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Resumo

A Peninsula Ibérica, pela sua proximidade com o Norte de Africa, explica a presenca de
linhagem africana na Europa. A abelha que habita nesta regido € a Apis mellifera iberiensis
Engel 1999. A Peninsula Ibérica, representa um dos redutos das populacdes de abelhas que
povoam a Europa, quer pela sua localizacdo quer pelas barreiras naturais que a limitam. As
abelhas ibéricas sdo o resultado da interaccdo entre as abelhas de linhagem Europeia (M)
gue sobreviveram ao ultimo fenémeno glaciar e as abelhas da linhagem Africana (A) que
colonizaram o sudoeste europeu.

Partindo dos estudos que caracterizaram o perfil evolutivo da abelha A. m. iberiensis em
Espanha, foram aplicadas as mesmas metodologias de anélise, em territorio Portugués, ao
longo dos distritos do interior, acompanhando a linha fronteirica entre os dois paises. Este
trabalho permitiu caracterizar, por analise molecular, a linhagem materna predominante
nas populacdes. Tal como em Espanha, a linhagem A de origem Africana € dominante, e
esta presente em mais de 93% das col6nias. E evidente a distribui¢do clinal com orientacio
Sul-Norte de substituicdo gradual da sub-linhagem A, pela sub-linhagem Ay A sub-
linhagem Ay, a qual é dominante no Norte de Africa, também est4 presente em Portugal,
contudo sem se destacar perante as demais.

A frequéncia observada de hapldtipos pertencentes a linhagem C foi muito baixa (0,02%),
pelo que concluimos que a poluicdo genética, por linhagens exoticas, no interior de
Portugal continental é muito reduzida.

Nos nove distritos estudados, a diversidade genética é elevada, com valores maximos de
0,92 no distrito de Castelo Branco. E também neste distrito que cinco novos haplétipos
foram identificados, entre 0s nove que nao se encontraram referenciados para o territorio
Espanhol. Esta variabilidade genética pode suportar a hip6tese de que na Peninsula Ibérica
a distribuicdo dos haplétipos a nivel regional, esta associada as condicGes climaticas locais,
aos ecossistemas e as praticas apicolas (De La Rua et al., 2009b).

Na area de estudo, que representa aproximadamente 10% do territorio espanhol, é possivel
correlacionar a distancia genética com a distancia geogréafica das populagcdes. As maiores
distancias genéticas calculadas pelo indice de Nei, foram observadas entre as populagdes
de Vila Real, Santarém e Faro, que representam exactamente os distritos mais norte,
central e sul de Portugal continental.

Palavras-Chave: ADNmt; Linhagem Africana; Hapldtipos; Diversidade Genética; Padrdo
Geografico.
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Abstract

The Iberian Peninsula, by its proximity with the North of Africa, explains the presence of
the African honey bee lineages in Europe. The resident honey bee is the Apis mellifera
iberiensis Engel 1999, formerly known as A. m. iberica Goetze 1964. The geographical
position of the Iberian Peninsula, and its natural barriers, represent the last refuge for the
European honey bees. The Iberian honey bees are the result of the interaction between the
M lineage from Europe, and the A Lineage from Africa, that colonised the Eastern of
Europe.

Following previous studies which characterized the patterns of genetic diversity of A. m.
iberiensis in Spain, the same methodology was applied to honey bee populations across the
Portuguese border with Spain. This study allowed characterization of the predominant
maternal lineage among the Portuguese honey bee population. As it was reported in Spain,
the A lineage is dominant with over 93% of honey bee colonies belonging to this lineage.
It is also remarkable the clinal distribution of the haplotypes. The sublineage A, which is
dominant in southern Portugal, is gradually replaced by sublineage Ay in the north. The
A sublineage, which is dominant North Africa, is also present in Portugal, but in lower
frequencies than the others sublineages.

The frequency of haplotypes belonging to the C lineage was very low (0,02%). With this
result, we can conclude that genetic pollution, by exotic honey bee lineages, is very low in
continental Portugal.

The genetic diversity is high in the nine geographical regions studied. The highest value
was observed in Castelo Branco (0,92), in which it was also found the largest number of
new haplotypes (5), that were never identified in previous studies. This genetic variability
might support the hypothesis that at the Iberian Peninsula the haplotypic distribution has a
direct relationship with the environmental conditions, the ecosystems and the beekeeping
practices (De La Rua et al., 2009b).

This study was focused in a small area (approximately 10% of the Spain). Nevertheless it
was possible to establish a direct relationship between the genetic distance (estimated by
Nei’s Indice), and the geographical distance of the populations. The higher values for
genetic distance were found between Vila Real, Santarém and Faro populations, which are
located exactly at the North, Center and South of Portugal.

Key-Words: mtDNA; African Lineage; Haplotype; Genetic Diversity; Geographical pattern
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Introducao

A abelha melifera, Apis mellifera L, apresenta uma notavel diferenciacdo geogréfica, ja
que lhe sdo conhecidas 29 subespécies (Engel, 1999) as quais se agrupam em cinco
linhagens evolucionarias (A, M, C, O e Y) com base em marcadores morfométricos
(Ruttner, 1988; Nielsen et al., 1999), moleculares (Franck et al., 2000b; De La Rua et al.,
2001b; Franck et al. 2001; Canovas et al. 2008; Miguel et al. 2007), comportamentais
(Estoup et al., 1994; Hernandez-Garcia et al., 2009) e nucleares recorrendo essencialmente
a alozimas (Arias et al., 2006) e microsatelites (Estoup et al., 1993; De La Rda et al.,
2002).

Trés destas linhagens ocorrem naturalmente na Europa (Figura 1). A Europa Ocidental é
ocupada pela linhagem A, na metade sudoeste da Peninsula Ibérica, e pela linhagem M,
que se estende desde o nordeste de Espanha até a Escandinavia. A linhagem C ocupa a
parte central e oriental da Europa. Enquanto a &rea de distribuicdo oriental estd
representada por sete subespécies, a ocidental esta representada apenas por duas espécies.

