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Introducao

A distribuigdo natural da abelha melifera (Apis
mellifera L.) abrange a Africa, a Europa e o Médio
Oriente (Figura 1). Esta ampla area geografica ¢
ocupada por 30 subespécies (racas geograficas)
de abelhas (Ruttner 1988; Engel 1999; Sheppard
e Meixner 2003; Meixner et al. 2011) que t€m sido
agrupadas em quatro linhagens (Ruttner 1988),
nomeadamente: a linhagem do Médio Oriente (O),
a linhagem Africana (A), a linhagem da Europa
oriental (C) e a linhagem da Europa ocidental (M).
A Europa alberga uma importante componente dessa
diversidade representada pela ocorréncia de duas
das quatro linhagens (C e M). A linhagem C agrupa
cerca de uma dezena de subespécies, entre as quais se
encontram as duas mais utilizadas pela apicultura a
escala mundial: a italiana (4. m. ligustica) e a carniola
(4. m. carnica). A linhagem M apesar de ocupar uma
extensa area que vai desde o Sul da Peninsula Ibérica
até ao Sul da Escandinavia e desde o Reino Unido até
a Russia, agrupa apenas duas subespécies: a abelha
negra (4. m. mellifera), anorte dos Pirenéus, e a abelha
ibérica (4. m. iberiensis), na Peninsula Ibérica.

Apesar da sua reduzida area de distribuigdo
geografica, estudos implementados com marcadores
que tracam o ADN mitocondrial revelaram que a
abelha ibérica € uma das subespécies com maior
complexidade e diversidade genética (Franck et al.
1998; Miguel et al. 2007; Canovas et al. 2008; Pinto
et al. 2012). Em contraste com o ADN nuclear, o
qual ¢ transmitido a descendéncia pelo progenitor
feminino e masculino, o ADN mitocondrial é apenas
transmitido pela rainha. Isto significa que numa
coldnia tanto as obreiras como os zangdos vao ter
o mesmo tipo de ADN mitocondrial que ¢ igual ao
da rainha. Dada a heranga estritamente materna, os
estudos com marcadores mitocondriais apenas contam
a historia materna da abelha. A maior simplicidade de
interpretacdo do padrdo materno explica em grande
medida a preferéncia por marcadores mitocondriais a
qual se reflete nos numerosos estudos da diversidade
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Figura 1 — Distribuicdo geogrdfica de algumas
subespécies de abelha melifera.

genética materna da abelha ibérica (Smith et al.
1991; Garnery et al. 1995; Franck et al. 1998; Miguel
et al. 2007; Canovas et al. 2008). Estes estudos
revelaram que a abelha ibérica exibe um padrdo
muito complexo e unico que se deve a coexisténcia de
duas linhagens na Peninsula Ibérica: a Africana (A),
que ¢ predominante no sul, ¢ a da Europa ocidental
(M), que ¢ predominante no norte. Acresce a esta
complexidade o facto de existir maior variedade de
tipos de ADN mitocondrial das linhagens M e A na
Peninsula Ibérica do que em todo o norte da Europa
e Africa.
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Grande parte dos estudos genéticos tem sido
conduzidos nas populagdes de abelha ibérica que
habitam o lado Espanhol da Peninsula Ibérica.
Porém, apesar de Portugal representar uma pequena
parcela da area total de distribui¢cdo da abelha ibérica,
as particularidades tanto ambientais como da propria
atividade apicola deste canto da Peninsula justificam
a caracterizagio das populagdes Atlanticas. E neste
contexto que surgem os estudos genéticos que temos
levado a cabo nos tultimos trés anos. Neste artigo
revelamos os resultados obtidos com a identificagao
do ADN mitocondrial de 786 colonias amostradas de
norte a sul de Portugal continental.

