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RESUMO

A superfamilia Apoidea (Hymenoptera) abriga cerca de 30.000 espécies
registradas e é constituida por varios subgrupos de abelhas apoides e vespas,
com tipos de habitos diferentes desde o cleptoparistismo até a eussocialidade.
As espécies dessa subfamilia podem ser identificadas pela divisdo corporal
(cabeca, messosoma e metassoma) e pela presencga ou auséncia de pelos sobre
o corpo. Devido a grande dificuldade em estabelecer marcadores moleculares
gue possam inferir a filogenia deste grupo, objetivamos nesse trabalho verificar
se o0 citocromo ¢, uma proteina essencial ao metabolismo oxidativo e producéo
de energia, altamente conservada nas espécies, pode cumprir satisfatoriamente
com esse papel. O trabalho consistiu em duas abordagens: 1) a busca das
sequéncias primarias do citocromo ¢ de organismos da superfamilia Apoidea
disponiveis em banco de dados biolégicos (NCBI Protein), para posterior
alinhamento mdltiplo e obtengéo de uma arvore filogenética através do programa
MAFFT; 2) comparacao com as filogenias presentes na literatura. Foram obtidas
sequéncias FASTA de 15 espécies, todas contendo 108 residuos de
aminoécidos. O cladograma obtido a partir do alinhamento proposto mostra que
as tribos Bombini e Apini parecem formar um grupo-irméo. O estudo também
mostrou que o ancestral em comum que origina a tribo Euglossini, também
origina as tribos Bombini, Apini e Meliponini, assim demonstrando que Apini e
Euglossini podem ser grupos parafiléticos. Apesar das poucas sequéncias de
citocromo ¢ de Apoidea disponiveis no NCBI Protein, foi possivel observar que
o cladograma parece andar de encontro com algumas propostas da literatura,
sugerindo que o citocromo ¢ parece ser promissor nesse proposito. No entanto,
este estudo nao propde de imediato uma nova classificacdo, pois seria
necessario analisar um numero maior de sequéncias primarias de diferentes
espécies de Apoidea. Portanto, sdo necessarios mais estudos em variados
grupos dentre os himendpteros para que seja possivel utilizar do citocromo ¢

como um possivel marcador.

Palavras-chave: Citocromo c; Apoidea; bioinformatica; filogenia.



ABSTRACT

The Apoidea superfamily (Hymenoptera) is home to about 30,000 recorded
species and consists of several subgroups of apoid bees and wasps, with
different types of habits from kleptoparist to eusociality. The species of this
subfamily can be identified by body division (head, mesosoma and metasoma)
and by the presence or absence of hair on the body. Due to the great difficulty in
establishing molecular markers that can infer the phylogeny of this group, we
aimed in this work to verify if cytochrome c, a protein essential to oxidative
metabolism and energy production, highly conserved in species, can
satisfactorily fulfill this role. The work consisted of two approaches: 1) the search
for the primary sequences of cytochrome c of organisms of the Apoidea
superfamily available in biological databases (NCBI Protein), for subsequent
multiple alignment and obtaining a phylogenetic tree through the MAFFT
program; 2) comparison with the phylogenies present in the literature. FASTA
sequences were obtained from 15 species, all containing 108 amino acid
residues. The cladogram obtained from the proposed alignment shows that the
Bombini and Apini tribes seem to form a sister group. The study also showed that
the common ancestor that gives rise to the Euglossini tribe also gives rise to the
Bombini, Apini and Meliponini tribes, thus demonstrating that Apini and
Euglossini can be paraphyletic groups. Despite the few Apoidea cytochrome ¢
sequences available in the NCBI Protein, it was possible to observe that the
cladogram seems to go against some proposals in the literature, suggesting that
cytochrome ¢ seems to be promising for this purpose. However, this study does
not immediately propose a new classification, as it would be necessary to analyze
a greater number of primary sequences from different Apoidea species.
Therefore, more studies are needed in different groups among the Hymenoptera

so that it is possible to use cytochrome c as a possible marker.

Keywords: Cytochrome c; Apoidea; bioinformatics; phylogeny.
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1. INTRODUCAO

Apoidea é uma superfamilia que abriga cerca de 30.000 espécies
registradas, constituida por varios subgrupos de abelhas apoides e vespas, com
tipos de habitos diferentes que figuram desde o cleptoparistismo até a
eussocialidade (SANN et al., 2018). A monofilia de Apoidea € suportada por uma
série de caracteres morfolégicos, incluindo (i) a forma arredondada lobo pronotal
bem separado da tégula, (ii) a extensao ventral do pronoto para cercar ou quase
circundar o térax atrds da coxa anterior, e (iii) aumento do metaposnoto
(Michener 2007). Estudos acerca desses individuos sdo de grande importancia
para conservacdo do meio ambiente, delinear parametros ecologicos e
compreender 0s servicos ambientais. As abelhas, por exemplo, s&o importantes
no equilibrio ecoldgico, sendo responsaveis pela polinizacdo de cerca de
70%das plantas floriferas, além de proverem produtos como cera e mel de
consideravel valor econémico (Ollerton et al 2011).

A bioinformética tem contribuido de maneira significativa para o
armazenamento e analise de dados biol6gicos moleculares, melhorando
significativamente o entendimento de varias questées em biologia. Como
exemplo mais pratico, podemos citar a elucidacdo do genoma humano,
divulgado em 2001, com milhdes de bases nitrogenadas, no qual uma infinidade
de dados foi gerada, se fazendo necessario que houvesse uma boa ferramenta
de armazenamento e organizacdo de dados. Nesse sentido, a bioinformética
surge como um suporte organizacional e de armazenamento, diminuindo os
riscos de perda. Muito além disso, a bioinformética utiliza esses dados para
auxiliar em estudos filogenéticos, tornando possivel através do mesmo sanar
duvidas acerca das classificacfes atuais da biodiversidade que carecem de
estudos mais aprofundados, em nivel molecular (LEAL, 2004).

O citocromo ¢ € uma molécula fortemente conservada, e preserva sua
funcdo, encontrada na célula, precisamente na mitocdndria, participando da
cadeia de transporte de elétrons, refletindo o carater de origem evolutiva nos
individuos (LEHNINGER et al, 2014). O carater evolutivo significa mudanca ao
longo das geracbes, em todos os niveis, desde sequéncias de DNA até a
morfologia externa e o0 comportamento social, e que ser podem ser modificadas

a partir dos seus ancestrais durante a evolugéo (RIDLEY, 2006), sendo assim
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com a baixa taxa de modificacdo do citocromo c € possivel através desta
informacdo fazer um comparativo de varias sequéncias de proteinas de
determinados organismos, possibilitando o alinhamento, e, portanto,

compartilhamento evolutivo, bem como obter uma arvore filogenética.

Em artigo publicado na Science em 1978, Robert Schwartz e Margareth
Dayhoff apresentaram &rvores filogenéticas mostrando as relacdes de
parentesco entre varios organismos diferentes (procariotos e eucariotos) obtida
a partir da analise do alinhamento multiplo das sequéncias de algumas proteinas,
incluindo o citocromo ¢ (SCHARWTZ; DAYHOFF, 1978). Essa arvore apresenta
forte correlacdo com as ideias evolutivas ja propostas por outras abordagens
metodoldégicas, validando a ideia de que ferramentas de bioinformética podem

ser Uteis para um melhor entendimento destas questées.

