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1. Resumen

Tetragonisca angustula es una especie del Neotrépico, conocida como abeja angelita, que
se ha adaptado a ambientes con alta presién antropica por lo que es la especie mas
ampliamente utilizada para cria artificial. Es posible que su amplia distribucion geografica,
desde México hasta Argentina, posibilite diferentes poblaciones con caracteristicas
genéticas distintivas que les permiten adaptarse a los ambientes naturales que ocupan. Se
presentan aqui para ocho poblaciones de abejas forrajeras de Tetragonisca angustula de
Colombia, los resultados de analisis utilizando morfometria lineal de caracteres
morfologicos asociados con percepcion visual, olfativa y de motricidad, asi como los
cambios en el tamafio y forma alar utilizando morfometria geométrica. Estos resultados se
complementan con el andlisis de secuencias de la region minibarcode de la subunidad |
del gen citocromo oxidasa | para Colombia obtenidas en este estudio y las registradas para
Brasil y Costa Rica. De manera general, se encontr6 que la longitud de la tibia posterior y
la distancia intertegular constituyen caracteres robustos para discriminar entre poblaciones
de la abeja angelita. De manera general, con todos los analisis, las poblaciones de
Villavicencio, Meta y Medellin, Antioquia se caracterizaron particularmente y aparecen
como poblaciones separadas de las deméas y claramente distinguibles por rasgos
morfolégicos y moleculares, en tanto que las poblaciones de Cundinamarca, con excepciéon
de Fusagasuga formaron un macro-grupo. Medellin fue la poblacién con mayor riqueza
genética seguida de Villavicencio, en tanto que Fusagasuga siempre estuvo separada de
las demés poblaciones de Cundinamarca cuando se analizé el ADNmt de sus poblaciones.
La altitud, el tipo de nido del cual provienen las abejas, ya sea natural o de caja racional,
pero de manera particular, la ubicacion geografica de poblaciones separadas por las
cordilleras, constituyeron factores fundamentales moldeando los caracteres morfoldgicos
y genéticos de las poblaciones estudiadas. Debido a que se reconocieron poblaciones
claramente diferenciadas, debe evitarse el traslado de nidos y preservar las poblaciones
naturales de la abeja angelita en Colombia como parte de su soberania en biodiversidad y

territorio.

Palabras clave: Morfometria, abejas sin aguijon, poblaciones, meliponicultura, abeja

angelita
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1.1 Abstract

Morphological and genetic diversity of Tetragonisca angustula (Hymenoptera:
Apidae) in Cundinamarca, Colombia: Tetragonisca angustula is a species of the
neotropics, known as little angel bee, which has adapted to environments with high
anthropic pressure making it the most widely used species for artificial breeding. It is
possible that their wide geographical distribution, from Mexico to Argentina, allows different
populations with distinctive genetic characteristics that allow them to adapt to the natural
environments they occupy. Presented here for eight populations of forage bees of
Tetragonisca angustula of Colombia, the results of analysis using linear morphometry of
morphological characters associated with visual, olfactory and motor perception, as well as
changes in size and wing shape using geometric morphometry. These results are
complemented by the analysis of sequences of the minibarcode region of subunit | of
cytochrome oxidase | gene for Colombia obtained in this study and those recorded for Brazil
and Costa Rica. In general, it was found that the length of the posterior tibia and the
intertegular distance constitute robust characters to discriminate between populations of
the little angel bee In general, with all the analyses, the populations of Villavicencio, Meta
and Medellin, Antioquia were particularly characterized and appear as separate
populations from the others and clearly distinguishable by morphological and molecular
traits, while the populations of Cundinamarca, with the exception of Fusagasuga, formed a
macro-group. Medellin was the population with the highest genetic richness followed by
Villavicencio, while Fusagasuga was always separated from the other populations of
Cundinamarca when the mtDNA of its populations was analyzed. The altitude, the type of
nest from which bees come, either natural or rational box, but in particular, the geographical
location of populations separated by mountain ranges, were fundamental factors shaping
the morphological and genetic characteristics of the populations studied. Because clearly
differentiated populations were recognized, nest relocation should be avoided and the
natural populations of the little angel bee in Colombia should be preserved as part of its

sovereignty over biodiversity and territory.

Key words: Morphometric, Stingless bees, populations, meliponiculture, little angel
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2. Introduccioén

En Hymenoptera, el clado Corbiculata dentro de la subfamlia Apinae, corresponde a un
grupo monofilético que se diferencié hace 75 millones de afios en el Cretacico Superior
(Porto et al., 2017) y comprende las tribus Apini (abejas meliferas eusociales), Meliponini
(abejas sin aguijon); Bombini (abejorros) y Euglossini (abejas de orquideas) (Porto y
Almeida, 2021: Engel, 2021). Como autapomorfia del clado, la corbicula es una adaptacion
morfolégica para transportar el polen que se encuentra en el lado externo de la tibia
posterior (Engel y Rasmussen, 2020). La diversificacion de cada tribu corbiculada tuvo
lugar en escenarios hiogeograficos diferenciados: Euglossini y Meliponini en habitats
tropicales en el Neotropico, Afrotrpico y Australasia, mientras que Bombini y Apini se
diversificaron en el Viejo Mundo (Melo 2020). Apini y Meliponini son las Unicas tribus con
un comportamiento altamente social, representadas en Apini por el género Apis (Arias y
Sheppard, 2005) y en Meliponini por géneros en el viejo y huevo mundo (Melo, 2020),
muchos de ellos con alta controversia taxondmica debido a la abundancia de especies
cripticas (Roubik, 2013). Como autapomorfias de Meliponini se reconocen: aguijén
reducido, venacion reducida en el ala y tamafio corporal pequefio, ademas de presentar
dimorfismo entre castas, nidos complejos, un comportamiento de forrajeo, dieta diversa y
eusociabilidad (Melo, 2020). La eusociabilidad en abejas sin aguijén constituye la definicion

de castas en la que se reconocen a la reina, los machos y obreras (Boomsma et al., 2014).

El género Tetragonisca Moure, 1946 (Hymenoptera: Meliponini) esta representado por
Tetragonisca buchwaldi (Friese, 1925), Tetragonisca weyrauchi (Schwarz, 1943),
Tetragonisca fiebrigi (Schwarz 1938) y Tetragonisca angustula (Latreille, 1811). T.
angustula tiene una distribucion geografica que va desde el sur de México hasta el norte
de Argentina (Santiago, 2013) con nidos localizados en altitudes entre 100-1800 metros
sobre el nivel del mar (msnm) (Nates-Parra, 2001) por lo que se considera puede constituir
un complejo de especies cripticas (Francisco et al., 2015., Brochero y Garcia-Morantes,
2021; Engel et al., 2021). Tetragonisca angustula es la Unica especie con distibucion en

Colombia (Camargo y Pedro, 2013), es una especie haplodiploide con hembras diploides
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2n=34 generadas por fecundacidon y machos haploides n= 17, por lo que la formula
cromosomal para la especie corresponde a 2K=34AM (Barth et al., 2011). La haplodiploidia
puede contribuir a la disminucién de la variabilidad genética debido a la baja presencia de
individuos reproductivos, puesto que en insectos eusociales, Unicamente son fértiles los
machos y la reina (Beye et al.. 2003). El locus para la determinacién del sexo en los
himenopteros es CSD (Complementary Sex Determination, por sus siglas en inglés)
(Zayed, 2009) cuando se producen machos diploides homocigotos con dos alelos CSD
(Beye et al., 2003) nacen con éxito reproductivo nulo (Packer et al., 2005, dos Santos et
al., 2013; Vollet-Neto et al., 2015) fendmeno que se da por apareamiento entre individuos
relacionados (dos Santos et al., 2016). Sin embargo, en estos casos las obreras suelen
ejecutar a la reina como una estrategia de preservacion de la variabilidad genética (Vollet-
Neto et al., 2019). Los machos son quienes mas contribuyen a la riqueza genética de las
poblaciones, particularmente del ADN nuclear dispersando genes para lo cual pueden
volar de 600 m hasta 1600 m desde su nido natal hasta encontrar enjambres de
apareamiento (Paz et al., 2008; Santiago et al., 2016; dos Santos et al., 2016). Las reinas
pueden tener una vida de hasta tres afios (Torres et al., 2007), son fecundadas en un Gnico
vuelo de apareamiento y luego cuidadas por obreras al interior del nido (dos Santos et al.,
2018), presentan una baja capacidad de dispersion, dependiendo aun de los recursos del
nido madre, comportamiento que se denomina filopatria y se considera que deprime la
variabilidad genética del ADN mitoncondrial (ADNmt) (Francisco et al., 2013; Francisco et
al., 2014). Las obreras, pueden vivir entre 30 a 50 dias (Torres et al., 2007; Nates- Parra,
2021) y tienen funciones de cuidado del nido, de las crias, de forrajeo y de defensa, estas
Ultimas se reconocen por ser obreras soldados (Griter et al., 2012; Baudier et al., 2019).
La funcién de las obreras dentro de la subcasta cambia a medida que envejecen, iniciando
con la labor de vigilar en posicion flotante cerca del nido a vigilar en la entrada del nido sin
realizar vuelo (Baudier et al., 2020). Las obreras de T. angustula se caracterizan por
presentar un tamafio corporal de aproximadamente 4 mm de longitud, abdomen amarillo,

cabeza y térax negro (Nates-Parra, 2005).

Los meliponinos son organismos de interés cultural y econdmico para las comunidades
humanas que extraen miel y propoéleo, practica que se conoce como meliponicultura

(Cortopassi-Laurino et al., 2006; Nates-Parra y Rosso-Londofio, 2013; Gruter, 2020). La
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abeja sin aguijon Tetragonisca angustula (Latreille, 1811), conocida comiunmente como
abeja angelita en Colombia (Nates-Parra 2021), es una de las especies frecuentemente
mantenidas en meliponicultura en América Latina (Nates-Parra, 2005, Fuenmayor et al.,
2013), debido a su comportamiento ddcil en comparacion con las abejas meliferas y al
valor de su miel con propiedades medicinales (Santiago et al., 2016). La intensificacion de
la cria artificial de la abeja angelita conlleva a la extraccion y destruccion de nidos naturales
(Carvalho et al., 2009), a la divisién de nidos mantenidos en cajas racionales de cria y al
traslado de poblaciones para situarlas en habitats antropicos que faciliten su cria (Reyes-
Gonzales et al., 2016). Estos procesos de domesticacion la convierten en una especie
susceptible a efectos de reduccion de la variabilidad genética de sus poblaciones (Byatt et
al.,, 2016; Brochero y Garcia-Morantes, 2021). En este contexto, es fundamental
caracterizar las poblaciones naturales de T. angustula que permita realizar aportes a su

biologia y ecologia y proponer estrategias de conservacion y uso ético de la melionicultura.

Para caracterizar poblaciones de T. angustula se ha utilizado tanto andlisis de caracteres
morfolégicos como de su ADN. Utilizando morfometria geométrica y secuencias del gen
hexoquinasa lo que permitié identificar procesos de hibridacién entre T. angustula
distribuida por el Norte de Brasil y T. fiebrigi distribuida en el Oeste y Sur de Brasil, o que
se atribuy6 al traslado de nidos(Castanheira y Contel, 2005). La hibridacion entre estas
especies, se confirmd también a partir del analisis de genes que codifican esterasas, donde
se encontraron caracteristicas bioquimicas y genéticas diferenciadas entre T. angustula y
T. fiebrigi pero compartida por algunas poblaciones (Stuchi et al., 2012). El analisis de los
genes mitocondriales ATPasas 8, 6 y COIIl permitieron separar claramente poblaciones de
T. angustula y T. fiebrigi (Koling y Moretto, 2010). En el Norte de Brasil, se investigaron los
polimorfismos mitocondriales entre T. angustula y Tetragonisca weyrauchi (Schwarz, 1943)
lo que permitié sugerir por analisis de Inferencia Bayesiana que el ADNmt de T. angustula
tiene una mayor variabilidad genética que el de T. weyrauchi (Ronqui et al., 2020). Estos
estudios son importantes debido a que permiten generar estrategias de conservacion, ya
qgue la hibridacion entre dos especies podria resultar en la extincibn genémica de la

poblacién méas pequefia (Byatt, et al. 2015).
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Verificar la variabilidad genética de las poblaciones de T. angustula, permite discriminar
poblaciones que responden diferencialmente a la interaccion con el ambiente y reconocer
su riqueza genética (Brochero y Garcia-Morantes, 2021). Esto es particularmente
importante por la amplia distribucion geogréfica de la especie (Mangolin et al., 2006) lo que
representa diferentes regiones ecoldgicas (Castanheira y Contel, 2005; Santiago, 2013).
Analizando poblaciones de T. angustula de 25 localidades en tres paises de América Latina
y utilizando dieciocho (18) cebadores para generar 218 marcadores RAPD (amplificacion
aleatoria de ADN polimérfico, por sus siglas en inglés) se logré reconocer poblaciones en
el grupo oriental que se distribuye desde Panama hasta el estado de Santa Catarina, en el
Sur de Brasil y el grupo occidental con distribucion mas al Sur y Oeste de Brasil hasta
Noroeste Argentino (Oliveira et al., 2004). Marcadores RADP permitieron reconocer seis
marcadores que diferenciaban a T. angustula de las poblaciones del estado de S&o Paulo
con las del estado de Para en Brasil, con un coeficiente de diferenciacion genética (GST)
de 0,2568 y un flujo genético estimado (Nm) de 1,4474 (Baitala et al., 2006). Utilizando
el mismo marcador molecular, cinco poblacionales de obreras de T. angustula analizadas
para Venezuela, revel6 que cuatro (4) se agruparon en un solo conglomerado (Salazar et
al., 2014). Marcadores microsatélites evaluados en poblaciones de T. angustula
dsitribuidas en Brasil revelaron 73 haplotipos, sugiriendo 10 grupos genéticos y una
diversidad moderada a alta en todas las poblaciones (Francisco et al., 2017). Combinando
el analisis de microsatélites con analisis del gen COIl del ADNmt se logré diferenciar
poblaciones de la abeja angelita provenientes de meliponarios y nidos en esas mismas
poblaciones de Brasil, encontrando una alta variabilidad genética nuclear en poblaciones
de meliponarios y nidos silvestres, pero con baja variabilidad genética mitocondrial en las

abejas de meliponarios, posiblemente por la divisién de nidos (Santiago et al., 2016).

