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RESUMEN

En este estudio, se ha analizado por primera
vez la variabilidad de los loci de microsatélites en
la especie silvestre de abejas sin aguijon Melipona
colimana. Los datos obtenidos se han comparado
con los de una poblacion insular de la especie
domesticada M. beecheii. Los resultados del
genotipado de los individuos de M. colimana,
indican que la secuencia de los loci de microsa-
télites esta conservada dentro del género
Melipona. Los parametros poblacionales estudia-
dos (numero de alelos y valores de heterocigosi-
dad) no mostraron diferencias significativas entre
las dos especies estudiadas, estando ambos
dentro del rango observado en otras especies del
género. Estos valores fueron inferiores en la
poblacién insular de M. beecheii con respecto a
otras poblaciones continentales de lamisma espe-
cie analizadas previamente, lo cual coincide con
lo observado en estudios previos de otros orga-
nismos insulares. La especie silvestre M. colimana
es susceptible a los efectos de la deforestacion,
por ello se han comparado parametros po-
blacionales de colmenas situadas en una zona
deforestada y en otra conservada. La diversidad
poblacional no ha mostrado diferencias significa-
tivas, probablemente debido a que las perturba-
ciones del medio estudiado son recientes y ain no
se hanreflejado en la diversidad genética de estos
insectos.
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SUMMARY

In this study, variability of microsatellite loci
has been for the first time analyzed in the wild
stingless bee Melipona colimana. Data have been
compared with those obtained from an insular
population of the managed species M. beecheii.
Genotyping results in M. colimana demonstrate
that microsatellite loci sequences are conserved
within the genus Melipona. Population parameters
such as number of alleles and heterocigosity
values, were not significantly different between
the two studied species, both being within the
observed range in other Melipona species. Values
of the insular M. beecheii population were lower
than in previously studied continental populations
of the same species, in agreement with the results
obtained in otherisland organisms. Wild M. colimana
colonies are susceptible to deforestation effects,
so that, we have compared the genetic parameters
of colonies from a deforested area with those of
a conserved area. Population diversity was not
significantly different, may be due to recent
environmental perturbations that are not yet
reflected in the genetic diversity of these insects.

INTRODUCCION

Las abejas sin aguijon son insectos
eusociales (Apidae: Meliponini) que se dis-
tribuyen por las zonas tropicales del plane-
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ta, conociéndose alrededor de 500 especies
de 42 géneros diferentes (Michener, 2007,
Camargoy Pedro, 2008). El género Melipona
abarca unas 40 especies presentes en la
zona tropical americana (Michener, 2007),
entre las que se encuentran Melipona
colimanaAyala, 1999 y M. beecheii Bennett,
1831. M. colimanaes endémica de la provin-
ciamexicanade Jalisco, aparece en bosques
de pino-encino a mas de 1000 metros de
altitud, en donde habita en los troncos de
los arboles y no es manejada para la produc-
cion de miel (Quezada-Euan, 2005). Sin em-
bargo, M. beecheii es el meliponino mas
comun en México con una amplia distribu-
cion a lo largo de las dos costas y la penin-
sulade Yucatan, asi como en Belice, Cubay
Jamaica, aunque su distribucion por el Ca-
ribe podria estar influida por su uso en la
meliponicultura. A diferencia de M.
colimana, esta especie es explotada desde
épocas precolombinas para la produccion
de miel, ceray polen, siendo manejadas en
jobones o cajas especialmente disefiadas
paraello.

Las abejas sin aguijon juegan un papel
esencial en la produccion primaria de los
ecosistemas al ser polinizadoras de multi-
tud de especies vegetales (Roubik, 1989).
Suimportancia ecologicaradicatambién en
la especificidad que presentan determina-
das plantas para ser polinizadas por ellas:
aproximadamente un 33% de las plantas de
selvas tropicales son exclusivamente visi-
tadas por estas abejas (Wilms et al., 1996).
Ademas son efectivas polinizadoras en in-
vernaderos (Kakutanietal., 1993). A causa
de su necesidad de arboles maduros, vivos
y huecos, para hacer sus nidos (Gonzalez-
Acereto, 2008), de sureducida capacidad de
dispersion, debida a la corta distancia de
vuelo de las obreras y el escaso movimiento
de sus enjambres (Imperatriz-Fonseca y
Engels, 1990; Roubik, 2006), las especies
silvestres son especialmente susceptibles
de extincion en zonas sometidas aamenazas
de origen antrépico como la fragmentacion,
destruccién y degradacion de los habitats,

