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RESUMO

O presente trabalho foi conduzido no periodo de abril de 2006 a marco de 2008, nos
departamentos de Zootecnia e de Biologia, da Universidade Federal do Ceard. O objetivo
desta pesquisa foi investigar, através de dados moleculares, as relacdes filogenéticas de
algumas abelhas indigenas sem ferrdo do taxon Melipona Illiger, 1806, nativas do Brasil.
Procurou-se fornecer subsidios para facilitar uma futura revisdo taxondmica sobre essas
abelhas, e desse modo gerar informagdes para o desenvolvimento de um criatdrio racional,
adequado as diferentes espécies deste taxon, dessa forma contribuindo para o melhor
aproveitamento comercial e conservacdo dessas abelhas. As amostras de abelhas foram
coletadas em varios estados das regides Norte, Nordeste e Sudeste do Brasil. Por meio da
extragdo, amplificag¢do e seqlienciamento parcial da regido ITS1 do DNA ribossémico nuclear
dessas amostras, somadas as seqiliéncias parciais da regido ITS1 de outras abelhas do mesmo
taxon retiradas do GenBank, pode-se verificar os seguintes aspectos: alinhamento multiplo,
composicao nucleotidica, matriz de distancia genética e reconstrugdo filogenética entre as
mesmas. Os resultados mostraram que o alinhamento multiplo produziu uma intersecao
central com o comprimento de apenas 141 pb e a média da distdncia genética entre todas as
seqiiéncias estudadas do taxon Melipona foi de 7,6%. As arvores construidas usando
algoritmos baseados nos métodos de agrupamento do vizinho mais proximo (NJ), maxima
parcimonia (MP) e maxima verossimilhanca (MV) para as seqiiéncias parciais da regido
pesquisada mostraram essencialmente a mesma topologia, sendo esta bem definida em trés
grandes clados: Clado 1- contendo as sequéncias de M. subnitida, M. quadrifasciata e M.
mandacaia (todas pertencendo ao subgénero Melipona); Clado 2 — abrangendo as seqiiéncias
de M. quinquefasciata e M. fasciculata (ambas pertencendo ao subgénero Melikerria); Clado
3 — tendo como representantes no presente trabalho, as seqiiéncias de M. mondury, M.
flavolineata ¢ M. scutellaris (todas pertencentes ao subgénero Michmelia). Todas as trés
arvores filogenéticas foram capazes de recuperar a monofilia tanto do género Melipona como

também a dos trés clados, que apareceram como grupos monofiléticos.

Palavras-chaves: Melipona, seqiienciamento automatico, ITS1 parcial, reconstrugao

filogenética.
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ABSTRACT

The present work was carried out from April 2006 to March 2008, in the departments of
Biology and Animal Science in the Universidade Federal do Ceara. The aim of this research
was to investigate, through molecular data, the phylogenetic relationships among some
Brazilian stingless bee species belonging to the taxon Melipona Illiger, 1806. It was attempted
to obtain information that could facilitate a taxonomic revision of this bee group in the future
and to generate information useful to the development of rational rearing adequate to the
distinct species of this taxon, contributing to a better commercial exploitation and
conservation of these bee species. Bee samples were collected in various states of the North,
Northeast and Southeast regions of Brazil. Through the extraction, amplification and partial
DNA sequencing of the ITS1 region of nuclear ribosomal DNA of those samples and the
partial sequences of the ITS1 region of other bees of the same taxon searched in the GenBank,
it was possible to observe the following parameters: multiple alignment, nucleotide
composition, matrixes of genetic distances and phylogenetic reconstruction. Results showed
that multiple alignment resulted produced a central intersection of only 141 bp long and the
average of the genetic distance among all the studied sequences of the taxon Melipona was of
7,6%. The phylogenetic trees built using algorithms based on the methods of the Neighbor-
Joining (NJ), Maximum Parsimony (MP) and Maximum Likelihood (ML) for the partial
sequences showed essentially the same topology, which was clearly distinct in three great
clados: Clado 1 - contained the sequences of M. subnitida, M. quadrifasciata and M.
mandacaia (all belonging to the subgenus Melipona); Clado 2 - included the sequences of M.
quinquefasciata and M. fasciculata (both belonging to the subgenus Melikerria); and Clado 3
— represented in this work by the sequences of M. mondury, M. flavolineata and M. scutellaris
(all belonging to the subgenus Michmelia). The three phylogenetic trees were capable to
recover the monophyly of the genus Melipona as well as of the three clados, that appeared as

monophyletic groups.

Key-words: Melipona, automatic sequencing, partial ITS1, phylogenetic reconstruction.
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1. INTRODUCAO

As primeiras abelhas surgiram como conseqiiéncia do aparecimento das plantas
que produziam flores. Porém, foi devido a separagdao dos continentes durante meados do
periodo Cretaceo que as abelhas sofreram sua primeira grande diversificagdo, através de
dispersdo e vicariancia (mecanismo evolutivo oriundo do isolamento de populacdes de uma
espécie ancestral pela interposicdo de uma barreira geografica efetiva entre elas, normalmente
levando a especiagdo), e da conseqiiente adaptacdo aos novos ambientes formados em
decorréncia dessa deriva continental (SILVEIRA et al., 2002). A vida em locais tdo diversos
em clima, vegetacdo, luminosidade, temperatura, pluviosidade, predadores, opcdes para
nidificagdo etc., propiciou o surgimento de uma grande diversidade de abelhas espalhadas por
todos os continentes (FREITAS, 1999; KERR et al, 2001).

Nos dias atuais sao conhecidas mais de vinte mil espécies de abelhas ao redor do
mundo e todos os anos novas espécies sao descobertas nas Américas Central e do Sul, Africa,
Asia e Australia (ROUBIK, 1992). Elas variam em tamanho, forma e habitos de vida, cuja
maior parte vive de forma solitdria, enquanto outras mostram varios niveis de organizacao
social. Entretanto a grande maioria delas compartilha a caracteristica de visitar flores para
coletar seu alimento: néctar (ou o6leo) para demanda de energia e pdlen para a de proteina
(VELTHUIS, 1997).

O Brasil, devido a suas proporg¢des continentais e riqueza de ecossistemas, pode ser
considerado privilegiado neste aspecto, pois abriga cerca de "4 de todas as espécies de abelhas
existentes no mundo (ALVES-DOS-SANTOS, 2002). Entre as abelhas nativas do Brasil ¢
possivel destacar inimeras espécies solitarias € meliponineos ou abelhas indigenas sem ferrao.
Além dessas, encontra-se também a espécie Apis mellifera, que foi introduzida no pais durante
o periodo colonial para fins de apicultura (ALVES-DOS-SANTOS, 2002; NOGUEIRA-
NETO, 1997). Dentre as abelhas nativas, os meliponineos formam um grupo importante, rico
tanto em espécies € como nas variagcdes comportamentais existente entre elas (VELTHUIS,
1997).

Sdo os meliponineos que compdem as abelhas da subtribo Meliponina

(Hymenoptera, Apidae), cujas espécies sdo exclusivamente de habito social, além de
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caracterizam-se por possuirem o ferrdo atrofiado, portanto sendo, incapazes de ferroar e € essa
caracteristica que faz com que sejam popularmente conhecidas por "abelhas sem ferrao".
Entretanto, apesar da auséncia do ferrdo como o6rgdo de defesa, ainda assim conseguem
defender suas colonias, tanto de forma indireta, construindo seus ninhos em locais de dificil
acesso, como também de maneira direta, defendendo-se dos inimigos através de beliscdes com
as mandibulas afiadas, penetrando nos ouvidos e narinas, além de enroscarem-se nos cabelos e
pélos dos mesmos (NOGUEIRA-NETO, 1997; CARVALHO et al., 2003).

Dentre as abelhas dessa subtribo, o género Melipona ¢ o que apresenta maior
nimero de espécies. Ocorrendo em toda regido neotropical e sendo mais diversificado na
bacia amazonica, o género Melipona, se caracteriza por ser exclusivamente neotropical, com
distribuicdo geografica variando do México até Argentina e compreendendo aproximadamente
40 espécies descritas (MICHENER, 2000; SILVEIRA et al., 2002) sendo 36 encontradas no
Brasil (VELTHUIS et al., 2003).

Apesar do fato de que a biologia de certas espécies de Melipona ja ser bem
documentada, muitos aspectos sistematicos sobre este taxon ainda permanecem obscuros
(FERNANDES-SALOMADO et al., 2005). Ainda hoje existe uma confusio de nomes vulgares
e at¢ mesmo nomes cientificos dados de forma incorreta a determinadas espécies de
meliponineos, como também dentro do género Melipona. Muitas vezes, os mesmos nomes sao
dados a diferentes espécies ou entdo o contrario, nomes diferentes sao dados as mesmas
espécies. Isso pode ser atribuido a existéncia de varios grupos de espécies bastante similares,
além das poucas revisdes taxonOmicas feitas em cima desse género. Para poder esclarecer,
acrescentar e/ou corrigir nomes ¢ espécies que podem variar de uma regido para outra, o
género Melipona necessita urgente de uma ampla revisdao (SILVEIRA et al., 2002; MELO,
2003). Portanto, para uma revisdo taxonémica de Melipona, uma robusta filogenia, baseada
tanto em dados morfologicos quanto em dados moleculares, seria de grande utilidade
(FERNANDES-SALOMADO et al., 2005).

Toda essa confusdo apresentada sobre a correta classificagdo taxondmica das
abelhas deste tdxon gera prejuizos para o avango da meliponicultura, pois o desenvolvimento
de manejos para a criacdo racional dessas abelhas pode ser, de certa forma, espécie-especifico,
assim, dependendo da anatomia, morfologia e comportamento das mesmas, tanto na forma

individual como também em nivel de colonia. De modo que muitas espécies sao criadas de
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maneira incorreta e, portanto muitas vezes nao conseguem fixar-se e desenvolver-se dentro de
caixas racionais, logo nao apresentando capacidade adequada para produzir quantidades
consideraveis de mel ou de se encontrar em condi¢cdoes de serem introduzidas em areas
agricolas com a finalidade de polinizagao.

Diante desse contexto, o desenvolvimento de formas zootécnicas de criagdo sé
podera ser estabelecido juntamente com a correta identificagdo e classificacao dessas abelhas,
para que entdo se possa adaptar as formas de criacdo racional as particularidades de cada
espécie e assim dar um grande passo para o crescimento da meliponicultura no Brasil.

Na ajuda da busca por uma correta identificagdo e classificacdo dessas abelhas a
analise do seqiienciamento de DNA de espécies de Melipona também proporcionara diversas
comparagdes inter e intra-especificas, abrindo entdo perspectivas para novas teorias e
aplicagdes zootécnicas, como estudos de comportamento, nidificagdo, pastejo, necessidades de
alimentos, reprodug@o e ainda sobre evolucdo do género dentre outros (WEINLICH et al.,
2004; PEREIRA, 2006).

Portanto, o presente trabalho propde-se a investigar, através de dados moleculares,
as relacdes filogenéticas de algumas espécies de abelhas indigenas sem ferrdo do taxon
Melipona nativas do Brasil. Visando fornecer dados para facilitar uma futura revisao
taxondmica sobre o género Melipona e assim poder gerar subsidios para o desenvolvimento de
um criatério racional adequado as diferentes espécies de abelha deste tdxon, assim
contribuindo tanto para um melhor aproveitamento comercial destas abelhas quanto para a

conservacao das mesmas.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

- Investigar, através de dados moleculares, as relagdes filogenéticas de algumas

espécies de abelhas indigenas sem ferrdo do taxon Melipona Illiger, 1806, nativas do Brasil.

Objetivos especificos

- Inferir geneticamente a relagdo de parentesco (filogenia) entre algumas espécies
do taxon Melipona, analisada pelo seqiienciamento parcial da regido ITSI do DNA

ribossdmico nuclear;

- Fornecer dados para facilitar uma futura revisdo taxonomica sobre o taxon

Melipona Illiger, 1806;

- Gerar subsidios para o desenvolvimento de um criatério racional adequado as
diferentes espécies de abelha deste tdxon, dessa forma contribuindo, juntamente, para o

melhor aproveitamento comercial e para conservacao dessas abelhas.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Meliponicultura

A meliponicultura ¢ o nome dado a criagdo racional dos meliponineos ou abelhas
indigenas sem ferrao (NOGUEIRA-NETO, 1997).

Na América Latina existem pouco mais de 300 espécies de meliponineos, as quais
possuem uma diversidade genética, morfoldgica e comportamental enorme. Dessas, cerca de
70 poderiam ser criadas para uso em polinizagdo e para produgdo de mel (KERR et al., 2001).

Apesar da produgdo de mel das abelhas sem ferrdo ser inferior a das abelhas Apis
mellifera, seu mel obtém um melhor prego no mercado, por se tratar de um produto especial
por varias caracteristicas medicinais, por ser organico e raro, além de seu sabor e aroma
possuirem caracteristicas Unicas, dependendo da florada e da espécie de abelha que o
produziu. Além disso, os meliponineos possuem vantagens muito importantes, especialmente
levando-se em conta que estes estdo muito mais adaptados a polinizacdo das nossas matas
nativas e a nossa cultura e realidade. Outra vantagem ¢ que a criacdo de abelhas indigenas sem
ferrdo se enquadra perfeitamente dentro do conceito de se desenvolver praticas de uso
sustentado dos recursos naturais, pois ¢ uma atividade agropecudria que pode ser integrada a
vegetacdo natural, a plantios florestais, de fruteiras e de culturas de ciclo curto, € em muitos
casos, pode contribuir para o aumento da produgdo agricola, originando frutos com melhores
qualidades agrondmicas, através dos servigos de polinizagdo prestados pelas abelhas
(VENTURIERI, 2004).

A meliponicultura ja era praticada ha muito tempo pelos povos nativos da América
Latina, em especial aqueles do Brasil e México. As abelhas sem ferrdo eram as unicas
produtoras de mel e as principais polinizadoras da flora nativa até¢ 1838, quando se deu a
introdugd@o das Apis mellifera no Rio de Janeiro (KERR et al., 2001).

Trés espécies de meliponineos sdo criadas pelo homem das Américas, mais do que
qualquer outra espécie de abelha deste continente: Melipona beecheii, a qual se encontra em
territorio mexicano; Melipona compressipes, conhecida pelo nome popular de titiba,
encontrada no Maranhao; e Melipona scutellaris, popularmente chamada de urugu do nordeste

(KERR, et al., 2001). Ainda podemos citar a abelha indigena sem ferrdo jandaira (Melipona
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subnitida Ducke) que ¢ bastante criada no Ceara e Rio Grande do Norte (CAMARA et al.,
2004).

Na floresta Amazodnica existem mais de 100 espécies de meliponineos (podendo
esse niimero ser bem maior), porém, apenas as espécies do género Melipona vém sendo mais
procuradas e estudadas para elaboragdo de manejos adequados a criacdo das mesmas (KERR
et al., 2001). Entretanto, poucas sdo criadas de maneira racional ¢ dessas, muitas ainda sao
criadas em corticos, cabacas ou mesmo em troncos de arvores. Desse modo, apesar da
tentativa de criagdo racional, verifica-se a criagdo de abelhas em caixas totalmente fora do
padrao (BEZERRA, 2002). De maneira que nio sdo fornecidos a essas abelhas, técnicas e
manejo adaptados a anatomia, biologia de nidificacdo e comportamento de cada espécie

(CARVALHO et al., 2003).

3.2. Subtribo Meliponina
3.2.1. Consideracdes gerais

As abelhas sem ferrdo pertencem a familia Apidae, subfamilia Apinae, tribo Apini
e subtribo Meliponina, sendo denominadas por meliponineos (SILVEIRA et al., 2002;
CARVALHO et al., 2003). As abelhas desta subtribo estdo entre as mais antigas abelhas
sociais conhecidas. O fossil mais velho encontrado foi o de Nova Jersey, EUA, num ambar do
periodo Cretdceo de 96 a 74 milhdes de anos, e esse fossil era de uma abelha operaria de
Cretotrigona prisca, muito semelhante as abelhas do género Trigona existentes atualmente
(VELTHUIS, 1997).

Naquele tempo, o mundo ainda n3o estava dividido em continentes como se
encontra hoje em dia. O processo de deriva continental, provocando a separacdo das Américas
da Europa e Africa e mais tarde a separagdo da Austrélia a partir da América do Sul, ainda nio
havia ocorrido, assim, isso provavelmente justifica o fato das abelhas sem ferrdo ja terem
ocorrido em todos os continentes (VELTHUIS, 1997).

Como exemplos de espécies pertencentes a essa subtribo podemos citar a jandaira
(Melipona subnitida), a uru¢u do chdo (Melipona quinquefasciata), abelha canudo
(scaptotrigona bipunctata), arapua (Trigona spinipes), moga branca (Frieseomelitta

doederleini) etc. As varias centenas de espécies desta subtribo estdo distribuidas por todas as
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regides tropicais do mundo, bem como nas regides subtropicais do hemisfério sul
(MICHENER, 2000; SILVEIRA et al., 2002).

O grupo Trigona-Tetragona, com morfologia considerada primitiva, ¢ encontrado
no sudeste asiatico e nas Américas Central e do Sul. H4 também uma afinidade entre géneros
africanos e sul-americanos ¢ uma afinidade entre géneros da América do Sul e Australia. A
América Central e do Sul apresentam um grande numero de espécies e géneros da subtribo
Meliponina, o que indica, certamente, uma grande proliferacdo dessas abelhas por todo esse
continente. Provavelmente, isso fez com que no Brasil se encontrassem os géneros mais
primitivos como Plebeia e Schwarziana junto com os mais evoluidos como Scaptotrigona e
Melipona (VELTHUIS, 1997).

Atualmente sdo reconhecidas varias centenas de espécies, no entanto podendo esse
nimero ser bem maior, pois uma aproximacao do niimero real ¢ bastante dificil por causa da
abundancia de espécies cripticas (espécies morfologicamente semelhantes diferindo dos seus
parentes proximos apenas nas bases de caracteres aparentemente triviais) (MICHENER,
2000). Apesar de bons comecos feitos por CAMARGO & MOURE (1989, 1994 e 1996) e
SAKAGAMI (1978), poucos esforcos tém sido realizados para a real aproxima¢dao do niimero
de abelhas sem ferrdo existentes no Brasil vendo que a maioria dos géneros, em grande parte
das areas, ndao tem sido adequadamente analisados para o reconhecimento das tais espécies
cripticas. Além do que, segundo MELO (2003), a maior parte dos géneros neotropicais de
meliponineos necessita de uma ampla revisdo, para entdo poder-se estimar a situacdo real
deste taxon.

