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Abelhas da Madeira

os Acores e das Canarias e de Portugal continental

| |
‘ | | Comparagao com as populagoes dos arquipelagos
SOHOMOH

O ADN mitocondrial ¢ um dos marcadores
moleculares mais usados globalmente no estudo da
diversidade genética daabelhamelifera (Apis mellifera
L.). Uma das razdes para a sua ampla utilizacao deve-
se a particularidade de este marcador ser transmitido
intacto pela rainha aos seus descendentes (obreiras
e zangdos), o que significa que todos os individuos
da colonia vao partilhar o mesmo tipo de ADN
mitocondrial. Consequentemente, se quisermos
conhecer a linhagem materna de uma colonia, basta
analisar o ADN mitocondrial de um tnico individuo.

O genoma mitocondrial da abelha melifera tem
um tamanho aproximado de 16400 pares de bases
(pb-ntimero de nucledtidos), representando 37 genes
e varias regides intergénicas. A regido do ADN
mitocondrial que tem sido mais usada nos estudos da
abelha melifera é a que se situa entre os genes que
codificam para o ARN de transferéncia da leucina
(tRNA') e para o citocromo oxidase 2 (COX2). Esta
regido tem sido estudada através do teste Dral. Para
tal, depois de se extrair o ADN de uma abelha, este
¢ sujeito a uma da Reagdo em Cadeia da Polimerase

Dora Henriques, Ana R. Lopes, Helena Ferreira, M. Alice Pinto
Centro de Investigagdo de Montanha (CIMO),

Instituto Politécnico de Braganca, Campus de Sta. Apolonia, 5300-
253 Braganga

Autor correspondente: Maria Alice Pinto, apinto@jipb.pt

(vulgarmente conhecida por PCR) para amplificar
a regiao tRNA®-COX2. Seguidamente, o produto
da PCR ¢ tratado com a enzima de restricdo Dral,
que corta 0 ADN em sitios especificos. O produto da
digestdo com a Dral é analisado por eletroforese em
gel de agarose que vai separar os fragmentos cortados
de acordo com o seu tamanho (Figura 1). Esta técnica
permite identificar os diferentes variantes (também
conhecidos como haplotipos) numa populagdo de
abelhas a partir da determinagdo do tamanho do
fragmento antes da digestdo com a Dral e do nimero
e tamanho de fragmentos apos digestao. Por exemplo,
uma amostra que produza por PCR um fragmento
com um tamanho de 814 pb, que depois é cortado
pela Dral em trés sitios especificos dando origem a
quatro fragmentos com 47 pb, 93 pb, 190 pb ¢ 484
pb, vai ser identificada como sendo do haplétipo A14
(Figura 1).

O teste Dral permite identificar as colonias pelos
seus haplotipos, que podem pertenceracinco linhagens
distintas: A (Africana), M (Europeia Ocidental), C
(Europeia Oriental), O (Médio Oriente) e Y (Etiopia).

Al CN AS8

Figura 1. Haplotipos da linhagem Africana detetados numa eletroforese em gel de agarose. M - marcador
molecular (origina bandas de tamanho conhecido, permitindo estimar o tamanho dos fragmentos das amostras);

CN - controlo negativo.
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Por sua vez, dentro da linhagem Africana, este teste
permite distinguir entre as sub-linhagens A, A, A
e Z. Os inimeros estudos mitocondriais da abelha
ibérica (Apis mellifera iberiensis) mostram que a
metade nordeste da Peninsula Ibérica ¢ ocupada
predominantemente por haplotipos pertencentes a
linhagem M, enquanto a metade sudoeste ¢ ocupada
predominantemente por haplotipos pertencentes a
linhagem A (Figura 2; Canovas et al. 2008; Chavez-
Galarza et al. 2017; Pinto et al. 2013; Pinto et al.
2012). Por sua vez, dentro da linhagem A, a excegao
da sub-linhagem Z, as sub-linhagens A , A , A estdo
todas presentes, fazendo da Peninsula Ibéria um kot
spot de diversidade materna (Canovas et al. 2008;
Chavez-Galarza et al. 2017; Pinto et al. 2013; Pinto

etal. 2012).

O estudo de Chavez-Galarza et al. (2017) € um dos
geograficamente mais exaustivos até agora realizados
na Peninsula Ibérica, com 711 coldnias amostradas
em 2010 ao longo de 3 transetos Norte-Sul (ver no
nimero 90 da revista “O Apicultor”, 2015). Neste
estudo, a analise da regido intergénica tRNA'**-COX2
das 711 colonias mostra que na metade Africana da
Peninsula Ibérica os haplotipos da sub-linhagem A,
sdo os mais comuns no Sul de Portugal e de Espanha,
enquanto os haplotipos da sub-linhagem A~ estdo
praticamente confinados ao norte de Portugal e parte
da Galiza (Figura 2). Além disso, este estudo mostra
uma frequéncia muito reduzida de colonias (1 em 711)

Canarias 1998
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25%
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com origem na linhagem C, sugerindo que o legado
genético da abelha ibérica esta (pelo menos até 2010)
relativamente bem preservado (Canovas et al. 2008;
Chavez-Galarza et al. 2017; Pinto et al. 2013; Pinto et
al. 2012). O mesmo nao se pode dizer das populacdes
de abelhas de muitas das ilhas da Macaronésia, onde
a introdugdo e propagacdo de enxames e rainhas da
linhagem C tém sido feitas em grande escala, de
acordo com os dados genéticos obtidos com o teste
Dral (Figura 2).

