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RESUMEN.— El objetivo principal de este articulo fue realizar una carac-
terizacion de las abejas meliferas en Huesca como paso necesario para
fomentar la conservacién de las variedades autdctonas. Para ello se recogie-
ron muestras de abejas obreras de 35 apiarios de diferentes comarcas oscen-
ses y se analizé la morfometria geométrica de las venas alares. Los resulta-
dos mostraron que existe una diferenciacién morfométrica muy clara entre
la abeja negra ibérica y el resto de razas que se estdn introduciendo en nues-
tra region. Entre las explotaciones con abejas ibéricas analizadas, se encon-
traron diferencias morfométricas en algunos colmenares, en unos casos por
una probable hibridacién con abejas aldctonas y en otros probablemente
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asociadas a la presencia de diferentes lineas genéticas dentro de la abeja negra
autéctona. Estos resultados se ampliardn en futuros estudios, aumentando el
nimero de colmenares e introduciendo métodos de genética molecular.

ABSTRACT.— The main objective of this work was to perform a charac-
terization of honey bees in Huesca as a necessary step to promote the conser-
vation of native varieties. To this end, samples of worker bees were collected
from 35 apiaries from different regions of Huesca and the geometric mor-
phometry of the wing veins was analysed. The results showed that there is a
very clear morphometric differentiation between the Iberian black bee and the
other breeds that are being introduced into our region. Among the Iberian
bees analysed, morphometric differences were found in some apiaries, in
some cases by a probable hybridization with non-native bees and in others
probably associated with the presence of different genetic lines within the
native black bee. These results will be expanded in future studies by increasing
the number of apiaries and introducing methods of molecular genetics.

KEY WORDS.— Apis mellifera iberiensis, genetic diversity, wing geome-
tric morphometry, subspecies discrimination.

INTRODUCCION

Espafia es el principal pais productor de miel en la Unién Europea (UE) y
se encuentra entre los doce primeros del mundo. También destaca por superar
al resto de paises europeos en el nimero de colmenas (unos 2,3 millones)
y de apicultores profesionales (MONTESINOS, 2014). Pero la importancia de
la apicultura va mucho mas alld de la produccién de miel, ya que son los
insectos polinizadores més eficaces debido a su nimero, a los largos vue-
los que realizan y a la diversidad de flores que visitan. Las abejas domésti-
cas, que son las tnicas que pasan el invierno en comunidad, liban multitud
de plantas. Durante la recoleccion de néctar y polen, polinizan las flores.
Esta colaboracién entre el reino animal y el vegetal es muy valiosa, puesto
que permite la abundancia en frutas y hortalizas y asegura también la bio-
diversidad floral que nos rodea. Alrededor del 87,5% de las plantas con flo-
res se polinizan gracias a animales (OLLERTON y cols., 2011). Esto incluye
tanto especies cultivadas como silvestres y subraya la importancia crucial de
las abejas (como uno de los principales polinizadores globales) en el mante-
nimiento de la produccion alimentaria y los ecosistemas de flora silvestre.
La polinizacién animal supone el incremento en frutas o semillas en un 75%
de los principales cultivos alimentarios en el mundo (KLEIN y cols., 2007).
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La mayor parte de la polinizacion animal, quizas el 80%, es la realizada por
las abejas meliferas (MONTESINOS, 2014). El calculo més reciente del bene-
ficio econdmico global de la polinizacion asciende a un total de 265 billo-
nes de euros en productividad debida a la polinizacion. Como en cualquier
valoracion de un servicio ecoldgico, el valor de la polinizacion es incalcu-
lable al resultar irremplazable.

A pesar de su importancia, el nimero de abejas y otros polinizadores,
tanto silvestres como domésticos, parece estar disminuyendo en todo el
mundo, en especial, en Norteamérica y Europa. Un fendmeno de reciente
aparicion es la desaparicion inexplicable de grandes poblaciones de abejas
en las colmenas, conocida como Colony Collapse Disorder (CCD) o sin-
drome de despoblamiento de colmenas (SDC). La mayor parte de esta des-
poblacién abrupta sucede durante el invierno (DAINAT y cols., 2012). En
los dltimos inviernos, la mortalidad media de las colonias en Europa se
sitda en torno al 20% anual, llegando a superar el 50% en algunos paises
en anos concretos.

