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RESUMO

O trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade de fungos filamentosos associados a
trés espécies de abelhas sem ferrdo: Melipona fasciculata (Tilba cinzenta), Melipona
mondury (Bugia) e Melipona scutellaris (Uruct nordestina), criadas em meliponario em
Palotina, PR. As abelhas foram coletadas diretamente das colmeias, colocadas em meio de
cultura BDA, e os fungos isolados foram analisados por caracteristicas macro e
micromorfologicas, além de sequenciamento molecular da regido ITS do DNA. Ao todo,
foram isoladas 31 colbnias flngicas: 17 a partir de M. fasciculata, 9 a partir de M. mondury
e 5 a partir de M. scutellaris. Os géneros mais frequentes foram Penicillium, Aspergillus,
Fusarium, Alternaria e Trichoderma. A diversidade foi maior em M. fasciculata. Parte das
amostras foi submetida a extracdo de DNA e a amplificacdo, através da Reacao em Cadeia
da Polimerase (PCR) da regido ITS1-4, seguida de sequenciamento e identificacdo por
comparacdo com o banco GenBank. Os resultados mostram que as abelhas sem ferrdo
podem atuar como carreadoras de diversos fungos, alguns dos quais possuem potencial
biotecnolégico. O estudo contribui para o conhecimento da microbiota associada as abelhas
nativas e serve de base para futuras aplicacbes dos fungos isolados na industria e na
biotecnologia.

Palavras-chave: Abelhas-sem-ferrédo; Fungos; Prospecéao.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the diversity of filamentous fungi associated with three
species of stingless bees: Melipona fasciculata (Tiuba cinzenta), Melipona mondury (Bugia)
and Melipona scutellaris (Urucu nordestina), bred in a meliponary in Palotina, PR. The bees
were collected directly from the hives, placed in BDA culture media, and the isolated fungi
were analyzed for macro and micromorphological characteristics, as well as molecular
sequencing of the ITS region of the DNA. A total of 31 fungal colonies were isolated: 17 from
M. fasciculata, 9 from M. mondury and 5 from M. scutellaris. The most frequent genera were
Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Alternaria and Trichoderma. Diversity was highest in M.
fasciculata. Part of the samples was subjected to DNA extraction and amplification of ITS1-
4 region, by Polymerase Chain Reaction (PCR), followed by sequencing and identification
by comparison with the GenBank database. The results show that stingless bees can act as
carriers of various fungi, some of which have biotechnological potential. The study
contributes to the knowledge of the microbiota associated with native bees and provides for

future applications of the isolated fungi in industry and biotechnology.

Keywords: Stingless bees; Fungi; Prospection.
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1 INTRODUGAO

Assim como na maioria dos organismos Vvivos, as abelhas sem ferrdo possuem
interagbes simbiodticas e mutualisticas com diversos microrganismos. A microbiota
associada as abelhas sem ferrdo inclui bactérias, leveduras e fungos filamentosos em
simbiose com a colbnia. Neste sentido, dado a alta relevancia destas abelhas do ponto de
vista ecoldgico, muitas pesquisas lhes foram direcionadas ao longo dos anos, o que permitiu
também novas descobertas sob a perspectiva biotecnoldgica, com destaque para o
isolamento de microrganismos com diversos potenciais biotecnolédgicos. Dessa forma, o
problema a ser solucionado nesse trabalho € saber quais géneros e espécies de fungos
filamentosos podem estar associados com trés espécies de abelhas sem ferrdo, criadas em
meliponario um mesmo local, e se existe alguma relacdo entre os isolados de cada espécie
de abelha. Além disso, esses isolados representam espécies com potencial para aplicacbes

biotecnoldgicas.

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 extraordinaria contribuicdo desses
insetos na preservacao da vida vegetal e também na manutencao da variabilidade genética
(NOGUEIRA, 1998). As abelhas séo insetos que sustentam os ecossistemas globais por
meio do seu papel como polinizadores de areas floridas, pomares, plantacées, florestas

inclusive vastas areas nas grandes bacias hidrograficas (GRIMALDI e ENGEL, 2005).

Entre as abelhas sociais, além da conhecida Apis. mellifera, 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
introducéo 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), entre elas a Tetragonisca Angustula (Jatai) e a Scaptotrigona

bipunctata (Tubuna), e sdo espécies consideradas nativas do pais (PEDRO, 2014).
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No entanto, h4 uma falta de informacdes e conhecimentos sobre a biodiversidade

fungica relacionada as abelhas sem ferrdo da Tribo Meliponini (SILVA et al., 2017). As
abelhas séo naturalmente associadas a microrganismos diversos, no qual os fungos muitas
vezes sao de ocorréncia espontanea (GILLIAM, 1997), em contrapartida o desaparecimento
de coldnias 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 econémica, o conhecimento quanto ao
comportamento, reproducao e sanidade das abelhas é indispensavel para a preservacao e
manutencdo da diversidade vegetal, a producdo e comercializacdo de produtos e
consequentemente a distribuicdo de rendas. O presente trabalho teve como o objetivo
avaliar a presenca de diferentes grupos de fungos associados a abelhas das espécies
Melipona fasciculata (Tiuba cinzenta), Melipona mondury (Bugia), e Melipona scutellaris
(Urucu nordestina) que podem atuar como carreadoras de diversas espécies de fungos
além de realizar a extracdo de DNA dos fungos isolados realizando sequenciamento da

regiao ITS.

