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1. RESUMEN

El objetivo del estudio fue analizar, a nivel interespecifico e intraespecifico, la
variacion de caracteres meétricos de poblaciones de abejas sin aguijon de Guatemala. El
analisis se realizd mediante técnicas morfomeétricas, basadas en estadistica multivariada,
aplicadas a distancias medidas sobre las cabezas y las alas anteriores derechas de
especimenes de Meljpona beechei, M. solari 'y M. yucatanica. Esto con el fin de
determinar si existe variacion morfométrica que permita diferenciar las especies y las
poblaciones de las mismas, y poder ampliar asi los conocimientos sobre la biologia y la
dindmica poblacional de estas especies, y también aportar datos que contribuyan a la

correcta identificacion taxonémica de las especies mencionadas.

Un total de 305 abejas sin aguijon fueron utilizadas para el estudio. Se trabajé con
hembras adultas obreras. Los especimenes forman parte de la coleccién entomoldgica
del Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia —~LENAP-, y fueron colectados en
meliponarios de distintas localidades de doce departamentos del pais. Cada localidad
representa una poblacion de estudio. La técnica utilizada fue la Morfometria Tradicional,
aplicandose analisis libres de isometria a nivel inter e intraespecifico y libres de alometria

a nivel intraespecifico.

A nivel interespecifico los resultados libres de isometria muestran que existen
diferencias significativas entre los tres grupos de meliponas, tanto en las alas como en
las cabezas [Wilks lambda=0.131 y p < 0.05), lo cual respalda la previa clasificacion de

los grupos en las especies M. beechei, M. solani y M. yucatanica.
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A nivel intraespecifico, los resultados del analisis libre de isometria mostraron que
las poblaciones de M. solani de Nuevo Progreso, San Marcos, y las poblaciones de V.
yucatanica de Jutiapa, La Pajarita y Moyuta, muestran una tendencia a diferenciarse del
resto de localidades. No se encontrd variacion metrica alguna con las pablaciones de M.
beecheii. Con respecto al andlisis libre de alometria, los resultados obtenidos muestran
un menor grado de diferenciacion con respecto al libre de isometria. Sin embargo se
volvieron a diferenciar las poblaciones de Nuevo Progreso, San Marcos, y La Pajarita y

Moyuta, Jutiapa, para M. solaniy M. yucatanica, respectivamente.

En términos generales, los analisis libres de isometria y libres de alometria para
cada especie mostraron un alto porcentaje de semejanza entre las poblaciones
estudiadas, indicio de la existencia de flujo génico entre colmenas cercanas y de
movimiento de colonias, por parte de meliponicultores, entre localidades alejadas. Pero
las diferencias encontradas en algunas poblaciones sugieren que éstas pueden haber

adquirido adaptaciones particulares al ambiente local.



2. INTRODUCCION

Las abejas estan catalogadas entre los insectos polinizadores mas importantes a
nivel mundial (Michener, 2000). Se ha calculado que mas del 50% de las especies de
plantas para cultivo son mejoradas por polinizacion natural, por lo que la contribucion de
este proceso a la economia mundial es trascendental [Cunningham, 2000; Delaplane y
Mayer, 2000; Kremen et a/, 2002). En las regiones tropicales, las abejas sin aguijon,
llamadas meliponinos, son agentes polinizadores que juegan un papel clave en la
polinizacién de muchas especies silvestres de plantas y cultivos (Heard, 1999; Quezada-

Euan et a/, 2007)

En Guatemala coexisten 33 especies de meliponinos (Enriquez y Maldonado,
2008), muchas de las cuales estan catalogadas en peligro, ya que sus poblaciones
silvestres asi como la de meliponarios han venido decayendo (Cortopassi-Laurino et al,
2006; Quezada-Euan et a/, 2007). Este tipo de abejas construyen sus colmenas, sobre y
dentro de &rboles, en termiteros o en el suelo. Sus recursos alimenticios abarcan
mayoritariamente polen, para el desarrollo de las larvas, y néctar de las flores, como
fuente de energia (Biesmeijer et a/, 1999). Tres especies de meliponinos del género
Melipona se distribuyen en nuestro pais, M. beechei, M. solarniy M. yucatanica, conocidas
en varios lugares con los nombres comunes de criolla, chac chow vy tinzuca,
respectivamente (Enriquez y Maldonado-Aguilar, 2008). En el interior del pais M. beecheii
es comunmente criada, por lo que es considerada una especie importante en nuestro

medio.

En la actualidad la conservacion de las abejas sin aguijon ha venido emergiendo

como un tema importante, ya que las poblaciones de plantas nativas y exdticas se
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mantienen gracias a la funcién ecolégica de estas abejas, por lo que se hace imperativo
estudiar y analizar sus poblaciones para poder definir en el futuro estrategias de
conservacion y manejo especificas, acordes a su biologia y comportamiento (Ayala et al,
1992; Delaplane y Mayer, 2000; Cortopassi-Laurino et a/, 2006; Quezada-Euan et al/,

2007).

En Guatemala, han sido poco estudiados los aspectos basicos de la biologia y
genética de las especies mencionadas. Se sabe que la morfologia particular de cada
especie limita las propiedades fisiologicas y el comportamiento de las distintas especies.
Por ejemplo, las diferencias en el forrajeo de néctar entre especies, se debe a diferencias
en importantes caracteristicas morfoldgicas, tales como el largo y forma de las
estructuras para alimentacion, asi como el tamano y color del cuerpo (Biesmeijer et al,
1999). Estas caracteristicas de la morfologia no han sido analizadas a nivel pablacional

en nuestro pais.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la variacion métrica de las especies V.
beechei, M. solaniy M. yucatanica a nivel inter e intrapoblacional. Se trabajd con un total
de 305 meliponas colectadas en meliponarios ubicados en varios departamentos de
Guatemala. Las poblaciones se analizaron mediante técnicas de Morfometria Tradicional
(andlisis libre de isometria y libre de alometria) que se aplicaron sobre caracteres
metricos medidos sobre las cabezas y alas de abejas obreras. Las técnicas del analisis
morfomeétrico tradicional han sido utilizadas exitosamente en varios estudios con otros
grupos de abejas, ya que son relativamente asequibles en términos econémicos y de facil
aplicacion, por lo que han sido una herramienta muy Util para estudiar la variabilidad

morfologica y evaluar la diferenciacion interespecifica entre especies (Biesmeijer et al,
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19989; Carrillo et a/, 2001; Koedam et al, 2001; Sung et al, 2004; Quezada-Euan et al,

2007; Nunes et a/, 2008; May-tza et a/, 2008S; Viana et a/, 2009).



3. ANTECEDENTES

3.1 GENERALIDADES DE ABEJAS

Las abejas son artrépodos de la clase insecta, clasificadas dentro del Orden
Hymenoptera, Superfamilia Apoidea. Existen alrededor de 20,000 especies de abejas,
pero se ha sugerido que en realidad pueden ser el doble de este nimero a nivel mundial
(Roubik, 19889; Ayala et a/, 1992). Las regiones extratropicales, calidas y semidesérticas
del planeta cargan con la mayor parte de la diversidad de estos insectos (Ayala et al,
1992). En Guatemala se han reportado 354 especies, distribuidas en 97 géneros

pertenecientes a cinco familias (Yurrita et a/, 2009).

Las abejas evolucionaron a partir de avispas depredadoras de artrépodos, que
con sus numerosas adaptaciones morfolégicas y de comportamiento para la colecta y
transporte de polen, contribuyeron a la rapida diversificacion de las angiospermas a
principios del Cretacico (Ayala et a/, 1992; Poinar Jr. y Danforth, 2006). Son insectos de
tamano pequefo, miden entre 2 y 39 mm de longitud, y se caracterizan por tener el
cuerpo cubierto de pelos plumosos y la presencia de una estructura especializada para la
colecta de polen, las escopas o corbiculas (Michener, 2000). El alimento de las larvas de
las abejas se compone principalmente de polen y néctar o aceites de angiospermas

(Ayala et al, 1992).

La mayoria de abejas son solitarias, algunas otras presentan comportamiento
subsocial, parasocial (cuasisocial] y eusocial primitivo, mientras que el comportamiento
eusocial avanzado es caracterisitca peculiar de algunas especies de la familia Apidae

(Michener, 1974; Ayala et al/, 1992). Construyen sus nidos en diversidad de habitats
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tales como suelo, tallos huecos, termiteros, madera, nidos abandonados de avispas,

nidos expuestos sobre tallos o rocas (Ayala et a/, 1992).

3.2 ABEJAS SIN AGUIJON

3.2.1 Biologia

Dentro de la familia Apidae, existe una subdivisién de abejas, que se caracterizan
por no tener aguijon, denominadas meliponinos, agrupadas en la subfamilia Meliponinae
(Wille, 1983; Ruttner, 1988; Ayala et a/ 1992; Biesmeijer, 1997; Velthuis, 1997;
Michener, 2000). En total existen mas de 600 especies de abejas sin aguijon, agrupadas
en 56 géneros, distribuidas exclusivamente en los tropicos (Cortopassi-Laurino et al,
2006). En Guatemala se ha reportado que existen 33 especies de meliponinos,

agrupadas en 10 géneros [Enriquez y Maldonado, 2008].

Las meliponinos son abejas que miden entre 2 y 18 mm de largo. Son bastante
similares a las abejas meliferas (género Apss), pero se caracterizan por una reduccion del
aguijon y de la venacion alar. Como grupo presentan gran variabilidad morfolégica en
cuanto a conformacion, tamano y color, ya que mientras las especies del género
Melipona son robustas y peludas, las 7rigonas son delgadas, mas pequenas y lisas (Wille,
1983; Espina y Ordetx, 1984; Ruttner, 1988; Biesmeijer, 1997). Otra caracteristica que
distingue a estas abejas de otras es la presencia de un “penicillum”, una fila de largos

pelillos localizados en el apice de la tibia (Wille, 1983; Ruttner, 1988).

Las abejas sin aguijon exhiben un comportamiento eusocial avanzado, viviendo

generalmente en colmenas y dividas en obreras, zanganos (machos) y, normalmente, una
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reina. Las colonias pueden albergar desde cientos hasta varios miles de individuos,
dependiendo de la especie (Espina y Ordetx, 1984; Biesmeijer, 1997]; utilizan materiales
como barro, fibras y hojas vegetales, heces de vertebrados, resinas y cera para construir
sus colmenas, generalmente dentro de cavidades en troncos de arboles, aunque en
ocasiones también en hoyos en el suelo, madrigueras, grietas en rocas, edificios, e

inclusive llegan a utilizar termiteros (Wille, 1983; Roubik, 1989; Velthuis, 1997).

Las colmenas de abejas sin aguijon se multiplican ya sea produciendo enjambres o
produciendo zdnganos. La reproduccion mediante la produccion de machos (huevecillos
no fecundados) consiste en que éstos salen de la colmena y se agrupan en la entrada de
ésta o en el campo, esperando la llegada de una reina virgen. Sin embargo, la
competencia entre los machos es fuerte, ya que en algunas especies, una agrupacion
puede constar de mas de mil machaos, por lo que la oportunidad para un macho de
fertilizar una hembra virgen se reduce bastante (Biesmeijer, 1997). La otra forma de
reproduccion, la produccion de enjambres, inicia cuando algunas abejas salen de la
colmena en busca de un sitio de anidacion para una colmena hija. Localizado el sitio, las
obreras empiezan a transportar materiales al nuevo lugar para su preparacion, proceso
gue puede durar varios dias, inclusive semanas. Al final llegan al nuevo nido una reina
virgen junto con un grupo de obreras; luego, la reina realiza el vuelo nupcial y retorna

fertilizada, iniciando la oviposicion (Roubik, 1989; Biesmeijer, 1997; Velthuis, 1997).