Devido a grande dificuldade em estabelecer marcadores moleculares que
possam sanar as relagdes filogenéticas de Apoidea, o objetivo foi verificar se o
citocromo ¢ pode ser um possivel marcador molecular para este propésito.
Diante disso, buscamos obter sequéncias primarias do citocromo ¢ das espécies
pertencentes ao clado Apoidea que estao disponiveis no banco de dados, para
assim fazer um comparativo com as informac¢fes cladisticas presentes na

literatura atual.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1Filogenia e Reldgio Molecular

Um dos primeiros estudiosos a criar um sistema que estabelece um critério
de organizar a diversidade biol6gica em categorias foi Carolus Linnaeus (ou Carl
Linné). Linnaeus criou uma série de categorias taxondmicas que segundo
Amorim (1994) foram: Espécie, Ordem, Classe e Reino. Porém, a visdo de
Linnaeus era essencialista tipolégica, ou seja, procuravam caracteristicas
morfologicas que fossem compartilhados por uma ou mais espécies e a partir da
definicio de um tipus, ou caracteristica perfeita. Variacbes dessas
caracteristicas eram entdo agrupadas formando amplos grupos de organismos,
criando uma classificagdo hierarquizada (MOREIRA, 2009). Séculos apo6s a
classificagao de Linnaeus, surgiu a Teoria da Evolugao de Charles Darwin. Essa
Teoria tinha como hipétese a ideia de que todos os individuos descendiam de
um ancestral comum, isso fez com que varios taxonomistas utilizassem o
sistema de Linnaeus, adaptando-o com as rela¢fes filogenéticas. Foi através
das analises genéticas de RNA ribossémico 16S, que Carl Woese em 1977
dividiu os seres vivos fundamentalmente em trés dominios: Bacteria, Archaea e
Eukarya (LESK, 2014).

Na década de 1950, com a criacdo da eletroforese em amido, que consiste
na migragdo de micromoléculas sob influéncia de um campo elétrico, muitos
estudos acerca das proteinas surgiram. Alguns anos depois, surgiu a primeira
sequéncia completa da proteina insulina, através desse sequenciamento foi
possivel comparar a insulina de diversos individuos (boi, ovelha, porco, cavalo e
baleia) e perceber que haviam substituicdes em aminoacidos em diferentes
partes da proteina, entretanto parecia ndo ter efeito em sua atividade. Assim a
Era das Proteinas teve seu auge na década de 1960, quando ja havia o
conhecimento de varias sequéncias de proteinas e sua analise proveu dados
moleculares capazes de inferir sobre a evolucdo dos grupos biologicos. Através
desses avan¢os na ciéncia moderna foi-se capaz de propor hipoteses de
relacdes evolutivas entre ordens, classes, filos, reinos baseando-se em filogenia
molecular. As ideias revolucionarias de Willi Hennig (1950), foram essenciais
para o desenvolvimento do pensamento filogenético (cladisticas), especialmente

depois datraducéo para o inglés de seu livro em 1966. A proposi¢cao fundamental
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da ideia de Henning € de que uma vez surgido, um carater permanece em todos
0s seus descendentes, 0 que permite inferir o grau de parentesco evolutivo entre
espécies. Ele definiu os termos até hoje utilizados como apomorfia, plesiomorfia,
monofilia, parafilia, etc, e propds que a evolucdo era parcimoniosa, propondo
entdo um método simples e eficaz para construcdo de arvores filogenéticas
(AMORIN,2002).

Muitas proteinas sao “fosseis vivos”, em que suas estruturas foram
conservadas pelo processo evolutivo ao longo dos bilhdes de anos, evoluindo
de sequéncias ancestrais comuns por um grande numero de pequenas
mudancas (SCHWARTZ; DAYHOFF, 1978). Para estimar as distancias dessas
mudancas, Emile Zuckerkandl e Linus Pauling (1962) criaram a Teoria do
Reldgio Molecular, que leva em consideragdo o numero de substituicbes
moleculares medidas através das sequéncias de proteinas ou DNA supondo que
a taxa de substituicbes € constante, ou seja, quanto mais similares
geneticamente, menor o tempo de separacdo entre as espécies (SOLE-CAVA;
SILVA; LOBO-HAJDU, 2010).

Essa teoria foi baseada em analises de moléculas de hemoglobina, em que
as taxas evolutivas eram aproximadamente constantes, o que foi corroborado
por Margoliash (1963) que fez testes com os aminoacidos do citocromo c de
varios organismos, percebendo que este fenbmeno ocorria nesta proteina
(ARAUJO, 2022). Contudo, alguns autores se posicionam contra essa ideia pois
dizem que é biologicamente improvavel que as taxas de substituicdo
permanecam constantes em linhagens que sdo filogeneticamente distantes
(RIDLEY, 2006).

2.2 Bioinformética

Pode-se dizer que a bioinformatica teve seu comeco quando em 1950,
James Watson e Francis Crick publicaram na Revista Nature o famoso trabalho
sobre a estrutura em hélice do DNA. Outro ponto histérico que muito contribuiu
foram os trabalhos de Linus Pauling e Robert Corey no inicio dos anos 1950,
bem como o trabalho de Gopalasamudram N. Ramachandran no inicio dos anos
1960, que forneceram as bases para a compreensao da estrutura tridimensional
das proteinas (VERLI,2014).
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Na década de 1970, quanto mais sequéncias de DNA e proteinas estavam
disponiveis, cresceu o interesse em desenvolver programas de computador para
analisar essas sequéncias de varias maneiras. A Nucleic Acids Research
publicou duas edicOes especiais em 1982 e 1984 dedicadas ao uso de
computadores para analise de sequéncias, incluindo programas para
computadores mainframe acompanhado o desenvolvimento do processamento
dos microcomputadores. Pouco depois, o Genetics Computer Group (GCG) foi
fundado na Universidade de Wisconsin por J. Devereux, oferecendo um conjunto
de programas para analise que rodavam em um computador VAX (MOUNT,
2004).

2.3 O citocromo ¢

A mitocondria € um dos componentes celulares mais importantes, uma
vez que é responsavel pelo metabolismo energético oxidativo, ou seja, pela
respiracao celular. Possui uma membrana interna e outra externa, ha também
uma parte aquosa em sua estrutura interna na qual denomina-se matriz
mitocondrial (LAURENCE et al, 2013).

Membrana externa

Membrana

: Matriz
interna

Figura 1. Estrutura da mitocéndria.
Fonte: LAURENCE, Moran et al. 2013

Na composicao proteica da mitocondria tem o que é comumente conhecido
como citocromos. Os citocromos sao coenzimas proteicas classificadas em
diferentes tipos em funcdo de sua cadeia polipeptidica e que garante sua
propriedade distinta, classificados de maneira geral em citocromo a, b e c, esses

apresentam um grupo ferro associado a porfirina em sua estrutura, geralmente
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nominados de grupo heme (SILVEIRA, 2012). O citocromo ¢ esta associado a
superficie da membrana interna mitocondrial, e € uma proteina produto de um
gene nuclear, pequena e altamente conservada que apresenta massa molecular
de 12,4 kDa, e é responsavel por desempenhar o transporte de elétrons
(AUGUSTO, 2011).

Figura 2. Estrutura molecular do citocromo ¢ do Equus caballus, obtida no Protein Data Bank
(Cdodigo 1AKK). Fonte: BANCI, Lucia et al. 2022.