Fungos filamentosos podem ser isolados de diferentes biomas. Existem varios
estudos que indicam que podem existir tipos especificos de fungos, dependendo do habitat
e do organismo hospedeiro ou organismos que apresentam associacdo ecoldgica entre
esses microrganismos. Normalmente, de acordo com a literatura, oS microrganismos
associados com meliponineos estdo envolvidos com as propriedades organolépticas do mel
ou manutencéo das colmeias. Muitos trabalhos de prospeccao relatam diversos potenciais
biotecnolégicos desses fungos, como degradacdo de substancias organicas a base de
amido, celulose, lignina, etc. Espécies dos géneros Penicillium, Aspergillus e Trichoderma
sdo as mais frequentemente isoladas desses insetos. No entanto, a diversidade dos fungos
isolados depende de outros fatores, como o local de criagdo das abelhas, o clima, por
exemplo. Identificar as principais espécies de fungos associadas com as trés espécies de
abelhas sem ferrdo sera importante, ndo somente para a prospecc¢ao biotecnoldgica desses

microrganismos, mas para compreender a ecologia das abelhas.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Identificar diferentes grupos de fungos associados a abelhas das espécies Melipona
fasciculata (Tidba cinzenta), Melipona mondury (Bugia), e Melipona scutellaris (Urucu

nordestina).

2.2 Objetivos especificos

e Captura das abelhas, cultivo dos fungos, caracterizacdo macro e microscopica,

organizacdo do estoque e das imagens;

e Extracdo do DNA de fungos selecionados, amplificacdo por PCR da regido ITS1-4

e sequenciamento;

¢ Andlise da frequéncia dos fungos encontrados em cada espécie de abelha.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Abelhas: agentes polinizadores essenciais

Os insetos pertencem ao filo dos artrépodes, constituido por mais de 900.000
diferentes espécies, considerado o maior grupo de animais que existe, o qual pode ser
separado em vérias Ordens, entre elas, o grupo que inclui as abelhas, formigas e as vespas,
a ordem Hymenoptera. As abelhas podem ser agrupadas na 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 sdo abelhas insociaveis ou abelhas com
habitos sociais béasicos (NOGUEIRA-NETO, 1997). As abelhas da familia Apidae,
apresentam uma concavidade nas tibias das patas traseiras, denominada corbicula, onde
o poélen ou outro material € embarcado para o ninho, além disso, € considerada como uma
familia com elevados habitos sociais. Na familia Apidae, pode- se destacar uma classe de
abelhas que possui grande importancia devido a sua natureza comportamental e produtiva,
essas abelhas sdo conhecidas como abelhas sem ferrdo ou meliponineos (WIELEWSKI,
2018).

Durante a evolugdo, as abelhas sociais locais perderam a habilidade de ferroar a
medida que seus ferrdes se deterioraram (NOGUEIRA-NETO, 1997). Porém, as abelhas
nao abandonaram a capacidade de defender seus ninhos, exibindo varios mecanismos para
isso, como se enrolar em torno de cabelos e pelos, 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).

A familia dos meliponineos foram inicialmente manipuladas especificamente por
povos indigenas (FABICHAK, 1989), dessa forma, sdo comumente intituladas como
abelhas indigenas sem ferrdo. A abelha sem ferrdo é um excelente polinizador, amplamente
utilizada para esse fim em estufas e cultivos (CAUICH et al., 2006). Dessa forma, pode-se
considerar que as abelhas apresentam grande importancia para a conservagao da grande

variedade de seres vivos presentes na natureza e também para manter o equilibrio da


https://www.biologianet.com/zoologia/artropodes.htm
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interdependéncia entre seres vivos e meio ambiente (STUCHI; TAKASUSUKI; TOLEDO,
2008).

E uma visita flor a flor para colher alimentos que as abelhas realizam a polinizagéo,
um trabalho crucial no qual o valor econémico nédo é conhecido por muitos. Além disso, as
abelhas também provéem produtos que sdo comercialmente importantes para os humanos,

como polen, propolis e cera de abelha (WITTER et al., 2014).

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 vegetacao tém favorecido a construcao de distintos géneros de abelhas, bem adequadas
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 sdo recobertas por uma matéria
resinosa gerada pelas abelhas ao colher metabdlitos secundarios de um conjunto de
espécies vegetais em uma determinada &rea, conhecido como prépolis (BARTH; DUTRA,
ACURADO, 1999). Dessa forma, além de oferecer protecdo, também é possivel manter a
temperatura e a umidade dentro do ninho (ZMITROWICZ, 2001).