Esta distribuicdo natural tem sofrido alteracGes causadas pelas actividades dos apicultores.
A transumancia de longa distdncia e o comércio de rainhas fecundadas expuseram as
diversas abelhas autoctones de cada regido a crescente hibridacdo introgressiva, que
conduzirdo eventualmente a perda das caracteristicas de adaptabilidade, moldadas pela

seleccao natural (De La Rua et al., 2009a).
r!
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Figura 1 - Distribuicdo das sub-espécies e respectivas linhagens de A. mellifera na Europa e Norte de
Africa (De La Rua et al., 2009a)
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As abelhas da Peninsula Ibérica sdo consideradas uma subespécie (Apis mellifera
iberiensis), a qual tem origem na hibridacdo entre as linhagens A e M (Engel, 1999). Desde
0 primeiro estudo morfométrico e comportamental (Ruttner, 1988), inUmeros estudos
suportaram esta hipotese, com base na analise de (i) alozimas (Smith et al., 1995), (ii)
feromonas (Hepburn et al., 1996); (iii) ADN mitocondrial (ADNmt) (Arias et al., 1996) e
(iv) microssatélites (Canovas et al., 2008). Estes estudos sugerem que as abelhas ibéricas
sdo o resultado da ampla integracdo entre abelhas da linhagem M, sobreviventes do ultimo
evento glaciar, e Norte-Africanas da linhagem A, que colonizaram o sudoeste europeu
(Cénovas et al., 2008).

As populagdes de A. m. iberiensis mostram, em termos de composi¢do genética materna
(ADNmt), um gradiente evidenciado em que as popula¢fes do Norte da Peninsula se
aproximam da subespécie Europeia Apis mellifera mellifera enquanto as do Sul s&o
similares a subespécie Norte-Africana Apis mellifera intermissa (Canovas et al., 2008).

Em Espanha, o estudo genético das populacdes de abelhas tem sido abrangente (Franck et
al., 1998; De La Rua et al., 2001a; De La Rua et al., 2005; Céanovas et al., 2008), e com 0s
diversos trabalhos publicados é possivel inferir sobre a evolugdo das abelhas meliferas e a
actual diversidade. Contrariamente as populacGes de abelhas que habitam a parte espanhola
da Peninsula Ibérica, a composicdo genética das populacbes Portuguesas é praticamente
desconhecida, uma vez que apenas duas populacdes foram examinadas até a data deste
estudo: uma na regifo do Porto e outra na regido de Evora (Franck et al. 1998, 2001)

Assim, pretende-se com o presente estudo contribuir para a caracterizacdo genética da
abelha em Portugal através da analise da distribuicdo geografica da variabilidade genética
materna (ADNmt) no interior do Pais. Concretamente, 0s objectivos deste estudo incluem:
(i) quantificagdo da diversidade genética num transecto Norte-Sul do interior de Portugal
Continental e (ii) quantificacdo do grau de poluicdo genética proveniente de abelhas
exoticas.
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Metodologia

Amostragem
A avaliacdo dos padrdes genéticos numa populacdo requer a amostragem que cumpra 0s

requisitos minimos de representatividade dessa populacdo. As abelhas, organizadas em
enxames, sdo exploradas pelo Homem em apiarios ou colmeais, onde a promiscuidade dos
cruzamentos entre as rainhas e os zangdos é notoria. Este facto foi considerado como uma
das principais causas da biodiversidade nas populacdes de abelhas (De La Rua et al.,
2009a).

Neste estudo o procedimento de amostragem foi estruturado de forma a serem abrangidos
os distritos que compdem a raia fronteirica entre Portugal e Espanha, nomeadamente:

()  Braganca - (BGC)

(i)  VilaReal - (VLR)

(ili)  Guarda — (GRD)

(iv) Castelo Branco - (CTB)
(v)  Portalegre — (PTL)

(vi) Santarém - (STR)

(vii) Evora- (EVR)

(viii) Beja— (BEJ)

(ix) Faro-(FAR)

Dos distritos com faixa litoral, apenas foram
considerados os concelhos do interior, tendo como
referéncia de divisdo fronteiras naturais como
montanhas e rios. Ficaram divididos os distritos de
Santarém (Concelhos de Abrantes, Constancia e
Macdo); Beja (concelhos de Almodovar, Beja,
Castro Verde, Cuba, Mértola e Serpa) e Faro
(Concelhos de Alcoutim; Castro Marim, Faro,
Loulé, Olhdo, S. Brés de Alportel, Tavira e Vila
Real de Santo Antonio) (Figura 2).

A unidade basica deste estudo foi o apiario, ou Figura 2 - Concelhos amostrados
seja, em cada um foi analisada uma abelha

proveniente de uma colonia desconhecida, a qual representa todo o apiario. Foram
contactados apicultores, organizacdes de produtores, técnicos apicolas e laboratérios de
diagnostico de patologias das abelhas, a quem foi solicitada a colaboracdo na colheita de
abelhas. A todos eles foram disponibilizados tubos de plastico para conservacdo das
abelhas e entregues as instrucdes para identificacdo das amostras.
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As abelhas foram conservadas em alcool absoluto ou a 96%, em tubos de plastico
estanques e mantidas a -20°C. Para cada amostra foram recolhidos os seguintes dados: (i)
nome do apicultor; (ii) nimero de apicultor (de acordo com o registo nacional da Direccao
Geral de Veterinaria imposto pelo Decreto-Lei 203/2005 de 25 de Novembro); (iii)
Freguesia de instalacdo do apiario (com a codificagdo normalizada do Instituto Nacional de
Estatistica para o territorio nacional); (iv) numero e identificagdo do local do apiério; (V)
data de recolha.

