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Abtract.

The Canary Islands have environmental conditions according to altitude,
latitude and longitude, which influence in the distribution of organisms.
Previous studies suggest the existence of honeybee (Apis mellifera L.)
populations on the Canary Islands that have evolved relatively isolated and,
therefore adapted to particular environmental conditions. Canarian
honeybees were included in the African sublineage with Atlantic distribution
(Aw), in which honeybee populations from the Macaronesian archipelagos
(Azores, Madeira, the Savage Islands, Canary Islands and Cape Verde) and
Portugal, are also included. In this paper we present the results of the
molecular variation at mitochondrial DNA level of honeybee populations from
Gran Canaria and La Gomera (Canary Islands). This marker is suitable for
estimating genetic diversity and patterns of spatial differentiation in
connection with the existing environmental variety on the islands of Gran
Canaria and La Gomera.

Introduccion.

Los archipiélagos atlanticos de origen volcanico de Azores, Madeira, Salvajes,
Canarias y Cabo Verde conforman la regién biogeografica de la Macaronesia.
Su situacion geogréfica, la singularidad de sus diversas condiciones ecoldgicas
y el aislamiento, han propiciado la existencia de especies y comunidades
Unicas en el mundo. Este hecho convierte a estos archipiélagos en uno de los
centros de biodiversidad insular méas importantes del Planeta, cuya tasa de
endemismos es también la mas alta de Europa (Gillespie y Clague 2009).

Las Islas Canarias constituyen uno de los archipiélagos de mayor tamafio de la
Macaronesia y cubren una superficie total de 7.242 kilometros cuadrados.
Ademaés, desde una perspectiva bioldgica, son las islas de mayor riqueza y
diversidad de la region, con 3.672 especies exclusivas y la mayor proporcion
de endemismos (27,55%).

La abeja de la miel (Apis mellifera L.) posee una gran capacidad adaptativa a
multitud de ecosistemas en su rango de distribucion natural (Africa, Europa,
Asia central y Asia occidental), existiendo unas 29 subespecies y numerosos
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ecotipos descritos en funcion de su comportamiento, morfologia y datos
moleculares (Ruttner 1988; Sheppard et al. 1997; Sheppard y Meixner 2003).
Las poblaciones de la A. mellifera de las Islas Canarias han sufrido procesos de
adaptacion al medio ambiente insular por lo que su proteccion es de gran
valor para el mantenimiento de la flora endémica canaria. Estas poblaciones
pertenecen a una rama del linaje evolutivo africano con distribucion atlantica
(Ay) y estan caracterizadas por la presencia de haplotipos mitocondriales
particulares (De la Rua et al. 1998). Estos factores y el hecho de que se
encuentren adaptadas a la flora endémica canaria hacen que su conservacion
sea de particular interés.

La geografia de las caracteristicas del paisaje puede ejercer una fuerza
estructuradora importante sobre la probabilidad de dispersion individual y la
distribucion de las especies (Avise 2004). La estructura genética de las
poblaciones puede ser el resultado tanto del paisaje como de las
caracteristicas bioldgicas de cada especie. En el caso de A. mellifera, desde
principios del siglo XX, la introduccion de reinas de otras razas ha sido una
practica muy utilizada en la apicultura moderna, y entre las principales
consecuencias se encuentra el reemplazamiento, el aumento del flujo
genético entre poblaciones de abejas nativas e introducidas (Jensen et al.
2005) y cambios en la distribucién de las poblaciones locales.

En el estudio realizado por De la Rda et al. (2001) se constato la existencia de
introgresion genética en las abejas de las Islas Canarias, la cual provenia de
abejas pertenecientes a otras razas europeas como A. m. ligustica o abeja
italiana y A. m. carnica o abeja carniola. El nivel de introgresion genética fue
acusado en Tenerife y El Hierro, se observo una intensidad media en Gran
Canaria y La Gomera y era nulo en La Palma. La introduccién de abejas reinas
pertenecientes a otras razas puede alterar potencialmente la diversidad de las
poblaciones locales mediante la hibridacion de reinas locales con zanganos
procedentes de las colmenas introducidas, por ello en 2001 el Gobierno de
Canarias inicio el plan de conservacion y proteccion de la abeja negra canaria
(BOC 49, 20/04/2001).

En este trabajo se pretende examinar los patrones espaciales de la variacion
genética de la poblacién de A. mellifera de las islas de Gran Canaria y La
Gomera, ya que la combinacion de los factores del paisaje, la biologia de la
especie y la practica de introduccion de reinas foraneas podria estar alterando
la distribucion de los haplotipos mitocondriales y poniendo en riesgo a las
poblaciones locales de abejas canarias.

Material y Métodos.

Muestreo.

