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A Peninsula Ibérica ¢ reconhecida como um
importante hotspot de diversidade e endemismos
de numerosas espécies de plantas e animais,
representando por isso uma das regides prioritarias
para a conservagdo na Europa. Varios factores geo-
morfologicos e ambientais contribuiram para esta
riqueza, nomeadamente: (i) localizacdo geografica
no extremo sudoeste da Europa; (ii) isolamento em
relagdo ao resto da Europa pela barreira geografica
dos Pirenéus; (iii) complexidade fisiografica; (iv)
diversidade climatica resultante da heterogeneidade
fisiografica e das influéncias contrastantes do
Atlantico e do Mediterraneo. A conjugacdo destes
factores fez da Peninsula Ibérica ndao s6 um bergo
de diferenciacdo e especiacdo como também um
importante refugio que abrigou durante os varios
periodos glaciares do Pleistoceno muitas das espécies
de plantas e animais que hoje colonizam o Norte e
Centro da Europa (Hewitt, 1999). A abelha negra
(Apis mellifera mellifera), por exemplo, é um desses
organismos cuja historia estd inextrincavelmente
ligada a Peninsula Ibérica. Estudos moleculares
sugerem que esta subespécie de abelha melifera tem
origem num refugio glaciar Ibérico a partir do qual
se expandiu (Miguel et al., 2007) até ocupar a area
actual que vai desde Franga at¢ a Escandinavia e
desde as Ilhas Britanicas até a Ucrania.

Aos factores acima mencionados acresce
a proximidade ao continente Africano a qual
possibilitou a troca de genes entre os organismos dos
dois continentes tendo consequentemente contribuido
para a notavel diversidade e complexidade genética
documentada para muitos organismos ibéricos
(Gomez and Lunt, 2007), incluindo a abelha. De
facto, os varios estudos da abelha ibérica baseados no
ADN mitocondrial testemunham a co-ocorréncia das
linhagens Africana e Europeia formando um gradiente
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caracterizado pela predominancia de haplotipos (tipos
de ADN mitocondrial) de origem Africana (linhagem
A) na parte sul/noroeste e Europeia (linhagem M) na
parte norte/nordeste da Peninsula Ibérica (Serrano e
tal. 2011). Ou seja, a abelha ibérica (4. m. iberiensis)
partilha haplotipos com subespécies Africanas (por
exemplo A. m. intermissa, A. m. scutellata, A. m.
adansoni) e com a abelha negra da Europa ocidental.
Porém, certos marcadores moleculares do ADN
nuclear, como é o caso dos microsatélites, contam
uma historia discordante do ADN mitocondrial pois
ndo diferenciam a abelha ibérica da abelha negra e
revelam niveis residuais de introgressdo de genes
de origem Africana na abelha ibérica (Franck et
al., 1998). Para complicar ainda mais as coisas,
estes resultados contrastam com outros marcadores
genéticos nucleares como a morfologia, feromonas
e alozimas (ver referéncias bibliograficas em De la
Rua e tal. 2009), que tal como o ADN mitocondrial
sugerem uma relagdo de proximidade genética com
as abelhas do norte de Africa. Assim, apesar dos
numerosos estudos empregando uma panodplia de
marcadores genéticos, os padroes de diversidade da
abelha ibérica, e os processos evolutivos que estio na
sua génese, estdo longe de ser cabalmente identificados
e compreendidos. Ou seja, a abelha ibérica tem-se
revelado um verdadeiro desafio para os cientistas,
provavelmente ainda mais dificil do que outros
organismos ibéricos pela complexidade acrescida dos
processos contemporaneos mediados pelos humanos
(por exemplo: 0 movimento de colonias, introdugao
de rainhas exoticas, seleccdo de colonias, introdugdo
acidental de novos parasitas e doencas).

Com o advento da sequenciagdo do genoma da
abelha melifera (Weinstock et al., 2006), nunca antes
se dispos de ferramentas moleculares ¢ analiticas tao
poderosas para dissecar a complexidade dos padrdes
de diversidade genética exibidos pela abelha ibérica.
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Fig. I - Mapa com a localizag¢do dos apiarios
amostrados. Cada ponto representa um apiario. Em
cada apiario foram amostradas trés colmeias.