Para construcdo da coleccdo de abelhas a serem submetidas a analise molecular, foram
considerados 0s seguintes critérios de selec¢do das amostras:

() Freguesias diferentes;
(i) Da mesma freguesia, de apicultores diferentes;
(i) Do mesmo apicultor, em freguesias diferentes.

Considerou-se como material valido, as abelhas recolhidas que continham informagéo da
localizacdo capaz de ser sujeita a esta triagem. As amostras cuja identificacdo estava
incompleta foram excluidas do estudo. No final do processo de catalogacdo, contamos com
422 apiarios amostrados cuja distribuicdo por distritos é indicada na Figura 3.

100 -
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Figura 3 - Numero de apiarios amostrados por distrito

As amostras foram catalogadas e registadas numa base de dados, com toda a informacéo
pertinente para o estudo, sendo-lhe atribuida uma numeracdo sequencial, designada
«numero de coleccdo», com a estrutura Am#, de forma a identificar “Apis mellifera #”.
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Analise Molecular

O ADN mitocondrial (ADNmt) da abelha ¢ um cromossoma pequeno e circular com

16343pb representado na Figura 1 (Cr

Figura 4 - Mapa do cromossoma de Apis
mellifera. Fonte: (Crozier et al., 1993)

ozier et al., 1993). Ao contrario de outros
marcadores  moleculares, o ADNmt &
monoparental (materno) e por ser herdado da
mde toda a descendéncia de uma rainha,
partilha 0 mesmo ADNmt. O mesmo tipo de
ADNmt (hapl6tipo) de uma Unica abelha é
considerado representativo da sua propria
colonia (Sheppard et al., 2000).

O teste Dral tem sido muito usado nos estudos
bio-geograficos da A. mellifera. Este teste
distingue os haplotipos das diferentes as
linhagens evolucionarias de com base na
sequéncia e comprimento da regido intergénica
situada entre 0 RNAt da leucina e a subunidade
Il da citocromo oxidase [tRNA '"-COII] do

ADNmt (De La Raa et al., 2001a). O teste Dral desenvolvido por Garnery et al. (1993),
consiste na amplificacdo por PCR (polimerase chain reaction) da referida regido
intergénica seguida da digestdo com a enzima de restricdo Dral.

O teste Dral foi aplicado a 533 amostras, i

ncluindo repeti¢es dos casos em que o ADNmt

ndo foi amplificado com sucesso, validando assim 420 amostras de abelhas, originarias de
420 apiarios distribuidos pelos distritos limitrofes da raia fronteirica oriental de Portugal

Continental.

Para a aplicacdo do teste Dral, 0 ADNmt

pata anterior pelo método Chelex a 10% (Walsh et al.

1991) em 452 obreiras, considerando as

casos de ndo funcionamento da 12 extracgdo. O ADNmt

foi armazenado a uma temperatura de -20°
anélise molecular.

A reaccdo de PCR foi realizada num vo

contendo 2mmol de cada dNTP, 0,15ul de Tag Thermo

Scientific, o que corresponde a 0,75 uni
20mM de MgCl; e 1l de ADN diluido a 1

As amplificacdes foram realizadas num te
marca UNO Il BIOMETRA (Figura 5) se

foi extraido da
repeticdes nos

C até posterior

lume de 25pl,

dades de Taq,
0%.

iclador d Figura 5 — As amplificacBes foram
rm.OCIC ador _e realizadas em termociclador, UNO
guindo o perfil 11 BIOMETRA
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de temperaturas adaptado de Garnery et al. (1993). Este perfil consistiu num periodo inicial
de 5 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de 4 segundos a 92°C, 45 segundos a 48°C,
terminando com 2 minutos a 62°C (Garnery et al., 1993). Finalizados os 35 ciclos houve
um periodo final de 20 minutos a 65°C. Os primers utilizados foram o E2 (5"-GGC AGA
ATA AGT GCA TTG-3’) e 0 H2 (5’-CAA TAT CAT TGA TGA CC-3’) (Garnery et al.,
1992), em concentragéo final de 2pmol.

Apo6s PCR o comprimento dos fragmentos amplificados foi determinado num gel de
agarose de uso rotineiro a 1% (Figura 6).

Figura 6 — Gel de agarose de uso rotineiro de 1%, Sigma-Aldrich® mostrando o polimorfismo de
comprimento (coluna 1: bench top DNA ladder de 100pb, Promega®)

Subsequentemente, o restante produto PCR foi submetido a uma digestdo com a enzima de
restricdo Dral. Apos a digestdo, o comprimento dos fragmentos digeridos foi determinado
num gel de agarose de elevada resolucdo (agarose wide-range 3:1 ratio da Sigma-
Aldrich®), a 4%. Apos tingimento com brometo de etidio, o gel foi visualizado e gravada a
imagem no Eagle Eye (Figura 7).

AINI11 A8 A2 A2 A2 Al11 A1 CN A8A16 A1 A2 NS A2 A8 A16A14A14

Figura 7 - Gel de agarose de 4% mostrando a elevada variabilidade de hapl6tipos encontrada nas
amostras analisadas. Pogo 1 carregado com marcador step ladder de 50 bp. Os restantes po¢os foram
carregados com amostras (ver haplétipo na foto).

As amostras foram identificadas com base no padrdo de bandas exibido nos géis pré-
digestdo (Figura 6) e poés-digestdo (Figura 7) utilizando os mapas de restricéo,
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desenvolvidos por Franck et al. (2001). Na Tabela 1 estdo compilados todos os hapl6tipos,
e respectivos padrdes de bandas, representados nesses mapas de restricao.