Método de identificacao do ADN mitocondrial

A analise molecular consistiu na extragdao do ADN
a partir de uma das patas da abelha. Seguidamente
procedeu-se a amplificagdo (sintese de milhoes de
copias a partir de uma) de um fragmento do ADN
mitocondrial (Figura 2) usando a técnica molecular
reacdo de polimerase em cadeia (PCR). Depois de
amplificado, o ADN foi cortado com a enzima de
restri¢do Dra/ (as enzimas de restrigdo sdo conhecidas
como as tesouras moleculares pois cortam o ADN em
sitios especificos). A fim de se identificar o tipo de
ADN de cada coldnia este foi colocado em um gel
de agarose. O gel foi submetido a um campo elétrico
o0 qual permitiu a separagdo dos fragmentos de ADN
de acordo com o tamanho (eletroforese). Terminada a
eletroforese 0 ADN foi visualizado a luz ultravioleta
e identificado.

A identificagdo do tipo de ADN foi feita de acordo
com o padrdo de bandas que apareciam no gel (Figura
2). Por exemplo, enquanto o tipo A8 tem duas bandas
0 A2 tem trés bandas e o A14 tem quatro.

O gel representado na Figura 2 mostra seis tipos
diferentes de padroes de bandas correspondendo a seis
tipos de ADN mitocondrial, todos eles pertencentes
a linhagem Africana (dai a utilizagdo da letra A na
designacdo). O gel representado na Figura 2 permitiu
identificar o tipo de ADN de 18 colonias. Dezenas
de géis foram analisados para identificar as 786
coldnias.

Padrao de diversidade do ADN mitocondrial
em Portugal

A grande maioria (772; 98,2%) das colonias
analisadas possuia um ADN mitocondrial do tipo
Africano (Figura 3). Das restantes colonias, 10 (1,2%)
pertenciam a linhagem M e quatro a linhagem C
(0,5%). No total, foram identificados 32 tipos de ADN
mitocondrial: 28 da linhagem A, trés da linhagem M
e um da linhagem C (Figura 4). O tipo de ADN mais
comum foi 0 Al (20% das colonias) seguido do A16
(15,5%) e do A2 (14,8%).
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Figura 3 — Distribuigdo percentual das linhagens
de abelhas em Portugal continental.

Figura 2 — Gel de agarose mostrando o padrdo de bandas exibido por 18 colonias. Coluna 1: marcador
de referéncia; colunas 2 a 9: ADN das colonias (coluna 2 mostra colonia com ADN tipo Al); coluna 10:
controlo negativo; colunas 11 a 20: ADN das colénias (coluna 20 mostra colonia com ADN tipo A14).
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Figura 4 — Distribuicdo percentual dos 32 tipos
de ADN mitocondrial detetados em Portugal
continental.

Adistribuigdo geografica dos tipos de ADN (Figura
5) mostra que a composi¢ao das populagdes do sul
de Portugal ¢ muito diferente do norte. Enquanto o
tipo Al (representado a azul mais escuro) € o mais
comum no sul, nas popula¢des mais a norte (Tras-os-
Montes ¢ Minho) é o A16 (representado a castanho)
que predomina. E de salientar que esta composicio é
bastante distinta daquela que tem sido documentada
para as populagdes Africanas de Espanha. Neste Pais,
o tipo A2 ¢ de longe o mais difundido e 0 A16 € muito
raro (Franck et al. 1998; Miguel et al. 2007; Canovas
et al. 2008).
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Figura 5 — Distribuicdo espacial dos 32 tipos de
ADN mitocondrial em Portugal continental.

Na Figura 6 estd representada a distribuicdo
geografica da diversidade genética. Os valores de
diversidade (intervalo de variagdo entre 0 e 1) s@o
em geral elevados e semelhantes aos que tém sido
reportados para Espanha (Canovas et al. 2008). E de
realgar, porém, uma tendéncia de maior diversidade
materna no norte do que no sul de Portugal.
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Figura 6 — Distribuicao espacial da diversidade
materna em Portugal continental.