el uso de herbicidas y pesticidas que redu-
cen ladisponibilidad de plantas silvestres y
con ello su fuente de alimento (Kerr et al.,
2001). Por ello, es fundamental evaluar la
diversidad genética de las poblaciones ya
que sudisminucion conlleva unareduccion
del potencial adaptativo de las especies.
Entre las herramientas moleculares, los mi-
crosatélites han sido usados en estudios de
genética de poblaciones de abejas sin agui-
jon (Borges et al., 2010; Quezada-Euan et
al.,2007,2012). Lopesetal. (2010) demos-
traron que el uso de microsatélites especi-
ficos dio una mayor frecuencia de poli-
morfismo y de alelos por locus en dos espe-
cies del género Melipona que al usar marca-
dores disefados para otras especies del
mismo género. Igualmente Viana et al.
(2011) pusieron en marca el analisis de
microsatélites en cuatro especies de
Meliponausando cebadores disefiados para
otras especies del mismo género.

El objetivo del presente estudio es po-
ner en marcha el analisis de marcadores
microsatélites en la especie silvestre M.
colimana. Paraprobar su eficacia se compa-
raron los resultados con los obtenidos en la
especie manejada M. beecheii. De esta es-
pecie ya se tienen datos sobre la variabili-

Tabla I. Informacién sobre los muestreos de
M. colimana y M. beecheii. (Sampling informa-
tion of M. colimana and M. beecheii).

Especie Localidad Colonias
M colimana
Tecalitlan (Jalisco) 24
San Isidro (Jalisco) 6
Total 30
M beecheii
Nueva Paz 10
San Nicolés 4
San José 8
Jaruco 4
Consolacion Sur 2
Jaguey Grande 2
Total 30
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dad de los mismos loci de microsatélites en
poblacionales continentales (Quezada-Euan
et al., 2007) por lo que se ha usado como
referencia. Una vez que se constato la efec-
tividad de estos marcadores en la especie,
se compararon parametros poblacionales
obtenidos en colonias de M. colimana si-
tuadas en una zona recientemente defo-
restada con los de colonias de una zona
conservada, para evaluar el efecto de dicha
actuacion en la diversidad genética de esta
especie.

MATERIALY METODOS

Se han estudiado un total de 60 colonias
silvestres de M. colimana de dos areas

del estado de Jalisco, una conservada
(Tecalitlan) y la otra deforestada (San Isi-
dro), mas otras 30 colonias manejadas de M.
beecheii de Cuba (tabla I, figura 1). M.
colimana presenta una distribucion res-
tringida a areas especificas de la provincia
biogeografica del Eje Volcanico Transver-
sal (Yafiez-Ordofiez, 2008) por lo que es
dificil encontrar colonias de esta especie.
Sin embargo, M. beecheii es la especie mas
comun de su género en Mesoaméricay tiene
una amplia distribucion (Ayala, 1999). En
ambos casos, se muestrearon abejas obre-
ras adultas del interior del nido de cada
colmena y se conservaron en etanol abso-
lutoa—20°C.

Laextraccion de ADN serealizo a partir
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Figura 1. Localidades de muestreo marcadas con circulos negros. (Sampling sites labelled with

black dots).
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de dos patas traseras de un ejemplar por
colonia. Parala amplificacion de los loci de
microsatélites se realizaron dos reacciones
multiples de PCR. En la primera reaccion
(R1) seamplificaron conjuntamente los loci
T4-171y T7-5 (Paxtonetal., 1999),yen la
segunda (R2) Mbi254, Mbi259, Mbi278,
Mbi28 y Mbi201 (Peters et al., 1998). Las
reacciones de amplificacion se prepararon
con un volumen total de 12,5 pL con el
reactivo PCR beads Pure Taq™ Ready-To-
Go™ (GE Healthcare, Buckinghamshire,
Reino Unido). El programa de amplificacion
fue de 95 °C durante 5 minutos de desna-
turalizacidn inicial, 30 ciclos de 30 segun-
dosa96°C,30segundosa55°C(R1)057°C
(R2),y30segundosa72°C,yunaelongacion
final de 10 minutos a 72 °C.