Tabela 1 — Haplétipos identificados nas cinco linhagens evolucionarias e respectivos comprimentos dos
fragmentos pré e pés digestdo com Dral, (adaptado de Franck et al. 2001)

Linhagem Haplétipos Comprimento total Comprimento dos fragmentos pés digestdo
pré digestao

M M3 629 47 95 65 422
M4 825 142 65 65 131 422
M4’ 1021 142 65 65 65 131 131 422
M4~ 1217 142 65 65 65 65 131 131 131 422
M5 810 142 65 65 116 422
M6 629 142 65 422
M7 825 47 95 65 65 131 422
M7 1021 47 95 65 65 65 131 131 422
M8 825 114 28 65 65 131 422
M9 1006 142 65 65 65 116 131 422
A Al 638 47 108 483
A2 831 47 108 676
A3 1024 47 108 869
A4 831 47 108 193 483
A4 1024 47 108 193 193 483
A4” 1217 47 108 193 193 193 483
A6 832 47 108 193 64 420
A8 638 47 591
A9 831 47 784
Al0 1024 47 977
All 816 47 93 676
Al2 638 47 80 28 483
Al3 831 47 301 483
Al4 816 47 93 193 483
Al5 1009 47 93 193 193 483
Al6 1009 47 93 869
Al9 633 47 103 483
A20 623 47 93 483
A21 623 47 65 28 483
A24 639 47 172 420
A25 833 47 108 152 43 483
A26 820 47 97 193 483
A27 636 46 108 482
C C1 572 47 41 64 420
Cc2 571 47 40 64 420
o 01 642 47 108 67 420
(O} 838 47 108 67 67 129 420
o1~ 1034 47 108 67 67 67 129 129 420
02 823 47 108 67 67 114 420
03 637 47 103 67 420
Y Y1 819 47 92 198 482
Y2 819 47 92 64 134 482
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Andlise Estatistica

Todos os dados foram analisados recorrendo a aplicacdo GenAlex 6.4 (Peakall et al.,
2006). Foram calculadas as frequéncias haplotipicas, diversidade genética e distancias
genéticas de (Nei, 1978) entre pares de populacdes (Tabela 2).

Tabela 2 - Férmulas de calculo parametrizadas na Aplicacdo GenAlex 6.4 (Peakall et al., 2006)

Frequéncia haplotipica

_ Nx

N
Diversidade genética 2
h g =1- Z p;
Diversidade genética ndo enviesada _ ( N ) n
uh — \v-1
Distancia genética de Nei — _In S PixPiy
Nei D -

(@ P2 (ks p?)
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Resultados

Nas 420 amostras analisadas foram identificados 17 haplotipos ja referenciados por
Garnery et al. (1993); De La Rua et al. (2001); Franck et al. (2001) e Canovas et al. (2007).
Contabilizaram-se: 391 amostras com haplotipos da linhagem Africana: Al, A2, A3, A4,
A4’ A8, A9, A10, All, Al4, Al15, Al6, A20; 7 da linhagem oeste europeia: M4, M6 e
M7; e 1 da linhagem da Europa Oriental: C1. Foram identificados, em 21 amostras, 9
hapl6tipos ndo referenciados na literatura e que foram designados como N1, N5, N6, N7,
N8, N9, N10, N11 e N13 (Tabela 3). A numeracdo ndo sequencial em que se apresentam
0s novos haplétipos deve-se ao facto de terem sido identificados 13 a nivel nacional e que
ndo se enquadram na area geografica em que incide o presente estudo. A confirmacgdo dos
novos haplotipos requer a sequenciacao e validacao nas linhagens existentes.

Tabela 3 — Haplétipos e respectivos comprimentos dos fragmentos pré e pés digestdo Dral

Haplétipos Comprimento Total Comprimento dos fragmentos pds digestao
pré digestdo

N1 1040 47 93 440 460
N5 1240 47 93 1100

N6 816 47 65 28 676
N7 788 28 47 65 193 483
N8 939 47 108 784

N9 1011 47 108 265 591
N10 988 47 93 172 676
N11 1009 28 47 65 869
N13 822 47 93 260 422

Nas Tabela 4 e Tabela 5 encontram-se a distribuicdo dos haplétipos por distrito. A analise
destas tabelas permite verificar que os haplétipos A2, A16 e Al sdo 0s mais comuns com
79, 65 e 60 amostras respectivamente.

Tabela 4 - Distribuicdo de haplétipos de linhagens A, M e C, por distrito. N — Dimensao da Amostra;
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Relativamente aos novos haplotipos, 0 N1 é o mais comum, com 8 amostras, seguido do
N5 e N11 com 3 amostras cada.

Tabela 5 - Distribuicdo dos novos hapl6tipos, por distrito. N representa o tamanho da amostra;

Distrito N N1 N5 N6 N7 N8 N9 N10 Ni11 N13 Total
BRAGANCA 90 1 0 1 0 0 0 0 0 0 2
VILA REAL 58 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
GUARDA 18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CASTELO BRANCO 67 3 2 0 1 0 0 1 3 0 10
PORTALEGRE 68 2 0 0 0 0 1 0 0 1 4
SANTAREM 20 2 1 0 0 0 0 0 0 0 3
EVORA 47 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BEJA 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
FARO 35 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1

TOTAL 420 8 3 2 1 1 1 1 3 1 21

Com base na andlise filogenética de 50 caracteres, incluindo mutacdes pontuais, insercdes
e deleccdes (Franck et al., 2001), agruparam os haplétipos africanos em trés sub-linhagens:
Ay, Ay e Ay. De acordo com estes autores 0s haplétipos aqui encontrados: Al, A2, A3, A4
e A4’ pertencem a sub-linhagem A,; os A8, A9 e A10 a Ay, e finalmente os haplétipos

All, Al4, Al15, A16 e A20 estdo incluidos na Ay;.

A Tabela 6 congrega a distribuicdo das 420 amostras pelas trés sub-linhagens e linhagens
de haplotipos determinados por distrito. Verifica-se que a sub-linhagem A, é a mais
comum, com 189 amostras, e a A;; € a mais rara com apenas 83 amostras. As linhagens C e
M estdo marginalmente representadas por apenas 1 e 7 amostras respectivamente.