3.2.2 Importancia Ecolégica y Cultural

Otra caracteristica importante de las meliponinos, por la que han sido objeto de
explotacion, es la produccion de miel y cera. La miel de estas abejas es producida a partir
del néctar de las flores, y ha sido utilizada desde tiempos antiguos por los humanos para
tratar afecciones respiratorias, sobre heridas, disenterias y otras dolencias, para
preparacion de bebidas, ceremonias religiosas, etc. (Espina y Ordetx, 1984, Biesmeijer,
1997). Por otro lado, la cera que secretan las meliponas la mezclan con propoéleos
(resina vegetal), y ha sido aprovechada también para varios propositos: litografia, tinta,
confeccion de velas, orfebreria, etc. (Espina y Ordetx, 1984; Biesmeijer, 1997]. En
nuestro pais la crianza de abejas nativas sin aguijon o meliponicultura ha sido practicada
desde hace muchos siglos y jugd un papel importante en las tradiciones de la cultura
maya (Enriquez et a/, 2005). Actualmente en varias regiones de Guatemala existen
meliponicultores que tienen conocimientos técnicos sobre el manejo de las colmenas de
abejas sin aguijon, y muchas familias de escasos recursos utilizan los recursos de las

meliponas como una fuente alternativa de ingresos (Enriquez y Maldonado, 2008).

Por el efecto polinizador de la recoleccion y transporte de polen y néctar por parte
de las meliponinos, éstas han venido utilizdandose para polinizar cultivos de frutales,
hortalizas y maderas (Biesmeijer, 1997). Ademas de optimizar los cultivos, el proceso
también se lleva a cabo en los bosques tropicales; estudios llevados a cabo en Costa Rica
afirman que el porcentaje total de plantas en el bosque tropical seco que son polinizadas
por abejas supera el 55% de todas las plantas (Biesmeijer, 1997]. Y si le agregamos a
todo eso el hecho de que las meliponas también sirven como transportadoras de

esporas y semillas de algunos hongos y arboles (Biesmeijer, 1997]), podemos inferir la
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importancia de estas abejas por el papel que juegan en el medio ambiente y en la cultura

humana.

3.2.3 El Género Melipona llliger, 1806

Las abejas del género Meljpona se caracterizan por tener un cuerpo robusto, con

abundante pubescencia, y una longitud corporal entre 8 y 18 mm (las obreras] (figura 1)

(Biesmeijer, 1997; Ayala, 1999]. Las alas son cortas o sobrepasan escasamente el apice

del metasoma. El pterostigma es pequefio y estrecho; sobre el margen distal de los

tergos metasomales generalmente presentan lineas amarillas fuertes o tenues (Ayala,

1999),

Existen alrededor de 50 especies catalogadas dentro de este género, todas

distribuidas en el Neotrépico (Biesmeijer, 1997).
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Figura 1. Una melipona y sus partes corporales.
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3.2.4 Melipona beecheii Bennett, 1831

Esta especie de abeja sin aguijon nativa de la region se caracteriza porque su
integumento es en su mayor parte de color negro, hablando de las obreras, mientras que
el térax presenta pubescencia blanquecina a los lados del mesososma, siendo el resto del
cuerpo de color ocre o anaranjado (figura 2). Las patas presentan dibujos amarillos,
pardos y negros, y el tamano del insecto varia entre 9.7 y 10.7 mm, mientras que el
ancho del ala anterior va de 7.7 a 7.9 mm(Ayala, 1999). Es la méas grande de las tres

especies analizadas en este estudio.

Figura 2. Meljpona beecheii

El escuto presenta pubescencia anaranjada [0 amarilla), que se vuelven mechones
muy densos de pelos de color anaranjado-rojizos en sus angulos antero-laterales. Los
escapos son de color amarillo en la superficie anterior, y los tergos metasomales negros
con bandas apicales amarillas bien definidas. Los tergos también presentan pubescencia
abundante de color anaranjado u ocre. Su distribucion abarca México, Guatemala, Belice,
El Salvador, Honduras, Nicaragua y Costa Rica, incluyendo Cuba, ocupando zonas

tropicales de golfos y costas del Pacifico (Ayala, 1999; de la Rua, 2007).
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3.2.5 Melipona solani Cockerell, 1912

Esta melipona se caracteriza porque las obreras tienen el integumento de color
negro y anaranjado, pubescencia anaranjada y el térax presenta pelos anaranjado-oscuro
0 pardo-rojizo en sus costados. La longitud del cuerpo de esta especie es de 8 mm en

promedio y del ala anterior 7.6 mm (Ayala, 1999](figura 3).

El area paraocular es negra sin dibujos amarillos, mientras que los pelos a nivel de
los ocelos son pardos-anaranjados, con pelos negros intercalados. El escuto presenta
pelos anaranjados-rojizo con abundantes pelos negros intercalados, y los pelos a los lados
del térax son anarajandos.-oscuro o pardo-rojizo, mas oscuros que los del escuto. Los
tergos metasomales son oscuros o0 negros, generalmente sin lineas amarillas apicales

(Ayala, 1999).

Figura 3. Meljpona solani

Esta especie se asocia al bosque tropical humedo, siendo mas comun y ocupando

un area mucho mas grande en Centroamérica que M. beecheii. Se le encuentra en
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Mexico, Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica y Panaméa (Ayala,
1999). Esta especie presenta una variacion en coloracion a lo largo de su distribucion.
En Meéxico y Guatemala las abejas son mas claras con integumento mas oscuro,
mientras que en Costa Rica y Panama, el integumento es frecuentemente mas claro

pero la abeja es mas oscura (Ayala, 1999).

3.2.6 Melipona yucatanica Camargo, Moure, Roubik, 1988

El integumento de esta melipona es negro con manchas amarillas, y presenta
pubescencia blanquecina y anaranjada. La longitud de su cuerpo puede variar de 8.2 mm

a 8.5 mm, mientras que el ala anterior mide entre 6.5-6.6 mm [Ayala, 1999] (figura 4).

El escuto posee pelos anaranjados y puede presentar o no, algunos pelos negros
intercalados. El vértex con pelos amarillos y algunos negros. El escutelo es generalmente
pardo oscuro o pardo-rgjizo, y posee una linea amarilla en sus margenes laterales. Las
tibias presentan pelos amarillos, y la tibia posterior es de color pardo-rojizo, con un dibujo
negro. Los tergos presentan escasa pubescencia, generalmente de color amarilla (Ayala,

1999).

La distribucion de esta especie es mas restringida que las dos anteriores,
encontrandose solamente en la Peninsula de Yucatan, en el Istmo de Tehuantepec, y en
Guatemala, se ha reportado en los departamentos de Jutiapa y Santa Rosa (Ayala, 1998S;

De la Rua et a/, 2007).
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Figura 4. Meljpona yucatanica

3.3 MORFOMETRIA

La morfometria es considerada una herramienta importante de exploracién en
biologia evolutiva. Es definida como un conjunto de métodos Util para la medicion vy el
anélisis de la forma de organismos bioldgicos y estructuras particulares, describiendo
cuantitativamente la forma e interpretando la variacion de la misma (Rohlf, 1990).
Abarca métodos para la descripcion y analisis estadistico de la variacion de la forma
entre y dentro de grupos de organismos y del analisis del cambio de la forma como
resultado del crecimiento, tratamiento experimental o evolucion. Puede usarse como una
valiosa herramienta en estudios taxonémicos, genéticos y ecolégicos, y ha sido utilizada
en muchos campos tales como citologia, antropologia, geologia, paleobiologia, y

entomologia (Rohlf; 1990; Rohlf y Marcus, 1993; Dujardin, 2000).

La morfometria trata con caracteres cuantitativos, como el tamaro y la forma,
caracteres que son heredables y que su variacion puede ser explicada por dos fuentes:

variacion genética y variacion ambiental (Daly, 1985). Segun Dujardin et g/ (1999), se
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pueden separar las causas genéticas de las ambientales, mediante la “remocion
estadistica de las variaciones del tamafo de las comparaciones meétricas” (comunmente
llamada correccion del tamano), revelando patrones de variacion relacionados con
diferencias evolutivas [es decir, minimizando la influencia de los factores

ambientales](Dujardin et a/, 1999).

Para comparar entre diferentes organismos la idea es contrastar desde el mismo
punto de vista la misma estructura de dos o mas individuos (Rohlf, 1990). La
morfometria trata de representar la forma de la estructura de interés del organismo por
medio de representaciones matematicas, lo cual se puede hacer de dos maneras: 1)
mediante conjuntos de distancias entre puntos sobre el organismo; 2] mediante las
coordenadas cartesianas de esos puntos (Bookstein, 1982). Una manera de analizar
estos conjuntos de datos morfomeétricos es el uso de métodos estadisticos multivariados.
Estos métodos representan el medio mas comun de analisis de los conjuntos de
variables representando formas bioldgicas, y uno de sus principales objetivos es reducir
la cantidad de datos tanto como sea posible, pero sin perder la habilidad de representar

adecuadamente la forma de las estructuras (Bookstein, 1982).

Estos métodos han sido ampliamente utilizados en estudios entomolégicos. Las
formas y dimensiones del exoesqueleto de los insectos son susceptibles de medir, y se ha
reconocido que son reflejo de la forma de vida de estos artropodos (Daly, 1985). De
acuerdo con Daly (1985), la morfometria puede ser aplicada en entomologia para: a)

identificar y determinar el nuimero de estados inmaduros; b] investigar la
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correspondencia entre variacion morfomeétrica y genética; c) investigar la influencia de la

variacion ambiental en la forma y el tamano; d) sistematica y clasificacion.

Se puede encontrar dos tipos de morfometria, la geomeétrica y la tradicional. La
morfometria geomeétrica es una técnica que toma en cuenta las relaciones geomeétricas
de las variables, es decir preserva la informacion de la geometria del organismo o de la
estructura estudiada. La parte multivariada de la morfometria geomeétrica ademas de
considerar las correlaciones entre las variables, toma en cuenta los patrones espaciales
de dichas variables en el organismo [Rohlf, 1990]). La morfometria tradicional, también
denominada multivariada, se define como la aplicacion de estadistica multivariada a
conjuntos de distancias medidas en un organismo. Dentro de los métodos multivariados

utilizados se encuentran aquellos de clasificacion y los de ordenacion (Dujardin, 2000].

3.3.1 Morfometria Tradicional

La morfometria tradicional es definida como la aplicacion de métodos estadisticos
multivariados a conjuntos de distancias entre puntos medidos sobre un organismo. Esta
técnica le permite al investigador cuantificar la variacion morfomeétrica y tentativamente
separar los componentes genético y ambiental de las longitudes o mediciones

examinadas (Jaramillo y Dujardin, 2002).

El primer paso en morfometria tradicional es medir distancias entre puntos de
referencia medidos sobre la estructura de interés. Luego, a partir de estas distancias, las

cuales deben convertirse previamente a logaritmos naturales pues asi lo requieren la



| 17

generalizacion multivariada de la alometria o la remocion del tamano isométrico, se
construyen matrices de varianza-covarianza. Utiliza los analisis multivariados para hacer
combinaciones lineales de todas las variables originales en unas pocas no relacionadas
entre si, cada una de las cuales da cuenta de una porcion de la variacion original.
Generalmente se acepta que los dos primeros factores contienen la mayor parte de la

informacion (Dujardin, 2000).

Los analisis convencionales se dividen en (Dujardin, 2000):

1) Los utilizados para el analisis de muestras Unicas, sin una asignacion “a priori” de los
individuos en grupos previamente definidos. Entre los mas utilizados esta el Anélisis de
Componentes Principales (ACP)

2] Los utilizados para el anélisis de dos 0 mas muestras, como por ejemplo el Analisis
de Componentes Principales Comunes [ACPC), el Andlisis de Componentes Principales

Multigrupo (ACPmg] o el Analisis Discriminante (AD)

Las nuevas variables derivadas de la morfometria tradicional corresponden a
componentes principales o a factores, con una serie de propiedades Utiles (Dujardin,

2000):

1) Son ortogonales; es decir, que los valores de cada componente no se
correlacionan con los valores de los otros componentes.

2) Los componentes se organizan en orden decreciente de acuerdo al porcentaje de
varianza original por el que cada uno responde, es decir que el primer
componente sera el que dara cuenta del mayor porcentaje de variacion original.

