Estrutura Genética da Abelha Ibérica (A4pis

mellifera iberiensis)

>

O O O Revelada por marcadores do DNA
Mitocondrial e Nuclear (SNPs)

U Introducio

Na sua ampla area de distribui¢do nativa, que
inclui 0 Médio Oriente, Africa e Europa, a abelha
melifera (Apis mellifera) teve que adaptar-se a uma
grande diversidade de climas e floras. O processo
de adaptacdo e diferenciacdo, que ocorreu ao longo
dos ultimos 300 000 de anos (Wallberg et al. 2014),
deu origem a cerca de 30 subespécies, ou ragas
geograficas (Ruttner 1988; Engel 1999; Sheppard
e Meixner 2003; Meixner et al. 2011), que Ruttner
(1988) agrupou em quatro linhagens evolutivas,
nomeadamente: a do Médio Oriente (O), a de
Africa (A), a da Europa oriental (C) e a da Europa
ocidental (M). A abelha ibérica (4. m. iberiensis) ¢é
uma das subespécies que se destaca do conjunto das
30 pela elevada complexidade genética. A ambicao
de dissecar tal complexidade tem motivado inimeros
inventarios genéticos na Peninsula Ibérica, fazendo da
abelha ibérica a subespécie mais estudada no mundo
do ponto de vista populacional e evolutivo.

A complexidade dos padrdes de variagdo genética
atribuida a abelha ibérica ¢ comum a muitos outros
animais endémicos da Peninsula Ibérica, como por
exemplo o coelho (Carneiro et al. 2013), a lagartixa
ibérica (Pinho et al. 2009), o sarddo (Miraldo et al.
2011), entre outros. Varios factores de natureza
geomorfoldgica e ambiental contribuiram para a
complexidade genética que hoje observamos neste
canto da Europa. A elevada riqueza tanto geologica,
como fisiografica e climatica, juntamente com o
isolamento do resto da Europa, proporcionado
pela barreira dos Pirenéus, e a0 mesmo tempo a
proximidade a Africa, proporcionada pelo Estreito
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de Gibraltar, fizeram da Peninsula Ibérica ndao so
um importante refigio durante as glaciagdes do
quaternario (Hewitt 2000) como também uma
ponte entre dois continentes, especialmente para os
organismos com maior vagilidade (Carranza et al.
2004; Cosson et al. 2005; Guillaumet et al. 2006),
como ¢ o caso da abelha melifera (Whitfield et al.
2006; Wallberg et al. 2014).

Ha mais de duas décadas que as populacdes de
abelha ibérica tém sido alvo de inventarios genéticos,
0s quais comegaram com o uso de marcadores
morfologicos (Cornuet & Fresnaye 1989; Arias ef al.
2006; Miguel et al. 2011) passando mais tarde para
os marcadores moleculares do DNA mitocondrial
(Smith et al. 1991; Garnery et al. 1995, 1998a; Franck
et al. 1998; De la Rua ef al. 2001, 2004, 2005; Arias
et al. 2006; Miguel et al. 2007; Céanovas et al. 2008;
Pinto et al. 2012, 2013), e do DNA nuclear (Franck et
al. 1998; Garnery et al. 1998b; De la Rua et al. 2002,
2003; Miguel et al. 2007, 2011; Canovas et al. 2011;
Chavez-Galarza et al. 2013, 2015).
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Os estudos que tém wusado marcadores do
DNA mitocondrial revelaram a co-ocorréncia de
duas linhagens evolutivas formando um gradiente
caracterizado pela predominancia da linhagem A na
metade sudoeste e da linhagem M na metade nordeste
da Peninsula Ibérica (Franck et al. 1998; Canovas
et al. 2008; Miguel et al. 2007; Chavez-Galarza et
al. 2015). Assim, o DNA mitocondrial indica que a
abelha ibérica partilha uma heranga comum tanto
com a abelha negra (4. m. mellifera) da Europa
ocidental como com as abelhas Africanas. Porém,
certos marcadores moleculares do DNA nuclear,
como ¢ o caso dos microsatélites, contam uma histoéria
discordante do DNA mitocondrial pois se por um lado
nao distinguem a abelha ibérica da abelha negra por
outro lado mostram uma profunda diferenciagdo entre
estas duas subespécies Europeias e as subespécies
africanas (Franck et al. 1998). Para complicar
ainda mais as coisas, os resultados obtidos com os
microsatélites contrastam com outros marcadores
como a morfologia, feromonas e alozimas (ver
referéncias bibliograficas em De la Rua et al. 2009),
que tal como o DNA mitocondrial sugerem uma
relagdo de proximidade genética com as abelhas do
norte de Africa. Assim, apesar dos numerosos estudos
genéticos, os padroes de diversidade da abelha ibérica,
e os processos evolutivos que estdo na sua génese,
estdo longe de ser cabalmente compreendidos. Na
tentativa de melhorarmos a compreensdo do que ¢
afinal a abelha ibérica e de avaliarmos o potencial
impacto da ac¢do humana na assinatura gravada no
seu genoma por milhares de anos de evolugdo, em
2010 iniciamos mais um estudo na Peninsula Ibérica
(ver descrigdo do projecto no artigo “Pinto et al.
2012” publicado nesta revista).