DUCKE (1916) fez a primeira e Unica revisdo desta subtribo, porém apesar de
todos os méritos, Ducke sinonimizou ou tratou como subespécies formas hoje reconhecidas
como “boas” espécies, assim subestimando muito a riqueza das Meliponina no Brasil

(SILVEIRA et al., 2002).

3.2.2. Caracteristicas bioldgicas e comportamentais

Todas as espécies de Meliponina sdo eussociais, embora algumas delas vivam de
alimento roubado de colonia de outras espécies (SILVEIRA et al., 2002). Sendo esta subtribo
composta por um grande numero de espécies diferentes, ela apresenta também padroes

bastante distintos no que se refere aos locais de preferéncia para nidificagdo, arquitetura do
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ninho e também de sua entrada, arranjo das células de cria, sistema de diferenciacdo de castas
femininas etc.

A grande maioria das espécies faz seus ninhos em cavidades pré-existentes como
ocos de arvores ou espacos no solo, tais como tocas abandonadas, ou at¢ mesmo dentro de
ninhos arboreos de algumas espécies de cupins. Outras espécies constroem, elas mesmas, seus
ninhos em arvores, no caule ou nos galhos, em fendas de rochas etc (VELTHUIS, 1997;
SILVEIRA et al., 2002).

Geralmente, a entrada do ninho apresenta detalhes arquitetonicos caracteristicos,
permitindo freqiientemente o reconhecimento das espécies (NOGUEIRA-NETO et al., 1986;
VELTHUIS, 1997). As células de crias podem estar dispostas de varias maneiras, de modo
que, as vezes, estdo dispostas em forma de simples cachos de células mal ligadas umas as
outras, mas também podendo estar, como na grande maioria das espécies, justapostas
formando favos compactos. Os favos compactos podem ter a forma de discos horizontais e/ou
algumas vezes até helicoidais. Existem algumas exce¢des como espécies que apresentam
favos de cria dispostos em posi¢ao vertical. Além disso, ainda existem tipos de transi¢ao entre
os favos compactos e os em cachos (NOGUEIRA-NETO et al., 1986, VELTHUIS, 1997;
MICHENER, 2000). Segundo MICHENER (2000), ndo parece irracional supor que as células
de crias dispostas em cachos desordenados sejam plesiomorficas (ancestrais) quando
comparadas com as cé¢lulas arranjadas em favos.

O sistema de diferenciacdo das castas dentro dos Meliponina, segundo
MICHENER (2000), se apresenta de trés formas distintas. No primeiro sistema, encontrado na
maioria das abelhas sem ferrdo, como, por exemplo, no género Trigona, rainhas sao
produzidas em pequenos numeros dentro de células grandes, geralmente nas margens dos
favos. A grande quantidade de comida que ¢ colocada nestas tais células parece ser o fator
responsavel pelo desenvolvimento de rainhas nelas em lugar de operarias. J4 no segundo
sistema, encontrado no género Frieseomelitta, as crias ficam alojadas em células dispostas em
forma de cacho, normalmente bem separadas, e ndo existe a construcao de células reais
grandes. O que realmente ocorre ¢ que quando duas células acontecem de serem contiguas,
uma larva mais velha apds ter consumido todo o alimento de sua propria célula, pode furar a
célula vizinha e comer o alimento armazenado nela, assim se tornando uma rainha. Finalmente

no terceiro sistema, encontrado no género Melipona, nenhuma célula especial esta presente.
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As rainhas sdo do tamanho das operarias quando maduras e sdo produzidas em grandes
nimeros, acima de % de fémeas maduras em certas estagdes, sendo que quase todas sdo logo
mortas pelas operarias.

A investigacdo destas caracteristicas ¢ de grande valia na constru¢do de hipoteses
filogenéticas usadas para explicar as origens evolutivas e diversificagdes de caracteres

(MARQUES, 2001).

3.3. Taxon Melipona llliger, 1806
3.3.1. Consideracdes gerais

De acordo com MOURE (1951), o género Melipona, originou-se a partir das
linhagens pos-gondwanianas, as quais evoluiram subseqiientemente apdés mudancas
paleontologicas que ocorreram nos novos ambientes que se separaram definitivamente do
continente africano durante o Eoceno superior.

Este taxon constitui o género de Meliponina com maior nimero de espécies. O
mesmo encontra-se distribuido desde Sinaloa e Tamaulipas, México, at¢ Tucuman e Misiones,
Argentina (MICHENER, 2000), sendo mais diversificado na bacia amazonica (SILVEIRA et
al., 2002).

Taxonomicamente, o género ¢ bastante uniforme. De fato, varios grupos de
espécies sao tdo similares, muitas vezes diferindo, aparentemente, apenas em padroes de
cores, o que faz com que muitos autores prefiram classificd-los como subespécies
(VELTHUIS et al., 2003).

SCHWARZ (1932) fez a ultima revisdo sobre esse género e este reconhecia apenas
14 espécies, mas distinguia um grande numero de subespécies e variedades que claramente
representavam unidades naturais e que mereceriam o Status de espécie, dessa forma
subestimando muito a riqueza desse taxon (SILVEIRA et al., 2002; VELTHUIS et al., 2003).
Outro problema que nos leva a subestimar sua riqueza ¢ a existéncia de espécies cripticas
(MICHENER, 2000), além do grande numero de espécies ainda nao propriamente
reconhecidas, principalmente dentro da complexa fauna da regido amazénica (MELO, 2003).

De acordo com a classificagio proposta por MOURE (1992) este taxon
compreende quatro subgéneros: Melipona (Melipona s. str.) Illiger, 1806; Melipona
(Michmelia) Moure, 1975; Melipona (Melikerria) Moure, 1992; Melipona (Eomelipona)
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Moure, 1992, os quais foram baseados totalmente em caracteres morfologicos e refletem as
relagdes de similaridade e afinidade entre as espécies do género Melipona Illiger (SILVEIRA
et al., 2002). Ainda, segundo SILVEIRA et al. (2002), o subgénero Eomelipona talvez nio
constitua um grupo monofilético, uma vez que seus caracteres diagnosticados parecem
representar apenas simplesiomorfias. Porém MICHENER (2000), ndo reconhece nenhum

destes subgéneros, devido a grande similaridade morfoldgica existente entre eles.

3.3.2. Caracteristicas biologicas e comportamentais

O género Melipona ¢ o unico dentre todos os outros géneros de meliponineos, no
qual todas as espécies de abelhas sdo capazes de criar numerosas pequenas rainhas em células
de favos que além de serem idénticas as células de operdrias, também se localizam entre as
mesmas. A determinagdo de castas desse taxon ¢ parcialmente genética, no sentido em que
uma combinagdo de fatores troficos e genéticos determina a casta especifica. Entdo em
algumas larvas falta o potencial genético para se tornarem rainhas, enquanto que outras tém
esse tal potencial (dupla heterozigose), mas s6 se tornam rainhas diante de condic¢des troficas
favoraveis (KERR et al., 1967, MICHENER, 2000).

Os ninhos destas abelhas s3o na maioria das espécies feitos em ocos de arvores,
apresentando preferéncias em relagdo a altura e, as vezes, em relagdo a espécie de arvore onde
irdo instalar-se (NOGUEIRA-NETO et al., 1986), podendo entdo escolher seus ninhos junto
as raizes das arvores, na parte de tronco rente ao solo, no caule propriamente dito ou até
mesmo, como no caso da urugu do chao (Melipona quinquefasciata), debaixo do solo, dentro
de formigueiros abandonados (NOGUEIRA-NETO et al., 1986; VELTHUIS, 1997,
MICHENER, 2000; LIMA-VERDE & FREITAS, 2002). Além do que, a entrada
substancialmente elaborada de seus ninhos sdo geralmente espécies-especificas (SAKAGAMI
etal., 1990).

Todas estas caracteristicas podem fornecer bons dados para se inferir o grau de
relacionamento genético, o qual, por sua vez, estd relacionado com o tempo geologico
(VELTHUIS, 1997). O estudo dessas variagdes genéticas em populagdes pode contribuir para
a compreensdo de seu processo de especiagdo (TEMPLETON, 1981). Além disso, analises

moleculares tém sido uma ferramenta poderosa para inferir o status de espécie e estimar suas
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relacdes evoluciondrias, permitindo testar hipoteses sobre o processo de especiagdo
(TEMPLETOM, 1994).

Contudo, apesar de sua importancia ecologica existiam poucos estudos genéticos
moleculares sobre espécies de Melipona. Sendo que estudos neste ambito em referéncia a este
taxon vém aumentando, principalmente, desde o inicio desta ultima década, como por
exemplo: NASCIMENTO et al., 2000; WALDSCHMIDT et al., 2000 ¢ 2002; FERNANDES-
SALOMADO et al., 2002 e 2005; SILVESTRE 2002; COSTA et al., 2003 e 2005; SOUSA et
al., 2003; WEINLICH et al., 2004; CRUZ et al., 2006; PEREIRA, 2006; TAVARES, 2007;
BARNI et al., 2007 ¢ DE LA RUA et al., 2007.

3.4. Classificacdo bioldgica
3.4.1. Consideracdes gerais

A partir de épocas remotas, quando o homem passou a deixar vestigios de sua
existéncia na Terra, pode-se perceber o interesse que o mesmo tinha em conhecer melhor o
mundo em que vivia e suas relagdes com os demais seres vivos. Para a melhor obtengao do
conhecimento dessa imensa diversidade de espécies, o homem percebeu que teria que
organizar uma estrutura para facilitar seus estudos. Entdo a partir dai, comegou a agrupar os
seres vivos, estabelecendo critérios comuns entre eles e que refletissem uma ordem
hierarquica natural. Assim, deu-se o inicio da classificacao biologica (BOSCHILIA, 2001).

O campo da biologia que estuda os padroes evolucionarios da diversidade
bioldgica chama-se sistematica. Ela inclui a classificag@o e a identificacdo das espécies, além
do entendimento das suas relagdes. A sistematica abrange duas grandes areas da biologia: a
taxonomia que procura classificar os organismos com base em similaridades de estrutura ou
caracteristicas; e a filogenia que lida com a identificagdo e o entendimento das relacdes entre
as espécies que resultam da evolugdo. Sob a premissa que as espécies evoluem de um
ancestral comum, assim sendo, as espécies mais proximas t€m mais caracteristicas em comum
do que as mais distantes (BUSO, 2005).

Sistematas conhecidos que iniciaram a classificacdo dos organismos datam pelo
menos da Grécia Antiga, como exemplo, Platdo e Aristdteles. Na sistematica, o objeto de
estudo sdo os organismos, sendo as categorias, utilizadas no sistema hierarquico, denominadas

taxons e as suas delimitagdes de uma para outra correspondem aos caracteres biologicos
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compartilhados. O termo Taxon define-se como qualquer conjunto de organismos biologicos
construidos com base em uma definicao (AMORIM, 2002).

J4 a moderna classificagdo bioldgica comegou com o naturalista sueco do século
dezoito, Carolus Linnaeus, cuja ambi¢do era nomear e descrever todas as espécies de plantas,
animais ¢ minerais. Ele que criou o sistema binomial para designar as espécies de organismos
e estabeleceu as principais categorias - Espécie, Género, Ordem, Classe e Reino - que sao
usadas no sistema hierarquico da classificacdo biologica atual, sendo seu trabalho também
fundamentado na logica de Aristoteles (RAVEN et al., 2001).

Atualmente ja se € aceito, quase que universalmente pelos taxonomos, o fato de
que as classificagdes devem refletir as relagdes evolutivas entre os organismos. Entretanto
ainda existem discordincias em rela¢do a quais processos evolutivos devem ser levados em
consideracdo para serem representados nos esquemas classificatorios (SILVEIRA et al.,
2002). Entende-se que a diversidade de seres vivos € resultante de processos evolutivos e que
esses processos ocorrem por anagé€nese ¢ por cladogénese. Anagénese seria a mudanga
direcional dentro de uma tunica linhagem, enquanto que a cladogénese seria a ramificagdao da
arvore filogenética através da especiacdo (FUTUYMA, 2002). Contudo, duas escolas
taxondmicas contemporaneas defendem diferentes pontos de vista. Enquanto que a escola da
sistemdtica evolutiva, conhecida também como ortodoxa ou gradista, defende que tanto a
cladogénese quanto a anagénese devem estar representadas nas classificagdes, a escola da
sistemadtica filogenética, também chamada de cladistica, por outro lado, argumenta que apenas

a cladogénese deve estar representada nas classificagdes (SILVEIRA et al., 2002).

3.4.2. Nomenclatura: sinbnimos e homénimos

De acordo com KERR et al. (1996) , os povos pré-colombianos ja conheciam as
abelhas sem ferrdo e as domesticaram, dando-lhes os nomes que ainda hoje persistem na
cultura popular brasileira: jatai, urugu, tiuba, mombuca, irapud, tataira, jandaira, guarupu,
manduri e tantas outras. A utilizacdo de nomes vulgares varia de regido para regido,
dificultando a identificacdo das espécies e sua classificagdo cientifica. Tanto que, segundo
NOGUEIRA-NETO (1970), a verdadeira jandaira vive no Nordeste. Na Amazonia ha diversas
outras abelhas denominadas jandaira. Provavelmente essa designacdo ¢ devida a influéncia

dos imigrantes nordestinos.



29

Logo, verifica-se que os nomes vulgares de abelhas, por sua imprecisdo, nao
oferecem base solida para o entendimento comum entre pessoas de um pais tdo grande e
variado como o Brasil. Cada Estado ou grupos de Estados tem tradigdes, costumes, histdria,
clima, topografia, solos, fauna, flora, etc. que lhes sdo proprios, ou neles apresentam
composi¢ao diferente. Felizmente existe uma nomenclatura cientifica latina, que ¢
internacional (CAMARA et al., 2004).

Entdo, para serem aceitos como classificacdes formais, os agrupamentos de
organismos devem se ajustar ao esquema hierdrquico proposto por Lineu e adotado pela
Comissao Internacional de Nomenclatura Zoologica (CINZ). A CINZ publica, e atualiza de
vez em quando, o Codigo de Nomenclatura Zooldgica (CNZ), que traz as normas para
nomeacao dos taxons dentro da hierarquia lineana (SILVEIRA et al., 2002).

Dois dos principais objetivos do CNZ sdo garantir que cada taxon tenha apenas um
nome valido e que duas espécies nunca tenham o mesmo nome. Mesmo assim taxdnomos
acabam descrevendo, por engano ou ignorancia, a mesma espécie mais de uma vez com
nomes diferentes (sindnimos), ou dando a espécies distintas 0 mesmo nome (homdnimos).
Entdo o acumulo de sinénimos e homonimos acaba causando uma grande confusio para a

populag@o em geral (SILVEIRA et al., 2002).

3.4.3. Taxonomia tradicional e taxonomia baseada em dados moleculares

A taxonomia tradicionalmente utilizada ¢ a morfoldgica, entretanto com o avango
da biologia molecular, permitiu-se a aplicagdo também de dados de acidos nucléicos a
problemas em sistematica, assim mostrando um grande avango na solugdo de diversos
problemas sistematicos outrora obscuros (JUDD et al., 1999). Assim como também, para
questionar visdes sobre classificagdes propostas anteriormente (RUSSO, 2001).

MOURE & KERR (1950) apresentaram duas sugestdes basicas, ambas baseadas
em dados morfologicos, que dariam uma melhor estruturagio sistematica ao género Melipona
Illiger. A primeira referia-se ao uso de dados biologicos (reprodutivos) para diminuir davidas
sobre as relagdes entre espécies e subespécies: sempre que fosse possivel detectar hibridos
férteis, estes seriam considerados como subespécies da espécie em questdo; ja sempre que
constatada a existéncia de mecanismos de isolamento, estas, assim, seriam consideradas

espécies diferentes. A segunda questdo baseava-se nas observagdes anatomicas da genitalia
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masculina, pois essa se mostrava variar muito pouco dentro de uma mesma espécie. Sendo
essa entdo considerada como elemento morfologico principal na identificacdo de espécies em
grupos muito homogéneos. A partir desses critérios, MOURE & KERR (1950) foram capazes
de distinguir e separar pelo menos oito espécies diferentes outrora classificadas por
SCHWARZ (1932) como compondo das 22 subespécies de Melipona fasciata Latr.

Ja recentemente, MELO (2003) encontrou grandes evidéncias morfologicas que
sugerem modificagdes no status das formas de Melipona do grupo rufiventris, encontradas no
sudeste brasileiro, com o reconhecimento do status de espécie para as populacdes distribuidas
ao longo da Mata Atlantica, cujo nome para esta forma seria Melipona mondury Smith, 1863.
Assim, o nome Melipona rufiventris Lepeletier, 1836 deveria ser aplicado apenas para a forma
encontrada no Mato Grosso do Sul, noroeste de Sao Paulo, oeste de Minas Gerais ¢ sul de
Goias, enquanto o nome Melipona mondury Smith, 1863 deveria ser aplicado para a forma
presente na Mata Atlantica (de Santa Catarina a Bahia), e que, portanto, esta deveria ser
reconhecida como uma espécie a parte. Juntamente, o material proveniente do Ceara (Serra do
Baturité, Vigosa do Ceara, Ubajara) e Rio Grande do Norte (Martins) foi também examinado
e, embora as abelhas apresentem tamanho corporal menor, elas seriam enquadradas na espécie
M. mondury (MELO, 2003).

Mais recente ainda, BARNI et al. (2007) através de analises do DNA mitocondrial
foram capazes de mostrar que as espécies de abelha sem ferrdo M. mondury e M. rufiventris,
anteriormente consideradas como espécies unicas com uma ampla distribui¢do geografica no
Brasil, podem ser consideradas espécies distintas devido a variabilidade genética detectada
entre elas, desse modo corroborando com MELO (2003) que havia baseado suas analise
apenas em dados morfométricos.