O citocromo c patrticipa ativamente da cadeia transportadora de elétrons,
contendo algumas cépias da proteina, sdo elas: citocromo ¢ oxidorredutase,
também chamado complexo do citocromo bcl, que catalisa a oxidacdo de
moléculas de ubiquinol (QH2) na membrana e a reducdo de uma molécula mével

e hidrossolavel de citocromo ¢ na superficie externa, servindo como carreador
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movel, levando elétrons para o préximo complexo da cadeia. Como o citocromo
€ uma proteina transportadora de elétrons em diversas espécies, a conservagao
da estrutura da proteina € um reflexo de sua interagdo com o grupo heme
presente nela e sua fungéo conservada em quase todos 0s organismos. Sendo
assim a estrutura do citocromo c de todas as espécies sdo muito semelhantes e
as sequéncias de aminoacidos da cadeia polipeptidica sdo bem conservadas
(LAURENCE et al,2013). Alguns termos na leitura das sequencias proteicas se
culminaram, sdo elas: regides conservadas que sdo aminoacidos idénticos das
sequéncias analisadas; regides conservativas aminoacidos que foram
substituidos, porém nédo perderam sua funcao, e regides seminconservativas que
sdo aminoacidos sustituidos e podem ou ndo mudar a configuracdo da funcao

proteica.

A filogenia baseada na analise de homologia do citocromo ¢ ajuda a
entender como se originou a mitocéndria e como ela evoluiu. Como o citocromo
c é codificado no nucleo, mas funciona na mitocondria, essa relacdo é explicada
na teoria simbiotica pela transferéncia de informacdo genética, o que inclui o
gene do citocromo c, da bactéria invasora aerébia para o hospedeiro
protoeucarioto durante o desenvolvimento de seu relacionamento (SCHWARTZ;
DAYHOFF, 1978).

2.4 Hymenoptera: Apoidea
2.4.1 Visao sobre a classificacdo de Apoidea

Embora visualmente falando abelhas apoides e vespas esfecoides sejam
grupos com diferencas, eles compartilham relacdes evolutivas muito préximas.
Pode-se dizer que abelhas sdo vespas, cujo individuos, em vez de cacar
predatoriamente, coletam polen e néctar nas flores para alimentarem suas proles
(SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002). Em uma hipo6tese de Sann et al, 2018, a
familia Ammoplanidae possivelmente representa a linhagem irméa existente das
abelhas. As espécies de Ammoplanidae sdo conhecidas por cacar tripes, dos
guais alguns se agregam em flores e se alimentam de pdlen. A biologia
especifica de Ammoplanidae como predadores indica como a transicdo de uma
vida predatdria para uma vida de coleta de pdlen estilo poderia ter ocorrido na

evolucéo das abelhas.
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As abelhas e vespas esfecoéides séo classificadas como uma superfamilia
h& muito tempo. Em seu livro An introduction to entomology, publicado em 1925,
John Henry Comstock combinou esses dois grandes grupos em uma
superfamilia conhecida como Sphecoidea. Alguns autores no passado
separavam esses individuos em duas superfamilias Sphecoidea e Apoidea
(MICHENER, 2007). Em trabalhos de Brothers e Carpenter (1993) defendem
colocar as vespas esfecoides e as abelhas na mesma superfamilia, tornando-os
um grupo monofilético. O que segundo Michener (2007) levou autores a
reconhecer apenas duas familias principais no clado Apoidea, sendo eles:
Sphecidae e Apidae. Entretanto, esses sdo grupos muito diversos, como €
proposto por Michener (2007) a superfamilia é subdividida em:

Tabela 1. Classificacdo de Apoidea por Michener (2007).

Fonte: MICHENER, C. D. 2007.
Familia Ampulicidae

Familia Crabronidae Vespas esfecéides

Familia Sphecidae

Familia Andrenidae
Familia Apidae
Familia Colletidae
Familia Halictidae Abelhas
Familia Megachilidae
Familia Melittidae

Familia Stenotritidae

Melo (1999) reconheceu, além das abelhas, os grupos de vespas em
Apoidea: Heterogynaidae, Ampulicidae, Sphecidae s.str. e Crabronidae. Em
publicacdo recente no Catélogo de Sphecidae sensu lato (= Apoidea excluindo
Apidae), é proposto por Pulawski (2021) que esse grupo deve ser dividido em:

Heterogynaidae, Ampulicidae, Sphecidae s.str. e Crabronidae.

Em estudos de Debevec et al, 2012 a superfamilia Apoidea inclui as
abelhas (Anthophila), bem como quatro familias de vespas predadoras
(Heterogynaidae, Ampulicidae, Sphecidae e Crabronidae) coletivamente
referidas como as vespas “esfecoides” ou “apoides”. O autor diz que os estudos
mais citados sugerem que as abelhas s&o irmés da familia de vespas

Crabronidae, entretanto algumas hipoteses foram propostas com base em dados
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morfologicos e moleculares. Os resultados do estudo de Debevec et al, 2012
mostram que 0s possiveis grupos irméos das abelhas incluem Philanthinae
Pemphredoninae ou Philanthinae + Pemphredoninae (Crabronidae). Além de
trazer um suporte adicional para a hipotese de que as abelhas surgem de

Crabronidae, em vez de serem irmas de Crabronidae.

O Danforth, 2013 fala que a compreensdo da filogenia desse grupo
melhorou nos udltimos anos através de novos dados, principalmente dados de
sequéncia de nucleotideos e novos métodos, principalmente métodos baseados
em modelos de reconstrucéo de filogenia ajudaram resolver a colocacéo de

abelhas dentro da superfamilia Apoidea.

2.4.2 Caracteristicas morfoldgicas gerais de Apoidea

O corpo de Apoidea, assim como 0s corpos de outros insetos, é formado
por unidades denominadas metameros. Esses segmentos séo divididos em trés
categorias chamadas de tagmas, séo elas: cabeca, messosoma e metassoma
(Fig. 3 e 4). Esse taxon possui algumas caracteristicas compartilhadas, tais
sinapomorfias garantem que esses individuos sejam agrupados, sao elas:
Pronoto com angulo posterolateral reduzido acima do I6bulo espiracular; Pronoto
com um par de carenas laterais em angulo oblicuo; Metaposnoto expandido
posteriomente para formar o triangulo propodeal;

Muitas abelhas tém um par de linhas impressas no propédeo, comecando
em seus dorsolaterais anteriores e estendendo-se para baixo e posteromedial,
guase atingindo a fossa propodeal, uma depressao mediana da face pdstero-
inferior. Essas linhas, juntamente com a margem dorsal anterior do propodeo,
completam o triangulo propodeal. Este triangulo é conhecido como metaposnoto
em morfologia (MICHENER apud BROTHERS, 1976).
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7 escapo _]
ocelo cabeza
partes 0jo
bucales 5 ———-—_—l _______ -
S propleura
PRHERRY ,—:\\(\pronoto
mesopleura : mesoscudo
metapleura EA tégula ST,
AR
i chlanom
metacoxa ( | "——propodeo |
esterno +— [Crgo metasoma

ovipositor

|e—— ovipositor (aguijén) (aguijon)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencédo da sequéncia de citocromo c de interesse

A busca pelas sequéncias de citocromo c foi realizada no banco de dados
do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/>. Como critério de exclusdo, foram buscados
organismos com percentual de identidade igual ou superior a 86,24% comparado
a sequéncia FASTA do citocromo ¢ de Apis mellifera ou Melipona quadrifasciata,
a partir da ferramenta Basic Local Algorithm Search Tool (BLAST)
<https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi> que fazem parte do clado Apoidea.
Optou-se por analisar apenas 0s organismos que apresentavam todos os 108

residuos de aminoacidos.