La morfometria lineal y geométrica han permitido caracterizar morfoldgicamente especies
y poblaciones de abejas sin aguijon (Bookstein, 1991; Francoy et al., 2011). T. angustula
de zonas urbanas y reservas forestales de Brasil revelaron diferencias en tamafio a partir
del andlisis de variables sensosiales, y variables asociadas a la motricidad como el ala
anterior y posterior, junto con las patas posteriores (Kataguiri, 2003). En otras especies de
abejas sin aguijon, la morfometria ha discriminado poblaciones. Por ejemplo, en Melipona

subnitida Ducke, 1910 se encontrarén diferentes poblaciones diferenciadas por la forma
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y tamafio del ala anterior, caracteristicas que sugierieron adaptacion al paisaje donde se
encuentran distribuidas y bajo flujo de genes debido a la fragmentacion del paisaje a lo
largo de la zona geogréfica (Lima et al., 2014). En India se logr6 reconocer grupos
fenotipicos de Tetragonula iridipennis Smith, 1854, mediante analisis de morfometria
geométrica del ala sugiriendo dos grupos asociados a estructuras de paisaje contrastantes,
lo que permitié orientar estrategias para evitar el traslado de nidos entre estas zonas y
evitar procesos de hibridizacion y pérdida de la riqueza genética de cada poblacién
(Francoy, et al., 2016). Los estudios morfométricos permiten caracterizar poblaciones en
funcién del tamafio corporal de los individuos y comprender aspectos de su
comportamiento de forrajeo y adaptaciones con el ambiente (Ribeiro, et al. 2019).Las
abejas estan expuestas a variaciones de temperatura y escasez de alimento, generando
gue un genotipo exhiba fenotipos variables altamente integrados y adaptados (Whitman y
Agrawal, 2009).

Los estudios morfométricos de poblaciones naturales deben complementarse con analisis
de secuencias genéticas lo que, desde la taxonomia integrativa (Padial et al., 2010;
Schlick-Steiner et al., 2010) aporta informacion para resolver problemas taxonémicos e
implementar propuestas para la conservacion de las abejas sin aguijén. En Melipona
beecheii Bennett, 1831 se analizaron once rasgos morfoldgicos, seis marcadores
microsatélites y un fragmento del gen ADNmt-COIl lo que permitié encontrar diferencias
significativas en la estructura genética entre poblaciones de Costa Rica y la Peninsula de
Yucatan en México,las primeras mas grandes y oscuras en la coloracién del integumento.
Estos resultados sugirieron procesos de especiacion de la especie a cada ecétopo
estudiado (Quezada-Euan et al., 2007). Con el analisis de morfologia del ala anterior
derecha por morfometria geométrica se reconocieron dos poblaciones de Plebeia remota
Holmberg, 1903 y no se encontré que compartieran haplotipos, lo que se confirmé con el
andlisis de ADNmt mediante RFLP (Fragmentos de restriccion de longitud polimérfica, por
sus siglas en inglés) que sugiri6 ausencia de flujo de genes entre las poblaciones
(Francisco et al., 2008). Por morfometria lineal y andlisis de marcadores microsatélites y
de la region cox1 del ADNmt, fue posible reconocer dos linajes para Scaptotrigona
hellwegeri Friese, 1900 en México,un linaje correspondiente a poblaciones de la Costa

Pacifica y otro, a poblaciones ubicadas en el cinturén volcanico trans-mexicano. Este
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reconocimiento poblacional ha permitido adoptar estrategias de conservacion biolégica y
manejo responsable por meliponicultura para la especie (Quezada-Euan et al., 2011).

Entendiendo que los analisis de caracteres morfolégicos de las especies deben ser
complementados con andlisis genéticos y de la ecologia para comprender los procesos
adaptativos de sus poblaciones (Brochero y Garcia-Morantes, 2021), este trabajo presenta
la caracterizacién morfologica y genética de obreras de T. angustula de ocho poblaciones
de Colombia provenientes de nidos naturales y artificiales localizados en diferentes

ubicaciones geogréficas con diferentes altitudes sobre el nivel del mar.

3. Objetivos

El Consejo de Facultad de Ciencias Agrarias, sede Bogota de la Universidad Nacional de

Colombia aprobé los siguientes objetivos para el proyecto de tesis:
Objetivo General.

“‘Determinar la diversidad genética y morfolégica de poblaciones de Tetragonisca
angustula Latreille, 1811 (Hymenoptera: Apidae: Meliponini) recolectadas de cria artificial

en cuatro municipios del departamento de Cundinamarca, Colombia”.

Objetivos especificos

1. Determinar diferencias morfologicas de obreras de Tetragonisca angustula procedentes
de meliponarios de las poblaciones de cuatro municipios de Cundinamarca utilizando
morfometria geométrica y lineal.

2. Determinar la variabilidad genética entre las obreras de Tetragonisca angustula
procedentes de meliponarios de las poblaciones de cuatro municipios de

Cundinamarca, utilizando ADN mitocondrial.

Sin embargo, el presente trabajo presenta, ademas, resultados para poblaciones de
obreras forrajeras de T. angustula recolectadas en nidos naturales de los departamentos

de Meta, Cundinamarca y Antioquia en Colombia. En este contexto, aunque se debe
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preservar el titulo segun los objetivos aprobados por la Universidad para esta tesis, se
realiza un aporte significativo al estudio de la especie para Colombia.

4. Preguntas de investigacion e Hipétesis

Debido a que se incluyeron poblaciones naturales y de cria de obreras de Cundinamarca,
Meta y Antioqua, el presente trabajo planted las siguientes preguntas de investigacion e
hipétesis:

4.1. ¢(Como varia el tamafio y forma de las obreras de Tetragonisca angustula en
poblaciones naturales y de meliponarios en relacion con el origen geografico: altitud y
coordenadas geograficas de los sitios de recoleccién?

Se espera encontrar diferencias en los tamafios de las obreras de T. angustula de
poblaciones localizadas a diferentes rangos de altitud. La altitud es una caracteristica
abidtica que puede separar poblaciones por tamafio (Pauly y Hora, 2013). Se considera
gque a mayor altitud es mayor el tamafio del cuerpo de los insectos debido a la
compensacion en la toma de oxigeno (Matan, 2012). Asi mismo, a medida que aumenta
la altitud disminuye la temperatura, por lo que la busqueda de recursos florales exige
modificaciones en el tamafio de las abejas demandando mayor tamafio, como proceso
adaptativo al gasto que requieren para la termorregulacion y la actividad de vuelo en
relacion con la densidad del aire (Barragan, 2020). También se espera encontrar
diferencias en la forma y tamafio del ala de obreras de T. angustula, debido a que son
partes morfologicas asociadas, la capacidad busqueda de su alimento y dispersion
particularmente en paisajes fragmentados donde las abejas deben adaptar el vuelo a
diferentes condiciones microambientales y de distancia (Grimaldi y Engel, 2005, Ribeiro,
et al., 2019).

Los factores abibticos como precipitacion y humedad relativa de cada zona geogréfica,
ejercen presion sobre las abejas recolectoras con el aumento de recoleccion diaria para
las reservas de alimento durante épocas de sequia y escasez (Maia-Silva et al., 2015;
Hrncir y Maia-Silva, 2019). Se ha encontrado que las obreras de abejas sin aguijon durante
las épocas de abundancia de los recursos florales, aumentan el tamafio del térax para
cubrir la mayor area de forrajeo (Quezada- Euan et al., 2011). El tamafio de las obreras

esta relacionado con la busqueda de recursos, considerando que las abejas dependen
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durante todo su ciclo de vida de recursos florares para su desarrollo pero deben hacer
reservas cuando hay abundancia del recurso floral que mas les favorece para ser utilizados

en épocas del afio de poca floracion de éstos (Galvani et al., 2019).

4.2. ¢Podra la medicion de caracteres morfolégicas en poblaciones de Tetragonisca
angustula constribuir a la identificacion de la especie o para discriminar entre

poblaciones?

Se espera que los rasgos morfoldgicos con funcionalidad importante para las obreras de
T. angustula ofrezcan informacién taxonémica para distinguir entre poblaciones debido a
gue se ha reconocido que, por ejemplo, la longitud de la tibia es un buen indicador para

separar grupos en abejas sin aguijén (Trianto y Purwanto, 2020).

4.3.;Cudles son las diferencias morfoldgicas en tamafio y forma entre obreras de

Tetragonisca angustula provenientes de cajas racionales y de nidos naturales?

Se espera encontrar diferencias en el tamafio y forma de obreras de T. angustula
provenientes de cajas racionales con respecto a las obreras provenientes de nidos
naturales. Las cajas racionales o meliponarios se construyen desde la experiencia de los
meliponicultores, por lo que no estan estandarizadas en sus caracteristicas como por
ejemplo volumen y nimero de niveles (Chuttong et al., 2014). Los nidos naturales, en
general, tienen tamafios pequefios, en comparacion con los de meliponicultura, lo que
puede implicar efectos en el tamafio de las celdas de cria (Singh 2015), restringiendo el
espacio para almacenar alimento (Griter et al., 2012) lo que podria afectar el desarrollo de

las crias que se convertiran en obreras (Shi et al., 2011; Chole et al., 2019).

4.4. ¢Poblaciones de Tetragonisca angustula provenientes de meliponarios tendran

erosion de la variabilidad genética con respecto a las poblaciones naturales de la especie?

Se encontrara una reduccién en la diversidad genética para poblaciones de T. angustula
procedentes de cria con respecto a las poblaciones naturales debido a que el traslado de
nidos es una actividad que tiene efectos como la interferencia de apareamiento
contribuyendo a una pérdida de biodiversidad (Byatt, et al, 2015). Ademas, la division de
nidos también puede tener un efecto fundador reduciendo la variabilidad genética al

disminuir el tamafio efectivo de la poblacién (Santiago, 2013).
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4.5. ¢ El acervo genético de poblaciones de Tetragonisca angustula de diferentes origenes
geograficos con barreras biolégicas importantes como las cordilleras, podran tener una
riqueza genética mayor que poblaciones simpatricas ocupando una misma &rea

geografica?

Se espera encontrar mayor riqgueza genética en poblaciones aisladas por las cordilleras
entendiento que la diversidad de abejas sin aguijon se atribuye, en parte, a su baja
capacidad de dispersion (Francisco y Arias, 2010). Esto implica que las poblaciones de las
abejas sin aguijon se adapten a las condiciones abioticas en las que se encuentran sus
poblaciones (Hrncir y Maia-Silva, 2019). La colonizacién por especies de abejas sin aguijon
puede estar restringida por adaptaciones fisioldgicas y conductuales especificas a un nicho
ecoldgico, lo que resulta en un alto grado de endemismo en estos ecosistemas (Zanella
2000).

4.6. ¢Podran reconocerse especies cripticas dentro de Tetragonisca angustula de

poblaciones en Colombia con base en marcadores mitocondriales tipo barcode?

Debido a la amplia distribucion geografica de T. angustula, desde el sur de México hasta
el norte de Argentina que representan diferentes regiones ecoldgicas (Santiago, 2013) es
de suponer que sus poblaciones presenten caracteristicas genéticas distintivas que les
permiten adaptarse a las condiciones abioticas y biol6gicas de los ambientes naturales que
ocupan (Brochero y Garcia-Morantes, 2021). Colombia representa diferentes regiones
ecolégicas que pueden estar teniendo presion de seleccion para la genética de las

poblaciones de la abeja angelita.

4.7. ¢Existe una relacion entre las poblaciones de abeja antelita reconocidas por
morfologia lineal y geométrica ia y las reconocidas por la regién barcode delgen Citocromo
Oxidasa | (COIl) , ADNmt del presente estudio ?

No se espera encontrar correlacién entre las poblaciones reconocidas por diferencias
morfoldgicas encontradas por morfometria geométricay lineal para obreras de T. angustula
de Colombia con respecto a las secuencias de la region ADNmt-Minibarcode debido a que
la presion de seleccién natural para cada rasgo se asume como diferente. Sin embargo,
los resultados si seran complementarios y realizardn aportes paraa la biologia y ecologia
de la especie. No obstante, en Brasil se logré establecer diferencias genéticas con

enzimas asociadas al vuelo en relaciéon a la morfologia del ala en T. angustula y T. fiebrigi
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(Castanheira y Contel, 2005). También utilizando ADN nuclear se logré establecer dos
grupos para el Neotropico de T. angustula con poblaciones distribuidas en Brasil, Panama
y Argentina (Oliveira et al., 2004). El presente estudio contribuye a los primeros aportes de
la biologia de T. angustula basada en el analisis de caracteres morfoldgicos de poblaciones
naturales en Colombia y el conocimiento de las poblaciones en proceso de domesticacion
(Santiago, 2013)
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5. Materiales y Métodos
5.1 Sitio de estudio

Se realizo previa socializacion del proyecto y firma de consentimiento informado por
meliponicultores y residentes de las localidades con nidos naturales, entre marzo y julio de
2019, se recolectaron obreras de T. angustula de meliponarios en cuatro municipios y en
dos nidos naturales en el departamento de Cundinamarca, y en nidos naturales de
Medellin, Antioquia y Villavicencio, Meta (Figura 1, Tabla 1). Tena; La Mesa y Zipacoén |,
Cundinamarca son sitios caracterizados por tener cultivo de café con plantas silvestres al
interior del cultivo y sin manejo de aplicaciones de agroquimicos. Zipacén Il, Cundinamarca
el sitio se caracteriza por tener sellos ambientales que certifican el manejo organico en los
cultivos de café y mantener la finca con sus especies nativas tanto de flora como fauna.
En el caso de Narifio, Cundinamarca el nido de las abejas sin aguijon se encuentran en un
sitio fragmentado con practicas de ganaderia e intervenciéon de cultivos de sébila.
Fusagasuga, Cundinamarca es un area de bosque conservada separada por una fuente
hidrica. La zona no tiene fines econdmicos ni de produccién por tanto se encuentra
conservada, pero limita con areas intervenidas para ganaderia y asentamientos humanos
(Figura 1). Las coordenadas geogréficas y la altitud se registraron utilizando un sistema de
posicionamiento global (GPS 40 Garmin eTrex WGS84®) (Tabla 1). La humedad relativa
y temperatura ambiente se obtuvieron a partir de informacién recolectada cada quince
minutos durante 12 meses en dispositivos portatiles (datalogger CEM DT171®) y de
estaciones climaticas del Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales
(IDEAM) mas cercanas a cada sitio de estudio (Tabla 1).
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Figura 1. Mapa de la ubicacion geografica de los sitios de recoleccion de poblaciones de
obreras Tetragonisca angustula incluidas en el presente estudio.