Dessa forma, as classificagdes biologicas sdo um depdsito de informagdo, ou
melhor, uma fonte sintética de informagao sobre a ordem que somos capazes de perceber na
diversidade biologica em determinado momento (AMORIM, 2002). De maneira que a
existéncia de classificagdes estaveis sdo evidéncias da falta de continuidade no estudo da
biologia dos organismos. O que ndo € o caso das abelhas, que sdo os organismos vivos mais
intensamente estudados na atualidade e isto tem se refletido numa atualizag¢do constante de sua

classificacdo (SILVEIRA et al., 2002).
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3.5. Sistematica filogenética
3.5.1. Consideragdes gerais

A sistematica filogenética ¢ uma escola de classificacdo biologica, cuja
metodologia busca refletir a histdria evolutiva dos grupos de organismos e reuni-los com base
no grau de parentesco filogenético, a qual foi proposta por Willy Henning em 1950 (BUSO,
2005; MIYAKI et al., 2001). O centro da proposta de Henning é que as classificagdes
biologicas devem ser um reflexo inequivoco do conhecimento atual sobre as relacdes de
parentesco entre os taxons (AMORIM, 2002). Para que se possa fazer essas classificacoes de
acordo com as relagdes evolutivas faz-se necessario que sejam identificadas as caracteristicas
ancestrais e derivadas. Caracteristicas ancestrais, também denominada de plesiomorficas ou
primitivas, sd3o um conjunto de caracteristicas que foram herdadas sem nenhuma alteracao
desde ancestrais remotos, enquanto que, as derivadas, também conhecidas como apomorficas
sdo caracteristicas que sofreram mudangas recentes, € quando esses caracteres sao
compartilhados por diversas espécies denominam-se caracteres simplesiomorficos e
sinapomorficos, respectivamente (FUTUYMA, 2002).

Segundo Henning (1950) citado por MIYAKI et al. (2001), os organismos que
compartilhassem condigdes derivadas (apomorficas) de caracteres poderiam ser hipotetizados
como sendo descendentes da espécie ancestral na qual a condi¢do primitiva (plesiomorfica)
passou, por mutacdo, a condi¢do derivada. Dessa forma, inferéncias sobre a historia
filogenética dos grupos s6 podem ser feitas quando é possivel verificar o compartilhamento de
caracteristicas apomorficas por um conjunto de espécies, indicando a existéncia de uma
espécie ancestral de todo um grupo, na qual a mutagdo surgiu.

O papel da sistematica ¢, portanto, além de realizar o trabalho tradicional da
taxonomia, realizar o trabalho de organizar o conhecimento sobre a diversidade biologica a
partir da relacdo de parentescos entre os grupos ¢ do conhecimento da evolucdo das
caracteristicas morfoldgicas, comportamentais, ecoldgicas, fisiologicas, citogenéticas e
moleculares dos grupos (MIYAKI et al., 2001).

Os resultados dos estudos sistematicos sdo representados graficamente na forma de
cladogramas ou arvores filogenéticas, indicando a relacao histérica entre os organismos. Um

cladograma ¢ uma estrutura matematica usada como modelo para refletir a historia evolutiva
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dos taxons estudados. A arvore filogenética consiste de pontos (ou no6s) ligados por linhas (ou
ramos). Essas ultimas apresentam dois tipos de nos: os internos e os terminais. Os nds
terminais representam as OTUs, unidades taxondmicas operacionais (Operational Taxonomic
Units), que sdo os taxons a respeito dos quais se pretende estabelecer relagdes de parentesco,
unidas por ramos cujo nd interno representa o ancestral comum mais recente desses taxons
(MIYAKI et al., 2001). Para isso a escola da sistematica filogenética considera que todos os
taxons da classificacdo devem ser monofiléticos e todas as informacdes entre os grupos-
irmaos devem estar expressas (AMORIM, 2002). Grupos monofiléticos sdo definidos por um
grupo de organismos que apresenta um ancestral em comum exclusivo, ou seja, que nao ¢
ancestral de nenhum outro membro externo ao grupo (MIYAKI et al., 2001).

Um conceito importante em reconstrugado filogenética ¢ o de grupo externo, o qual
se entende por ser toda e qualquer espécie ou grupo de espécies que filogeneticamente nao
pertenca ao grupo, supostamente monofilético, abordado num dado momento de uma analise
(AMORIM, 2002). Assim, os grupos externos devem apresentar condigdes mais
plesiomorficas a dos grupos internos (MIYAKI et al., 2001). Desse modo sendo os grupos
externos capazes de dar o sentido do tempo na analise de um grupo, o que acaba provendo a
raiz da arvore filogenética, que corresponde ao ancestral comum mais recente de todos os
membros do grupo interno (GRAUR & LI, 2000) citado por MIYAKI et al. (2001).

Os grupos externos devem sempre ser assumidos com base em dados anteriores
que indiquem que ¢ um tdxon proéximo, mas que necessariamente divergiu antes do processo
de diferenciacdo dos tdxons do proprio grupo interno. Entdo o uso de um grupo externo
permite o estabelecimento da direcdo das modificagdes evolutivas, assim determinando os
estados primitivos ou derivados de um determinado carater, ou seja, ele permite a polarizagao
do carater (MIYAKI et al., 2001).

Um dos grandes problemas da inferéncia filogenética é agrupar espécies em grupos
monofiléticos utilizando somente caracteres homoélogos, ou seja, que reflitam uma relagdo de
parentesco, evitando utilizar homoplasias, caracteres semelhantes compartilhados nao
adquiridos de um ancestral em comum recente, provenientes de convergéncia evolutiva,

paralelismo ou reversdo (FUTUYMA, 2002; SCHNEIDER, 2003).
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Bem recentemente, os dados da sistematica foram muito enriquecidos pela biologia
molecular, assim fazendo com que organismos ndo sejam comparados apenas através de seus
fenotipos, mas também pelas seqiiéncias de seu DNA (FUTUYMA, 2002).

Em termos moleculares, dois genes sao homoélogos se eles descendem de uma
mesmo ancestral. No caso da origem de genes homoélogos por um evento de duplicagdo, eles
sao chamados de pardlogos. Quando os genes passaram a ter historias evolutivas
independentes (divergéncia génica) a partir de um evento de especiagdo, eles sdo chamados
ortdlogos. Desse modo devem ser utilizados genes ortdlogos para reconstrucdo filogenética de

grupos taxondmicos (RUSSO, 2001).

3.5.2. Filogenia molecular

Filogenias sdo baseadas no principio de que todos os organismos atuais e extintos
sdo interligados por relacdes de ancestralidade comum. A principal meta dos estudos
filogenéticos ¢ levantar as hipoteses mais provaveis sobre historia evolutiva entre os
organismos. Com base no principio de ancestralidade comum, a evolugdo ocorre por
processos de ramificagdo, onde uma linhagem se divide em duas ou mais, portanto, as
hipdteses sobre as relacdes evolutivas entre os organismos sdo ilustradas em graficos
chamados de arvores filogenéticas. O padrao de ramificacdo de uma arvore é chamado de
topologia (GRAUR & LI, 2000). Muitas sdo as aplicagdes dos estudos filogenéticos, entre
elas, estabelecer sistemas de classificacdo bioldgica que refletem a evolugdo dos organismos e
permitir interpretacdes de diversos processos evolutivos morfologicos, moleculares e
biogeograficos. Com o desenvolvimento das técnicas moleculares, surgiu a filogenia
molecular, que se refere a filogenia macromolecular, que ¢ o estudo dos padrdes de
ancestralidade e do grau de parentesco entre os organismos pelo uso de dados moleculares,
como seqiliéncias de acidos nucléicos e proteinas, entre outros marcadores moleculares
(MORITZ & HILLIS, 1996; GRAUR & LI, 2000; VARELA, 2003).

Os dados de seqiiéncia molecular podem ser utilizados para estimar filogenias por
qualquer das diversas técnicas cladisticas, isto €, aquelas que procuram -caracteristicas
derivadas, as quais, no caso dos dados de seqiiéncia, sdo as substitui¢des de nucleotideos

(FUTUYMA, 2002).



34

As principais vantagens dos dados moleculares sdo permitir a comparagdo de
acidos nucléicos, investigando assim diretamente a situagdo genotipica, dessa forma
detectando variagdes em nivel de DNA entre qualquer grupo de organismos, ndo importando o
nivel em que eles se encontram, desse modo, pode-se excluir influéncias ambientais. Outra
vantagem ¢ que as analises podem ser feitas em estagios de desenvolvimento primordiais
(BUSO, 2005), além da grande vantagem de que sao entidades estritamente herddveis de uma
geracdo para outra (NEI & KUMAR, 2000). Entretanto quando se trabalha com dados
morfolodgicos, isso ndo ¢ necessariamente verdadeiro, ja que o fendtipo pode ser influenciado
de forma direta ou indireta por diversos fatores ambientais. No entanto, ¢ necessaria uma
combinac¢do de dados moleculares e morfoldgicos para melhor elucidar tais problemas, uma
vez que a filogenia baseada s6 em dados moleculares pode conduzir a interpretagdes erroneas,

pois ela ndo necessariamente reflete a filogenia das espécies investigadas (TORRES, 2007).

3.6. Mutagénese

Mutagdes sao mudangas permanentes que ocorrem nos genes. Como os genes sao
compostos por polimeros de desoxirribonucleotideos de timina (T), adenina (A), citosina (C) e
guanina (G), entdo mutagdes, na realidade, ocorrem quando acontecem alteracdes nas
seqiiéncias de suas bases nitrogenadas (NETTO & MENCK, 2001).

Seqiiéncias de DNA sdo copiadas com grande exatidao durante a replicacdo do
material genético. Contudo, alguns erros podem, muito raramente, ocorrer durante a propria
replicacdo ou no reparo do DNA replicado. Esses erros, também denominados de mutacdes,
sd0 o0 que possibilitam a origem de novas seqiiéncias. As mutagdes representam uma fonte de
variagdo € ao mesmo tempo novidade nos processos evolutivos (GRAUR & LI, 2000).

As mutacdes podem ser classificadas com base no comprimento da seqiiéncia de
DNA afetada pelo evento de mutacdo. Podendo, assim ser: mutagdes pontuais, ou seja, que
afetam apenas um nucleotideo; ou mutagdes segmentadas, isto €, que afetam varios
nucleotideos adjacentes (PAGE & HOLMES, 2001).

Podemos ainda classificar as mutagdes com relagdo ao tipo de mudanga observada
no DNA. Essas mudancas podem ser de quatro tipos. Elas podem envolver: (1) a substitui¢cao

de um nucleotideo por outro; (2) a delecdo ou (3) a inser¢do de um nucleotideo da seqiiéncia,
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e (4) a inversdo de nucleotideos, na qual ocorre a rotacdo de 180° de um segmento de DNA
dupla-fita composto por um ou mais pares de bases.

As substituigdes nucleotidicas sdo divididas em dois tipos: transicdes e
transversdes. Transi¢do, quando uma purina (A e G) ¢ incorporada no lugar de outra purina,
ou quando uma piramidina (C e T) é incorporada no lugar de outra piramidina; Transversao,
quando uma base do tipo purina € substituida por uma do tipo piramidina e vice-versa (PAGE
& HOLMES, 2001).

Um dos fendmenos explorados na filogenética molecular sdo as diferengas nas
freqliéncias de substituicdes dos nucleotideos mencionados. Geralmente as transigdes sdo mais
freqiientes do que as transversdes, uma vez que esta ultima gera uma distor¢ao na largura do
DNA, sendo assim a probabilidade do sistema de reparo da célula atuar neste tipo de mutacao
ser bem maior (PAGE & HOLMES, 2001). Entretanto, quando se estd estudando a
divergéncia entre duas espécies, quanto mais divergente elas forem menor serd o nimero de
transicdes em relagdo ao de transversdes (SCHNEIDER, 2003).

Existe uma relagcdo entre o nimero de substitui¢des € o tempo de divergéncia entre
duas seqiiéncias. O nimero de diferencas entre duas seqiiéncias, com o aumento do tempo,
torna-se uma estimativa cada vez menos acurada em relagdo ao verdadeiro nimero de
substitui¢des que ocorreram desde a divergéncia das seqiiéncias do ancestral comum. A
relagdo entre a diferenga da seqii€éncia e o tempo decorrido desde a divergéncia nao ¢ linear, e
sim hiperbolica, devido a ocorréncia de multiplas mudangas no mesmo sitio (PAGE &
HOLMES, 2001). Isso acontece, pois existem regides do DNA que apresentam uma alta taxa
de mutacdo. Desse modo, o conhecimento do tipo bem como da fun¢do da regido de DNA em
estudo ¢ fundamental porque as mudangas nas seqiiéncias nucleotidicas variam
extensivamente com a regido de DNA em questdo (SOARES, 2005).

No decorrer do tempo, o nimero de diferencas entre duas seqiiéncias pode ser
cada vez menos acurado e informativo para se inferir uma filogenia, uma vez que haja uma
saturacdo de substituigdes durante o processo evolutivo entre essas. Dessa forma, ao se
trabalhar com conjuntos de seqiiéncias, para estudo das relagdes filogenéticas, deve-se fazer a
analise de saturacdo de dados. Dar uma continuacdo a uma analise filogenética quando se
evidencia saturagdo pode se levar a subestimar eventos evolutivos importantes que possam ter

ocorrido durante o tempo, desde a divergéncia inicial (PAGE & HOLMES, 2001).
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3.7. Marcadores moleculares
3.7.1. Consideragdes gerais

Marcadores baseados na morfologia podem ser facilmente monitorados, entretanto,
podem ser influenciados pelo ambiente. Além do que, alguns somente podem ser identificados
em estagios tardios do desenvolvimento o que impossibilita sua caracterizacdo precoce
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Contudo, com o advento dos marcadores
moleculares, as limitagdes dos marcadores morfologicos foram superadas (SOARES, 2005).

Entende-se por marcadores moleculares caracteristicas de DNA que diferenciam
dois ou mais individuos e sdo herdadas geneticamente (MILLACH, 1999).

A matéria bruta dos estudos em biodiversidade molecular ¢ a mesma envolvida na
evolugdo das espécies: a variabilidade génica. E essa variabilidade que nos permite comparar
individuos, populagdes ou espécies diferentes (SOLE-CAVA, 2001).

Algumas areas do DNA sdo neutras com respeito a sele¢cdo, essas ndo evoluem por
meio de sele¢dao natural porque as mutagdes nestas areas nao afetam o fenotipo do organismo.
Ou seja, a sele¢@o natural depende de diferencas no fendtipo que representem diferengas de
adaptacdo. Se individuos com mutagdes diferentes no DNA tiverem o mesmo fendtipo,
provavelmente, eles terdo a mesma capacidade de adaptacdo. Entretanto, outras areas do DNA
podem afetar o fenotipo, assim nao sendo consideradas neutras com respeito a selecao natural.
Se o DNA codifica para alguma caracteristica que quando sofre mutacdo afeta o fendtipo,
muitas mutagdes, provavelmente resultardo num fendtipo que ndo funciona apropriadamente.
Portanto, estas mutacdes letais serdo perdidas ou permanecerdo a uma freqiiéncia muito baixa
nas populacdes. Como somente poucas mutagdes nestas areas seguem adiante, a evolucao
nestas areas tende a ser muito lenta. J4 nas 4reas de DNA neutro com respeito a selecao,
qualquer mutagdo pode ir adiante e vir a ser comum e a evolugdo provavelmente serd bem
mais rapida (BUSO, 2005).

Assim, marcadores moleculares podem representar uma metodologia auxiliar para
dimensionar com precisdo a andlise da variabilidade genética existente nas populacoes,
sujeitos ou ndo a acdo seletiva. Todavia, ¢ cada vez mais improvavel que existam marcadores
soberanos da variabilidade existente. Espera-se que combinagdes multiplas fornegam

parametros mais seguros na avaliacao da diversidade. Além disso, os valores adaptativos dos
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marcadores podem servir a hierarquizacdo do nivel de aferi¢ao da diversidade (MASCARA,
2007).

Marcadores moleculares diferentes podem ter taxas de substitui¢des/evolugao
diferentes, de modo que, através de uma escolha sensata desses marcadores, podemos estudar
desde problemas de identificagdo de individuos a identificacdo de espécies cripticas ou
formulagdo de hipoteses filogenéticas em grupos supra-especificos (SOLE-CAVA, 2001).

O desenvolvimento de marcadores moleculares esta diretamente relacionado aos
avangos no campo da biologia molecular. A caracterizagdo recente de genomas completos ou
parciais e o conhecimento das bases moleculares da variacdo genética tém sido fontes muito
importantes para o desenvolvimento de marcadores e para o estabelecimento de modelos
evolucionarios nos niveis inter e intra-especificos (LI, 1997) citado por ARIAS et al. (2006).

Nas ultimas décadas numerosos marcadores moleculares tém sido caracterizados e
estes tém sido empregados em estudos de uma grande variedade de organismos, e os dados
resultantes tém, com bastante éxito, adicionado novos e em alguns casos informagdes
surpreendentes sobre biologia, ecologia, comportamento, dindmica da populagdo e evolugao
das espécies (ARIAS et al., 2006). O que mostra que marcadores moleculares t€ém cada vez

mais se tornado uma ferramenta poderosa na anélise filogenética (BUSO, 2005).

3.7.2. Genes nucleares que codificam para RNAS ribossémicos

As seqliéncias dos genes nucleares que codificam para RNAs do complexo
ribossdmico vém sendo amplamente utilizadas como locus para inferir relagdes entre diversos
organismos (LIMA, 2003).

O genoma dos procariotos ¢ composto majoritariamente por seqiiéncias de DNA
codificantes de produtos estruturais (proteinas ou RNAs), enquanto que o genoma dos
eucariotos estd organizado em seqiiéncias de DNA codificante e ndo codificante (NAHUM,
2001). Das muitas classes dessas seqiiéncias os genes ribossomicos sejam, talvez, o de maior
potencial para o sitemata (DOYLE, 1987) citado por LIMA (2003).

Os RNAs ribossomicos sd3o componentes essenciais na fisiologia celular. Estes
componentes interagem de modo especifico com as proteinas ribossomicas para formar as
subunidades dos ribossomos que atuam na sintese de proteinas. Os RNAs sdo o principal

produto da transcri¢do em qualquer célula, constituindo geralmente de 80 a 90% da massa de
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RNA total dos procariontes e eucariontes. Nos eucariontes, essas seqiiéncias estdo organizadas
em centenas de repeticoes dispostas em série e agrupadas em uma ou mais regioes
cromossdémicas (GORAB, 2001; NAHUM, 2001).

E a natureza repetida dos genes da familia do rRNA que os torna 1til para o
sistemata. Ha fortes indicios de que as unidades individuais (repeticdes) do rDNA nao
evoluem em total independéncia uma da outra, um fendmeno que ¢ também conhecido para
outros genes e chamado de evolucdo em concerto. Este fendmeno leva a padrdes de variacao
espécie-especifica, e quando combinados com alto numero de copias da familia génica facilita
a analise por métodos de biologia molecular (DOYLE, 1987; RUSSO, 2001).