Os ninhos da familia dos Meliponineos sdo constituidos de varios materiais, tanto
com elementos encontrados na natureza bem como outros materiais originados através das
abelhas, como a cera. Para completar esta categorizacdo resumida, deve- se considerar
também os tipos mistos, como o0 cerume, que consiste em uma mistura de resina (prépolis)
que as abelhas coletam de arvores ou arbustos danificados e de cera de abelhas
(NOGUEIRA-NETO, 1997).

3.2 Melipona fasciculata

A M. fasciculata, conhecida popularmente como Tilba cinzenta, € uma das
espécies de abelhas pertencentes ao grupo dos Meliponineos. Sua ocorréncia é
predominante nas regides Norte e Nordeste do Brasil, onde tem ganhado destaque tanto
pela relevancia ecolégica quanto pelo potencial econdmico. A espécie se sobressai por sua
elevada capacidade produtiva e por sua notavel adaptacdo a ambientes adversos, como
estufas agricolas, onde tem sido utilizada na polinizacdo de cultivares pertencentes a familia

das Solanaceae (NUNES-SILVA et al., 2013). Aléem de sua importancia na polinizacéo, os
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produtos derivados da espécie, como o mel e o geopropolis, vém despertando grande
interesse no mercado nacional devido as suas propriedades medicinais, o que tem motivado
os criadores a investir na valorizacdo dessa abelha (DUTRA et al., 2008; DUTRA et al.,
2009; LIBERIO et al., 2011).

Entre essas espécies, destaca-se a tilba, Melipona fasciculata Smith, 1854, por
sua elevada produtividade em relagéo a outras abelhas nativas, configurando-se como uma
excelente alternativa de geracédo de renda para os produtores da regido Meio-Norte do
Brasil (MACHADO et al., 2010).

3.3 Melipona scutellaris

A abelha urucu (Melipona scutellaris), amplamente distribuida na regido Nordeste
do Brasil (SOUZA; BAZLEN, 1998), destaca-se por produzir um mel de excelente qualidade,
apresentar col6nias populosas, possuir habitos higiénicos e ser de facil manejo,
caracteristicas que conferem vantagens em relacdo a outras espécies de meliponineos.
Além disso, essa abelha contribui significativamente para a polinizacdo da flora nativa,

sendo responsavel por aproximadamente 40% a 90% desse processo (SOUZA et al., 1998).

Apesar da importancia das abelhas sem ferrdo, ainda séo escassas as informacdes
sobre diversas espécies, principalmente no que diz respeito aos seus habitos, reproducéo
e aspectos sanitarios. Estudar a biologia dessas abelhas, especialmente sua microbiota
fungica, é fundamental, uma vez que microrganismos oportunistas podem causar doenc¢as

guando as defesas naturais dos insetos estdo comprometidas (PANTOJA, 2014).

Stuart et al. (2004) identificaram alguns fungos presentes na microbiota de
meliponineos, como Rhizopus spp., Fusarium spp. e Acremonium spp.. A identificacao
desses fungos filamentosos baseia-se na analise de suas estruturas reprodutivas, métodos
de producdo de conidios, além de caracteristicas como cor, forma, tamanho, tipos de hifas

e morfologia das colénias (CRUZ, 1985).

Ha uma diversidade consideravel de microrganismos associados as abelhas sem
ferrdo, incluindo bactérias (CRUZ-LANDIM, 1996), fungos e leveduras. Em geral, esses
organismos ocorrem naturalmente (GILLIAM, 1997), embora muitos ainda permanecam
desconhecidos (ELTZ et al., 2002).
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Esses polinizadores estdo constantemente expostos a uma ampla gama de

parasitas e patdégenos, como fungos, acaros, bactérias e insetos (GILLIAM, 1997). O

aumento recente na perda de colonias de abelhas tem intensificado o interesse pela

compreensao das comunidades microbianas associadas a esses organismos de grande
importancia ecoldgica (MATTILA et al., 2012).

A M. scutellaris (Hymenoptera: Apidae: Meliponini), conhecida popularmente como
urucu verdadeira — do tupi “eiru'su”, que significa “abelha grande” (WEBBEE, 2014) — é
uma espécie nativa da Mata Atlantica do Nordeste brasileiro. Sua criacdo tem se destacado
especialmente nos estados de Pernambuco e Bahia (CARVALHO; ZANELLA, 2017).

Conforme observado na figura 1, essa espécie se diferencia das demais do género
pelo seu porte avantajado, coloracdo escura na face, presenca de linhas brancas nos
bordos da placa de quitina dorsal e pelos do térax com coloracdo ferruginea amarelada
(CARVALHO; ZANELLA, 2017). A M. scutellaris desempenha um papel fundamental na
polinizacdo da flora nativa da Mata Atlantica nordestina, sendo responséavel por cerca de
30% a 90% desse processo (SILVEIRA et al., 2002; BALLIVIAN et al., 2008; SANTOS,
2010). Aléem do valor ecoldgico, sua criacdo no Nordeste também proporciona impactos
sociais positivos por meio da producao de mel (SILVEIRA et al., 2002; SILVA PAZ, 2012;
BARBOSA et al., 2018).