Tabla 1. Caracteristicas de los sitios de recoleccion de obreras Tetragonisca angustula en

el presente estudio

Localidad Nido origen y niumero | Altitud Temperatura | Humedad Precipitacion
de obreras | msnm?! | Anual °C Relativa Media Anual
analizadas min.y max 2 Anual % mm ++

Departamento Municipio min. y max.
3
Tena Meliponicultura 38 1321 *16,8- 39,8 *23,7-99, 3 1.000-1.500
Meliponicultura 36 1331 *14,8 - 38,1 *27,4-98,1 1.000 - 1.500
© La Mesa
[&]
] L Meliponicultura 33 1700 *14,5 - 36,6 *29,1-96,2 1.000 — 2.000
c Zipacon |
IS
-_g .| Meliponicultura 30 1342 *14,5- 32,5 *29,8- 100 1.000 - 1.500
= Fusagasuga
>
o L Nido natural 10 1789 **13-22 **20- 95 1.000 - 2.000
Zipacon Il
o Nido natural 10 506 **22-31 **4- 93 500- 1.000
Narifio
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Antioquia Medellin

Nido natural 10 1495 **16-26 **10-99

2.000- 2.500

Meta Villavicencio

Nido natural 10 467 **20- 32 **10-98

2.500-3.000

1 Metros sobre el nivel del mar.

* Valores basados en los registros de dispositivos portatiles (datalogger CEM DT171®)
** \Valores obtenidos de estaciones climaticas, IDEAM 2019

++ Valores obtenidos de estaciones climaticas, IDEAM 2019

5.2 Material entomoldégico

Manualmente se recolectaron obreras ingresando al nido con polen evidente en la
corbicula, entre las 9hrs y las 12hrs (Bharath et al., 2019; Francoy et al., 2016) lo que
permitié discriminarlas de abejas soldados (Hammel et al., 2016). Cada sitio de estudio se
consider6 como una poblacién y se recolectaron obreras solo cuando los nidos lucieran
saludables, teniendo en cuenta el color de la piquera y el numero y flujo de obreras
ingresando a los nidos (Hrncir et al., 2019) (Tabla 2, Figura 2). A cada sitio se le asigné un
cbdigo con base a su origen geografico y ubicacion dentro del predio. Las muestras se
almacenaron en viales plasticos de 2,5 mL con alcohol al 96% y se refrigeraron a -20°C
en condiciones de laboratorio. Se recolectaron obreras de meliponarios con diferentes
dimensiones y con entradas orientadas a diferentes puntos cardinales,debido a que el
proyecto general contemplé el andlisis de recursos florales con relacion al polen
encontrado en las obreras y se desconocia el tamafio de la caja racional podria tener

influencia en el tamafio corporal de las obreras (Tabla 2, Figura 2).
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Tabla 2. Caracteristicas de las cajas racionales donde se recolectaron obreras
Tetragonisca angustula en el presente estudio
Origen geogréfico Ndamero de Cadigo Numero de Alto Cajones de
cajas caja* obreras Caja extraccion
censadas recolectadas (cm)
TCOO1E 2 20 2
TCOO02E 2 19 2
TCOO3E 3 20 3
TCO04E 2 19 2
Tena 17
TCOO5E 3 24 3
TCOO6E 3 22 3
TCOO7E 2 19 2
TCO001S 1 19 2
TCO003S 3 19 2
TC004S 3 21 3
TCO001W 1 18 2
TCO002W 3 17 2
TCOO3W 2 25 3
TC0012W 3 19 2
TCO06W 1 17 2
TCO08W 3 22 3
TCO0010W 1 17 2
Fusagasuga 5 FY001W 11 24 3
FY00o2w 6 24 3
FYOO3W 5 24 3
FY004W 4 24 3
FYOO5W 4 25 3
Zipacén | 9 ZGOO1N 4 32 3
ZGOO0O2N 4 28 3
ZGO001 E 5 25 3
ZG002 E 2 32 4
ZG001 S 4 32 4
ZG001 W 4 33 4
ZG002 W 4 32 3
< ZG001 SW 2 34 4
S ZG002 SW 4 21 3
% La Mesa 24 EJOO3E 3 30 4
= EJOO4E 1 15 2
E EJOOSE 1 31 4
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EJOOSE 3 19 3
EJOO9E 2 17 2
EJO10E 1 24 4
EJO11E 1 24 4
EJO12E 2 23 3
EJO13E 1 14 2
EJO14E 1 23 3
EJO15E 1 33 4
EJO17E 2 24 3
EJO18E 1 27 3
EJO19E 2 15 2
EJO21E 1 20 4
EJOO6S 3 38 3
EJO08S 1 44 3
EJO09S 1 39 3
EJO10S 2 33 3
EJO11S 2 22 4
EJO03S2 1 33 3
EJO05S2 1 39 3
EJO04S3 1 38 3
EJOO7S3 1 38 3

* El codigo de cada meliponario estaba compuesto por una letra inicial asociada al origen
geografico, una numeracién consecutiva en relacién con el total de cajas funcionales
censadas y una letra final que correspondiente a la orientacion cardinal de cada caja
funcional censada con respecto a la vivienda.



27

Figura 2. Tetragonisca angustula segun nido de origen. Cajas de cria: A Tena,
Cundinamarca; B La Mesa, Cundinamarca; C Zipacoén |, Cundinamarca D Fusagasuga,
Cundinamarca. Nido natural en guadua: E. Narifio, Cundinamarca. Nidos naturales: F.
Villavicencio, Meta (Nido en guadua); G. Zipacon Il, Cundinamarca (Nido al interior de
piedra).

5.2.1 Analisis de morfometrialineal de obreras forrajeras de Tetragonisca angustula.

Se midieron caracteres morfolégicos externos que se han utilizado para discriminar entre
poblaciones de Meliponini (Ribeiro y Alves, 2001, Quezada-Eulan et al., 2007, Ab Hamid et
al., 2016, Silva et al., 2018, Attasopa et al., 2018, May-Itza et al., 2019, Shanas y Faseeh,
2019, Efin et al., 2019, Trianto y Purwanto, 2020). A cada obrera, por poblacion de T.
angustula, se le midieron los siguientes rasgos morfolégicos: Largo de la tibia posterior
trasera (LTP), Distancia intertegular (DIT), Distancia entre la insercion antenal (DIA),
Espacio interocelar (EIO), Espacio oceloocular (EOO) y Longitud del ala anterior medida
desde la zona basal de la vena M+Cu hasta la zona apical donde termina la vena Rs (LAA)
(Figura 3).
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Figura 3. Caracteres medidos en obreras Tetragonisca angustula utilizando morfometria
lineal.La escala corresponde a 1 mm. A. Largo de la tibia posterior trasera (LTP), B.
Distancia intertegular (DIT), C. Distancia entre la inserciébn antenal (DIA), D. Espacio
interocelar (EIO), E. Espacio oceloocular (EOQO) y F. Longitud del ala anterior medida
desde la zona basal de la vena M+Cu hasta la zona apical donde termina la vena Rs (LAA).

Para cada espécimen se realiz0 registro fotogréafico de cada caracter morfologico evaluado,
para lo cual se utilizo una camara digital Nikon DS-2Mv® acoplada a un
estéreomicroscopio Nikon 5MZ 800®. El equipo se calibrd, usando una escala milimétrica,
para obtener una escala ajustada de 1 milimetro (mm) en todas las mediciones. Las
fotografias de las patas, torax y cabezas se tomaron con un objetivo de 2X y un ocular
10X. Cada caracter se midio tres veces, cada vez en una Unica jornada, tomando las
medidas en milimetros sobre el material fotografico y utilizando el programa informatico
ImageJ (Rueden et al., 2017). Los datos se consignaron en una base de datos Microsoft
Excel®. Cuando se encontraron datos atipicos en una poblacion de Tetragonisca
angustula, para cualquiera de los caracteres evaluados, se corroboraron las medidas en
cada caso (Ghosh y Vogt, 2012).
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Se realiz6 un andlisis de componentes principales (Jolliffe, 2005; Geladi y Linderholm,
2020) para seleccionar el caracter que representara la mayor variabilidad para las
poblaciones de la especie y que permitiera estandarizar las mediciones para poder
comparar entre éstas. El caracter seleccionado, entonces, se utilizé como denominador
para obtener la razon de todas las medidas para cada caracter por individuo/poblacién de
abeja angelita. Con las medidas estandarizadas para cada caracter de estudio, se realizé
estadistica descriptiva por poblacién, se evalué la normalidad de los datos con la prueba
Shapiro-Wilk (Shapiro y Wilk, 1965) y se evalu6 la homocedasticidad con la prueba de
Levene (Levene, 1960). Para verificar si la orientacion y tamafio de las cajas racionales
con respecto a los puntos cardinales tenia un efecto sobre el tamafo de las obreras, se
realiz6 un ANOVA (Fisher, 1930) con las variables con distribucion normal y con las

variables sin normalidad una prueba Kruskal-Wallis (1952).

Los analisis entre poblaciones se realizaron con las medidas estandarizadas a partir de la
conformacion de grupos que permitieran responder a las hipétesis planteadas en el
presente estudio. Para reconocer diferencias entre poblaciones procedentes de diferentes
altitudes se analizaron cinco grupos, asi: Grupo I: Villavicencio, Meta (467 m.s.n.m) y
Narifio, Cundinamarca (506 m.s.n.m); Grupo II: Tena (1321 m.s.n.m), Fusagasuga (1342
m.s.n.m) y La Mesa (1331 m.s.n.m) de Cundinamarca; Grupo lll: Zipacén I, Cundinamarca
(1700 m.s.n.m); Grupo IV: Zipacon Il, Cundinamarca(1789 m.s.n.m). y Grupo V: Medellin,
Antioquia (1495 m.s.n.m) Para reconocer si obreras criadas en cajas racionales para
meliponicultura tenian diferencias en el tamafio corporal, se consideraron dos grupos, asi:
Grupo |: Caja racional (CR): Tena, La Mesa, Fusagasuga, Zipacén | y Grupo Il: Nido
natural (NN): Medellin, Villavicencio, Zipacén Il, Narifio. Finalmente, para determinar si la
procedencia geogréfica de las poblaciones separadas por cordilleras tendria un efecto en
el tamafio corporal de las obreras de la abeja angelita de estudio, se tuvieron en cuenta
los siguientes grupos: Grupo |: Medellin (Cordillera Central); Grupo II: Tena, Fusa, La
Mesa, Zipacon |, Zipacon Il, Narifio (Cordillera Oriental®) y Grupo lll: Villavicencio
(Cordillera Oriental’). Los analisis entre poblaciones se realizaron a través de un MANOVA
(French et al., 2008) y las diferencias de medias entre caracteres medidos entre

poblaciones se estimaron utilizando la prueba de Tukey (Tukey, 1953) con un alfa de 0,05.
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El analisis MANOVA se complement6 con un Analisis Factorial de Datos Mixtos (FAMD)
gue permite combinar datos continuos y categéricos (Pagés, 2004). En este caso se utilizé
el paquete FactoMineR (Husson et al., 2008) implementado en el software R (R Equipo
central, 2018).

Con todas las poblaciones se realizé un analisis de componentes principales y un analisis
discriminante (Fisher, 1936) que permitieran reconocer caracteres robustos Utiles para
asignar los individuos a sus poblaciones de origen (Brown y Wicker, 2000). Los analisis
estadisticos se realizaron en el paquete estadistico Past version 4.02 (Hammer et al.,
2001). El analisis discriminante se realizd utilizando la distancia minima de Mahalanobis
asignada a cada poblacion calculada a partir de la matriz de covarianza (De Maesschalck
et al., 2000),

5.2.2 Morfometria geométrica del ala anterior de obreras forrajeras de Tetragonisca

angustula.

Para el analisis de morfometria geométrica el ala derecha de cada obrera fue dispuesta en
posicion dorsal, en seco, sobre lamina portaobjetos de vidrio y se cubrié con laminilla
cubreobjetos de vidrio sellada con esmalte industrial. Cada ala se fotografié utilizando
camara digital Nikon DS-2Mv® acoplada a un estereomicroscopio Nikon 5MZ 800®,
calibrado para obtener una escala ajustada en milimetros para todas las mediciones y
utillizando un objetivo de 2X y un ocular 10X. Se digitalizaron siete puntos de referencia
(seis landmarks y un semilandmark) cubriendo el area alar (Toro, et al. 2010) (Figura 4).

2da abscisa de
laRs
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Celda marginal
1ra Celda submarginal

2da Celda medial

1ra Celda medial

Celda radial

1ra Celda cubital

2da Celda cubital

Figura 4. Fotografia del ala anterior derecha de Tetragonisca angustula en posicion dorsal
y puntos de referencia para el andlisis de morfometria geométrica de las poblaciones de
estudio.

Cada punto de referencia se digitalizo tres veces para cada obrera por poblacién, durante
una Unica jornada, utilizando el software TPSDig version 2 (Rohlf, 2015). Para los andlisis,
cada punto de referencia estuvo representado por tres individuos por poblacién. La medida
de error de la digitalizacion de los puntos de referencia se estim6 calculando la varianza
de las coordenadas de las tres digitalizaciones para cada landamark/semilandmark por
individuo y entre los individuos por poblacién (Fruciano, 2016). Cuando se encontré una
varianza inferior a 0,7 por punto de referencia, se volvieron a digitalizar para la poblacién
de la abeja angelita correspondiente y los analisis subsecuentes, solo se realizaron cuando

todos los landmarks por individuo tuvieron un error menor o igual a 1 (Fruciano, 2016).

Se evaluaron los cambios de forma y de tamafio del ala entre individuos de cada poblacién
utilizando el programa MorphoJ (Klingenberg y Monteiro, 2005). Para este propdsito, se
realiz6 un analisis de Procustes por poblacion para obtener las coordenadas asociadas a
la forma del ala y al tamafio alar (Pacheco et al., 2016, 2018). El tamafio alar se estimo de
forma indirecta a partir de la estimacion del tamafio del centroide que utiliza la raiz
cuadrada de la suma de las distancias cuadradas de cada punto de referencia que
conformé el poligono de estudio en el ala de las poblaciones de Tetragonisca angustula
del presente estudio (Zelditch et al., 2004). Luego se aumentaron proporcionalmente las
configuraciones de los puntos de referencia, se rotaron por superposicion con respecto a

la configuracion de consenso y se aplicé un andlisis de componentes principales (PCA),
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para encontrar matrices de similitud entre caracteres y permitir describir los patrones de
similitud entre las entidades encontradas (Bookstein 1996). Finalmente se aplic6 un
andlisis de variables candnicas (CVA) para encontrar las caracteristicas de forma que
mejor distinguen entre grupos (Rohlf et al., 1996).

5.2.3 Analisis de poblaciones de Tetragonisca angustula utlizando marcador
molecular minibarcode del gen citocromo oxidasa subunidad | del ADNmt

Extraccion de ADN gendmico total.

Se seleccionaron, de manera aleatoria a partir de las poblaciones de abeja angelita
caracterizadas por morfometria lineal y geométrica, dos obreras por poblacion para realizar
los andlisis de biologia molecular. Para la extraccion de ADN total se utilizé el kit Invisorb
Spin Tissue MiniKit® (Rubin et al., 2006) siguiendo el protocolo de Francoso y Arias, 2013
con modificaciones. Se macer6 la cabeza, térax, patas medias anteriores y posteriores
izquierdas por cada muestra. No se incluy6 el abdomen para evitar presencia de ADN de
simbiontes (Gerth et al., 2011; Francoso y Arias, 2013). La calidad de ADN total extraido
por individuo se evalué con NanoDrop™ UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA) (O'neill et al., 2011) para estimar su pureza (Yu et al., 2017) a partir
de la relacién entre los valores de absorbancia de A260/280. La calidad del ADN se estimé
asumiendo que cuando esta relacién es menor o igual a 1,8 puede indicar contaminacién
por proteinas, fenoles u otros reactivos asociados al protocolo de extracciéon y cuando
estos oscilan entre 1,8-2,2 puede haber contaminacion por guanidinas residuales, fenoles
o detergentes. La confiabilidad de estos andlisis aumentan cuando la concentracién de

acidos nucleicos es mayor a 20ng/pl (Desjardins y Concklin, 2010; Yu et al., 2017).

Amplificacion del fragmento minibarcode del gen citocromo oxidasa | del ADN

mitocondrial de obreras forrajeras de Tetragonisca angustula.