Neste texto dar-se-4 a conhecer um projecto de
investigacdo querecorre as mais avancgadas tecnologias
moleculares e aos recursos gendmicos disponiveis na
plataforma BeeBase (http://hymenopteragenome.org/
beebase/) num estudo de larga escala da abelha ibérica.
Este projecto é financiado pela Fundacdo para a
Ciénciae Tecnologia (PTDC/BIA-BEC/099640/2008)
e executado por uma equipa internacional que integra
investigadores de dois centros de investigagdo
portugueses, Centro de Investigacdo de Montanha do
Instituto Politécnico de Braganca (Maria Alice Pinto e
Jodo Carlos Azevedo), Centro de Biologia Molecular
e Ambiental da Universidade do Minho (Filipe
Costa), uma Universidade Espanhola, Universidade
de Murcia (Pilar de la Rua), e duas Universidades
Americanas, Texas A&M University (J. Spencer
Johnston) e Purdue University (John C. Patton).

O projecto teve inicio em Maio de 2010 com a
colheita de amostras em apiarios localizados em trés
transectos dispostos ao longo das costas Atlantica e
Mediterranica e centro da Peninsula Ibérica (Fig.1). A
amostragem dos apiarios ibéricos (Fig. 2) terminou em
Julho de 2010 e so6 foi possivel gracas a colaboracao
de numerosos apicultores e técnicos das associacdes,
que disponibilizaram o seu precioso tempo para
ajudar nesta tarefa ardua mas ao mesmo tempo muito
enriquecedora pela aprendizagem que resultou do
contacto com os apicultores. Foram amostradas 711
colmeias representando 235 apiarios e 203 apicultores
de Portugal e Espanha. Paralelamente a colecgdo
ibérica, construiu-se uma importante coleccdo de
referéncia (total de 145 colonias) das subespécies A.
m. mellifera (77), A. m. intermissa (31), A. m. carnica
(20) e A. m. ligustica (17), com amostras provenientes
de Franga, Dinamarca, Holanda, Suica, Reino Unido,
Noruega, Argélia, Marrocos, Croacia, Sérvia, Italia.
Esta tarefa foi finalizada com sucesso em Agosto
de 2011 gracas a inestimavel colaboracdo de muitos
colegas investigadores da Europa e Norte de Africa.

Figura 2 - Detalhes da amostragem das abelhas
ibéricas. (a) Colheita de zangdos dos quadros.

[ = S.L.

FABRICA E CERA* COMPRAY VENTA DE MIELY CERA

Miel ¢ Polen ¢ Jalea Real * Cera * Propoleos * Colmenas
Todo tipo de material apicola * Instalaciones completas
de extraccion y envasado.

ALIMENTO ESPECIAL PARA ABEJAS
Alimento de invierno. Alimento estimulante de primavera.!! Liquidoj;

Quinta de Machado, s/n ¢ Ctra. Nac. IV * 41400ECIJA (Sevilla) ¢ Tel.: 954 83 33 14 - Fax: 954 83 14 36

i



Figura 2 - (b) Preparagdo das amostras
imediatamente apos a colheita das colmeias

A genotipagem do ADN nuclear dos 856
individuos foi concluida em Outubro de 2011. Para
tal recorreu-se ao marcador molecular designado por
“polimorfismo denucledtido simples”, mais conhecido
por SNP (single nucleotide polymorphism). O SNP ¢
reconhecido como um dos marcadores moleculares
mais interessantes e promissores devido a abundancia
no genoma, elevada variabilidade, co-dominancia,
qualidade dos dados, e possibilidade de utilizacdo em
grande escala (n° de SNPs e de individuos) permitida
pelasnovas tecnologias moleculares. Paralelamente ao
projecto de sequenciagdo da abelha, foi desenhado um
chip, para a plataforma da [llumina®, que contempla
1536 SNPs dispersos pelos 16 cromossomas, 0 que
permite a amostragem de todo o genoma. Assim,
recorrendo a tecnologia da [llumina®, disponivel na
Texas A&M University, o genoma dos 856 individuos
foi amostrado através da genotipagem dos 1536
SNPs usando o GoldenGate Genotyping Assay da
[llumina® (Fig. 3) e um painel de oligonucleodtidos
desenhado por encomenda (custom oligo pool assay)
cuja utilizagdo foi gentilmente autorizada por Danny
Weaver (Genformatic).

