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Desenvolvimento de uma ferramenta
molecular para estimar a introgressao genetica
na abelha Ibérica, Apis mellifera iberiensis

A abelha melifera, Apis mellifera L., tem sofrido
varias ameagas ao longo do tempo, uma das quais
esta ligada a disseminacdo de linhagens comerciais
exoticas. Ainda que o contacto entre diferentes
populagdes tenha ocorrido naturalmente ao longo
da historia evolutiva da abelha (por exemplo, na
Peninsula Italica entre Apis mellifera carnica e
Apis mellifera ligustica ou entre A. m. ligustica e
Apis mellifera mellifera), atualmente, ¢ devido a
globalizag?o, a circulagdo a larga escala de rainhas e
de colonias tem vindo a intensificar-se promovendo
o fluxo génico entre subespécies naturalmente
separadas pela geografia. Para além de facilitar
a introdu¢do e disseminagdo de novos agentes
patogénicos, a circulagdo internacional de linhagens
comerciais em larga escala pode levar a rutura de
complexos de genes coadaptados nas populacdes
endémicas e a uma redugdo da diversidade genética,
cruciais para a sustentabilidade da espécie.

A diversidade genética constitui a matéria-prima
sobre a qual a selecdo (natural ou artificial) atua e por
isso deve ser protegida, principalmente no contexto
em que vivemos de profundas e rapidas alteragdes
ambientais (e.g. climaticas, destruicdo de habitat, uso
intensivo de pesticidas, € novos agentes patogénicos).
A perda de diversidade genética pode ainda conduzir
a consanguinidade e a redugdo do valor adaptativo
das coldnias, podendo traduzir-se num decréscimo da
produtividade e da resisténcia aos parasitas ¢ agentes
patogénicos.

A érea de distribuigdo natural da abelha melifera
abrange Africa, Europa, Médio Oriente e noroeste
da Asia onde se encontram descritas 31 subespécies
(Figura 1). Destas, 10 sdo endémicas da Europa e
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estdo agrupadas em duas linhagens: a da Europa
ocidental (linhagem M), que agrupa a abelha ibérica
(Apis mellifera iberiensis) e a abelha negra (4. m.
mellifera) e a da Europa oriental (linhagem C),
que inclui as duas subespécies mais utilizadas na
apicultura mundial, a abelha italiana (4. m. ligustica)
e a abelha carniola (4. m. carnica).
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Figura 1- Mapa com a dzstrzbuiqdo geogridfica
das 31 subespécies de abelha melifera. As cores
representam a distribuicdo das subespécies pelas
linhagens  evolutivas:  A-Afrvicana  (vermelho),
M- Europa ocidental (azul), C- Europa oriental
(laranja), O-Médio Oriente (verde). As subespécies
com informagdo escassa e que ndo estdo incluidas em
nenhuma das linhagens estdo representadas a preto.
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A abelha ibérica, tal como o nome indica, é a
subespécie nativa da Peninsula Ibérica e, apesar da
sua area de distribui¢do ser relativamente reduzida,
encerra uma grande complexidade e diversidade
genética que merecem ser protegidas (Miguel et al.
2007; Canovas et al. 2008; Pinto et al. 2012; Pinto
et al. 2013; Chavez-Galarza et al. 2015, 2017). Se
os apicultores Portugueses e Espanhois comecarem
a importar rainhas exodticas em larga escala, o
patriménio genético ibérico, que foi moldado
pelas forcas evolutivas ao longo de milhares,
estara ameacado. A importagdo massiva de rainhas
(sobretudo da linhagem C, mas também de Apis
mellifera caucasia e Buckfast) que tem sido levado
a cabo durante décadas pelos apicultores de outros
paises da Europa Ocidental tem levado a polui¢do
genética de muitas populagdes e até mesmo ao
desaparecimento da subespécie 4. m. mellifera em
algumas areas geograficas (Jensen et al. 2005; Pinto
et al. 2014; Soland-Reckeweg et al. 2009).

Estudos de translocagdo reciproca sugerem que
as colonias de abelhas locais tém maior longevidade
(Biichler et al. 2014) e menores cargas de agentes
patogénicos (Francis et al. 2014). O reconhecimento
da importéancia da prote¢do da diversidade genética
endémica para a sustentabilidade a longo prazo da
abelha melifera tem conduzido a criagdo de diversos
centros de conservacdo em diferentes paises da
Europa.

Em contraste com os apicultores do norte da
Europa, os apicultores da Peninsula Ibérica tém
preferido a abelha nativa, A. m. iberiensis, tanto
na apicultura tradicional como profissional em
detrimento das linhagens comerciais. No entanto,
no contexto atual de globalizacdo do comércio
mundial e de facilidade de circulacdo de rainhas,
principalmente dentro do espago da Unido Europeia,
esta tendéncia podera mudar. Assim, a monitorizagao
da integridade genética das populagdes ibéricas, e
principalmente das colonias que sdo usadas pelos
criadores de rainhas de abelha ibérica, é cada vez
mais importante, requerendo o uso de ferramentas
que permitam estimar o grau de poluicdo genética
de forma rigorosa e eficiente. Respondendo a esta
necessidade, recentemente desenvolvemos uma
ferramenta molecular que pode ser utilizada em prol
da preservagao da abelha ibérica.