3) La suma de las varianzas explicadas por cada componente igualara la suma de las

varianzas originales (Dujardin, 2000].
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Estas propiedades significan que al resumir los datos iniciales en unas pocas
dimensiones, pero sin perder la informacion original, se puede representar de la mejor
manera los objetos de estudio y sus relaciones, en funcion de los caracteres estudiados

(Pimentel, 1992).

3.3.1.1 Tamano en morfometria tradicional

El objetivo de los analisis de morfometria tradicional es estudiar por separado la
conformacion y el tamafno del grupo de organismos bajo estudio (poblaciones), ambos,
componentes morfométricos de las poblaciones, modificados cada uno por razones
biologicas diferentes (Jaramillo y Dujardin, 2002). Esta remocion del tamarfo (o
correccion del tamano) es importante en estudios de variacion cuantitativa
intraespecifica, ya que en teoria permiten reducir la influencia que la variacién por
crecimiento (0 tamarfo) tiene sobre la conformacion. Para esto existen ciertas
interpretaciones matematicas de los conceptos de tamanfo y crecimiento, en base a las
cuales se puede llegar a separar cuantitativamente, el tamano y la conformacion. De

acuerdo a Dujardin (2000] se pueden definir matematicamente dos tipos de crecimiento:

3.3.1.1.1 Crecimiento Alométrico

La alometria se refiere al cambio en funcién del tamano que sufre la forma. Es el
tipo de crecimiento mas comun en la naturaleza, y ocurre cuando una parte del
organismo crece a una velocidad diferente a la de otra parte del cuerpo como un todo
(Jaramillo y Dujardin, 2002). El cambio alométrico resulta de la multiplicacion de cada

caracter por un coeficiente diferente cuando crece el conjunto, lo que produce un
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individuo mas grande pero de aspecto diferente, es decir, con una silueta diferente (figura

5).

3.3.1.1.2 Crecimiento Isométrico

El crecimiento isomeétrico es un caso particular de la alometria. Este tipo de
crecimiento resulta de la multiplicacion de todas las dimensiones por un mismo
coeficiente (figura 5). Es el tipo de crecimiento que rara vez se da en la naturaleza
(Dujardin, 2000). En morfometria tradicional es el cambio de tamaro global que se puede
estimar con un vector que tiene todos sus coeficientes idénticos (Jaramillo y Dujardin,

2002).

3.3.1.2 Cuantificacion y correccion del tamaiio: andlisis morfométrico
tradicional

La causa mas frecuente de diferencias de tamano entre individuos de la misma

especie es fisiologica: el crecimiento desigual. Pero las diferencias de tamano no

2cm 3cm
1cm <> 1cm
X 2 X3
w &sz 2 cm
ISOMETRIA ALOMETRIA

Figura 5. Representaciones matematicas del crecimiento segin Jaramillo y Dujardin (2002)
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siempre se explican por diferencias de crecimiento. La variacion de tamarfio resulta de
causas ambientales y genéticas (Jaramillo y Dujardin 2002). El crecimiento es la principal
causa fisiolégica que afecta el tamario, pero también influye la divergencia genética
causada por el aislamiento geografico (diferenciacion geografica) y la seleccion natural de
genotipos que expresan un fenotipo de tamafo ligado a caracteres con mayor eficacia
biologica (“fitness”) (por pleiotropia o ligamiento genético) (Jaramillo y Dujardin 2002). El
tamafo no es una variable monofactorial. Responde a causas fisiolégicas cuando
consideramos el crecimiento, pero también responde a procesos de diferenciacion

geografica y de divergencia evolutiva con bases genéticas (Jaramillo y Dujardin 2002).

Darroch y Mosimann (1985), proponen para la representacion del tamafo
isometrico, llamado TAISO, utilizar el promedio de todas las distancias medidas para un
individuo. Para el caso del tamaro alométrico, la variable de tamano global (o vector de
crecimiento] se representa por el Primer Componente Principal Comun (CPC 1),
obtenido de un Analisis de Componentes Principales Comunes [ACPC) (Klingenberg,
1996). Esta variable de tamario global no hace distincion entre diferencias de tamarno

debidas a diferencias de crecimiento o genéticas [Dujardin, 2000).

3.3.1.2.1Correccion del tamaio isométrico

Para lograr eliminar el cambio isométrico de tamano se sustrae la variable de
tamano isométrico o TAISO, a las variables que definen los organismos, previamente
transformadas a sus logaritmos naturales. Con este tratamiento obtenemos variables

libres de tamafio isomeétrico o variables de conformacion (Darroch y Mosimann, 1985).
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La conformacion es la geometria, configuracion o apariencia del individuo o de una
estructura anatomica. Es un concepto opuesto al de “forma”. Segun Jaramillo y Dujardin

(2002), la conformacién tiene una serie de propiedades:

1) Cambios alométricos debidos al crecimiento madifican la conformacion;

2] La conformacion es libre de diferencias de tamafo isométrico y, por ende, los cambios
isométricos no la modifican;

3) Cambios evolutivos y/ 0 adaptativos pueden madificar la conformacion [y/o la manera

de crecer).

A partir de la remocion del TAISO, se procede a realizar los analisis multivariados
a la variacién metrica residual, llamados analisis libres de isometria (Jaramillo y Dujardin,

2002).

3.3.1.2.2 Correccion del tamario alométrico

Este tipo de correccion se puede lograr mediante el método propuesto por
Klingenberg (1996). Segun este autor, la correccion se logra removiendo o excluyendo el
primer componente principal comuan, cpc1, de los subsiguientes analisis. El conjunto de
variables remanentes después de extraer el cpc1, se definen como “forma” o variables

libres de alometria.

La forma entonces se define como la variacion métrica residual después de
remover la alometria de crecimiento. Las variables de forma necesitan aplicarse en un
contexto claro: misma especie, mismo lugar (Dujardin, 2000). Este anélisis de la forma,

también llamado analisis libre de alometria, significa remover tentativamente los cambios
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alométricos debidos a crecimiento. La condicion de este analisis es que no haya
diferencia significativa en la manera de crecer de diferentes individuos. Si existen varios
grupos con diferentes alometrias de crecimiento es logicamente, poco probable

encontrar un eje comun de crecimiento entre todos (Dujardin, 2000).

Algunas propiedades de la forma son (Jaramillo y Dujardin, 2002):

1) la forma es libre de los cambios de conformacion inducidos por el crecimiento
(alometria).

2] cambios alométricos inducidos por el crecimiento no modifican la forma.

3) cambios isométricos pueden modificar la forma, asi como cambios alométricos de

origen genético.

Encontrar diferencias de forma, significa que el crecimiento no es capaz de
explicar por si solo toda la variacion métrica observada. Entonces, se deben considerar

otras causas, probablemente de origen genético (Dujardin, 2000).

En caso de encontrar que dos estructuras no comparten la misma manera de
crecer podemos suponer cambios evolutivos o adaptativos, responsables de la
divergencia observada. El concepto forma se aplica entonces a estructuras biolégicas
que crecen de manera alométrica. Un estudio de la conformacion libre de alometria es
valido al nivel intraespecifico, porque esperamos una manera similar de crecer [igual

alometria) dentro de una especie (Dujardin, 2000).
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3.3.2 Morfometria aplicada al estudio de abejas

El analisis morfométrico puede ser utilizado como una herramienta para evaluar la
variacion geografica y la diferenciacion interespecifica de poblaciones de abejas (Ruttner,
1988). Segun algunos autores, los caracteres morfolégicos han demostrado ser buenos
indicadores de procesos evolutivos que actuan sobre las poblaciones de abejas, ya que
tales caracteres muestran en general, una heredabilidad alta (con un alto componente
genético] en abejas, especialmente los relacionados con el tamarno (Diniz-Filho y Bini,

1994, citado en Nunes et a/, 2008).

Los primeros trabajos en aplicar técnicas morfomeétricas al estudio de la
diversidad de abejas trataron acerca de la variacion dentro de poblaciones geograficas
de la misma especie y patrones clinales de algunos caracteres en Apis cerana indica
(Mattu y Verma, 1983, citado en Rattanawannee et a/, 2007), y en A. mellifera [Ruttner,
1988]). Siguiendo la misma linea de trabajo, Verma y colaboradores (1994] lograron la
diferenciacion geografica de poblaciones de A. cerana del noroeste de Los Himalayas,
considerando 55 variables morfométricas de las alas delanteras y traseras de las abejas.
Otros estudios con la misma especie, A. cerana, provenientes tanto de Los Himalayas
como de Las Filipinas, también lograron diferenciar las poblaciones de esta abeja
utilizando caracteres morfométricos de las antenas, y otros relacionados con el tamano y
con la venacion de las alas (Tilde et al/, 2000; Hepburn et a/, 2001a). Un analisis
completo acerca de las categorias infraespecificas de esta especie, utilizando
morfometria, aloenzimas y ADN mitocondrial es presentado por Hepburn vy
colaboradores [2001b). Estudios similares de diferenciacion poblacional utilizando
morfometria multivariada se han llevado a cabo con otras especies de Apis [Chaiyawong

et al, 2004; Hepburn et a/, 2005; Rattanawannee et a/, 2007).
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También se han realizado estudios morfométricos con abejas meliponinos, no
solamente aplicados a diferenciar poblaciones geograficas, sino en otras areas en donde
ha sido util el analisis morfolégico de estas abejas. Por ejemplo, Koedam y colaboradores
(2001), analizaron la relacion entre diferentes tipos morfolégicos de huevecillos y el
comportamiento de las abejas obreras que los oviponen, en la especie Meljpona bicolor
bicolor. Comparando diferentes tamanos de huevecillos y otros atributos morfolégicos,
lograron demostrar que la oviposicion se acompafa de una secuencia Unica de
comportamientos. Otro estudio analizé el rol que juega la morfologia de las abejas
Melipona beecheiiy M. fasciata, en la diferenciacion del nicho para la colecta de néctar
entre las dos especies, midiendo caracteres en la cabeza y el ala [Biesmeijer et al,

1999).

Un estudio con T7rigona ventralis hoozana analizé las diferencias morfoldgicas
entre las reinas, obreras y machos de dos colonias en Taiwan (Sung et a/, 2004). Para
ello los autores examinaron 14 caracteres en total medidos sobre la cabeza, torax,
abdomen, patas y alas de las abejas, encontrando que esta especie presenta un

completo dimorfismo de castas.

Recientemente, Nunes y colaboradores (2008) llevaron a cabo un estudio
morfomeétrico para estudiar la divergencia genética entre poblaciones de Meljpona
quadrifasciata en una region semiarida en Brasil. El andlisis se basd en 16 variables
medidas sobre las alas delanteras y traseras de las abejas, las cuales diferenciaron tres
grupos que concordaban con la ubicacion geografica de las colonias analizadas, y que la

mayor parte de la variacion en el tamafo de los insectos era influenciada por la elevacion
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geografica. Con los resultados obtenidos, los autores concluyeron que existe una
divergencia geneética significativa entre las poblaciones de M. guadrifasciata de las
diferentes regiones semiaridas, y que esta diferencia se debe probablemente a barreras

geograficas que reducen el flujo génico entre dichas poblaciones (Nunes et a/, 2008).

Otros estudios que envuelven variabilidad morfologica con poblaciones de
meliponas se han centrado en la especie M. beechei; analizada a lo largo de todo su
rango de distribucion, incluyendo Centroameérica (Carrilo et a/, 2001), y entre
poblaciones de Yucatan, México, y Guanacaste, Costa Rica (Quezada-Euan et a/, 2007).
Este dltimo trabajo combiné herramientas moleculares y morfométricas con el fin de
analizar las diferencias entre las paoblaciones antes mencionadas. Utilizaron
microsatélites como marcadores moleculares, y para la parte morfolégica, once
caracteres medidos sobre la cabeza, alas y patas. Ambas técnicas maostraron
diferenciacion entre las poblaciones de México y costa rica, tanto a nivel molecular como
fenotipico. Las meliponas de Yucatan son mas pequefas y palidas que las del pais
centroamericano, y ambas poblaciones muestran una falta de heterocigotos, lo que
estaria indicando que sufren de endogamia, por lo que los autores sugieren hacer
esfuerzos en reproducir varias colonias como sean posibles para mantener variabilidad

geneética (Quezada-Euan et a/, 2007).
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4. JUSTIFICACION

A nivel mundial las abejas son los polinizadores mas importantes. La polinizacion
debida a estos insectos contribuye enormemente a la economia humana, ya que gran
parte de los cultivos, aproximadamente mas del 66% de las 1500 especies de plantas
para cultivo, son optimizados por este proceso natural (Cunningham, 2000; Delaplane y
Mayer, 2000; Kremen et al, 2002). El valor anual de la polinizacién por abejas es del

orden de billones de ddlares, solamente en Estados Unidos (Delaplane y Mayer, 2000).