3.20btencao do alinhamento das sequéncias de citocromo C de interesse

no Clustal Omega

As sequéncias obtidas foram submetidas ao site Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), que também €& um software de
alinhamento de multiplas sequéncias. Na homepage, apés a codificacdo das
sequéncias, essas sequéncias sdo colocadas em uma caixa de texto. Para
conseguir fazer o alinhamento foi escolhido nas configuragbes avancadas a
estratégia de andlise automatica, isto fez com que o software reconhecesse qual
melhor estratégia para as sequéncias. O alinhamento apresentou as
caracteristicas: Regifes conservadas, conservativas e seminconservativas,

representadas respetivamente pelos simbolos: (*); (); (). (Ver fig. 10).

Para verificar se o sitio de ligacdo do grupo prostético heme é altamente
conservado em Apoidea, realizamos o alinhamento das sequéncias FASTA do
citocromo ¢ de Apis mellifera e da estrutura tridimensional de Equus caballus
depositada no Protein Data Bank (PDB), de codigo 1AKK (essa estrutura foi
identificada como a mais préxima de Apis mellifera, de acordo com o BLAST). A
partir do programa LIGPLOT implementado no PDBSum

<http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-bin/pdbsum/GetPage.pl>, foi
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possivel identificar os aminoacidos que fazem parte do sitio de ligacdo do grupo
prostético heme em Equus caballus, para posterior analise do grau de homologia

nas demais sequéncias alinhadas de Apoidea.

3.3 Obtencédo de dendrogramal/arvore filogenética no MAFFT

O software online MAFFT! (Multiple Alignment Program for amino acid or
nucleotide sequences) foi utilizado para a analise filogenética. Apds a aquisicdo
do alinhamento das sequéncias, para gerar o dendrograma/arvore filogenética,
foi obtido pela opcao: Phylogenetic Tree. em configuracdes avangadas o método
escolhido foi o Neighbor Joining (NJ) que se baseia no principio de evolucéo
minima a cada unido de ndés vizinhos (SOUZA, 2010) (Ver fig. 14). Na
visualizagdo, foi utilizado a configuracdo Reroot (Ver fig. 16) na espécie
considerada mais distante, assim o software pdde reconfigurar a arvore de
acordo com a distancia por meio do relégio molecular. Todas as configuracdes
padrdo do software MAFFT para a determinacdo da arvore filogenética foram

adotas neste estudo.

! https://mafft.cbrc.jp/alighment/server/
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sequéncias de citocromo C

Tendo como base os organismos com percentual de identidade igual ou
superior a 86,24% comparado a sequéncia FASTA do citocromo ¢ de Apis
mellifera ou Melipona quadrifasciata, foram reunidas 15 espécies, prevalecendo

aquelas com residuos de 108 aminoacidos (Tabela 2).

Tabela 2. Organismos do clado Apoidea utilizados para obtencéo da sequéncia FASTA do

citocromo ¢ no NCBI Protein. Fonte: DADOS DO AUTOR, 2022.

Organismo Numero de Superfamilia/Familia*
acesso (NCBI
Protein)

Ampulex compressa KAG7208637.1 Apoidea/Ampulicidae

Apis dorsata XP_006612971.1 Apoidea/Anthophila/Apidae
Apis florea XP_003692897.1 Apoidea/Anthophila/Apidae
Apis laboriosa XP_043791397.1 Apoidea/Anthophila/Apidae
Apis mellifera NP_001170961.1 Apoidea/Anthophila/Apidae
Bombus terrestris XP_003394648.1 Apoidea/Anthophila/Apidae
Ceratina calcarata XP_017890006.1 Apoidea/Anthophila/Apidae
Colletes gigas XP_043260830.1 Apoidea/Anthophila/Colletidae

Eufriesea mexicana XP_017759263.1 Apoidea/Anthophila/Apidae

Frieseomelitta varia XP_043513165.1 Apoidea/Anthophila/Apidae

Megachile rotundata XP_003701289.1 Apoidea/Anthophila/Megachilidae

Melipona KOX69899.1 Apoidea/Anthophila/Apidae
quadrifasciata

Nomia melanderi XP_031827659.1 Apoidea/Anthophila/Halictidae
Osmia bicornis XP_029042037.1 Apoidea/Anthophila/Megachilidae
bicornis

Osmia lignaria XP_034187101.1 Apoidea/Anthophila/Megachilidae

Como resultado da tabela obtida € possivel perceber que, através do
cédigo FASTA que reune 0s organismos mais proximo com base na
porcentagem comparativa. No anexo A sao apresentadas as sequéncias FASTA

usadas para este estudo.

4.2 Analise comparativa estrutural do citocromo ¢ em Apoidea

O resultado do alinhamento mdltiplo obtido pelo Clustal Omega demonstra

gue o citocromo ¢ em Apoidea é altamente conservado, uma vez que se que se
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notou que 82 aminoacidos presentes nessas sequéncias sao conservados
(75,92%), 13 aminoacidos séo conservativos (12,04%) e 13 aminoacidos séo
semiconservativos (12,04%). Esse dado corrobora com o trabalho de Margoliash
(1963) (apud ARAUJO, 2022) quando fez alinhamento do citocromo ¢ de varios
individuos de diferentes espécies e observou alto grau de homologia.

Na figura 5 temos os aminoacidos do sitio de ligacdo do grupo prostético
heme na estrutura tridimensional do citocromo ¢ de Equus caballus (cédigo PDB
1AKK) obtido a partir do programa LIGPLOT. A partir desses dados,
identificamos no alinhamento com a sequéncia FASTA do citocromo ¢ de Apis
mellifera todos os aminoacidos que também interagem com a molécula de heme,
0s quais estdo destacados na figura 5. A partir dessa analise, foi possivel
verificar que dos 17 aminoacidos do sitio de ligacdo, 15 sdo conservados
(88,24%), 1 é conservativo (lle por Leu, 5,88%) e 1 é semiconservativo (Thr por
Val, 5,88%). Essas pequenas mudancas ndo parecem alterar a funcdo da
proteina, uma vez que sao residuos de aminoacidos envolvidos em interacfes
de Van der Waals com o grupo prostético (para manter a estabilidade do
complexo) e nao estao envolvidos diretamente com as reacdes de oxirreducéo
ou com o transporte de elétrons. Esses aminoacidos reforcam que a interacéo
com o grupo heme permaneceu conservada mesmo ap0s varias mudancgas ao

longo da evolugéo.

Figura 5. Aminoacidos do sitio de ligagao do citocromo ¢ de Equus caballus (Cédigo PDB 1AKK)

obtidos a partir do programa LIGPLOT.
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

Equus_caballus ----- GDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKIEGPNEHGLEFGRKEGOAPGE TETDANKNK 55

Apis mellifera MGIPAGDPEKGKKIFVQKCAQCHTIESGGKHKIGPNLYGVYGRKTGQAPGYSYTDANKGK 60
o KA KKK A KK A KK AR KA RK ek Kk kA k Ak ko sk s s kh kA hk Ak h o s kk ARk kK

Equus_caballus GITWKEETLME¥MLENPKKYIPGTEMIEAGEKKKTEREDHIAYLKKATNE 104

Apis mellifera GI TWNKETLFEYLENPKKYIPGTKMVFAGIKKPQERADLIAYIEQASK— 108

**** *** *************** * kK . ** * * ***** .ok .

Figura 6. Alinhamento multiplo das sequéncias FASTA do citocromo ¢ de Apis mellifera e Equus
caballus (estrutura tridimensional de cédigo PDB 1AKK) obtido a partir do Clustal Omega. Os
residuos de aminoécidos destacados estdo envolvidos nas interacdes intermoleculares com o
grupo prostético heme: Em verde, residuos de aminoacidos envolvidos em interacdes
hidrofébicas ou forcas de Van der Waals; em azul, residuos de amino&cidos envolvidos em
ligagBes de hidrogénio; em amarelo, cisteinas ligadas ao grupo heme e em cinza, residuos
envolvidos em interacdo com o ion ferro (Fe). (*): residuos conservados; (:): residuos
conservativos e (.) residuos semiconservativos.