Las muestras de abejas obreras adultas fueron recolectadas del interior de las
colmenas en las islas de Gran Canaria y La Gomera en abril de 2010. Se
muestrearon un total de 130 colmenas distribuidas en 9 apiarios de Gran
Canaria y 5 de La Gomera (las localidades de muestreo se muestran en la
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Tabla 1y Figura 1). Las abejas se introdujeron directamente en etanol 100% y
se conservaron en el laboratorio a -20 °C hasta su procesamiento.

Anélisis molecular

El ADN total fue extraido de una abeja obrera adulta por colmena mediante
una solucién de Chelex® al 5% siguiendo un protocolo modificado a partir de
Walsh et al. (1991). El anélisis del ADN mitocondrial (ADNmt) se llevd a cabo
segun el método descrito por Garnery et al. (1992), el cual se basa en la
amplificacion de la region intergénica comprendida entre el ARN transferente
de la leucina (ARNt®) y la subunidad Il de la citocromo oxidasa (cox2),
mediante los cebadores E2 (5-GGCAGAATAAGTGACATTG-3’) y H2 (5'-
CAATATCATTGAT GAACC-3’). El tamafio de los fragmentos de amplificacion se
determiné tras examinar los productos de PCR en gel de agarosa al 1,5%,
tincion con bromuro de etidio y visualizacion con UV. Posteriormente los
productos de PCR fueron digeridos con la enzima Dral, generando patrones de
bandas identificables por sus diferencias de tamafio (RFLP), las cuales fueron
separadas con gel de agarosa Nusieve al 4%. Los haplotipos fueron
determinados de acuerdo a los patrones descritos por Garnery et al. (1993).
Andlisis estadistico.

Las frecuencias haplotipicas y la diversidad genética por localidad e isla,
fueron calculadas mediante el programa GenAlex (Peakall y Smouse, 2006). El
analisis de la estructura genética fue realizado a través del calculo del
estadistico Fsr, de acuerdo con la metodologia de Weir y Cockerham (1984), y
del andlisis de la varianza molecular (AMOVA) mediante el programa Arlequin
(Excoffier et al. 2005).

Resultados y Discusion.

La amplificacion de las muestras produjo fragmentos de cinco tamafos
diferentes que se correspondieron con 9 patrones de RFLP diferentes (A1, A3,
A9, A11, A14, A15, A,, M7 y C). Las frecuencias haplotipicas y la distribucién de
los haplotipos en las islas de Gran Canaria y La Gomera puede observarse en la
Figura 1. Los haplotipos mas frecuentes en Gran Canaria fueron el Al4
(31,1%), A1l (21,1%), Al (20,0%) y A15 (17,8%), mientras que en La Gomera
fueron los pertenecientes al linaje C de Europa del este (47,5%), A1l (22,5%) y
A15 (17,5%). Se cuantifico la proporcion de linajes y sublinajes, y se observo
que el sublinaje africano de distribucion atléntica (Ay) tipico de las Islas
Canarias present6 una proporcién del 70% en Gran Canaria y del 50% en La
Gomera, sin embargo también se observaron haplotipos de los linajes de
Europa occidental (M7) y del este (C), indicando introgresion genética a nivel
mitocondrial en las islas de Gran Canariay La Gomera.

La diversidad haplotipica fue mayor en Gran Canaria (0,792) que en La Gomera
(0,704), y en ambos casos fue superior a la detectada en el estudio realizado
por De la Rua et al. (2001). Los detalles por localidad se muestran en la Tabla
1. Estos cambios en la diversidad haplotipica pueden deberse a las
fluctuaciones del censo apicola, debidas entre otras causas al aumento de la
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incidencia de enfermedades (varroa, sindrome del colapso de las colmenas,...),
y a la préctica apicola de introducir reinas foraneas.

Los valores de FST fueron de 0,49795 y 0,55536 para Gran Canaria y La
Gomera respectivamente, lo cual indica que existe una estructuracion de las
poblaciones de abejas con un grado de significacion superior al 0,1%. Se
realizaron grupos en funcion de la situacion geografica de los apiarios y los
resultados del test AMOVA indicaron que el 24,47 y el 45,41% de la variacién
genética se debian a la localizacién geografica de los apiarios.

Conclusiones.

La identificacion de la relacion entre las caracteristicas del paisaje y la
estructura genética de las poblaciones de abejas de la miel es compleja debido
a la multitud de factores que interactian. Nuestros resultados muestran
subdivisién poblacional, siendo més acusada en La Gomera que en Gran
Canaria, posiblemente debidos a dos factores principales: la geografia del
paisaje y el manejo apicola. Estos resultados podrian ser aplicados para
disefiar, desarrollar y monitorizar a las poblaciones de abejas de las Islas
Canarias en futuros programas de conservacion en Gran Canaria 'y La Gomera.
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B: Gran Canaria

Figura 1. Distribucion espacial de los haplotipos y frecuencias haplotipicas
por localidad de muestreo en las islas de La Gomera (A) y Gran Canaria (B).
Los numeros se corresponden con las descripciones de la Tabla 1.
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