Com base na arquitetura genética do fragmento de
ADN mitocondrial a linhagem Africana divide-se em
trés sub-linhagens: A, A, e A  (Franck et al. 1998).
O Quadro I inclui os tipos de ADN mitocondrial
encontrados em Portugal continental e respetiva
atribuicao de sub-linhagem. A classificagdo dos tipos
de ADN mitocondrial por sub-linhagem revelou que
a sub-linhagem A, ¢ a mais frequente em Portugal
continental (Figura 7). Porém, quando se representa
espacialmente a distribui¢do das sub-linhagens
(Figura 8) verifica-se que a A predomina no sul de
Portugal mas no norte ¢ substituida pela A . Este
padrao, que € unico a escala da Peninsula Ibérica, é
surpreendente pois apesar da reduzida dimensdo do
pais e do movimento de colonias, devido por exemplo
a compra de rainhas, verifica-se que as populagdes
de abelhas em Portugal se encontram fortemente
estruturadas.
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Para além do norte de Portugal continental, a sub-
linhagem A, , também conhecida como sub-linhagem
Atlantica, ¢ dominante nas ilhas dos Agores, Madeira
e Canarias (De la Ruia et al. 1998, 2006). Na restante
area de distribui¢ao da linhagem Africana (Espanha e
Africa) a sub-linhagem A, € praticamente inexistente
(Franck et al. 2001; Miguel et al. 2007; Canovas et
al. 2008).

Quadro I - Tipos de ADN mitocondrial
encontrados em Portugal e sub-linhagem
correspondente.

Sub-linhagem | Sub-linhagem | Sub-linhagem
Al All Alll

Al AS All
A2 A9 Al4
A3 A10 Al5
Ad Al6
A4’ A20
A28 A3l
A46° A32
A33
A35
A36
A37
A38’
A39°
A4l
A42°
A43’
Ad4°
A45”

wearm pprnlend 2

1]

Tona Indusricl dio Feitsirinka Lt 77 8670440 Alfpzur  infolopizlond. pt

Sumarizando, neste estudo destacam-se o0s
seguintes aspetos:

1. As populagdes de abelhas de Portugal
continental possuem uma elevada diversidade
mitocondrial fundamentalmente de origem Africana;

2.  Em contraste com as populagdes de abelha
ibérica do norte de Espanha, em Portugal as abelhas
com ADN mitocondrial do tipo Europeu (linhagem
M) sdo raras;

3. Em consonancia com os resultados
documentados para Espanha ¢ em contraste com os
dos paises do norte da Europa, a poluicdo genética
derivada de abelhas da linhagem C (italiana ou
carniola) ¢ negligenciavel em Portugal;

4. As populagdes de abelhas em Portugal
continental formam um gradiente norte-sul com
predominéncia de abelhas A no norte ¢ A, no sul.
Este padrio ¢ tnico em toda a Peninsula Ibérica
revelando a singularidade das populagdes de abelha
do canto Atlantico.

O presente estudo sugere que as populagdes de
abelhas de Portugal representam um importante
componente da diversidade da subespécie A. m.
iberiensis. Apesar desta diversidade materna ser
fundamentalmente de origem Africana, a abelha
ibérica tem caracteristicas proprias (reveladas
pela morfologia e marcadores do ADN nuclear)
que a distinguem profundamente das subespécies
Africanas, tanto do norte de Africa (por exemplo da
A. m. intermissa) como da Africa subsahariana (por
exemplo da 4. m. scutellata, a subespécie que deu
origem a abelha Africanizada que hoje coloniza uma
boa parte da América do Sul e da América do Norte).
Esta diversidade unica representa um importante
legado, que tem sido moldado pela natureza, e
também pelos humanos, nos ultimos milhares de anos,
o qual merece e deve ser preservado pois constitui um
recurso fundamental a sustentabilidade da atividade
apicola.
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Figura 7 — Distribuicdo percentual das trés sub-
linhagens Africanas em Portugal continental.
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Figura 8 — Padrdo de diversidade materna em
Portugal continental.

NOTA DE RODAPE
As pessoas que estiverem interessadas em
conhecer o tipo de ADN mitocondrial das suas
amostras (analisadas neste estudo) devem enviar
email a Maria Alice Pinto (apinto@ipb.pt) a
solicitar essa informacao.
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