Figura 2 - (¢) Localizagdo do apiario com GPS e
preenchimento da ficha de campo
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Os dados produzidos para cada individuo
genotipado consistem numa cadeia de 1536
nucledtidos (por exemplo: GAAGGCGGCAAG...)
correspondentes a 1536 posigdes dispersas pelos seus
16 cromossomas. Actualmente, estdo-se a analisar
os dados dos SNPs, estando-se a obter resultados
bastante interessantes que serdo oportunamente
divulgados (em conferéncias e revistas cientificas e
técnicas) junto da comunidade cientifica e apicola.

Fig. 3 - Detalhes do procedimento analitico para
obtengdo dos SNPs. (a) Preparagdo do BeadChip.

Em adigdo a componente nuclear, a composi¢ao
materna do conjunto das amostras sera brevemente
examinada através da sequenciacdo da regido
intergénica do ADN mitocondrial situada entre os
genes RNA de transferéncia da leucina (tRNA™") e
citocroma oxidase II (coxII). Esta regido mitocondrial
tem sido amplamente analisada em estudos da
diversidade da abelha em todo o mundo, e em especial
na Peninsula Ibérica (ver referéncias em (Canovas et
al., 2008). Apesar da composicao materna da abelha
ibérica ja ser conhecida de estudos anteriores, a
analise do ADN mitocondrial ira auxiliar e completar
a interpretacdo e representacdo dos padroes de
diversidade gerados pelos SNPs.

Figura 3 - (b) iScanReader da lllumina é usado para
analisar o sinal de fluorescéncia do BeadChip.
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Figura 3 - (c) Imagem do BeadChip produzida pelo
iScanReader.

Com este projecto pretende-se (1) identificar,
representar e interpretar os padrdes de diversidade
genética (neutral e sob seleccdo) da abelha ibérica e
(2) destringar e compreender os diferentes processos
histéricos e contemporaneos que tem moldado a
diversidade que encontramos actualmente. Espera-
se com esta abordagem identificar as regides do
genoma da abelha ibérica moldadas pela selecgdo
natural, e por isso importantes na adaptag@o ao meio,
e eventualmente compreender a base genética da
adaptacdo, o que constitui um dos objectivos mais
fundamentais e ambiciosos em biologia evolutiva.

A sobrevivéncia a longo prazo de qualquer ser
vivo depende da sua diversidade genética; quanto
menor for maior sera a dificuldade de adaptacdo ao
meio. Num contexto de profundas e rapidas alteragdes
ambientais, os desafios que a abelha enfrenta sdo
cada vez maiores. Assim, ¢ imperativo conservar-se
o notavel patrimonio genético que chegou aos dias de
hoje, apos milhares de anos de evolugao.

Figura 3 - (d) Genotipagem automatica com o
software GenomeStudio da lllumina®.
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A diversidade genética é a matéria-prima que
permite a abelha responder e adaptar-se a um
crescente nimero de inimigos exoOticos invasores
(doencas, parasitas, predadores), a poluicdo, aos
pesticidas, as alteracdes climaticas e as exigéncias
de uma apicultura cada vez mais competitiva. Ao
identificar os padrdes e processos da diversidade
e os componentes do genoma adaptativamente
importantes para a abelha ibérica, este projecto ira
fornecer informag¢do de base para programas de
melhoramento genético e de gestdo e conservagdo a
longo prazo da abelha ibérica. Conservar a diversidade
genética da abelha ibérica € garantir a matéria-prima
da apicultura e consequentemente a sustentabilidade
do sector apicola.
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NOTA DE RODAPE

Os apicultores que colaboraram neste projecto e
que estejam interessados em conhecer o tipo de ADN
mitocondrial das suas coldnias (se a origem é Africana,
linhagem A, ou da Europa ocidental, linhagem M)
devem enviar um email (com a identifica¢do do
apicultor e localizagdo do apiario) para o endereco
apinto@ipb.pt a solicitar essa informacao. Contudo,
informa-se que as analises s estardo concluidas em
meados de 2012.
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