oW So0w P 000 2300°E
1 I 1 1 1

Y
@
& Transecto Adantico

@ATI (n=30)

Transecto Central

300N oAT2 (n=30) F s
~.

CT2@=30) o

® AT3 (n=30)

CT3@=30) 0

AT4@=30) "\ MT3 (n=30)p

w0y =) Apis mellifera iberiensis |[~000"N
Brachionus plicatilis
Oryetolagus cuniculus
Pinus pinaster

White ouks, Quercus

Quercus ilex

E‘ﬂaah "

MT4 (@=33) @

.
CT5 (0=30)

MIS (=331
jraBéCR .~

.
CT6 (n=33)
Cor'
37300"N-4 -~ Apis mellifera iberiensis [r37300"N.
Alytes dickilleni
Discoglossus jeanneae
Oryetolagus cuniculus |~
Salamandra salamandra
Pinus pinaster
Pinus sylvestris
Quercus

300N Fasvory

T T T T
00w svow 00w 000 2008

Fig. 1 — Mapa da Peninsula Ibérica mostrando os centroides
e o tamanho da amostra (n) de cada ponto de amostragem nos
trés transectos (AT, Atlantico; CT, central; MT, Mediterrdnico)
e a localizagdo putativa dos refiigios glaciares (Bacia do Ebro
e Cordilheira Bética) da abelha ibérica e de outros organismos
endémicos da Peninsula Ibérica (adaptado de Gomez & Lunt
2007).
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No presente artigo sumariamos os resultados até
agora obtidos que julgamos mais interessantes para
0s apicultores mais curiosos.

Fig. 2a — Detalhes da amostragem na Peninsula Ibérica.
Colheita de amostras de abelhas.

Amostragem

Neste estudo, que s6 foi possivel levar a cabo
gragas a colaboragdo e ao voluntarismo de inimeros
apicultores e técnicos de associagdes, foram
amostradas 711 colonias ao longo de trés transectos que
atravessaram de norte a sul Portugal e Espanha (Fig.
1). Em cada ponto de amostragem (ver Fig. 1) foram
amostrados entre 8 a 13 apiarios e em cada apidrio
foram colhidas abelhas de trés colonias. Durante
mais de 100 dias de trabalho ininterrupto foram
percorridos 13475 km, contactados 203 de apicultores
e amostrados 235 apiarios (Fig. 2). As amostras das
711 colonias foram trazidas para o laboratorio onde
foram submetidas a analise do DNA mitocondrial e
do DNA nuclear. Enquanto o DNA mitocondrial foi
analisado recorrendo a sequenciagdo de apenas uma
regido da molécula (regido intergénica situada entre o
final do gene que codifica o RNA de transferéncia da
leucina, tRNA™, ¢ 0 gene que codifica o citocromo
¢ oxidase subunidade II, cox2) o DNA nuclear foi
analisado recorrendo a tecnologia de microarrays que
permitiu amostrar 1536 regides distribuidas pelos 16
cromossomas da abelha. O marcador molecular que
foi utilizado na amostragem dos 16 cromossomas ¢
designado por “polimorfismo de nucleo6tido simples”,
ou SNP, conforme abreviatura da designacao anglo
saxonica (Single Nucleotide Polymorphism). Apesar
das 711 amostras terem sido genotipadas para os 1536
SNPs, apenas 383 SNPs se revelaram informativos
(os restantes ndo eram polimoérficos para a abelha
ibérica). Parte dos resultados desta amostragem foram
publicados na revista cientifica Molecular Ecology
em dois artigos (Chavez-Galarza et al. 2013, 2015)
0s quais sdo resumidos a seguir.
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Padrao de variacao do DNA mitocondrial