FIGURA 1 - ABELHAS UTILIZADAS NO TRABALHO

M. fasciculata M. mondury M. scutellaris

Fonte: Adaptado de: Abelhas (Associagdo Brasileira de Estudos das abelhas).
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3.4 Melipona mondury

Melipona mondury Smith 1863, foi diferenciada de Melipona rufiventris Lepeletier,
1836 por Melo (2003). Popularmente conhecida como mondury, tuiuva, tujuva, tujuba,
manduri, mondiri, urugu-amarela ou bugia, essa espécie ocorre no dominio morfoclimatico
da Mata Atlantica, abrangendo os estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina. E encontrada, predominantemente, em
florestas Umidas situadas abaixo de 400 metros de altitude (SOUSA et al., 2012).

A M. mondury habita areas preservadas da mata, localizadas em grandes
fragmentos florestais em estagios sucessionais avancados (VIANA et al., 2015), e
apresenta comportamento relativamente generalista em suas interacbes com espécies
vegetais (GEUSTER, 2019). Segundo Nogueira-Neto (1970), a espécie nidifica em ocos de
arvores, cujos ninhos apresentam entrada formada por raios de barro convergentes,
permitindo a passagem de apenas uma abelha por vez. Além disso, seus ninhos séo
estruturados com batume e calafetados com geoprépolis — uma mistura de propolis com

barro.

Em Santa Catarina, sua ocorréncia foi registrada nos municipios de Blumenau e
Sé&o Bento do Sul (MOUGA, 2009), Sao Francisco do Sul (MOUGA; NOGUEIRA-NETO-
NETO, 2015), Floriandpolis e Indaial (MOUGA; DEC, 2015). A espécie € considerada
eficiente na producdo de mel e pélen na Regido Sul do Brasil, além de possuir importancia
ecoldgica por sua atuacao na polinizacdo e nos servicos ambientais primarios (GEUSTER,
2019).

M. mondury esta classificada como espécie vulneravel na Lista Vermelha de
Espécies Ameacadas de Santa Catarina (CONSEMA, 2011). Compreender sua ecologia é
fundamental para subsidiar estratégias de conservagdo, bem como praticas de manejo

voltadas a polinizacdo e a produgéo de mel.
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4 METODOLOGIA

Um resumo da metodologia utilizada no trabalho esta esquematizado na Figura 1.

FIGURA 2 - DIAGRAMA ESQUEMATICO DA METODOLOGIA REALIZADA

Transferéncia para
o BDA e selecao
—— dos fungos

" \
! ‘s'.
( Identificacao dos

fungos

sequenciamento

_—

Fonte: Adriana Fiorini Rosado. Plataforma Canva.(2025).

4.1 Coleta, inoculagéo e isolamento dos fungos

A coleta das abelhas foi realizada em 21 de setembro de 2024 em uma residéncia
de um criador, no centro de Palotina, Oeste do Estado do Parana. As amostras fangicas
foram coletadas de colméias de trés espécies de abelhas sem ferrdo, Melipona fasciculata
(Tiuba cinzenta), Melipona mondury (Bugia), e Melipona scutellaris (Urugu nordestina)
(FIGURA 2). Foram coletadas dez abelhas de cada uma das trés espécies.

As abelhas foram coletadas ao sairem das colméias, com o auxilio de uma rede de
captura de insetos (15 cm de diametro). Exemplos das colméias estdo mostrados na Figura
3.
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FIGURA 3 - EXEMPLOS DAS COLMEIAS DAS ABELHAS COLETADAS NESSE ESTUDO

Fonte: Luisa Renata M. Hugen (2025).

Apoés a coleta, foram instantaneamente colocadas em tubos cdnicos estéreis e
identificados, e em seguida encaminhadas para o Nucleo Experimental de Micologia
Aplicada - NEMA (Universidade Federal do Parana - Setor Palotina). As amostras foram
colocadas em freezer (-20°C) por 5 minutos para facilitar 0 manuseio das abelhas, em
seguida foi realizada a transferéncia das abelhas durante 30 minutos em placas de Petri

contendo Agar Batata Dextrose (BDA), Figura 4.
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FIGURA 4 - ABELHAS TRANSFERIDAS PARA AS PLACAS DE PETRI CONTENDO BDA

Fonte: Luisa Renata M. Hugen (2025).

Apés 30 minutos, as abelhas foram retiradas das placas de Petri em condicdes
assépticas, e devolvidas ao meliponario de onde foram capturadas. As placas foram
incubadas em estufa de crescimento a temperatura de 28°C (£2°C) durante 5 dias,
condicdes consideradas ideais para o crescimento de fungos.