Las abejas sin aguijon o meliponinos son importantes polinizadoras de la
vegetacion en la region neotropical. Casi la mitad de las especies de plantas cultivadas
gue son significativas para la economia de la region son polinizadas por éstas (Heard,
1999). Las poblaciones de plantas nativas y exdticas se mantienen gracias a la funcion
ecologica de las abejas, manteniendo a comunidades animales, controlando la erosion de
los suelos, aumentando los valores de propiedad y, embelleciendo los ambientes

humanos (Delaplane y Mayer, 2000; Ricketts et a/, 2004; Hoffman, 2005).

Las meliponas son conocidas en el area rural de Guatemala y otros lugares de
mesoamerica, como productoras de miel, la cual ha sido utilizada desde la época
precolombina como medicina y alimento por habitantes de la region (Quezada-Euan et al,
2007). Se sabe que a la miel de Meljpona beecheii, se |le atribuyen una gran variedad de
usos terapeéuticos (Enriguez y Maldonado-Aguilera, 2008). La meliponicultura o el arte de
cultivar colmenas de abejas meliponas se ha venido desarrollando en Guatemala desde
hace algun tiempo. Esta practica tradicional se puede considerar como una alternativa

econdmica para muchas familias de escasos recursos del area rural, y muchas son las
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ventajas que presenta, como es el hecho de ser una actividad amigable con el ambiente

(Enriquez y Maldonado-Aguilera, 2008).

Sin embargo en los dUltimos afos el deterioro ambiental ha venido
incrementandose en la region neotropical, provocando la disminucion de la diversidad
floral y faunistica de la region, incluyendo a las abejas sin aguijon, las cuales son muy
sensibles a los disturbios ambientales provocados por el hombre (Brown y Albrecht,
2001). Es claro que las abejas meliponinas son valiosas, pero es un recurso natural
limitado. Es por ello que expertos afirman que su conservacion cobra una enorme
importancia a nivel mundial, y que los esfuerzos deben enfocarse en el manejo y cultivo de
las abejas polinizadoras (Delaplane y Mayer, 2000). Se necesita mas informacion
biologica y estudios en condiciones naturales de las meliponinas para poder manejar y
conservar a las distintas especies (Cortopassi-Laurino et a/, 2006). Los estudios a nivel
poblacional aportan informacion valiosa para determinar si se realiza el movimiento de
colonias entre regiones debido a sus similitudes morfolégicas o genéticas (Ayala et al,

1992; Quezada-Euan et a/, 2007).

En Guatemala se han llevado a cabo algunos estudios con meliponas, enfocados
principalmente en analizar la diversidad biolégica de estos insectos y las propiedades de
su miel y propdleo, asi como estudios acerca de los recursos polinicos utilizados por
estas abejas (Marroquin, 2000; Dardon, 2005; Vasquez, 2007; Enriquez y Maldonado-
Aguilera, 2008; Rodriguez, 2008). Se han reportado tres posibles especies de meliponas
para el pais, M. beecheii, M. solani'y M. yucatanica, segun la clasificacion de Ayala (1999).
Estas presentan una amplia distribucién en el pais, y algunos estudios realizados en el

LENAP, han revelado la existencia de variacion morfolégica en cada una de las especies,
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lo que sumado al escaso trabajo de colecta y determinacion de las mismas, han hecho su
clasificacion bastante complicada (Licda. Gabriela Armas, comunicacion personal). Es por
ello que el objetivo de este trabajo fue el de aplicar técnicas de morfometria tradicional al
estudio poblacional de esas meliponas provenientes de diferentes regiones del pais, para
determinar el grado de variacion morfolégica y geografica en dichas poblaciones. Los
datos morfomeétricos son muy utilizados en estudios con abejas, y han demostrado ser un
buen marcador para la diferenciacion de poblaciones y para la descripcion biolégica de
especies (Verma et al, 1994; Biesmeijer et al, 1999; Tilde et a/, 2000; Hepburn et al,
2001, a y b; Quezada-Euan et a/, 2007; Rattanawannee et a/, 2007). Con la informacion
obtenida, se pretendia contribuir a la clasificacion de las especies y se esperaba aportar
informacién sobre la dinamica paoblacional de las mismas, apoyando de esa manera al

desarrollo de una adecuada meliponicultura en nuestra region.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Analizar la variacion métrica inter e intraespecifica de Meljpona beechei, M. solaniy M.

yucatanica en Guatemala

5.2 Especificos

5.2.1 Determinar si existe variacion fenotipica significativa en caracteres métricos del ala
y la cabeza, en poblaciones de M. beechei, M. solaniy M. yucatanica procedentes de

diferentes regiones del pais

5.2.2 Validar la morfometria como herramienta fenética para el estudio de la variacion

meétrica de meliponas en Guatemala

95.2.3 Proveer informacién morfomeétrica que contribuya a la correcta determinacion

taxonomica de las meliponas de Guatemala
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B. HIPOTESIS

Los conjuntos de caracteres meétricos medidos sobre la cabeza y el ala de las meliponas
estudiadas detectaron diferencias en tamarno y forma de las estructuras analizadas,
revelando tres grupos claramente separados, que apoyan la clasificacion de las

poblaciones como M. beecheii, M. solaniy M. yucatanica, segun Ayala (1999).
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 DISENO EXPERIMENTAL

7.1.1 Universo de estudio
Especimenes de M. beecheei, M. solani y M. yucatanica provenientes de

meliponarios de varios departamentos del pais (Cuadro 1). Las localidades que se

incluyeron en el estudio se seleccionaron a conveniencia por disponibilidad del material.

7.1.2 Nimero de especimenes
Los especimenes que se utilizaron en la investigacion forman parte de la coleccion

de referencia del Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia. Estan conservados
montados con alfileres entomoldgicos dentro de cajas de madera especiales para
preservar artropodos. Para este estudio solamente se utilizaron individuos adultos
hembras, las obreras. Esto debido a que los machos solamente aparecen en la época de
reproduccion y es dificil de contar con un buen nimero de éstos, ademas de que se tiene
gue trabajar en base a un mismo grupo etareo por el dimorfismo sexual. Cada localidad
estuvo representada por 10 individuos, nimero seleccionado a conveniencia de acuerdo
a los individuos disponibles en la coleccién de referencia. Estos fueron colectados por
investigadores del area de abejas, del LENAP, entre el 2008 y 2009, en 13
departamentos a lo largo de Guatemala. Los sitios de colecta y el tamario de muestra se

presentan en el cuadro 1.
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7.2 TECNICAS UTILIZADAS EN EL PROCESO DE INVESTIGACION

7.2.1 Preparacion de las meliponas
Un total de 305 abejas sin aguijon de las especies M. beechei, M. solaniy M.

yucatanica fueron utilizadas en el estudio. Cada espécimen fue revisado para comprobar
el estado en el que se encontraba y si contaba con todas sus estructuras. Luego se
procedid a revisar qué localidades contaban con el tamafo de muestra requerido para
los analisis morfométricos. Para tales analisis se utilizaron caracteres metricos de la

cabeza y el ala, usando en promedio 10 obreras por sitio de colecta.

Las cabezas y alas de los insectos fueron removidas con ayuda de pinzas de
diseccion; las cabezas se montaron con alfileres, fijandolas sobre triangulos de acetato,

con goma blanca. Las alas de las abejas se montaron entre portaobjetos y cubreobjetos.

7.2.2 Captacion de datos y medida de distancias morfométricas
Las imagenes de la cabeza y del ala de cada individuo fueron captadas mediante

una Camara Olympus OLY-750, la cual estaba conectada a un estereoscopio Olympus
SZ-STS, con magnificacion 15X; las imagenes tomadas se  transfirieron a una
computadora por medio del Software FlyWIDEO2000 (Animation Technologies, Inc.
2001). Con ayuda del software Tpsdig® ver. 2.12 (Rohlf, 2008) se midieron 14 puntos
homadlogos sobre la cabeza del insecto, y en el caso de las alas, 12 puntos homaologos
(Sung et al, 2004; Nunes et al, 2008). Los puntos seleccionados se muestran en la
figura 6. A partir de dichos puntos se obtuvieron todas las distancias posibles y se
convirtieron a logaritmos naturales, con ayuda del paquete estadistico Tet_14 (Dujardin,

2002).
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Figura B. Puntos tomados sobre la cabeza y el ala anterior derecha de las

Meliponas spp.

7.2.3 Analisis de los Datos

Se usaron técnicas de morfometria tradicional, aplicando dos diferentes técnicas para
la correccion de tamafo (Rohlf, 1990). El analisis libre de alometria fue utilizado para
comparar a nivel intraespecifico las poblaciones de las meliponas, mientras que el analisis
libre de isometria se utilizd tanto para las comparaciones interespecificas como también
intraespecificas [Darroch & Maosimann, 1985; Klingenberg, 1996). Todos los analisis se

aplicaron al conjunto de variables de la cabeza y del ala por separado.



Cuadro 1. Numero de especimenes por localidad utilizadas
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en las comparaciones

morfomeétricas
Especie Localidad Departamento No. de especimenes
Meljpona beecheii | Asuncion Mita Jutiapa 7
La Pajarita 10
Cotzal Quiché 10
Uspantan 10
Carcha Alta Verapaz 10
Coban 10
Lachua 11
Coatepeque Quetzaltenango 8
El Asintal Retalhuleu 9
Samala 10
Esquipulas Chiquimula 10
Ipala 10
Pueblo Nuevo | Santa Rosa 11
Vinas
San Antonio Ch. Solola 9
San Lucas Toliman
San Benito 9
Petén 10
Meljpona solani | Uspantan
Lachua
Livingston Quiché 15
Rio Dulce Alta Verapaz 10
Nvo. Progreso Izabal 10
Poptun 13
San Benito San Marcos 10
Samala Petén 11
8
Melipona Retalhuleu 11
yucatanica Camojalito
La Pajarita
Moyuta Huehuetenango 10
Samala Jutiapa 10
Chiguimula 12
Retalhuleu 10
Chiguimula 8

7.2.3.1 Analisis Libre de Alometria. Este anélisis es el que provee mayor informacion.

Aplica el meétodo de Klingenberg (1996] para la correccién de tamario e indica que la

eliminacion del efecto del crecimiento implicito en los datos multivariados [tamaro] se
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logra proyectando los puntos de datos sobre un espacio que es ortogonal al vector de

crecimiento (Dujardin, 2000).

Este tipo de analisis es muy riguroso en cuanto al nimero de variables que pueden
ser utilizadas; se debe usar la mitad del nimero de individuos del grupo mas pequefio que
va a ser analizado. Antes de llevar a cabo el analisis se tuvo que probar que las matrices de
varianza siguieran el modelo comun de crecimiento alométrico, para luego llevar a cabo un
analisis de componentes principales comunes [ACPC). Para comprobar dicho modelo se
seleccionaron cinco variables que representaran la configuracion general (largo y ancho)
tanto de la cabeza como del ala, utilizando el mismo juego para las tres especies. Cabe
mencionar que este analisis se realizd para cada especie y para cada estructura por

separado.