De forma geral, cada unidade de repeticdo do rDNA eucarionte possui uma
organizagdo conservada, consistindo de: (1) um espacador externo (ETS), transcrito em uma
seqiiéncia que contém a extremidade 5’ da molécula precursora do rRNA; (2) uma regido que
codifica para rRNA 18S; (3) um espagador interno que ¢ transcrito (ITS) e que contém a
regido que codifica para rRNA 5,8S; e (4) uma regido que codifica para 28S, além de um
espacador externo (NTS), que ndo € transcrito. Seus transcritos primarios incluem o SSU
rDNA (subunidade pequena), 5,8S e o LSU rDNA (subunidade grande) separados pelos dois
espacadores transcritos internos, ITS1 e ITS2 (FIGURA 01) (GORAB, 2001; LIMA, 2003).

Varios componentes da unidade de repeticio dos genes de rRNA tém sido
estudados com um enfoque evolutivo, como ¢ o caso dos genes que codificam para o rRNA
18S, 25-288S, a regido do NTS, e mais recentemente, a regido que contém o ITS (GORAB,
2001).

Devido a essencialidade da sua fungdo, os genes codificadores da regido do rRNA
evoluem de maneira mais lenta, pois modificagdes pontuais em sitios especificos podem
determinar a inativagcdo da funcdo da subunidade comprometendo a sintese protéica, fato que
ocasiona a morte do individuo. Por serem regides ndo codificadores o ETS e o ITS sofrem
uma pressao seletiva diferenciada em relagdo aos genes codificadores, portanto evoluem mais

rapidamente, acumulando maior nimero de mutacdes (JORGE, 2004).

3.7.3. O espacador transcrito interno (ITS)
O espagador transcrito interno (ITS) esta relacionado com o transcrito primario do

arranjo ribossomal (MAI & COLEMAN, 1997). A excisdao correta dos espagadores no
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processamento do pré-rRNA ¢ passo fundamental na biogénese de uma unidade ribossomal
ativa (VAN NUES et al., 1995; OLIVERIO et al., 2002).

A regido ITS do DNA ribossomico nuclear, definida como a unidade contendo o
espacador ITS1, o gene 5,8S rRNA, e o espagador ITS2 (FIGURA 01), tem provado ser uma
molécula util para determinar relagdes taxondmicas entre varios tdxons (JOBES & THIEN,
1997).

A necessidade de marcadores filogenéticos do genoma nuclear para completar os
crescentes dados de DNA mitocondrial levou ao reconhecimento da regido ITS como uma
nova escolha para os sistematas (JOBES & THIEN, 1997).

No passado, a variagdo de DNA nas regioes espagadoras era analisada através de
RFLP (polimorfismo no tamanho dos fragmentos de restricdo), porém recentemente estas
regides e, em particular, o espagador transcrito interno (ITS) tem sido analisado mais
freqiientemente através da tecnologia da PCR (reacdo em cadeia da polimerase). Trechos
conservados de DNA em regides rDNA codificantes adjacente ao ITS podem ser
convenientemente usadas para projetar iniciadores (primers) “universais” para amplificacao de
regides espacadoras de alta variacdo. Vdrios estudos tém aplicado essa metodologia entre
populacdes e taxons proximamente relacionados (VOGLER & DESALLE, 1994).

O espagador transcrito interno-1 (ITS1) € parte do 16cus do rDNA eucaridtico. O
ITS1 separa duas regides funcionais: a 18S rDNA e a 5,8S rDNA (FIGURA 01). Este
espacador ¢ um elemento ndo codificante de relativamente rdpida evolugdo. Ele ¢ bastante
utilizado em reconstrugdes filogenéticas de tdxons proximamente relacionados
(ARMBRUSTER & KORTE, 2006).

A regido ITS1 do rDNA do taxon Melipona demonstra um grande potencial
filogenético para estudos entre espécies (FERNANDES-SALOMAO et al., 2005), como
também pode ajudar a resolver duvidas taxonémicas em nivel de subgénero do mesmo, e além
disso pode servir para avaliar a variagdo intra-especificas em populagdes de abelhas, como

demonstrado para M. subnitida PEREIRA (2005) e CRUZ et al. (2006).
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Repetigdes de genes de DNA dispostos em série, codificantes do RNA ribossdémico

ETS ITS1 ITS2 NTS
18S 5,8S 28S
SSuU LSU

FIGURA 01 — Representacao esquematica do DNA ribossdmico nuclear e suas regioes.

3.8. Bioinformatica
3.8.1. Consideragdes gerais

Com a descoberta do codigo genético e do fluxo da informacdo biologica, dos
acidos nucléicos para as proteinas, tais polimeros passaram a constituir os principais objetos
de estudo de uma nova ciéncia, a biologia molecular. Logo surgiram métodos de
seqiienciamento desses polimeros, principalmente do DNA, que permitiam a investigacdao de
suas seqiiéncias monoméricas constituintes. Desde entdo, um grande nUmero dessas
seqiiéncias ja foram produzidas e estdo disponiveis nos bancos de dados publicos. Sendo que
com o surgimento dos seqilienciadores automaticos de DNA, nos meados da década de 90,
houve uma explosdo na quantidade de seqiliéncias a serem armazenadas, exigindo recursos
computacionais cada vez mais eficientes. Além do armazenamento ocorria, paralelamente, a
necessidade de analise desses dados, o que tornava indispensavel a utilizagcdo de plataformas
computacionais eficientes para a interpretacdo dos resultados obtidos. Assim, nascia a
bioinformatica que como uma nova ciéncia envolveria a unido de diversas linhas de
conhecimento como engenharia de softwares, matematica, estatistica, ciéncia da computacgdo e

a biologia molecular. Portanto, a bioinformatica pode ser definida como sendo uma ciéncia
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que utiliza os computadores para aquisicdo, gerenciamento ¢ andlise das informagdes
bioldgicas (CORPET & CHEVALET, 2000; PROSDOCIMI et al., 2003).

Hoje em dia os termos biologia computacional e bioinformatica sdo usados
freqlientemente sem distingdo em func¢do da linha comum de projetos de pesquisa e
desenvolvimento de ferramentas de atualizagdo e recuperagdo de informacgdes em banco de
dados publicos. Na realidade, a biologia computacional ¢ mais abrangente, pois busca técnicas
algoritmicas e métodos computacionais para criar estas ferramentas. Ja a utilizagdo em
laboratorio de equipamentos como seqiienciadores automaticos de DNA e de proteinas,
analisadores de expressdOes génicas e sintetizadores de acidos nucléicos, entre outros,

pertencem ao campo da bioinformatica (VIANA, 2007)

3.8.2. Meétodos utilizados para reconstrucéo filogenética

Uma das aplicagdes mais antigas da bioinformatica ¢ a de desenvolvimento de
programas que, a partir das seqiiéncias de DNA ou de proteinas de diferentes organismos,
sejam capazes de reconstruir a relacdo de parentesco entre as espécies, o que chamamos de
sistemdtica molecular, ou de reconstruir o parentesco entre as espécies associando essas
informagdes a uma escala temporal, o que chamamos de filogenia molecular. A representacao
grafica desses resultados ¢ feita na forma de arvores filogenéticas (PAGE & HOLMES, 2001;
PROSDOCIMI et al., 2003).

Como ja& mencionado anteriormente, para realizar inferéncias a respeito das
relacdes de parentesco entre organismos, tomando como base seqiiéncias de DNA ou
proteinas, o primeiro passo ¢ identificar seqiiéncias de interesse que apresentem ancestralidade
comum, ou seja, que sejam homologas. E importante ressaltar que, ao se fazer uma
reconstrucdo filogenética, a escolha de seqiiéncias homologas ¢ fundamental para gerar uma
arvore confiavel, pois s assim se tem certeza de estar comparando um mesmo marcador que
apresenta similaridades entre varios organismos a partir de uma origem comum, garantindo
que eles compartilham um mesmo ancestral. Quando nao se comparam caracteres homologos,
pode-se incidir no erro de considerar similaridades sem origem comum e, portanto, com
historias evolutivas diferentes. Uma das formas de avaliar esta escolha ¢é incluir nas analises,

seqiiéncias de grupos externos (organismos com histoéria evolutiva conhecida em relagdo ao
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grupo em estudo), que funcionam como controles no processo de reconstrugdo de parentescos
(PROSDOCIMI et al., 2003).

Uma vez selecionadas as seqiiéncias homologas dos organismos de interesse e de
grupos externos, sera necessario realizar o alinhamento multiplo entre elas e entdo gerar
arvores filogenéticas a partir de métodos de distancia, também conhecidos por métodos
geométricos: UPGMA, neighbor joining (NJ) etc., ou a partir de caracteres discretos: maxima
parcimonia (MP), maxima verossimilhanca (MV) etc., para assim poder realizar a inferéncia
filogenética desejada (PAGE & HOLMES, 2001; PROSDOCIMI et al., 2003).

Os métodos pertencentes a primeira abordagem sao baseados em medidas de distancia,
estimadas pelo calculo do nimero de substituicdes de nucleotideos entre as seqiiéncias
comparadas. J& os da segunda abordagem estdo relacionados ao estado de um carater, como a
presenga ou auséncia de uma dele¢do ou insercdo (denominados de “indels”) numa certa
por¢dao do DNA (CIDRACK, 2003).

Este primeiro método resume-se na constru¢cdo de uma matriz de distancia, na qual a
divergéncia entre duas seqiiéncias ¢ calculada através de uma unica medida, utilizando-se um
modelo de substitui¢des de nucleotideos (RUSSO et al., 2001; SCHNEIDER, 2003). Em
contrapartida, os métodos discretos analisam todos os caracteres diretamente, levando em
consideracdo cada sitio de um alinhamento de seqiiéncias (PAGE & HOLMES, 2001;
SCHNEIDER, 2003).

Quando as taxas de substituicdo variam entre as linhagens, deve-se utilizar um método
de distancia diferente, como o do agrupamento do vizinho mais proéximo (Neighbor-joining -
NJ), desenvolvido por SAITOU & NEI (1987). Ele é um dos métodos mais comumente
usados e se baseia no da Evolugao Minima, no qual se procura a arvore com menor soma de
ramos (CAVALLI-SFORZA & EDWARDS, 1967 apud RUSSO et al., 2001). No entanto, o
método de evolugdo minima, originalmente descrito, demandava muito tempo computacional,
uma vez que todas as arvores possiveis tinham que ser construidas para que a soma minima
fosse encontrada. Entdo se buscou um método heuristico mais rapido e eficaz, hoje conhecido
por agrupamento do vizinho mais préximo (RUSSO et al., 2001).

O método de NJ inicia-se com a andalise de uma arvore sem resolucdo, ou seja, em
forma de estrela. A cada passo posterior busca-se um par de vizinhos que minimize a soma

total dos ramos da arvore, assim formando uma bifurcacao, até que se obtenha uma arvore
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completamente resolvida. Uma conseqiiéncia imediata disso ¢ que uma arvore de NJ sempre
serd totalmente resolvida, ou seja, nunca vai apresentar politomias (NEI & KUMAR, 2000).

Quando se esta trabalhando com um método de distancia, além de ter que escolher
qual o método mais apropriado para a construcao da arvore filogenética, deve-se saber qual o
modelo de substituicdes nucleotidicas mais apropriado para se estudar a evolu¢dao de um dado
grupo taxondmico, o qual vai ser utilizado para se obter a matriz de distancia (SCHNEIDER,
2003). POSADA & CRANDALL (1998) desenvolveram um programa chamado ModelTest o
qual realiza o teste estatistico da razdo de verossimilhanga, que compara modelos
progressivamente mais complexos. Para isto duas hipdteses sdo testadas: a hipotese nula, que
esta relacionada a um modelo mais simples, e a hipdtese alternativa, que esté relacionada a um
modelo mais complexo. Entdo a partir dos calculos realizados a hipdtese nula serd ou nao
rejeitada, assim levando a escolha do modelo de evolugdo do DNA mais apropriado aos dados
utilizados.

Em relagdo aos métodos discretos, o da maxima parcimoénia (MP) é um dos mais bem
conhecidos. O critério da parcimonia ¢ historicamente associado a analise cladistica,
originalmente delineada por HENNIG (1950) apud MEYER (1996). Este método define como
melhor hipdtese filogenética aquela que apresenta o menor numero de passos, sendo cada
passo definido como uma mudanga de estado de carater (MEYER, 1996). No caso da
utilizacao de seqiiéncias de DNA para gerar arvores filogenéticas, o método analisa cada sitio
separadamente distinguindo-os em varidveis ou ndo, ou seja, aqueles sitios que apresentam
alguma mudancga nucleotidica em pelo menos uma das seqiiéncias utilizadas. Posteriormente,
dentre os varidveis, ha a distingdo entre os informativos ou nao, a parcimoénia. Um sitio ¢é
filogeneticamente informativo caso favoreca a determinacdo de uma arvore em relagdo a
outras (GRAUR & LI, 2000).

A anadlise de mdxima parcimonia vem sendo criticada por requerer uma constincia nas
taxas de substitui¢ao nucleotidica entre as linhagens estudadas (BROCCHIERI, 2001). YANG
(1996) testou, através de simulagdes computacionais, o desempenho do método da maxima
parcimOnia em gerar uma arvore verdadeira utilizando-se diversos modelos de substituicao
nucleotidica. Ele entdo constatou que o desempenho da andlise se deteriora quando as taxas de

substituicdo dos nucleotideos diferem entre as linhagens.
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Por ultimo, ha o método da maxima verossimilhanga (Maximum-likelihood - ML)
desenvolvido por FELSENSTEIN (1981). Este método ¢ baseado em modelos probabilisticos
de evolucdo, podendo levar em consideragdo parametros como a taxa de mutacdo entre
seqiiéncias de DNA e a sua freqiiéncia de pares de bases (NEI & KUMAR, 2000). O
algoritmo de ML considera todas as arvores possiveis na sua busca por arvores filogenéticas.
Portanto, ¢ um método que demanda um maior tempo computacional e requer modelos
simples o suficiente para permitir um tratamento analitico, sendo necessario
supercomputadores quando se trabalha com um largo espectro de seqiiéncias (GRAUR & LI,
2000; MOUNT, 2004; PEREIRA et al., 2001). De acordo com ZHANG (1999), o método de
ML falha em representar de maneira realistica os diversos fatores e obstaculos que
caracterizam os processos naturais de evolugao.

O método de maxima verossimilhanga também ¢ bem semelhante ao da maxima
parcimdnia, no qual as arvores sdo construidas com o menor nimero de passos levando em
consideracdo as mudangas de estado de carater. Entretanto, o método de ML possui uma
ferramenta a mais para avaliar as topologias geradas, ele leva em consideragdo a variagdo nas
taxas de mutacdo entre as linhagens estudadas de acordo com um modelo evolutivo escolhido.
Além disso, este método pode explorar as relagdes evolutivas entre seqiiéncias que apresentam
alta variabilidade, condi¢cdes que ndo sdo bem exploradas quando se escolhe o método da

maxima parcimonia (MOUNT, 2004).

3.8.3. Bootstrap (teste de confiancga de topologias)

A cada vez que um programa de filogenia molecular é rodado para gerar uma
arvore sobre o conjunto de dados escolhidos, o resultado pode ser diferente. Por isso, para
validar uma arvore filogenética, o que se faz ¢ rodar repetidas vezes o programa escolhido e,
estatisticamente, testar cada ramo para escolher um a um aqueles com maior probabilidade de
ocorréncia para a composi¢ao final da arvore. O método estatistico mais usado nessas analises
¢ o chamado bootstrap (PROSDOCIMI et al., 2003).

O objetivo do bootstrap ¢ realizar uma simples reamostragem com uma reposi¢do
pseudoaleatoria dos dados. Caracteres da matriz original sdo amostrados aleatoriamente e
transferidos para a matriz do bootstrap, mantendo-se sempre o numero total de dados

amostrados constante. Todos os caracteres da matriz original apresentam probabilidade igual
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de serem amostrados, logo ha chance de alguns serem contados mais de uma vez, enquanto
outros nem chegardo a serem amostrados. Esse processo € repetido varias vezes a escolha do
usuario, gerando diversas matrizes de bootstrap e por conseqiiéncia diversas arvores-réplicas.
Ao final do teste, compara-se cada uma das arvores-réplica com a original, sendo o valor do
bootstrap o percentual de vezes que um mesmo agrupamento da arvore original foi obtido nas
arvores-réplica (MEYER, 1996; NEI & KUMAR, 2000; RUSSO et al., 2001).

A intengdo original do bootstrap é buscar quantificar até que ponto os grupos
inferidos a partir de uma matriz de dados original sdo conseqiiéncia de artefatos amostrais.
Esta confiabilidade, entretanto, ndo diz respeito a chance de uma inferéncia estar ou nao
correta (MEYER, 1996).

Em contrapartida, de modo a avaliar a relagdo entre os valores de bootstrap
para grupos monofiléticos e a ocorréncia desses mesmos em arvores verdadeiras, HILLIS &
BULL (1993), através do emprego de simula¢des de computador, verificaram que estes
valores sdo estimativas conservadoras e precisas para se inferir a arvore verdadeira. Valores
de 75% correspondem a probabilidade de inferéncia correta de 95% ou mais, para as

simulagdes. Portanto, o bootstrap pode trazer informagao sobre a precisdo de uma inferéncia

filogenética (MEYER, 1996).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Localizagao do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Genética Molecular (LGM)
localizado na Universidade Federal do Ceara. Porém para realizagdo do mesmo foram
coletadas e enviadas ao LGM-UFC amostras de abelhas (operarias) do tixon Melipona de
variadas regioes do pais (TABELA 01).

TABELA 01- Espécies extraidas no Laboratorio de Genética Molecular com seus respectivos
subgéneros, locais de coleta e responsaveis pela coleta.

Local de coleta

Subgénero Especie (Cidade/Estado)

Responsavel pela coleta

Melipona fasciculata

Melikerria Smith, 1858 Belém — PA Giorgio Venturieri

i NPT g gy ot Ve

Michmelia I;/glge6li3p0na mondury Smith, Rio Vermelho - MG Darci Cruz

Michmelia ';/;56' i3p0na mondury Smith, Pacoti —CE Luiz Lima-Verde

Michmelia I;/;g(96|i3p0na mondury Smith, Guaramiranga - CE Luiz Lima-Verde
— Scaptotrigona sp. Maranguape - CE Igor Reis

Lepeletier, 1836

4.2. Coleta das amostras

Todos os espécimes foram coletados por meio de rede entomologica ou sugadores
colocados na entrada do ninho, com o intuito de garantir que cada amostra fosse composta por
espécimes da mesma colonia. O nimero minimo de abelhas amostradas por colonia foi de 15
operarias. Logo apods coletadas, as amostras eram acondicionadas em tubos tipo Falcon
contendo etanol de 70 a 100%. Em alguns casos, devido a falta, foram utilizados recipientes
limpos e rosqueados contendo alcool comum. Este procedimento se fez para minimizar a
degradacdo do material gendmico, pela acdo das DNAses, que poderiam alterar a qualidade

final do resultado do seqiienciamento (JORGE, 2004; PEREIRA, 2006). Também durante as
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coletas as amostras foram etiquetadas com relagdo ao local (propriedade/cidade), data e
responsavel pela coleta. Apds todos esses procedimentos as amostras foram enviadas o mais
rapido possivel ao LGM-UFC. Logo quando as amostras chegavam, parte das abelhas
contidas em cada amostra era tombada e depositada no Museu do Grupo de Pesquisas com
Abelhas (MGPA), localizado também na Universidade Federal do Ceard, e a outra parte das

amostras era conservada na geladeira para sua posterior extragdo de DNA no LGM-UFC.