A partir das colbnias presentes nas placas que receberam as abelhas, foi realizado
0 repigue das colbnias para placas de Petri esterilizada contendo BDA em condigfes
assépticas, em uma capela de fluxo laminar. Com o auxilio de uma al¢ca de semeadura,
pequenos fragmentos das colbnias de interesse foram retirados e transferidos para placas
de Petri esterilizadas. 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 contaminacgéo foram repicadas novamente em placas de Petri

BDA até que se obtivessem culturas axénicas.



18

4.2 Identificacdo macroscopica e microscépica dos fungos

As culturas fungicas foram analisadas quanto as caracteristicas macroscopicas
como a cor, textura e tamanho. A identificacdo microscépica dos fungos foi realizada, no
primeiro momento, através do preparo de laminas com a técnica da fita adesiva. Nessa
técnica, fragmentos do micélio fungico foram coletados, com auxilio de uma fita celofane
transparente adesiva, e transferidos para laminas de microscopia contendo uma gota de
corante lactofenol azul de algodao. As imagens foram observadas no microscopio optico
Nikon Eclipse EI nos aumentos de 400 e 1000x.

Para uma analise definitiva e observacéo dos esporos de reproducao assexuados,
foi realizado o microcultivo. Nessa técnica utilizou-se um sistema formado por duas laminas
de microscopia, forradas por um papel filtro dispostas no interior de uma placa de Petri
estéril. Com o auxilio de um bisturi, fragmentos de BDA de aproximadamente 1 cm?2 foram
cortados e depositados sobre a lamina. Fragmentos dos micélios fungicos foram coletados,
com auxilio de uma alga microbioldgica, e depositados nas quatro extremidades do bloco
de agar. O papel filtro foi umedecido com agua destilada estéril e as as placas foram
incubadas em estufa a 30°C (£2°C) durante 5 dias. Apés o periodo de incubacéo, as
laminulas, contendo os micélios fungicos, foram transferidas para uma nova lamina
contendo o corante lactofenol azul de algodado. As imagens foram obtidas no microscépio
Nikon Eclipse EI, nos aumentos de 400 e 1000x.

4.3 Identificacdo molecular dos fungos

4.3.1 Extracdo do DNA

A identificacdo molecular foi realizada para amostras selecionadas com base na
dificuldade de identificacdo do género e a confirmacao do género e espécie. Para a extracao
do DNA, de 100 a 200 mg dos micélios, a partir de culturas em BDA, foi transferido para
microtubos de 1,5ml. Foram adicionadas seis pérolas de vidro e as amostras foram

homogeneizadas em vortex por 1 minuto, para a lise das células. O lisado foi recuperado e
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processado de acordo com as instrugcbes do fornecedor, utilizando o kit comercial
Plant/Fungi DNA Isolation (Norgen Biotek Corporation). O DNA extraido foi avaliado quanto
a sua pureza e concentracdo em espectrofotobmetro 2000® (Thermo Fisher), observou-se a
absorbancia a 260 e 280 nm, além das relagbes 260/280 nm e 260/230 nm. Um total de 2
pl do DNA extraido juntamente com 2 pl do corante Safer (Kasvi) foi aplicado nos pocos de
um gel de agarose a 1,5% em tampédo TBE 1X (Tris-base 90 mM, acido borico 90 mM,
EDTA 2 mM pH 8,0).

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

Apébs a extracdo, a regido do espacador transcricional interno (ITS1-4) do rDNA
ITS1-5.8S- ITS2 (MIRHENDI et al., 2006) foi amplificada, pela técnica de PCR (Reacao
em Cadeia da Polimerase), seguindo a recomendacdo do kit GoTaq Master Mix
(Promega), em uma reacdo de 25 pl contendo aproximadamente 150 ng do DNA
gendmico, 0,4 uM 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’), 0,2 mM de cada dNTP,
1,5mM de MgClz2 e 1 U de GoTaqg DNA Polimerase no tampéao apropriado da enzima. As
condi¢cBes de ciclagem foram: desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos; 25 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 45 segundos e extensao
a 72°C por 1 minuto; com extensao final a 72°C por 7 minutos, em termociclador. Um total
de 2 pl de cada reacdo de PCR, juntamente com 2 ul do corante Safer (Kasvi) foi aplicado
nos pocos de um gel de agarose a 1,5% em tampéo TBE 1X (Tris-base 90 mM, acido
borico 90 mM, EDTA 2 mM pH 8,0), para confirmacédo do tamanho, em pares de bases,
dos amplicons e viabilidade das amostras. A amplificacdo da regidao ITS, com o0s
iniciadores utilizados neste trabalho produziu um amplicon de aproximadamente 600 pb.
Foi utilizado o padrdo de tamanho molecular 100 pb (Kasvi). 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 KASVI (luz led).

