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 Resumen 
 La estructura genética de las poblaciones de abejas melíferas de distintas regiones de la isla de Creta (Grecia), 
correspondientes a Apis mellifera adami (según el análisis morfométrico de RUTTNER, 1988) se estudió mediante el análisis RFLP de 
dos segmentos génicos de mtADN. 
 Se estudiaron sesenta muestras tomadas de distintas reinas. Se extrajo el ADN total y ulteriormente los segmentos génicos 
16s rADN (965 bp) y CO I (1028 bp) se amplificaron por PCR. Siete y, respectivamente, seis enzimas de restricción tuvieron al menos 
un sitio de reconocimiento en los segmentos génicos 16s rADN  y, respectivamente, CO I. 
 La variación intrapoblacional se evidenció para el segmento génico CO I, digerido con el enzima de restricción BstU I. 
 Se comprobó que la estructura genética de estas poblaciones se ha modificado, posiblemente a causa de la apicultura 
pastoral y la cría comercial de abejas, en las dos últimas décadas. Al parecer, en la isla de Creta ya no existen poblaciones puras de 
Apis m. adami. Nuestros datos, contrastados con los aportados por investigaciones anteriores, muestran que la abeja melífera de Creta 
parece ser igual a las poblaciones de abejas melíferas de otras zonas de Grecia. 
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Introducción 
 
Tradicionalmente, la taxonomía intraespecífica de la abeja melífera, Apis mellífera, se ha basado en 

la morfología. En el presente, están reconocidas 26 subespecies de A. mellifera, teniendo en cuenta sus 
caracteres morfométricos (RUTTNER, 1988, 1992; SHEPPARD et al., 1997). 

En fechas más recientes, los instrumentos genéticos, principalmente el análisis de la secuencia 
ADN y la electroforesis con alosima, se aplicaron al estudio de la diversidad de la abeja melífera. El ADN 
mitocondrial (mtADN) posee ciertas propiedades que le convierten en  instrumento favorito en la sistemática 
y la biología de las poblaciones. En general, es heredado por vía materna, sin recombinación. Por tanto, 
permite detectar con precisión los haplotipos extraños dentro de las poblaciones. Sólo la herencia materna 
del mtADN quedó comprobada en las abejas melíferas (MEUSEL y MORITZ, 1993) y, así, todas las obreras 
y todos los zánganos de una colonia comparten con la reina el mismo mtADN. Pero hay que tener en cuenta 
algunas mejoras técnicas, de fecha más o menos reciente, en el manejo de la colmena, entre las cuales la 
importación de reinas y la práctica del pastoreo. 

Mediante investigaciones morfométricas, las poblaciones de abejas melíferas de Creta (Mar Egeo 
del sur, Grecia) fueron descritas por Ruttner (1980) como Apis mellifera adami. Según Ruttner (1988), Apis 
m. adami presenta semejanzas morfológicas acusadas con las subespecies del  Oriente Próximo. El análisis 
aloenzimático (BADINO et al., 1988) de las poblaciones de abejas melíferas de la Grecia continental (Tracia, 
Macedonia, Grecia Central y Peloponeso), y también de aquellas que habitan la isla de Creta, muestra que 
en Creta ha habido una raza pura. 

En nuestra investigación, las poblaciones de abejas melíferas de distintas zonas de la isla de Creta, 
correspondientes a Apis m. adami, según el análisis morfométrico (RUTTNER, 1988), se estudiaron 
mediante el análisis RFLP de dos segmentos génicos mtADN. 

Nuestro objetivo ha sido estudiar la estructura genética de estas poblaciones, con el propósito de 
comprobar si en Creta sigue habiendo una raza pura de poblaciones de abejas y, además, si existe alguna 
coincidencia con el análisis morfométrico de Ruttner (1988). 

 
 
Materiales y métodos 
 
 
Se recogieron abejas de 60 colonias de distintas zonas de Creta (Chania, Rethymno, Heraklio y 

Lasithi). Los sitios de muestreo están presentandos en la Figura 1. Las poblaciones de abejas melíferas de 
estas zonas corresponden a la raza A.m. adami, según el análisis morfométrico (RUTTNER, 1988). 
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Figura 1 - Sitios de muestreo de Creta: Chania, Rethymno, Heraklio, Lasithi. 
 
 
 
 Las muestras se llevaron vivas al laboratorio y se guardaron a -80°C hasta el momento del análisis. 
El ADN total se extrajo de cada individuo, siguiendo el protocolo establecido por HUNT y PAGE (1992), 
operando algunas modificaciones menores (BOUGA et al., 2003). 
 La variación del ADN mitocondrial se analizó mediante RFLP, sobre productos amplificados por 
PCR. Dos juegos de iniciadores se utilizaron para amplificar los segmentos génicos 16s rADN y CO I. Los 
iniciadores empleados para el segmento 16s rADN fueron el par 5'-CAACATCGAGGTCGCAAACATC-3' y 
3'-AGTTGGGACTATGTTTTCCATG-5' (NIELSEN et al., 1994), y para el segmento CO I el par 5'-
GATTACTTCCTCCCTCATTA-3' y 3'-AATAAGCTGATAGGTCCTAA-5' (NIELSEN et al., 1999). La reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR) (SAIKI et al., 1988) se efectuó tal como está descrita por BOUGA et al. 
(2003), igual que las condiciones PCR. Los segmentos de mtADN amplificados fueron digeridos con 
enzimas de restricción. Los enzimas informativos de restricción empleados para el segmento génico 16 s 
rADN fueron Ssp I, Dra I, Hinc II, EcoR I, Pst I y Alu I, y para el segmento génico CO I fueron Sau3A I, Fok I, 
Bel I, Ssp I, BstU I y Xho I. 
 Ulteriormente, los segmentos digeridos se separaron electroforéticamente, sobre geles de agar al 2 
%, en tampón de 0,5X TBE teñido con bromuro de etidio y vizualizados en luz UV. Los tamaños de los 
fragmentos de ADN se compararon con el marcador PCR (Promega), aplicado sobre el mismo gel, y se 
calcularon empleando el programa DNAfrag 3,03 (NASH, 1991). Una letra, por orden de aparición, identificó 
los distintos modelos de restricción. Ulteriormente, se definieron genotipos compuestos para cada individuo 
de todos los modelos de restricción de los dos segmentos de mtADN. 
 