4.3. Extracéo e isolamento do DNA gendmico das amostras

Toda a metodologia de extragdo dos espécimes de abelhas deste experimento foi
baseada nos trabalhos de JORGE (2004); CRUZ et al. (2006) ¢ PEREIRA (2006), os quais
basearam sua metodologia no protocolo que utiliza o reagente CTAB (Brometo de
Cetiltrilamonio) descrito por FOSTER & TWELL (1996), com algumas modificagdes.

O DNA gendmico das amostras foi obtido a partir do mesossoma de trés a cinco
abelhas, de cada colonia, dependendo do tamanho do espécime.

Os toérax das abelhas de cada amostra eram macerados com auxilio de grau e pistilo
na presenga de nitrogénio liquido. O p6 obtido através da maceragdo era transferido para um
tubo tipo eppendorf estéril de 1,5 ml, ja aquecido a uma temperatura de 65 °C, contendo de
500 a 600 pl de tampao de extragao (Tris-HCl 100 mM; pH 8,0; NaCl 1,4 M; EDTA 20 mM;
CTAB 2% (v/v)), 6,3 ul de proteinase K (a partir da solucdo estoque de 20 mg/ml) e 1 pl de -
mercaptoetanol (0,2%).

A partir dai, o tubo contendo o extrato permanecia incubado por duas horas a uma
temperatura de 65 °C, e a cada 30 min o material era misturado por inversao manual do tubo.
Apos essas duas horas de permanéncia na temperatura de 65 °C era adicionado 500 a 600 pl
de Fenol: Cloroféormio: Alcool isoamilico (25:24:1; pH 8,0) ao tubo contendo o material ao
qual se desejava extrair o DNA, sendo este misturado por repetidas inversoes.

O passo seguinte era levar o tubo com o material a centrifuga MiniSpin
(eppendorf) e regula-la para o funcionamento a 8000 rpm durante 18 min. Isso era feito para
que a fase aquosa (superior) e organica (inferior) fossem separadas. Logo apds a etapa de
centrifugacdo anterior, transferia-se a fase aquosa (utilizando pipetas com ponteiras cortadas)
para um novo tubo tipo eppendorf estéril de 1,5 ml, ja contendo 450 a 500 ul de Cloroférmio:

Alcool isoamilico (25:1, v/v), sendo este misturado por inversao manual. Posteriormente,
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centrifugava-se o novo tubo, com seu conteido, novamente a 8000 rpm por 18 min.
Dependendo da persisténcia do cheiro de fenol podia-se adicionar mais Cloroférmio: Alcool
isoamilico (25:1, v/v) ao tubo e repetir a etapa da centrifugacdo a 8000 rpm por 18 min.
Depois transferia-se fase aquosa do tubo para outro novo tubo tipo eppendorf estéril.

A préxima etapa consistia em adicionar etanol 95% gelado ao tubo com a fase
aquosa, na propor¢ao de 2,5 vezes o volume do mesmo (1 ml) e misturd-lo gentilmente por
inversdo. Apos esse passo, o tubo era deixado durante toda a noite em um freezer regulado na
temperatura de -4 °C.

No dia seguinte continuava-se o procedimento de isolamento de DNA gendémico
das amostras, de modo que o tubo voltava a centrifuga regulada em 8000 rpm sé que desta vez
permanecia nesta durante 20 min. Depois desse passo, normalmente aparecia, de forma bem
visivel, um precipitado de acidos nucléicos aparentemente solido (‘pellet’) no fundo do tubo.
Entdo a etapa seguinte era retirar o etanol do tubo sem deixar o precipitado sélido (‘pellet’)
cair e lavar o tubo, contendo o ‘pellet’, com 300 a 500 ul de etanol 70% e entdo colocé-lo na
centrifuga, desta vez regulada 3000 rpm, durante 4 min. Apos isso, abria-se o tubo e deixava-
se o ‘pellet’ secar ao ar por aproximadamente 30 mim, até que o cheiro de etanol saisse.

O ultimo passo era ressuspender o ‘pellet’ contido no tubo, em 100 ul de Tris-HCl
10 mM; pH 8,0; contendo EDTA 1 mM (tampao TE) a temperatura ambiente ¢ deixar o tubo
tipo eppendorf em cima da bancada durante duas a trés horas.

Ap6s todos esses procedimentos para o isolamento do DNA gendmico, a solucao
final, contendo o precipitado de acidos nucléicos e a TE, era tratada com 2 pul de RNAse (1

mg/ml) a fim de retirar a contaminacao por RNA da solugao.

4.4. Anélise da qualidade do DNA genémico

Todas as amostras estudadas eram visualizadas em gel de agarose 0,8 %, corado
com brometo de etidio. Apos a eletroforese realizou-se a quantificagdo do DNA gendmico a
partir da medida da absorbancia em um comprimento de onda de 260 nm, através do aparelho
espectrofotometro  GeneQuant RNA/DNA calculator (Amersham Biosciences Corp.,
Piscataway- NJ, EUA). De acordo com SAMBROOK et al. (1989), uma solug¢do de DNA
dupla fita, numa concentracao de 50 ng/ul possui uma absorbancia a 260 nm num valor igual

a 1,0. Assim a concentragao de DNA das amostras estudadas foi calculada pela expressao C =
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50 x D x Azs0 ym, na qual C representa a concentragdo de acidos nucléicos em ng/ ule D é o
fator de diluigdo. A razdo entre os dois valores de absorbancia (Axeonm / Azgoqm) também foi
calculada a fim de estimar a contaminagdo por proteinas e por compostos fendlicos

(ROMANO, 1998).

4.5. Eletroforese de DNA em de agarose a pH neutro

As preparagdes de DNA gendmico foram analisadas por eletroforese em gel de
agarose 0,8% (m/v). O gel de agarose foi preparado em TBE 0,5X (Tris-Borato 45 mM,
EDTA 1 mM), contendo brometo de etidio (EtBr) 0,5 pg/ml, de acordo com o protocolo
descrito por SAMBROOK et al. (1989). Em suma, a massa ideal de agarose ¢ adicionada ao
volume ideal de TBE, dependendo do volume final desejado. A solucdo ¢ aquecida até que a
agarose seja completamente fundida, sendo posteriormente resfriada a 50°C. O brometo de
etidio ¢ entdo adicionado a partir de uma solugdo estoque 10 mg/mL (Amersham Biosciences
Corp., Piscataway — NJ, EUA), de maneira que sua concentragao final foi de 0,5 ug/mL. O gel
permaneceu em repouso a temperatura ambiente até a sua completa solidificacao (15 a 20
minutos).

Foram aplicados em cada pogo do gel 4 ul da amostra, preparado previamente com
3 pl do tampao de amostra (glicerol 30%, TE pH 8,0, azul de bromofenol 0,25%). Além disso,
em um poco aplicou-se 5 a 6 pl do marcador de massa molecular adequado correspondendo a
uma quantidade final de 250 ng. O tampao de corrida utilizado foi o TBE 0,5X e a corrida
eletroforética foi realizada a uma amperagem constante (100 volts) por aproximadamente 60
minutos, fornecida pela fonte Gene Power Supply GPS 200/400, Amersham Biosciences
Corp., Piscataway — NJ, EUA. A eletroforese era finalizada quando o azul de bromofenol
alcancava 2/3 do comprimento total do gel.

Ap6s a eletroforese, o DNA foi visualizado pela fluorescéncia do brometo de etidio
quando exposto aos raios UV (320nm) em um transluminador MacroVueTM transluminator,
Amersham Biosciences Corp., Piscataway — NJ, EUA; e a imagem do gel foi capturada através
do Eagle Eye ® Video System, Itf Labortechnik GmbH & Co KG (Wasserburg, Alemanha).

A visualizagdo dos resultados das reagdes em cadeia da DNA polimerase foi
realizada por eletroforese em gel de agarose a 1,0% (m/v), corado com brometo de etidio (0,5

pg/ml), como descrito acima.



50

Os marcadores de massa molecular utilizados foram: uma solug¢do de fragmentos
de DNA do fago A digerido com Hind III, um marcador de alto peso molecular utilizado como
referéncia quando realizado uma eletroforese com DNA gendmico; ou uma solugdo de
fragmentos de DNA do bacteriofago $X-174 digerido com Hae III, um marcador de baixo
peso molecular utilizado como referéncia quando realizado uma eletroforese de produtos de
PCR. Ambos os marcadores foram obtidos através da Amersham Biosciences Corp.,
Piscataway — NJ, EUA.

4.6. Amplificacdo da regido ITS1 do DNA ribossémico nuclear por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR)

O fragmento de DNA correspondente a regido do nrDNA foi amplificado por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction) utilizando-se como
substrato: DNA genémico previamente isolado ¢ oligonucleotideos (Invitrogen Brazil LTDA,
Sdo Paulo, Brasil) especificos as extremidades que flanqueiam a regido ITS1 (TABELA 02).

Em um tubo eppendorf estéril Axygen Scientific Inc. (Union City - CA, EUA) de
0,2 mL realizou-se as reagdes de PCR para um volume final de 25 pL. Nele foram misturados
os componentes nos volumes especificados (TABELA 03). Além das amostras testadas na
reacdo de PCR, foi utilizado um controle negativo, que continha dgua no lugar do DNA, e o
restante dos componentes.

O processo de amplificagdo ocorreu no termociclador PTC-200 (MJ Research Inc.,
Waltham — MA, EUA), programado de acordo com as condi¢des de amplificagdo descritas na

TABELA 04.

TABELA 02 — Nome, seqiiéncia e sentido dos oligonucleotideos utilizados para amplificagao
da regido-alvo rDNA ITSI.

Oligonucleotideo Sequéncia nucleotidica Sentido do anelamento
utilizado
ITS 2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 35

ITS 5 GCAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 5'—3
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TABELA 03 - Constituintes e volumes utilizados na preparacao das reagdes de PCR para
amplificacdo do segmento do rDNA ITSI.

Componentes da reacdo de PCR Volume utilizado
Tampao de reagdo(10X)* 2,5 ul

Mistura de ANTP’s (1mM cada) 5,0 ul

Primer ITS 2 (5 uM) 2,5 ul

Primer ITS 5 (5 uM) 2,5 ul

DNA gendmico ok

H,0 milli-Q estéril Hokk

Taq DNA polimerase (5 U/ ul) 0,50 pl

TOTAL 25,0 pl

* Tris-HCI 100 mM pH 9,0; MgCl, 15 mM e KCI 500mM

** O volume de DNA gendmico utilizado variava de acordo com a concentracdo do DNA, mantendo-se 800ng /
reagao.

*** A HyO milli-Q estéril, quando necessaria, era acrescida a reagdo para se completar um volume de 25 ul

TABELA 04 - Condigdes de amplificagdo da regido do rDNA ITS 1 editadas para o programa
“Abelhas”.

Ciclos Etapa Temperatura Tempo

(°C) (min)

1° Desnaturagio 95 3

2° Anelamento 55 1

3° Extensao 72 1’10

4° Desnaturagio 95 1

5° Anelamento 55 1

6° Extensdo 72 1’10

7° Ir para o ciclo 4°, 33 vezes - B}

8° Extensio 72

9° Manutencdo de temperatura 4 00
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4.7. Purificacdo do fragmento amplificado

Um volume com aproximadamente 100 uL da solucdo do fragmento amplificado,
resultante de quatro reacdes de PCR com volume de 25 pL, foi purificado através da
utilizacdo de colunas de matriz GFX, cujo nome comercial ¢ GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit, de acordo com as instru¢des fornecidas pelo fabricante do produto
(Amersham Biosciences Corp., Piscataway — NJ, EUA). O produto da purificagdo foi
ressuspendido em 50 pL de agua Milli-Q estéril. A concentragdo de DNA purificado foi

determinada pela medida da absorbancia a 260 nm, como descrito anteriormente.

4.8. Sequenciamento parcial da regido ITS1 do DNA ribossomico nuclear purificado

Os produtos de PCR amplificados e purificados foram seqiienciados apenas na
diregdo reversa (3°— 5’), de acordo com o método da terminacdo da cadeia pelo
didesoxinucleotideo ou ddNTP (SANGER et al., 1977), em reag¢des de 10 ul, com o uso do kit
DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing (Amersham Biosciences Corp., Piscataway
— NJ, EUA), seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Em cada reacdo de
seqiienciamento, utilizou-se relacionando a quantidade de DNA dupla fita, 1/10 do tamanho
estimado da regido ITS-1 de cada amostra, Por exemplo, se a regido ITS-1 de determinada
amostra fosse estimada em 1500 pb utilizava-se apenas 1/10 dela, ou seja, 150 ng do DNA
previamente purificado e apenas o oligonucleotideo ITS-2, um dos utilizados durante as
reagoes de PCR. Realizaram-se oito repeticdes para cada amostra, a fim de se maximizar a
exatiddo das seqiiéncias determinadas bem como se eliminar a0 maximo as ambigiliidades que
invariavelmente surgem durante a analise e montagem das mesmas.

Ao término da reacdo de seqiienciamento, os produtos foram precipitados com 20
ul isopropanol 80% e deu-se um vortex na velocidade maxima, por 20 s e entdo centrifugou-se
a 4000 rpm, , mantendo uma temperatura de 4°C, numa centrifuga 5804 R Eppendorf®
(Hamburg, Alemanha), para a remocdo de sais e componentes do kit ndo incorporados.
Posteriormente, retirou-se o sobrenadante e fez-se uma centrifugagdo invertida breve (5 s) e
entdo se realizou uma lavagem com etanol 70%. Apos a lavagem e remog¢do do excesso de
etanol através de uma centrifugacdo invertida breve, esperou-se a completa evaporacdo do

etanol ao ar livre (10 min), para posterior ressuspensao do precipitado da reacdo em 10 pl de
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Loading solution (70% de formamida, 1 mM de EDTA - Amersham Biosciences Corp.,
Piscataway — NJ, EUA) e finalizava-se o processo de precipitagdo com um vortex por 20 s .
Entdo as amostras foram submetidas a um seqiienciador automatico (MEGABACE
1000, Amersham Biosciences Corp., Piscataway — NJ, EUA) nas seguintes condigdes de
injecdo e corrida, 2 KV por 65 s, 2 KV por 75 s ¢ 6 KV por 200 min, respectivamente.
Inicialmente, a analise dos dados obtidos do seqiienciamento ¢ realizada através de uma série
de programas, “MEGABACE™ DNA Sequencing System” (Amersham Biosciences Corp.,
Piscataway — NJ, EUA), que fornece dois tipos principais de dados: a seqiiéncia de
nucleotideos composta pelas quatro bases nitrogenadas (A, T, G e C) e um eletroferograma,
que ¢ a representacdo grafica do sinal de cada ddNTPs detectado pelo laser, representando
cada nucleotideo incorporado na seqiiéncia. Na gera¢do das seqiiéncias finais, o programa
excluiu as regides que ele considerou de baixa qualidade, que seriam as regides que possuiam

sitios nucleotidicos de baixo sinal, sendo apenas as seqiliéncias de boa qualidade consideradas.

4.9. Montagem das sequencias obtidas (obtencéo das seqiiéncias consenso)

Apoés o seqiienciamento, os dados brutos gerados sdo processados para originar
uma seqiiéncia, processo esse chamado de basecalling. As seqiiéncias determinadas de cada
amostra foram entdo submetidas a um pacote de programas para montagem ¢ obtencdo de
seqiiéncias consenso.

O pacote de programas Phred (EWING et al., 1998; EWING & GREEN, 1998) ¢
Phrap (Phil Green, University of Washington, EUA) ¢ utilizado para a leitura dos dados brutos
e montagens das seqiiéncias consenso em ambiente operacional LINUX. Através de analise de
Fourier, o programa Phred 1€ todos os dados brutos do seqiienciamento e calcula a
probabilidade de erro para cada basecall. Os escores oriundos do Phred sdo obtidos em
logaritmo negativo da probabilidade de que aquele basecall esteja errado. Portanto, quanto
maior for o escore do Phred, menor ¢ a probabilidade que um erro seja cometido (EWING &
GREEN, 1998; LIMA, 2003). O programa Phrap, entdo utiliza essas probabilidades de erro
para determinar seqiiéncias consenso altamente precisas. Ele estuda cada sitio da seqiiéncia de
DNA, utilizando a seqiiéncia de maior qualidade para determinar os nucleotideos em cada

posi¢do na seqiiéncia consenso (BROWN, 2000).
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Posteriormente, o pacote Consed (GORDON et al., 1998; 2001) fornece a interface

grafica para a visualizacao e edicdo das seqiiéncias consenso montadas pelo programa Phrap.

4.10. Busca por similaridades das seqliencias consenso geradas, em um banco de dados
de sequencias nucleotidicas

As seqliéncias consenso geradas foram submetidas a busca por similaridade no
GenBank (NCBI — National Center for Biotechnology Information) através da ferramenta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1997), disponivel no
endereco eletronico http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/. O objetivo foi determinar se as
seqliéncias consenso obtidas realmente correspondiam a regido desejada, através da busca por

similaridade com outras seqiiéncias ja depositadas e identificadas no GenBank .

4.11. Sequéncias importadas do GenBank

Foram importadas do GenBank , todas as seqiiéncias existentes do ntDNA ITS1
referente ao género Melipona Illiger, além de outras seqiiéncias de trés espécies retiradas do
trabalho de FERNANDES-SALOMAO et al.(2005), com o intuito de alinha-las com as novas
seqiiéncias geradas no presente trabalho, para assim poder proceder com as andlises
filogenéticas, além da construgdo de uma arvore filogenética das espécies do taxon Melipona

baseada na regido ITS1 parcial do rDNA (TABELA 05).
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TABELA 05 — Seqiiéncias importadas e posteriormente integradas as seqiiéncias obtidas no laboratério de genética molecular (LGM)
para incrementar as analises filogenéticas do taxon Melipona.