De acuerdo con los resultados de purezay cantidad del ADN genémico extraido se hicieron
calculos de relacién volumen y concentracion inicial para diluir o concentrar las muestras
de ADN con el propésito de estandarizar la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

utilizando £20ng de ADN total (Desjardins y Concklin, 2010). Se utilizaron cebadores
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disefiados por Francoso y Arias, 2013 a partir de alineaciones con secuencias ADNmt-COlI
de abejas eusociales y solitarias obtenidas del GenBank, modificados en la posicion 5' a
partir del cebador LEP-F1 (Herbert et al. 2004a) y para la posicion 3’ del cebador MtD9
(Simon et al. 1994).

Las reacciones de PCR siguieron el protocolo de Francoso y Arias, 2013 con
modificaciones en el volumen de cada reactivo y en la temperatura de anillamiento para
los cebadores y de acuerdo con los protocolos de PCR disefiados en el Laboratorio de
Genética de Insectos de Interés Econdmico de la Facultad de Ciencias Agrarias de la sede
Bogota. Se utilizo 1,0 yl de ADN para un volumen final de 50 pl que contenia 5 yl de tampén
de PCR (Invitrogen®, EUA) a una concentracion de 10X, 1 ul de mix de dNTPs (Bioline®)
con concentracién de 10 mM, 2,5 ul de MgCl, (Invitrogen, EUA), 2 ul de cada cebador
(Macrogen®, Korea) con una concentraciéon de 10 uM, 1 ul de betaina (Santa Cruz
Biotechnology®) con concentracion de 1M; 0,5 yl de ADN Taq polimerasa (Invitrogen
EUA®) con concentracion de 5M y 35 pl de agua ultrapura. La amplificacion por PCR se
realiz6 con termociclador (Bio-Rad®), iniciando con desnaturalizacion a 94 °C durante 5
minutos; seguido de 35 ciclos a 94 °C para 1 minuto, 48 °C durante 1 minuto y 20 segundos
para el anillamiento de los cebadores; luego 64 °C durante 2 minutos para la extension; y
una extension final de 64 °C durante 10 minutos (Figura 5).

5 min 1 min

0 94°(C
Moe 2 min 10 min

64°C 64°C

Temperatura de anillamiento para los
cebadores COI -2166F y COI 2386R

35 Ciclos

Figura 5. Ciclos térmicos empleados para la amplificacion de fragmento del gen
mitocondrial COI(Citocromo Oxidasa subunidad 1) utilizandos lo cebadores COI-2166F y
COI-2386R
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Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 2,5%, preparado con 35 ml
de TAE 1x y 0,88 gr de agarosa y con tincion de 1,6 ul de Bromuro de Etidio. En cada
pozo del gel se agregd 2ul de azul de bromofenol (Thermo Scientific®), 1 ul de agua
ultrapura y 2 pl de ADN para una mezcla final de 5 ul. Los pardmetros para la cAmara de
electroforesis correspondieron a 400 mA (miliamperio), 70 V (Voltios) y se corrié en un
tiempo de 45 minutos.

Anélisis de secuencias minibarcode del ADNmt de Tetragonisca angustula.

Los productos de PCR con suficiente intensidad en la banda observada durante la
electroforesis se sometieron a secuenciacion bidireccional automatizada de ADN mediante
electroforesis capilar utilizando la quimica BigDye Terminator v3.1 de Applied Bio systems
(metodologia Sanger) en el Servicio de Secuenciacion y Analisis Molecular SiGMol de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. Las secuencias se editaron
manualmente basandose en los cromatogramas y se obtuvieron secuencias consenso por
individuo, para lo cual se utilizé el algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004) con el software
Geneious v7.1.7. (Kearse et al., 2012). Las secuencias obtenidas se compararon con las
bases de datos de GenBank y BOLD (The Barcode Of Life Data System, por sus siglas en
inglés). Posteriormente se estimaron relaciones filogenéticas mediante andlisis de Maxima
parsimonia (MP) e Inferencia Bayesiana (IB) en el portal CIPRES (Miller et al., 2010); para
los géneros de la tribu Meliponini con 56 secuencias para lo cual se escogieron géneros
del Neotrépico y un género del Paleotrépico.Se inclueyeron 66 secuencias de de T.
angustula de Brasil y Costa Rica ademas de las obtenidas en el presente estudio. Como

grupo externo se incluyé una secuencia de la especie Apis mellifera Linnaeus, 1758.

El andlisis de Maxima parsimonia se realiz6 con la herramienta PAUPRat con 1000
iteraciones (Sikes y Lewis, 2001), luego se computé un arbol consenso por la regla de la
mayoria con el programa PAUP 4.0a (Wilgenbusch y Swofford, 2003). EIl arbol consenso
incluye los grupos monofiléticos que se formaron en al menos el 50% de los arboles (Steel
y Bocker, 2000). El andlisis para Inferencia Bayesiana segun el criterio AIC (Criterio de
informacion de Akaike, por sus siglas en inglés) (Dziak et al., 2020) se obtuvo utilizando la

herramienta MrModelTest2 (Nylander et al., 2004) en el portal CIPRES siguiendo un
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modelo de sustitucion de nucletdtidos GTR+I+G para la matriz de secuencias de géneros
de la Meliponini y GTR+G para la matriz de T. angustula. El criterio AIC discrimina entre
modelos eligiendo el que pierde menos informacion, el valor menor de AIC seria el mejor
modelo (Dziak et al., 2020). El modelo GTR (Modelo general tiempo reversible, por sus
siglas en inglés) (Tavaré, 1986) es considerado el modelo mas robusto en comparacién
con el modelo JC69 (Jukes y Cantor, 1969), debido a que tiene mas pardmetros en la
frecuencia de tasas relativas para los cambios nucleotidicos (Posada y Buckley, 2004). Se
empled la herramienta MrBayes on XSEDE (Extreme Science and Engineering Discovery
Environment, por sus siglas en inglés). Para el caso de la matriz para las tribus de
Meliponini se corrié en 3 millones de generaciones y para la matriz de T. angustula se
corrié en 2 millones de generaciones, con una frecuencia de muestreo de arboles=10000
para ambas matrices (Altekar et al., 2004). Se verifico la convergencia de las cadenas de
Markov Monte Carlo (MCMC) utilizando Tracer v.1.7.1 (Rambaut et al., 2018). debido a
gue utiliza una técnica de simulacién para aproximar las probabilidades posteriores de los
arboles (Miller et al., 2015) para valores de tamafio de muestra efectivo (ESS) superiores
a 200 para cada parametro estimado. El arbol de maxima credibilidad se determiné con
TreeAnnotator v1.10.4 con un 25% de calentamiento y se visualizé con FigTree v1.4.4
(Rambaut, 2010). Se realizé, ademas, un dendograma basado en similitudes Neighbor-
Joining (Saitou, 1989) utilizando el software MEGA7para apreciar las agrupaciones por

datos de las secuencias de Colombia.

Los analisis de distancia genética intra e interespecificas se realizaron con la matriz de T.

angustula construida con secuencias de ADNm- COI de Brasil y Costa Rica, obtenidas de
GenBank y BOLD vy las generadas en el presente estudio. Las distancias genéticas, se
calcularon en el programa MEGA7 (Kumar et al., 2018) basandose en el modelo Kimura-
2-parametro (K2P) (Kimura,1980) y con 1000 de iteraciones para determinar el Bootstrap
(Rubin, 1981).

Los haplotipos se determinaron usando el software DnaSP v6.12 (Librado y Rozas, 2009),
estimando la diversidad genética dentro de las poblaciones con la diversidad de haplotipos
(Hd) (Saitou y Nei, 1987) y la diversidad de nucledétidos (1) (Nielsen, 2016). El archivo se
importé al programa PopART v1.7 (Leigh y Bryant, 2015) para visualizar la red de

haplotipos y mostrar las relaciones entre los individuos muestreados de diferentes lugares.
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6. Resultados

6.1 Andlisis de morfometria lineal de obreras de Tetragonisca angustula

El componente 1 del andlisis de componentes principales (PCA) reveld que la longitud del
ala anterior medida desde la zona basal de la vena M+Cu hasta la zona apical donde
termina la vena Rs (LAA) represent0 el 84,44% de la variabilidad en el tamafio corporal de
las obreras, en tanto que, el largo de la tibia posterior trasera (LTP) represent6 el 10,19%
cuando se analizaron las medidas directas por poblacién de la abeja angelita, es decir, sin
estandarizacion (Figura 6). Se seleccion6 entonces a LAA para estandarizar todas las
medidas de los caracteres morfolégicos evaluados en las poblaciones de T. angustula.
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Figura 6. Andlisis de componentes principales con las mediciones sin estandarizar de los
caracteres morfolégicos evaluados en T. angustula . Largo de la tibia posterior trasera
(LTP), Distancia intertegular (DIT), distancia entre la insercién antenal (DIA), espacio
interocelar (EIO), espacio oceloocular (EOQ) y longitud del ala anterior medida desde la
zona basal de la vena M+Cu hasta la zona apical donde termina la vena Rs (LAA).
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Los rangos de los promedios de las medidas estandarizadas para cada variable para
poblaciones de abeja angelita en Colombia correspondieron a: DIT (0,265- 0,305 mm); EIO
(0,086-0,100 mm); DIA (0,031- 0,038 mm); LTP (0,421-0,476 mm) y EOO (0,051- 0,061
mm). La poblacion de Villavicencio, Meta registro los valores maximos todas las variables
estandarizadas. La poblacién de Fusagasuga, Cundinamarca mostrd los valores mas
pequefios para la distancia intertegular (DIT), la distancia entre la insercién antenal (DIA)
y largo de la tibia posterior trasera (LTP), en tanto que la poblacién de Zipacén | mostro el
menor valor para el espacio interocelar (EIO) y presentd el mismo valor que la poblacién
de Fusagasuga para la insercion antenal (DIA). La poblacion de Medellin presenté el valor

menor para la variable del espacio oceloocular (EOO) (Tabla 3).

Tabla 3. Medidas lineales de caracteres morfoldégicos evaluados en poblaciones de

obreras de T. angustula del presente estudio.

Origen Geogréfico N Distancia intertegular (DIT)
Promedio Mediana Minima Maxima DS Ccv
Tena 38 0,273 0,274 0,246 0,307 0,011 0,000
g Fusagasuga 30 0,265 0,269 0,231 0,294 0,016 0,000
% Zipacon | 33 0,273 0,273 0,250 0,304 0,015 0
-_g La Mesa 36 0,271 0,274 0,214 0,312 0,021 0
é Zipacon Il 10 0,275 0,277 0,255 0,295 0,012 0
Narifio 10 0,293 0,295 0,281 0,302 0,007 0
Antioquia | Medellin 10 0,287 0,272 0,253 0,444 0,056 0,003
Meta Villavicencio 10 0,305 0,303 0,292 0,324 0,010 0
Origen Geogréfico N Espacio interocelar (EIO)
Promedio Mediana Minima Méaxima DS Ccv
© Tena 38 0,092 0,091 0,084 0,108 0,006 0
% Fusagasuga 30 0,093 0,093 0,079 0,101 0,005 0
§ Zipacon | 33 0,086 0,086 0,074 0,099 0,005 0
B2 La Mesa 36 0,089 0,089 0,079 0,103 0,007 0
3 Zipacon I 10 0,092 0,091 0,083 0,105 0,006 0
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Narifio 10 0,096 0,094 0,092 0,103 0,004
Antioquia | Medellin 10 0,090 0,093 0,059 0,102 0,012
Meta Villavicencio 10 0,100 0,100 0,094 0,104 0,003
Origen Geogréfico N Distancia entre la insercion antenal (DIA)
Promedio Mediana Minima Maxima DS cv
Tena 38 0,033 0,033 0,029 0,038 0,003 0
Fusagasuga 30 0,031 0,031 0,028 0,037 0,002 0
g Zipacon | 33 0,031 0,031 0,027 0,036 0,002 0
% La Mesa 36 0,032 0,032 0,028 0,037 0,002 0
-_g Zipacon Il 10 0,033 0,033 0,029 0,038 0,002 0
g Narifio 10 0,036 0,036 0,033 0,039 0,002 0
Antioquia | Medellin 10 0,034 0,034 0,029 0,036 0,002 0
Meta Villavicencio 10 0,038 0,038 0,034 0,041 0,002 0
Origen Geografico N Largo de la tibia posterior trasera (LTP)
Promedio Mediana Minima Méxima DS cVv
Tena 38 0,430 0,429 0,370 0,492 0,027 0,001
§ Fusagasuga 30 0,421 0,419 0,393 0,465 0,014 0
% Zipacon | 33 0,426 0,427 0,392 0,500 0,024 0,001
% La Mesa 36 0,439 0,439 0,394 0,501 0,022 0
é Zipacon I 10 0,439 0,441 0,417 0,459 0,014 0
Narifio 10 0,454 0,460 0,427 0,474 0,016 0
Antioquia | Medellin 10 0,447 0,443 0,425 0,481 0,021 0
Meta Villavicencio 10 0,476 0,476 0,463 0,496 0,011 0
Origen Geografico N Espacio ocelo-ocular (EOO)
Promedio Mediana Minima Méxima DS CcVv
Tena 38 0,058 0,057 0,052 0,068 0,004 0.000
§ Fusagasuga 30 0,058 0,058 0,053 0,064 0,003 0.000
% Zipacon | 33 0,054 0,053 0,049 0,066 0,004 0.000
-_g La Mesa 36 0,055 0,054 0,049 0,062 0,004 0.000
L:C; Zipacon I 10 0,057 0,055 0,054 0,064 0,003 0.000
Narifio 10 0,057 0,057 0,054 0,063 0,003 0.000
Antioquia | Medellin 10 0,051 0,056 0,051 0,063 0,004 0.000
Meta Villavicencio 10 0,061 0,061 0,057 0,066 0,003 0.000
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Las medidas estandarizadas para cada variable que mostraron normalidad (p>0,05)
correspondieron a la distancia intertegular (DIT), largo de la tibia posterior trasera (LTP) y
el espacio interocelar (EIO), cumpliendo ademas, con los principios de homogeneidad
(p>0,05). El analisis Anova y Krustal-Wallis de diferencias de medias de los valores de
variables morfologicas analizadas en abeja angelita, no revel6 diferencias significativas en
cuanto a la orientacion cardinal y el tamafio de las cajas racionales de donde se

recolectaron las obreras de angelita asociadas con meliponicultura.