Si el grupo de 5 variables no seguia el modelo, se probaron todas las
combinaciones posibles de 4 variables a partir del set original. Si ninguna combinacion
de 4 variables seguia el modelo, no se siguid con el andlisis libre de alometria para esa
poblacién en particular. Si una o mas combinaciones seguian el modelo, se procedio a
realizar el ACPC; en el caso de que dos o mas combinaciones seguian el modelo, se
escogio la que mejor se ajustaba a los componentes principales comunes -CPC-, es
decir, aguella con el valor de p mas alto. Los CPC resultantes se utilizaron en un analisis
discriminante (AD], descartando el primer componente (el cual representa el
crecimiento alométrico comun de la especie] (Dujardin & Le Pont, 2000). Los resultados
del AD se proyectaron en diagramas de dispersion sobre los dos primeros factores

discriminantes.
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Las 5 variables utilizadas que representaban la configuracion general de la
cabeza se obtuvieron de la matriz de distancias ya convertidas a logaritmos. Estas
corresponden al largo total de la cabeza, distancia entre los puntos 1-6; largo del ojo,
distancia entre puntos 2-4; el ancho total de la cabeza, distancia entre 3-10; largo del
clipeo, puntos 6-14; y ancho entre ojo y ojo, distancia entre puntos 12-13. En cuanto a
las alas, las variables escogidas fueron, ancho del ala, distancia entre puntos 1-7; largo
de la vena radial, puntos 2-3; largo total del ala, entre los puntos 4-8; largo de la vena
cubital, distancia entre puntos 4-11; y largo de la vena anal, distancia entre los puntos 5-

B.

7.2.3.2 Andlisis Libre de Isometria. También se denomina Analisis de /a
Conformacion (propuesto por Mossiman en 1970, citado en Dujardin, 2000). Indica que

la conformacién (C) puede ser definida de la siguiente manera:

C=X/T

donde X es un conjunto de distancias entre puntos, y T es una variable de tamario global.

Si esta ecuacion se transforma en logaritmos obtenemos:

logC=log(X/T)=logX - logT

Se obtuvieron variables libres de isometria removiendo a cada variable el
promedio de todas las medidas tomadas para cada individuo. Posteriormente se les
aplicd a estas variables un analisis de componentes principales [ACP] (Darroch &
Mossiman, 1985). Para esta técnica se usaron como variables todas las posibles
distancias medidas entre los puntos homalogos (14 puntos para cabezas, y 12 para
alas) y transformadas luego a logaritmos. A estas distancias se les restd el promedio

individual (TAISO) para obtener las variables libres de tamano isométrico (Darroch &
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Mossiman, 1985), a las cuales se aplicé un analisis de componentes principales [ACP).
Los componentes principales resultantes se utilizaron como matriz en un AD. De nuevo,

los resultados se proyectaron en diagramas de dispersion.

Se llevd a cabo un test de significancia para determinar qué tan separadas
estaban las medias [centroides) de los grupos después del analisis discriminante. Para
ello se utilizo el estadistico Wilks’ Lambda, el cual pone a prueba la hipétesis de que los
centroides de los grupos son iguales. Este presenta valores entre O y 1, valores
cercanos a cero indican fuertes diferencias entre grupos, mientras que valores grandes,
gue no hay diferencias. [SPSS, 2006). Otro estadistico que se utilizé fue el indice Kappa,
el cual midioé la concordancia entre la clasificacion original de los insectos propuesta por
el investigador, y la reclasificacion producida por el ACD (SPSS, 2006). La escala va de
0O a 1, en la cual valores entre O y 0.20 indican una concordancia leve (cercana al azar);
entre 0.21 y 0.40, regular; entre 0.41 y 0.60, moderada; entre 0.61 y 0.80, sustancial,
y mayor de 0.80, casi perfecta (Landis y Koch 1977, citado en Pinto Soares et al,

1999).

Todos los anaélisis multivariados se llevaron a cabo con los siguientes paquetes
estadisticos:
e NTSYS pc 2.02 [Rohlf, 1998), para ACPC.

e SPSS for Windows 15.0 (SPSS Inc. 2006]) para ACP y AD.
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8. RESULTADOS

8.1 Andlisis Interespecifico

El analisis entre especies se realizd mediante un analisis libre de isometria
aplicado a variables tomadas sobre la cabeza y las alas de las meliponas. Los resultados
del analisis mostraron la formacion de tres grupos distintos; los graficos obtenidos para
las cabezas y las alas se muestran en la figura 7 y 8 respectivamente. En el cuadro 2 se
muestran los valores de los estadisticos Wilk s Lambda y Kappa, y el porcentaje de
variacion de los 2 primeros factores discriminantes, con los que estan construidos los

graficos de dispersion.

Factores Discriminantes

Grupo
) Melipona beecheii
) M. solani
M. yucatanica
M Group Centroid

5.0

2.5

0.0+

Fd2

-2.54

-5.04

50 25 00 25 50
Fd1

Figura 7. Grafico de dispersion construido en base a los dos primeros factores
discriminantes producidos por un AD sobre 91 distancias medidas sobre las cabezas de
las mismas especies Meljpona beecheii, M. solaniy M. yucatanica.
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En los gréficos de dispersion se observa la formacion de tres grupos, que
representan las tres especies clasificadas como M. beechei, M. solaniy M. yucatanica,
segun la clasificacion de Ayala (1999). El estadistico de prueba Wilk s lamda presento
valores cercanos a O (0.131, p<0.05, en ambas estructuras), lo cual nos indica que
existen diferencias significativas entre dos de los grupos estudiados. Estas diferencias
fueron muy notorias a lo largo del primer eje o factor discriminante, el cual explicé el
87.6% de la variacion total, en el caso de las alas por ejemplo. El estadistico Kappa
presentod valores entre 0.888 (cabeza) y 0.902 (ala) con valores de p<0.05, indicando
que la reclasificacion generada por el analisis coincide casi perfectamente con la

clasificacion original.

Factores Discriminantes

5
Grupo

) Melipona beecheii

) M. solani

4= M. yucatanica

W Group Centroid

Fd2

50 25 0o 25 50 75
Fd1

Figura 8. Grafico de dispersion construido en base a los dos primeros factores
discriminantes producidos por un AD sobre 66 distancias medidas sobre las alas de
Meljpona beecheii, M. solaniy M. yucatanica.
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Cuadro 2. Analisis Libre de Isometria de cabezas y alas. Valores de los estadisticos de
los Analisis de Componentes Principales y Analisis Discriminante aplicados a nivel
interespecifico entre las especies Meljpona beechei, M. solaniy M. yucatanica.

Analisis %CP | %F1 | %F2 | Wilk’s | Signif. | Kappa | Signif.
Lambda

Interespecifico 9223 | 891 | 109 | 0131 0.000 | 0.888 | 0.000
Q
e
@©
&

" Interespecifico 9390|876 | 124 | 0131 0.000 | 0.802 | 0.000
©
<

Fuente: Datos

Experimentales

8.2 Andlisis Intraespecifico

8.2.1 Melipona beecheii

8.2.1.1 Analisis Libre de Alometria
Para poder realizar este anélisis, se tuvo que probar la compatibilidad de las
variables de la cabeza y del ala, con el modelo de componentes principales comunes
CPC- (p=0.05] (ver apartado de analisis de datos, en métodos). Este analisis se realizo
para cada especie por separado, ya que se utiliza para estudios de variacion

intraespecifica.

El conjunto de 5 variables seleccionadas que representaban el largo y ancho de la
cabeza de los individuos de M. beechei;, no siguié el modelo requerido, por lo que se

probaron todas las diferentes combinaciones posibles de 4 variables. Sin embargo
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ninguno de los sets siguié el modelo de CPC “s. De igual manera, las variables escogidas

para el ala de las meliponas, no siguieron el modelo, en ninguno de los casos.

8.2.1.2 Anadlisis Libre de Isometria
En el analisis libre de isometria se utilizd como grupo externo M. solani.
Posteriormente este grupo fue excluido para poder visualizar el comportamiento de las
poblaciones al interior del grupo. Al igual que en el analisis entre especies, en este caso
se utilizaron todas las distancias posibles entre los puntos tomados sobre la cabeza y el
ala. La significancia de los analisis se muestra en el cuadro 3, donde se presentan los
valores de Wilk’s Lambda, Kappa y porcentajes de variacion que representan los

factores discriminantes 1y 2.

Los valores de Wilk s lambda en este caso son de 0.376 en cabezas, y 0.142 en
alas (p<0.05, para ambas estructuras), lo que nos indica que existen diferencias
significativas entre dos de las poblaciones. El estadistico Kappa presento valores entre
0.220 (cabeza) y 0.335 (ala) con valores de p<0.05, indicando que la reclasificacion
generada por el andlisis concuerda de moderada a sustancial con la clasificacion

original.
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Cuadro 3. Analisis Libre de Isometria de poblaciones de M. beecheii. Valores de los
estadisticos de los Analisis de Componentes Principales y Analisis Discriminante.

M. beechii Analisis %CP | %F1 | % F2 Wilk s Signif. | Kappa | Signif.
Lambda
o Sin grupo externo | 77.05 | 39.3 | 302 |0.376 0.000 | 0.220 |0.000
3
§ Con grupo externo | 78.00 | 63.0 | 16.2 | 0.168 0.000 | 0.2e64 | 0.000
Sin grupo externo | 72.03 | 44.8 | 282 | 0.142 0.000 | 0.335 | 0.000
0
@
< Con grupo externo | 73.42 | 495 | 222 | 0.148 0.000 | 0.312 | 0.000

8.2.1.2.1 Analisis de Cabezas

Fuente: Datos Experimentales

En el grafico de dispersion obtenido para las mediciones de la cabeza no se

observa diferenciacion entre las poblaciones de M. beecheri, forméandose un solo grupo

de poblaciones. Con el fin de visualizar mejor las relaciones entre los grupos se

construyd un dendrograma a partir de los promedios de los factores discriminantes

obtenidos en los analisis, utilizando para ello un analisis de agrupamiento jerarquico con

base en las distancias euclidianas entre poblaciones (figura 9). En el dendrograma se

observa que el grupo externo utilizado se diferencia claramente de las poblaciones de M.

beechel;.
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¥ rrrr r HIERARCHICAL CLUSTER ANALYS IS =»®=®*=*z=x

Factores Discriminantes

Dendrogram using kverage Linkage (Between Groups)
Rescaled Discance Cluster Combine
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Figura 9. La grafica es el resultado obtenido al aplicar un AD sobre los 5 componentes
principales producidos en un ACP sobre 971 variables medidas sobre la cabeza de
especimenes de poblaciones de M. beecheii. Dengrograma construido en base a las
funciones obtenidas de un AD sobre los 5 primeros componentes principales en un ACP
sobre las mismas variables.

8.2.1.2.2 Analisis de Alas

El analisis libre de isometria de las alas tampoco logro diferenciar las poblaciones
de M. beecheii, observandose en el grafico de dispersion la agrupacion de todas ellas en
un solo grupo, sin la tendencia de alguna a diferenciarse (Figura 10). Como en el caso
anterior, se procedid a construir un dendrograma con el fin de visualizar mejor las
relaciones entre las poblaciones. Al igual que con las cabezas, M. solani claramente se
logro diferenciar de M. beecheii. Por el contrario, al interior de esta Ultima especie, no se
mantiene el mismo patron de agrupamiento de poblaciones que en el caso del

dendrograma de las cabezas.
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Figura 10. La grafica muestra el resultado obtenido al aplicar un AD sobre los 5
componentes principales producidos en un ACP sobre 66 mediciones en el ala derecha
de especimenes de poblaciones de M. beecheii. Dengrograma construido en base a las
funciones obtenidas de un AD sobre los 5 primeros componentes principales en un ACP

sobre las mismas mediciones.
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8.2.2 M. solani
8.2.2.1 Anadlisis Libre de Alometria
Para esta especie, solamente las medidas de la cabeza y una de las
combinaciones de 4 variables siguid el modelo de CPC (p = 0.171). El resultado del
analisis libre de alometria se muestra en la figura 11. La significancia de los estadisticos
se muestra en el cuadro 5, asi como los porcentajes de contribuciéon de los factores

discriminantes 1y 2.