Aunque existe cierta unanimidad en que el SDC tiene un origen multi-
factorial, hay indicios de que la falta de diversidad genética de los linajes
mas frecuentemente utilizados en apicultura puede jugar un papel relevan-
te (ELLIS y cols., 2010). La falta de diversidad genética hace a las abejas més
susceptibles a los pesticidas y enfermedades (agentes nos6genos), que siem-
pre aparecen como elementos determinantes en el SDC. Sin embargo, en la
mayor parte de los paises desarrollados la industrializacién de la apicultu-
ra ha provocado una considerable disminucién de la variabilidad genética
de la especie, ya que los apicultores de todo el mundo prefieren el mismo
tipo de abeja: mansa, trabajadora y buena para vivir en colmenas hechas
por el hombre. Dos especies europeas, Apis mellifera ligustica, de Italia, y
Apis mellifera carnica, de los Balcanes, son las predominantes en la api-
cultura en todo el mundo. La consiguiente disminucién de la diversidad
genética reduce el potencial de la abeja para evolucionar en respuesta al
cambio del ambiente (COROIAN y cols., 2014) y, como se ha comentado, las
hace mads sensibles a los agentes nosdgenos.

La evolucién de la abeja negra en Europa (Apis mellifera mellifera) es
muy ilustrativa de la tendencia de la apicultura profesional hacia una menor
variabilidad genética. Esta subespecie ocupaba una vasta extension desde
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los Pirineos hasta los Urales, la mds amplia de las subespecies europeas
(SOLAND-RECKEWEG y cols., 2009). Esta amplia distribucion sugiere un gran
potencial de adaptacién a ambientes variados y cambiantes y la aparicion de
diferentes ecotipos. Por lo tanto, su proteccion tiene un gran interés conser-
vacionista (SOLAND-RECKEWEG y cols., 2009). Sin embargo, en los dltimos
ciento cincuenta afos afios se ha producido la introduccién de otras subes-
pecies de abeja en la zona original de Apis mellifera mellifera, principal-
mente por subespecies del sureste europeo (Apis mellifera carnica y Apis
mellifera ligustica). En Alemania, la Apis mellifera mellifera fue casi com-
pletamente reemplazada por Apis mellifera carnica, y en Dinamarca por
Apis mellifera ligustica (SOLAND-RECKEWEG y cols., 2009). En Francia y
otros paises se han introducido ambas subespecies, produciéndose hibrida-
ciones con la abeja negra local. En consecuencia, la diversidad natural de las
abejas de la miel se estd deteriorando rapidamente en Europa (MEIXNER y
cols., 2013), lo que conlleva tanto una pérdida de diversidad genética como
de adaptaciones especificas a las condiciones locales. Hay bastante consen-
so sobre la necesidad de identificar estas valiosas variedades regionales para
preservar a las abejas adaptadas a nivel local (MEIXNER y cols., 2013).

La peninsula ibérica puede considerarse como una excepcion a la ten-
dencia global antes descrita, ya que en ella se ha conservado, con relativa-
mente escasa contaminacion genética externa, una subespecie o raza pro-
pia, la abeja negra ibérica (Apis mellifera iberiensis). Sin embargo, y a
pesar de las considerables ventajas de mantener nuestra raza autoctona, en
los ultimos afios se observa una tendencia creciente a la introduccion de
abejas mejoradas de las subespecies Apis mellifera ligustica, Apis mellifera
carnica o derivadas de ellas, lo que supone un riesgo para la conservacion
de la Apis mellifera iberiensis. La hibridacion con subespecies fordneas
puede amenazar las subespecies nativas cuando los apicultores locales
importan y propagan abejas importadas (HOPKINS y cols., 2012). Como
ejemplo de esta contaminacién externa tenemos el caso de las islas Cana-
rias, en las que se ha descrito una importante hibridacion entre las pobla-
ciones de abeja endémica y abejas importadas. En este sentido, la trashu-
mancia en apicultura y la utilizacién de solo unas pocas subespecies de
abeja para su manejo comercial ha sido muy negativo para la conservacion
de las especies nativas en muchas partes del mundo debido a la fragmenta-
cion, hibridacion y cria selectiva (SOLAND-RECKEWEG y cols., 2009).
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La provincia de Huesca presenta un elevado riesgo de introduccion de
abejas fordneas. Es una region tipicamente receptora de apicultores trashu-
mantes de otras regiones, incluidos apicultores franceses en los ultimos
tiempos. Esta recepcion de abejas de diversas zonas sin ningun control
genético implica un riesgo para la abeja local. Recientemente, se ha obser-
vado también que algunos apicultores profesionales han optado por la uti-
lizacién de abejas mejoradas de otras subespecies, con el riesgo consi-
guiente de hibridacion en esas regiones.