N° de acesso

Subgénero Espécie Local de origem Autor/Ano N° de tombo no GenBank
Melipona Melipona subnitida Quixada-CE Cruz et al., 2005 MGPA0503 DQ078726
Melipona Melipona subnitida Sousa-PB Cruz et al., 2005 MGPA0703 DQ078727
Melipona Melipona subnitida Ocara-CE Cruz et al., 2005 MGPA1305 DQ078728
Melipona Melipona subnitida Mossor6-RN Cruz et al., 2005 MGPA 1404 DQ078729
Melipona Melipona subnitida Russas-CE Cruz et al., 2005 MGPA0603 DQ078730
Melipona Melipona subnitida Sobral-CE Cruz et al., 2005 MGPA0103 DQ078731
Melipona Melipona subnitida Milh3-CE Cruz et al., 2005 MGPA0104 DQ078732
Melipona Melipona subnitida Quixel6-CE Cruz et al., 2005 MGPA0203 DQ078733
Melipona Melipona subnitida Aracati-CE Cruz et al., 2005 MGPA0403 DQ078734
Melipona Melipona subnitida Aracoiaba-CE Cruz et al., 2005 MGPA0303  DQO078735
Melipona Melipona subnitida Jodo Camara-RN Cruz et al., 2005 MGPA1304 DQ078736
Melipona Melipona subnitida Chorozinho-CE Cruz et al., 2005 MGPA1104 DQ078737
Melipona Melipona subnitida Araioses-MA Cruz et al., 2005 MGPA1704 DQO078738
Melikerria Melipona quinquefasciata Crato-CE (Flona 1) Freitas & Grangeiro, 2007 MGPA0803 EU073753
Melikerria Melipona quinquefasciata Crato-CE (Flona 2) Freitas & Grangeiro, 2007 MGPA0903 EU073754
Melikerria Melipona quinquefasciata Crato-CE (Flona 3) Freitas & Grangeiro, 2007 MGPA1003 EU073755
Melikerria Melipona quinquefasciata Araripe-CE (Araripe 1) Freitas & Grangeiro, 2007 MGPA0604 EU073751
Melikerria Melipona quinquefasciata Araripe-CE (Araripe 3)  Freitas & Grangeiro, 2007 MGPA0804 EU073752
Melikerria Melipona quinquefasciata S&o Benedito-CE Freitas & Grangeiro, 2007 MGPA0205 EU073758
Melikerria Melipona quinquefasciata Jardim-CE (Jardim 1)) Freitas & Grangeiro, 2007 MGPA0204 EU073756
Melikerria Melipona quinquefasciata Canto do Buriti-PI Freitas & Grangeiro, 2007 MGPA0305 EU073757
Melikerria Melipona quinquefasciata Luziania-GO Freitas & Grangeiro, 2007 MGPA0404 EU073759
Melipona Melipona mandacaia Sdo R. Nonato-PI Fernandes-Salomao et al.,2005 - -
Melipona Melipona quadrifasciata anthidioides Vigosa-MG Fernandes-Salomao et al.,2005 - -
Michmelia Melipona scutellaris Leng6is-BA Fernandes-Salomao et al.,2005 - -
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4.12. Alinhamento multiplo e edi¢éo das seqliéncias consenso

O alinhamento multiplo de todas as seqiiéncias foi realizado com o
auxilio do programa CLUSTALX, versao 1.83 (THOMPSON, 1997). A edi¢ao do
alinhamento, realizada com o auxilio do programa Bioedit, versdao 7.0.5.3 (HALL,
1999), se baseia na remoc¢ao ou insercao de gaps adicionais, ou seja, um espago entre
dois nucleotideos, buscando assim otimizar e facilitar a identificacdo de sitios
homologos.

Ap6s a edicdo de todas as seqiiéncias estudadas, realizou-se a analise de
composicdo nucleotidica e contetido G+C com o auxilio do programa MEGA

(Molecular Evolutionary Genetic Analysis), versao 3.1 (KUMAR et al., 2004).

4.13. Anélise de saturacao de substituicdes

Apds o alinhamento multiplo de todas as seqiiéncias, a andlise de
saturacdo de substitui¢des foi realizada com o auxilio do programa DAMBE (Data
Analysis Molecular Biology and Evolution) versao 4.065 (XIA & XIE, 2001).

Para verificar se o numero de transi¢cdes e de transversodes atingiu o nivel
de saturagao, isto ¢, se ocorreu mais do que uma substituicdo em determinados sitios,
foi construido, através do programa DAMBE (XIA & XIE, 2001), um grafico onde a
coordenada representa os valores das distdncias de cada par de taxons usados ¢ a
abscissa o numero de transi¢do (X s) ou de transversao (A v) presentes em cada par
de taxons. No caso de ndo haver saturagdo, a relacdo entre estes parametros ¢ linear,
isto é, com o aumento da distancia, ha o aumento do nimero de X s ou A v. Se
houver substituicdes multiplas, o grafico atinge um platd no qual aumentando-se a

distancia, nao ha o aumento no nimero de X s ou A v (PEREIRA, 2000).

4.14. Andlises dos agrupamentos taxondmicos

O primeiro teste a ser realizado a partir do alinhamento multiplo editado
foi o teste do modelo, utilizando o programa ModelTest (POSADA & CRANDALL,
1998), que ¢ executado como uma sub-rotina do programa PAUP* (Phylogenetic
Analysis Using Parsimony) (SWOFFORD, 1998). Este programa foi utilizado com o

objetivo de verificar qual o modelo de substituicdo mais adequado aos dados obtidos.
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Para a construcdo de todos os cladogramas utilizou-se como grupo
externo do taxon Melipona a espécie Scaptotrigona sp., a qual pertence a0 mesmo
género utilizado por FERNANDES-SALOMAO et al. (2005) para analise da
filogenia do mesmo taxon.

A andlise filogenética envolvendo os métodos algoritmicos do vizinho
mais proximo (Neighbor-joining - NJ) e de maxima parcimonia (MP) foi realizada
com o auxilio do programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetic Analysis),
versdo 3.1 (KUMAR et al., 2004).

A andlise de maxima verossimilhanga (MV) foi realizada através do
programa PAUP* (Phylogenetic Analysis Using Parsimony), versio 4.0b10
(SWOFFORD, 1998), utilizando o modelo mais apropriado de acordo com teste do
modelo (ModelTest)descrito acima. Os cladogramas gerados pelo programa PAUP*

foram visualizados e editados pelo programa TreeView (PAGE, 1996).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Extracéo e isolamento do DNA genémico das amostras

Através da eletroforese em gel de agarose 0,8%, corada com brometo de
etidio e visualizada em luz ultravioleta (UV), pdde-se observar uma tnica banda,
para todas as amostras extraidas no laboratorio, correspondente a um DNA gendmico
com aproximadamente 23.000 pb (FIGURA 02).

De fato, contaminagdes por DNAses enddgenas podem ser constatadas
pela visualizacdo do estado aparente do DNA gendmico em gel de agarose. Quando
isto ocorre, a banda que representa o DNA gendmico aparece com um arrastado,
sinal indicativo de degradagao (ROMANO, 1998). No entanto, esses sinais nao
foram observados nas amostras extraidas no laboratério (FIGURA 02). As bandas de
todas as amostras apresentaram-se bastante integras e bem definidas. Esse bom
estado apresentado pelas bandas mostra que através do método que usa o reagente
CTAB (Brometo de cetiltrimetilamonio), o qual ¢ um detergente muito utilizado nas
extracdes de DNA de uma grande variedade de organismos (STEINER & DREYER,
2002), pdde-se extrair e isolar, a partir do mesossoma das abelhas, um DNA
gendmico com pouca degradagao aparente (FIGURA 02).

Resultados semelhantes foram encontrados por JORGE (2004), CRUZ et
al. (2006) e PEREIRA (2006), que utilizaram o mesmo reagente, para extragio e
isolamento de DNA gendmico do mesossoma de abelhas, cujo material também se
mostrou com poucas degradagdes aparentes e com o tamanho aproximado de 23 kb.

Um indicativo de contaminag@o por polissacarideos ¢ a presenga de certa
quantidade de DNA retido nos pocos do gel apos a corrida eletroforética (ROMANO
& BRASILEIRO, 2003). Esse sinal pdde ser bem notado em Melipona fasciculata
(amostra 1), M. flavolineata (amostra 2) ¢ M. mondury — Rio Vermelho (amostra 3),
enquanto no restante das amostras, extraidas no laboratdrio, foi observado pouca
contaminagao por polissacarideos (FIGURA 02), contudo, 0 mesmo ndo impediu que
ocorresse uma boa amplificacdo da regido alvo pela técnica da reagdo em cadeia da

polimerase (PCR — Polimerase Chain Reaction), como pode ser visto na FIGURA 03.
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A razdo das leituras nos comprimentos de onda A260 nm e A280 nm
pode fornecer dados além dos apresentados pela eletroforese em gel de agarose 0,8%.
Uma vez que essa razao revela a pureza das amostras. De modo que, um DNA puro
deve ter a razdo entre 1,8 e 2,0, uma razdo menor significa contaminacdo por
proteinas, e razdo maior indica contaminagdo com fenol (ROMANO, 1998). Entdo,
pode-se observar na TABELA 06 que apenas as amostras Melipona fasciculata
(amostra 1) e Scaptotrigona sp. (amostra GE) apresentaram um DNA dentro da faixa
considerada pura. O restante das amostras extraidas no laboratorio mostrou certo
nivel de contaminagao por proteinas.

Segundo BALDWIN et al. (1995), a qualidade do DNA ¢ de extrema
importancia para estudos filogenéticos ou populacionais, devido as modificacdes ou
degradacdes que o mesmo pode sofrer durante sua extracdo e purificagcdo. Entdo,
sabendo-se que a viabilidade de estudos moleculares envolvendo 4cidos nucléicos,
depende tanto da qualidade como também da quantidade de DNA extraido das
espécies em estudo, cabe ao pesquisador adaptar as metodologias descritas por outros

autores as particularidades bioquimicas das espécies estudadas (LIMA, 2003).
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FIGURA 02- Eletroforese a 0,8% em presenga de EtBr a 0,5pg/ml visualizado em luz
UV (ultravioleta). Pogos/Amostras: M/Marcador de alto peso molecular (DNA de fago A
digerido com Hind III — Amersham Biosciences Corp., Piscataway — NJ, EUA);
1/Melipona fasciculata; 2/Melipona flavolineata; 3/Melipona mondury (Rio Vermelho-
MG); 4/Melipona mondury (Pacoti-CE); 5/Melipona mondury (Guaramiranga-CE);

GE/Scaptotrigona sp. (Grupo Externo).

TABELA 06 — Valores das leituras de absorbancia a 260 nm, 280 nm, a razao entre Asg
nm /A2g0 ym € @ concentragdo de acidos nucléicos (ng/ul) para as amostras extraidas no

laboratorio.
o Raz3o Concentracao
Amostra Espécie Local A260/A280 A260mm - A280mm [Mo/ul]
1 Melipona Belém-PA 1,806 0,990 0,548 990
fasciculata
5 Melipona Belém-PA 1,773 0,500 0,282 500
flavolineata
3 Melipona Rio Vermelho- 1,607 0,434 0,270 434
mondury MG
4 Melipona Pacoti-CE 1,616 0,461 0,293 461
mondury
5 Melipona Guaramiranga- 1418 0,130 0,082 130
mondury CE
GE Scaptcs)lt)rlgona Marag%uape- 1,803 0,204 0,112 204

5.2. Amplificacéo da regido ITS1 do nrDNA por PCR

Através da técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que ¢ uma

técnica rapida, simples e de grande sensibilidade para multiplicacdo in vitro de

seqiiéncia(s) alvo de DNA (GAMA, 1998), foi amplificada a regido ITS1, de cada

amostra extraida no laboratdrio, usando os iniciadores (primers) ITS2 e ITSS, cujos

produtos de PCR correspondentes a amplificagdo da regido ITS1 completa foram

visualizados a partir de uma eletroforese em gel de agarose 1%. Segundo GAMA

(1998), para que ocorra a amplificagcdo da(s) seqiiéncia(s) alvo ¢ necessario que a(s)
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amostra(s) sejam de alta qualidade, ou seja, com poucos contaminantes ¢ degradagao.
J&4 que todas as amostras apresentaram amplificacdo da seqiiéncia alvo, entdo, isso
mostra que, apesar de algumas contaminagdes ocorridas durante a fase de extracdo e
isolamento do DNA, mesmo assim, as amostras extraidas mostraram ser de boa
qualidade.

A partir da andlise da eletroforese, revelou-se a amplificagdo de um tnico
fragmento de DNA (Unica banda) para quase todas as amostras do laboratorio, exceto
para Melipona fasciculata (amostra 1), que apresentou mais de uma banda. Porém, o
fragmento principal desta amostra se mostrou bem mais intenso do que os demais
fragmentos que apareceram na mesma.

Somente com o seqiienciamento total da regido ITS1 se poderia estimar o
real tamanho de cada seqiiéncia alvo, contudo com base na visualizagdo do produto
de PCR por meio de eletroforese em gel de agarose 1% pode-se notar diferencas
entre o tamanho dos fragmentos amplificados e junto aos marcadores de massa
molecular pode-se inferir com aproximacgdo dos valores reais. Com base nisso, 0s
resultados mostraram que o tamanho do fragmento variou entre algumas amostras
indo desde um pouco menos de 1500 pb (Scaptotrigona sp. e M. fasciculata) até
proximo de 2000 pb (M. flavolineata; M. mondury - Rio Vermelho; M. mondury —
Pacoti e M. mondury - Guaramiranga) (FIGURA 03). Baseado no tamanho estimado
através da eletroforese em gel de agarose dos fragmentos de DNA amplificados,
FERNANDES-SALOMAO et al. (2002) trabalhando com 11 espécies pertencentes
ao género Melipona, distinguiram-nas em quatro grupos: 1) M. quadrifasciata, M.
mandacaia, M. favosa, M. bicolor, M. quinquefasciata e M. compressipes com 1430
pb; 2) M. scutellaris, M. capixaba e M. seminigra com 1540 pb; 3) M. marginata
com 1640 pb e 4) M. rufiventris (1940 pb). Essa varia¢dao no tamanho da regido ITS1
entre espécies do mesmo género ja foi relatada para varios organismos, incluindo
insetos (VON DER SCHULENBURG et al., 2001). Segundo FERNANDES-
SALOMADO et al. (2005), o comprimento variavel da regido ITS1 esta relacionado
principalmente a eventos de inserc¢ao e delegdo (indels), além de seqiliéncias repetidas
de um, dois, trés e quatro nucleotideos.

Pode ainda se constatar, pela FIGURA 03, que ndo houve contaminagio
entre as amostras durante a realizagdo dos procedimentos da PCR, uma vez que o

controle negativo (Br) ndo amplificou.
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2000 pb
1.500 pb

1000 pb

FIGURA 03 — Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com EtBr a 0,5 pg/mL e na presenca de luz UV (ultravioleta), dos produtos
de PCR da regiao ITS1 do nrDNA. Pogos/Amostras: M1/Marcador molecular (Gene ruler 1kb DNA ladder plus); M2/Marcador
molecular (Fastruler'™™ DNA ladder middle range ); 1/Melipona fasciculata; 2/Melipona flavolineata; 3/Melipona mondury (Rio
Vermelho-MG); 4/Melipona mondury (Pacoti-CE); 5/Melipona mondury (Guaramiranga-CE); GE/Scaptotrigona sp. (Grupo Externo);
Br/Branco(controle negativo com adi¢ao de agua Milli-Q no lugar do DNA genomico).
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5.3. Sequienciamento da regido nrDNA ITS1 parcial e obtencdo das sequéncias
consenso

Como para a reagdo de seqiienciamento utilizou-se apenas o primer ITS2, e
também como a capacidade do seqiienciador automatico MEGABACE 1000 (Amersham
Biosciences Corp., Piscataway — NJ, EUA) era de apenas 600 pb, entdo foi obtido
somente seqiiéncias parciais da regido ITS1 do nrDNA. O esperado era que, mesmo apos a
montagem das seqiiéncias consenso pelo pacote de programas Phred, Phrap e Consed,
fosse obtido seqiiéncias com o comprimento pelo menos proximo a 500 pb para todas as
amostras, assim como encontrado por PEREIRA (2006) que trabalhou apenas com a
espécie Melipona quinquefasciata encontrada em diferentes localidades do pais.
Entretanto, os resultados do seqiienciamento das amostras extraidas no laboratorio, tanto
das cinco amostras do género Melipona como do grupo externo, geraram seqiiéncias
parciais de tamanhos bastante variados e menores do que o esperado.

Essa variagdo no tamanho dos fragmentos deveu-se principalmente a fatores
nao identificados que atrapalharam o processo de seqlienciamento. Esses fatores causaram
principalmente uma interrupcdo prematura no seqiienciamento de algumas amostras.
Devido a essa interrup¢do prematura ndo ter obedecido nenhum padrdo normal entre as
amostras, ndo foi possivel a descoberta dos verdadeiros fatores responsaveis pela mesma.
Fatores esses que podem ser intrinsecos a cada espécie ou mesmo a cada amostra extraida
no laboratorio.

Apenas M. fasciculata e Scaptotrigona sp. apresentaram seqiiéncias com
comprimento superior ao valor encontrado por PEREIRA (2006), cada uma com,
respectivamente, 511 pb e 566 pb. As demais amostras apresentaram seqiiéncias de
tamanho curto variando desde 181 pb em M. mondury — Rio vermelho ¢ M. mondury —
Guaramiranga até 421 pb em M. flavolineata (TABELA 07). Contudo, essas seqiiéncias
consenso geradas pelo pacote de programas mencionado acima, que tem por finalidade
eliminar as seqiiéncias de méa qualidade, apesar de terem sido pequenas obtiveram boa
qualidade (Phred > 20) para todos os gendtipos analisados (FIGURA 4). Segundo ROKAS
& HOLLAND (2000), seqiiéncias de baixa qualidade podem possuir nucleotideos

inseridos incorretamente, o que poderia gerar inferéncias equivocadas.
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TABELA 07 — Relagdo das seqiliéncias consenso, da regido do rDNA ITS1 parcial das
amostras do laboratério, mostrando seus respectivos comprimentos em pares de bases
(pb), obtidas através do pacote de programas Pherd, Phrap e Consed.

