen adecuadamente la diversidad
genética de las abejas en las ACZ en diferentes momentos de la estacion de apareamiento,
tanto para su aplicacion a la toma de decisiones y acciones de gestion apicola, como para
responder a cuestiones eco-evolutivas como la comprension de los mecanismos que
conducen a la cooperacion de poblaciones de abejas de origen diverso (por ejemplo,
africanizadas, europeas, ecotipos locales) en la formacion de un ACZ.

La convergencia de AHB y EHB en los lugares de hibridacion ha sido un tema de
gran interés en la investigacion del flujo genético en Apis melifera. Métodos mas
sofisticados que los utilizados aqui, como microsatélites o SNPs, mostraron una mejor
resolucion genética en estos sitios (Agra et al. 2018 y Calfee et al. 2020). Es importante
destacar, sin embargo, que utilizando técnicas moleculares y morfométricas menos
costosas se pueden obtener resultados similares (Lobo et al. 1989, Moritz & Meusel 1992,
Lobo 1995, Quezada-Euan & Medina 1998). En conclusion, nuestros resultados apoyan la
existencia de poblaciones hibridas basadas en un morfotipo variable que comprende tanto
subespecies europeas como africanas, y en el linaje mitocondrial. Las areas de
congregacion de zanganos representan interesantes zonas de estudio que permiten evaluar
poblaciones de abejas localmente adaptadas y su evolucion natural a lo largo del tiempo.
Estos ACZ desempenan un papel crucial en la supervivencia de las abejas, que participan
en la polinizacidn y son esenciales para nuestra seguridad alimentaria. Ademas,

destacamos la necesidad de proteger globalmente estas areas de apareamiento, por su valor
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como reservorios genéticos (Barton & Hewitt 1985) y de aprovecharlas para la evaluacion

de materiales vivos de la region.
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Tabla 1 - Distancias de Mahalanobis. Muestreo 1- Distancias genéticas de las muestras a
cada subespecie pura de Apis mellifera (A. m. carnica, A. m. caucasica, A. m. iberiensis, A.
m. intermissa, A. m. ligustica, A. m. mellifera, and A. m. scutellata). * indica las distancias

genéticas mas pequenas.

Subespecie Muestreo 1 - 07/03/2020
A. m. carnica 5,945
A. m. caucasica 4,809*
A. m. iberiensis 6,244
A. m. intermissa 4,679*
A. m. ligustica 5,772
A. m. mellifera 5,419
A. m. scutellata 5,027%*
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Tabla 2 - Distancias de Mahalanobis. Muestreo 2- Distancias genéticas de las muestras a

cada subespecie pura de Apis mellifera (A. m. carnica, A. m. caucasica, A. m. iberiensis, A.

m. intermissa, A. m. ligustica, A. m. mellifera, and A. m. scutellata). * indica las distancias

genéticas mas pequenas.

Subespecie

Muestreo 2 - 15/12/2020

A. m. carnica

A. m. caucasica

A. m. iberiensis

A. m. intermissa

A. m. ligustica

A. m. mellifera

A. m. scutellata

5,256*

5,320%*

6,425

5,451%*

5,450%*

5,850

5,973
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Tabla 3 - Distancias de Mahalanobis. Muestreos 1 y 2- Distancias genéticas de las
muestras a cada subespecie pura de Apis mellifera (A. m. carnica, A. m. caucasica, A. m.
iberiensis, A. m. intermissa, A. m. ligustica, A. m. mellifera, and A. m. scutellata). * indica

las distancias genéticas mas pequefias.

Subespecie Muestreos 1 y 2 - 07/03/2020 y 15/12/2020
A. m. carnica 5,187

A. m. caucasica 4,757*

A. m. iberiensis 6,159

A. m. intermissa 4,683*

A. m. ligustica 5,231

A. m. mellifera 5,365

A. m. scutellata 5,072%*

28



58°25.5'W 58°24.6'W 58°23.7’W

0 250 500m Location of apiaries
-] * Drone Congregation Areas
® Sampled Drone Congregation Area

Figura 1. Iméagenes de satélite de Google actualizadas de la zona de estudio (izquierda) y
de Sudamérica (derecha). En la imagen de Sudamérica, el area de estudio estd marcada con
un punto naranja; la zona de hibridacion se produce entre los 28° S y los 35° S en
Argentina. La imagen del 4rea de estudio (izquierda) muestra las tres areas de
congregacion de zdnganos (ACZ) y los cuatro apiarios incluidos en este estudio y ubicados
cerca de la ciudad de San Salvador, Entre Rios. E1 ACZ de donde se recolectaron las
muestras para este estudio estd marcada en verde. Las muestras para los analisis de
morfometria alar se tomaron de los apiarios 1, 2 y 3. Los apiarios 1 a 4 se utilizaron para

observar las rutas de salida de los zdnganos a las ACZ.
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Canonical variate 1