Al observar el grafico de dispersion se observa que no se logra diferenciar
claramente ninguna de las poblaciones de la especie. Sin embargo, al considerar el valor
de Wilk’s lambda, de 0.536, el cual fue significativo (p<0.05), y al construir el
dendrograma con los factores discriminantes del AD, se puede ver que la poblacion que
si presenta diferencias es la de Nuevo Progreso, San Marcos. Este resultado apoya las
diferencias encontradas en la misma poblacion en el analisis libre de isometria de

cabezas y alas (ver apartado siguiente).

Por otro lado, el estadistico Kappa presenté un valor de 0.266, con un p<0.05,
indicando una concordancia regular entre la reclasificacion generada por el anélisis y la

clasificacion original.
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Factores Discriminantes
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Figura 11. La grafica muestra el resultado obtenido al aplicar un AD sobre los 3
componentes principales comunes [CPC) sobre 4 mediciones en la cabeza de
especimenes de M. solani. El dendrograma esta construido en base a las distancias
euclidianas obtenidas en un cluster jerarquico a partir de los factores descriminantes
obtenidos en el AD.
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8.2.2.2 Andlisis Libre de Isometria
Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 12 y 13. El cuadro 4
muestra para ambas estructuras el valor de los estadisticos Wilk"s Lambda y Kappa,
asi como el porcentaje de variacion que representan los 2 primeros factores
discriminantes utilizados para los graficos. Se utilizé como grupo externo una poblacion
de M. beecheii, aunque este resultado no se muestra ya que solamente se realizd para

probar que el andlisis si lograba separar a las dos especies [anexos).

Los valores de Wilk s lamda fueron cercanos a O, con un p<0.05, lo cual indica
qgue existen diferencias significativas entre dos de los grupos estudiados. Estas
diferencias fueron evidentes a lo largo del primer eje o factor discriminante, con valores
por encima del 75% cuando se incluyé el grupo externo, sin embargo, al excluir este
grupo, los valores siguieron indicando que al menos dos grupos se diferencian. El
estadistico Kappa presento valores entre 0.416 (cabeza) y 0.641 [ala) con valores de
p<0.05, indicando que la reclasificacion generada por el analisis concuerda de una
manera moderada a sustancial con la clasificacion original.

Cuadro 4. Analisis Libre de Isometria de poblaciones de M. solani. Valores de los
estadisticos de los Analisis de Componentes Principales y Analisis Discriminante.

M. solani Analisis %CP | %F1 | %F2 Wilk s Signif. | Kappa | Signif.
Lambda
o Sin grupo externo | 75.51 | 832 | 234 |0.192 0.000 | 0416 |0.000
3
§ Con grupo externo | 81.99 | 859 | 6.6 0.060 0.000 | 0.584 | 0.000
Sin grupo externo | 7410 | 576 |26.6 | 0.150 0.000 | 0469 |0.000
)
©
< Con grupo externo | 72.72 | 779 | 105 | 0.054 0.000 | 0.641 |0.000
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8.2.2.2.1 Analisis de Cabezas
En el analisis libre de isometria para las cabezas, se observa la tendencia de las
poblaciones de Nuevo Progreso, San Marcos, y Poptun, Petén, a diferenciarse de las
restantes en el primer componente (figura 12). Un resultado importante es que las
poblaciones de Petén, a pesar de estar cerca geograficamente, a nivel morfométrico no

estan tan relacionadas.

Factores Discriminantes #+xx* * HIERLRCHICLL CLUSTER ANALYSZIIS****

0

M. solani

O Lachta, )
Livingston, Izabal (2)

Dendrogram using Lverage Linkage (Eetween Groups)

Marcos (3)

EoRLns PetEn (4 CLSE 0 5 10 15

Nvo. Progreso, Sn. Rescaled Distance Cluster Combine
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=
g

Rio Dulce, Izabal (5)
_) Samala, Reu. (6) Label
San Benito, Petén (7)
Uspantan, Quiché (8) L
Group Centroid Livingstond

—

Tspantand

Samalal

Lachual

Riodulced

] ]
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Figura 12. La gréafica es el resultado obtenido al aplicar un AD sobre los 5 componentes
principales producidos en un ACP sobre 971 variables medidas sobre la cabeza de
especimenes de poblaciones de M solani Dengrograma construido en base a las
funciones obtenidas de un AD sobre los 5 primeros componentes principales en un ACP
sobre las mismas variables.



| 49

8.2.2.2.2 Analisis de Alas
El analisis libre de isometria para las alas demuestra que las poblaciones de
Lachua, Alta Verapaz y, Nuevo Progreso, San Marcos, tienden a diferenciarse del resto
(figura 13). Es importante el hecho de que, como en el anélisis con las cabezas, la
poblacién de San Marcos se separa de nuevo. El grupo de las poblaciones restantes esta

constituido por Rio Dulce, Samald, Poptan, Uspantan, San Benito y Livingston.

i+ %% # + HIERARCHICAL CLUSTER ANALYSIS*® s+ % x
Factores Discriminantes

Fd2

Mool Dendrogram using lverage Linkage (Between Groups)
O) Lachta, A. Verapaz (1)
Livingston, Izabal (2) Rescaled Distance Cluster Combine
Nvo. Progreso, San
Marcos (3)
O Poptin, Petén (4) CLSE ] 5 10 15 z0 z5
Rio Dulce, Izabal (5) . R R .
I’ ) Samala, Reu. (6) Label Hum
San Benito, Petén (7)
Uspantan, Quiché (8) .
pomup Centroid Riodulced? 5
Samalaldd 3
Livingstonks 2
Poptundd 4
Uspantand3 g ;
Benitodd 7
Lachualdd 1
Progresoldd 3

Figura 13. La gréfica es el resultado obtenido al aplicar un AD sobre los 5 componentes
principales producidos en un ACP sobre 66 variables medidas sobre el ala derecha de
especimenes de poblaciones de M. solani. Dengrograma construido en base a las
funciones obtenidas de un AD sobre los 5 primeros componentes principales en un ACP
sobre las mismas variables.
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8.2.3 M. yucatanica

8.2.3.1 Analisis Libre de Alometria
En este caso para el juego de cinco variables, los caracteres medidos sobre el ala

siguieron el modelo (p=0.307]. Se realizd un AD a los componentes principales comunes
descartando el primero. La gréfica de dispersion resultante se muestra en la figura 14,y

los valores de los estadisticos, en el cuadro 5.

Aunque en el grafico de dispersion no se logra observar una diferenciacion
evidente, existe la tendencia de los centroides de las pablaciones del departamento de
Jutiapa (Moyuta y La Pajarita), a separarse del resto. En el dendrograma este resultado
se ve mas claro, mostrando que las dos poblaciones jutiapanecas son las menos

relacionadas tanto entre si, como con las demas poblaciones.

Ademas el valor cercano a O de Wilk"s lambda [p<0.05) nos esta afirmando que
existen diferencias significativas entre dos grupos. Otro resultado interesante es la
separacion de la poblacién de Samalg, la cual se observa en el dendrograma, y también,
aunque mas evidente a lo largo del segundo factor discriminante (que representa
solamente el 27.3% de la variacion), en el grafico de dispersion. El valor de Kappa en
este caso fue de 0.439 (p<0.09), indicando una concordancia moderada entre las dos

clasificaciones.
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Factores Discriminantes (libre de alometria)

Melipona yucatanica
() Chiguimula(1)
() La Pajarita(2)
O Moyuta(3)
) Samaléi4)
Camojalito(5)
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Figura 14. La grafica muestra el resultado obtenido al aplicar un AD sobre los 4 compaonentes
principales comunes sobre 5 mediciones en las alas de especimenes de poblaciones de M.
yucatanica. El dendrograma esta construido en base a las distancias euclidianas obtenidas en un
cluster jerarquico a partir de los factores discriminantes obtenidos en el AD.
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Cuadro 5. Analisis Libre de Alometria de poblaciones de M. solani y M. yucatanica.
Valores de los estadisticos de los Analisis de Componentes Principales Comunes y
Analisis Discriminante

Analisis % Fl | %F2 Wilk’s | Signif. | Kappa | Signif.
Lambda

< M. solani 66.3 | 30.0 0.536 0.000 | 0.266 | 0.000
g L1L6, L2L4, L3L10
< L12L13
O

M. yucatanica 703 | 27.3 0.361 0.000 | 0.439 | 0.000
« | L1L7, L2L3, L4L8
< | L4L11, L5L6

Fuente: Datos

Experimentales

8.2.3.2 Andlisis Libre de Isometria
Los resultados obtenidos de los analisis para las cabezas y las alas se muestran

en las figuras 15y 16 respectivamente. La significancia de los andlisis se muestra en el
cuadro niumero 6. En este caso se us6 como grupo externo una paoblacién de M.
beecheii, el cual si pudo ser diferenciado por el anélisis (anexos). Este resultado no se

muestra.

8.2.3.2.1 Andlisis de Cabezas
Los resultados de las cabezas, nos muestran que existe una variabilidad

intraespecifica significativa (Wilks lambda 0.375 y p<0.05). En la grafica de dispersion se
observa la separacion de la poblacion de La Pajarita, Jutiapa de las demas poblaciones
(figura 15). Otro resultado interesante fue la tendencia del centroide de la poblacion de

Moyuta, Jutiapa, a separarse del resto.
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Factores Discriminantes
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Figura 15. La gréfica es el resultado obtenido al aplicar un AD sobre los 5 componentes
principales producidos en un ACP sobre 971 variables medidas sobre la cabeza de
especimenes de poblaciones de M. yucatanica. Dengrograma construido en base a las
funciones obtenidas de un AD sobre los 5 primeros componentes principales en un ACP
sobre las mismas variables.
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8.2.3.2.2 Analisis de Alas
Mientras que el andlisis efectuado al conjunto de variables del ala mostro la
tendencia del centroide de la poblacién de Camojalito, Huehuetenango, a separarse del
resto de centroides, como se observa en el gréfico de dispersion (figura 16). El
dendrograma muestra de nuevo la diferenciacion de La Pajarita y Moyuta. Sin embargo
esta diferencia no fue significativa (p>0.05), lo que evidencia que el conjunto de variables

del ala no logro diferenciar a las pablaciones de M. yucatarnica.
Factores Discriminantes

2 VA M. yucatanica
A O Chiguimula, Chiguimula (1)
) La Pajarta, Jutiapa (2)
I Moyuta, Jutiapa (3)
O Samalé, Reu. (4)
Camojalito, Huehue. (5)
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Figura 16. La grafica es el resultado obtenido al aplicar un AD sobre los 5 componentes
principales producidos en un ACP sobre 66 variables medidas sobre el ala derecha de
especimenes de poblaciones de M. yucatanica. Dengrograma construido en base a las
funciones obtenidas de un AD sobre los 5 primeros componentes principales en un ACP
sobre las mismas variables.
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Cuadro 6. Analisis Libre de Isometria de poblaciones de M. yucatanica. Valores de los
estadisticos de los Analisis de Componentes Principales y Analisis Discriminante.

M. Andlisis % CP | %F1|%F2| Wilk's |Signif.| Kappa | Signif.
yucatanica Lambda
% Sin grupo externo | 85.06 678 |23.5 |0.375 0.001 | 0.449 0.000
N
[<B]
-‘3 Con grupo externo | 82.21 63.2 |27.3 |0.118 0.000 | 0.761 0.000
" Sin grupo externo | 74.20 64.8 |20.2 |0.495 0.066 | 0.362 0.000
o
< Congrupo externo | 72.04 |71.7 |20.2 |0.224 0.000 | 0.315 | 0.000

Fuente: Datos Experimentales
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

9.1 Las Meliponas de Guatemala

Son pocos los trabajos enfocados a la taxonomia del genero Meljpona de nuestro
pais. Ayala y colaboradores (1999) han analizado algunas muestras de Guatemala para
tratar de clasificarlas, pero las muestras no han sido representativas de todo el
territorio guatemalteco. Este autor ha reportado tres posibles especies del género
Melipona para Guatemala, clasificadas como M. beechei;, M. solaniy M. yucatanica
(Ayala, 1999). Sin embargo, algunos estudios realizados en LENAP, han mostrado la
existencia de variacion morfolégica en cada una de las especies (Licda. Gabriela Armas,
comunicacion personal). Esta caracteristica mas los escasos trabajos de colecta e
investigacion, ha complicado su determinacion. Es necesario estudiar toda la variacion
morfoldgica que sufren estas especies a lo largo de toda su distribucion para establecer

los limites entre una y otra.