Para a realizagdo do sequenciamento molecular, uma aliquota de 10 ul 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
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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 —
versao 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 variagao 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

5.1 Resultados

Apoés o tempo de incubacao, as placas de cultura foram analisadas e os resultados,
para as abelhas M. fasciculata, M. mondury e M. scutellaris, estdo apresentados nas
Figuras 5, 6 e 7, respectivamente. Em todas as placas foi possivel verificar o crescimento
de colbnias fungicas. As principais col6nias, considerando o maior tamanho e maior
prevaléncia, foram selecionadas e repicadas para novas placas de BDA. Foi possivel
observar uma similaridade nas caracteristicas coloniais dos fungos observados para cada
abelha e a maior variabilidade foi observada nas culturas obtidas de M. fasciculata, o que

foi determinante para a selecao dos fungos.

FIGURA 5 - CULTURAS OBTIDAS DAS ABELHAS Melipona fasciculata

Fonte: os autores (2025).



FIGURA 6 - CULTURAS OBTIDAS DAS ABELHAS Melipona mondury

Fonte: os autores (2025).

FIGURA 7 - CULTURAS OBTIDAS DAS ABELHAS Melipona scutellaris

Fonte: os autores (2025)
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Foram isoladas varias coldnias fungicas das culturas e um total de dezessete foram
selecionadas de M. fasciculata, nove de M. mondury e cinco de M. scutellaris (Tabela 1). A

frequéncia de cada fungo encontrado esta apresentada na Figura 8.

Entre as amostras de M. fasciculata foram identificados os géneros de fungos:
Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, e Trichoderma. Para M. mondury foram
encontrados o0s géneros Alternaria, Aspergillus, Bipolaris, Cladosporium, Fusarium,
Trichoderma e Penicillium e para M. scutellaris foram identificados os géneros Alternaria,

Lasiodiplodia, Paecilomyces e Penicillium.

TABELA 1: GENERO DE FUNGOS ISOLADOS DAS ABELHAS

Melipona fasciculata Melipona mondury Melipona scutellaris
(Tilba cinzenta) (Bugia) (Urucl nordestina)

Cédigo Fungo Cddigo Fungo Cédigo Fungo

All Aspergillus sp. B1.2 Alternaria sp. c2.1 Lasiodiplodia sp.

Al.2 Fusarium sp. B1.3 Fusarium sp. C3.1 Alternaria sp.

A2.2 Alternaria sp. B2.1 Penicillium sp. C5.1 Paecilomyces sp.

A2.3 Penicillium sp. B7.1 Penicillium sp. C5.3 Penicillium sp.

A3.1 Aspergillus sp. B7.3 Cladosporium sp. C5.4 Penicillium sp.

A3.2 Fusarium sp. B8.1 Bipolaris sp.

A3.3 Penicillium sp. B8.2 Aspergillus sp.

A3.4 Aspergillus sp. BO.1 Penicillium sp.

A3.5 N&ao identificado B9.2 Trichoderma sp.

A3.6 Aspergillus sp.

A4.1 Penicillium sp.

A4.3 N&o identificado

Ad.4 Trichoderma sp.

A5.1 Penicillium sp.

A6.2 Fusarium sp.

A8.1 Trichoderma sp.

A8.2 Aspergillus sp.

Total 17 9 5

Legenda: As amostras em negrito foram selecionadas para as analises moleculares.
Fonte: os autores (2025).
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FIGURA 8 - FREQUENCIA DOS FUNGOS ENCONTRADOS EM CADA ABELHA

18

16

14

12

10

e

i -9

ha

M. fasciculata

W Alternaria spp.
W Fusarium spp.
m Trichoderma spp.

W Paecilomyces spp.

B Aspergillus spp.
B Nio identificado

m Bipolaris

M. mondury

M. scutellaris

W Penicillium spp.

m Lasiodiplodia spp.

B Cladosporium spp.

Fungo

Frequéncia por abelha

M. fasciculata

M. mondury

M. scutellaris

Total géneros

Alternaria spp. 1
Aspergillus spp.
Cladosporium spp.
Fusarium spp.
N&o identificado
Penicillium spp.
Trichoderma spp.
Bipolaris spp.
Lasiodiplodia spp.

O O O N A N W O O

Paecilomyces spp.

1

1

P P P WO N DR, O W

=
~

Total

©| o O r Fr W O+ kP

gk P O O N O O O O

w
juied

Fonte: os autores (2025).



25
As principais estruturas microscopicas estéo ilustradas nas Figuras 9 e 10 para 0s
fungos isolados de M. fasciculata, Figura 11 para M. mondury e Figura 12 para M.

scutellaris.

FIGURA 9 - ASPECTOS MACRO E MICROMORFOLOGICOS DOS FUNGOS ISOLADOS DA ABELHA
Melipona fasciculata

A1.1  Aspergillus ochraceus

Fusarium sp.

A2.3 Penicillium sp. A3.4  Aspergillus sp.

Fonte: os autores (2025).
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FIGURA 10 - ASPECTOS MACRO E MICROMORFOLOGICOS DOS FUNGOS ISOLADOS DA ABELHA
Melipona fasciculata (continuacdo)

A4.3 Nio identificado

A8.2 Aspergillus sp.

Fonte: os autores (2025).
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FIGURA 11 - ASPECTOS MACRO E MICROMORFOLOGICOS DOS FUNGOS ISOLADOS DA ABELHA
Melipona mondury

B9.2 Trichoderma sp.