Tabela 6 - Distribuicdo de Linhagens de haplétipos mitocondriais, por distrito. N representa o

tamanho da Amostra;

Distrito N A Ay Ay A C M Novos Haplotipos
BRAGANCA 90 17 8 58 83 1 4 2
VILA REAL 58 16 10 31 57 0 O 1
GUARDA 18 8 6 4 18 0 O 0
CASTELO BRANCO 67 27 15 14 5 0 1 10
PORTALEGRE 68 39 15 8 62 0 2 4
SANTAREM 20 9 0 17 0 0 3
BEJA 17 16 0 1 17 0 O 0
EVORA 47 31 14 2 47 0 O 0
FARO 35 26 7 1 34 0 0 1
TOTAL 420 189 83 119 391 1 7 21
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A distribuicdo geografica dos novos haplotipos esta representada na (Figura 8). Verifica-se
que os novos haplétipos se concentram na zona centro, sendo no distrito de Castelo Branco
onde o maior numero foi identificado, num total de 5 em 67 amostras validadas. A regido
da Beira Baixa ¢ muito frequentada por explora¢Bes transumantes com origem quer no
Litoral quer em Espanha, e este movimento de coldnias pode explicar a concentracdo dos
novos haplétipos encontrados.

BRAGANCA
VILA REAL
casteLoeranco [N - N7 [Ni0 N1
I T
PORTALEGRE
SANTAREM
FARO ‘(

Figura 8 — Distribuicéo de novos haplétipos por distrito
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Frequéncia Haplotipica

A frequéncia haplotipica representa a propor¢cdo de um haplotipo numa determinada
populacéo e é usada para descrever a diversidade genética dessa populacao.
Neste estudo foram calculadas as frequéncias de cada hapldtipo para os diferentes distritos
(Tabela 7).
Constatamos que os haplétipos mais representativos sdo: Al na Guarda, Portalegre e Beja;
A2 em Castelo Branco, Evora e Faro; A8 em Santarém e A16 em Braganca e Vila Real.

Tabela 7 - Frequéncia haplotipica por distrito

BRAGANCA VILAREAL GUARDA C.BRANCO PORTALEGRE SANTAREM EVORA BEJA FARO
Al 0,078 0,034 0,278 0,090 0,221 0,050 0128 0,529 0,257
A2 0,078 0,052 0,111 0,164 0,162 0,300 0,362 0,353 0,457
A3 0,033 0,190 0,090 0,103 0,149 0,059
A4 0,056 0,045 0,074 0,100 0,029
A4 0,015 0,015 0,021
A8 0,033 0,017 0,111 0,149 0,074 0,350 0,213 0,086
A9 0,056 0,138 0,111 0,075 0,118 0,050 0,085 0,114
Al0 0,017 0,111 0,029
All 0,278 0,086 0,056 0,060 0,029 0,021
Al4 0,056 0,075 0,021 0,029
Al5 0,017 0,056
Al6 0,300 0,431 0,111 0,075 0,074 0,059
A20 0,011 0,015
Cl 0,011
M4 0,011 0,015
M6 0,011
M7 0,022 0,015 0,015
N1 0,011 0,045 0,029 0,100 0,100 0,100 0,100
NS 0,030 0,050 0,050 0,050 0,050
N6 0,011 0,017
N7 0,015
N8 0,029
N9 0,015
N10 0,015
N11 0,045
N13 0,015

Ao analisarmos detalhadamente cada populacdo, podemos verificar que os haplotipos se
distribuem nas popula¢Ges numa proporcdo equilibrada e variada, indiciando uma elevada
diversidade. Os valores encontrados mostram que, mesmo o0s hapl6tipos mais frequentes,
fazem-se representar em propor¢des baixas entre os 0,164 do haplétipo A2 em Castelo
Branco e 0,529 do Al na populacao de Beja.
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Relativamente aos haplotipos novos, é evidente que estes se concentram nas populacfes
Centro e Sul.

A distribuic@o de todos haplotipos por distrito revela que ha grande presenca de Al, A2,
A3, A8, A9 e A16 em toda a area de estudo (Figura 9).

0,600 +

® BRAGANCA ®VILA REAL EGUARDA
0,500 - B CASTELO BRANCO ®PORTALEGRE ®HSANTAREM
0,400 ® BEJA EVORA FARO

0,300

0,200 JJ

0,100

0000 ,J., ot WL, ... ,..,.J,.|,. I B

Al A2 A3 A4 A4 A8 A9 A10A11A14A15A16A20 C1 M4 M6 M7 N1 N5 N6 N7 N8 N9 NION11N13

Figura 9 - Frequéncia de haplétipos por distrito

A linhagem Africana é indubitavelmente a mais frequente em qualquer das populagtes
estudadas. Seguindo a classificacdo de Franck et al., (2001), na Figura 10 esta representada
a distribuicio das sub-linhagens Africanas por distrito. E notério o cline Sul — Norte do
dominio de A, para Ay. Os distritos mais centrais, como Castelo Branco e Guarda
apresentam maior equilibrio entre as trés sub-linhagens. Estas aparecem em quase todos 0s
distritos, excepc¢do feita para Santarém, onde ndo foi encontrado nenhum dos haplétipos
que compdem a sub-linhagem Ay;, e de Beja onde sdo também ausentes os haplétipos que
integram a A;;. Recordamos que estes distritos se estendem até ao litoral, e apenas foram
integrados no presente estudo, as amostras dos concelhos mais interiores.

