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RESUMO

As abelhas da tribo Meliponini sdo importantes agentes polinizadores, evidenciando
uma acéo fundamental para preservacdo e manutencao vegetal, além de produzir o mel,
um produto muito conceituado. O objetivo deste trabalho foi realizar a identificacdo da
diversidade de fungos que estdo associados ao corpo das determinadas espécies de
abelhas Scaptotrigona bipunctata (Tubuna) e Tetragonisca angustula (Jatai), que podem
atuar como carreadoras destes fungos. A coleta dessas abelhas foi realizada em duas
diferentes colmeias de cada espécie, em quantidade de 10 abelhas por colmeia, sendo um
cultivo privado, localizado no endereco rua 21 de abril nimero 1670, bairro Centro, no
municipio de Palotina, Oeste do Parana. As abelhas foram coletadas com o apoio de uma
alca contendo uma rede na sua extremidade, elas foram armazenadas em tubos falcon
estéreis e direcionadas para o laboratério de Microbiologia na Universidade Federal do
Parana - Setor Palotina, onde foram adicionadas ao freezer para melhor manuseio das
abelhas e distribuidas em placas de Petri contendo o meio de cultura Sabouraud e mantidas
em estufas a temperatura de 28° C. A identificacdo ocorreu através da macromorfologia,
micromorfologia das coldnias isoladas e técnicas de biologia molecular. Foram identificados
8 géneros de fungos da espécie de abelhas Scaptotrigona bipunctata (Tubuna) e 11
géneros de fungos da espécie Tetragonisca angustula (Jatai), totalizando 15 géneros

identificados entre as duas espécies de abelhas.

Palavras-chave: Abelhas-sem-ferrdo. Fungos. Prospecéo.



ABSTRACT

The bees of the Meliponini tribe are important pollinating agents, showing a
fundamental action for plant preservation and maintenance, in addition to producing honey,
a highly regarded product. The objective of this work was to identify the diversity of fungi
that are associated with the body of certain species of bees, Scaptotrigona bipunctata
(Tubuna) and Tetragonisca angustula (Jatai), which can act as carriers of these fungi. The
collection of these bees was carried out in two different hives of each species, in an amount
of 10 bees per hive, being private cultivation, located at street 21 de April number 1670,
Centro district, in the municipality of Palotina, West of Paran&. The bees were collected with
the support of a handle containing a net at its end, they were stored in sterile falcon tubes
and directed to the Microbiology laboratory at the Federal University of Parana - Setor
Palotina, where they were added to the freezer for better handling of the bees. and
distributed in Petri dishes containing the Sabouraud culture medium and kept in ovens at a
temperature of 28° C. Identification occurred through macromorphology, micromorphology
of isolated colonies and molecular biology techniques. Eight genera of fungi of the species
of bees Scaptotrigona bipunctata (Tubuna) and 11 genera of fungi of the species
Tetragonisca angustula (Jatai) were identified, totaling 15 genres identified between the two
species of bees.

Keywords: Stingless bees. Fungi. Prospection.
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1 INTRODUCAO

A diversidade de espécies de plantas floriferas depende principalmente do
processo de polinizacdo realizado por animais, aproximadamente 87,5% das mudltiplas
espécies existentes sao resultado deste processo (OLLERTON et al., 2011). Estudos
sobre a acdo das abelhas no meio ambiente evidenciam a extraordindria
contribuicdo desses insetos na preservacdo da vida vegetal e também na
manutencdo da variabilidade genética (NOGUEIRA-COUTO, 1998). As abelhas sao
insetos que sustentam os ecossistemas globais por meio do seu papel como polinizadores
de areas floridas, pomares, plantacdes, florestas, inclusive vastas areas nas grandes
bacias hidrograficas (GRIMALDI & ENGEL, 2005).

Entre as abelhas sociais, além da conhecida Apis mellifera, conhecida
popularmente como “abelha européia”, estdo as da tribo Meliponini, que agrupa varios
géneros de abelhas sem ferrdo, estas possuem o ferrdo atrofiado, por esse motivo o nome
(LOPES et al, 2005). As abelhas sem ferrdo eram as Unicas produtoras de mel e as
principais polinizadoras da flora nativa até 1838, antes da introdugdo da abelha européia
no Brasil (KERR et al., 2001).

A distribuicdo das abelhas sem ferrdo ocorre principalmente nas regides tropicais
do mundo (MICHENER, 2000). O Brasil apresenta aproximadamente 244 espécies de
abelhas sem ferrdo (Apidae), dentre elas, a Tetragonisca Angustula (Jatai) e a
Scaptotrigona bipunctata (Tubuna), espécies consideradas nativas do pais e utilizadas
como objeto de estudo deste trabalho (PEDRO, 2014).

Até o presente momento, quando consultamos a literatura especializada,
encontramos poucas informacfes e conhecimentos sobre a biodiversidade fangica
relacionada as abelhas sem ferrdo da tribo Meliponini no territorio brasileiro (SILVA et al.,
2017). As abelhas sao naturalmente associadas a microrganismos diversos, no qual os
fungos muitas vezes sdo de ocorréncia espontanea (GILLIAM, 1997), em contrapartida o
desaparecimento de col6nias de abelhas acarretou maiores interesses no conhecimento
das comunidades microbiana relacionada a estes importantes polinizadores (MATTILA et
al., 2012).

Em razdo da importancia ambiental, social e econdmica, o conhecimento quanto
ao comportamento, reproducéo e sanidade das abelhas € indispensével para a preservagao
e manutencdo da diversidade vegetal, a producdo e comercializacdo de produtos e

consequentemente a distribuicdo de rendas. O objetivo deste presente trabalho foi realizar
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uma avaliacéo preliminar da microbiota fungica associada com duas espécies de abelhas
sem ferrdo na regido Oeste do Estado do Parana. Este trabalho auxiliara na compreenséao
sobre as interacfes entre os fungos e as abelhas, tanto no caso de possiveis fungos
patogénicos para as abelhas, animais, plantas e/ou humanos, quanto para espécies
fungicas que possam contribuir de maneira simbidtica para estes organismos. Além disso,
a variedade dos géneros e espécies isoladas € uma fonte promissora de prospecc¢éo de
fungos com potencialidades biotecnolégicas, como a produgdo de enzimas e atividade

antimicrobiana.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a presenca de diferentes grupos de fungos em abelhas das espécies
Scaptotrigona bipunctata (Tubuna) e Tetragonisca angustula (Jatai), que podem atuar como
carreadoras de diversas espécies de fungos.

2.2 Objetivos especificos

- Isolar e identificar os fungos coletados nas duas espécies de Meliponineos;

- Comparar e relacionar entre as duas espécies de abelhas os fungos que foram
identificados;

- Comparar e relacionar os fungos obtidos em amostras coletadas de dois locais

distintos de uma propriedade, em duas espécies de Meliponineos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ABELHAS: AGENTES POLINIZADORES ESSENCIAIS

A polinizacdo é um fator fundamental para o sucesso da maioria das culturas
agricolas ao redor do mundo. Essa polinizacdo pode acontecer de duas formas, a primeira
€ na prépria planta, onde o grao de pdlen é carregado até o estigma da flor (regido onde o
grao de polen inicia a germinacdo), e a segunda maneira é através da transferéncia dos
graos de podlen de uma flor para o estigma de outra flor da mesma espécie, mas de pés
distintos e por meio de agentes polinizadores, como os insetos (SOUZA, 2007).

Entre os principais polinizadores dos vegetais podemos citar as abelhas, elas sao
atraidas pelos vegetais para transportar o polen através de uma substancia doce que 0s
mesmos produzem. O pdélen € muito importante para o desenvolvimento da colmeia ja que
€ a principal fonte de proteina para as abelhas, portanto, ao garantir o desenvolvimento da
familia, as abelhas também beneficiam a espécie vegetal (SOUZA, 2007).

A influéncia reciproca entre as abelhas e as plantas permite que as plantas facam
a polinizacdo cruzada com sucesso. Esta € uma importante evolu¢do da adaptacdo das
plantas que aumenta o vigor da espécie resultando em uma nova combinacado de fatores
genéticos, e consequentemente, ocorre 0 aumento da producdo de frutos e sementes, e
paralelamente uma maior resisténcia a pragas e doencas (COUTO & COUTO, 2002).

Além disso, as abelhas apresentam uma grande diversidade em relacdo as
adaptac6es morfoldgicas (estruturas para coletar e transportar materiais) (SILVEIRA et al.
2002); fisiologicas (metabolismo) (ROUBIK, 1989); e comportamentais (sincronismo com
eventualidades florais e memdria temporal), as quais otimizam o local e a pesquisa dos
recursos florais (SAUNDERS, 1982; MOORE, 2001). Portanto, acredita-se que as abelhas
e as angiospermas tenham co-evoluido umas com as outras no processo de evolucédo, o
gual beneficia ambos os grupos (DEL-CLARO & TOREZAN-SILINGARDI, 2012).

As abelhas pertencem a ordem Hymenoptera e podem ser agrupadas ha
superfamilia Apoidea, que consiste em varias familias, entre elas, a familia Apidae € a que
possui habitos sociais mais desenvolvidos e apresenta 4 subfamilias: Apineos,
Meliponineos, Bombineos e Euglossineos. A maioria das outras Apoidea sao abelhas
insociaveis ou abelhas com habitos sociais basicos (NOGUEIRA-NETO, 1997).
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3.2 ABELHAS SEM FERRAO

Na familia Apidae, pode-se destacar uma classe de abelhas que possui grande
importancia devido a sua natureza comportamental e produtiva, essas abelhas séo

conhecidas como abelhas sem ferrdo ou meliponineos (WIELEWSKI, 2018).

TABELA 1 - CLASSIFICAGAO DAS ABELHAS DA TRIBO MELIPONINI.

Nivel Nome
| | 1
Classe Insecta
Ordem Hymenoptera
Superfamilia Apoidea
Familia Apidae
Subfamilia Apinae
Tribo Meliponini

FONTE: VILLAS-BOAS, 2012.

A palavra Meliponini tem origem de duas palavras latinas, mellis e ponere, que
significam mellis = mel e ponere = por, dessa forma, sdo abelhas que colocam o mel em
sua colmeia (HRNCIR et al., 2017).