Entre os arquipélagos da Macaronésia, o das
Canarias tem sido, desde a década de 90 do século
passado, o mais amplamente estudado (De La Rua et
al. 2001; De la Rua et al. 1998; Miguel et al. 2015;
Muioz and De la Rua 2012). A generalidade das
publicagdes mostra que os haplotipos mais comuns
nas Canarias sdo os Africanos da sub-linhagem A
seguidos da sub-linhagem A . Porém, os haplotipos
da linhagem C sdo também relativamente frequentes,
principalmente em Tenerife (Figura 2). Mais
recentemente, também o arquipélago dos Agores foi
alvodeumestudomitocondrial delargaescala(Ferreira
et al. 2020), com 638 coldnias amostradas nas oito
ilhas, onde havia abelhas até 2015, e em dois periodos
diferentes (2009-2011 e 2014-2015). Os resultados
deste estudo foram apresentados no ntimero 107 da
revista “O Apicultor”, em 2020. Tal como reportado
para as Canarias, a maioria das colonias dos Acores

pertencem a linhagem A, sendo a sub-linhagem A
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Figura 2. Padrao genético materno obtido com o teste Dral para as populagdes de abelhas das Canarias (De la
Rua et al. 1998), Agores (Ferreira et al. 2020) e Peninsula Ibérica (Chavez-Galarza et al. 2017).
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a mais comum. Porém, contrariamente as Canarias,
nas ilhas do Pico, Faial e Graciosa sdo os haplotipos
da linhagem C que apresentam as frequéncias mais
elevadas com 89%, 75% e 62%, respetivamente
(Figura 2). A presenca da linhagem C nos Acores
deve-se a introducdo de rainhas das subespécies 4. m.
ligustica e, alegadamente, A. m. caucasia, no ambito
de um programa de melhoramento implementado na
década de 1980 e também pelos apicultores (Ferreira
et al. 2020). A introdugdo e propagacdo de rainhas
pertencentes a linhagem C nas Canarias e Agores
constitui uma ameaca a integridade genética das
populagoes locais, tipicamente de origem Africana,
cujo fundo génico tem sido moldado pela selegio
natural ao longo tempo.

Um outro estudo do ADN mitocondrial levado
a cabo pela nossa equipa na Madeira mostra que,
curiosamente, as abelhas desta ilha sdo geneticamente

Sub-linhagens

Abelhas da Madeira

Linhagens

» A, da populacdo da Madeira.
mais proximas das abelhas das Canéarias do que das
dos Acores. No conjunto das 51 colonias amostradas
em 2010 foram detetados sete haplotipos, todos
pertencentes a linhagem Africana. Tal como nas ilhas
das Canarias, o haplotipo Africano mais comum na
Madeira é o Al14’ (41%) enquanto nos Agores € 0
Al4, ambos da sub-linhagem A . Outra diferenca
importante entre os dois arquipélagos Portugueses ¢é
que o segundo haplétipo mais frequente na Madeira
€ 0 Al (33%), sub-linhagem A , enquanto nos Agores
este haplotipo € raro. Além disso, ndo foram detetados
haploétipos da linhagem C (Figuras 2 e 3).
Asub-linhagem A € a mais frequente na Madeira,
Acgores e¢ Canarias, sugerindo que as populagdes
destes arquipélagos t€ém uma origem comum. Uma
vez que esta sub-linhagem é também a mais frequente
no norte de Portugal e é rara no resto da Peninsula
Ibérica (Chavez-Galarza et al. 2017; Pinto et al.

— Pico

Faial

Graciosa

La Palma
— El Hierro

Tenerife

La Gomera

Santa Maria
Dy Madeira

Portugal-Norte

Portugal-Sul
{A. m. iberiensis

Gran Canaria

Sao Miguel

Flores

- Terceira

Sao Jorge

Figura 4. Dendrograma obtido usando distancias genéticas calculadas para a regido intergénica tRNA'**-COX2.
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2013; Pinto et al. 2012) e em Africa (Franck et al.
2001), é provavel que a origem historica das abelhas
da Macaronésia seja o norte de Portugal continental
(Ferreira et al. 2020). A nao detecdo de haplotipos
da linhagem C na Madeira sugere que, pelo menos
até 2010, a importagdo de rainhas exdticas tem tido
pouca expressao.

O dendrograma representado na Figura 4 mostra
as relacOes genéticas entre as diferentes populagdes
da Macaronésia e da Peninsula Ibérica. Verifica-se
que as populagdes geneticamente mais proximas da
populagdo da Madeira sao as de La Gomera e Santa
Maria. De facto, estas duas ilhas contémuma proporgao
elevada de colonias A14’ (La Gomera: 80%; Santa
Maria: 60%) e uma proporgdo reduzida de colonias
da linhagem C (La Gomera: 8%; Santa Maria: 2%;
Figura 2). Estes resultados sugerem que, havendo
necessidade de se introduzir enxames no arquipélago
da Madeira a origem deveria ser La Gomera ou
preferencialmente Santa Maria pois, juntamente com
Sdo Miguel, Terceira, Sdo Jorge, Graciosa e Corvo,
esta ilha foi recentemente reconhecida pela Comissao
Europeia como sendo indemne de varroose.

Durante mais de uma década, a atividade apicola
esteve extinta em Porto Santo, devido a um surto de
Loque Americana que dizimou todas as colonias.
Recentemente, face ao interesse crescente pela
apicultura em Porto Santo, a DRADR autorizou a
introducdo de enxames da Terceira. Do ponto de
vista genético, teria sido mais interessante que a
origem tivesse sido Santa Maria, uma vez que ndo
s0 a populacdo seria geneticamente mais proxima
da existente antes do episodio de Loque Americana,
como também provavelmente melhor adaptada.
Porém, apesar da oportunidade perdida do uso do
conhecimento cientifico na tomada de decisdo,
¢ compreensivel que outros fatores tenham sido
ponderados na escolha da populacdo da Terceira
como dadora de genes.
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