0% 20% 40% 60% 80% 100%

BRAGANCA [ __

VILA REAL _]r | _hl
GUARDA ﬁ_ | _I_I
CASTELO BRANCO # : :—: .2:|
PORTALEGRE I . .,

SANTAREM

EvOorRA I n
T T e— T N—)
BEJA e e
T T T T M—
FARO - i

Figura 10 - Distribui¢do das sub-linhagens Africanas, por distrito
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A andlise da frequéncia haplotipica confirma a dominéancia da linhagem A no interior de
Portugal, tendo sido a que apresentou maiores frequéncias em cada um dos distritos com a
prevaléncia da sub-linhagem A, em 7 dos 9 distritos amostrados (Tabela 8).

Tabela 8 — Frequéncias haplétipicas por distrito. Os haplétipos Africanos encontram-se agrupados nas
trés sub-linhagens.

BRAGANCA VILA GUARDA CASTELO PORTALEGRE SANTAREM EVORA BEJA FARO

REAL BRANCO
A 0,189 0,276 0,444 0,403 0,574 0,450 0,660 0,941 0,743
Al 0,089 0,172 0,333 0,224 0,221 0,400 0,298 0,200
Ani 0,644 0,534 0,222 0,209 0,118 0,043 0,059 0,029
C1 0,011
M4 0,011 0,015
M6 0,011
M7 0,022 0,015 0,015
N1 0,011 0,045 0,029 0,100 0,100 0,100 0,100
N5 0,030 0,050 0,050 0,050 0,050
N6 0,011 0,017
N7 0,015
N8 0,029
N9 0,015
N10 0,015
N11 0,045
N13 0,015

A linhagem M apenas foi identificada nos distritos de Braganca, Castelo Branco e
Portalegre com 4,4%, 0,1% e 3%, respectivamente.

A linhagem C esta representada numa Gnica amostra no distrito de Braganca com
representatividade quase inexpressiva de 1,1%. A esta linhagem pertencem as sub-espécies
A.m. ligustica e A. m. carnica (Whitfield et al., 2006), pelo que podemos inferir a presenca
desta linhagem pela introducdo de rainhas exdticas. Franck et al. (2000) sugerem que a
presenca de abelhas de linhagem C em varios pontos do continente europeu, deriva
parcialmente da introducdo de rainhas italianas (caracteristicamente mais doceis, muito
proliferas, pouco enxameadoras) para recuperar o efectivo dizimado nos anos 80 pela
expansao da Varroa destructor na Europa. A Peninsula Italiana esta limitada no seu ponto
continental, tal como a Ibérica, por uma cordilheira montanhosa que favorece a
manutencdo natural das populacdes residentes (Franck et al., 2000).

A representagdo das frequéncias haplotipicas, com a linhagem Africana agrupada em sub-
linhagens, no mapa de Portugal permite a visualizacdo do padrdo geografico da
variabilidade mitocondrial (Figura 11).

A analise desta figura permite confirmar a existéncia dum cline Sul-Norte, caracterizado
pela substituicdo gradual da sub-linhagem A, pela Ay, adiantada na Figura 10.
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Podemos ainda verificar que apenas nos distritos de Braganca, Castelo Branco e
Portalegre, a frequéncia da linhagem Africana é inferior a 95%.

Figura 11 - Padrao geografico de variabilidade genética
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Foram ainda identificados oito hapldtipos que apenas se manifestam num Unico distrito
(Tabela 9). Estes haplotipos sdo conhecidos em genética de populagdes por haplétipos (ou
alelos) privados, a apresentam normalmente frequéncias baixas. Numa populacdo que
apresente uma estrutura genetica bem definida e clara, os haplotipos privados permitem a
atribuicdo de um individuo a essa populacao.

Tabela 9 - Hapldtipos privados por populacéo e frequéncia

Populacdo Haplétipo Frequéncia
BRAGANCA C1 0,011
BRAGANCA M6 0,011
CASTELO BRANCO N10 0,015
CASTELO BRANCO N11 0,045
CASTELO BRANCO N7 0,015
PORTALEGRE N13 0,015
PORTALEGRE N9 0,015
FARO N8 0,029

Diversidade Genética

A diversidade de ADN mitocondrial foi calculada e compilada na Tabela 10. E no Distrito
de Castelo Branco que a diversidade genética exibe valores mais elevados. No oposto
encontra-se Beja, com os valores mais baixos, contudo superiores a 0,6. A Guarda ainda
apresenta valores superiores a 0,9 e os demais distritos escalam-se entre o0s 0,723 de Faro e
0,894 de Portalegre.

Tabela 10 - Diversidade Genética por distrito. Tamanho da amostra (N), n.° de alelos (Na), diversidade
génica (h) e diversidade génica ndo enviesada (uh), corrigida para o tamanho da amostra. Estatisticas
obtidas com o programa GenAlEx 6.4 (Peakall et al., 2006)

Populacao N Na | h uh

BRAGANCA 90 15 2,047 0,811 0,820
VILA REAL 58 10 1,712 0,747 0,760
GUARDA 18 9 2,058 0,852 0,902
CASTELO BRANCO 67 16 2,535 0,907 0,920
PORTALEGRE 68 16 2,373 0,881 0,894
SANTAREM 20 7 1,639 0,760 0,800
EVORA 47 8 1,699 0,777 0,794
BEJA 17 4 1,038 0,588 0,625
FARO 35 7 1,470 0,702 0,723

A regido geogréfica estudada apresenta valores de diversidade em geral mais elevados do
que aqueles que tém sido reportados para Espanha (Céanovas et al. 2007; De La Rua et al.
2009a). Comparando os resultados obtidos no interior de Portugal com os obtidos para
Espanha nas regides limitrofes, vemos que ha uma tendéncia a aproximacao dos valores de
diversidade (Tabela 11).
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Tabela 11 - Comparacdo dos valores de diversidade genética em zonas limitrofes entre Portugal e
Espanha. Tamanho da amostra (N), diversidade genética ndo enviesada (uh), corrigida para o
tamanho da amostra.