Fonte: Dados do autor.

Considerando o clado Apoidea, 16 aminoacidos sao idénticos e
conservados (figura 6 e Tabela 3), com excecéo da Leu90 que em E. mexicana
aparece uma substituicdo por 11€90. No entanto, essa substituicdo ndo acarreta
em alteracfes funcionais significativas, uma vez que esses dois aminoacidos
possuem cadeia lateral hidrofébica e ramificada, mantendo a estabilidade do
heme no citocromo c. Ressalta-se também que todos os residuos de
aminoéacidos envolvidos em ligacbes de hidrogénio e em interagcdes com o
cofator ferro (Fe) sdo conservados em todas as espécies analisadas (Figura 6 e
tabela 3).
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

Ampulex compressa MGVPSGDPEKGKKVEVQRCAQCEIT IEAGGKHKMGPNEHGIVGRKEGQAPGE 60
Eufriesea mexicana MGVPAGDPEKGKKIFVQKCAQCEIT IEAGGKHKMGPNEHGVVGRKEGQAPGY S 60
Nomia melanderi MPVPAGDVEKGKKLFVQRCAQCEIT IEAGGKHKMGPNEHGI IGRKEGQAAGY S 60
Ceratina calcarata MGVPAGDPEKGKKIFVQKCAQCEIT IEAGGKHKMGPNEHGIVGRKEGQAPGY S 60
Colletes gigas MGVPAGDTEKGKKLEFVQRCSQCEITIEAGGKHKMGPNEHGI IGRKEGQOAPGY S 60
Megachile rotundata MGVPAGDPEKGKKVFVQRCSQCEIT IEAGGKHKMGPNEHGI IGRKEGQAPGY S 60
Osmia bicornis MGVPAGDPEKGKKLEFVQRCSQCEIT IEAGGKHKMGPNEHGIVGRKEGOAPGFES 60
Osmia_lignaria MGVPAGDPEKGKKLFVQRCSQCEIT TEAGGKHKMGPNEHGIVGRKEGQAPGY S 60
Frieseomelitta varia MGVPAGDVEKGKKLFVQKCAQCEIT IEAGGKHKMGPNEHGIMGRKEGQAPGY S 60
Melipona guadrifasciata MGVPAGDAEKGKKLFVQKCAQCEIT IEAGGKHKMGPNEHGIMGRKEGQAPGY S 60
Bombus_ terrestris MGVPAGDPEKGKKLFVQKCAQCEIT IEAGGKHKMGPNEHGVMGRKEGQAPGY S 60
Apis_florea MGIPAGDPEKGKKIFIQKCAQCEITIESGGKHKMGPNEYGVYGRKEGQAPGYS 60
Apis mellifera MGIPAGDPEKGKKIFVQKCAQCEIT IESGGKHKMGPNEYGVYGRKEGQAPGY S 60
Apis_dorsata MGVPAGDPEKGKKIFVQKCAQCEITIESGGKHKMGPNEYGVYGRKEGQAPGY S 60
Apis laboriosa MGIPAGDPEKGKKIFIQKCAQCEITIESGGKHKMGPNEYGVYGRKEGQAPGYS 60

K ek ekk Khkkhkkekskekhkokhhkhhkohhhhkhhhhhhkekhe khkhkkhkhkkx Koo

Ampulex compressa GITWNKDTLFEMLENPKKYIPGTKMVEAGEKKPQERADBIAYIEQASK 108
Eufriesea mexicana GITWNRDTLFENMLENPKKY IPGTKEVEAGEMKKPQERADEIAYMEQESK 108
Nomia melanderi GITWNKDTLFEMLENPKKYIPGTKMVEAGEKKPOQERADBIAYIEQASK 108
Ceratina calcarata GITWNKDTLFENMLENPKKY I PGTRKEVEAGHKKPQERGDEIAYIEQASK 108
Colletes gigas GITWNKDTLFENMLENPKKY IPGTRMVEAGHKKPOQERADEIAYIEQASK 108
Megachile rotundata GITWNKDTLFENMLENPKKYIPGT AGEKKPQERADEIAYIEQASK 108
Osmia bicornis GITWNKDTLFEMLENPKKYIPGT AGEKKPQERADEIAYIEQASK 108
Osmia_lignaria GITWNKDTLFEMLENPKKYIPGT AGHKKPQERADEIAYIEQASK 108
Frieseomelitta varia AITWSRDTLFEMLENPKKYIPGT AGEKKAQERADEIAYIEQASK 108
Melipona guadrifasciata AITWSRDTLFEMLENPKKYIPGT AGHKKAQERADEIAYIEQASK 108
Bombus_ terrestris GITWNKDTLFENMLENPKKYIPGT AGEKKPQERADEIAYIEQASK 108
Apis_florea GITWNKETLFEMLENPKKYIPGT AGHKKPQERADEIAYIEQASK 108
Apis mellifera GITWNKETLFENMLENPKKY IPGTRMVEAGHKKPQERADEIAYIEQASK 108
Apis dorsata GITWNKDTLFEMLENPKKYIPGTKMVEAGEKKPQERADBIAYIEQASK 108
Apis laboriosa GITWNKDTLFENMLENPKKY I PGTKUVEAGEKKPQERADEIAYIEQASK 108

Kok Kk

ok kK k ko k ok ok ok ok ok ok Kk ok ok ok Kk ok ok ok e

Kok kkk  kkkkk e kk Kk

Figura 7. Alinhamento mdltiplo das sequéncias FASTA do citocromo ¢ de diferentes organismos
do clado Apoidea determinado a partir do Clustal Omega. Os residuos de aminoacidos
destacados estdo envolvidos nas intera¢des intermoleculares com o grupo prostético heme: Em
verde, residuos de aminoacidos envolvidos em intera¢des hidrofébicas ou forcas de Van der
Waals; em azul, residuos de aminoacidos envolvidos em liga¢des de hidrogénio; em amarelo,
cisteinas ligadas ao grupo heme e em vermelho, residuos envolvidos em interagdo com o ion
ferro (Fe). (*) residuos conservados; (;) residuos conservativos e (.) residuos semiconservativos.
Fonte: Dados do autor, 2022.

Tabela 3. Residuos de amino&cidos do citocromo ¢ envolvidos nas intera¢des intermoleculares
com o grupo heme em Apoidea. O ndmero ap6és o aminoacido indica a posi¢do deste na

sequéncia primaria.

Interacdes intermoleculares com o Aminoéacidos (em Apoidea)

grupo heme

Ligac&o de hidrogénio Thr54, Asn57, Trp64, Thr83

His23; Met85

Cysl19 e Cys22

Val33, Leu37, Thrd45, Tyr53, Tyr72,

Lys84, Phe87, Leu90 (1le90), Leu99.