Durante a evolucédo, as abelhas sociais locais perderam a habilidade de ferroar a
medida que seus ferrdes se deterioraram, por esse motivo originou-se seu nome, abelhas
sem ferrdo (NOGUEIRA-NETO, 1997). Porém, as abelhas ndo abandonaram a capacidade
de defender seus ninhos, exibindo varios mecanismos para isso, como se enrolar em torno
de cabelos e pélos, beliscar a pele do intruso com suas maxilas e em algumas classes
podem até provocar feridas, pode-se citar como exemplo o género Oxytrigona, que
adentram as narinas e ouvidos dos invasores, bem como liberam resinas vegetais ou
matérias causticas em seus pélos (OLIVEIRA et al., 2013).

De acordo com Kerr et al. (1996) dependendo do ecossistema, as abelhas sem
ferrdo sdo responsaveis por 40 a 90 % da polinizacdo de espécies silvestres em ambientes

tropicais.
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Dessa forma, as abelhas sem ferrdo estdo entre as principais classes de
polinizadores, pois formam o maior grupo de insetos que possuem pdlen e néctar em sua
alimentacdo, além disso, estdo presentes em diversas areas tropicais (JOHNSON &
HUBBELL, 1974) e podem ser manipuladas com o objetivo de obter a producéo de mel,
polen e também para o acréscimo e a conservacao da polinizacdo de espécies silvestres e
cultivadas.

Além de possuir espécies que podem ser criadas pelo homem, as abelhas também
demonstram a sociabilidade como vantagem sobre outros polinizadores, ja que muitos
individuos da mesma colbnia participam do forrageamento, normalmente em plantas
similares (FREE, 1980). Entre as abelhas, considera-se que os meliponineos sejam o0s
principais polinizadores em diversas espécies de arvores nativas do Brasil (KERR, 1997).
Os mesmos tendem a ter colénias densamente povoadas e perenes. Portanto, o amplo
espectro de flores é frequentemente explorado ao longo do ano, dessa forma, é
considerada uma espécie generalista (MICHENER,1979). No entanto, alguns autores
afirmam que pode haver uma premissa de que essas abelhas optam pelas flores visando
otimizar o custo e a utilidade da coleta (RAMALHO et al. 2007) ao invés de outros recursos
nutricionais, com o objetivo de evitar que o alto custo energético usado para colher tais
recursos, que pode superar os beneficios nutricionais (MACARTHUR & PIANKA, 1966).

Atualmente, as abelhas da subfamilia Meliponinae inclui muitas espécies
produtoras de mel que foram criadas ao longo de centenas de anos pelos povos indigenas
do continente americano. A maioria das abelhas consome produtos florais, coletam o seu
néctar e convertem o mesmo em mel através de desidratacéo e acdo enzimatica (CAMPOS
& PERUQUETTI, 1999).

Além de visitar flores e os beneficios que agregam aos servi¢os de polinizacao, os
meliponineos também produzem produtos e subprodutos de alto valor em relacdo a
economia, como mel, poélen, propolis e geopropolis. Esses s&o 0s principais atrativos que
motivam os produtores & manipulacao e criacao destas espécies. No entanto, a importancia
dos Meliponineos excede muito mais do que os beneficios econémicos derivados de seus
produtos. Na reconstrucao de florestas tropicais e na preservacao de remanescentes, essas
abelhas podem ser de fundamental importancia. Além disso, podem atuar como
bioindicadores da qualidade ambiental (PALAZUELOS, 2008). Entretanto, muitas espécies
de Meliponineos estdo em acelerado processo de extingdo devido a eliminagéo de habitats
e ao desmatamento do seu ambiente de preferéncia, as florestas nativas (LOPES et al.,
2005).
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As populacdes das abelhas sem ferrdo podem ser afetadas dependendo do nivel
de perturbacdo da vegetacdo. H4 alguns grupos de abelhas que vém principalmente de
areas preservadas e florestas primarias. De acordo com Palazuelos Ballivian (2008), a
variedade de espécies de abelhas que normalmente se encontram em uma regiao retrata
a diversidade que elas exploram em um determinado ambiente. Isto ocorre uma vez que,
para se reproduzir, os meliponineos necessitam dos habitats que ocupam: locais ou
substratos adequados para nidificar; para algumas espécies, materiais caracteristicos para
a construcao de ninhos para outras, e, por fim, um namero suficiente de fontes de alimento,
ou seja, plantas com flores especificas para cada grupo distinto de abelha.

Os locais habitados pelas abelhas sdo diversos, pode-se citar as savanas, matas
tropicais, desertos, praias e regides montanhosas. Tal diversidade de climas e variedades
de vegetacdo tém favorecido a sobrevivéncia de distintos géneros de abelhas, bem
adaptadas a diferentes ambientes especificos (RAMOS & CARVALHO, 2007). Além disso,
as abelhas também possuem diversos locais de nidificacdo, geralmente elas escolhem
caules ocos (ZMITROWICZ, 2001). As fissuras e fendas da colmeia séo recobertas por uma
matéria resinosa gerada pelas abelhas ao colher metabdlitos secundarios de um conjunto
de espécies vegetais em uma determinada area, conhecido como propolis (BARTH,;
DUTRA; ACURADO, 1999). Dessa forma, além de oferecer protecdo, também € possivel
manter a temperatura e a umidade dentro do ninho (ZMITROWICZ, 2001). Em geral, a
arquitetura da entrada e do interior do ninho ajuda a identificar e reconhecer as espécies,
gue € uma caracteristica distintiva de um determinado género ou espécie (ROUBIK, 2006).

No Brasil, ha mais de 300 espécies, subdivididas em 27 géneros (KERR & FILHO,
1999; SILVEIRA et al., 2002). Porém, estas abelhas sdo comumente observadas nas
regides Norte e Nordeste, devido a criacdo de diversas espécies (ALVES et al. 2007). As
abelhas sem ferrdo possuem uma conduta tipicamente eussocial e costumam se organizar
em colbnias que geralmente ndo sofrem alteracbes, as quais podem ser populosas,
ocorrendo uma variacdo entre meia duzia de individuos a 100.000 ou mais operarias
(SILVEIRA et al., 2002; MICHENER, 2007).

Uma caracteristica comum entre os Meliponineos é que apresentam uma
concavidade nas tibias das patas traseiras, denominada corbicula, onde o pélen ou outro
material € acumulado e transportado para o ninho, além disso, € considerada como uma
familia com elevados habitos sociais (WIELEWSKI, 2018).
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3.2.1 Scaptotrigona bipunctata

Uma das abelhas pertencente ao grupo dos Meliponineos é a abelha Scaptotrigona
bipunctata, popularmente denominada como abelha-canudo ou Tubuna devido a colmeia
destas abelhas ser caracterizada pela entrada em forma de funil composta por cerume
escuro (BLOCHTEIN et al., 2008). Suas colonias sao superpovoadas e nidificam com
facilidade em cavidades ja existentes em caules de arvores. Esta espécie tem uma conduta
muito defensiva, até mesmo contra abelhas de outras colonias pertencentes a mesma
espécie (NOGUEIRA-NETO, 1997).

As abelhas Scaptotrigona bipunctata foram confundidas durante um grande periodo
de tempo com abelhas pertencentes a espécie Trigona spinipes (Irapud, arapué ou abelha-
cachorro), pois suas caracteristicas morfolégicas sdo bastante semelhantes. Como
resultado, as colénias de Scaptotrigona bipunctata foram frequentemente destruidas por
agricultores, ja que deduziam que suas culturas estariam ameacados pelo comportamento
das abelhas Trigona spinipes, que cortam pétalas de flores das plantacbes para criar
ninhos. Trigona spinipes pode atuar como vetor de alguns patdgenos e levar a prejuizos na
producédo de algumas culturas como a banana, por visitarem suas inflorescéncias e cachos
(NOGUEIRA-NETO, 1997). Porém, considera-se que a Trigona spinipes é de grande
importancia para a polinizacdo de diversas espécies de frutas, como a goiaba, melancia,
abacate dentre outros (GIANNINI & JAFFE, 2015).

A Scaptotrigona bipunctata difere da Trigona spinipes especialmente por conta das
corbiculas (estruturas localizadas no terceiro par de pernas, por onde sdo embarcados 0s
graos de pdlen). A Tubuna tem corbiculas bem fundas, pequenas e escuras, ja a abelha
Irapud apresenta corbiculas largas e vermelhas (NOGUEIRA-NETO, 1997; MICHENER,
2013). Poucos estudos foram executados a respeito da morfologia e conduta da espécie
Scaptotrigona bipunctata e, portanto, necessitam de maiores investigacdes sobre as
caracteristicas desta espécie, especialmente em relagdo a sua microbiota, ja que possiveis
patdogenos podem interferir na conservacdo da comunidade desses importantes
polinizadores.

No género Scaptotrigona, comportamentos defensivos sdo normais, mais
desenvolvido em comparacdo com as abelhas do género Melipona. Elas sdo chamadas
popularmente como “abelhas que enrolam no cabelo” e, portanto, cautelas apropriadas sao
frequentemente empregadas para manejar essas abelhas (LIMA et al.,, 2013). Outro

comportamento defensivo desta espécie observado por nossa equipe consiste em uma
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sinalizacdo quimica produzida pelas abelhas e depositada no corpo do possivel “invasor”
que se aproxima demais da colmeia. As abelhas “guardas” ou “vigias” que protegem a
regido da entrada da colmeia depositam uma substancia quimica com odor caracteristico
no invasor, que € imediatamente atacado por varias outras abelhas daquela colmeia (dados

nao-publicados).

3.2.2 Tetragonisca angustula

A outra espécie de abelha que foi objeto de estudo no presente trabalho € a
Tetragonisca angustula, conhecida popularmente como jatai, € uma abelha social sem
ferrdo que se adapta facilmente as diferentes condi¢es de nidificacdo, como troncos ocos
de arvores, buracos de muros e pedras, amplamente distribuida por varias regides do Brasil,
possivelmente pela facilidade de seu manejo e excelente qualidade de seu mel, além da
beleza estética de suas colmeias (ARAUJO, 2012). Esta espécie através da producdo de
mel, cerume e resinas representa importancia econdmica no Brasil, além do processo de
polinizacéo, realizando um papel ecologico de grande importancia (OLIVEIRA et al., 2004).
As rainhas nascem de células maiores (células reais), que se localizam na borda dos discos
de criacdo no interior da colmeia. As operarias mais novas sdo mais claras, trabalhando
por certo periodo de tempo apenas no interior da colmeia. Quando amadurecem, a
colorac&o do seu corpo escurece e o trabalho externo & colmeia inicia (ARAUJO, 2012).