El analisis MANOVA realizado con base en los promedios de medidas estandarizadas de

los caracteres morfolégicos evaluados en grupos segun la altitud del sitio de origen de las
poblaciones de angelita, revel6 mediante la prueba M de Box de la matriz de covarianza
gue las variables dependientes fueron iguales entre los grupos (p=0,062) lo que valido el
supuesto de homocedasticidad multivariante. No obstante, si se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las variables morfometricas entre los grupos formados
por la altitud (Lambda de Wilks p< 0,05). La prueba de Tukey (Tukey, 1953) con un alfa de
p< 0,05 para estimar las diferencias entre grupos con base en los promedios por variable
de las poblaciones con respecto a la altitud mostré diferencias significativas entre el Grupo
I con respecto al Grupo I, Grupo lll, Grupo IV y el Grupo V para las variables distancia
intertegular (DIT) y la distancia entre la insercion antenal (DIA). También, se encontraron
diferencias significativas (p< 0,05) entre el Grupo | con respecto a los grupos Grupo Il'y
el Grupo lll para el largo de la tibia posterior trasera (LTP), en tanto que el espacio
interocelar (EIO) revel6é diferencias signiticativas entre Grupo Il con respecto al Grupo |,
Grupo Il'y el Grupo Vy entre el Grupo |y el Grupo Il. El espacio oceloocular (EOO)
permitio revelar diferencias significativas entre el Grupo Ill con respecto al Grupo |y el
Grupo Il (Tabla 4).
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Tabla 4. Grupos de poblaciones de Tetragonisca angustula por rango altitudinal segun el

sitio geografico de recoleccion en Colombia

FACTOR ALTITUD
No. de obreras

Grupos Origen geogréfico Altitud* analizadas

Villavicencio 467
Grupo | Narifio 506 20

Tena 1321

La Mesa 1331
Grupo I Fusagasuga 1342 104
Grupo lll | Zipacén | 1700 33
Grupo IV | Zipacon 1789 10
Grupo V Medellin 1495 10

* Metros sobre el nivel del mar

Cuando se tuvieron en cuenta los grupos formados a partir del tipo de nido para la

recoleccién de las obreras de T. angustula incluidas en el presente estudio, la prueba M

de Box para la matriz de covarianza de las variables dependientes no mostré diferencias

entre los grupos (p=0,249) lo que revel6 homocedasticidad multivariante. Se encontraron

diferencias significativas para las variables morfometricas evaluadas (Lambda de Wilks p<

0,05) (Tabla 5)

Tabla 5. Grupos de poblaciones de Tetragonisca angustula formados por tipo de nido
segun el sitio de recoleccion de obreras en Colombia.

FACTOR NIDOS

Nimero de
Procedencia obreras
Grupos | Origen geogréfico nidos analizadas
Tena
Fusagasuga
Zipacon |
Grupo | |La Mesa Cajas racionales 137
Villavicencio
Medellin
Zipacon I
Grupo I Narifio Nidos naturales 40
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De acuerdo con la ubicacién geogréfica de las poblaciones de abeja angelita del estudio,
teniendo en cuenta la separacion por cordilleras, se encontr6 homocedasticidad
multivariante (p=0,138) y se encontraron diferencias estadisticamente significativas para
las variables morfometricas entre grupos (Lambda de Wilks p< 0,05). La prueba de Tukey
(Tukey, 1953) con un alfa de p< 0,05 revel6 diferencias significativas entre el Grupo Il con
respecto al Grupo |y Grupo Il para el largo de la tibia posterior (LTP), Distancia intertegular
(DIT), distancia entre la insercién antenal (DIA) y espacio oceloocular (EOQO), en tanto que
el espacio interocelar (EIO) permitié discriminar entre los grupos Grupo Il 'y Grupo lll
(Tabla 6).

Tabla 6. Grupos de poblaciones de Tetragonisca angustula formados por ubicacion

geografica segun el sitio de recoleccion de obreras en Colombia

FACTOR UBICACION GEOGRAFICA
Nimero de
obreras

Grupos |Origen geografico | Cordilleras | analizadas
Grupo | |Medellin Central 10

Tena

Fusagasuga

Zipacén |

La Mesa

Zipacon Il
Grupo Il | Narifio Oriental® 157
Grupo lll | Villavicencio Oriental® 10

aParte central de la Cordillera Oriental
bLimite de la Cordillera Oriental

El Andlisis Factorial de Datos Mixtos (FAMD) analizé en conjunto los datos cuantitativos
de los caracteres medidos por morfometria lineal en las poblaciones de abeja angelita del
estudio con respecto a los factores de altitud, tipo de nido y ubicacién geografica de las
poblaciones separadas por cordilleras considerados como datos cualitativos. Aunque el
aporte de las dos dimensiones solo explicé el 52% de la correlacion entre las variables

cualitativas y cuantitativas del analisis, se encuentra que todos los factores contribuyeron
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en la diferenciacion de las poblaciones, pero el el tipo de nido aporta mayor informacién

(Figura 7).
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Figura 7. Correlacion entre variables cuantitativas y cualitativas medidas en poblaciones
de T. angustula.. Cuantitativas: Largo de la tibia posterior (LTP), Distancia intertegular
(DIT), distancia entre la insercién antenal (DIA), espacio interocelar (EIO) y espacio
oceloocular (EOQ). Cualitativas: Altitud, Ubicacion geogréafica (UB_GEO) y nido.

No obstante, la altitud presenté el mayor porcentaje de explicacién con respecto a la

agrupacion de individuos, tanto en la dimensién 1 y 2. Para los datos cuantitativos, la

variable morfométrica con mayor porcentaje de explicacion en la dimension 1 correspondio

a la distancia entre la insercién antenal (DIA) y en la dimension 2 correspondié a la

distancia intertegular (DIT) (Figura 8).
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Figura 8. Contribucion de las variables cuantitativas y cualitativas a las dimensiones 1y 2
para las poblaciones de T. angustula. Cuantitativas: Largo de la tibia posterior (LTP),
Distancia intertegular (DIT), distancia entre la insercién antenal (DIA), espacio interocelar
(EIO) y espacio oceloocular (EOO). Cualitativas: Altitud, Ubicacion geografica (UB_GEOQ)

y nido.

Las variables con mayor contribucibn de explicacibn para separar poblaciones

correspondieron a la distancia entre la insercion antenal (DIA) y Largo de la tibia posterior

(LTP), mientras que la variable del espacio oceloocular (EOO) presentd la menor

contribucién. La dimension 1 estuvo explicada por un 34.6%; en tanto que, la dimensién 2

por el 18% (Figura 9).
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Figura 9. Calidad de la representacion y correlacion de las variables cuantitativas medidas
en individuos de ocho poblaciones de T. angustula de Colombia. Cuantitativas: Largo de
la tibia posterior (LTP), Distancia intertegular (DIT), distancia entre la insercién antenal
(DIA), espacio interocelar (EIO) y espacio oceloocular (EOO).

En las variables cualitativas, los factores de la ubicacion geogréfica para la Cordillera
Central (CC) y la altitud 1495 msnm (E), que corresponde a la poblacion de Medellin,
presentd una alta correlacion en las dimensiones 1y 2, mientras que la altitud 1789 msnm
(D) no presenté una mayor correlacion con la ubicacion geogréfica y presentd una baja
explicacién indicando que se requiere mas de dos dimensiones para representar mejor los
datos (Figura 10).

Qualitative variable categories - FAMD
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Figura 10. Calidad de la representacion y correlacion de las variables cualitativas por
grupos de poblaciones de T. angustula segun altitud, ubicacién geografica y tipo de nido
de origen. Altitud: (A) 467 -506 m.s.n.m , (B) 1321- 1342 m.s.n.m, (C) 1700 m.s.n.m; (D)
1789 m.s.n.m y (E) 1495 m.s.n.m. Ubicacién geografica: Cordillera Central (CC), Cordillera
Oriental (COa), Cordillera Oriental (COb). Nido: Caja racional (CR) y Nido natural (NN).

El FAMD del factor altitud agrupé las poblaciones de angelita de Zipacon | (1700 msnm),
Tena (1321 m.s.n.m), Fusagasuga (1342 m.s.n.m) y La Mesa (1331 m.s.n.m) de
Cundinamarca en un solo grupo, en tanto que; Zipacén Il (1789 m.s.n.m) formo otro grupo.

Medellin (1495 m.s.n.m) representé un solo grupo aislado de las demas poblaciénes y
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Villavicencio (467 m.s.n.m) junto con Narifio (506 m.s.n.m) representaron una poblacion
gue en comparaciéon con Medellin, esta més cerca de las poblacibnes de Cundinamarca
(Figura 11).
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Figura 11. Representacion y correlacion de las variables cuantitativas evaluadas en las
poblaciones de T. angustula con respecto a la altitud.Grupo [: Villavicencio (467 m.s.n.m)
y Narifio (506 m.s.n.m); Grupo II: Tena (1321 m.s.n.m), Fusagasuga (1342 m.s.n.m) y La
Mesa (1331 m.s.n.m); Grupo llI: Zipacén | (1700 m.s.n.m); Grupo IV: Zipacén Il (1789
m.s.n.m). y Grupo V: Medellin (1495 m.s.n.m)

El analisis FAMD con base en la ubicacién geografica con base en la separacion de
poblaciones de angelica por cordilleras, mostr6 a Medellin ubicada en la Cordillera Central,
como una poblacion aislada de las poblaciones de Cundinamarca y Villavicencio, Meta.
Otro grupo estuvo formado por las poblaciones Zipacén |, Tena, Fusagasuga y La Mesa,
con individuos separados de las poblaciones de Zipacon Il y Narifio, Cundinamarca.
Villavicencio, ubicado en el lado limite de la Cordillera Oriental, se muestra como una sola

poblacién cercana a la poblacién de Narifio (Figura 12).



46

Individuals - FAMD

b- : .
L 144 W,
|
- i UB_GEO
&= 1 -
2, COa
£ | ] cc
a } # | COb
0—----- " = - - . S 11 et At iy i
- E e
' | 1 ' '
-2 0 2 4 6

Z
Dim1 (34.6%)

Figura 12. Representacion y correlacion de las variables cuantitativas con evaluadas en
las poblaciones de T. angustula con respecto a ubicacion geogréfica.. Medellin; Cordillera
Central (CC), Tena, Fusa, La Mesa, Zipacén |, Zipacén Il, Narifio; Cordillera Oriental® (CCa)
y Villavicencio; Cordillera Oriental® (CCb).

Cuando se tuvo en cuenta el tipo de nido de procedencia de las obreras angelita del
estudio, el FADM logré discriminar claramente entre nidos naturales y cajas (Figura 13).
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Figura 13. Representacion y correlacion de las variables cuantitativas evaluadas en las
poblaciones de T. angustula con respecto al tipo de nido de origen. Caja racional (CR):
Tena, La Mesa, Fusagasuga, Zipacén | y Nido natural (NN): Medellin, Villavicencio,
Zipacon 1, Narifio.

El andlisis de componentes principales (PCA) para el total de las poblaciones analizadas
con variables estandarizadas revel6 que el largo de la tibia posterior trasera (LTP)
representada con 74,82% en el componente 1 y la distancia intertegular (DIT) con el
19,53% en el componente 2 son las dos variables que permiten explicar mejor la
variabilidad de las poblaciones estudiadas (Figura 14).
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Figura 14. Andlisis de componentes principales de caracteres morfol6gicos medidos en
milimetros en obreras de T. angustula. Largo de la tibia posterior trasera (LTP), distancia
intertegular (DIT), distancia entre la insercién antenal (DIA), espacio interocelar (EIO) y
espacio oceloocular (EOO).

El andlisis discriminante del total de las poblaciones de la especie del presente estudio
evaluadas, utilizando la distancia minima de Mahalanobis asignada a cada poblacion

calculada a partir de la matriz de covarianza (De Maesschalck et al., 2000), revel6 que el
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largo de la tibia posterior trasera(LTP) representada con 63,81% Yy la distancia intertegular
(DIT) 26,27% permitirian discriminar entre poblaciones (Figura 15).

3.00 Tena

Fusagasuga

Villavicenci

Axis 2

:3 2 =i /. BiE =, 5
g Zipacé?iﬁ'

i et | La Mesa LTP

Zipacén | -1.501

=225

-3.00
Axis 1

Figura 15. Andlisis discriminante de caracteres morfoldégicos medidos en milimetros en
obreras de Tetragonisca angustula. Largo de la tibia posterior trasera (LTP), distancia
intertegular (DIT), distancia entre la insercion antenal (DIA), espacio interocelar (EIO) y
espacio oceloocular (EOO).

6.2 Morfometria geométrica del ala anterior de obreras forrajeras Tetragonisca
angustula.

Solo se encontraron diferencias significativas en el tamafio del centroide para las
poblaciones de Zipacdn Il, Cundinamarca y Medellin, Antioquia (Tabla 9). Con respecto a
cambios en la forma del ala, las poblaciones de Tena, Fusagasuga, Zipacon |, Zipacon |l
de Cundinamarca y Villavicencio, Meta presentaron diferencias estadisticamente
significativas (Tabla 7). Las desviaciones de los puntos de referencia analizados por
poblacion de abeja angelita en el estudio, permite reconocer que las diferencias en las

formas del ala son particulares a cada poblacion.
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Tabla 7. Caracterizacion de forma y tamafio de alas de obreras de poblaciones de T.

angustula de Cundinamarca, Colombia.

Origen Porcentaje de | Tamaio del | Forma alar Representacion de la forma alar
geografico explicacién del | centroide poblacional | poblacional estimada por
andlisis de estimado morfometria geométrica
componentes
principales
\
- A\
= N
PCALl = 32, 862 F=1,37: F= 1.86:
Tena, gl=2 gl= 20
Cundinamarca PCA2 =17, 557 0= 0,26 0= 0.0144
~
PCAL = 36, 849 “—
F=0,91; gl=
La Mesa, _ F=0,69; gl=1 e
Cundinamarca PCA2=17, 977 p= 0,413 10

p=0.52
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Zipacén PCAL=35504 | | .0
Cundinamarca PCA2 =21 762 F:%’lg% gi=4 gl= 40

=2 p=", p= <0.0001
Fusagasuga PCAL =35, 874 A (G- Al F=2,90; gl=
Cundinamarca PCA2 =21 760 F:%’%% gI=2 | 59

=2 =5 p= <0.0001
Xegjelllr_l, PCAl1=51, 810 F=8,33 F= 0,40

ntioquia gl=4 gl=40
PCA2=24.732 | p=0,0105 | p=0,9983
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PCA1=50,192
Villavicencio F=1,00 F=1,95
Meta ' PCA2=27,007 gl=4 gl= 40
p=0,4859 p=0,0126
PCA1=49,045
Narifio F=0,60 F= 0,88
Cundir{amarca PCA2=23,133 gl=4 gl= 40
p=0,6805 p=0,6561
PCA1=44,241
Zipacon Il F=17,14 F=2,87
Cundinamarca PCA2=27,412 | gl=4 gl=40
p=0,0040 p=0,0002

El ANOVA revel6 que los individuos de Narifio, Cundinamarca y Villavicencio, Meta se
separaron de las demés poblaciones por la forma del ala (gl= 70, f=13,32 p= <. 0001) pero
no por el tamafo del centroide (gl= 7, f=0,70, p= 0,67), que constituye una medida indirecta

del tamafio corporal de los individuos.

Aunque las dos dimensiones del andlisis de componentes principales solo explico el

56,93% de la variacion de las poblaciones atribuida a la forma del ala, el primer
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componente permitié discriminar los puntos de referencia que se ven mas afectados
cambiando la forma del ala por poblacion y revelé6 movimiento para todos los puntos de
referencia para las ocho poblaciones. El analisis de componentes principales, encontro
gue la mayoria de las poblaciones de Cundinamarca y Medellin, Antioquia se comportan
como una Unica poblacion mientras se diferencian claramente de las poblaciones de

Villavicencio, Meta y Narifio, Cundinamarca (Figura 16).
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Figura 16. Analisis de componentes principales para todas las poblaciones de estudio con
base en la forma del ala. EI componente principal 1 tiene un 37,072% de varianza y el
componente principal 2 tiene 19,86% de varianza.