Los productos de PCR se visualizaron
por electroforesis capilar en un secuencia-
dor ABI® 3730 DNA (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EEUU) y con un estandar
de tamafio interno (Servei Central de Suport
a la Investigacio Experimental de la Uni-
versidad de Valencia, Espafia). El tamafio de
los fragmentos de amplificacion se determi-
n6 con el programa GeneMapper® v4.0
(Applied Biosystems, Foster City, CA,
EEUU). Elnivel de polimorfismo fue evalua-

do mediante parametros poblacionales (R:
rango del tamafio de los alelos de los loci de
microsatélites, A: namero de alelos, Ho:
heterocigosidad observada, He: heteroci-
gosidad esperada) obtenidos con el progra-
ma GenAlex v6.41 (Peakall y Smouse, 2006).
Para comprobar la presencia de alelos nulos
en cada uno de los loci se uso el programa
Micro-checker (Van Oosterhoutetal.,2004).
Dado el diferente nimero de ejemplares
analizados en cada una de las dos areas de
muestreo de M. colimana, se llevo a cabo un
analisis de rarefaccidn, para estimaciones
objetivasdelariquezaalélica (Leberg, 2002),
conel programa HP-RARE 1.0 (Kalinowski,
2005). Una vez obtenidos los datos se com-
probd si existian diferencias estadistica-
mente significativas con la prueba t de
Student (http://www.physics.csbsju.edu/
stats/t-test_bulk form.html).

RESULTADOSY DISCUSION

Los parametros de diversidad por locus
obtenidos en las dos especies del género
Melipona estudiadas se muestran en la ta-
bla Il. Todos los loci fueron polimérficos
excepto Mbi259, que mostré una sola alter-
nativa alélica de 177 pares de bases (pb) en
M. beecheii y 180 pb en M. colimana. En

Tabla I1. Parametros de diversidad por locus obtenidos para M. colimana y M. beecheii.
(Diversity parameters per locus obtained for M. colimana and M. beecheii).

M. colimana M. beecheii

Locus R A H, H, R A H, H,

T4-171 95-105 6 0,640 0,656 93-95 2 0,615 0,426
T7-5 66 1 0,000 0,000 72-78 3 0,583 0,570
Mbi201 152-158 4 0,280 0,550 152-158 3 0,500 0,558
Mbi254 203-230 4 0,615 0,723 188-203 4 0,733 0,713
Mbi259 180 1 0,000 0,000 177 1 0,000 0, 000
Mbi278 84-87 2 0,038 0,038 72-123 4 0,346 0,332
Mbi28 86-113 4 0,273 0,622 89-104 4 0,241 0,276
Media 3,143 0,264 0,370 3,000 0,431 0,411

R: rango del tamafio de los alelos de los loci de microsatélites; A: nimero de alelos; Ho: heterocigo-
sidad observada; He: heterocigosidad esperada.
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esta ultima especie, el locus T7-5 también
mostré ununico alelo de 66 pb. Los valores
mas altos de riqueza alélica por locus se
observaron en M. colimana en los loci T4-
171(6), Mbi201,Mbi254 y Mbi28 (4), mien-
tras que en M. beecheii el mayor valor (4)
correspondio a los loci Mbi254, Mbi278 y
Mbi28. En cuanto a la media de riqueza
alélica para todos los loci se obtuvieron
valores similares en ambas especies (3,143
en M. colimana y 3,000 en M. beecheii,
diferencia no significativa, p=0,87). Estos
valores estan incluidos dentro del rango de
variacion observado en otras especies de
Melipona: desde 1,67 en M. rufiventris
(Lopes etal.,2010) hasta 3,78 obtenido en
M. bicolor (Petersetal., 1998), especie para
la que fueron diseflados parte de los
cebadores utilizados.