O ninho de jatai é construido em forma de disco contendo uma média de sete favos
sobrepostos e ligados entre si por pequenas colunas. Recentemente pesquisas indicaram
gue esta espécie de abelha possui uma estratégia de defesa interessante, realizada por um
grupo se posiciona em pé no tubo de entrada e outro grupo pairando perto da entrada do
ninho, estas abelhas consideradas “guardas” possuem pernas relativamente maiores,
enquanto a forrageira possui a cabeca maior, as consideradas operarias que realizam a
limpeza do ninho possuem tamanho intermediario (GRUTER et al., 2011). Apesar do seu
tamanho reduzido quando comparadas com outras abelhas sem ferrdo, como a agressiva
tubuna, a jatai apresenta estratégias de defesa bastante interessantes. Uma dessas
estratégias observadas por nosso grupo durante as coletas das abelhas, consiste em um
pequeno grupo de jatais (3 a 4 abelhas) se agarrarem as asas de uma abelha maior, como
a tubuna e até mesmo a Apis mellifera que estejam eventualmente muito préximas a
entrada da colmeia de jatai, impossibilitando o voo da abelha invasora e levando o invasor
a morte (dados nao publicados).
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Essas abelhas séo nativas da Mata Atlantica Brasileira, na Tabela 2 a seguir pode

se observar que possuem uma ampla distribuicdo geogréfica.

TABELA 2 - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE DUAS ESPECIES DE ABELHAS DA TRIBO MELIPONINI
NATIVAS DA MATA ATLANTICA NO TERRITORIO BRASILEIRO.

Espécie Nome popular Distribuicao

Scaptotrigona bipunctata Tubuna, Enrola-Cabelo, AC, CE, MA, MG, PA,

Tetragonisca angustula Jatai PR, PB, PA, PE, RJ, RR,

FONTE: VENTURIERI et al. (2012)

3.3 FUNGOS E AS ABELHAS SEM FERRAO

Os fungos séo organismos eucariéticos que estabelecem relacdes simbibticas ou
parasiticas com outros organismos. Consequentemente, sdo de grande importancia para a
conservacdo de outras espécies. Quando se trata de mutualismo, podem atuar
principalmente na ciclagem de nutrientes, ao realizar o processo de decomposi¢ao, ou seja,
liberam para o ambiente importantes elementos quimicos que estavam presentes e
mobilizados nos restos dos seres vivos, atividade que pode ser considerada um papel
fundamental no ecossistema (RIBEIRO et al., 2012).

A propagacao de diversos fungos depende do ar. Os fungos identificados no
ambiente aéreo sdo denominados como anemdfilos, e podem causar diversas doencas
alérgicas como asma e rinite, sendo assim, é sempre de grande importancia identificar seu
aparecimento, jA que causam doencas tanto em humanos quanto em animais, como em
espécies de abelhas (LACAZ et al., 2002; CASTAGNINO et al., 2006; O’'CONNOR et al.,
2014).

A identificacdo de um fungo é geralmente baseada em suas caracteristicas
principais macro e micromorfolégicas, no entanto, na maioria dos casos, ndo ha
informacdes suficientes para identificar ou separar duas ou mais espécies que possuem
elevada similaridade, tornando o processo padrdo de identificacdo insuficiente quanto a
definicdo do género ou espécie desses microrganismos. Com 0 objetivo de superar essa
limitacdo, ferramentas moleculares comecaram a ser implantadas na identificacdo desses

fungos, dessa forma, podem ser reconhecidas uma importante ferramenta para a
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caracterizacado taxondmica das espécies fungicas (SANDERS et al., 1995; PORTER &
GOLDING, 2012).

Recentemente tem sido notado novos estudos em relagéo a interacao entre fungos
e insetos com a finalidade de gerar beneficios para a sociedade humana. Novas
ferramentas do ramo da biotecnologia estdo sendo empregadas com o objetivo de
solucionar algumas guestdes, como o uso de fungos para o controle biolégico de pragas e
vetores de doencas, proporcionando a geracao de substancias ou moléculas orgéanicas que
possuem uma ampla diversidade quimica e efeitos diversos sobre organismos vivos de
interesse comercial (SILVA et al., 2012; FONSECA, 2016).

Sao escassas as informacdes sobre a maioria das espécies de abelhas sem ferréo,
principalmente em relacéo aos seus habitos, reproducao e sanidade. Estudar a biologia das
abelhas é de grande importancia, principalmente em relagéo a microbiota flngica, ja que a
presenca desses microrganismos pode ocasionar doencas quando o mecanismo de defesa
do organismo do inseto esta desprotegido (PANTOJA, 2014)

Ha uma diversidade consideravel de organismos associados as abelhas sem
ferrdo, entre eles pode-se citar bactérias (CRUZ, 1996), fungos e leveduras. Geralmente a
presenca desses microrganismos ocorre naturalmente (GILLIAM, 1997), sendo a maioria
ainda desconhecidos (ELTZ et al., 2002). A recente perda de colbnias de abelhas ocasionou
o0 aumento do interesse em relacdo as comunidades microbianas associadas a esses
polinizadores de grande importancia (MATTILA et al., 2012).
Atualmente o conhecimento e a exploracéo sobre os fungos associados as abelhas é de
grande importancia, pois podem representar em uma nova fonte de substancias de
interesse industrial, além disso, os compostos produzidos através de microrganismos
provocam menos danos a natureza e apresentam um menor custo (FONSECA, 2016). Ha
relatos na literatura sobre a presenca de fungos em colmeias de abelhas sem ferrao
(OLIVEIRA et al. 2013; SOUZA, 2014), porém, por enquanto ndo tém registros bibliograficos
a respeito da identificacdo da diversidade fungica associada as abelhas sem ferrdo no
Estado do Parana.

Os fungos podem estar aderidos ao corpo da abelha devido a sua atividade de
coleta de matérias-primas para atender as necessidades da colmeia. STUART et al. (2004)
reconheceram 11 géneros de fungos associados ao corpo de abelhas do género Trigona
(espécie Meliponini). As abelhas foram coletadas durante o forrageamento, dessa forma,
foi levantada a possibilidade de que as abelhas pudessem ser disseminadoras de fungos.
A identificagdo dos fungos filamentosos ocorre através da andlise de suas estruturas
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reprodutivas, pelos métodos de producdo de conidios, por meio da sua cor, formato e
tamanho (micromorfologia de suas estruturas), assim como pelos tipos de hifas e pela
caracteristicas macroscopicas de suas colénias (CRUZ, 1985).

FERRAZ et al. (2008) isolaram e identificaram fungos associados ao corpo de
abelhas mortas da espécie M. subnitida Ducke. A coleta ocorreu em torno da colmeia, o0s
fungos identificados foram Aspergillus sp.; Aspergillus niger; A. terreus; Penicillium sp.;
Curvularia sp.; Monilia sp.; Nigrospora sp.; Cladosporium sp. e Tricoderma sp. Porém, como
nao ha muitos documentos citando pesquisas similares para comparar dados, afirmar que
estes géneros de fungos estejam presentes unicamente a este grupo de abelha se torna
extremamente dificil. Além disso, pelo fato da coleta ter sido realizada a partir de abelhas
mortas, dificil se torna a confirmacdo de os fungos coletados estarem associados as
abelhas vivas ou terem colonizado os insetos apés sua morte.

Considerando as informac@es citadas, o estudo a respeito da microbiota fungica
das colmeias é de grande importancia principalmente para o conhecimento taxonémico de

fungos de fungos associados as abelhas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA, INOCULACAO E ISOLAMENTO DOS FUNGOS

A coleta das abelhas foi realizada no dia 1 de junho de 2022 em colmeias mantidas
em uma propriedade localizada no endereco Rua 21 de Abril, nimero 1670, bairro Centro,
no municipio de Palotina, Oeste do Estado do Parana. As amostras fungicas foram obtidas
de duas colmeias de duas espécies de abelhas sem ferrdo, Scaptotrigona bipunctata
(Tubuna) e Tetragonisca angustula (Jatai). Para cada espécie de abelha, realizou-se dez
capturas de cada colmeia para cada espécie, localizadas em dois locais diferentes do
terreno para cada uma das espécies. As abelhas coletadas no Local 01 apresentam uma
maior proximidade com os moradores, visto que estas colmeias estdo localizadas préximas

a porta de entrada da casa do terreno (FIGURA 1).

FIGURA 1 - LOCAL 01 - COLMEIAS LOCALIZADAS PROXIMAS A PORTA DO IMOVEL.

Legenda: A - Scaptotrigona bipunctata; B - Tetragonisca angustula
FONTE: Os autores (2022).
As abelhas coletadas no Local 02 ndo possuiam contato frequente com os
moradores da casa, em razao de que suas colmeias estao localizadas no fundo do imovel,
a uma distancia de 40 metros do Local 01 (FIGURA 2).
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FIGURA 2 - LOCAL 02 - COLMEIAS LOCALIZADAS NO FUNDO DO IMOVEL

Legenda: A - Scaptotrigona bipunctata; B - Tetragonisca angustula
FONTE: Os autores (2022).

Realizou-se a identificacdo das amostras coletadas a partir da espécie da abelha,
local da colmeia e numeracédo de 1 a 10, totalizando vinte abelhas para cada espécie,
utilizou-se a letra “T” para a espécie Scaptotrigona bipunctata (Tubuna) e “J” para a
Tetragonisca angustula (Jatai), “P” para as colmeias proximas a porta do imovel (Local 01)
e “F” para as colmeias no fundo do imével (Local 02) ambas com a numeragao descrita

acima (Tabela 3).

TABELA 3 - IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS CONFORME A ESPECIE DA ABELHA E
LOCALIZACAO DAS COLMEIAS.

Espécie Local 01 - colmeias Local 02 - colmeias no
proxima a porta do fundo do imovel (F)
movel (P)
| | | 1
Scaptotrigona bipunctata T.P T.F
Tetragonisca angustula (J) J.P J.F

FONTE: Os autores (2022).