Amostra Comprimento (pb)
Melipona fasciculata 511
Melipona flavolineata 421
Melipona mondury - Rio Vermelho 181
Melipona mondury — Pacoti 241
Melipona mondury — Guaramiranga 181
Scaptotrigona sp. 566

File Havigate Info Color Din Hisc Help I

Seqs.fasta,screen.ace,l ’Eontigl Sone  Tags| Pos: ’I clear

Search for Str‘ingl llncnnpll Conpare Euntl Find Hain I-Iinl Err‘flleh:l I 2803
450 460

BERERFRERTRERAADAREN EEAEA AR RSO ARERRE RARRS FRNANRERE ADRGRT RISEN REREN EAMGARREER
CCTGGARCCAATGTTRCAATGTGTGEARTGTGCECCCGTTTEGTCGETTETEGTCGARRTTTTRETCGARRATTECTTCGT TEGEAG

el CtooaacCANTRT TELAATGTGtegaatGTGCGCCCOTTTOGTCOC T TetegtegnAT 1T TR TebaaaattcC T TEetiEes
Sl TooasceaateEaRaats o togaakBton CCLCEE TOOTORCT T begtenAn BEE BB TCAAat teat e T TLAGAG
- EETGGQQEEQQTGTTGEQQTGTGTGGQQTGTGEGEEEgttt:GTEGETTETEGTEGQQQTTTTGETEGQQQQTTEETTEGTTEGGQG

el CTGGAACCARTGTTRCANEEEEESGARTGTGCECCCGTTTORTCGCTTETCGTCGARAT TR ee TERANGRL EECtEEC toaGeG
el CTGGARCCARTGTTRCAATGTGTOGARTGTGCECCECTTTCGTCGETTETCGTCGARATTTTGETCGaaaATTECTTCGT TEGGAG
el LB A (At e CAn TG TGTEEARTGTGCECCCGTTTORTCGCTTETCGTCGARATTTTGC TEGARAATTCCTTCGTTOGGAG
- EETBGﬁﬁEcaatgttgcaatBtBngaatgtgcGEEEGTTTEGTEBETTETEGTEBQQQTTTTGETEGQQQQTTEETTEGTTEGGQG

gtte LEeTCGCTTCTCETCgaaat EtEge TCLARARTTCCTECGTTCEGAG

FIGURA 04 — Visualizagdo através do programa Consed das montagens das seqiiéncias
consenso realizadas pelo pacote de programas Phred e Phrap. As seqiiéncias utilizadas
como exemplo para ilustragao foram da regido ITS1 parcial do nrDNA de Melipona
fasciculata.
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5.4. Busca por similaridades das seqliencias consenso geradas, em um banco de dados
de sequiéncias nucleotidicas (GenBank)

Apenas 22 seqiiéncias do banco de dados do GenBank produziram
alinhamentos com similaridades consideradas significantes as seqii€éncias consenso do
laboratério. Todas essas seqiiéncias do banco de dados eram pertencentes a regido ITS1 do
nrDNA de apenas duas espécies de abelhas do taxon Melipona, sendo estas: M. subnitida
com 13 seqiiéncias depositadas por CRUZ et al. (2005) e M. quinquefasciata com nove,
depositadas por FREITAS & GRANGEIRO (2007), cujas seqiiéncias foram
posteriormente utilizadas para as analises filogenéticas junto as seqii€ncias obtidas no
laboratorio. Segue na FIGURA 05 uma ilustragdo dos resultados obtidos com a ferramenta

BLASTn.

b |,9"QL1&:L::L“ Melipona quinquefasciata voucher MGPA 0305 internal transcribed
spacer 1, partial sequence

Length= 564

Score = 6§27 bita (339), Expect = 2e-1T6

Identities = 36B/380 (96%), Gaps = 10/3B0 (2%)
Strand=Plus/Plus

Query 139 CTCTCCCEG A CCTEEANCCARTGTTGCARTGTGTGRAATGTGCGCCCGITICGICEET 198
HERY Illllll PRRLRERR LR R R R LRttt

| |1
Spjce 1 "I:I:TG:EInnh EE&::F11_GITQEAH_UIJIJLH:IE'G:G::MGII::E_CH_I a0

Query 198 TCICETCERARTTITGCTCGRARATICCTICETITCGERGATEEACCGECTGTECAGCCCC 258
PORERRER R R e e e n e nnininnl
Sbjct 61 TCICETCGARAT TTTGCTCGARRRTTCCTTCCT TOGEAGAT GEACTEECTGTGCAGCIOC 120

fuery 25% ITITT-————CTCGRARCTCCARCTGCCTTITCICGARAGGCATCTTICGEGGCCGECTIGIGE 313
1111 PLAEIREL LI RR R LR ER iDL PRELRPRE LR LA LR
Skijer 121 TITITITTITTCTCGRACTCCARCTGCCTTICICSES GCATCTTCOGEGGCCEECIGTGE

11
-‘“'.'G al gy AR ENL L R R :"l\.. lED
Query 314 GICCTCGARTCGAACTATTCGATCCGARCGETIGCGIGT-TT=CETICCTITACCICGARCGTCE 371

FRLERRLRTRLLR] IIIIIII 0 0 o e O Y A N A N N NSRRI
3bject 181 GICCTCOGATCGAACTATTCGATCCGARCGIGIGTIGIGTTICGICCTTACCICGARACETCE 240

TERAMGOGOGEGEECCAGECAEGACGECG
[EVELIRR R R L. |

G
|
TGARRGCECEOGEEGCCRAEICACG--6-

CRATGSTTICGOGRERATOS 431
BLALEREIR il

fuery 372 CCGITCGETAAG G
1111 | L
o G CGCAATGETTCGCOGAGATCG 297

Lil
Shjere 221 CCE

CGITCCECE 491
|
=
C

ATTCAGTRRCEGACGARTCACTICCCETICGTITICCTTA
||_||I|||| PAREA RN ER R E Rttty

Y
I
ATTCAGTAACGEACGRATCACTTCCCETCGTITCCTTA

AR RN
GITCOGCG 357

Query 432 TGCGTAG
TRRAE

Sbjct 298 TGCGTAGARCT

Query 492 ATTCTCOSTIIGGITATATTAR 511

PALELRLRLALTDL] IIII
Spjet 358 ATICTCGITGGEITATATTAR 377

FIGURA 05 — Ilustragdo de um dos resultados da busca por similaridade com a ferramenta
BLASTn. A seqliéncia Query utilizada como exemplo para ilustrar essa busca por
similaridade foi a da regido ITS1 parcial do ntDNA de Melipona fasciculata e a seqiiéncia
Subject corresponde a regido ITS1 parcial do ntDNA de Melipona quinquefasciata com o
n® de acesso EU073757.1 no GenBank.
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5.5. Alinhamento multiplo de sequiéncias e identificacdo de posi¢cbes homologas

Para fazer o alinhamento se juntou as seqiiéncias obtidas no laboratorio outras
seqliéncias parciais da regido ITS1 de abelhas do taxon Melipona. Estas foram: 22
seqiiéncias importadas do GenBank (13 de M. subnitida e nove de M. quinquefasciata) e
mais trés retiradas d¢ FERNANDES-SALOMAO et al. (2005), totalizando 31 seqiiéncias.
Como havia uma variagdo muito grande entre os tamanhos das seqiiéncias, tanto do
laboratério quanto das importadas, entdo se fez um corte, nas extremidades 5’ e 3’ do
alinhamento geral, com a finalidade de uniformizar o tamanho das seqiiéncias. Para se
fazer o corte, levou-se em consideracdo apenas a zona de interse¢do central entre o
alinhamento geral de todas as seqiiéncias estudadas, o que correspondia a 141 sitios
incluindo 17 gaps (espacos).

O alinhamento entre seqiiéncias de &cidos nucléicos €, em esséncia, um
procedimento pelo qual potenciais homologias podem ser inferidas e identificadas
(PHILLIPS et al., 2000; PAGE & HOLMES, 2001) Em contraste com a maioria das
seqliéncias codificadoras, o alinhamento das seqiiéncias de ITS pode ser complicado por
mutagdes de inser¢do e remocdo, as quais necessitam o posicionamento de gaps para
preservar homologias posicionais de nucleotideos (LIMA, 2003).

O resultado do alinhamento, chamado aqui de “interse¢do central”, revelou que
além das substitui¢des nucleotidicas (transigdes e transversdes), também existiram eventos
de remocao ¢ insergao (indels) nucleotidicas nessas seqiiéncias, o que mostra uma pressao
seletiva para mudancgas no tamanho da regido (FIGURA 06).

Na TABELA 8 encontram-se as caracteristicas do alinhamento, apos a edicao
final das 31 seqiiéncias estudadas, no qual foram encontrados 79 sitios conservados (59%)
e 55 sitios variaveis o que reflete 41% de variabilidade entre as seqiiéncias. Os resultados
ainda mostram 32 sitios autopomorficos (24%) e apenas 19 informativos a parcimdnia
(14%). Todos esses resultados foram de fundamental importancia para confeccdo da
matriz de distdncia genética ¢ das arvores filogenéticas. Ja CRUZ et al. (2006),
trabalhando com a mesma regido, porém apenas com populagdes de M. subnitida,
observaram, a partir do alinhamento geral entre as seqiiéncias, um total de 75,9% de sitios
conservados, 24,1% de sitios variaveis, 18,1% de sitios autopomorficos e 6,1% de sitios

informativos a parcimonia.
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FIGURA 06 — Alinhamento multiplo das seqiiéncias estudadas da regido ITS1 do nrDNA
realizado com auxilio do programa MEGA.
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FIGURA 06 — (Continuagao).

=EEEEEEsEEEEEEEEEEEEE

68



69

TABELA 08 — Caracteristicas do alinhamento da “intersecdo central” entre todas as
seqiiéncias do rDNA ITS1 parcial das amostras estudadas.

Caracteristicas do alinhamento

Comprimento do alinhamento 141
N° de sitios conservados 79
N° de sitios variaveis 55
N° de sitios autopomorficos 32
N° de sitios informativos a parcimdnia 19
Transicoes (s) 5
Transversoes (v) 4
Razéo s/v 1,2
Distancia média das seqiiéncias (modelo Jukes-Cantor) 0,076*

*Para a distancia média das seqiiéncias foram comparadas apenas as espécies pertencentes ao taxon
Melipona.

5.6. Andlise do conteudo Guanina + Citosina (contetdo GC)

No presente trabalho o contetdo GC entre as amostras pertencentes ao taxon
Melipona variou de 50,4 a 55,5% em M. scutellaris ¢ M. subnitida—Ocara,
respectivamente, e apresentou um conteido GC médio de 53,3% (TABELA 10). Entre as
amostras extraidas no LGM, o conteudo GC foi de 48,8% em S. bipunctata, 52,7% em M.
flavolineata, M. mondury-Rio Vermelho, M. mondury—Pacoti ¢ M. mondury—
Guaramiranga e 53,6% em M. fascicutata.

Resultados semelhantes foram encontrados por FERNANDES-SALOMAO et
al. (2005), que trabalharam com 11 espécies do género Melipona, cujo conteudo G + C da
regido ITS1 parcial variou de 49 a 54%. CRUZ et al. (2006) e PEREIRA et al. (aceito),
que trabalharam respectivamente com M. subnitida e M. quinquefasciata, também
obtiveram conteido GC similar ao do presente trabalho, mesmo esse autores trabalhando
com variagdes intraespecificas, seus conteudo GC, de seqiiéncias parciais da regido ITS1

nrDNA, variaram de 53 a 56,2% e 52,5 a 54,4%, respectivamente.
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TABELA 09 — Relacao da “interse¢@o central” entre todas as seqiiéncias obtidas da regido
do rDNA ITS1 parcial das amostras o laboratdrio somadas as amostras importadas do
GenBank, mostrando seus respectivos tamanhos em pares de bases (pb), composigdo
nucleotidica e contetido GC (Guanina + Citosina).

o Nucleotideos (%) Conteldo - 1o
Espécie G+C (pb)
T C A G (%)
Melipona fasciculata 24,4 26,0 220 27,6 53,6 127
Melipona flavolineata 264 240 209 28,7 52,7 129
Melipona mondury-Rio Vermelho 256 24,0 21,7 28,7 52,7 129
Melipona mondury-Pacoti 264 240 209 28,7 52,7 129
Melipona mondury-Guaramiranga 264 240 209 28,7 52,7 129
Melipona scutellaris 264 233 233 271 50,4 129
Melipona quinquefasciata-Sao Benedito 25,0 258 21,8 274 53,2 124
Melipona quinquefasciata-Jardim1 250 258 218 274 53,2 124
Melipona quinquefasciata-Flonal 250 258 218 274 53,2 124
Melipona quinquefasciata-Flona2 250 258 21,8 274 53,2 124
Melipona quinquefasciata-Flona3 250 258 21,8 274 53,2 124
Melipona quinquefasciata-Araripel 250 258 218 274 53,2 124
Melipona quinquefasciata-Araripe3 250 258 218 274 53,2 124
Melipona quinquefasciata-Piaui 250 258 218 274 53,2 124
Melipona quinquefasciata-Goias 250 258 218 274 53,2 124
Melipona subnitida-Chorozinho 254 26,2 206 27,8 54,0 126
Melipona subnitida-Quixel6 256 26,4 208 27,2 53,6 125
Melipona subnitida-Quixada 256 26,4 208 27,2 53,6 125
Melipona subnitida-Mossoré 256 26,4 20,8 27,2 53,6 125
Melipona subnitida-Sobral 256 26,4 208 27,2 53,6 125
Melipona subnitida-Araioses 256 26,4 20,8 27,2 53,6 125
Melipona subnitida-Ocara 234 258 21,1 29,7 55,5 128
Melipona subnitida-Russas 256 26,4 208 27,2 53,6 125
Melipona subnitida-Milh& 256 26,4 208 27,2 53,6 125
Melipona subnitida-Aracati 225 233 225 31,8 55,1 129
Melipona subnitida-Aracoiaba 256 26,4 208 27,2 53,6 125
Melipona subnitida-Jodo Camara 256 256 216 27,2 52,8 125
Melipona subnitida-Sousa 264 256 20,8 27,2 52,8 125
Melipona quadrifasciata 26,2 27,0 20,6 26,2 53,2 126
Melipona mandacaia 258 27,3 20,3 26,6 53,9 128
Scaptotrigona sp. 296 232 216 256 48,8 125

T — Timina, C — Citosina, A — Adenina, G — Guanina.

5.7. Teste de saturacdo das substituicdes de bases

A andlise de transi¢des e transversdes Versus a divergéncia genética ¢
imprescindivel para qualquer estudo com seqiiéncias de macromoléculas. Constituindo
assim uma ferramenta importante para caracterizar se ha ou ndo saturagdo de substituicdes

entre as seqiiéncias do mesmo gene para a categoria taxonOmica em que se esta
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trabalhando, de modo a indicar a perda do sinal filogenético devido a presenga de
substituigdes multiplas, o que ird determinar se o gene escolhido para reconstrugao
filogenética ¢ apropriado ou ndo para inferir filogenias dos taxons estudados
(SWOFFORD, 1996; HOLDER & LEWIS, 2003; FELSENSTEIN, 2004).

Entdo, através da FIGURA 07, pode-se perceber que ndo houve saturacao de
substituigdes entre as seqiiéncias estudadas, uma vez que a taxa de transi¢ao/transversao se
encontra aumentando de forma linear, por conseguinte, os dados podem ser utilizados para

inferir filogenias.
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FIGURA 07 — Grafico da taxa de transi¢do (X s) e transversdes (A v) versus a divergéncia
das seqiiéncias utilizando o modelo F84 (FELSENSTINE, 1993), para os dados
provenientes da interse¢do do alinhamento de todas as amostras estudadas, incluindo o
grupo externo, da regido ntDNA ITS1 parcial.

5.8. Teste do modelo
Todos os métodos filogenéticos realizam suposigdes, sejam elas explicitas ou
implicitas, a respeito do processo de substituigdo de DNA (FELSENSTEIN, 1988).

Conseqiientemente todos os métodos de inferéncia filogenética dependem de seus modelos
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subjacentes. Para se ter confianca nas inferéncias € necessario ter confianga nos modelos
(GOLDMAN, 1993). Portanto, todos os métodos baseados em modelos explicitos de
evolugdo devem explorar aquele que melhor se adapta aos dados obtidos (RZHETSKY &
NEIL 1992; POSADA & CRANDALL, 1998).

Segundo o teste do modelo realizado no presente trabalho pelo programa
ModelTest (POSADA & CRANDALL, 1998), o modelo de substitui¢do mais adequado
para os dados obtidos através do alinhamento da “interse¢do central” entre todas as
seqiiéncias estudadas ¢ o modelo matematico de JUKES & CANTOR (1969), que ¢ um
modelo baseado na distribuicdo de Poisson, que leva em consideracdo substituicdes

multiplas, além de considerar freqiiéncias de base iguais (PEREIRA, 2001).

TABELA 10 — Resultados do teste do modelo, utilizando o programa ModelTest, para os
dados da interse¢do do alinhamento das seqiiéncias das amostras estudadas, incluindo o
grupo externo, da regido ntDNA ITS1 parcial.

Modelo selecionado: Jukes-Cantor (+| +G)
Logaritmo da verossimilhanca (-InL) 493,4961
FregUéncia de bases: considerou freqiiéncias iguais
Frequiéncia de A = 0,2500

Frequiéncia de C = 0,2500

Freqiiéncia de G = 0,2500
Freqiénciade T = 0,2500

Taxas de substituicdo: Considerou taxas iguais para todas
Matriz de freqUiéncias:

R(a) [A-C] = 0,1666

R(b) [A-G] = 0,1666

R(c) [A-T] = 0,1666

R(d) [C-G] = 0,1666

R(e) [C-T] = 0,1666

R(f) [G-T] = 0,1666

Taxa de variacdo entre sitios:

Proporcéo de sitios invariaveis (l) = 0

Proporcéo de sitios variaveis (G)

parémetro para forma da distribuicdo Gamma = taxas iguais para todos os sitios

5.9. Matriz de distancia genética das amostras do taxon Melipona

A matriz de distancia das sequencias parciais da regido ITS1 do nrDNA foi
calculada utilizando o modelo de substituicdo de Jukes & Cantor, e os indels foram
considerados como dados perdidos, assim sendo comparados apenas 121 pb. A média da

distancia genética entre todas as seqiiéncias do taxon Melipona foi de 0,076 (TABELA
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08), o que representa uma diferenga aproximadamente de nove nucleotideos (7,6%).
Diferencas entre essas seqiiéncias (excluindo indels) variaram de 0 a 32 (0% a 26,5%)
nucleotideos, assim representando uma maxima divergéncia ao redor de 26,5% (FIGURA
08).