Populacao N uh

BRAGANCA 90 0,820
GUARDA 18 0,902
CASTELO BRANCO 67 0,920
PORTALEGRE 68 0,894
EVORA 47 0,794
BEJA 17 0,625
FARO 35 0,723
SALAMANCA* 19 1,000
CACERES* 8 0,679
HUELVA* 27 0,590

*Dados de Canovas et al. 2007

Conforme mencionado anteriormente, para os distritos de Santarém, Beja e Faro apenas
foram incluidos neste estudo os concelhos do interior (Figura 2). Estes trés distritos foram
analisados na globalidade (interior e litoral) por Pinto (2010). Tal como encontrado nesse
estudo, o distrito de Beja € o que exibe a diversidade mais baixa (0,625) enquanto em
Santarém é mais elevada (0,8) (Tabela 12).

Tabela 12 - Comparacéo dos valores de Diversidade Genética calculados para os Distritos apenas com
os Concelhos do presente estudo e Distrito completo. Tamanho da amostra (N), n.° de alelos (Na),
diversidade genética (h) e diversidade genética ndo enviesada (uh), corrigida para o tamanho da
amostra.

Pop N Na h uh Pop N Na h uh

SANTAREM 20 7 0,760 0,800 | SANTAREM 61 13 0,869 0,883

BEJA 17 4 0,588 0,625 | BEJA 46 6 0,527 0,539

FARO 35 7 0,702 0,723 | FARO 50 7 0,683 0,697
Estudo Actual Dados de Pinto, 2010

22 ¢




Helena Isabel Guedes

Distancia Genética entre populacdes

A distancia geogréfica e a presenca de barreiras entre as populacdes sdo consideradas
factores isolantes que explicam a vasta quantidade de variabilidade de ADNmt nas
Geralmente, quanto menor a distancia entre duas populagdes, maior similaridade genética
entre elas. A distancia genética de Nei (1978) calculada com o programa Genalex 6.4
(Peakall et al., 2006), entre pares de populacdo encontra-se na Tabela 13.

Tabela 13 - Matriz de distancias genéticas nédo enviesadas de Nei (1978) entre os diversos pares de

populacdes.
BGC VRL GRD CTB PTL STR EVR BEJ FAR
0,000 BRAGANCA
0,173 0,000 VILA REAL
0,401 0,555 0,000 GUARDA
0,456 0,563 0,073 0,000 C BRANCO
0,633 0,599 0,000 0,049 0,000 PORTALEGRE
1,489 1,983 0,365 0,049 0,362 0,000 SANTAREM
1,134 1,177 0,257 0,021 0,141 0,048 0,000 EVORA
1,079 1,413 0,000 0,407 0,080 0,727 0,310 0,000 BEJA

1,213 1646 0121 0,190 0,118 0,222 0,053 0,081 0,000 FARO

As maiores distancias genéticas foram observadas entre Vila Real e Santarém (1,983) e
entre Vila Real e Faro (1,646), ja as menores foram observadas para 0s seguintes pares de
populaces: Guarda — Portalegre e Guarda — Beja (0,000) e entre Castelo Branco — Evora
(0,021). As distancias geneticas observadas estdo positivamente correlacionadas com as
distancias geograficas entre os distritos mencionados, como se pode confirmar na Figura
12 [a], [b].

[a]

Figura 12 - Distritos com maior [a] e menor [b] distancia genéticas de Nei (1978)

[b]
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Discussao

Tal como havia sido demonstrado para Espanha (Franck et al. 1998; Canovas et al. 2008),
a linhagem A é também a dominante em Portugal. A sub-linhagem A, predomina no Sul do
Pais enquanto a Ay, concentra-se no Norte, um cenério ndo congruente com o relatado por
De La Rua et al. (2009a) quando afirmam que esta sub-linhagem apresenta uma ocupacao
ibero-atlantica, com particular presenca nos arquipélagos macaronésicos. A sub-linhagem
A, esta dispersa por todo o territdrio, mas com menor frequéncia que a A, tal como em
Espanha.

A linhagem C apenas foi identificada no distrito de Braganca. Esta presenca incipiente é na
realidade partilhada com inumeros estudos realizados por toda a Peninsula. O haplétipo
C1, o Unico da linhagem C identificado neste estudo, que ja havia sido reportado nas ilhas
Canérias e Acores, com frequéncias de 15% e 35% (De La Rua et al., 2006) foi também
identificado com frequéncias muito baixas na Espanha Continental (De La Rda et al.,
2009a; Miguel et al., 2007). Sendo esta uma linhagem que ndo estd presente naturalmente
nas populacBes ibéricas, podemos concluir que ndao ha poluicdo genética por linhagens
exoticas das populagcbes na area amostrada.

Os haplétipos de linhagem M, sdo dominantes no Norte de Espanha, onde a linhagem A
praticamente se reduz a sub-linhagem A,. Nas provincias a Norte da Cordilheira Cantébrica
(Corunha, Castela-Ledo, e Asturias) os haplotipos M4 e M6 séo 0s que apresentam maior
frequéncia (De La Rua et al., 2009b), enquanto o0 M7 domina no Pais Basco, na face Oeste
e Central dos Pirenéus, e ndo tem expressao na regiao Mediterranea (Miguel et al., 2007).
Apesar de os mesmos haplétipos da linhagem M terem sido identificados na faixa
continental de Portugal, a distribuicdo das frequéncias ndo é a mesma. O haplotipo mais
frequente é o M7, representando 57,1% de entre os haplétipos M identificados
contrariando os dados apresentados por Miguel et al. (2009). Esta linhagem aparece apenas
em Braganca, Castelo Branco e Portalegre, regides que apresentam condi¢cOes edafo-
climaticas muito similares e ciclos produtivos semelhantes, pelo que estes dados sugerem
que estas sejam abelhas, que apesar de ocuparem areas geograficas relativamente
afastadas, tem caracteristicas de rusticidade da linhagem M, a informacdo necessaria para
melhor adaptacdo a regibes montanhosas e climas frios (Kraus et al., 2007) como é o caso
de Braganca, com a Serra “De la Cabrera” a Norte, e de Castelo Branco e Portalegre
situados a Sul da Serra da Estrela. Esta hipdtese é congruente com a de que as populagdes
de M se refugiaram nas zonas de clima mais rigoroso da peninsula, empurradas pelas
populacBes de A, que encontraram nas regides mais célidas condi¢des climaticas
favoraveis a sua fixacdo (De La Rua et al.,, 2009b). Muitos foram os autores que
comprovaram que 0 repovoamento ou re-colonizagdo apicola do territorio europeu, no
periodo pos-glaciar, teve como ponto de partida as populacdes de abelhas de linhagem M
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que sobreviveram ao periodo glaciar. No mesmo periodo, também as abelhas de linhagem
A, oriundas de Africa, subiram e colonizaram a Peninsula Ibérica (Miguel et al., 2007).