Figura 2. Analisis de variables canonicas. Muestreo 1 - Comparacion con muestras de

referencia de subespecies de A. mellifera (A. m. carnica = r0jo; A. m. caucasica = naranja;

A. m. iberiensis = verde claro; A. m. intermissa= verde; A. m. ligustica = turquesa; 4. m.

mellifera = azul y A. m. scutellata = purpura). La muestra analizada esta representada en

negro (Reinas del Litoral). Se utilizaron 10 individuos (alas) por colonia y 50 individuos

(alas) por grupo de referencia para cada subespecie, excepto para A. m. iberiensis, que

fueron 20.
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Figura 3. Analisis de variables canonicas. Muestreo 2 - Comparacion con muestras de
referencia de subespecies de A. mellifera (A. m. carnica = r0jo; A. m. caucasica = naranja;
A. m. iberiensis = verde claro; A. m. intermissa= verde; A. m. ligustica = turquesa; 4. m.
mellifera = azul y A. m. scutellata = purpura). La muestra analizada esta representada en
negro (Reinas del Litoral). Se utilizaron 10 individuos (alas) por colonia y 50 individuos
(alas) por grupo de referencia para cada subespecie, excepto para A. m. iberiensis, que

fueron 20.

31



87 @ A.m.carnica
A.m.caucasica

A.m.iberiensis .

©® A.m.intermissa P
z A.m.ligustica .

® A.m.mellifera / 3

® A.m.scutellata I # o

®Sampling 1&2 .
4 e " ' .

| i B g o .

Canonical variate 3

-{ ] .
// o ° L4
I3
[o o ‘e .'\
o0
01 ‘.
.. @ .
\. "
\ L)
\_\ o' e
N .
«2 ]
.
L T T T T 7 T 1
-6 -4 2 0 2 4 6 8

Canonical variate 1

Figura 4. Analisis de Variables Candnicas (CVA). Las dos primeras variantes canonicas
ilustran la variacion de la forma alar en los muestreos 1 y 2 (color negro), en comparacion
con muestras de referencia de subespecies de 4. mellifera (A. m. carnica = ro0jo; A. m.
caucasica = naranja; A. m. iberiensis = verde claro; A. m. intermissa= verde; A. m.
ligustica = turquesa; A. m. mellifera = azul y A. m. scutellata = morado). Cada marcador
(puntos) representa las puntuaciones medias de cada colonia. Las elipses representan
intervalos de confianza del 95% alrededor del centroide de cada grupo de datos. Se
utilizaron 10 individuos (alas) por colonia y 50 individuos (alas) por grupo de referencia

para cada subespecie, excepto para 4. m. iberiensis, que fueron 20.
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Figura 5. Porcentajes de haplotipos mitocondriales detectados en los zanganos de Apis
mellifera muestreados en el ACZ (A) y en las obreras de las 10 colonias del colmenar de
referencia (B). C1 y C2j corresponden a haplotipos europeos, mientras que Al y A4
corresponden a haplotipos de origen africano. Se utilizaron 20 individuos (zdnganos) por

ACZ muestreada y un individuo (obrera) por colmena de referencia.
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Tabla suplementaria 1 - Distancias de Mahalanobis. Distancia genética de las muestras
a cada subespecie pura de 4. mellifera (A. m. carnica, A. m. caucasica, A. m. iberiensis, A.
m. intermissa, A. m. ligustica, A. m. mellifera y A. m. scutellata). * indica las distancias

genéticas mas pequenas.

Subespecies 07/03/2020 Muestreos 15/12/2020 Muestreos

P18 P19 V16 V151 V152 | VI6A P19 V1 V16

V1eB

A. m. carnica 7,052 6,186 7,092 5470 7,403 6,484 4,946* 6,747 5413*

A. m. caucasica 5,558%  5,659*% 5,564* 4,967* 6,152* 6,064* 5414* 5,644* 6,609

A. m. iberiensis 7,037 6,881 6,920 6,279 7,082 6,676 6,926 6,341 7,592

A. mintermissa  5,018%  5,925*  6,027* 4,461* 6,177* 6,029* 5,546* 6,065* 6,725

A. m. ligustica 6,955  5,979* 6,895 5476 6,976 6,691 5,179* 6,431 5,973*

A. m. mellifera ~ 5,896* 5918* 6,519* 5300 7,158 5,780* 6,174 6,353 6,851

A. m. scutellata  5,321* 6,322 7,109 4,596* 6,230* 6,824 6,063 6,382 7,496

6,267*

5,871%*

7,234

6,420*

6,456*

6,775

6,816
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Figura suplementaria 1 - Analisis de variables candnicas. Las subespecies puras de Apis
mellifera se representan en diferentes colores (rojo, naranja, verde, turquesa, azul claro,

azul y violeta). La colonia analizada aparece en negro.
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