Os resultados obtidos com o marcador do DNA
mitocondrialconfirmamapresencanaPeninsulalbérica
de duas linhagens de abelhas altamente divergentes,
conforme exibido pela network construida a partir
das sequéncias da regido intergénica tRNA®-cox2
(Fig. 3). A network revela a existéncia de dois grupos
distintos de haplotipos (tipos de DNA): os Africanos
(linhagem A) e os da Europa ocidental (linhagem
M). A Fig. 4 mostra a distribui¢do das frequéncias
das duas linhagens de DNA mitocondrial em cada
ponto de amostragem ao longo dos trés transectos.
Esta figura revela que enquanto a linhagem Africana
(A) predomina nas populacdes de abelha que ocupam
a metade sudoeste da Peninsula Ibérica a linhagem
da Europa ocidental (M) predomina nas populacdes
mais proximas dos Pirenéus. Esta forte estruturagio
da diversidade mitocondrial é surpreendente uma vez
que todos os anos milhares de coldnias transumantes
sdo deslocadas a grandes distancias em Espanha (A.
Pajuelo, comunicagdo pessoal).

Fig. 2b — Detalhes da amostragem na Peninsula Ibérica.

Localizagdo de apidario com GPS e preenchimento da ficha de
campo.

Padrao de variacao do DNA nuclear

Os resultados dos SNPs obtidos ao nivel da
coldnia e ao nivel da populagdo estdo representados
nas figuras 5 e 6, respectivamente. Tal como o DNA
mitocondrial, os SNPs revelam uma forte estruturacao
da diversidade nuclear orientada ao longo de um
eixo sudoeste-nordeste. A concordancia dos padrdes
de diversidade entre dois marcadores moleculares
independentes, um herdado via materna (DNA
mitocondrial) e outro com herancga biparental (SNPs),
suporta uma hipétese de contacto entre populacdes
causada por expansao pos-glacial.

A estrutura genética que hoje observamos na
abelha ibérica foi provavelmente modelada por um
longo periodo de diferenciacéo, devido ao isolamento
das populagdes em diferentes refugios glaciais,
seguido de expansdo que se seguiu ao aquecimento
que se verificou ha pouco mais de 10 000 anos.

Linhagem Africana

M7

M7

Linhagem Europa Ocidental

Fig. 3 — Network mostrando os diferentes tipos de DNA
mitocondrial (haplotipos) encontrados na Peninsula Ibérica.
Os haplétipos formam claramente dois grupos divergentes
representados a vermelho pela linhagem Africana (A) e a azul
pela linhagem da Europa ocidental (M). O tamanho de cada
circulo é proporcional a frequéncia do haplotipo.

Esta hipotese tem sido sugerida para um nimero
cada vez maior de organismos ibéricos (revisto por
Gomez & Lunt 2007). Os dois refligios glaciais
putativos inferidos para muitos organismos ibéricos
(Gomez & Lunt 2007), incluindo a abelha ibérica
(Chévez;Galarza et al. 2015), sdo indicados na
Fig. 1. E provavel que tenham existido pelo menos
dois refugios glaciais: um no canto nordeste de
Espanha na costa mediterranica, possivelmente
perto do vale do Ebro, ¢ outro no Sul de Espanha.
O aquecimento global que ocorreu ha cerca de 10
000 anos provavelmente ajudou a expansdo das
populagoes de abelhas que acabaram por colonizar
toda a Peninsula ibérica e Europa ocidental. De facto
estudos genéticos, sugerem que a abelha negra que
hoje se distribui por toda a Europa ocidental, teve
origem na Peninsula Ibérica (Miguel ef al. 2007). O
facto de partilharem uma historia comum tao recente
explica a proximidade genética das duas subespécies.
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Fig. 4 — Distribui¢do das frequéncias de DNA mitocondrial
da linhagem A (representada a vermelho) e da linhagem M
(representada a azul) em cada ponto de amostragem ao longo
dos trés transectos.
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A forte estrutura recuperada pelos SNPs contrasta
com a auséncia de estrutura dos microsatélites
(Franck et al. 1998; Cénovas et al. 2011). Os
estudos anteriores conduzidos com este marcador
molecular atribuiram a auséncia de estrutura na
abelha ibérica a um processo de homogeneizagao
devido a transumancia. Canovas et al. (2011)
sugerem que a movimentacdo massiva de coldnias
a grandes distancias, tipica na vizinha Espanha (mas
menos comum em Portugal), facilita a troca de genes
entre colonias de regides geograficamente distantes.
Contudo, os resultados que obtivemos com dois
marcadores genéticos independentes, SNPs e DNA
mitocondrial, ndo suportam a hipétese de Canovas
et al. (2011). Varias explicagdes, ndo mutuamente
exclusivas, podem ser evocadas para a forte
estruturagdo genética observada: ou a transumancia
ocorre depois da estagdo reprodutiva, evitando o fluxo
de genes a grandes distancias, ou existe algum tipo de
barreira reprodutiva, ou a selec¢@o natural favorece
as populacdes locais e por isso a manutencdo da
estrutura.
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Fig. 5 — Estrutura global obtida por andlise espacial de
componentes principais usando os SNPs. Cada quadrado
representa uma colonia. (a) Primeiro componente espacial global
mostrando uma estrutura populacional com orientagdo sudoeste-
nordeste. (b) Segundo componente espacial global destacando
a presenga de uma estrutura que diferencia as populagoes do
Norte do transecto Atlantico relativamente ao resto da Peninsula
Ibérica.