Fonte: os autores (2025).
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FIGURA 12 - ASPECTOS MACRO E MICROMORFOLOGICOS DOS FUNGOS ISOLADOS DA ABELHA

Melipona scutellaris

C5.4 Penicillium sp.

C5.1 Paecilomyces sp.

Fonte: os autores (2025).

Alguns fungos foram selecionados para a identificacdo molecular. O DNA obtido foi
analisado através de eletroforese em gel de agarose e a regido ITS1-4 foi amplificada por
PCR (Figura 13). As amostras A6.2, B1.3, B9.2 (po¢os 5, 6 e 7, do gel B) ndo apresentaram
amplificacdo. Foram excluidas do sequenciamento apenas as amostras A6.2 e B1.3, pois
a amostra B9.2 estava duplicada na analise.
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FIGURA 13 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE DO DNA GENOMICO DOS FUNGOS E
PRODUTOS DA PCR DA REGIAO ITS

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Legenda: Gel A: DNA gendmico. Gel B: produtos de PCR da amplificacdo da regido ITS1-4. Pocos 1 a 10
(Amostras Al.1, A3.2, Ad4.1, Ad.4, A6.2, B1.3, B9.2, B9.2, C2.1, C5.1.), respectivamente. Letra L: DNA ladder
100 pb.

Fonte: Os autores (2025).

As sequéncias obtidas ap0s o sequenciamento da regido ITS1-4 foram analisadas
através da plataforma de bioinformatica Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) e os géneros e espécies identificados

estdo apresentadas na Tabela 2.

TABELA 2 - IDENTIFICACAO DE 7 ISOLADOS DE FUNGOS FILAMENTOSOS POR
SEQUENCIAMENTO DA REGIAO ITS DO rDNA.

Amostra Identificacdo simiol/?a:jigade Referéncia do GenBank
Al.1l Aspergillus ochraceus 98.90% MT990727.1
A3.2 Fusarium ‘incarnatum-equiseti' 99.60% PP422000.1
Ad.1l Penicillium oxalicum 99.63% MT529129.1
A4.4 Trichoderma sp. 99.64% KP009339.1
B9.2 Trichoderma sp. 99.82% PV348611.1
Cc2.1 Lasiodiplodia theobromae 100.00% OR116079.1
C5.1 Paecilomyces sp. 99.82% AB217858.1

Fonte: Os autores (2025).
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5.2 Discussao

Os resultados apresentados nesse trabalho indicam que houve uma predominancia
dos géneros Aspergillus e Penicillium entre as abelhas estudadas. Os demais géneros mais
abundantes foram Fusarium, Alternaria e Trichoderma. As abelhas coletam poélen das flores
e 0 armazenam nas patas traseiras (abelhas meliferas) ou nos pélos da parte ventral do
abdémen (abelhas pedreiras vermelhas). Assim, a troca de microrganismos entre flores e
abelhas é inevitavel (THAMM et al., 2023). Os recursos florais sdo a principal fonte de
alimento para a maioria das espécies de abelhas, portanto, segundo Rutkowski, Weston e
Vannette (2023), as espécies fungicas encontradas no néctar e no polen contribuem
diretamente para as comunidades em ninhos e no trato gastrointestinal das abelhas. Muitos
dos fungos mais comumente isolados de ninhos e corpos de abelhas também sao
habitantes frequentes do néctar e do pélen florais, e provavelmente sao provenientes de

plantas.

Os beneficios dos simbiontes fungicos nas abelhas incluem auxiliar na degradacéo
do pdlen e na maturacéo da geleia real; além disso, os fungos também podem servir como
fontes de alimento para as abelhas (de PAULA et al., 2021). Em um recente estudo,
Rutkowski, Weston e Vannette (2023) publicaram uma revisdo sobre o0s principais taxons
fungicos mais comumente associados as abelhas, as diferencas nas comunidades fangicas
entre as diversas espécies de abelhas e seus habitats, as possiveis vias de aquisicao
desses fungos e seus efeitos no comportamento, sobrevivéncia e reproducéo das abelhas.
Além disso, as autoras discutem as evidéncias da interrupcdo dessas associacdes por
fungicidas e as lacunas atuais na compreensao das interacdes entre abelhas e fungos.
Ainda de acordo com as autoras, a taxonomia flngica € complexa e variavel, o que
representa um desafio a comparacdo de dados histéricos e atuais sobre a comunidade
fungica. Com a recente disponibilidade de métodos filogenéticos baseados em genes ou
genomas, muitos nomes historicos de fungos, incluindo nomes de géneros, foram

revisados.