El andlisis de variables canonicas (CVA) reflejo también que Narifio, Cundinamarca y
Villavicencio, Meta se comportan como una Unica poblacién, en tanto que, la poblacion de
Medellin, Antioquia, aunque discriminada, comparte rasgos con las poblaciones de
Cundinamarca (Figura 17). La variacion del andlisis fue explicada con el 76,027% en los

dos primeros CVA de forma que mejor distinguen las muestras entre los grupos.



53

Medellin

[}

/ . La Mesa
f Villavicencio

Canonical variate 2

# we

Canonical variate 1

Figura 17. Andlisis de variables cano6nicas para todas las poblaciones de estudio con base
en la forma del ala. La variable canénica 1 tiene 50,144% de explicacion y la variable
canonica 2 tiene 25,883% de explicacion.

6.3 Andlisis de poblaciones de Tetragonisca angustula utlizando marcador
molecular minibarcode de la subnidad | del gen citocromo oxidasa del ADNmt

La extraccion de ADN con kit comercial Invisorb Spin Tissue MiniKit® (Rubin et al., 2006)
par las patas, térax y cabeza permitié obtener ADN gendémico total con concentracion por
encima de 20ng para cada muestra. Las muestras en NanoDrop reportarén contaminacion
por fenoles y proteinas, pero la concentracion mayor o igual a 20ng/ul fue aceptable para

continuar con los protocolos de PCR (Tabla 8).
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Tabla 8. Estimacion de la calidad de ADN gendmico total extraido de obreras forrajeras de

Tetragonisca angustula utilizando kit comercial.

Obrera forrajera Datos cuantitativos del nanodrop
Muestra Cddigo ng/u* | A260/A280** = A260/A230***
1 Tena TCO04E4 17,9 1,81 1,41

2 Tena TCO01E5 20,2 1,74 1,05

3 Fusagasuga FYooi1w1i 24,7 1,77 1,23

4 Fusagasuga FY005W1 31,3 1,85 1,27

5 Zipacén | ZGO002E4 4,3 1,75 0,71

6 Zipacon | ZG001sws5 @ 3,1 1,19 0,34

7 La Mesa EJO10E2 35,2 1,31 0,54

8 La Mesa EJ002S2 34,4 1,93 1,17

9 Medellin MO003 46,7 1,95 1,31
10 Medellin MO0O06 41 1,97 1,50
11 Zipacon I ZL0O04N 56,2 1,87 1,21
12 Zipacon li ZLOO1IN 45,8 1,76 0,76
13 Villavicencio | VE002 54,8 1,38 0,54
14 Villavicencio | VEO04 52,9 1,52 0,59
15 Narifio NAO13W 69,3 1,87 1,34
16 Narifio NAO19W 29 1,93 1,67

*Concentracion de ADN

** Relacion de pureza de ADN para presencia de proteinas, fenoles u otros reactivos del

protocolo de extraccion.

*** Relacion de pureza de ADN para presencia de guanidinas, fenoles o detergentes.

El protocolo de amplificacion por PCR basado en Francoso y Arias, 2013 con

modificaciones permitié la obtencién de fragmentos esperados de 220pb (Tabla 9)
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Tabla 9. Gel de agarosa para visualizar fragmentos de ADN mitocondrial de obreras
forrajeras de Tetragonisca angustula de Colombia amplificados por PCR

MPM* M1 M2 M3 | M4 | M5 | M7 | M9 | M11

*Marcador de peso molecular

Tena: M1-M2; Fusagasuga: M3-M4; Zipacon 1:M5-M6; La Mesa: M7-M8; Medellin: M9-
M10; Zipacén Il: M11-M12; Villavicencio: M13-M14; Narifio: M15-M16. C+: control positivo.
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En todos los casos se obtuvieron secuencias en sentido 5’ a 3’ (forward) y en sentido 3’ a
5’ (reverse) por lo que fue posible obtener secuencias consenso. No obstante, para una
muestra de la poblacién de Zipacdn Il solo se recuperdé una secuencia forward que se
descartd por contaminacion. En los demas casos, no se encontraron codones de inicio ni
de parada cuando se realizé la traduccion a aminoacidos (Anexo). El analisis
intraespecifico de las secuencias de abeja angelita obtenidas en este estudio, se
encontraron cambios nucleotidicos en: Fusagasuga posicion 57 timina por citosina y en la
posicién 85 guanina por adenina; Medellin revelé cambios en las posiciones 12 y 120 de
guaninas por adeninas y Villavicencio Unicamente mostré cambios en la posicién 12 de

guanina por adenina (Tabla 10).

Las poblaciones de Colombia, Brasil y Costa Rica para ADNmt mostrarén un GC general
de 25,3%, se registrardn 7 (siete) sitios de segregacién en las secuencias y 6 (seis) sitios
de parsimonia informativa. Se detecté una alta diversidad de haplotipos de ADNmt-
Minibarcode (Hd = 0,826 = 0,031 SD) y una baja diversidad de nucleétidos (m = 0,013 £
0,0008 SD).
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Tabla 10. Cambios nucleotidicos en secuencias en poblaciones de T. angustula de Brasil, Costa Rica y Colombia.

LOCALIDAD

SECUENCIAS DE Tetragonisca angustula DE ADN MITOCONDRIAL

Brasil

Brasil ((PED)
Brasil (AMP)
Brasil .CUR)
Brasil (.ERO)
Brasil (MCR2)
Brasil (MCR2.)
Brasil (AMP)
Brasil (AMP):

. Brasil (CUR
. Brasil (CUR).
.. Brasil (CUR.)
. Brasil (ERO)

. Brasil (ERO.)

.. Brasil (MCR2}
.. Brasil (PED)

. Brasil (PED))

.. Brasil (PED.)

I. Brasil -{SHE1)
\. Brasil (SHE2)
. Brasil (SMI)

.. Brasil {SMI)
. Brasil .(CUR
. Brasil (CUR.)
« Brasil CUR)

. Brasil PED
- Brasil SHE1
. Brasil{ MCR1)
. Brasil(AMP).
. Brasil(AMP.)

. Brasil( SHE2

. Brasil.(AMP)

.. Brasil.(CUR)

. Brasil(CUR).

.. Brasil.(MCR1)

. Brasil.(PED)

. Brasil.{ SHE2)

. Brasil_(MCR1)

. Brasil_(SMI)

I, Brasill(SHE1)

. Brrasil.(MCR1.)

. Brsil(PED )

Costa Rica

Costa Rica

Costa Rica (ALA)
Costa Rica (CAR)
Costa Rica (GUA)
Costa Rica (GUA)2
Costa Rica (LIM)
Costarica (LIM)2
Costa Rica(PUN)
Costa Rics (PUN)2

Colombias

-olombia FUSAGASUGA-FYD01Y
olombia FUSAGASUGA-FY005Y
Zolombia LA MESA- EJ00252
olombia LA MESA-EJO10E2
Zolombia MEDELLIN -M003
Zolombia MEDELLIN -M00&

olombia NARINO-NAQ13W
Zolombia NARIND-NAO19W
-olombia TENA-TCO01ES
Zolombia TENA-TCO04E4
Zolombia VILLAVICENCIO-VEOD
olombia VILLAVICENCIO-VEOD
Zolombia ZIPACON | -ZG001 SW!
-olombia ZIPACON |- ZG002E4
olombia ZIPACON Il -ZLO0IN
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El arbol de relaciones filogenéticas por Maxima parsimonia con géneros de la tribu

Meliponini revelé un clado monofilético con soporte bootstrap de 99,3 para T. angustula,

agrupando diferencialmente las poblaciones de Brasil y Costa Rica. Las poblaciones de

Colombia revelan un grupo mayor de las poblaciones de Cundinamarca, con excepcion de

Fusagasuga claramente distintivo con respecto a las secuencias de Villavicencio, Meta y

Medellin, Antioquia. Llama la atencion que la poblacion de Fusagasuga se encuentra entre

las poblaciones de Costa Rica y Brasil. Claramente se separa el clado de abeja angelita,

gue aparece como el méas reciente dentro de Meliponini, con respecto a Tetragonisca

fiebrigi y T. weyrauchi (Figura 18).
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Figura 18. Arbol de Maxima parsimonia con secuencias de ADNmt- COIl obtenidas de
GenBank y BOLD (The Barcode of Life Data System) para géneros Meliponini del
Neotrépico y Paleotropico comparados con T. angustula de Brasil , Costa Rica y Colombia.
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Cuando se analizan solamente secuencias dentro del géneroTetragonisca se conserva la
agrupacion de las muestras de Cundinamarca, con excepcion de Fusagasuga pero se
resuelve mejor las diferencias entre las poblaciones de Villavicencio, Meta y Medellin,
Antioquia. (Figura 19).
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Figura 19. Arbol de Maxima parsimonia con secuencias de ADNmt- COIl obtenidas de
GenBank y BOLD (The Barcode of Life Data System) de T. angustula en Brasil, Costa Rica
y Colombia Brasil:
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AMP (Amparo, Brasil); PED (Pedreira); CUR (Curitiba); ERO (Entre Rios do Oeste); MCR1
(Marechal Candido Rondon- sitio 1); MRC2 (Marechal Candido Rondon- sitio 2); SHE1
(Santa Helena sitio 1); SHE2 (Santa Helena sitio 2); SMI (Sao Miguel do Iguacu) y Costa
Rica: PUN (Puntarenas); LIM (Limon); GUA (Guanacaste); CAR (Cartago); ALA (Alajuela)
y secuencias ADNmt-minibarcode de T. angustula para Colombia: Tena, Fusagasuga,
Zipacén |, La Mesa, Medellin, Zipacon I, Villavicencio y Narifio.

El &rbol por Inferencia Bayesiana muestra la complejidad entre las relaciones de los
géneros de la tribu Meliponini, pero revela a Tetragonisca como el grupo mas reciente,
mondfiletico con un soporte de bootstrap de 0,88, con T. fiebrigi y T. weyrauchi como las
especies basales dentro del género y la abeja angelita como la mas reciente. Las
poblaciones de Cundinamarca se agrupan con excepcion de Fusagasuga que aparece
mas cercana con las poblaciones de Costa Rica, en tanto que Medellin y Villavicencio
aparecen como poblaciones discriminadas. Las poblaciones de Brasil aparecen como las

mas basales dentro del clado (Figura 20).
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Figura 20. Arbol por Inferencia Bayesiana con secuencias de ADNmt- COIl obtenidas de
GenBank y BOLD (The Barcode of Life Data System) para géneros de Meliponini del
Neotrépico y Paleotrépico comparados con T. angustula Brasil, Costa Rica y Colombia.

Al analizar solo las secuencias de Brasil, Costa Rica y Colombia de la abeja angelita por
Inferencia Bayesiana se encuentra que el clado presenta un fuerte soporte como grupo
monofilético. Las poblaciones de Cundinamarca se agrupan, incluyendo a Fusagasugé en
tanto que las poblaciones de Villavicencio se agrupan con muestras de Brasil y Medellin

se agrupa también como poblacion diferenciada cercana a muestras del Brasil (Figura 21).
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Figura 21. Arbol por Inferencia Bayesiana con secuencias de ADNmt- COI obtenidas de
GenBank y BOLD (The Barcode of Life Data System) de T. angustula de Brasil, Costa Rica
y Colombia.Brasil: AMP (Amparo, Brasil); PED (Pedreira); CUR (Curitiba); ERO (Entre Rios
do Oeste); MCR1 (Marechal Candido Rondon- sitio 1); MRC2 (Marechal Candido Rondon-
sitio 2); SHE1 (Santa Helena sitio 1); SHE2 (Santa Helena sitio 2); SMI (Sao Miguel do
Iguacu) y Costa Rica: PUN (Puntarenas); LIM (Limon); GUA (Guanacaste); CAR (Cartago);
ALA (Alajuela) y secuencias ADNmt-minibarcode de T. angustula para Colombia: Tena,
Fusagasuga, Zipacon |, La Mesa, Medellin, Zipacon |, Villavicencio y Narifio.

El Dendograma por método de neighbor-joining para las muestras de Colombia revela las
poblaciones de Cundinamarca, con excepcion de Fusagasuga en un grupo, y grupos

distintivos para las poblaciones de Villavicencio, Meta y Medellin, Antioquia (Figura 22).
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Figura 22. Dendograma por método de Neighbor-Jjoining con secuencias de ADNmt-
minibarcode de T. angustula en poblaciones de Colombia.

La distancia genética interpoblacional por Kimura 2-parametro (K2P) revelé que la mayor
rigueza genética estuvo en la poblacién de Medellin, Antioquia que presenté la mayor
distancia genética (3,1%) con respecto a Fusagasuga. Villavicencio, Meta, la segunda con
mayor rigueza genética se diferencié de Fusagasuga en un 2,3%; en tanto que Narifio, La
Mesa, Zipacdn | y Tena se separan de Fusagasuga por 1,5%. No obstante, cuando se
revisa la distancia genética entre poblaciones de la abeja angelita incluyendo secuencias
de Brasil y Costa Rica, se observa que el marcador molecular utilizado revela distancias
genéticas entre 0,7% y 3,1% (Tabla 11).
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Tabla 11. Distancia genética interpoblacional por Kimura 2-parametro (K2P) entre secuencias ADNmt-minibarcode de T. angustula

de Colombia, Brasil y Colombia

LOCALIDAD

Costa Rica

Colombia

Brasil

SITIOS
Limon
Guanacaste
Cartago
Alajuela
Tena
Fusagasuga
Zipacon |
La Mesa
Medellin
Zipacon Il
Villavicencio
Narifio
520 Migle do Iguact
santa Helena Sitio
>anta Helena Sitio
Pedreira

