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El uso de marcadores moleculares basados en ADN es una de las herramientas mas
importantes en los programas modernos de seleccion animal. Algunos de estos
marcadores han sido utilizados ampliamente para evaluar diversos parametros
poblacionales en Apis mellifera, diferenciar linajes maternos de esta especie y estimar el
grado de introgresion en poblaciones hibridas. El surgimiento de marcadores y técnicas
que permiten un alto flujo analitico y una mayor cobertura del genoma han permitido
evaluaciones mds certeras y aplicables a programas de seleccién. Si bien el sistema
reproductivo polidndrico en esta especie constituye un desafio importante en los
programas de seleccion genética se han realizado avances en la identificacion de
marcadores con alta probabilidad de asociacién a caracteristicas de interés econédmico.

The use of molecular markers based on DNA is one of the most important tools in modern animal
selection programs. Some of these markers have been widely used to evaluate various population
parameters in Apis mellifera, differentiate maternal lineages of this species and estimate the de-
gree of introgression in hybrid populations. The emergence of markers and techniques that allow
high analytical flow and greater genome coverage has allowed more accurate evaluations and ap-
plicable to selection programs. Although the polyandric reproductive system in this species consti-
tutes an important challenge on genetic selection programs, advances have been made in markers
identification with a high probability of association with economic interest traits.
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Introduccion

En las dos ultimas décadas el uso de marcadores molecula-
res basados en polimorfismos de ADN ha ido ganando es-
pacio en diferentes programas de seleccién. El desarrollo
de tecnologias de alto flujo y con un precio relativamente
asequible ha permitido la realizacién de estudios que invo-
lucran decenas de miles de marcadores genéticos. Ademas,
ha proporcionado una vision mas completa de las interac-
ciones entre diferentes genes y los rasgos fenotipicos de los
animales.

Los genomas eucarioticos presentan un nimero considera-
ble de variaciones entre especies y entre individuos de una
misma especie 2. De esas variaciones, el polimorfismo de
longitud de fragmento de restriccion (RFLP- restriction
fragment length polymorphisms), los microsatélites (STR —
secuencias repetidas en tdndem) y los polimorfismos de
nucledtido simple (SNP- single nucleotide polymorphisms)
se encuentran entre los mas utilizados en estudios pobla-
cionales en Apis mellifera. El objetivo del presente trabajo
es analizar el empleo de este tipo de marcadores en la des-
cripcion de poblaciones de esta especie y sus perspectivas
de uso en programas de seleccion.

Polimorfismo de longitud de fragmento de restric-
cion

El polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion,
es generado por cambios nucleotidicos en sitios de restric-
cién. Si el cambio de un nucleétido por otro conduce a la
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eliminacidn del sitio de reconocimiento de una nucleasa de
restriccién, el ADN pierde la propiedad de ser cortado por
esa nucleasa. En cambio, si el sitio de reconocimiento se
encuentra presente, el proceso de digestion resultara en la
obtencidn de fragmentos de menor tamafio que el produc-
to sin digerir. En el caso de marcadores diploides vy
heterocigéticos (una copia lleva el sitio de restriccion mien-
tras en que en la otra esta ausente) se obtiene un patron
de electroforesis formado por una banda de mayor tama-
fo (producto sin digerir, sitio de restriccidon ausente) y una
o varias bandas de menor tamafio (producto digerido, sitio
de restriccion presente). En el caso de A. mellifera varios
ensayos de RFLP basados en ADN mitocondrial han sido
desarrollados y se utilizan con la finalidad de estimar el
origen materno de las colmenas (Fig. 1).

Microsatélites

Los microsatélites estan formados por repeticiones conti-
nuas de pequefios motivos de secuencia-formados general-
mente por unidades de dos a seis nucleotidos-.Estos moti-
vos de secuencias se repiten un numero variable de veces
dando lugar a regiones del genoma cuyo tamafio depende
del nimero de repeticiones de la secuencia base (Fig. 2).
Generalmente se encuentran distribuidos a lo largo de todo
el genoma en regiones no codificantes. La ausencia de
presidn selectiva permite altas tasas de mutacién por lo
(variabilidad).

que presentan un alto polimorfismo

Figura 1. Representacion de ensayo RFLP citocromo b/Bgl Il para identificar abejas con ascendencia materna africana.