Com o auxilio de uma rede de captura de insetos (15 cm de didmetro) coletou-se

as abelhas que saiam das vias de acesso das colmeias, que instantaneamente foram
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colocadas em tubos cOnicos estéreis e identificados, em seguida encaminhou-se as
amostras para o laboratério de Microbiologia na Universidade Federal do Parana - Setor
Palotina. As amostras foram depositadas ao freezer (-20°C) por 5 minutos para facilitar o
manuseio das abelhas, em seguida realizou-se a transferéncia das mesmas durante 30
minutos em placas de Petri contendo meio de cultura Sabouraud (FIGURAS 3 e 4).

FIGURA 3 - TRANSFERENCIA DAS ABELHAS DA ESPECIE Scaptotrigona bipunctata
COLETADAS EM DUAS DIFERENTES COLMEIAS (T.P. E T.F.) PARA PLACAS DE PETRI CONTENDO
AGAR SABOURAUD, NO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

P 3 " T N M K
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Legenda: A - Scaptotrigona bipunctata coletada no fundo do imével (T.F.)
B - Scaptotrigona bipunctata coletada préximo a porta da casa dos proprietarios do imovel (T.P.)
FONTE: os autores (2022).
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FIGURA 4 - TRANSFERENCIA DAS ABELHAS DA ESPECIE Tetragonisca angustula
COLETADAS EM DUAS DIFERENTES COLMEIAS (J.P. E J.F.) PARA PLACAS DE PETRI CONTENDO
AGAR SABOURAUD, NO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

-, ¥

Legenda: A - Tetragonisca angustula coletada no fundo do imével (J.F.)
B - Tetragonisca angustula coletada préximo a porta da casa dos proprietarios do imovel (J.P.)
Fonte: os autores (2022).

Apd6s 30 minutos, as abelhas foram retiradas das placas de petri em condicbes
assépticas. As placas foram incubadas em estufa de crescimento a temperatura de 28°C
(x2°C) durante 5 dias, condi¢des consideradas ideais para o crescimento de fungos. Apés
o periodo de incubacdo as placas apresentaram crescimento de diversas colbnias de
microrganismos (FIGURA 5).
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FIGURA 5 - CRESCIMENTO DOS FUNGOS DE TODAS AS AMOSTRAS, DAS DUAS ESPECIES

g

Legenda: A - Culturas, em Placas de Petri das amostras de Tetragonisca angustula ap6s 5 dias de
crescimento e B - das amostras de Scaptotrigona bipunctata apés 5 dias de crescimento.
Fonte: os autores (2022)

A partir das colbnias presentes nas placas que receberam as abelhas, foi realizado
0 repique das colonias para placas de Petri esterilizada contendo agar Sabouraud em
condigBes asseépticas, em uma capela de fluxo laminar. Com o auxilio de uma alga de
semeadura previamente esterilizada através da flambagem na chama, pequenos
fragmentos das colbnias de interesse foram retirados e transferidos para placas de Petri
esterilizadas, sendo todo o procedimento realizado em torno da chama de um bico de
Bunsen. Em seguida, as placas contendo o repique foram mantidas em estufa de
crescimento durante 5 dias a temperatura de 28°C (+2°C). Ap0s o crescimento micelial, as
placas que apresentaram contaminacdo foram repicadas novamente em placas de Petri
com &gar Sabouraud até que se obtivessem culturas axénicas. A identificacdo das amostras
repicadas prosseguiu com a inicial de fungo representado por “F” numerado em ordem

crescente juntamente a identificacdo da placa de origem.

4.2 IDENTIFICACAO MACROSCOPICA E MICROSCOPICA DOS FUNGOS

Apobs o isolamento das colbnias fungicas em culturas axénicas, analisou-se as suas
caracteristicas macroscopicas como a cor, textura e tamanho. Posteriormente iniciou-se a
analise microscopica, em que foram preparadas laminas para a analise com o auxilio de
um microscopio o6ptico com o objetivo de observar e identificar suas estruturas
microscoépicas, empregadas para a reproducdo sexuais e/ou assexual em cada espécie

fungica. Na preparacéo das laminas para microscopia de luz utilizou-se a técnica com fita
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adesiva (durex), em que um pedaco de fita foi estendida sobre a superficie da colénia e em
seguida foi removida cuidadosamente e aderida a lamina contendo corante lactofenol azul
de algoddo. Apds a preparacdo das laminas, procedeu-se a observacdo ao microscopio
nas diversas objetivas.

A partir das colbnias isoladas em agar Sabouraud realizou-se também a técnica do
microcultivo para algumas das amostras fangicas, para a observacdo de algumas
caracteristicas evidenciadas por esta técnica. Na técnica de microcultivo utiliza-se um
sistema formado por duas laminas de microscopia, forradas por um papel filtro dispostas
no interior de uma placa de Petri esterilizada em autoclave durante 15 minutos em
temperatura de 121°C. Com o auxilio de um bisturi flambado, cortou-se um quadrado de
aproximadamente 1 cm? de meio Sabouraud e depositado sobre a lamina, com uma alca
microbioldgica, inoculou-se o microrganismo nos quatros cantos do agar, com o auxilio de
uma pinca flambada, transfere-se suavemente uma laminula estéril na superficie do bloco
de 4gar, em seguida, adiciona-se um pequeno volume de 4gua destilada estéril na placa
de Petri de modo a ndo tocar a lamina ou a superficie da laminula. ApGs o preparo de todas
as placas de microcultivo, as mesmas foram incubadas em uma estufa a 30°C (£2°C)
durante 5 dias. Apés o periodo de incubacao, os fungos consumiram o0s nutrientes contidos
no meio e formaram as estruturas de reproducdo sobre a superficie das laminulas. As
laminulas foram transferidas para uma nova lamina contendo o corante lactofenol azul de

algodao. Procedeu-se a analise microscopica em diversas objetivas.

4.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS FUNGOS

4.3.1 Extracdo do DNA

Com a finalidade de identificar a espécie e género de 6 amostras isoladas nao
identificadas através da macromorfologia e micromorfologia, sendo trés amostras para a
espécie Scaptotrigona bipunctata (Tubuna) e 3 da Tetragonisca angustula (Jatai), utilizou-
se técnicas de biologia molecular para a identificacdo das mesmas. Para a extracdo do
DNA foi utilizado o kit Plant/Fungi DNA Isolation da Norgen Biotek Corporation, conforme
protocolo sugerido pelo fabricante. Inicialmente transferiu-se entre 100 mg e 200 mg de
micélio da colbnia de interesse para um microtubo estéril e em seguida adicionou-se 500
ML de Lysis Solution e cinco esferas de vidro, para a homogeneizacdo da solugdo em
agitador vortex durante dez segundos. Posteriormente incubou-se o macerado a 65°C por
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dez minutos, em seguida adicionou-se 100 uL de Binding Buffer | e depositou-se esta
solucdo em gelo durante cinco minutos. Montou-se uma coluna de filtro para onde
transferiu-se o material lisado, em seguida centrifugou-se o material a 14000 rpm por dois
minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionou-se 100 pL de etanol
70%, em seguida, transferiu-se 600 uL dessa solugéo para uma coluna de ligagao (Binding
Column) e centrifugou-se a 10000 rpm por um minuto. Descartou-se a solugéo depositada
no tubo sob a coluna e adicionou-se sobre a coluna 500 pyL de Wash Solution e realizou-se
a centrifugacdo a 10000 rpm por um minuto, por duas vezes. Apos lavagem, centrifugou-se
a coluna a 14000 rpm por dois minutos para retirar o restante da solucéo, adicionou-se 50
WL de Elution Buffer a coluna e centrifugou-se a 10000 rpm por um minuto. O DNA extraido
foi avaliado quanto a sua pureza e concentracdo em espectrofotbmetro 2000® (Thermo
Fisher), observando-se a absorbancia a 260 e 280 nm, além das relacdes 260/280 nm e
260/230 nm.

4.3.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) da regido ITS e sequenciamento

Apbs a extragdo, a regido do espacador transcricional interno (ITS1-4) do rDNA
ITS1-5.8S-ITS2 (MIRHENDI et al., 2006) foi amplificada, pela técnica de PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase), seguindo a recomendacao do kit GoTaq Master Mix (Promega), em
uma reagao de 25 pl contendo aproximadamente 150 ng do DNA gendmico, 0,4 pM do
iniciador forward ITS1 (5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) e do iniciador reverse ITS4
(5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’), 0,8 mM de cada dNTP, 2 mM de MgCl2 e 1 U de
GoTaq DNA Polimerase no tampao apropriado da enzima. As condi¢cBes de ciclagem foram:
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos; 25 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30
segundos, anelamento a 55°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto; com
extensao final a 72°C por 7 minutos, em termociclador.

Um total de 2 ul de cada reacdo de PCR foi aplicado nos pocos de um gel de
agarose a 1,5% em tampao TBE 1X (Tris-base 90 mM, acido borico 90 mM, EDTA 2 mM
pH 8,0) corado com 0,5 pug/ml de brometo de etidio, para confirmagcdo do tamanho, em
pares de bases, dos amplicons e viabilidade das amostras. A amplificagéo da regido ITS,
com os iniciadores utilizados neste trabalho produziu um amplicon de aproximadamente
600 pb. Foi utilizado o padréo de tamanho molecular 100 pb (Invitrogen TM). Apés a corrida
eletroforética (corrente constante de 80 mA por cerca de 45 minutos, com o tempo variando
conforme o tamanho do gel). O gel foi fotodocumentado utilizando o equipamento Loccus
Biotecnologia L.PIX.
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Para a realizacdo do sequenciamento molecular, uma aliquota de 5 a 10 pl da
reacao de PCR foi seca em estufa a 50°C e enviadas para a empresa Ludwig Biotecnologia
LTDA, Alvorada-RS, para a realizacdo do sequenciamento. Foi utilizado o sequenciador
automatico ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Com as sequéncias
geradas, o eletroferograma foi gerado utilizando o software BioEdit Sequence Alignment
Editor (1997-2013) e os resultados do sequenciamento foram comparados com as
sequéncias depositadas no banco de dados GenBank, NCBI (National Center for
Biotechnology), através da ferramenta BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool —
versdo 2.215 do BLAST 2.0). O critério adotado para interpretacdo foi de que sequéncias
com identidade = 99% sao consideradas como pertencentes a mesma espécie e género;
sequéncias = 98% pertencem ao mesmo género, porém representam variagdo dentro da
espeécie; e sequéncias = 95% e inferiores a 98% pertencem apenas ao mesmo género
(GODINHO et al., 2013).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre as 30 amostras da Scaptotrigona bipunctata (Tubuna), foram identificados 8
géneros de fungos: Aspergillus, Beauveria, Cladophialophora, Cladosporium, Fusarium,
Penicillium e Bipolares; em relacédo as 26 amostras da Tetragonisca angustula (Jatai), foram
identificados 10 géneros: Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Cunninghamella,

Curvularia, Drechslera, Epicoccum, Fusarium, Talaromyces e Trichoderma.