Os afloramentos montanhosos s&o considerados barreiras naturais a miscigenacéo, e tal
facto favorece o apuramento das ragas, bem como o desenvolvimento das populagdes por
linhas evolutivas divergentes, mesmo que geograficamente proximas. A co-habitacdo das
duas linhagens no territorio ibérico permitiu a hibridacdo entre as duas, e os Pireneus séo a
maior barreira a progressdo da linhagem Africana por todo o territério norte-europeu. Em
menor escala, as formagdes montanhosas da meseta ibérica também contribuiram para a
conservacao dessa variabilidade de combinacGes genéticas (Miguel et al., 2007).

As principais formag¢6es montanhosas em Portugal dividem o territério Norte e Centro na
orientacdo Sudoeste-Noroeste (Serras de Aires, da Estrela, do Mardo), e no Sul do Pais em
orientacdo Este-Oeste (Serras de Monchique e Caldeiréo). Esta configuragdo natural define
com rigor a condicdo litoral e interior das regides, e com ela surgem as especificidades das
populacOes que as ocupam.

A distribuicdo espacial dos haplétipos encontrados, confirmam o cline Sul-Norte de
substituicdo gradual da sub-linhagem A, por Ay, Este padrdo € consistente com a
distribuicdo clinal verificada em Espanha (De La Rua et al. 2009b; Céanovas et al. 2007). A
sub-linhagem A,, também em Portugal é a mais abundante, aparecendo por todo territorio,
ainda que com frequéncias mais baixas no Norte. A sub-linhagem A, surge com uma
frequéncia relativamente baixa, mas constante em quase todo o territério, num gradiente
em que o padrdo Norte se espelha na transposicdo do Rio Tejo. Por fim a Ay, apresenta
frequéncias muito baixas no sul, apenas prevalecendo sobre as demais em Tras-0s-Montes
e Beira Alta, ou seja a nordeste das Serras do Mardo e Estrela.

Os resultados conseguidos na analise genética das populaces de abelhas do interior de
Portugal Continental, ajudam a consolidar as hipdteses que se conhecem do
comportamento evolutivo das abelhas em Espanha. A diversidade elevada que se observa
no territério portugués, afina as conclusdes de Canovas et al. (2007); Miguel et al. (2007);
De La Rua et al. (2009a,b).

Os haplétipos novos sao mais representativos no Nordeste Transmontano e Beiras: Interior
e Baixa. A sequenciacdo destes haplotipos permitird compreender melhor a diversidade
destas regibes, porém é provavel que sejam de origem africana, dada a dominéncia desta
linhagem em Portugal.
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Considerac0es Finais

O comportamento humano, na exploracdo apicola, pesa na balanca quando se analisa a
dispersdo populacional das abelhas. A transumancia e o comércio de abelhas, na
persecucdo de maiores rendimentos, ultrapassam as limitagbes naturais, contornam
obstaculos e facilitam a disperséo das abelhas.

O Norte Alentejano e Beira Baixa sdo ainda dois destinos da transumancia ibérica. As rotas
nacionais privilegiam 3 movimentos principais: (i) em longitude: litoral — interior; (ii) em
Latitude: Sul-Norte e (iii) em altitude: desde as planicies e para serras. O factor humano,
que se reconhece como factor que influencia a dispersdo das populagdes (De La Rla et al.,
2009b), pode ajudar a explicar a proximidade genética das populacdes identificadas nestas
areas, ndo sé pelo fluxo genético que possam provocar ao deslocar as colonias de abelhas,
para o0s nichos com haplotipos especificos, mas também porque podem ter sido amostradas
coldnias que no momento da colheita estavam de passagem por estes locais.

A exploracdo das abelhas enquanto actividade produtiva, deverd ser cuidadosa e
consciente, considerando que (i) As subespécies de abelhas sdo importantes reservatérios
de adaptagOes ao meio local, ecotipos, e a chave da sua sobrevivéncia. A sua extingdo
significa a perda de uma incalculdvel rusticidade criada pela selec¢do natural ao longo de
milhares de anos. (ii) as abelhas sdo os principais insectos polinizadores das culturas e
flora espontanea, e asseguram os ciclos reprodutivos das plantas; (iii) dada a sua
adaptabilidade e larga dispersédo, as abelhas funcionam como polinizadores, quando as
populacbes de outros insectos polinizadores naturais baixam, sob a influéncia de
desequilibrios nos ecossistemas; (iv) as abelhas europeias estdo no cerne de muitas
industrias, paralelas ou ndo, que geram receitas de significante valor em cada regido (De
La Rla et al., 2009a).

O interior de Portugal apresenta um padrédo de diversidade genética notavel. As frequéncias
haplotipicas evidenciam elevada diversidade dentro das populagfes. Os haplétipos
privados que foram determinados, & excepcdo dos encontrados em Braganca, sdo
hapl6tipos novos. A sequenciacdo pode ajudar a definir e estruturar as respectivas
populagdes.
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