 
 Resultados 
 
 
 Los tamaños encontrados para los segmentos de mtADN, amplificados por la técnica PCR, fueron 
de 964 bp y 1928 bp, para los segmentos génicos 16 s rADN y, respectivamente, CO I. Siete y seis enzimas 
de restricción tuvieron al menos un sitio de reconocimiento en los segmentos amplificados 16 s rADN y, 
respectivamente, CO I. Los modelos de fragmentación producidos por cada enzima de restricción para los 
dos segmentos de mtADSN están presentados en las tablas I y II. 
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Tabla I 
Evaluación del tamaño de los fragmentos (en pares básicos) de todos los modelos de fragmentación observados en los 

segmentos génicos de mtADN 16 s rADN, en la población estudiada 
16s rADN 

Sau3A I Ssp I Dra I Hinc II EcoR I Pst I Alu I 
 A  A  A  A  A  A  A 

548 - 628 - 557 - 598 - 492 - 621 - 572 - 
416 - 336 - 407 - 366 - 472 - 343 - 392 - 

 
 

Tabla II 
Evaluación del tamaño de los fragmentos (en pares básicos) de todos los modelos de fragmentación en los segmentos 

génicos de mtADN CO I, en la población estudiada 
CO I 

Sau 3A I Fok I Bcl Ssp I Bstu I Xho I 
 A  A  A  A A B  A 

371 - 476 - 465 - 487 - 1028  -  616 - 
349 - 425 - 326 - 277 - 658 - 412 - 
280 - 127 - 237 - 264 - 370 -   
28 -           

 
 

 La variación intrapoblacional se relevó, para el segmento génico CO I, digerido con el enzima 
restrictivo BstU I, como se muestra en la Figura 2. 
 
 
 
 

 
 
 
 

Figura 2 - Modelos de restricción de los fragmentos tras la digestión con el enzima BstU I, en las  
poblaciones de abejas melíferas de (1-3) Chania, (4-6) Rethymno, (7-9) Heraklio, (10-12) Lasithi. 

(vertical: marcador PCR) 
 
 
 
 Los dos haplotipos (genotipos compuestos) detectados en las poblaciones estudiadas (las letras, 
por orden, se corresponden con el mismo orden de los modelos de fragmentos presentados en las tablas I y 
II); la incidencia de los haplotipos y el tamaño de la muestra aparecen en la Tabla III. 
 
 

Tabla III 
Genotipos compuestos (haplotipos), incidencia de los haplotipos y tamaño de la muestra (N)  

en todas las poblaciones estudiadas 

Genotipo compuesto Localidad de  procedencia de la muestra Haplotipo 

 Chania Rethymno Heraklio Lasithi 
Tipo 1 AAAAAAAAAAABA 1 000 1 000 1 000 0,933 
Tipo 2 AAAAAAAAAAAAA    0,067 

N 15 15 15 15 15 
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 Discusiones 
 
 El estudio del mtADN presenta particular interés en las abejas melíferas, siendo el marcador idóneo 
para la colonia - todos los individuos de la colonia comparten el mismo haplotipo (salvo las mutaciones), de 
acuerdo con la herencia materna. 
 Los resultados del presente estudio, contrastados con los resultados de trabajos anteriores (BOUGA 
et al., 2003), evidencian que las abejas melíferas de la isla de Creta son iguales a las abejas de otras zonas 
de Grecia, tal vez producto de la importación de reinas de estas zonas. Los resultados del análisis 
morfométrico clásico (HARIZANIS et al., 2001) efectuado sobre las mismas muestras y la comparación con 
las abejas de Macedonia (norte de Grecia) mostraron que no hay diferencias estadísticamente significativas 
entre estas poblaciones. El estudio basado en el análisis morfométrico geométrico (HATJINA et al., 2002) 
indica que hay una escasa variabilidad en las abejas melíferas de Creta. Nuestros resultados evidencian 
que existe un único haplotipo en las abejas de Creta, de escasa incidencia. Parece ser que este haplotipo 
es producto de la importación de reinas extranjeras o de la existencia de la raza pura de Apis m. adami. 
 En general, es posible que la estructura genética de la población de abejas melíferas se haya 
modificado, a causa de la apicultura trashumante y la cría comercial de abejas, durante las dos últimas 
décadas, y nuestros datos parecen no coincidir con los del análisis morfométrico de RUTTNER (1988), en 
cuanto a la existencia de la raza Apis m. adami. 
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