TABELA 4: GENEROS DE FUNGOS IDENTIFICADOS ENTRE AS DUAS ESPECIES DE MELIPONAS.

Géneros Scaptotrigona Tetragonisca angustula
Alternaria sp. - X
Aspergillus sp. X X
Beauveria sp. X -
Bipolares sp. X -
Cladosporium sp. X X
Cladophialophora sp. X -
Cunninghamella sp. - X
Curvularia sp. - X
Drechslera sp. - X
Epicoccum sp. X X
Fusarium sp. X X
Penicillium sp. X -
Talaromyces sp. - X
Trichoderma sp. - X
Total 8 10

FONTE: Os autores (2022).
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FIGURA 6 - ASPECTOS MACRO E MICROMORFOLOGICOS DOS FUNGOS ISOLADOS DA
ESPECIE Scaptotrigona bipunctata DO LOCAL 01.

F1.T.P1. - N.A.

F1.T.P5. - Aspergillus orizae
Tl R

F2.T.P6. - Cladosporium spp. F1.T.P7. - Epicoccum nigrum F2.T.P7. - Fusarium Spp.

F1.T.P8. - Cladosporium spp. F1.T.P9. - NA. F2.T.P10. - Beauveria bassiana

DHE®

FONTE: Os autores (2022).
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FIGURA 7 - ASPECTOS MACRO E MICROMORFOLOGICOS DOS FUNGOS ISOLADOS DA
ESPECIE Scaptotrigona bipunctata DO LOCAL 02.

F1.T.F1. - Cladosporium spp. F2.T.F1. - Epicoccum nigrum F3.T.F1. - Epicoccum nigrum

F1.T.F6.- N. A

FONTE: Os Autores (2022)
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FIGURA 8- ASPECTOS MACRO E MICROMORFOLOGICOS DOS FUNGOS ISOLADOS DA
ESPECIE Tetragonisca angustula DO LOCAL 01.

F1.J.P1. - Curvularia lunata F2.J.P2. - N/A F1.J.P4. - Aspergillus niger

F1.J.P5. - Fusarium spp. F2.J.P6.. - N/A

F2.J.P9. - Fusarium

FONTE: Os autores (2022)
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FIGURA 9 - ASPECTOS MACRO E MICROMORFOLOGICOS DOS FUNGOS ISOLADOS DA
ESPECIE Tetragonisca angustula DO LOCAL 02.

F1.J.F2. - Cladosporium spp. F1.J.F3. - Fusarium sii

F1.J.F1. - Alternaria spp.

F2.J.F3. - Drechslera spp. J.F4. F2.J.F4. - Curvularia lunata

F1.J.F5. - Epicoccum nlgrum F2.J.F5. - Talaromyces purpurogenum

F3.J.F4. - Cunningha

F3JF6 - Fusarium spp.

F2JF10- Fusarium spp.

FONTE: Os autores (2022).
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N&o foram identificados, através da observacdo macro e microscépica, os fungos
referentes as amostras F1.J.P1, F1.J.F5, F2.J.F5, F1.T.F10. F3.T.F1, F3.T.P1 devido a
auséncia de estruturas reprodutivas, portanto foram submetidos ao sequenciamento
genético, da regido ITS. O DNA extraido foi avaliado quanto a sua pureza e concentracao
em espectrofotbmetro (TABELA 4), observando-se a absorbancia a 260 e 280 nm, além
das relacbes 260/280 nm e 260/230 nm.

TABELA 5 - CONCENTRAGAO DO DNA EXTRAIDO E GRAU DE PUREZA

Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid Conc. Unit A260 A280 260/280 260/230 Sample Type Factor

|F1JP1 [LABBMV  |09/08/2022 20:35 |21.7 Ingiul (0435 0204 [2,13 |0,89 |DNA |[s000
F1JF5 LAB BMV 09/08/2022 20:30 27,2 ngil  |0544 0270 [2,01 124 DNA 50,00
F2JF5 LAB BMV 09/08/2022 20:30 90,5 ngil 1810 0889  |2,04 153 DNA 50,00
FITF10 LAB BMV 09/08/2022 20:31 15,7 ngil 0314 0156  |2,01 1,57 DNA 50,00
F1TP3 LAB BMV 09/08/2022 20:32 38,2 ngid (0765 0360 |2,12 3,78 DNA 50,00
F3TP1 LAB BMV 09/08/2022 20:33 |28,0 ngl  |0560 0298 |18 187 DNA 50,00

FONTE: Os autores (2022).

A amplificacdo, através da PCR, da regido ITS1-4 foi positiva para todos os

isolados, e gerou um produto de amplificacdo de aproximadamente 600 pb (FIGURA 10).

FIGURA 10 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE DOS PRODUTOS DE AMPLIFICACAO DA
REGIAO ITS1-4.

LEGENDA: Amostra 1 - F1.J.P1, amostra 2 - F1.J.F5, amostra 3 - F2.J.F5, amostra 4 - F1.T.F10,
amostra 5 - F1.T.P3, amostra 6 - F3.T.P1
FONTE: Os autores (2022).

As sequéncias obtidas apds o sequenciamento da regido ITS1-4 foram analisadas
através da plataforma de bioinformatica Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), do
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National Center for Biotechnology Information (NCBI) e os géneros e espécies identificados

estao apresentados na Tabela 5.

TABELA 6 - IDENTIFICAGCAO DE 6 ISOLADOS DE FUNGOS FILAMENTOSOS POR
SEQUENCIAMENTO DA REGIAO ITS DO rDNA.

Amostra Identificacéo % de Referéncia do
similaridade GenBank
F1.J.P1. Curvularia lunata 99,62 MH183194.1
F1.J.F5. Epicoccum nigrum 99,80 MNO089646.1
F2.J.F5. Talaromyces 99,82 OP237340.1
F1.T.F10. Penicillium 99,64 MH367526.1
F3.T.F1. Epicoccum nigrum 100 MG602536.1
F3.T.P1. Fusarium sp. 100 MH582450.1

FONTE: Os autores (2022).

A frequéncia dos géneros de fungos identificados nas amostras da Tubuna da
colmeia do Local 01 foi: 46% Fusarium, 15% Cladosporium, 7% Cladophialophora, 8%
Aspergillus e 8% Beauveria (GRAFICO 1).
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GRAFICO 1 - PORCENTAGEM DOS GENEROS DE FUNGOS FILAMENTOSOS IDENTIFICADOS DA
ESPECIE Scaptotrigona bipunctata NO LOCAL 01.

B%

8%
46%
15%
8%
%
W Fusarium spp. B Cladophialophora spp. m Aspergillus spp.
Cladosporium spp. m Beauveria spp. B Epicocoum spp.

m Bipolares spp.

FONTE: Os autores (2022).
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Das amostras isoladas de Tubuna do Local 02 (colmeia no fundo do imével), o
género Fusarium foi o mais frequente (39%), seguido de Cladosporium (16%), Penicillium
(15%), Aspergillus (15%) e Epicoccum spp. (espécie nigrum) (15%) (GRAFICO 2).

GRAFICO 2: GENEROS DE FUNGOS FILAMENTOSOS IDENTIFICADOS DA ESPECIE Scaptotrigona
bipunctata NO LOCAL 02.

16%

15% 15%

39%

m Cladosporium spp. = Epicoccum spp. m Fusarium spp.

Aspergillus spp. m Penidillium spp.

FONTE: Os autores (2022).

Os fungos identificados da abelha Jatai também apresentaram maior frequéncia do
género Fusarium, tanto na colmeia proxima a porta quanto na colmeia do fundo do imével,
equivalente a Tubuna. As porcentagens obtidas dos géneros de fungos nas abelhas Jatai
do Local 01 foram: 60% de Fusarium, 17% Trichoderma , 17% Curvularia e 17% Aspergillus.
(GRAFICO 3).
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GRAFICO 3: GENEROS DE FUNGOS FILAMENTOSOS IDENTIFICADOS DA ESPECIE Tetragonisca
angustula NO LOCAL 01.

17%

m Curvularia spp. p Aspergillus spp.  wm Fusarium spp. = Trichoderma spp.

FONTE: Os autores (2022).

A colmeia de Jatai localizada no Local 02 (fundos) apresentou possuir maior variagao
de géneros e espécies de fungos, com as seguintes porcentagens: 36% de Fusarium, 8%
de Alternaria, 7% de Curvularia, 7% de Aspergillus, 7% de Drechslera, 7% de Cladosporium,
9% de Cunninghamella, 7% de Talaromyces purpurogenum, 7% de Epicoccum nigrum e
7% de Colletotrichum (GRAFICO 4).
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GRAFICO 4: GENEROS DE FUNGOS FILAMENTOSOS IDENTIFICADOS DA ESPECIE Tetragonisca
angustula NO LOCAL 02.

36%

W Alternaria spp. m Cladosporium spp. Fusarium spp.
Dreschlera spp. m Colletotrichum spp.  m Curvularia spp.
B Cunninghamella spp. W Epicoccum spp. m Talaromyces spp.

m Aspergillus spp.

FONTE: Os autores (2022).

A maior variedade de fungos observada nas abelhas da espécie Jatai, do Local 02
(fundos do imovel) pode estar associada com a maior quantidade de amostras analisadas,
em comparacao com as abelhas Jatai, da colmeia préxima a porta do imével, (Local 01) a
gual apresentou leveduras e contaminacdes durante o processo de isolamento, 0 que
refletiu em uma quantidade menor de amostras. Esta hipétese deve ser confirmada em
trabalhos subsequentes por nossa equipe, visto que dados desta natureza ndo podem ser
encontrados na literatura. As abelhas coletadas para 0 experimento apresentavam
caracteristicas campeiras (forrageiras), as quais realizam a busca de alimentos para suas
colmeias, portanto, a distancia de deslocamento delas é maior que as demais integrantes
trabalhadoras do interior das colmeias. Diferentes estacdes do ano influenciam na variacéo
dos fungos identificados, como na primavera que ocorre maior numero de plantas em
floragcdo, e as abelhas ndo precisam se deslocar a maiores distancias para fazer a coleta

do pdlen, influenciando na variedade dos fungos. Assim como comportamentos especificos
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de cada espécie também pode contribuir para a variacdo dos fungos encontrados em cada

espécie.