A) Sitio de restriccion para la Bgl Il en el citocromo b. B) Electroforesis en gel de agarosa 2% de los productos de di-

gestion. Las abejas que no tienen ascendencia materna africana (N Afr) presentan intacto el sitio de restriccion para

la nucleasa Bgl II. El fragmento es cortado por la nucleasa y se obtienen dos productos de restriccion de 194 y 291 pb.

En el caso de las abejas con ascendencia materna africana (Afr) una mutacién en el sitio de restriccion impide la di-

gestion por parte de la nucleasa y se observa un Unico fragmento con un tamario de 485 pb.
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Este tipo de marcadores ha sido una herramienta podero-
sa para el mapeo de genes que se encuentran asociados a

caracteristicas de interés econdmico en ganado lechero
72 En Apis mellifera existen numerosos estudios que de-
muestran el empleo de microsatélites para caracterizar la

182427 |ncluso se han disefiado ma-

25,26

variabilidad poblaciona
pas genéticos basados en microsatélites . Sin embargo,
no se han realizado estudios robustos que muestren aso-
ciacién entre estos marcadores y rasgos econémicos im-

portantes en las abejas.

SNP

Los polimorfismos de nucleétido simple se deben a la susti-
tucion de un nucleétido por otro o a la delecidn o insercidon
de uno o pocos nucledtidos. Existen cuatro razones
fundamentales por las que este tipo de marcadores ha sido
objeto de un creciente interés. En primer lugar, tiene una
gran prevalencia y es posible encontrarlos cerca o incluso
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en el interior de cualquier locus, con mayor frecuencia que
el resto de los marcadores. En segundo lugar, muchos de
ellos se encuentran en regiones codificantes y afectan di-
rectamente la funcion de las proteinas. Por otra parte, su
trasmision es mas estable que la de los microsatélites lo
cual los hace mas adecuados como marcadores de selec-
cién a largo plazo. En dltimo lugar son mas adecuados para
analisis en técnicas de alto flujo que otros marcadores .
Sin embargo, su principal desventaja radica en que gene-
ralmente constituyen locus bialélicos, lo que significa que
en una poblaciéon generalmente solo se encuentran dos
alelos. Como consecuencia la informacién contenida en un
SNP es mucho menor que en un locus de microsatélites 2,

En A. mellifera este tipo de marcadores ha sido uno de los
mds utilizados con fines de seleccion, fundamentalmente
orientados a la diferenciacion de perfiles genéticos y a la

. s Y 28,29
mejora de hdbitoshigiénicos *>**°.

Figura 2. Representacion del estudio de microsatélites en abejas. Cada microsatélite esta formado por una regién

basica que se repite un numero variable de veces. El numero de repeticiones define alelos de diferente tamafio. Los

individuos pueden ser hemicigéticos como en el caso del zadngano y en este caso solo de obtiene una banda debido a

la presencia de una sola copia del microsatélite. También se puede obtener una Unica banda en individuos diploides

cuando las dos copias tiene el mismo tamafio, este seria el caso de una reina homocigodtica. La obrera en este caso

presenta dos bandas siendo un diploide heterocigdtico, ha heredado un alelo el zangano y otro diferente de la reina.
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Seleccion molecular en Apis mellifera

Con el completamiento del genoma de A. mellifera se crea-
ron grandes expectativas en cuanto a una répida seleccion
de colmenas en base a caracteristicas deseables **. En teo-
ria con conocimiento de los genes codificantes para rasgos
particulares seria posible la seleccidn y cria de reinas y zan-
ganos con los rasgos de interés *. Sin embargo, todavia se
requiere mucha investigacion antes de hacer realidad estas
expectativas. La complejidad en la genética de las A. melli-
fera impone retos adicionales a los programas y mecanis-
mos de seleccidn.

Se debe considerar que la colonia estd compuesta por dos
generaciones —la reina y su descendencia de obreras-, y
que ademas dentro de una colonia se pueden encontrar
mas de diez juegos de cromosomas debido al sistema po-
liandrico de esta especie. Teniendo esto en cuenta, la selec-
cién de un Unico rasgo a nivel individual puede ser altamen-
te cuestionable, mucho mas a nivel de la colonia. El surgi-
miento de nuevas herramientas moleculares y bioinforma-
ticas pueden aumentar la precisién y confiabilidad de los

, .. 10,11,21
programas de cria y seleccion ****

. Sin embargo las mayo-
ria de estas herramientas requieren de considerables
recursos y un costoso trabajo de laboratorio *.