Estudos genéticos usando diferentes marcadores
tém mostrado que a abelha ibérica e a abelha negra, as
duas tnicas subespécies da linhagem M, estdo mais
proximas geneticamente das subespécies do norte de
Africa do que das outras subespécies Europeias da
linhagem C, como por exemplo da 4. m. ligustica e A.
m. carnica. Esta proximidade genética deve-se a uma
provavel colonizacdo ancestral da Peninsula Ibérica
por abelhas africanas via estreito de Gibraltar. A
presenca dominante de DNA mitocondrial de origem
Africana na Peninsula Ibérica suporta esta hipotese.

A pergunta que naturalmente se coloca “Quando
¢ que essa invasdo ocorreu?” ainda ndo tem resposta.
Porém, a forte diferenciagdo genética entre a abelha
ibérica e a subespécie norte africana A. m. intermissa
(Whitfield er al. 2006) sugerem que a colonizag@o
da Peninsula Ibérica, ¢ posteriormente da Europa
ocidental, ocorreu ha alguns milhares de anos atras.
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Conclusoes

O DNA mitocondrial e o DNA nuclear (SNPs)
revelaram a existéncia de uma forte ¢ concordante
estruturagdo da diversidade genética ao longo de um
eixo nordeste-sudoeste na Peninsula Ibérica, dando
suporte a um cenario de contacto secundario que
provavelmente ocorreu nos ultimos 10 000 anos,
apés a expansao das populagdes de abelhas que
se mantinham isoladas em refiigios glaciais. Este
resultado, juntamente com a deteccdo de selecgdo
no genoma da abelha ibérica (Chavez-Galarza et al.
2013), sugerem que uma complexa interaccao entre
adaptagdo e demografia tem modelado os padrdes
genéticos que hoje observamos na abelha ibérica.
A actividade apicola contemporanea ndo parece ter
alterado significativamente (pelo menos até agora)
os padroes de diversidade genética que t€m sido
modelados pela natureza. Porém, este cenario poderia
eventualmente mudar se os apicultores Portugueses
¢ Espanhois adoptassem por exemplo uma estratégia
de introdu¢do massiva de rainhas/colonias comerciais
da linhagem C, tal como tem acontecido em varios
paises da Europa ocidental (revisto por De la Rua et
al. 2009; Pinto et al. 2014).

A abelha ibérica providencia servigos ambientais
importantes através da polinizagdo e ¢ produtora de
mel (para ndo falar de outros produtos da colmeia)
em quantidades substanciais no contexto da Unido
Europeia. Mas acima de tudo, a abelha ibérica
representa um importante reservatorio de diversidade
que ha cerca de 10000 anos colonizou toda a Europa
ocidental (Franck et al., 1998; Garnery et al. 1998a;
Miguel ef al. 2007) e que merece ser preservado.
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Fig. 6 — Estrutura ao nivel da populagdo recuperada pelos
SNPs. Os SNPs dividem o genoma da abelha ibérica em dois
grandes grupos representados a vermelho e a azul. A estrutura
nuclear é concordante com a estrutura gerada pelo DNA
mitocondrial.
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