5.1 Caracterizacdo macromorfolégica e micromorfolégica dos fungos identificados

Alternaria spp.

Os fungos deste género produzem um grupo de micotoxinas como os alternariois,
altertoxinas, acido tenuasénico, etc. Estas substancias desempenham um papel importante
na patogénese e podem ser empregadas como agentes seletivos na selecéo in vitro no
nivel celular para resisténcia a doencas (HAMID & STRANGE, 2000).

As caracteristicas morfologicas deste fungo considerado um fitopatégeno, baseia-
se em parametros da colonia com coloracdo parda (FIGURA 11), presenca de alteracéo da
coloracdo na superficie entre o contorno e as margens, variando de branco para palha. A
morfologia microscépica da espécie é principalmente identificada pelos conidios de grandes
dimensdes, de cor marrom, multicelular. Além disso, também apresentou hifas se
proliferando dando origem aos conidiéforos, os quais possuem ramificacdes formando
conidios ainda imaturos. Espécies do género Alternaria podem se comportar como
fitopatdgenos importantes em muitas plantas cultivadas comercialmente, possuindo uma
grande variedade de potenciais hospedeiros. No entanto, muitas linhagens deste género
associam-se simbioticamente com muitas plantas de forma assintomatica, como fungos
endofiticos. A definicdo de “endofitico” tem se alterado com o passar dos anos. Entende-se
neste contexto “endofitico” como um microrganismo (normalmente um fungo ou bactéria)
gue vive no interior de uma planta hospedeira, sem necessariamente causar uma doenca
para a planta). Em alguns casos, a associacdo simbi6tica assintomatica pode se converter
em parasitismo, afetando de forma negativa as culturas vegetais. Uma extensa discussao
tem se desenvolvido hd muitos anos sobre a definicdo de fungo “cosmopolita” do género
Alternaria. De qualquer forma, se torna importante o conhecimento da associagao deste
género com as abelhas sem ferrdo, e a manutencéo destas linhagens de Alternaria em
bancos de germoplasma e cole¢des de cultura para estudos posteriores (DE MERS, 2022).
Todos os isolados fungicos obtidos neste trabalho foram depositados e fazem parte do
Banco de Germoplasma do NEMA - Nucleo Experimental de Micologia Aplicada, UFPR,

Setor Palotina.
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FIGURA 11 - MORFOLOGIA DO GENERO Alternaria, ISOLADO DE ABELHA SEM FERRAO DA ESPECIE
Tetragonisca angustula DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

FONTE: Os autores (2022).

Aspergillus flavus

Essa espécie de fungo é conhecida por ser um importante patégeno humano e
animal, produtor de compostos alergénicos e grande produtor de diversos metabdlitos,
como as aflatoxinas produzidas em alguns alimentos como no amendoim, por exemplo
(HEDAYATI et al., 2007). Além disso, produz uma série de compostos secundarios que
podem ser estudados para possivel uso farmacéutico (KHATTAK et al, 2021). Téo
importante quanto, esta espécie é capaz de degradar numerosos polimeros organicos
complexos sendo considerado um reciclador eficaz na biosfera. O progresso atual da
gendmica do A. flavus permite visualizar as aplicacdes biotecnolégicas do mesmo no
desenvolvimento de drogas farmacéuticas, culturas comerciais resistentes na agricultura e
na producdo de biocombustiveis por meio da descoberta de enzimas (HEDAYATI et al.,
2007).

Esta espécie é cosmopolita, isolada principalmente de plantas e do solo. A anélise
macroscopica possibilitou caracteristicas definidas para este fungo, como a textura
aveludada, coloracdo verde na superficie e o reverso amarelado. Em relacdo as
caracteristicas microscépicas, apresenta cabecas de conidios que irradiam principalmente,
com massas de conidios redondos. Os conidiéforos possuem paredes asperas,
especialmente perto da vesicula. Suas estruturas de reproducdo assexuadas sdo bem
visiveis (GERMAIN & SUMMERBELL, 2003), conforme observado na Figura 12.
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FIGURA 12 - MORFOLOGIA DA ESPECIE Aspergillus flavus, ISOLADA DE ABELHA SEM FERRAO DA
ESPECIE Tetragonisca angustula DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

FONTE: Os autores (2022).

Aspergillus niger

Este fungo atua como microrganismo importante no ambiente biotecnolégico pois
produz um grande numero de micotoxinas, € capaz de produzir ndo apenas proteinas e
enzimas em altas concentragcfes, mas também produtos farmacéuticos que sao benéficos
para a saude humana e animal segundo Santos (2007). Esta espécie também pode em
alguns casos infectar animais e humanos, especialmente imunocomprometidos. As
infeccbes mais frequentes ocorrem no sistema nervoso, olhos e cavidades orbitais.
Recentemente foi relatada uma infec¢éo na cavidade oral que se disseminou para o sistema
respiratério em um paciente infectado na epidemia de Covid-19, mostrando que alguns
isolados podem se adaptar as condigbes ambientais se comportando como patdgenos
oportunistas (FIEMA et al, 2022).

Esta espécie apresenta a macromorfologia com base branca, e uma camada densa
de conidiéforos de coloracao marrom escuro. Na micromorfologia a extremidade da cabeca
apresenta forma radiada, composta de cadeias de conidios. Os conidiéforos sdo formados
por estipites lisos hialinos, também de coloragcdo marrom. Estas caracteristicas foram
observadas para a identificacédo deste fungo, conforme pode-se observar na Figura 13.
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FIGURA 13 - MORFOLOGIA DA ESPECIE Aspergillus niger, ISOLADO DE ABELHA SEM FERRAO DA
ESPECIE Scaptotrigona bipunctata DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

FONTE: Os autores (2022).

Aspergillus oryzae

Esta espécie é utilizada ha muito tempo na elaboragdo de comidas tradicionais
fermentadas na culinéria japonesa (MACHIDA et al., 2005), além disso, na literatura é
descrito como um grande potencial de produzir e secretar um elevado niumero de proteinas
e principalmente enzimas, podendo ser caracterizado como um aliado da biotecnologia
(MACHIDA et al., 2008).

A. oryzae normalmente € encontrado no solo e em materiais vegetais em
decomposicdo, em regibes tropicais jA& que requer temperatura de crescimento
relativamente quente. Inicialmente a sua coldnia apresenta cor esbranquicada e depois fica
verde ou marrom com a idade, a textura da cultura € macia, conforme pode-se observar na
Figura 14. Os conidiéforos sdo hialinos e tém principalmente paredes rugosas. Seus
conidios sdo grandes e lisos ou finamente rugosos e podem ser liberados no ar. Um
interessante relato descrito por Wang et al. (2019) trata da obtencdo de um isolado de A.
oryzae a partir do um acaro vermelho Dermanyssus gallinae, inseto hematéfago conhecido
por atacar galinhas poedeiras. Neste artigo, os autores isolaram uma linhagem de A. oryzae
gue colonizava um acaro em decomposicdo, mostrando o potencial desta espécie para a
utilizacdo no controle biologico de insetos.
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FIGURA 14 - MORFOLOGIA DA ESPECIE Aspergillus oryzae, ISOLADA DE ABELHA SEM FERRAO DA
ESPECIE Scaptotrigona bipunctata DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

FONTE: Os autores (2022).

Beauveria bassiana

Esta espécie é um importante patdégeno de insetos, sendo amplamente pesquisada
para a utilizacdo em mecanismos de controle biolégico de varios insetos hospedeiros. Pode ser
isolada tanto do solo como de insetos parasitados, € bem conhecida como um agente da
doenca muscardina (doenga mortal que resulta do ataque de um fungo parasitico em um
inseto) em diferentes insetos, como percevejos, larva-alfinete, lagartas e outros.
Geralmente, seus esporos penetram na cuticula de qualquer parte dos insetos, iniciando o
processo de colonizacao. Porém, a infeccdo também pode ocorrer diretamente por meio do
aparelho digestorio e respiratério (LIU et al., 2000). Devido seu elevado potencial biolégico
no controle de pragas, € um entomopatogénico muito estudado e comercializado na
agricultura, podendo esta espécie ser caracterizada como um microrganismo fingico com
propriedades biotecnoldgicas.

A coldnia possui coloragao branca e textura macia, conforme pode ser visualizado
na Figura 15. Em relagdo a aparéncia microscopica apresenta hifas septadas, hialina.
Possui conidios inflados na base, terminando em um filamento fino e com zigue-zague,
essas células normalmente estdo agrupadas em massas densas (GERMAIN &
SUMMERBELL, 2003).
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FIGURA 15 - MORFOLOGIA DA ESPECIE Beauveria bassiana, ISOLADA DE ABELHA SEM FERRAO DA
ESPECIE Scaptotrigona bipunctata DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

FONTE: Os autores (2022).

Bipolaris spp.

Este género é considerado um patdgeno de diversas espécies de plantas, possui
mais de 100 espécies, a grande maioria esta associada a manchas nas folhas ou ferrugem,
podriddo das raizes, podriddo da espiga, praga das plantulas e outras doencas de
gramineas cultivadas e silvestres. Muitas espécies do género Bipolaris sao de consideravel
importancia econdbmica, como B. oryzae, B. maydis e B. sorokiniana, causando doencas
devastadoras em culturas de cereais (MANAMGODA et al., 2014).

A colbnia possui coloracao clara tornando-se cinza conforme a idade (FIGURA 16),
a sua textura € macia. Como caracteristicas microscépicas pode-se citar: hifas septadas,
conidiéforos geniculados, os conidios séo retos, arredondados em ambas as extremidades,
possui um a varios distoseptos (septos que ndo se estendem até a parede celular com
células fechadas dentro de sacos), possui tubos de geracdo que se desenvolvem a partir
das células terminais do conidio, crescendo na diregéo do seu eixo longitudinal (GERMAIN
& SUMMERBELL, 2003). Este isolado fungico obtido a partir de abelhas sem ferrdo na
regido Oeste do estado do Parang, assim como outras espécies, representam informacoes
importantes obtidas através de trabalhos cientificos na area de prospeccédo de agentes
fungicos com importancia para a agricultura, visto que a regido € caracterizada como uma

das maiores produtoras de graos no territdrio nacional.