Incluso antes del completamiento del genoma de la abeja
ya se desarrollaban esfuerzos orientados a detectar varian-
tes genéticas relacionadas con rasgos de interés econémi-
co. Los primeros estudios fueron orientados fundamental-
mente a identificar marcadores relacionados con la recolec-
cion de recursos florares. Es importante sefialar que este
tipo de rasgos comportamentales que involucra la toma de
decisiones, la percepcion de diferentes modalidades senso-
riales, la informacion del estado del individuo y de la colo-
nia y variables medioambientales, requieren una alta com-
plejidad en su codificacion genética °. Diferentes loci de
caracter cuantitativo (QTL- Quantitative Trait Loci) relacio-
nados con la recoleccién y el almacenamiento de polen en
las colmenas han sido identificados. En este sentido, Hunt
et al. (1995) identificaron dos QTL: pInl y pIn2. La combina-
ciéon de ambos loci explicaba el 59% de la variacidn entre
lineas de alta y baja recoleccién de polen. Un tercer QTL,
pIn3, fue identificado en 2000 también relacionado con la
recoleccién de polen y néctar y la concentracion del néctar
colectado ™. Dos afios después se identificé un cuarto lo-
cus, Amfor, también relacionado con el comportamiento de
recoleccion de las abejas. Sin embargo, de manera general
las interacciones entre estos diferentes loci no resultan
claras.

En las dos ultimas décadas, la mayor parte de los estudios
que emplean marcadores moleculares con fines de selec-
cién han estado orientados fundamentalmente a identificar
genes relacionados con el comportamiento higiénico. En
una de las primeras investigaciones Lapidge et al. (2002)
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identificaron 7 QTL relacionados con el comportamiento
higiénico frente al acaro Varroa destructor. En 2008 se
identificd un conjunto de 32 genes que presentaban niveles
de expresion diferencial frente a la infeccidén por V. destruc-
tor. Algunos de estos genes se han propuesto como candi-
datos en la resistencia a la varroasis y se encuentran rela-
cionados con el desarrollo del sistema nervioso, las vias
olfativas y la excitabilidad neuronal Asimismo se
han identificado tres loci que influencian la probabilidad de
gue abejas obreras se desempefien en tareas higiénicas,
dos loci relacionados con el desoperculado y un ultimo
locus que influye en el comportamiento de remocion 2.
Asimismo se han identificado tres loci involucrados con la
supresion del ciclo reproductivo de Varroa en
abejas resistentes provenientes de la isla de Gotland, Sue-
cia *. Ademas, Tsuruda et al. (2012) identificaron un QTL en
el cromosoma 9 aparentemente relacionado con la identifi-
cacioén de los acaros dentro de las celdas de cria.
Recientemente un conjunto de 44000 marcadores de SNP
gue proveen una considerable cobertura del genoma de la
abeja se encuentra disponible *. Usando este conjunto de
marcadores en un estudio de defensa frente Varroa mas de
151 SNP fueron identificados diferencialmente entre el
grupo experimental y el grupo control. Ademas, se identifi-
caron 7 SNP que mostraban diferencias entre abejas higié-
nicas y no higiénicas dentro de colmenas con elevado VSH
28

Asimismo, se han desarrollado conjuntos de SNP orienta-
dos fundamentalmente a evaluar la integridad de poblacio-
nes de interés asi como estimar la introgresion entre los
diferentes linajes en zonas y poblaciones protegidas "%
Se ha establecido que el empleo de un conjunto relativa-
mente reducido de SNPs tiene mas poder con fines identifi-
cativos y de estudios de introgresion que los marcadores de
microsatélites 2°. En 2010 se desarrollé un estudio combi-
nando microsatélites y SNP con el fin de diferenciar correc-
tamente abejas de la raza ARS de otras que se distribuyen

comercialmente en los Estados Unidos .

También se han desarrollado estudios orientados a deter-
minar la ancestria de las poblaciones y el grado de Africani-

zacidén en poblaciones comerciales en los Estados Unidos
5,6

Conclusiones

El sistema reproductivo en A. mellifera presenta retos con-
siderables para estudios de asociacion entre marcadores
genéticos y caracteristicas de interés econdémico. Sin em-
bargo, el uso de este tipo de marcadores resulta de gran
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utilidad en la caracterizacion de poblaciones de esta espe-

cie. El uso de técnicas cada vez mds novedosas, permite la

identificacion de regiones del genoma asociadas a caracte-

risticas particulares que abriran las puertas a programas de

seleccion mas efectivos y mejor orientados.
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