Estos analisis contribuirédn a establecer si las variaciones morfoldgicas en el pais se
deben unicamente a variaciones en el ambiente o si realmente pueden ser otras
especies aun no reportadas para el pais o0 incluso no descritas. Estudios como el
presente son necesarios para establecer con certeza un manejo adecuado en la

meliponicultura con estas especies.

9.2 El Analisis Morfométrico de las Meliponas

Los estudiosos de la biometria han reconocido que los insectos son buenos
elementos para el estudio de la variacion meétrica. El exoesqueleto estd libre de
distorsiones fisicas que sufren los cuerpos blandos de otros animales. Ademas, la

morfometria como técnica ha sido considerada como una herramienta poderosa
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cuando es utilizada en el contexto de la exploracion del conocimiento bioldgico [Daly,
1985). Estudios han demostrado que especies de insectos pueden ser discriminadas
solamente en base a la morfologia de las alas, debido a que ésta esta correlacionada a
la variabilidad genética (Brickner, 1976; Parchem et a/, 2007; Bueno et a/, 2008S;
Gerula et al, 2009). También se han utilizado cabezas y patas para analisis
morfomeétricos, los cuales han sido Utiles en estudios con abejas (Crewe et al/, 1994;
Ftayeh et al, 1994; Meixner et al, 1994; Sheppard et al, 1997; Biesmeijer et al, 1999,
Carrillo et al, 2001; Hepburn and Radloff, 2004; Sung et a/, 2004; Quezada-Euan et al/,

2007; Nunes et a/, 2008; Francoy et al, 2009).

De acuerdo con Ruttner (1988], los analisis morfométricos pueden ser utilizados
para detectar variacion intraespecifica o geografica en pablaciones de abejas, ya que
una caracteristica peculiar en este grupo de insectos es que sus estructuras
anatoémicas presentan variabilidad en funcién de la adaptacion a las condiciones
ambientales locales. Se ha demostrado que los caracteres morfologicos de las abejas
poseen una alta heredabilidad, especialmente aquellos caracteres relacionados con el
tamano de los insectos (Ruttner, 1988; Diniz-Filho y Bini, 1994). Esto demuestra que
tales caracteres morfologicos poseen un alto componente genético, lo que los hace
utiles para evaluar estructuras poblacionales y ser buenos indicadores de los procesos
evolutivos que podrian estar actuando sobre las poblaciones de abejas (Crewe et &l,
1994, Ftayeh et al, 1994; Meixner et al, 1994; Sheppard et al/, 1997; Nunes et al,

2008).

La variabilidad morfolégica de los meliponinos ha sido investigada mediante

analisis morfomeétrico tradicional, herramienta que ha sido muy Gtil para estudiar la
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variacion geografica y la diferenciacion interespecifica entre el género Meljpona y
especies cercanas (Biesmeijer et a/, 1999; Carrillo et a/, 2001; Koedam et a/, 2001;
Sung et al, 2004; Quezada-Euan et al, 2007; Nunes et al, 2008; May-tza et al, 20089;
Viana et al, 2009). Generalmente se han utilizado caracteres de la cabeza y del ala, asi
como del cuerpo, para analizar las poblaciones y para estudiar la estructuracion
genética de estas abejas (Biesmeijer et al, 1999; Carrillo et a/, 2001; Sung et a/, 2004;

Quezada-Euan et a/, 2007; Nunes et a/, 2008; Viana et a/, 2009).

9.3 Andlisis Interespecifico

Los resultados de morfometria tradicional obtenidos en el presente estudio,
respaldan el potencial de esta técnica para diferenciar a nivel interespecifico a las
especies del género Meljpona de Guatemala. Al aplicar los procedimientos para la
correccion de tamano se logré separar cada una de las especies catalogadas segun la
clasificacion taxonomica de Ayala (1999] (Licda. Gabriela Armas, comunicacion
personal). Los resultados muestran que se esté tratando con tres grupos con variacion
significativa en caracteres meétricos del ala y de la cabeza, apoyando la clasificacion
original de los grupos como Meljpona beeche;, M. solani y M. yucatanica. Estos
resultados revelarian una buena correlacion entre las relaciones morfomeétricas y
filogenéticas dentro del género Meljpona (Bruckner, 1976), asi como también indicarian
gue las variables utilizadas en este estudio tienen potencial para analizar su variacion

intraespecifica.

Los caracteres del ala mostraron ser los mejores para diferenciar las tres
especies estudiadas (figura 8), resultado que concuerda con otros trabajos de

investigacion en los cuales han logrado separar géneros de meliponinos y de otros
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grupos de abejas utilizando esta estructura (Da Silva et a/, 2007; Francoy et a/, 2009).
Se sabe que la capacidad de vuelo de una especie en particular esta directamente
relacionada al tamano corporal de la abeja, especialmente al tamano de las alas, las
cuales a su vez pueden sufrir adaptaciones de acuerdo a la geografia o condiciones
ambientales locales, en funcion de la distancia recorrida en busqueda de alimento
(Ruttner, 1988; Araljo et al, 2004). Los datos obtenidos del analisis interespecifico
demostraron que especies del mismo géenero pudieron ser diferenciadas
morfométricamente, diferencias que podrian deberse a la habilidad de vuelo o bien al

tamano intrinseco de cada especie (Da Silva et a/, 2007).

9.4 Andlisis Intraespecifico
En cuanto a los resultados intraespecificos obtenidos en este trabajo, se logro
evidenciar la separacion de algunas poblaciones provenientes de algunos

departamentos, dependiendo de la especie en cuestion.

En términos generales, en el analisis de cada especie, las poblaciones estudiadas
muestran un gran porcentaje de semejanza morfoldgica, indicio de la existencia de cierto
flujo génico entre colmenas cercanas y movimiento de colonias. Sin embargo, las
diferencias encontradas en algunas poblaciones sugieren que han adquirido
adaptaciones particulares al ambiente, es decir, existen cierta variacion geografica de
las poblaciones, tal como sucede con las poblaciones de Jutiapa y San Marcos, pero que
aun no han creado barreras biologicas y ecoldgicas suficientemente importantes para
separar unas de otras. Se necesitan mas evidencias de tipo genético, conductuales,

taxondmicas y ecoldgicas para determinar si estamos hablando de poblaciones de una
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sola especie, 0 de distintas especies. Estas diferencias métricas poblacionales dentro de

cada especie se describen a continuacion.

9.4.1 Andlisis Libre de Isometria

Este analisis se llevd a cabo con y sin grupos externos. Se utilizan grupos externos
con la finalidad de reducir el espacio morfométrico, con el propdsito de que la variacion
intraespecie disminuyera en comparacién con la variacion entre especies. Con ello
solamente se desea probar que el analisis es capaz de separar el grupo analizado de un
grupo externo (Dujardin, 2000). Se trabajo con grupos que fueran diferentes de la
especie analizada, pero que tales diferencias no fueran tan grandes, como es el caso

entre especies hermanas.

A nivel intraespecifico, en el caso de M. beecheii, no se observé diferenciacion en
las poblaciones, tanto con los caracteres de la cabeza como del ala, observandose un
solo grupo homogéneo. Es evidente en los resultados que las poblaciones de esta
especie no se agrupan de acuerdo a algun patron altitudinal o de la procedencia
geografica, es decir, no se observé un patréon consistente en el que las poblaciones se
parecian mas por estar ubicadas en una misma region geografica. Esta caracteristica
también se obtuvo en las otras dos especies. La falta de estructuracion poblacional en
M. beecheii puede ser explicada por el hecho de que esta es la melipona que mas
ampliamente ha sido criada, manipulada y trasladada de un departamento a otro por
parte de meliponicultores, desde la época de los mayas hasta nuestros dias (Enriquez et

al, 2005; Enriquez y Maldonado, 2008).
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Este resultado no apoya lo obtenido con marcadores moleculares por De La Rua
et a/. (2007) y May-ltza et a/. (2009), quienes lograron diferenciar tres grupos geneticos
de M. beecheii en Guatemala, basados en patrones de restriccion (RFLP“s) de los
marcadores ribosomales llamados espaciadores transcritos internos 1y 2 (ITS-1y 2,
por sus siglas en inglés): un grupo A proveniente de Petén, un grupo B de San Marcos vy,
un grupo G, correspondiente al resto de poblaciones del pais. Sin embargo, la utilizacién
de otra estructura, como por ejemplo el térax o patas, podria evidenciar este u otros
patrones de divergencia morfolégica en algunas poblaciones de esta especie que no
pudieron observarse con caracteres de la cabeza y del ala. Otra técnica que podria ser
atil es la Morfometria Geométrica, ya que se ha reportado que dicha técnica puede
discriminar mejor subpoblaciones de una especie (Tofilski, 2008). El llevar a cabo otros
analisis utilizando un rango geografico menor que el del presente estudio, también
podrian ayudar a encontrar diferencias entre poblaciones geograficas o provenientes de

distintos habitats.

Los analisis morfométricos demostraron la existencia de cierto grado de
diferenciacion métrica dentro de M. solani, mostrando la tendencia de dos poblaciones a
separarse del resto; sin embargo, no se mantuvo el mismo patrén de resultados al
analizar la cabeza y el ala, ya que diferentes poblaciones se separan para cada
estructura; solamente la poblacion de Nuevo Progreso, San Marcos, se logra diferenciar
con ambas estructuras. Esta situacion podria deberse a que cada estructura esta

sometida a distintas presiones de seleccion.

Las comparaciones multivariadas de los caracteres metricos de este estudio

revelaron que poblaciones que se encuentran aisladas geogréaficamente presentan
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similitudes en las conformaciones de alas y cabezas, influenciadas por el modo de
crecer de los individuos (como es el caso de Samala, de Retalhuleu, que se agrupa
generalmente con las poblaciones de Petén, en el caso de M. solani). Este patrén podria
ser explicado por el transporte de colonias por parte de los meliponicultores, practica
comun en nuestro pais relacionada con el fenomeno de la migracion humana, y que
también fue realizado por la civilizacion maya (May-ltza et a/, 2009). Por otro lado, no se
puede descartar el flujo génico natural entre poblaciones cercanas, lo que explicaria la
imposibilidad de diferenciar aquellas poblaciones del mismo departamento, como sucede
con las colmenas provenientes de Livingston y Rio Dulce, ambas en Izabal [separadas

por 10 km).

Es importante mencionar que el rango de vuelo de las meliponas generalmente
varia entre los 600 y poco méas de 2000 metros (Roubik and Aluja, 1983; Biesmeijer,
1997), un rango de vuelo pobre, si consideramos las distancias recorridas por un
individuo de Apis mellifera, aproximadamente 13.5 km, o un individuo de una abeja
euglosina, Euplusia surinamensis, que puede recorrer hasta 23 km (Janzen, 1971;
Michener, 1974). Ademas, una hembra reproductiva no migra muy lejos, dispersandose
solamente algunos cientos de metros de la colonia de la madre (Engels e Imperatriz-
Fonseca, 1990). Debido a estas caracteristicas, la dispersion natural de las meliponas a
grandes escalas, y por ende el flujo génico natural a ese nivel, deben ser fenémenos muy
dificiles de realizarse, por lo que no podria explicar las similitudes encontradas entre
poblaciones aisladas por cientos de kilbmetros (Samala-San Benito, aprox. 680 km). La
utilizacion de otros caracteres y de herramientas moleculares ayudaria a esclarecer el

panorama de esta variabilidad morfolégica dentro de M. solani.
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Resulta interesante que en M. solani se presente el patrén de diferenciacion de
una poblacion de San Marcos, tal como sucede con M. beecheii (aunque hay que
aclarar que no son de la misma localidad] en los dos estudios mencionados
anteriormente. El primero, en el que se analizaron poblaciones de M. beecher
provenientes de Meéxico, Guatemala, El Salvador y Costa Rica, mediante analisis PCR-
RFLP del marcador ribosomal ITS-2 (De la Rua et a/, 2007); y el segundo realizado por
May-ltza y colaboradores (2009), quienes analizaron las mismas poblaciones de los
mismos paises, solo que esta vez utilizando el marcador ribosomal ITS-1. En ambos
estudios se encontré que una de las poblaciones de Guatemala, proveniente de San
Marcos, presentd un patrén de restriccion unico y distinto al de todas las demas
poblaciones, tanto de Guatemala como de México y Centroameérica, variacion que segun
los autores, sugiere la existencia de un fendmeno de especiacién parapatrica entre
poblaciones de la costa del Pacifico cercanas al departamento de San Marcos, pero sin
descartar la posibilidad de que la variacion encontrada represente ecotipos adaptados a

las condiciones ambientales locales (De la Ruaa et a/, 2007).