A diferenga genética das amostras do taxon Melipona extraidas no LGM foi de:
0% entre M. flavolineata e M. mondury-Pacoti, também entre M. flavolineata e¢ M.
mondury-Guaramiranga ¢ entre M. mondury-Pacoti ¢ M. mondury-Guaramiranga; 0,8% (1
nucleotideo) entre M. flavolineata e M. mondury-Rio Vermelho, também entre M.
mondury-Rio Vermelho ¢ M. mondury-Pacoti, e entre M. mondury-Rio Vermelho ¢ M.
mondury-Guaramiranga; 11,6% (aproximadamente 14 nucleotideos) entre M. fasciculata e
M. flavolineata, também entre M. fasciculata e M. mondury-Pacoti e entre M. fasciculata e
M. mondury-Guaramiranga; 12,6% (aproximadamente 15 nucleotideos) entre M.
fasciculata e M. mondury-Rio Vermelho.

FERNANDES-SALOMAO et al. (2005), trabalhando com seqiiéncias
completas da regido ITS1 do nrDNA observaram que a distancia genética entre M.
mandacaia e M. quadrifasciata anthidioides (ambas pertencentes ao subgénero Melipona)
¢ apenas de 1,4%, enquanto que no presente trabalho, cujas seqii€éncias foram apenas
parciais, pode-se observar um valor de 0,8%. Os mesmos autores ainda observaram que
tanto M. mandacaia quanto M. quadrifasciata anthidioides, quando eram comparadas com
M. scutellaris (subgénero Michmelia) esse percentual da distdncia genética aumentava
para 25%. Ja no presente trabalho foi notado uma distancia genética de 10,6% entre M.
mandacaia ¢ M. scutellaris; e de 11,6% entre M. quadrifasciata e M. scutellaris.

De acordo com SCNHEIDER (2003), nem todos os sitios evoluem na mesma
taxa, ou seja, existe heterogeneidade para as taxas de substituicdes ao longo dos sitios.
Portanto, esses resultados sugerem que o fragmento da regido ITS1 seqiienciado no
presente trabalho representa uma zona com menores percentuais de mudangas
nucleotidicas, ou seja, mais conservado, quando comparado com a regido ITS1 como um

todo.
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1 2 3 4 13 14 13 16 17 18 12 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30

=
=43

A
]
=
=
o

[1]
[2] 0.116

[ 3] 0.126 0.008

[ 4] 0.116 0.000 0.008

[ 5] 0.116 0.000 0.008 0.000

[ 6] 0.0000.116 0.126 0.116 0.116

[ 7] 0.000 0.116 0.126 0.116 0.116 0.000

[ 8] 0.000 0.116 0126 0.116 0.116 0.000 0.000

[9] 0.000 0.116 0.126 0.116 0.116 0.000 0.000 0.000

[10] 0.000 0.116 0.126 0.116 0.116 0.000 0.000 0.000 0.000

[11] 0.000 0.116 0.126 0.116 0.116 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

[12] 0.000 0.116 0.126 0.116 0.116 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

[13] 0.000 0.116 0.126 0.116 0116 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

[14] 0.000 0.116 0.126 0.116 0.116 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

[15] 0.078 0.106 0.106 0.106 0.106 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078

[16] 0.088 0.116 0.116 0.116 0.116 0.088 0.088 0.088 0.088 0.088 (.088 0.088 0.088 0.088 0.008

[17] 0230 0.265 0.265 02635 0265 0.230 0.230 0.230 0.230 0.230 0.230 0.230 0.230 0.230 0.136 0.145

[18] 0.078 0.106 0.106 0.106 0.106 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.000 0.008 0.136

[19] 0.078 0.106 0.106 0.106 0.106 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.000 0.008 0.136 0.000

[20] 0.078 0.106 0.106 0.106 0.106 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.000 0.008 0.136 0.000 0.000

[21] 0.07% 0.106 0.106 0.106 0.106 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.000 0.008 0.136 0.000 0.000 0.000

[22] 0.078 0.106 0.106 0.106 0.106 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.000 0.008 0.136 0.000 0.000 0.000 0.000

[23] 0.156 0.197 0.197 0.197 0.197 0.156 0.156 0.156 0.156 0.136 0.156 0.156 0.156 0.136 0.078 0.088 0.219 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078

[24] 0.078 0.106 0.106 0.106 0.106 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.000 0.008 0.136 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.078

[25] 0.088 0.116 0.116 0.116 0.116 0.088 0.088 0.088 0.088 0.08% 0.02% 0.088 0.088 0.088 0.008 0.017 0.145 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0.083 0.008

[26] 0.07% 0.106 0.106 0.106 0.106 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.000 0.008 0.136 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.073 0.000 0.008

[27] 0.078 0.106 0.106 0.106 0.106 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.000 0.008 0.136 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.078 0.000 0.008 0.000

[28] 0.088 0.116 0.116 0.116 0.116 0.038 0.088 0.038 0.088 0.088 0.038 0.088 0.088 0.088 0.008 0.017 0.145 0.008 0.008 0.008 0.008 0.008 0,083 0.008 0.017 0.008 0.008

[29] 0.07% 0.106 0.106 0.106 0.106 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078 0.000 0.008 0.136 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.078 0.000 0.008 0.000 0.000 0.008
[30] 0.126 0.008 0.000 0.008 0.008 0.126 0.126 0.126 0.126 0.126 0.126 0.126 0.126 0.126 0.106 0.116 0.265 0.106 0.106 0.106 0.106 0.106 0.197 0.106 0.116 0.106 0.106 0.116 0.106

1- M. fasciculata; 2- M. flavolineata; 3- M. mondury-Rio Vermelho; 4- M. mondury-Pacoti; 5- M. mondury-Guaramiranga; 6- M. quinquefasciata-Flonal; 7- M.
quinquefasciata-Flona2; 8- M. quinquefasciata-Flona3; 9- M. quinquefasciata-Araripel; 10- M. quinquefasciata-Araripe3; 11- M. quinquefasciata-Jardim1; 12-
M. quinquefasciata-Sao Benedito; 13- M. quinquefasciata-Canto do Buriti; 14- M. quinquefasciata-Goias; 15- M. subnitida-Quixad4; 16- M. subnitida-Sousa; 17-
M. subnitida-Ocara; 18- M. subnitida-Mossoro; 19- M. subnitida-Russas; 20- M. subnitida-Sobral; 21- M. subnitida-Milha; 22- M. subnitida-Quixelo; 23- M.
subnitida-Aracati; 24- M. subnitida-Aracoiaba; 25- M. subnitida-Jodo Camara; 26- M. subnitida- Chorozinho; 27- M. subnitida-Araioses; 28- M. quadrifasciata;
29- M. mandacaia; 30- M. scutellaris.

FIGURA 08 — Matriz de distancia genética com os respectivos coeficientes de dissimilaridade genética entre as seqiiéncias parciais da
regido ITS1 do nrDNA das amostras do taxon Melipona, segundo o modelo matematico proposto por Jukes ¢ Cantor (JC), calculada

através do programa MEGA.
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5.10. Arvores filogenéticas
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g9 M. scutellaris
{ M. mondury - Rio Vermelho
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28 M. mondury - Guaramiranga

Scaptotrigona sp.

FIGURA 09 — Arvore consenso gerada pela analise do agrupamento do vizinho mais
proximo (NJ), com bootstrap de 1000 replicagdes, da regido ITS1 parcial do ntDNA para
o taxon Melipona, utilizando como grupo externo Scaptotrigona sp.. Os valores de
bootstrap encontram-se na base dos ramos.
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M. quadrifasciata
M. subnitida - Jo&o Camara

M. subnitida - Araioses

M. subnitida - Russas

M. subnitida - Quixada
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FIGURA 10 — Arvore consenso gerada pela analise de maxima parcimoénia (MP), com
bootstrap de 1000 replicagdes, da regidao ITS1 parcial do ntDNA para o taxon Melipona,
utilizando como grupo externo Scaptotrigona sp. Os valores de bootstrap encontram-se na
base dos ramos.
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FIGURA 11 — Arvore consenso gerada pela analise de méaxima verossimilhanga (MV),
com bootstrap de 100 replicagdes, da regido ITS1 parcial do nrtDNA para o taxon
Melipona, utilizando como grupo externo Scaptotrigona sp. Os valores de bootstrap
encontram-se na base dos ramos.
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As arvores construidas usando algoritmos baseados nos métodos de
agrupamento do vizinho mais proximo (NJ), méxima parcimdénia (MP) e maxima
verossimilhanga (MV) para as seqiiéncias parciais da regido pesquisada mostraram
essencialmente a mesma topologia (FIGURA 09, 10 e 11), com ligeiras variagdes tanto na
resolugdo dos ramos terminais como nos valores de bootstrap. Contudo, incoeréncias entre
topologias geradas por diferentes métodos podem levantar a questao de qual analise seria a
mais confiavel. Simulagdes computacionais realizadas por NEI (1991) apud NEI &
KUMAR (2000), demonstraram que quando a divergéncia entre as seqiiéncias ¢ baixa,
quando a taxa de substituicdo nucleotidica ¢ relativamente constante e hd um grande
numero de nucleotideos a serem examinados, a andlise de MP ¢ melhor do que os métodos
de distancia para se obter a topologia real. Desse modo, as amostras estudadas preenchem
todos os requisitos acima listados, implicando que o método de médxima parcimonia ¢
bastante adequado para representar a topologia verdadeira.

A andlise de maxima parcimonia incluiu 19 sitios informativos a parcimonia,
considerando os gaps como dados perdidos e assim levando em consideracao apenas 120
sitios do total de 141 alinhados. A arvore consenso do método MP foi gerada a partir de
480 arvores confeccionadas pelo programa, cujas darvores apresentaram indice de
consisténcia (CI — consistency index) de 0.963 e indice de retencao (RI — retention index)
de 0.985. Esta analise aliada ao teste estatistico do bootstrap com 1000 replica¢des gerou a
arvore consenso presente na FIGURA 10.

Esses indices calculados ao final da andlise de méxima parcimonia também
indicam quando a topologia esta bem determinada. Um CI proximo a 1 implica numa
baixa quantidade de homoplasias nos sitios analisados, assim como, valores de RI
proximos a 1 implicam que os sitios sdo bem informativos para a constru¢do de arvores
mais parcimoniosas (NEI & KUMAR, 2000; SCHNEIDER, 2003). Como todos os indices
obtidos foram maiores que 0,963, a topologia gerada através deste método (MP) se
encontra bem consistente no presente trabalho.

Trés grupos principais, sustentados por altos valores de bootstrap (> 95%),
foram bem definidos nas trés arvores confeccionadas e organizados como a seguir: Grupo
1- contendo as sequéncias de M. subnitida, M. quadrifasciata e M. mandacaia (todas

pertencendo ao subgénero Melipona); grupo 2 — abrangendo as seqiiéncias de M.
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quinquefasciata e M. fasciculata (ambas pertencendo ao subgénero Melikerria); grupo 3 —
tendo como representantes no presente trabalho, as seqiiéncias de M. mondury, M.
flavolineata e M. scutellaris (todas pertencentes ao subgénero Michmelia).

Através das trés arvores apresentadas no presente trabalho ainda podemos notar
a disposi¢do do grupo 3 (representado pelas abelhas do subgénero Michmelia) em um
ramo mais basal, enquanto que os outros dois grupos (subgéneros Melipona e Melikerria)
encontram-se dispostos no ramos mais apicais.

Todas as arvores filogenéticas foram capazes de recuperar a monofilia tanto do
género Melipona como também a dos trés clados, que apareceram como grupos
monofiléticos suportados por valores de bootstrap acima de 95%. Esses clados sdo
compativeis com os subgéneros, baseados em caracteres morfologicos, propostos por
MOURE (1992) e SILVEIRA et al. (2002) e também s3o compativeis com 0s mesmos
subgéneros suportados e baseados em dados moleculares relatados por FERNANDES-
SALOMADO et al. (2005).

No entanto, os dados de seqiiéncias parciais da regido ITS1 do nrDNA das
amostras estudadas foram insuficientes para distinguir as amostras estudadas em espécies
distintas, suportadas por bons valores de bootstrap (acima de 75%) quando comparadas
dentro do mesmo subgénero. Esse resultado deve-se, principalmente, ao fato de que o
comprimento da “interse¢ao central” obtida entre as 31 amostras estudadas (141 pb) foi
bastante pequena quando comparada ao real tamanho da regido ITS1 no taxon Melipona,
que varia de 1400 até proximo a 2000 pb (FERNANDES-SALOMAO et al., 2002;
FERNANDES-SALOMADO et al., 2005; CRUZ et al., 2006; PEREIRA et al., aceito).
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6. CONCLUSOES

O fragmento parcial da regido ITS1 do nrDNA obtido no presente trabalho
mostrou-se uma seqiiéncia com grande potencial para uma melhor resolucao dos

problemas filogenéticos em nivel de subgénero do taxon Melipona.

Os trés subgéneros estudados mostraram-se monofiléticos para todos os trés

métodos de reconstrucdo filogenética analisados (NJ, MP e MV).

A “intersecdo central” das seqiiéncias parciais, da regido ITS1 do nrDNA, das
amostras estudadas ndo foi capaz de desvendar os problemas filogenéticos e assim
propor uma classificagdo em nivel de espécie, baseada em dados moleculares para

o taxon Melipona.
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8. ANEXOS

ANEXO 1 - Interface do Instrument Control Manager (ICM) — Visualiza¢do da corrida

das amostras seqlienciadas no LGM, onde cada letra indica um poco da placa aplicada.
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ANEXO 2 - Seqiiéncias consenso da regido ITS1 parcial das amostras obtidas no LGM.

>Melipona fasciculata Belém-PA
TTAATATAACCAACGAGAATCGCGGAACGTAAGGAAACGACGGGAAGTGA
TTCGTCCGTTACTGAATCCTGTTCTACGCACGATCTCGCGAACCATTGCG
CCGTCGTGGCTGGCCCGCGCGCTTTCACCTTACCGAACGGCGACGTTCGA
GGTAAGGACGAAACACGCACGTTCGGATCGAATAGTTCGATCGAGGACGC
ACAGCCGGCCCCGAAGATGCCTTTCGAGAAAGGCAGTTGGAGTTCGAGAA
AAAGGGGCTGCACAGCCGGTCCATCTCCGAACGAAGGAATTTTCGAGCAA
AATTTCGACGAGAAGCGACGAAACGGGCGCACATTCCACACATTGCAACA
TTGGTTCCAGGTTACCCGGAGAGCCACGTATCGAACGTGGCTCCGTTCGC
TCGAACATCTTTCTGCAATCGACGAAGTACGCAGGCCCGATTGGTAGGCA
GCTCTTCGAGAGCCAGTAGTTCGATCCAAAGGGGCAGGTCCTCCGACATA
TATATCCCCGT

>Melipona flavolineata Belém-PA
CAGACGACACAAGTGCGTGCTCGAGACGAAATCCGTCAACGAGGACGGAC
GGGCGTAAAGTTCATTTAAAATAACCATCGAGAATCGCGGAACGTAAGGA
AACGACGGGAATTTATTCATCCGTTACTGAATCCTGTTCTACGCACGACC
TCGCGAACCGCACGATTGCGCGATGGCTGGCCCATGCGCTCCCGCCGAGG
GAGATGACGTTCGAGTTAACAACGTTCGGACGATAGTTCGATCGAAGACT
CACAGCCGGCCCCGATTGTTGTCTTTCAGGATTGAAGGACAGTTTGAGTT
CGAGCATAAAAAAAAGAACGGGGCTGCGCAGCCGGTCCTCCTCCGAACGG
ATTTTCAACCAAAATCTCGGCGAGATGCGACGAAACGGGCGCACGTTCCA
CTCGCCGCAAACATCCCGTGC

>Melipona mondury Rio Vermelho-MG
TGCGTGCTCGAGACGAAATCCGTCAACGAGGACGGACGGGCGTAAAGTTC
ATTTAAAATAACCATCGAGAATCGCGGAACGTAAGGAAACGACGGGAATT
TATTCATCCGTTACTGAATCCTGTTCTACGCACGACCTCGCGAACCGCAC
GTTTGCGCGATGGCTGGCCCATGCGCTCCCG

>Melipona mondury Pacoti-CE
GCTCGAGACGAAATCCGTCAACGAGGACGGACGGGCGTAAAGTTCATTTA
AAATAACCATCGAGAATCGCGGAACGTAAGGAAACGACGGGAATTTATTC
ATCCGTTACTGAATCCTGTTCTACGCACGACCTCGCGAACCGCACGATTG
CGCGATGGCTGGCCCATGCGCTCCCGCCGAGGGAGATGACGTTCGAGTTA
ACAACGTTCGGACGATAGTTCGATCGAAGACTCACAGCCGG

>Melipona mondury Guaramiranga-CE
TCAACGAGGACGGACGGGCGTAAAGTTCATTTAAAATAACCATCGAGAAT
CGCGGAACGTAAGGAAACGACGGGAATTTATTCATCCGTTACTGAATCCT
GTTCTACGCACGACCTCGCGAACCGCACGATTGCGCGATGGCTGGCCCAT
GCGCTCCCGCCGAGGGAGATGACGTTCGAGT



>Scaptotrigona bipunctata Maranguape CE
CCAAACGGGGAAACGAAGATTCGGGCGTCGCCGCATCGCACCGCGCAGAA
CGCGGTGGCGATTGACGACACAAAGTGTTCGAGACGAAATCCGTCAACGA
CGGGCGGGCGGAAAGTTCATTTAAAATAACCATCGAGAATCGCGGAACGT
AAGGAAACGACGGGTAGTGAATCATCCGAAACTGAATCCTGTTCTACGCA
CGATCTCGCGAACCATTTGCGCCGTGGCTGACCCATAAGCTTTCGCCCAG
AAAAAAAATAGAAAAAAGTTCGAAGAAAGTTCGATTATACGGTTCGAATC
TGGGCGAGAAGCTACGAAACGGGTGCACAATTCCACTCGGTGCAACATTG
GTTCCAGGTTACCCGGGCACACGTGTAAAAACGTGGCTTCGTTCGAACAT
CTTTCTGTTAAGAAAGATCAACGAAGGACACAGGCCCAATGGGTAGGCAG
CACTTACGCTTGCAGTTCGATCCCAAGGGGCAGGTCTTCGATATCCCGTT
GTTCTCGAGCGAGCGAACACACTCAGATCGCACGAAAACGAAGAAGGTGC
AACATCCAGGTCTCTC
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