A ferramenta desenvolvida ¢ baseada num
marcador molecular do ADN nuclear, ou seja em
variagdo genética que € transmitida a descendéncia
por ambos os progenitores (rainha e zangdo). Este
marcador ¢ designado por SNP (“single nucleotide
polymorphism”, traduzido para Portugués por
polimorfismo de nucledtido simples). Um SNP ¢
uma variagdo na cadeia de ADN que afeta apenas
um nucledtido. O ADN ¢é composto por quatro
nucleodtidos: adenina (A), timina (T), citosina (C)
e guanina (G). Um SNP forma-se quando, durante
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o processo de replicagdo do ADN, um nucledtido é
substituido por outro (Figura 2). Este tipo de varia¢ao
¢ muito comum no genoma dos organismos € permite
distinguir as diferentes populagdes de uma espécie.

Figura 2- Representacdo de um SNP (polimorfismo
de nucleotido simples). Aqui a guanina (G) e a sua
base complementar citosina (C) foram substituidas
por uma adenina (A) e a sua base complementar
timina (7).

Para desenvolver esta ferramenta, utilizamos
a informagdo extraida de 176 genomas completos
de abelha melifera (117 A. m. iberiensis, 28 A. m.
carnica ¢ 31 A. m. ligustica), tendo obtido 2 366
382 SNPs. Partindo deste conjunto massivo de
SNPs, selecionamos apenas aqueles que permitiam
distinguir inequivocamente a abelha ibérica das
subespécies da linhagem C. Depois de aplicarmos
diferentes filtros associados a qualidade do marcador,
construimos quatro painéis contendo um total de 153
SNPs altamente informativos.

Usando populagdes simuladas, testamos o
desempenho dos painéis (isoladamente e em
conjuntos de dois, trés e quatro) de SNPs na estimativa
da introgressdo (ou poluicdo) genética da linhagem
C na abelha ibérica, por comparacdo com os 2 366
382 de SNPs identificados nos genomas completos.
Os nossos dados mostram que os quatro painéis
de SNPs funcionam razoavelmente bem quando
usados isoladamente. Porém, a melhor relago custo-
beneficio ¢ alcancada quando se utilizam os dois
melhores painéis, os quais incluem um total de 78
SNPs.

As estimativas da introgressdo genética obtidas
com os 78 SNPs sdo altamente concordantes com as
dos genomas completos (r2=0.988). Usar 78 SNPs
em vez de 2 366 382 SNPs significa um custo menor
de genotipagem (sequenciar um genoma completo de
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um individuo custa cerca de 200€ enquanto genotipar
com os dois painéis de SNPs custa cerca de 11€ por
individuo, quando genotipados 192 individuos) e uma
maior rapidez na analise de dados. O desenvolvimento
dos painéis de SNPs esta descrito detalhadamente no
artigo cientifico publicado recentemente na revista
“Evolutionary Applications” (Henriques et al. 2018).

Os dois painéis de 78 SNPs foram aplicados em
amostras colhidas em populacdes dos Agores, regiao
onde houve introdugdo de abelhas exoticas em larga
escala nos anos 80 do século passado. Os genotipos
foram analisados usando o programa ADMIXTURE
(Alexander et al. 2009), o qual nos permitiu calcular a
taxa de introgressdo genética nas abelhas provenientes
das diferentes ilhas (Figura 3). Para a analise mais
precisa utilizamos duas populacdes de referéncia,
uma da abelha ibérica (representada a azul) e a outra
da linhagem C (representada a laranja na Figura 3). A
taxa de introgressao da linhagem C em cada abelha
das diferentes ilhas é dada pela propor¢ao da cor
laranja registada no eixo dos Y's da Figura 3.

Podemos verificar que os individuos de Santa
Maria ndo apresentam sinais de introgressdo da
linhagem C (todos completamente, ou quase
completamente, azuis). Nas ilhas Graciosa, Sao
Jorge e Pico, os individuos ja mostram niveis de
introgressao variaveis. Os individuos que apresentam
menor taxa de introgressdo sdo os de S@o Jorge
(média de 12%; valores individuais variam entre
6% e 16%), seguidos dos do Pico (média de 25%;
valores individuais variam entre 17% e 36%). Os
individuos da Graciosa sdo os que apresentam maior
introgressdo, com valores variam entre 37% e 49%
(média de 41%).

Neste artigo apresentdmos e aplicamos uma
ferramentamolecular baseada em SNPs, a qual permite
monitorizar a integridade genética das populagdes
de abelha ibérica. A monitorizacdo frequente das
populagoes da Peninsula Ibérica é fundamental a
preservacdo da abelha ibérica, contribuindo assim
para a salvaguarda de um legado unico que foi
moldado por milhares de anos de evolugao.
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