al Candido Rondor

al Candido Rondor

=ntre Rios Do Oeste
Curitiba
Amparo

Puntarenas

0,7%
0,7%
0,7%
0,7%
1,5%
3,1%
15%
1,5%
1,5%
15%
0,7%
1,5%
15%
15%
15%
1,1%

1,5%

15%
15%
1,7%
1,1%

Limon

0,0%
0,0%
0,0%
0,7%
2,3%
0,7%
0,7%
2,3%
0,7%
1,5%
0,7%
0,7%
0,7%
0,7%
1,8%

0,7%

0,7%
0,7%
1.2%
1,9%

Guanacaste

0,0%
0,0%
0,7%
2,3%
0,7%
0,7%
2,3%
0,7%
1,5%
0,7%
0,7%
0,7%
0,7%
1,8%

0,7%

0,7%
0,7%
1,2%
1,9%

Cartago

0,0%
0,7%
2,3%
0,7%
0,7%
2,3%
0,7%
15%
0,7%
0,7%
0,7%
0,7%
1,8%

0,7%

0,7%
0,7%
1,2%
1,9%

Alajuela

0,7%
2,3%
0,7%
0,7%
2,3%
0,7%
1,5%
0,7%
0,7%
0,7%
0,7%
1,8%

0,7%

0,7%
0,7%
1,2%
1,9%

DISTANCIA GENETICA INTERPOBLACIONAL POR MODELO KIMURA 2-PARAMETROS (KP2

Tena

1,5%
0,0%
0,0%
1,5%
0,0%
0,7%
0,0%
15%
1,5%
1,5%
1,3%

15%

15%
1,5%
1,3%
1,1%

Fusagasuga Zpacon |

1,5%
1,5%
3,1%
1,5%
2,3%
1,5%
3,0%
3,0%
3,0%
2,2%

3,0%

3,0%
3,0%
2,9%
1,9%

0,0%
1,5%
0,0%
0,7%
0,0%
15%
1,5%
1,5%
1,3%

15%

15%
1,5%
1,3%
1,1%

La Mesa

1,5%
0,0%
0,7%
0,0%
15%
15%
1,5%
1,3%

1,5%

15%
15%
1,3%
1,1%

Medellin

15%
0,7%
1,5%
3,0%
3,0%
3,0%
1,3%

3,0%

3,0%
3,0%
2,5%
1,1%

Zipacon Il Villavicencio

0,7%
0,0%
15%
1,5%
1,5%
1,3%

1,5%

1,5%
1,5%
1,3%
1,1%

0,7%
2,3%
2,3%
2,3%
0,5%

2,3%

2,3%
2,3%
1,8%
0,4%

Narifio

15%
15%
15%
1,3%

1,5%

15%
15%
1,3%
1,1%

Sao Miguel
do Iguagu

0,0%
0,0%
2,6%

0,0%

0,0%
0,0%
0,8%
2,6%

Santa
Helena-
Sitio 1

0,0%
2,6%

0,0%

0,0%
0,0%
0,8%
2,6%

Santa
Helena
Sitio 2

2,6%
0,0%

0,0%
0,0%
0,8%
2,6%

Pedreira

2,6%

2,6%
2,6%
2,2%
0,6%

Marechal
Candido
Rondon-

Sitio 1

0,0%
0,0%
0,8%
2,6%

Marechal
Candido
Rondon-  Entre Rios
Sitio 2 Do Oesta
0,0%
0,8% 0,8%
2,6% 2,6%

Curitiba

2,1%
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La red de haplotipos revel6 diez haplotipos para la especie T. angustula. Las poblaciones
de Fusagasuga, Colombia; PED (Pedreira), Brasil y Alaguna (ALA), Costa Rica comparten
los haplotipos H1, H2, H5, H7 y H10. Las poblaciones de Villavicencio,Colombia y AMP
(Amparo, Brasil), Brasil presentan los haplotipo H1 y H2. Las poblaciones de Medellin,
Colombia y ERO (Entre Rios do Oeste), Brasil tienen los haplotipos H3 y H8. Narifio,
Colombia y PUN (Puntarenas), Costa Rica comparten los haplotipos H6 y H4. Las
poblaciones de Zipacén Il, Colombia y CUR (Curitiba), Brasil presentardn los haplotipos
H2, H6 y H9. Para Tena, Colombia; SHE2 (Santa Helena sitio 2), Brasil y CAR (Cartago),
Costa Rica estan presentes los haplotipos H6, H7 y H8. Mientras que los haplotipos H6 y
H8, estan en las poblaciones de Zipacén I, Colombia y MCR1 (Marechal Candido Rondon-
sitio 1), Brasil. La Mesa, Colombia comparte los haplotipos H6 y H8 con MRC2 (Marechal
Candido Rondon- sitio 2), Costa Rica (Figura 23).
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Figura 23. Red de haplotipos entre secuencias ADNmt-minibarcode de T. angustula para
Colombia y secuencias ADNmt- COI obtenidas de GenBank y BOLD (The Barcode of Life
Data System) de Brasil y Costa Rica Brasil: AMP (Amparol); PED (Pedreira); CUR
(Curitiba); ERO (Entre Rios do Oeste); MCR1 (Marechal Candido Rondon- sitio 1); MRC2
(Marechal Candido Rondon- sitio 2); SHE1 (Santa Helena sitio 1); SHE2 (Santa Helena
sitio 2); SMI (Sao Miguel do Iguacu) y Costa Rica: PUN (Puntarenas); LIM (Limon); GUA
(Guanacaste); CAR (Cartago); ALA (Alajuela).
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7. Discusion

Los caracteres analizados por morfometria estan asociados con caracteristicas biolégicas
que determinan la relacion de las abejas angelita con los ecosistemas que ocupan y con
los procesos de domesticacion en meliponicultura. En el presente estudio se evaluaron
rasgos asociados con la vision y el olfato, como fueron la distancia ocelar (EIO) y la
distancia entre la insercion antenal, asi como caracteres asociados con la motricidad como
la distancia intertegular (DIT), largo de la tibia posterior trasera (LTP), la longitud del ala
(LAA) y con morfometria geométrica, la forma y tamafio del ala posterior. Los atributos de
vision, olfato y vuelo, entonces, asociados con el tamafio corporal estan directamente
asociados con las actividades de forrajeo de las abejas. Las capacidades sensoriales de
una obrera son elementales para la busqueda de recursos, afectando, la velocidad de
vuelo, la eficiencia con la que se puede explotar cierto tipo de flor y la capacidad de

competir con otras especies por los recursos (Maia-Silva et al., 2014).

Las antenas, son drganos sensoriales constituidos por sensilias, estructuras en forma de
poro con receptores quimicos para recibir la informacién de moléculas odorantes en el aire
(Balbuena y Farina, 2020). Los vuelos de las abejas forrajeras son guiados por moléculas
de olores, las antenas son un érgano sensorial de las abejas importante, ya que permite
discriminar diferentes perfiles olfativos (Szyszka et al., 2014), detectando ya sea intrusos
en el nido (Gruter et al., 2017), a las abejas de su misma colonia como también los recursos
del ambiente, tareas especializadas que determinan el éxito del (Balbuenay Farina, 2020).
En el caso de los recursos florales se sabe que el polen y el néctar presentan cantidad y
composicion de compuestos volatiles diferentes a otros tejidos de la planta, lo que puede
ser una guia para los polinizadores, un servicio ecosistémico ampliamente reconocido en
abejas angelita (Schmitt y Bertsch, 1990; Dobson y Bergstrom 2000; Doétterl y Jurgens
2005). La respuesta olfativa de las antenas puede depender del tamaiio (Spaethe et al.,
2007; Gruter, 2017), debido que a mayor longitud puede aumentar el tamafio de los
segmentos antenales, repercutiendo en una mayor distribucién de receptores olfativos
(Streinzer et al., 2013; Azevedo et al., 2008; Spaethe, 2007). Debe existir coordinaciéon

entre los diferentes volatiles percibidos por cada antena, por lo que la distancia entre
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antenas (DIA) puede constituir un rasgo esencial para la eficacia de forrajeo de las abejas.
Las sefales percibidas por la antenas, aunadas a las recibidas por los ojos compuestos y
ocelos deben ofrecer informacién precisa a la abeja para la explotacion de los recursos
florales (polen, néctar y resinas) con la mayor eficiencia posible en diferentes tipos de
paisaje. El tamafio de los ocelos, por ejemplo, es proporcional a la sensibilidad de la luz
(Dyer et al., 2016; Jezeera et al., 2021), lo que podria también estar asociado con que el
espacio interocelar y el espacio oceloocular también constituyan rasgos adaptativos de las
capacidades sensoriales de las poblaciones naturales de la abeja angelita, representando
un factor limitante o exitoso para el comportamiento de busqueda de recursos naturales
(Streinzer et al., 2016). Por ejemplo, es posible que las diferencias en el tamafio de las
variables medidas en la cabeza esté relacionado con el umbral de luz en cada zona, que
estara determinado por la hora del dia, la época del afio y la composicién del paisaje
(Spaethe y Chittka 2003; Somanathan et al., 2009; Makarova et al., 2015; Streinzer et al.,
2016; Jezeera et al., 2021). Entonces, posiblemente cada poblacién natural tiene presién
de seleccién para adaptarse a la sensibilidad de luz para el reconocimiento de la forma,
el color y el tamafio durante la busqueda del recurso y orientacion durante el vuelo

(Kaufmann et al., 2013; Barth et al., 2008), asi como a las plumas de olor.

Es de esperar que la proporcién de los rasgos morfol6gicos esté en correspondencia con
el tamafio corporal de los individuos. Las abejas forrajeras de Tetragonisca angustula de
Villavicencio, Meta localizada a 467 msnm, presentaron valores promedio mayores para
las variables morfolégicas evaluadas por morfometria lineal en este estudio. Esto llama la
atencion porque la regla de Bergmann (Bergmann, 1847) ha sugerido una correlacién
positiva entre el tamafio corporal y la altitud, que para insectos puede resultar critica debido
a que no tienen la capacidad de regular las condiciones abiéticas de temperatura y
humedad relativa (Shelomi et al., 2012). Para el caso patrticular de la especie de estudio,
los cambios de tamafio pueden estar dados por las necesidades de recursos florales
asociados al climay caracteristicas del paisaje propios de cada poblacion (Quezada- Euan
et al., 2011; Keleman y Rehan, 2021). Poblaciones con los valores mas pequefios para la
distancia interantenal, como Fusagasugd y Zipacén, que ademas presentaron los menores
valores para la distancia intertegular (DIT) y la distancia interocelar (EIO) podrian tener

presion de seleccidn para la busqueda de recursos en horas de escasa intensidad luminica
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(Spaethe et al., 2019) tal vez recorriendo distancias cortas de forrajeo si la vision espacial
no es confiable (Streinzer et al., 2016) a pesar del desarrollo de redes neuronales para
mejorar la informacién muestreada por el ojo compuesto (Theobald et al., 2006; Streinzer
et al., 2016). La poblacion de Fusagasugd, que proviene de cajas racionales, constituye
un oasis de bosque maduro preservado en medio de un condominio construido para casas
de recreo y con alta intervencion de los humanos. Es probable que las abejas prefieran
vuelos cortos, gue serian suficientes para encontrar los recursos que requieren. Las abejas
de Villavivencio, en cambio, se encuentran a campo abierto, adaptadas a la presion
antrgpica pero con bosques de galeria cercanos, oferta floral muy amplia a lo largo de su
paisaje ya que se recolectaron en un nido natural de un condominio campestre que
conserva parches de bosque y preserva un equilibrio entre el hombre y la naturaleza. En
ese mismo contexto, debido a que las abejas deben recorrer mas distancias de vuelo,
requieren un tamafo corporal mas grande que compense el gasto de energia pero pueda

sobrellevar las variables abio6ticas propias de la zona durante el vuelo (Fierro et al., 2012).

Se ha logrado reconocer que, obreras con tamafio del cuerpo reducido, pueden presentar
aumento en el tamafio de la corbicula, maximizando la recoleccion de polen en periodos
de escasez (Ramalho et al., 1998; Oliveira et al., 2019). El largo de la tibia posterior trasera,
ademéas de que se encontrd que constituye un rasgo que permite discriminar entre
poblaciones y que es indicador indirecto del tamafio corporal en abejas angelita, podria
estar asociado con el tamafio de la corbicula en las poblaciones: La poblacion de
Villavicencio puede estar teniendo una mayor presion de seleccién por la altitud y las
implicaciones que tiene en las variables abidticas de los ecosistemas y el régimen de
precipitacién que ocupa gran parte del afio, respondiendo con una correlacion de tamafio
en todo el cuerpo a sus necesidades bioldgicas. Las abejas sin aguijéon son un grupo con
una alta diversidad de especies y esto va en relacion a su capacidad de adaptarse y
responder a los nichos ecolégicos en los que se encuentran inmersas sus poblaciones
(Hrncir y Maia-Silva, 2019): La respuesta de esté poblacion también puede estar reflejando
de manera indirecta un éxito en la busqueda de recursos; posiblemente las larvas estén
recibiendo los suficientes recursos alimenticios, estimulando en las colonias su esfuerzo
de alimentacion, lo que aumenta la tasa de ingesta de alimentos en el nido y por tanto la

bdsqueda, que conduce a modificar rasgos morfologicos para lograr un mayor éxito (Hrncir
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et al., 2019). Las celdas recién construidas se aprovisionan de alimento inmediatamente
después de que la reina coloca un huevo y luego las celdas son selladas (Gruter et al.,
2012). La estructura de las celdas estan cubierta por involucro, hecho a partir de cera y
resinas para regular la temperatura que rodea las crias (Nates- Parra, 2001), la busqueda
de materiales para el involucro podria cambiar de acuerdo a la época del afio debido a la
oferta de recursos que se puede encontrar en el area de forrajeo (Saufi y Thevan, 2015 ).
Es decir, la actividad de forrajeo esta en funcion de los requerimientos del nido (Saufi y
Thevan, 2015) y si el tamafio de las abejas incide en la capacidad de vuelo se espera una
compensacion fenotipica en los rasgos morfolégicos a estas necesidades (Wray et al.,
2014; Perl et al., 2022). Como se menciond antes, la poblaciéon de Fusagasuga y la de
Zipacén |, localizadas en Cundinamarca y provenientes de cajas racionales tienen oferta
floral diversa y permanente en los ecosistemas que ocupan y por eso, con caracteres
morfologicos y tamafio corporal pequefio pueden tener vuelos cortos, eficientes en la
obtencion de recursos florales con bajo costo de energia y mejor evasién de los enemigos

naturales.

Contrario, cuando aumenta la oferta de recursos florales, las obreras tienen a aumentar
el tamafio del térax para recorrer y explorar mas areas para reponer reservas de alimento
que beneficiaran el estado de la colonia (Quezada- Euén et al., 2011), lo que reafirma que
las poblaciones naturales del estudio pueden tener plasticidad fenotipica en respuesta a
las condiciones muy particulares del ecosistema donde se encuentran sus nidos. Esto
podria explicar, también, la medida maxima para la distancia intertegular en las obreras
colectadas en Villavicencio, Meta; debido a que en esta zona se insertan los musculos

asociados con el vuelo (Deora et al., 2017).

Cuando se analizaron los caracteres evaluados por morfometria lineal en las obreras de
T. angustula con base en factores como el tipo nidos donde se recolectaron, la altitud y la
ubicacion geogréafica de poblaciones separadas por las cordilleras, se encontré que hubo
diferencias significativas entre todos los factores y que se establecieron agrupaciones
entre las poblaciones segun los factores. Es evidente que la cria de abejas en cajas
racionales afecta los rasgos fisicos asociados con vuelo y capacidad sensorial para

encontrar recursos naturales. Se ha considerado que las cajas rectangulares son propias
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para mantener crias de abejas sin aguijon, debido a que brindan el espacio adecuado para
el desarrollo de la colonia (Singh y Chauhan 2015; Ramadhan et al., 2020) y que cajas
mas grandes no son adecuadas debido a la dificultad de mantener el microclima en la
colonia, afectando la busqueda de alimento por el gasto energético en el mantenimiento
de la temperatura (Macia-Macias et al., 2011; Singh, 2015). Sin embargo, las cajas
racionales o meliponarios se definen empiricamente, desde la experiencia de los
meliponicultores y no hay un conocimiento amplio sobre la estandarizacion basada en las
caracteristicas particulares de la especie (Chuttong et al., 2014; Barbiéri y Francoy, 2020).
Las abejas sin aguijon construyen sus nidos en cavidades de paredes viejas, troncos y
grietas (Kelly et al., 2014; Virkar et al., 2014; Karthick et al., 2018) modificando diferentes
formas del nido y disefios para la celda de cria y el espacio de recipientes que almacenan
miel o polen (Roubik, 2006; Barbosa et al., 2013). Quiere decir que hay una regulacién
natural de la arquitetura y tamafio del nido en condiciones naturales para las abejas
angelita. Esto constituye una importante constriccion, entonces, para el desarrollo de las

abejas que se ve reflejado en sus caracteristicas morfoldgicas.