La diferenciacion métrica de la poblacion de M. solarni de San Marcos podria
deberse al efecto de la deriva génica. Algunos autores han sugerido que en la tribu
Meliponini, este fenémeno natural es un factor extremadamente importante en el
aislamiento de pequefas poblaciones locales, y que especies del genero Meljpona son
mas susceptibles a los efectos de la deriva génica debido a la homocigocidad del locus
Xo relacionado con la determinacion del sexo (Araujo et al, 2004). Si tomamos en
cuenta que las poblaciones de M. solani provenientes de este departamento se
caracterizan porque son colmenas que se encuentran bastante aisladas de otras de la

misma especie que se encuentran en otros departamentos (Licda. Armas, comunicacion
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personal), la deriva génica podria ser la explicacion mas plausible que explique su
diferenciacion. Sin embargo es necesario probar esta hipotesis con estudios genéticos
con algun marcador molecular neutral, es decir, un marcador que no esté bajo fuerzas

de seleccion.

En este trabajo no se contd con especimenes de M. beecheii proveniente de San
Marcos, departamento clave en los estudios mencionados arriba. Es necesaria la
colecta de especimenes en esa zona, para poder determinar si las técnicas
morfomeétricas apoyan los resultados obtenidos con los analisis efectuados con los
marcadores moleculares mencionados, lo cual a su vez apoyaria el resultado obtenido

en este estudio con las poblaciones de M. so/an/de San Marcos.

En el caso de M. yucatanica se encontré una baja diferenciacion meétrica entre
las poblaciones estudiadas. Las poblaciones del departamento de Jutiapa tendieron a
separarse de las demas poblaciones, diferencia mas clara en las abejas provenientes de
la localidad de La Pajarita. Esta poblacion casi no se traslapa con la otra poblacion de
Jutiapa, Moyuta, separadas por aproximadamente 53 kms. Estas diferencias en la
conformacion de la cabeza de las poblaciones jutiapanecas podrian ser consecuencia de
cambios alométricos que han modificado las proporciones de esta estructura entre
individuos pequefios y grandes de la misma especie, pero la remocion del tamario

isomeétrico no nos informa sobre este aspecto (Dujardin, 2000).
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9.4.2 Andlisis Libre de Alometria

Para poder realizar este tipo de analisis fue necesario probar que el conjunto de
variables seleccionadas siguiera un modelo de crecimiento comudn, ya que se espera que
individuos de la misma especie presenten una misma forma de crecer (Dujardin, 2000].
En los casos en los que las poblaciones analizadas de la misma especie no siguen el
modelo, se puede suponer cambios evolutivos o adaptativos; es decir, si se encontraron
diferencias a nivel de forma, entonces toda la variacion métrica observada no puede ser
explicada solamente por el crecimiento (Dujardin, 2000]). Sin embargo, hay que tomar en
cuenta que es posible encontrar diferentes maneras de crecer en poblaciones
ecoldgicas y geograficas de la misma especie (llamadas alometrias divergentes), aunque

no se sabe con qué frecuencia y hasta qué niveles (Jaramillo y Dujardin, 2002).

En este tipo de analisis se excluyeron los grupos externos, por ser un tipo de
exploracion de la variacion intraespecifica. Para las tres especies analizadas, Unicamente
las poblaciones de M. yucatanica siguieron el modelo de crecimiento comun con el
conjunto de 5 variables del ala seleccionadas inicialmente. En cuanto a M. solan;
solamente una de las combinaciones de 4 variables de la cabeza siguio el modelo; y en el

caso de M. beecheii, ninguno de los juegos de variables siguié el modelo.

Los resultados obtenidos indican un menor grado de diferenciacion que el
logrado con el anélisis libre de isometria, es decir, no se observa una clara
diferenciacion de alguna poblacion o de un grupo de poblaciones, en M. solani'y M.
yucatanica. La primera de ellas mostré formas muy similares de la cabeza, mientras que

la segunda especie presentd formas de las alas similares. Sin embargo hay que
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mencionar que los estadisticos de las pruebas si fueron significativos, indicando que dos

de las medias poblacionales son diferentes.

En el caso de M. solani, los resultados apoyan las hipétesis de que se mantiene un
cierto flujo génico entre ellas, en el caso de las poblaciones cercanas geograficamente, o
de un movimiento de colonias por parte de los meliponicultores, en el caso de
poblaciones muy apartadas. Ambos fendmenos provocarian que las poblaciones
permanezcan homogéneas. Sin embargo, los estadisticos indicaron que dos de las
poblaciones se diferencian. El dendrograma permitié observar que la poblacién que mas
se diferencio fue la de Nuevo Progreso, San Marcos, la cual también se diferencio en el
analisis libre de isometria. El valor de Wilk s lambda de 0.53 podria estar indicando que
esta Ultima poblacion estaria experimentando cambios adaptativos o evolutivos
(Jaramillo y Dujardin, 2002). Como ya se menciond anteriormente, la deriva génica
podria estar jugando un papel importante en la diferenciacion de dicha poblacion (Araujo
et al, 2004). Recordemos que poblaciones de M. beecheii provenientes del mismo
departamento han presentado haplotipos Unicos con los marcadores ribosomales ITS-1
y 2 (De la Rua et a/, 2007; May-ltza et al, 2009). Otro resultado relevante es el hecho
de que en este tipo de analisis, los poligonos de las poblaciones de Poptun y San Benito si
se traslapan (figura 11). Este resultado nos indicaria que existe cierto tipo de flujo génico
entre dichas poblaciones, mas probablemente del tipo movimiento de colonias por parte

de humanos (May-ltza et a/, 2009).

Los resultados obtenidos con las poblaciones de M. yucatanica son similares a
los de los analisis libres de isometria. Las meliponas de La Pajarita y Moyuta, ambas

provenientes de Jutiapa, forman un grupo que se diferencia de las demas paoblaciones. El
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analisis de agrupamiento realizado muestra de nuevo la tendencia de la poblacion de La
Pajarita a separarse del resto, al igual que en el andlisis aplicado a las cabezas de los
mismos individuos. En este caso, las diferencias en la forma de las alas presentadas por
las poblaciones jutiapanecas, mas que cambios alométricos en las proporciones entre
individuos de distintos tamanos de la misma especie, estarian evidenciando algun
cambio adaptativo a su medio ambiente particular. Solo el crecimiento por si solo no
explicaria esta variacion, se deben considerar causas genéticas a la misma (Dujardin,
2000). Un estudio molecular podria evidenciar esto Ultimo, y de ser asi, conjuntamente
con el analisis morfométrico podrian considerarse fuertes evidencias de que dichas
poblaciones estarian sufriendo un cambio evolutivo importante hasta el punto de

reconsiderar su estatus taxondmico a una nueva subespecie o, inclusive, especie.

Los resultados también muestran que la poblacion de Samala, Retalhuleu, tiende
a separarse. Sin embargo, esta diferenciacion no se obtuvo con el anélisis libre de
isometria de M. yucatanica. Lo que si prevalece entre los dos analisis es la semejanza
presente en los caracteres meétricos entre la poblacion de Samaléd y las de Camojalito y
Chiguimula. La evidencia sugiere que éste es un caso de diferenciacion alométrica entre

individuos de la misma especie, pero con distintas dimensiones.



10.1

102

10.3

104

10.5

|68

10. CONCLUSIONES
Los resultados de los analisis interespecificos claramente demuestran que las
colmenas analizadas, provenientes de varios departamentos del pais,
corresponden a tres poblaciones de meliponas con variacion significativa en

caracteres meétricos del ala y de la cabeza.

Las técnicas de morfometria tradicional respaldan la clasificacién previa de las
poblaciones en tres especies, Meljpona beechei, M. solaniy M. yucatanica,

segun la clasificacion taxondmica de Ayala (1999].

Los caracteres métricos del ala resultaron ser mejores para diferenciar los tres
grupos, lo que concuerda con la teoria que afirma que el ala es una herramienta

muy Util en estudios morfomeétricos de abejas.

A nivel intraespecifico, el anélisis libre de isometria, no logré diferenciar las
poblaciones de la especie M. beecheii, ni con caracteres de las cabezas ni con los

de las alas.

Con respecto a M. solani, el andlisis libre de isometria de los caracteres tanto
de la cabeza como de el ala, mostrd la tendencia de la poblacién de Nuevo
Progreso, San Marcos, a separarse del resto de poblaciones, lo que demuestra
gue existen diferencias significativas en las conformaciones de la cabeza y del

ala de los meliponinos de dicho departamento.
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En el caso de las poblaciones de M. yucatanica, el analisis libre de isometria
evidencid que las pablaciones provenientes de Jutiapa, La Pajarita y Moyuta,
presentan una conformacion levemente diferente a las abejas de los demas

departamentos.

Al interior de cada especie, las poblaciones estudiadas muestran un gran
porcentaje de semejanza morfolégica, indicio de la existencia de cierto flujo
génico entre colmenas cercanas y movimiento de colonias por parte de

meliponicultores.

10.8 Las diferencias encontradas en algunas poblaciones demuestran que estas han

108

adquirido adaptaciones particulares al ambiente, es decir, existen cierta
variacion geografica de las poblaciones, tal como sucede con las poblaciones de
Jutiapa y San Marcos, pero que aun no han creado barreras biologicas y

ecoldgicas suficientemente importantes para separar unas de otras.

En cuanto al analisis libre de alometria, para M. solani, la poblacién de Nuevo
Progreso, San Marcos, sale significativamente diferente al resto de poblaciones.
En el caso de M. yucatanica, este tipo de analisis arrojo resultados similares a
los del libre de isometria: la diferenciacion significativa de las poblaciones del

departamento de Jutiapa.
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1010 A nivel intraespecifico se necesitan mas evidencias de tipo genético,
conductuales, taxonémicas y ecoldgicas para determinar si estamos hablando

de poblaciones de una sola especie, o de distintas especies.
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11. RECOMENDACIONES

11.1  Utilizar otras estructuras corporales de las abejas distintas a las utilizadas en

este estudio, como por ejemplo el térax o las patas.

11.2 Realizar mas colectas para completar los tamafios de muestras de algunos

departamentos, para que éstos sean mas representativos.

11.3 Se recomienda complementar el analisis morfométrico llevado a cabo en este
estudio con técnicas moleculares y sistematicas, las cuales permitirian

profundizar sobre el estatus taxonémico y biologia de las especies en cuestion.

11.4 Se recomienda realizar estudios en los cuales se aplique técnicas de
Morfometria Geométrica, para discriminar subpoblaciones de cada especie de
abeja sin aguijon. Para lograr esto, se necesitaria un mayor esfuerzo de colecta
ya que dicha técnica requiere de un mayor tamafo de muestra para poder

aplicar los analisis correspondientes.
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M. yucatanica. Representacion grafica del resultado obtenido al aplicar un AD sobre 5
componentes principales producidos en un ACP sobre variables medidas sobre a) las cabezas, y
b) las alas, de especimenes de las pablaciones de M. yucatanicay un outgroup, M. beechei,
donde claramente se observa la separacion de las dos especies.