Interacdo com ion Fe

Cisteinas ligadas ao grupo heme

Interagbes hidrofébicas ou de Van der

Waals
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10 20 30 40 50 60 70 30 90 100

Ampuiex_compressa-10EMGYESGOPEKGEKYFVARCAQCHT | EAGGKHKVGENLHG | VGREKTGQAP GF AY TDANKAKG | TWMKDTLFEYLENFKKY |PGTKMYFAGLKKFQERADL | AY | EQASK
Megachile_rotundata1-108MGYVP AGDPEKGKKYVEVARCSQCHT | EAGGKHKVGPNLHG | | GRETGQAPGYSY TDANKAKG | TWMKDTLFEYLENPKKY IPGTEKMYFAGLKKFRERADL | AY |EQASK
Nomia_melanderit-106 MPVPAGDVEKGKKLFVARCAQCHT | EAGGKHKVGENLHG | | GRETGQAAGYSY TDANKAKG | TAMKDTLFEYLENPKKY IPGTKMYFAGLKKFRQERADL | AY | EQASK
Colletes_gigas/1-108 MGVPAGDTEKGKKLFVARCSQCHT |EAGGKHKVGPMNLHG | | GRKTGAAFGYSY TDANKAKG | TWMKDTLFEYLENPKKY IPGTKMVFAGLKKFQERADL | AY |EQASK
Csmia_bicornis1-108 MGVP AGDPEKGKKLFVARCSQCHT | EAGGKHKYGPNLHG | VGRKTGAAFGFSY TDANKAKG | TWMKDTLFEY LENPKKY IPGTKMVFAGLKKFQERADL | AY |EQASK
Osmia_lignaria1-108 MGVPAGDPEKGKKLFVARCSQCHT | EAGGKHKYGPMNLHG | VGRKTGAAFPGYSY TDANKAKG | TWMKDTLFEYLENPKKY IPGTKMVFAGLKKFQERADL | AY |EQASK
Ceratina_calcarata!-108 MGVPAGDFEKGKK | FVAKCAQCHT | EAGGKHKVGENLHG | VGREKTGQAPGYSY TDANKAKG | TAMKDTLFEYLENFKKY IPGTKMYFAGLKKFRERGDL | AY | EQASK
Bombus_terrastrisf-108  MGVPAGDFEKGKKLFVAKCAQCHT | EAGGKHKVGENLHGYMGREKTGRAPGYSY TDANKSKG | TAMKDTLFEYLENFKKY IPGTKMVFAGLKKFQERADL | AY | EQASK
Frisseomelita_varia1-108 MGVPEAGDVEKGKKLFVAKCAQCHT | EAGGKHKVGFE NLHG | MGREKTGQAPGYSYTDAMN | SKA I TWSRDTLFEYLENFKKY IPGTKMYFAGLKKARERADL | AY | EQASK
Meijpona_quadrifasciata-MGVP AGDAEKGKKLF VAKCAQCHT | EAGGKHKVGPNLHG | MGRKTGQAPGYSYTDAN | SKA | TWSRDTLFEYLENPEKY IPGTEMYVFAGLKKARERADL | AY | EQASK
Eufriesea_mexicana-108 MGYVPF AGDFEKGEK | FVAKCAQCHT | EAGGKHKVGE NLHGYYGREKTGQAPGYSY TDANKAKG | TAWMRDTLFEYLENFKKY IFGTKMYFAG | KKFRQERADL | AYMEQESK
Apis_dorsataf-108 MGVPAGDPEKGKK | FVQKCAQCHT |ESGGKHKWVGPMNLYGYVYGRKTGAAFPGYSY TDANKQKG | TWMKDTLFEY LENPKKY IPGTKMVFAGLKKFQERADL | AY |EQASK
Apis_laboriosa’1-108 MG IFAGDFPEKGKK | F IQKCAQCHT | ESGGKHKYGPNLYGY YGRKTGAAFGYSY TDANKQKG | TWMKDTLFEY LENPKKY |FGTEKMVFAGLKKFQERADL | AY |EQASK
Apis_florea/1-108 MG IPAGDPEKGKK | F I QKCAQCHT |ESGGKHKWVGPMNLYGYVYGRKTGAAFPGYSY TDANKGKG | TWMKETLFEYLENPKKY IPGTKMVFAGLKKFQERADL | AY |IEQASK
Apis_mellifera{-108 MG IFAGDFEKGKK | FVAKCAQCHT | ESGGKHKYGPNLYGY YCGRKTGAAFGYSY TDANKGKG | TWMKETLFEY LENPKKY |IFGTEKMVFAGLKKFQERADL | AY |EQASK

Conservation I I . I

g f B 4

Quality u l -

Consensus
MGYPAGDPEKGKKLFYVQKCAQCHT |EAGGKHKYGPMNLHG | VGRKTGQAPGYSYTDAMNKAKG | TWHKDTLFEYLENPKKY IPGTEMYFAGLKKPQERADL | AY |EQASK

Figura 8. Alinhamento multiplo das sequéncias de citocromo ¢ de organismos do clado Apoidea no Jalview (multiple sequence alignment editor and
analysis workbench) . Em azul escuro, sdo destacados os residuos conservados.
Fonte: Dados do autor, 2022.
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4.3 Dendrograma/ Arvore filogenética

Na figura 9 é apresentada a arvore filogenética obtida no programa
MAFFT. Para facilitar a analise dessa arvore, foi escolhido o grupo mais basal
como grupo-externo (Ampulicidae) representado pela espécie Ampulex
compressa, assim como constatado no trabalho de Bransteeter et al. 2017,
Ampulicidae pode ser considerado um grupo-irmao dos Anthophila (Abelhas e

vespas esfecoides).

e 1 Ampulex_compressa
g [ _Ceeratina_calcarata

—@ 6_Bombus_terrestris

—@ 10_Frieseomelitta_varia

—@ 12_Melipona_quadrifasciata

® 9 Eufriesea_mexicana

-® 2_Apis_dorsata

@ 4_Apis_laboriosa

@ 3_Apis_florea

® 5 Api_mellifera

—E‘ 14_0O_bicornis_bicornis
15_Osmia_lignaria

-1 —— 8_Colletes_gigas

® 13_Nomia_melanderi

- 11_Megachile_rotundata

Figura 9. Dendrograma/arvore filogenética do MAFFT. (KATOH, ROZEWICKI, YAMADA
2019)
Fonte: Dados do autor, 2022.

Na &rvore apresentada, os taxons Bombini e Meliponini aparecem como
grupo-irmaos, Apini e Euglossini estao restritas em outro ramo também como
grupo-irméaos. Esses quatro grupos sdo grupos-irmdos de Xylocopini
representado pela espécie Ceratina calcarata, formando assim um grupo
monofilético. Na outra extremidade dos ramos, as familias Megachilidae,
Colletidae e Halictidae dividem o mesmo clado como um grupo monofilético,

tendo Colletidae como grupo-irmédo de Halictidae, e estes sendo mais proximos
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de Megachilidae. Em outro ramo outras espécies de Megachilidae estédo

dispostas.

Embasado em estudos atuais de sequéncias ultraconservadas de Bossert
e colaboradores (2019), o clado das abelhas corbiculadas que inclui as tribos
Bombini, Apini, Meliponini e Euglossini formam um grupo monofilético, em que
Bombini, Meliponini e Apini sdo grupo-irmas, e esses grupos tem relacbes mais
proximas de Euglossini. Entretanto no presente resultado, apenas Bombini e
Meliponini sdo grupo-irmas, Apini e Euglossini estdo restritas em outro ramo.
Ambas hipoteses de que Bombini e Meliponini sdo grupo-irmas, Apini e
Euglossini demonstram o mesmo comportamento na arvore, pode ser
corroborada pelo estudo de Porto (2015), explicando que essas ideias s&o
comumente encontradas ao analisar dados moleculares. Essas tribos s&o
representadas neste presente trabalho pelas espécies: Bombus terrestres
(Bombini); Apis dorsata, Apis florea, Apis laboriosa, Apis mellifera (Apini); e
Melipona quadrifasciata, Frieseomelitta varia (Meliponini); Eufriesea mexicana

(Euglossini).