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/conidium
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FIGURA 16 - MORFOLOGIA DO GENERO Bipolaris, ISOLADO DE ABELHA SEM FERRAO DA ESPECIE
Scaptotrigona bipunctata DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

FONTE: Os autores (2022).

Cladosporium spp.

Este género possui elevado potencial biotecnoldgico, ja que é capaz de produzir
alguns metabdlitos secundarios, como antibioticos que séo inibidores de Bacillus subtilis,
Escherichia coli e Candida albicans (GALLO et al., 2004). Além disso, algumas espécies de
Cladosporium séo inseticidas bioldgicos eficientes, particularmente contra insetos que
desenvolveram resisténcia a inseticidas quimicos (ABDEL-BAKY & ABDEL-SALAM, 2003).

Sao geralmente ndo-patogénicos, casos raros de infeccbes cutaneas e pulmonar
foram relatados, mas ndo foram realmente confirmados. Muitas espécies sdo cosmopolitas
de solo, detritos de plantas e superficies foliares. Uma nova espécie deste género,
denominada C. lebrasie, foi relatada contaminando alimentos processados como paes-de-
leite na Franca (Razafinarivo et al., 2016). Cladosporium é muito frequentemente isolado
do ar, especialmente durante as estacdes em que a umidade do ar € elevada (GERMAIN
& SUMMERBELL, 2003). A textura da colénia € aveludada, apresenta crescimento
moderadamente rapido, a superficie da colénia possui coloragdo marrom azeitona e a base
preto acastanhado. Em relagdo as caracteristicas microscopicas, o género possui hifas
septadas, conidiéforos marrons, geralmente septados e blastoconidios em cadeias
ramificadas (FIGURA 17).
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FIGURA 17 - MORFOLOGIA DO GENERO Cladosporium, ISOLADO DE ABELHA SEM FERRAO DA
ESPECIE Tetragonisca angustula DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR

FONTE: Os autores (2022).

Cladophialophora spp.

Este género fungico compreende muitas espécies que causam infeccdes graves e
ateé fatais em humanos, bem como cepas ambientais capazes de degradar hidrocarbonetos
poliaromaticos. C. immunda é de especial interesse médico e biotecnolégico porque é
frequentemente isolado tanto de humanos quanto de solo contaminado e demonstrou
crescer em hidrocarbonetos poliaromaticos (PAHs) como Unica fonte de carbono. Por esta
razdo, essa espécie € um dos candidatos mais importantes para biorremediacdo
(PRENAFETA-BOLDU et al., 2001).

Este género costuma ser cosmopolita, saprobio de solo e material vegetal em
decomposicdo. A aparéncia da col6nia apresentou coloracéo verde azeitona (FIGURA 18),
tanto na superficie quanto no verso da coldnia, possui textura macia e crescimento
moderadamente rapido. Em relacdo as caracteristicas microscoOpicas, apresenta hifas
septadas, conidiéforos, septo, nao diferenciados das hifas vegetativas. Possui conidios
unicelulares, elipsoidal, em cadeias moderadamente ramificadas (GERMAIN &
SUMMERBELL, 2003).
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FIGURA 18 - MORFOLOGIA DO GENERO Cladophialophora, ISOLADO DE ABELHA SEM FERRAO DA
ESPECIE Scaptotrigona bipunctata DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

FONTE: Os autores (2022).

Cunninghamella spp.

Os fungos pertencentes a esse género sdo geralmente encontrados no solo,
substratos organicos, grdos armazenados, etc. Algumas espécies sado relatadas como
causadoras de infec¢des, como a mucormicose humana, no entanto, outras espécies sao
relatadas como muito Uteis no tratamento de diversas doencas (CHA; DOERGE;
CERNIGLIA, 2001).

O género Cunninghamella contém espécies de importancia em micologia médica e
em processos biotecnoldgicos. E caracterizado como uma enorme fonte de moléculas com
atividades bioldgicas promissoras. Diferentes espécies de Cunninghamella provaram sua
capacidade de produzir muitos metabdlitos secundarios, incluindo acidos graxos (acido
palmitico, acido oleico e acido estearico), além de dois compostos esterdides; y-amirina
(A4) e y-sitosterol com varias atividades biologicas, como antifungica e antibacteriana. Além
disso, ha espécies capazes de produzir diferentes enzimas que podem realizar
biotransformacdes (MATTAR; HAMMAD; ZAIN, 2011).

A aparéncia da colbnia € algodonosa e possui colorac¢do branca a cinza-amarelada.
As espécies deste género séo caracterizadas pela formacéo de esporangios uniesporados
e pedicelados na superficie da vesicula. O género apresenta miceélio ndo septado e hifas

largas. Conidiéforos eretos, ramificados, irregulares, cada ramo terminando em globos.
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FIGURA 19 - MORFOLOGIA DO GENERO Cunninghamella, ISOLADO DE ABELHA SEM FERRAO DA
ESPECIE Tetragonisca angustula DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

FONTE: Os autores (2022).

Curvularia lunata

Diferentes espécies de Curvularia impactam significativamente no melhoramento
global de cultivos, atuam como catalisadores em reatores em batelada para biossintese de
enzimas industriais e medicamentos, bioengenheiro de nanoparticulas verdes, agente de
biofertilizante, biorremediacéo e bio-hidrometalurgia, dessa forma, pode-se considerar que
este género é de grande importancia para a biotecnologia e um vetor indispensavel de
desenvolvimento da bioeconomia (TILLEY & WALKER, 2002).

Héa estudos relatando o potencial de Curvularia lunata em realizar a catalise da
sintese de nanoparticulas de 6xido de cério (CeO2NPs) que exibem consideravel efeito
inibitério contra Gram-positivos (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e
Bacillus subtilis) e Gram-negativos (Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris e Klebsiella
pneumoniae) (MUNUSAMY et al., 2014). Além disso, descobriu-se que esta espécie produz
um agente emulsificante extracelular em compostos solUveis em agua e que a mesma
também pode ser utilizada para a producdo de hidrocortisona. (PARASZKIEWICS &
DYUGOYSKI, 1998).

Geralmente as espécies sdo patdgenos facultativos de plantas tropicais ou
subtropicais, mas algumas podem ser isoladas em areas agricolas temperadas.
Ocasionalmente podem causar infeccdo humana, incluindo onicomicose, ceratite, sinusite
entre outras. A morfologia da colonia apresenta textura de |&, a coloracdo é branca
tornando-se marrom na superficie da colénia e no inverso (FIGURA 20).

Apresenta hifas septadas, conidiéforos que podem ser geniculados, simples ou
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ramificados. Os conidios sao ligeiramente, mas distintamente curvados, transversalmente
multiseptados, com uma célula central normalmente expandindo e mais escuro que as
outras células (GERMAIN & SUMMERBELL, 2003).

FIGURA 20- MORFOLOGIA DA ESPECIE Curvularia lunata, ISOLADA DE ABELHA SEM FERRAO
Tetragonisca angustula DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

FONTE: Os autores (2022).
Drechslera spp.

Drechslera sp. é utilizada na biorremediacéo da polui¢cdo por 6leo cru no Kuwaiti,
devido a sua capacidade de crescer e degradar o hidrocarboneto em meios com altas
concentracbes de NaCl (10 %) e em altas temperaturas, condi¢cdes estressantes
encontradas no deserto do Kuwaiti (OBUEKWE et al., 2005). Além disso, este género é
capaz de produzir pigmentos amarelo-alaranjados. Algumas espécies ja foram estudadas e
forneceram bons resultados, incluindo D. siccans que fornece herbicida natural para ervas
daninhas, portanto, este género é um excelente vetor para a biotecnologia (EVIDENTE et
al., 2005).

O género é cosmopolita, isolado do solo e das plantas. Algumas espécies de
Drechslera podem ser consideradas patdégenos de vegetais, no entanto, ndo demonstraram
causar infeccdo no homem ou em animais. A aparéncia na superficie da colénia é branca
tornando-se marrom a cinza, sua textura € aveludada e apresenta crescimento rapido.
Possui hifas septadas, conidiéforos que podem ser simples, geniculados ou ramificados.
Apresenta conidios fusoéides, distoseptados, sem um hilum protuberante, possui tubo
germinativo desenvolvendo perpendicularmente ao eixo longo do conidio (GERMAIN &
SUMMERBELL, 2003), pode-se observar tais caracteristicas citadas na Figura 21.
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FIGURA 21 - MORFOLOGIA DO GENERO Drechslera, ISOLADO DE ABELHA SEM FERRAO
DA ESPECIE Tetragonisca angustula DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

FONTE: Os autores (2022).

Fusarium spp.

Diversas espécies estao associadas a este género, com diversas caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas e ecologicas, portanto, a taxonomia do género Fusarium ainda é
complexa. Os membros do género Fusarium sao fitopatdgenos muito importantes e mais
destrutivos comumente encontrados associados a fruticultura. Isso se deve a sua
capacidade de produzir diferentes tipos de micotoxinas, responsaveis por causar murcha,
ferrugem, podridéo radicular e cancros, podendo afetar a saude humana e animal (EDEL-
HERMANN et al., 2015).

Além das micotoxinas, Fusarium spp. produz outros metabdlitos que podem ser
aplicados como pigmentos ou ter atividades biolégicas com importancia na area médica
(NIRMALADEVI et al., 2014). Além disso, o uso de células inteiras de cepas de Fusarium
como biocatalisadores pode ser realizado na biotransformacédo e sintese de compostos
aromaticos (BICAS et al., 2010; MOLINA et al., 2015).

As diferentes espécies de Fusarium sdo caracterizadas por col6nias de crescimento
rapido com um micélio aéreo feltro ou flocoso. A pigmentagédo da colbnia varia de pélido,
rosa, bordd a violeta azulado, dependendo da espécie. Conidios sdo frequentemente
produzidos em esporoddquios que aparecem como pontos visScosos ha cultura. Apresentam
hifas bem desenvolvidas, septadas e ndo pigmentadas com bifurcacdes de angulo agudo
formando macroconidios tipicos, os chamados conidios esporodoquiais, variando em
forma, tamanho e nUmero de uma espécie para outra, como pode ser observado na Figura
22,23 e 24.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/fusarium
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mycelium
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mycelium
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pigmentation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/conidium

FIGURA 22 - MORFOLOGIA DO GENERO Fusarium, ISOLADO DE ABELHA SEM FERRAO DA
ESPECIE Scaptotrigona bipunctata DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

FONTE: Os autores (2022)
FIGURA 23 - MORFOLOGIA DO GENERO Fusarium, ISOLADO DE ABELHA SEM FERRAO DA
ESPECIE Scaptotrigona bipunctata DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.
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FONTE: Os autores (2022).
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FIGURA 24 - MORFOLOGIA DO GENERO Fusarium, ISOLADO DE ABELHA SEM FERRAO DA

ESPECIE Scaptotrigona bipunctata DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

FONTE: Os autores (2022).