En cuanto, a los factores de la altitud y la ubicacion geogréafica, ambos factores presentaron
correlacion con las mediciones de los caracteres evaluados y permitiron agrupar las
poblaciones. Como se indicé antes, la altitud determina las condiciones ambientales que
influyen sobre la riqueza vegetativa (Nunes et al., 2007) como en las variables abidticas,
lo que determina las necesidades de las forrajeras y por tanto, sus caracteristicas
morfolégicas asociadas con la vision, olfato y motricidad, como es el vuelo (Kérner, 2007).
La busqueda de recursos en elevaciones altas requiere modificaciones morfol6gicas de las
abejas, por ejemplo, si la vegetacion del area es escasa y el flujo del aire es mayor las
plumas odorantes tardarian en difundirse debido a la baja temperatura (Barragan, 2020;
Reinhar y Srinivasan, 2009). La ubicacion geografica esta representada por ambientes
ecoldgicos diferentes que influencian la expresion fenotipica de rasgos adaptados por las
obreras para el cumplimiento de sus funciones para el nido (Hrncir y Maia-Silva, 2019). Las
diferencias se mantienen en las poblaciones debido al bajo o nulo flujo genético de las
poblaciones debido a que las cordilleras central y oriental pueden tener un efecto de
barrera para el vuelo de machos que puedan intercambiar genes con otras poblaciones

(Boongird, 2011). La densidad de colonias de abejas sin aguijon es baja, para garantizar
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la diversidad genética, los machos vuelan en promedio 600 m-1200m desde su nido natal,
hasta encontrar enjambres de apareamiento (Santos et al., 2016). Las hembras de abejas
sin aguijon tienen una baja capacidad de dispersion por tanto se les dificulta la migracion
en épocas de escasez, asi que se regulan reduciendo la tasa de puesta de huevos de la
reina (Quezada- Euan et al., 2011b), canibalismo de larvas y huevos (Hofstede, 2006) y la
reduccion del tamafio corporal (Galvani et al., 2019). Esta resiliencia se basa en una
reaccion rapida al aumento de la busqueda de recursos florales impulsado por las
precipitaciones, buscando recursos de alta rentabilidad, y las poblaciones pueden llegar a
ser tan sensibles a los factores abi6ticos de las zonas que se adaptan muy bien al nicho
ecologico aumentando la dificultad de adaptarse a otros nichos ecolégicos (Hrncir et al.,
2019).

El andlisis de componente principales y analisis discriminante permitié reconocer el largo
de la tibia posterior trasera (LTP) y la distancia intertegular (DIT) permiten discriminar
poblaciones de Tetragonisca angustula. Esto es importante porque la primera esta
asociada con el tamafio corporal y el tamafio de la corbicula, y la segunda con el vuelo.
Entonces, estos caracteres morfolégicos asociados con la motricidad y la busqueda de
recursos, puede llegar a ser un buen predictor para separar poblaciones, debido a que son
variables sensibles a la actividad de forrajeo (Veiga et al.,, 2013). Las poblaciones de
Medellin, Antioquia y Villavicencio, Meta siempre se presentaron como poblaciones
claramente diferenciadas. Con excepcion de la poblacién de Fusagasuga, las poblaciones
de Cundinamarca, que comparten ecosistemas similares, se comportaron como una gran
poblacién, resaltando que la poblacién de Narifio que proviene de nidos naturales es la
gue mas se acerca, con los andlisis de caracteres analizados por morfometria lineal, con
la poblacion de Villavicencio. De manera general, entonces, factores asociados con el
ecosistema (recursos florales, condiciones abi6ticas y biolégicas como la competencia con
otras especies) y la composicion de paisaje tienen un papel preponderante en las

caracteristicas morfolégicas evaluadas en el presente estudio.

Los hallazgos relacionados con el vuelo, como factor fundamental para la actividad de las
abejas forrajeras de angelita, se corrobor6 con los analisis de morfometria geométrica que

se revelaron diferencias significativas en la forma del ala en las poblaciones de
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Villavicencio como poblacion aislada, y las del macro-grupo de poblaciones de
Cundinamarca representadas por Tena, Fusagasuga, Zipacon | y Zipacén Il. La forma del
ala puede ser un buen predictor de adaptacion a diferentes presiones de seleccion, dado
gue la variacion en las condiciones de forrajeo, pueden ser una posible razon para la
existencia de estas modificaciones, debido a que los cambios morfologicos en la forma del
ala pueden estar relacionados con los costos y beneficios que estan involucrados en el
patrén de dispersion, particularmente en paisajes fragmentados (Ribeiro, et al., 2019). El
ala se ha convertido en un buen predictor para realizar estudios morfolégicos de
sistematica y filogenia debido a que son estructuras que reflejan, adaptaciones a
condiciones del ambiente para busqueda de alimento, comportamiento de busqueda de
pareja de los machos, mecanismo de vuelo, carga de polen (Aytekin, et al., 2007). La
morfometria geométrica, ademas, ha permitido resolver problemas taxondémicos de
especies o discernir subpoblaciones, por lo que constituye una oportunidad para el
reconocimiento de la biodiversidad de un area geogréafica especifica (Rattanawannee et
al., 2012; Nunes et al.,, 2013). Ademas, se encontraron diferencias en el tamafo del
centroide en las poblaciones de Zipacon Il y Medellin. Aunque el tamafio del centroide se
ha asociado como un rasgo indirecto del tamafio corporal, no se encontraron diferencias
para Villavicencio, Meta ni para Fusagasuga, las dos poblaciones que mostraron los
valores mas grandes y mas pequefios para los caracteres morfolégicos evaluados por
morfometria lineal. Es probable que los cambios en la forma del ala hayan influenciado que
el tamafio del centroide no constituya un predictor adecuado para el tamafio corporal de

las abejas angelita, como si ocurre con el largo de la tibia posterior trasera.

Cuando se realizaron analisis por biologia molecular para las poblaciones de T. angustula
y se compararon con muestras de Brasil y Costa Rica para el mismo marcador, se encontré
una agrupacion para todas las secuencias dentro de la especie, lo que confirma que las
poblaciones de Colombia corresponden a T. angustula claramente diferenciadas de
secuencias de otras especies dentro del género. El analisis de T. angustula sin incluir otros
géneros de Meliponini, revel6 tanto con los arboles por Maxima parsimonia e Inferencia
Bayesiana, que las poblaciones de Fusagasuga, Medellin y Villavicencio presentan
caracteristicas particulares que los muestran como poblaciones claramente diferenciadas

de las otras de Cundinamarca, que se comportan como un macro-grupo. Al visualizar los
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cambios en las bases nitrogenadas se encontré que estas tres poblaciones presentaron
cambios, al realizar la traduccion de aminoacidos, se encontro cambio en las secuencias
de Fusagasuga. Fusagasuga fue la poblacion de Cundinamarca que revelé el mayor
namero de haplotipos compartidos con secuencias de Brasil, y formo grupo diferente con
respecto a las poblaciones de Cundinamarca, donde también se encontré Villavicenico y
Medellin como grupos fuera de las poblaciones de Cundinamarca.

Los caracteres autapomorficos para las especies del género Tetragonisca no han sido
claramente establecidos. Los trabajos para describir el género se han basado en el
caracter de la coloracién del mesepisternum, lo cual puede ser ambiguo debido a que los
caracteres morfoldégicos pueden estar bajo control genético cuantitativo, epistatico o
pleiotrépico, lo que puede enmascarar la genética caracteristica de las poblaciones
(Oliveira et al., 2004). Los estudios mas discriminatorios para poblaciones de T. angustula,
se conocen por la implementacién de marcadores moleculares como RAPD, microsatélites
y genes del ADNmt (Santiago, 2013; Castanheira y Contel, 2005; Baitala et al., 2006;
Salazar et al.,, 2014; Francisco et al., 2017). Identificar las diferencias por ADNmt en
poblaciones de T. angustula de diferentes regiones del Neotrépico, permite construir y
aportar para la biologia de la especie (Miranda et al., 2016). La baja variabilidad en el
ADNmt asociado a la baja dispersion de las hembras, aunque permite reconocer la historia
biol6gica asociadas a cada una de las poblaciones no constituye un marcador molecular
apropiado para conocer las constricciones o presiones de seleccion reciente en la genética
de la especie. Esto seria importante puesto que se reconoce que las abejas de la tribu
Meliponini tienen amplia distribucion geogréafica en las areas tropicales del mundo
(Michener, 2000), ocupando diversos ecosistemas que las someten a la adaptacion de sus
acervos genéticos en funcion de las carcteristicas abidticas, bidticas y de estrutura del
paisaje donde se encuentran. Sin embargo, teniendo en cuenta su filopatria y la no
dispersion de hembras, el ADNmt presenta baja variabilidad para el estudio de poblaciones
pero si permite reconocer haplotipos y contribuir a complementar los estudios de

caracteres morfologicos por analisis lineales y geométricos.

Los resultados y analisis permitierén comprobar que el tipo de nido, la altitud y la ubicacion
geografica inciden sobre el tamafio de las obreras de T. angustula y que rasgos

morfolégicos asociados a la motricidad de las obreras como el largo de la tibia posterior
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trasera y el distancia intertegular permiten discrimar entre poblaciones por tamafio. En
tanto que los analisis por ADNmt, permitieron dar los primeros aportes del estado de las
poblaciones de T. angustula en Colombia. Los resultados sugieren evitar traslados de
colmenas entre poblaciones que estan aisladas por barreras geograficas como las
cordilleras, debido a que cada polbacién constituye diversidad genética para la especie y
presentan adaptaciones de acuerdo al nicho ecoldgico en el que estan ubicadas.

8. Conclusiones

1. Se encontrarén diferencias de tamafio ente obreras de T. angustula provenientes de
cria (meliponicultura) y nidos naturales.

2. Se encontrardn diferencias en los tamafios de las obreras de T. angustula con diferentes
rangos de altitud y ubicacién geogréfica con respecto a las variables de la insercién
antenal, largo de la tibia posterior trasera y la distancia intertegular; discriminando
Narifio-Cundinamarca y Villavicencio-Meta como un grupo, Medellin- Antioquia como
un grupo aislado y las demas poblaciones de Cundinamarca (Tena, Zipacén,
Fusagasuga y La Mesa) como otro grupo.

3. La longitud del ala es un caracter morfoldégico que permite estandarizar mediciones de
caracteres morfolégicos y caracterizar poblaciones en abejas forrajeras de T. angustula
debido a que es un estimador indirecto del tamafio corporal de los individuos.

4. El largo de la tibia posterior trasera (LTP) y la distancia intertegular (DIT) son rasgos
morfoldgicos que permiten discriminar poblaciones de abejas angelita en Colombia.

5. Existen diferencias en la forma del ala de obreras de T. angustula, discriminado Narifio-
Cundinamraca y Villavicencio-Meta como un grupo y Medellin-Antioquia con las demas
poblaciones de Cundinamarca (Tena, Zipacén, Fusagasuga y La Mesa) como otro
grupo.

6. Villavicencio presenté los valores de promedios maximos para todas las variables
morfoldgicas, y siempre se ubico como una poblacion aparte en los andlisis de
morfometria lineal y geométrica con diferencias significativas en la forma del ala, no

obstante, la poblacion de Narifio, Cundinamarca se agrupo con esté poblacion.
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7. Las poblaciones de Cundinamarca, con excepcién de Narifio, se comportan muy similar
para todos los rasgos evaluados por morfometria lineal y geométrica.

8. Los arboles filogenéticos por Maxima parsimonia e Inferencia Bayesiana para géneros,
agruparoén las secuencias de T. angustula para Colombia con las secuencias de Brasil
y Costa Rica, confirmando la distribucion de la especie.

9. Las poblaciones en Colombia de Medellin, Fusagasuga y Villavicencio se mostraron
como grupos diferentes de las demas poblaciones de Cundinamarca, cuando se
revisaron los &rboles por maxima parsimona e Inferencia Bayesiana para solo
secuencias de T, angustula.

10. Las secuencias de Colombia para T. angustula formardn grupos con secuencas de
Costa Rica y Brasil, posiblemente por un origen biogeografico mostrando la
conservacion del ADNmt por baja capacidad de dispersion de las abejas sin aguijon.

11. Fusagasuga fue la poblacién con el mayor nimero de haplotipos compartidos con

las secuencias de Brasil.
9. Limitaciones y Perspectivas

Al pretender un estudio de T. angustula para Colombia se debieron incluir mas poblaciones
para analisis de caracteristicas morfolégicas y andlisis genético basado en ADNmt. No
obstante, inicialmente el estudio se aprobd para cuatro poblaciones de abejas forrajeras
angelita provenientes de meliponarios en Cundinamarca. El trabajo con meliponicultores,
la labor de las investigadoras principales del proyecto y la pasion por el estudio de las
abejitas sin aguijén, que son nativas para el Neotrépico, permitié que el presente trabajo
realizara el primer aporte de analisis combinado, morfolégico y molecular, de abejas

provenientes de nidos naturales y de cajas racionales utilizadas en meliponicultura.

Conforme a los analisis morfolégicos y moleculares, se recomienda desde la practica de
la meliponicultura evitar traslados de nidos entre poblaciones aisladas por barreras
geograficas como las cordilleras. Villavicencio, por ejemplo es una poblacion que siempre
se mostré como grupo a parte de las demas poblaciones y esto sugiere que la poblacién
este adaptada a caracteristicas bioticas y abiéticas propias de su nicho ecoldgico, por tanto

pueden presentar dificultad para adaptarse a otro nicho ecolégico. Asi que, el movimiento
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de estos nidos podria ocasionar la reduccion de la variabilidad genética de la especie y
podria interrumpir procesos de adaptacion que conducen a procesos evolutivos. Teniendo
en cuenta que la baja dispersion de las abejas sin aguijon, pero su éxito adaptativo a una
variedad de ecosistemas, es importante preservar la amplia diversidad de especies en la
tribu Meliponini y reconocerlas como soberania natural y territorial de los pueblos
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Forward

Reverse
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Forward

4/:\:‘6 M—L.L u-[&wu vy f[‘rv

i 'lumgm-mlmm

AAAGAYGEYGGAAGTAA: AAAAACTAATATTAT

Hr\ N q‘{

\JAAAM? A P R e AR R T
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A
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Reverse
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Forward

Reverse
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f A A 3 A \ \
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5

Forward

Reverse
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EJO10E2

Forward
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Reverse
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Forward

™ ™ ™ ™ a =

™ i =

GTTGATTTTACAATTT | NN




97

Reverse

X uL;
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Forward
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Forward
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fl
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Forward
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Reverse
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Forward
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Reverse
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Forward
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R TR

VW

AATAATAATAAAA
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Forward
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VEO002

Forward
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Reverse
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