(A) (B)

Euglossini
Apini
Bombini
Meliponini

Figura 10. (A) Representacéo do resultado obtido pelo trabalho do BOSSERT ET AL. 2019;
(B) Representacdo do resultado obtido pelo MAFFT .
Fonte: Figura adaptada de Almeida & Porto (2014).

A hipotese (B) é recuperada por grandes conjuntos de dados filogenémicos

disponiveis no estudo recente de Porto e colaboradores (2021) e Noll e

33



colaboradores (2021), obtendo o agrupamento Bombini restringido como grupo

irmao de Meliponini, mas todas as outras relacées permaneceram inalteradas.

Segundo Debevec et al. 2012, e mais recentemente Bransteeter et al. 2017,
Osmia lignaria, Osmia bicornis bicornis e Megachile rotundata, fazem parte da
mesma familia (Megachilidae), Colletes gigas (Colletidae) e Nomia melanderi
(Halictidae). No resultado essa classificagao encontra-se O. lignaria e O. bicornis
bicornis restritas em um ramo, C. gigas e N. melanderi restritas em outro ramo
como grupo irmao de M. rotundata. Essa inconsisténcia pode estar relacionada
a quantidade de dados de sequéncia primaria de citocromo c de espécies dessas

familias insuficientes para essa analise.

® 1 Ampulex_compressa
Fo 8_Colletes_gigas COLL

y -# 13_Nomia_melanderi HALICTIDAE

e 11_Megachile_rotundata

14_0O_bicornis_bicomis

15_Osmia_lignaria

g 7_Ceratina_calcarata

# 9_Eufriesea_mexicana

e 2_Apis_dorsata

e 4 _Apis_laboriosa

r‘ 3 Apis_florea
e - -
5_Api_mellifera

@ 6_Bombus_terrestris

BOMBINI

1—. 10 _Frieseomelitta_varia

MELIPONINI
T—o 12_Melipona_quadrifasciata

Figura 11. Representacéo da arvore com as respectivas familias.
Fonte: Autor

34



5 CONSIDERACOES FINAIS

Destaca-se que as classificacbes sdo esquemas de organizagdo e 0S
critérios que sdo utilizados para classificacdo dependem da finalidade para a
gual se propde a sua classificacao (SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002). Muitas
duvidas ainda permeiam nas relacdes filogenéticas da superfamilia Apoidea,
pois este grupo necessita de outros métodos para uma analise mais completa.
O Danforth, 2013 cita que a compreenséao da filogenia desse grupo melhorou
nos ultimos anos através de novos dados, principalmente dados de sequéncia
de nucleotideos e novos métodos, principalmente métodos baseados em
modelos de reconstrucéo de filogenia ajudaram resolver a colocacéo de abelhas
dentro da superfamilia Apoidea. Entretanto ainda € escasso os dados de
sequéncias primarias do citocromo ¢ desses himendpteros nos bancos de dados,
logo conferindo um desafio dizer se essa proteina pode ser considerada um
marcador molecular que possa definir as relacdes filogenéticas desse grupo
(FAIRCLOTH et al, 2014). Contudo, essa primeira inferéncia filogenética parece

sugerir o citocromo ¢ como sendo um bom marcador para estudos filogenéticos.

Portanto é possivel a utilizacao de citocromo ¢ como marcador no clado das
abelhas corbiculadas, sendo possivel o entendimento de algumas relacdes
internas, contudo tratando-se de outros grupos que fazem parte da superfamilia
Apoidea, essa proteina pode ndo ser essencialmente a indicada para analisar
relacbes filogenéticas. E preciso também ressaltar a importancia de outras
abordagens metodoldgicas como importantes para compreender a filogenia do

grupo, como é o caso dos dados morfolégicos.

O namero pequeno de individuos dentro de nossa analise também dificultou
gue o programa entendesse qual o grupo mais distante e mais recente, o que foi
possivel corrigir isto a partir da fungéo reroot. Contudo, o citocromo c ainda é um
“fossil vivo” pois carrega na sua codificacdo as pequenas substituicbes que
aconteceram ao longo dos anos, ajudando a entender a evolugdo da mitocondria
(SCHWARTZ; DAYHOFF, 1978). As ferramentas de bioinformatica demostraram
grande importancia na andlise facilitando-a e organizando com rapidez, apesar

das limitacbes. Sdo necessarios mais estudos em variados grupos dentre os
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himenodpteros para se obter as sequéncias de citocromo ¢ de muitas espécies,

uma vez gque este € um dos clados mais ricos e diversos ainda vivos na terra.
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Anexo A

>KAG7208637.1 hypothetical protein KM043_014844 [Ampulex compressa]

MGVPSGDPEKGKKVFVQRCAQCHTIEAGGKHKVGPNLHGIVGRKTGQAPGF
AYTDANKAKGITWNKDTLFEYLENPKKYIPGTKMVFAGLKKPQERADLIAYIEQ
ASK

>XP_006612971.1 cytochrome c [Apis dorsata]

MGVPAGDPEKGKKIFVQKCAQCHTIESGGKHKVGPNLYGVYGRKTGQAPGY
SYTDANKQKGITWNKDTLFEYLENPKKYIPGTKMVFAGLKKPQERADLIAYIEQ
ASK

>XP_003692897.1 cytochrome c [Apis florea]

MGIPAGDPEKGKKIFIQKCAQCHTIESGGKHKVGPNLYGVYGRKTGQAPGYS
YTDANKGKGITWNKETLFEYLENPKKYIPGTKMVFAGLKKPQERADLIAYIEQA
SK

>XP_043791397.1 cytochrome c [Apis laboriosa]

MGIPAGDPEKGKKIFIQKCAQCHTIESGGKHKVGPNLYGVYGRKTGQAPGYS
YTDANKQKGITWNKDTLFEYLENPKKYIPGTKMVFAGLKKPQERADLIAYIEQA
SK

>NP_001170961.1 cytochrome c [Apis mellifera]

MGIPAGDPEKGKKIFVQKCAQCHTIESGGKHKVGPNLYGVYGRKTGQAPGYS
YTDANKGKGITWNKETLFEYLENPKKYIPGTKMVFAGLKKPQERADLIAYIEQA
SK

>XP_003394648.1 cytochrome c [Bombus terrestris]

MGVPAGDPEKGKKLFVQKCAQCHTIEAGGKHKVGPNLHGVMGRKTGQAPG
YSYTDANKSKGITWNKDTLFEYLENPKKYIPGTKMVFAGLKKPQERADLIAYIE
QASK

>XP_017890006.1 cytochrome c [Ceratina calcarata]

MGVPAGDPEKGKKIFVQKCAQCHTIEAGGKHKVGPNLHGIVGRKTGQAPGYS
YTDANKAKGITWNKDTLFEYLENPKKYIPGTKMVFAGLKKPQERGDLIAYIEQA
SK

>XP_043260830.1 cytochrome c [Colletes gigas]