El objetivo principal de esta linea de investigacion es contribuir al man-
tenimiento de la abeja autoctona en la provincia de Huesca para afrontar en
mejores condiciones los importantes riesgos a los que se enfrenta la api-
cultura en la actualidad. Para ello es necesario, en primer lugar, realizar una
adecuada caracterizacion de las abejas existentes, lo que constituye el obje-
tivo central de este articulo.

MATERIAL Y METODOS
Muestreo

Para la caracterizacion se realizé un muestreo de abejas obreras en col-
menares de diversas zonas de la provincia. Se realizd una caracterizacion
morfologica y morfométrica y se aisl6 ADN nuclear y mitocondrial para
futuros estudios moleculares.

Se recogieron muestras de abejas obreras de 35 apiarios, la mayoria
registrados en el ADS n.° 1 de la provincia de Huesca, principalmente de las
comarcas de la Hoya de Huesca, el Somontano de Barbastro y L.os Monegros.
En cada explotacién se muestrearon un minimo de cinco colonias, 30-40
obreras / colonia recogidas preferiblemente en el interior de la colmena
sobre cuadros de puesta. Las obreras se conservaron en 100% etanol en
recipientes debidamente identificados hasta su andlisis (caracterizacion
morfométrica y aislamiento de ADN). En el momento del muestreo se
registrd la ubicacion exacta del apiario mediante coordenadas GPS y se rea-
liz6 una encuesta detallada al apicultor para tratar de explicar los resultados
obtenidos. También se registraron los detalles morfoldgicos que se consi-
deraron de interés, tales como el color de las abejas.
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Para tener una referencia de las razas importadas mds frecuentemente y
poder discriminar el grado de hibridacion de la abeja local, se muestrearon
colmenas de apicultores que crian las razas Buckfast, Italiana y Cérnica,
aunque no estuvieran localizados en la zona de estudio del proyecto. La
raza Buckfast es una raza sintética, y nuestras observaciones indican que es
una de las mds frecuentemente introducidas en nuestro pais. De esta raza en
pureza y de hibridos F1 con la abeja local se tomaron muestras en cuatro
colmenares de cuatro apicultores diferentes. De la raza Italiana se tomaron
muestras de dos colmenares y de la raza Carnica de un colmenar.

Caracterizacion mediante morfometria geométrica

De cada colonia se aislaron ocho obreras, de las que se disecciond el ala
derecha delantera, que se rehidratd en concentraciones decrecientes de eta-
nol (95%, 70%, 50%, 20%) y, finalmente, en agua destilada. El exceso de
agua se absorbié cuidadosamente y las alas se colocaron entre un porta-
objetos y un cubreobjetos (fig. 1). Las imdgenes de las alas se obtuvieron
utilizando una cdmara fotografica digital montada sobre un microscopio
Leica con un objetivo 1,25X. Las coordenadas de 19 puntos de referencia
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Fig. 1. Alas de abeja obrera preparadas para su fotografiado y caracterizacion morfométrica.
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Fig. 2. Localizacion de los 19 puntos de interés en el ala delantera de la obrera
considerados en el andlisis de morfometria geométrica.

(landmarks) situados en las intersecciones venosas de las alas (fig. 2) se
registraron y midieron por duplicado utilizando un software especifico
basado en MATLAB y desarrollado por Ernesto Angel. En el proceso de
medicion, las coordenadas de los landmarks se superpusieron utilizando la
superimposicién de Procrustes GLS (Generalized Least Squares). Las dife-
rencias de forma se analizaron mediante andlisis candnico de varianza
(CVA) utilizando el programa libre Morphol (disponible en http://www.fly-
wings.org.uk/morphoj_page.htm) (MIGUEL y cols., 2011; MEIXNER y cols.,
2013; CHARISTOS y cols., 2014).

Diserio experimental
Estudio 1

El primer estudio se disefi¢ para evaluar la fiabilidad del nuevo software
desarrollado. Para ello se fotografiaron cien alas con los equipos anterior-
mente indicados y se evalué la precision en el reconocimiento de las inter-
secciones venosas. Ademas, se estudio el error de medicion (es decir, la varia-
bilidad de la determinacién de coordenadas para un ala dada) del software en
comparacién con tpsDig (disponible en http://life.bio.sunysb.edu/morph/)



264 Jests YANIZ y cols.

(ROHLF, 2001). Para ello se realizaron andlisis repetidos de la misma ima-
gen de ala (tres alas, 30 repeticiones/ala). La variabilidad de cada coorde-
nada se calcul¢ utilizando coeficientes de variaciéon (CV). Los CV intraala
se expresaron como la media de los valores individuales.