Los valores de heterocigosidad espera-
da por locus fueron mayores en M. beecheii
(0,276-0,713) que en M. colimana (0,038-
0,723) aunque no significativamente dife-
rentes (p=0,80). La heterocigosidad media
esperada (H ) de la poblacion insular de
M. beecheii (0,411) es algo menor que la
obtenida en las poblaciones continenta-
les de M. beecheii estudiadas por Quezada-
Euanetal. (2007) de México (0,535)y Costa
Rica(0,711). Esto es debido, probablemen-
te, al hecho de que las poblaciones estudia-
das en este trabajo son insulares y éstas
suelen presentar valores mas bajos de he-
terocigosidad tal y como se ha observado
en poblaciones insulares de la abeja de la
miel A. mellifera (DelaRuaetal.,2001).

Los bajos valores observados en M.
colimana pueden deberse a que los
cebadores usados no son especificos de
esta especie; ya que los cebadores Mbi
fueron disefiados en M. bicolor y T4-17 y
T7-5 en Scaptotrigona postica. Estos re-
sultados coinciden con los de Lopes et al.
(2010) en los que se obtuvieron valores de
riqueza alélicay heterocigosidad mas altos
en poblaciones de M. rufiventris y M.
mondury analizadas con cebadores espe-

cificos que cuando se usaron cebadores
disenados en M. bicolor. Otra consecuen-
cia del uso de cebadores no especificos
puede ser la presencia de alelos nulos, tal y
como se ha observado en el locus Mbi28 en
la especie M. colimana. Estos alelos apare-
cen cuando se produce una mutacion en la
secuencia de nucledtidos contigua al
microsatélite, lo que impide la union de los
cebadores a su secuencia complementaria
(Chapuis y Estoup, 2006) y, en consecuen-
cia, laamplificacion del fragmento (Callen et
al., 1993). Alternativamente, la deteccion
de alelos nulos en este locus en concreto
podria deberse a un error analitico dado el
reducido niimero de muestras analizadas.
En cualquier caso, la eficacia obtenidaenla
amplificacion indica que las secuencias de
estos loci de microsatélites estan conser-
vadas en las especies del género Melipona,
ya que junto con M. colimana, son seis las
especies (M. bicolor en Peters et al., 1998;
M. beecheii en Quezada-Euan et al., 2007;
M. yucatanica en May-Itza etal., 2010; M.
rufiventris y M. mondury en Lopes et al.,
2010) en las que la amplificacion de estos
mismos loci y el genotipado de los indivi-
duos es posible. Se puede concluir por tan-
to que, si bien se pueden usar cebadores no

Tabla I11. Riqueza alélica por locus para los
dos tipos de colonias de M. colimana obteni-
da tras la rarefaccion. (Allelic richness per
locus for the two types of M. colimana colonies
after rarefaction).

Zona

Locus deforestada conservada
T4-171 4 4
T7-5 1 1
Mbi201AAG 3 3
Mbi254AAG 1 1
Mbi259AAG 2 2
Mbi278AAG 1 1
Mbi28AAG 4 3
Media 2,293 2,070
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especificos en estudios de especies
filogenéticamente proximas, los resultados
deben ser cuidadosamente analizados, para
evitar lainclusion de aquellos loci que pue-
dan mostrar alelos nulos en los paneles
usados para determinar la diversidad
genética.

La pérdida de diversidad genética en
meliponinos como consecuencia de la de-
gradacion de sus habitats ha sido demos-
trada en estudios anteriores. Lopes et al.
(2010) observaron un descenso de la hete-
rocigosidad en M. rufiventrisy M. mondury
a causa del reducido numero de colonias
encontradas como consecuencia de la des-
truccidn y fragmentacion de sus ecosiste-
mas naturales. Otros estudios revelaron que
la fragmentacion de los habitats afecta en
mayor medida a los individuos especialis-
tas que a los generalistas (Kitahara y Fujii,
1994), como es el caso de las abejas sin
aguijon (Zayedetal.,2005). Enel casode M.
colimana, al no ser una especie explotada
para la produccion, sus poblaciones estan
sujetas a los efectos de la deforestaciony de
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