58

Penicillium spp.

Talvez o género Penicillium seja o mais famoso dentro da biotecnologia, devido a
historia da producédo da penicilina em 1928 por Alexander Fleming. O trabalho de Barreiro
e Estrada (2019) discute em detalhes as vias bioquimicas de producédo da penicilina através
de andlises proteémicas e de espectrometria de massas, para o entendimento da fisiologia
dos isolados flngicos de alta producao de penicilina. Além disso, das cerca de 350 espécies
conhecidas no género Penicillium, muitas sédo causadoras de deterioracdo em alimentos
pela producdo de uma grande variedade de micotoxinas, enquanto outras sdo consideradas
biofabricas de enzimas diversas. O grande nimero de esporos produzido rapidamente pode
afetar significativamente a qualidade do ar, sendo considerados irritantes comuns do ar
interno. Poucas vezes sdo relacionados com a saude humana, normalmente em pacientes
imunocomprometidos, porque dificilmente crescem a 37°C, estando mais associados ao
risco de ingestdo de alimentos contaminados pelas micotoxinas produzidas por varias
espécies deste género (PERRONE & SUSCA, 2016). Segundo Terrasan (2007), o género
Penicillium desempenha grande funcdo ecoldgica, pois decompde e recicla a matéria
organica. Atualmente, diversos estudos tém demonstrado seu elevado potencial
biotecnoldgico, ja que pode ser fonte de novos farmacos, como a penicilina que implicou
um avanco decisivo na medicina, enzimas de interesse industrial, producao e regulagcéo de
metabdlitos secundarios, entre outros.

Na microscopia este fungo possui uma fase assexuada devido a formacédo de
frutificacdes telemorficas. S&o caracterizados pela formacéo de estruturas ramificadas de
conidios que terminam nas células conidiéginas nomeadas fidlides, com ramificacdes
monoverticilado, biverticilado e trivercilado. As ramificacbes se dividem em varias
microestruturas (ramos, ramulas, métulas, fidlides) e formam conidios esféricos ou
elipsoidais (PALLU, 2010).

A caracteristica macroscopica da col6nia é circular, no presente trabalho obteve-se
colénias verdes, mas em algumas espécies pode ser amarela, laranja, roxo ou marrom, e
a superficie da colénia possui textura aveludada, mas também pode ser arenosa ou

mucilaginosa (PITT, 1985). Estas estruturas sao evidenciadas na Figura 23, a seguir:
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FIGURA 25 - MORFOLOGIA DO GENERO Penicillium, ISOLADO DE ABELHA SEM FERRAO DA
ESPECIE Scaptotrigona bipunctata DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

FONTE: Os autores (2022).

Epicoccum nigrum

Recentemente dez novas moléculas denominadas epipolitiodioxopiperazinas
(ETPs), a saber, anfiepicoccinas A-J (1-10), foram isoladas do fungo Epicoccum nigrum
derivado de branquias de peixes (WANG et al., 2022).

A espécie Epicoccum nigrum, usualmente caracterizada morfologicamente por
coloragao proxima do laranja (frente da colénia) e variando o reverso de laranja a vermelho
escuro, além da frente de crescimento irregular e da presenca de pigmento difundivel no
meio de cultura (FAVARO et al., 2011). Na micromorfologia as hifas d&o origem aos
conidiéforos curtos, principalmente em cachos, repetidamente ramificados e terminando em
células conidiogénicas mais ou menos isodiamétricas. Cada conidiéforo produz um conidio
multicelular, globoso a piriforme. Os conidios geralmente estdo presentes em massas

densas dos aglomerados de conidiéforos.
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FIGURA 26 - MORFOLOGIA DA ESPECIE Epicoccum nigrum, ISOLADO DE ABELHA SEM FERRAO DA
ESPECIE Scaptotrigona bipunctata DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

FONTE: Os autores (2022).

Talaromyces purpurogenum

Segundo Yilmaz et al. (2012), Talaromyces € um género indispensavel para a
biotecnologia, por ser comum em téxteis, papel, solo, esterco, restos de plantas, milho e
etc., tem sido aplicado em biodeterioracdo de materiais de celulose como téxteis, papel e
adesivos. Devido a capacidade de crescer em material vegetal, onde pode produzir
micotoxinas como rubratoxina A e B, demonstram atuar como supressores de metastases
de céancer. Este género produz &acido espiculispérico, o qual pode ser usado como
detergente.

A morfologia macroscépica da colbnia apresenta micélio predominantemente
laranja e branco, com algumas areas aveludadas, esporulagcdo moderadamente densa,
margens largas e inteiras de micélio branco e também com textura aveludada e flocosa. Na
micromorfologia, este fungo possui conidi6foros estritamente verticilados, ramos
subterminais ausentes; estipes de paredes lisas, métulas em verticilos através do apice,

conidios lisos e elipsoidais.



61

FIGURA 27 - MORFOLOGIA DO GENERO Talaromyces purpurogenum, ISOLADO DE ABELHA SEM
FERRAO DA ESPECIE Tetragonisca angustula DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

FONTE: Os autores (2022).

Trichoderma spp.

Este género é encontrado principalmente em solos e raizes, apresentando a
capacidade de produzir varias substancias antibiticas e enzimas. Induz a resisténcia
localizada e sistémica em uma variedade de plantas e patdgenos de plantas, também
aumentam a absorcao de nutrientes e a eficiéncia do uso de nitrogénio. Essas associa¢cfes
(raiz-microrganismo) causam mudancas substanciais no proteoma e no metabolismo da
planta. Trichoderma spp. também frequentemente aumenta o0 crescimento e
desenvolvimento das raizes, a produtividade das culturas, a resisténcia a estresses
abibticos e a absorcdo. Devido a este conhecimento, o trichoderma é considerado um
aliado no controle biol6gico de pragas, com aplicabilidade biotecnoldgica.

As colbnias do género Trichoderma possuem um rapido crescimento micelial
esbranquicado, dando origem rapidamente a conidiéforos frequentemente agregados,
repetidamente ramificados, irregularmente verticilados, muitas vezes irregularmente
dobrados, com alongamentos de hifas estéreis, fidlides em forma de balédo, obovoide, em
cachos terminais pequenos, geralmente facilmente reorganizada pelo seu rapido

crescimento, colbnias brancas ou branco-verde (HARMAN et al., 2004).
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FIGURA 28 - MORFOLOGIA DO GENERO Trichoderma, ISOLADO DE ABELHA SEM FERRAO DA
ESPECIE Tetragonisca angustula DO MUNICIPIO DE PALOTINA - PR.

FONTE: Os autores (2022).

O conhecimento das diversas espécies de fungos apresentados acima, isolados a
partir de operarias de abelhas sem ferrdo de duas espécies (Tubuna e Jatai) fornece rico
material para estudos subsequentes envolvendo diversas areas da biotecnologia. Todas as
espécies isoladas associadas com as colmeias apresentam importancia em diversos
campos, como no contexto agricola - como nos caso de isolados de Trichoderma spp. que
se associam simbioticamente com muitas plantas cultivadas, aliados no controle biologico
de pragas e coadjuvantes nos processos nutricionais dos vegetais.

Os resultados mostraram uma diferenca em alguns géneros de fungos associados
com as duas espécies de abelhas, Tubuna e Jatai. Esta diferenca pode estar relacionada
com os habitos alimentares de cada espécie, que naturalmente orienta a visitacdo de cada
espécie a um conjunto de flores distintas. Esta possibilidade baseia-se na hipétese de que
parte dos fungos isolados associados a cada espécie de abelha seja oriundo das plantas e
estruturas florais visitadas por cada espécie de abelha, em busca de alimento.

As diferencas observadas nos fungos isolados de colmeias da mesma espécie
mantidas em locais diferentes (local 01 - proximo a porta de entrada da residéncia ou local
02 - fundos do imovel) pode estar relacionada com a variedade de microrganismos em
cada local e influéncia da circulacdo de animais e humanos, que difere em cada um deles.
No local 01 observa-se uma intensa circulacado de pessoas, caes e gatos, diferentemente
do local 02. A presenca mais ou menos intensa de pessoas e animais pode influenciar no

carreamento de esporos e estruturas de reproducao dos fungos proximo das colmeias.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os fungos isolados neste trabalho preliminar envolvendo apenas duas espécies de
abelhas sem ferrdo pertencem a diferentes géneros, com potencial diversificado para
aplicacdes biotecnoldgicas. Deste modo, podemos inferir que as abelhas sem ferréo
representam uma fonte extremamente importante pouco onerosa para a prospecgédo de
fungos filamentosos diversos com potencial biotecnolégico. Uma vantagem do isolamento
a partir de colmeias de meliponineos esta relacionada com a adaptacdo dos isolados
fungicos ao microclima local, o que pode significar em bons desempenhos biotecnoldgicos.
Também possibilita a compreensao de possiveis fitopatdgenos, patdégenos, ou aqueles que
podem influenciar na defesa imunoldgica das abelhas e na qualidade do mel.

Um trabalho que pretendemos desenvolver futuramente esta relacionado com a
prospeccdo do conjunto de fungos miceliais nas colmeias em diferentes épocas do ano.
Possivelmente as espécies fungicas associadas as abelhas irdo variar de acordo com a
estacdo do ano, e com o conjunto de espécies vegetais em floracdo em cada més do ano.
Também iniciaremos um estudo comparativo dos fungos isolados de diferentes partes do
interior das colmeias, visto que a compartimentalizacdo de cada ninho destes insetos
eussociais é bastante complexa. Possivelmente diferentes locais do interior do ninho
abriguem espécies diferentes de fungos (discos de cria, lixeira, melgueiras, entrada,

estoques de propolis, ceras e batumes).
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