Estudio 2

Este estudio se realizé para comparar la morfometria geométrica de
diferentes subespecies de abejas y entre colmenares dentro de la Apis melli-
fera iberiensis. Para ello se recogieron las muestras indicadas anteriormente
que, ademas de las abejas negras, incluyeron algunos colmenares conocidos
de Apis mellifera ligustica, Apis mellifera carnica y el hibrido Buckfast.
Las muestras de las alas se analizaron con el nuevo software especifico
desarrollado.

RESULTADOS Y DISCUSION
Estudio 1

El nuevo software permitié el anélisis del 100% de las alas. La preci-
sion de la deteccion automatica de las intersecciones venosas fue del 100%
en el 87% de los casos, mientras que la deteccion fallé en un solo punto en
el 9%, en dos puntos en el 3%, y en mds de dos puntos en el 1% de las
muestras analizadas.

La determinacién de las intersecciones venosas con el nuevo software
fue altamente repetible, con coeficientes de variacion atin mds bajos que los
de tpsDig: los CV dentro del ala variaron de 0,06 a 0,12% para el nuevo
software y de 0,23 a 0,28% para el tpsDig. El tpsDig es el programa mas
utilizado para el estudio de la morfometria geométrica de las alas (ROHLF,
2001), aunque requiere el trazado manual de todas las intersecciones veno-
sas con un clic del raton. La principal ventaja de este software es su flexi-
bilidad, pero requiere mucha interacciéon humana que es propensa a errores
y problemas de reproducibilidad. El nuevo software desarrollado, basado
en MATLAB, supone un avance, ya que permite una determinacién mas
rapida y precisa de las intersecciones venosas, que es el mayor factor limi-
tante de los estudios morfométricos a gran escala.
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Estudio 2
Discriminacion entre subespecies

Cuando se estudiaron las diferencias entre subespecies, considerando
todas las abejas de manera independiente, los resultados del andlisis
candnico indicaron que los ejes primero, segundo y tercero explican el
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Fig. 3. Diagrama de dispersion de cuatro subespecies de abejas obtenido a partir del
andlisis candénico de varianza de las coordenadas cartesianas de los puntos de referencia
en el ala delantera derecha considerando todos los individuos. Azul: Apis mellifera
iberiensis; verde oscuro: Apis mellifera carnica; violeta: Apis mellifera ligustica;
verde claro: Buckfast; rojo: F1 Buckfast x Apis mellifera iberiensis.
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85,01%, 8,87% y 3,78% de la variacidn total, respectivamente. El grafi-
co de dispersion mostr6 una superposicion parcial entre razas Carnica y
Buckfast, aunque la raza Ibérica parece diferenciarse con bastante clari-
dad (fig. 3).

Una vez obtenidas las medias para cada colmena de las coordenadas de
las intersecciones venosas de las alas, los resultados del analisis candnico
indican que los ejes primero, segundo y tercero explican el 84,74%, 9.,87%
y 2,89% de la variacion total, respectivamente. El grifico de dispersion
demuestra una excelente discriminacion de la raza Ibérica con el resto de
razas analizadas (fig. 4).
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Fig. 4. Diagrama de dispersién de cuatro subespecies de abejas obtenido a partir
del andlisis canénico de varianza de las coordenadas cartesianas de los puntos
de referencia en el ala delantera derecha considerando las medias por colmena.
Azul: Apis mellifera iberiensis; verde: Apis mellifera carnica; violeta: Apis mellifera
ligustica; negro: Buckfast; rojo: F1 Buckfast x Apis mellifera iberiensis.
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Fig. 5. Diagrama de dispersion de los colmenares de Apis mellifera iberiensis obtenido
a partir del andlisis candnico de varianza de las coordenadas cartesianas de los puntos
de referencia en el ala delantera derecha considerando todos los individuos.

Discriminacion entre variedades de Apis mellifera iberiensis

Cuando se analizaron los datos de la Apis mellifera iberiensis de manera
independiente, la discriminacion entre colmenares fue poco clara, especial-
mente cuando se consideraron todos los individuos por separado (fig. 5).