MGVPAGDTEKGKKLFVQRCSQCHTIEAGGKHKVGPNLHGIIGRKTGQAPGYS
YTDANKAKGITWNKDTLFEYLENPKKYIPGTKMVFAGLKKPQERADLIAYIEQA
SK

>XP_017759263.1 PREDICTED: cytochrome c [Eufriesea mexicana]
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MGVPAGDPEKGKKIFVQKCAQCHTIEAGGKHKVGPNLHGVVGRKTGQAPGY
SYTDANKAKGITWNRDTLFEYLENPKKYIPGTKMVFAGIKKPQERADLIAYMEQ
ESK

>XP_043513165.1 cytochrome c [Frieseomelitta varia]

MGVPAGDVEKGKKLFVQKCAQCHTIEAGGKHKVGPNLHGIMGRKTGQAPGY
SYTDANISKAITWSRDTLFEYLENPKKYIPGTKMVFAGLKKAQERADLIAYIEQA
SK

>XP_003701289.1 PREDICTED: cytochrome ¢ [Megachile rotundata]

MGVPAGDPEKGKKVFVQRCSQCHTIEAGGKHKVGPNLHGIIGRKTGQAPGYS
YTDANKAKGITWNKDTLFEYLENPKKYIPGTKMVFAGLKKPQERADLIAYIEQA
SK

>K0OX69899.1 Cytochrome c [Melipona quadrifasciata]

MGVPAGDAEKGKKLFVQKCAQCHTIEAGGKHKVGPNLHGIMGRKTGQAPGY
SYTDANISKAITWSRDTLFEYLENPKKYIPGTKMVFAGLKKAQERADLIAYIEQA
SK

>XP_031827659.1 cytochrome c-2 [Nomia melanderi]

MPVPAGDVEKGKKLFVQRCAQCHTIEAGGKHKVGPNLHGIIGRKTGQAAGYS
YTDANKAKGITWNKDTLFEYLENPKKYIPGTKMVFAGLKKPQERADLIAYIEQA
SK

>XP_029042037.1 cytochrome c [Osmia bicornis bicornis]

MGVPAGDPEKGKKLFVQRCSQCHTIEAGGKHKVGPNLHGIVGRKTGQAPGF
SYTDANKAKGITWNKDTLFEYLENPKKYIPGTKMVFAGLKKPQERADLIAYIEQ
ASK

>XP_034187101.1 cytochrome c [Osmia lignaria]

MGVPAGDPEKGKKLFVQRCSQCHTIEAGGKHKVGPNLHGIVGRKTGQAPGY
SYTDANKAKGITWNKDTLFEYLENPKKYIPGTKMVFAGLKKPQERADLIAYIEQ
ASK
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MAFFT-L-INS-i Result

CLUSTAL format

alignment by MAFEFT (w7.505})

Ampulex MGVPSGDPERGEEVFVORCAQCHT IEAGGKHEVGPNLHGIVGRETGQAPGFAYTDANKAK
Colletes MGVPAGD GEELFVORCSQCHT IEAGGKHEVGEPNLHGI IGRETGQAPCY SYTDANKAK
Megachile MGVPAGDPERGEEVFVORCSQCHT IEAGGEHEVGPNLHGI IGREKTGQRPGY SYTDANKAK
Q MGVPAGSDPERGEKLFVORCSQCHT IEAGGKHEVGPNLHGIVGRETGORPGF SYTDANKAK
Osmia MGVPAGDPERGEKLFVORCSQCHT IEAGGEHEVGPNLHGIVGRETGQRAPGY SYTDANKAK
Ceratina MGVPAGDPERGEKIFVOKCRAQCHT IEAGGKHEVGPNLHGIVGRETGQAPGY SYTDANKAK
Bombus MGVPAGDPEEGEKLEVORCAQCHT IEAGGKHEVGPNLHGVMGRETGORPGY SYTDANESK

Eufriesea

Frieseomelitta

MGVPAGDPEKGE FVORCAQCHT IEAGGKHEVGPNLHGVVGRET GORPEY SYTDANKAK
MGVPAGDPERGEKIFVOKCAQCHT IESGGKHEVGPNLYGVY GRETGORPGY SYTDANKOK
MGIPAGDPERGEKIFIOKCAQCHT IESGGRKHEVGEPNLYGVY GRETGORPGY SYTDANKOK
MGIPAGDPERGEKIFIOKCAQCHT IESGGRKHEVGEPNLYGVY GRETGORPGY SYTDANEGK
MGIPAGDPERGEKIFVORCAQCHT IESGGKHEVGEPNLY GVY GRETGORPGY SYTDANEGK
MPVPAGDVERGEKKLFVORCAQCHT IEAGGKHEVGPNLHGI IGRETGORAGY SYTOANKAK
MGVPAGDVERGRKLFVOKCRQCHT IEAGGRHEVGPNLHGIMGRETGORPGYSYTDANT SK

Melipcna MGVPAGDAERGKKLFVORCAQCHT IEAGGKHEVGPNLHGIMGRETGORPGY SYTDANISK
B I R T I T

Ampulex GITWNEDILFEYLE AGLKKPQERADLIAYTEQASK

Colletes GITWNKDILFEYLEN AGLKKPQERADLIAYTEQASK

Megachile GITWNKDILFEYL AGLKKPOQERRADLIAYTIEQASK

Q GITWNEDTLFEYL AGLKKPQERADLIAYTEQASK

Osmia L§ AGLKEPQERADLIAYTEQASK

Ceratina GITWNEDTLFEYL AGLKKPQERGDLIRYTEQASK

Bombus GITWNEDILFEYL AGLKKPOERADLIAYTEQASKE
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Figura 14. Introducéo no MAFFT — Obtenc¢é&o do alinhamento.

Fonte: MAFFT 2022.
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Clustal format | Fasta format | MAFFT result | View | Tree | Refine dataset | Return to home

View

to GCG, PHYLIP, MSF, NEXUS, uppercase/lowercase, etc. with Readseq

| GUIDANCEZ2 |c0mput95 the residue-wise confidence scores and extracts well-aligned residues.

| Hefine dataset |

Figura 15. Introducdo no MAFFT — Obtencé&o da arvore.
Fonte: MAFFT 2022.
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LClustal format | Fasta format | MAFFT result | View  Tree | Refine dataset | Return to home

NJ or UPGMA tree (B}

sequences, | 108] toral sites, [ 108] gap-free sites. conserved sites

Settings

Method:

@ M) — Conserved sitas (108 AAs)

O NJ — All of gap-free sites (108 AAs)

O Awverage linkage (UPCMA) — alignment scores (for up to 50,000 sequences)
O Minimum linkage — alignment scores (for up to 50,000 sequences)

O Memory-saving trae — alignment scores (for larger data)

Substitution model (valid when NJ is selected):
® T

O WAG Alpha

O Poisson

O Raw difference

Heterogeneity among sites (valid when JTT or WAG is selected):
® Ignore {x = =)
O Estimate

O Specify; & = 0.10 - 5.0)

Bootstrap (valid for NJ):
On
Number of resampling: {5 - 1000}

(The number of sequences must be <1000 for Poisson model, or =100 for other models.)

Figura 16. Introducéo no MAFFT — Configuragéo da arvore.
Fonte: MAFFT 2022.



Clustal format | Fasta format | MAFFT result | View | Tree

Refine dataset | Eeturn to home

Result (Phylo.io 1.0.0)

Phylo.io runs on any modern browser.

| Refine dataset on tree |

Figura 17. Introducéo no MAFFT — Vizualizagdo da &rvore.
Fonte: MAFFT 2022.
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Figura 18. Introducéo no MAFFT — Reroot da arvore.

Fonte: MAFFT 2022
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Essa pagina foi deixada em branco propositalmente
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