Tras el cdlculo de las medias por colmena y posterior andlisis, los resul-
tados mostraron la existencia de un colmenar claramente diferenciado del
resto a nivel morfométrico, y de diferencias entre colmenares cuando se
comparan por parejas (fig. 6). En una de las explotaciones situadas en la
periferia de la grafica se observo la presencia de abejas de color amarillo,
lo que viene a indicar una hibridacién probable con otra raza, aspecto
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Fig. 6. Diagrama de dispersion de los colmenares de Apis mellifera iberiensis obtenido
a partir del andlisis candnico de varianza de las coordenadas cartesianas de los puntos
de referencia en el ala delantera derecha considerando las medias por colmena.

corroborado por el apicultor en la encuesta realizada. La explotacién més
claramente diferenciada corresponde a un colmenar estante que apenas ha
tenido entrada de material genético externo, en la que no se observo la pre-
sencia de abejas con alteraciones del color, ni el apicultor indicé la posibi-
lidad de una posible hibridacion. En este caso, y en el resto en los que se
observaron diferencias entre colmenares, podria tratarse de variantes de la
abeja negra ibérica, aunque este aspecto se verificard mediante el estudio
del ADN en futuros proyectos.

La abeja melifera de la peninsula ibérica se considera actualmente como
una raza o subespecie de Apis mellifera (Apis mellifera iberiensis) origina-
da a partir de la hibridacién natural entre los linajes M del oeste y norte de
Europa (Apis mellifera mellifera) y del linaje A de Africa (CANOVAS y cols.,
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2008). Hay indicios de que abejas del linaje M sobrevivieron en diferentes
refugios de la peninsula ibérica y que, en la era posglacial, comenzaron a
expandirse hacia el norte. Al mismo tiempo se debieron producir una o
varias oleadas colonizadoras de abejas procedentes de Africa (linaje A),
con una hibridacién natural entre ambos linajes en nuestro territorio (CANO-
VAS y cols., 2008).

En la actualidad, la abeja negra ibérica presenta un gradiente de varia-
bilidad de sur a norte: las abejas del sur presentan una mayor afinidad con
razas del norte de Africa (linaje A), mientras que las abejas del norte de
Espaia se encuentran més proximas a la abeja negra europea Apis mellife-
ra mellifera (linaje M) (FLORES y cols., 1998; CANOVAS y cols., 2008). Estu-
dios moleculares han demostrado que la peninsula ibérica es la regién euro-
pea con la mayor diversidad en haplotipos (12 haplotipos detectados del
linaje M y 10 del linaje A), probablemente como resultado de la adaptacién
a las condiciones climéticas regionales (CANOVAS y cols., 2008). Esta diver-
sidad constituye un tesoro natural que debemos preservar, no solo por el
interés ecoldgico, sino también porque muestran una mayor capacidad de
adaptacién a las modificaciones ambientales, por ejemplo, las derivadas del
cambio climético, y mds posibilidades de afrontar los nuevos desafios sani-
tarios a los que se enfrentan las abejas en la actualidad.

Aragon es una de las regiones espafiolas en las que mejor se ha conser-
vado, sin hibridar, el linaje M de Apis mellifera iberiensis. En un estudio
realizado a nivel nacional, se observd que Huesca y Zaragoza fueron las
Unicas provincias en las que solo se detectd la presencia del haplotipo M
(CANOVAS y cols., 2008). Sin embargo, el nimero de apiarios y colonias
analizado fue muy reducido (6 apiarios y 43 colonias en Huesca), y la situa-
cién ha podido modificarse en los dltimos afios. Las diferencias morfométri-
cas observadas en nuestro estudio podrian indicar la presencia de diferentes
linajes dentro de la provincia, aspecto que se analizard con mas profundi-
dad en futuros estudios moleculares.

CONCLUSIONES

La metodologia desarrollada de morfometria geométrica de las alas,
incluyendo software especifico, permite estudiar la variedad genética de las
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abejas. Esta metodologia puede resultar muy util en futuros proyectos de
investigacion y en trabajos practicos de seleccion que se prevén realizar.

Existe una diferenciaciéon morfométrica muy clara entre la abeja negra
ibérica y el resto de razas que se estdn introduciendo en nuestra region, lo
que permite una identificacidn rdpida y fiable de la introduccién de abejas
aléctonas.

Entre las explotaciones con abejas ibéricas analizadas, se encontraron
diferencias morfométricas en algunos colmenares, en algin caso como
resultado de la hibridacién con abejas introducidas. También se han detec-
tado diferentes subpoblaciones de abejas ibéricas, que podrian representar
diferentes lineas genéticas.

Este proyecto constituye un primer paso muy importante para la carac-
terizacion y conservacion de la abeja melifera en la provincia de Huesca, y
los resultados obtenidos nos han permitido afrontar nuevos proyectos de
[4+D+i mas amplios utilizando esta raza autdctona.
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