Assim como encontrado neste trabalho, o filo Ascomycota tem sido o mais relatado
pelos autores, entre os fungos isolados de abelhas (CASTILHO et al., 2024). Similarmente,
Liu et al. (2023) identificaram Ascomycota e Basidiomycota como os filos mais dominantes,
juntamente com Chytridiomycota e Mucoromycota, em abelhas sem ferrdo australianas

(Tetragonula carbonaria e Austroplebeia australis). No Brasil, fungos das espécies
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Talaromyces e uma nova espécie de Penicillium foram descobertas em M. scutellaris
(BARBOSA et al., 2018).

Além dos fungos filamentosos representantes do filo Ascomycota, as leveduras
correspondem a uma grande parcela de fungos associados com abelhas (revisdo em
RUTKOWSKI, WESTON e VANNETTE, 2023). Apesar de nesse trabalho terem sido
observadas col6nias caracteristicas de leveduras, elas ndo foram incluidas nesse estudo.
Fungos filamentosos (bolores), diferentemente das leveduras, podem crescer em uma vasta
gama de fontes de agucares, incluindo polissacarideos complexos (BENNETT 2009). Os
fungos podem ser carregados pelas abelhas apds contato com néctar e pélen das flores,
flores, néctar, colmeia ou outras abelhas. Acredita-se que, mudancas sazonais ou
alteracdes nos locais das colmeias podem contribuir para a alteracdo na variabilidade
fungica (CALLEGARI et al., 2021, HALL et al., 2021, LUDVIGSEN et al., 2021) e as flores
também podem ser fontes de fitopatdgenos, que podem ser dispersados pelas abelhas
(GRAYSTOCK et al., 2020). Os fungos Fusarium e Alternaria, encontrados nesse trabalho,
sdo conhecidos patégenos de plantas (DING et al., 2024).

Nesse trabalho, Aspergillus foi o género mais frequentemente isolado entre as
abelhas, além de Penicillium. Nos estudos de Ferraz et al. (2008) e Lima et al. (2012), os
géneros Penicillium e Aspergillus apresentaram alta ocorréncia. Além de representar uma
das ameacas mais relevantes de origem fungica a saude humana e animal, o0 género
Aspergillus inclui patbgenos oportunistas que podem infectar abelhas em todos os estagios
de desenvolvimento. No entanto, se nédo forem patogénicos, esses componentes da
micobiota da colmeia podem ser benéficos para as abelhas (BECCHIMANZI e NICOLETTI,
2022). A predominancia do género Aspergillus em abelhas pode ser explicada pelo fato de
ser um fungo que apresenta potencial em competir com outros fungos (BHANDARI et al.,
2020). Essas espécies podem aumentar a resisténcia das abelhas a substancias
xenobidticas por meio da desintoxicacao e estabilizar o pdlen e o pdo de abelha (mistura
de poélen e nectar ou mel) produzindo vitaminas e minerais (KIELISZEK et al., 2018).
Espécies de Aspergillus, como a encontrada nesse trabalho, A. ochraceus, sdo produtores
de ocratoxina A (OTA), designada como uma micotoxina e é regulamentada mundialmente
devido aos seus efeitos nocivos em humanos e animais. No entanto, a historia evolutiva e
o significado ecoldgico da OTA em fungos ainda séo pouco compreendidos (CHEN et al.,
2025). Segundo relatado por Niu et al. (2011) extratos de prépolis, uma mistura complexa
de substancias quimicas derivadas de plantas, inclui muitos flavonoides e outros compostos

fendlicos, que atenuam a toxicidade das aflatoxinas produzidas por Aspergillus. Cepas
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toxigénicas ou ndo toxigéncicas de Aspergillus podem coexistir em um equilibrio
homeostéatico que pode ser alterado varios fatores externos, levando a uma mudanca
mutualistica/antagbnica nas relacdes entre Aspergillus e abelhas (BECCHIMANZI e
NICOLETTI, 2022).

Aspergillus spp. sdo onipresentes em habitats terrestres devido a sua capacidade
de se dispersar globalmente com correntes de ar e de crescer em diversos substratos.
Esses fungos sdo comumente isolados do solo, principalmente de serrapilheira. De fato,
muitas espécies de Aspergillus podem crescer abundantemente como saproéfitas em
vegetacdo em decomposicdo e sdo adaptadas para a degradacdo de polimeros vegetais
complexos (BENNETT, 2010). Assim, a associacao de varias espécies de Aspergillus com
abelhas e produtos apicolas, particularmente com pdlen, é bastante conhecida. A
introducéo natural de fungos no ambiente das abelhas provavelmente ocorre no periodo
entre a coleta do pélen da planta, a formacdo do pdolen da abelha e a secagem e
armazenamento do pdlen nos ninhos (BARBOSA et al., 2018). Segundo Becchimanzi e
Nicoletti (2022), com base em dados disponiveis na literatura e no GenBank, até o momento
pelo menos 30 espécies diferentes de Aspergillus foram isoladas de abelhas, pertencendo

principalmente as secdes Flavi, Fumigati e Nigri.

Souza e colaboradores (2018) verificaram a ocorréncia de fungos filamentosos na
superficie corporal de abelhas sem ferrdo, em colmeias artificiais da regido metropolitana
de Manaus, de dois meliponarios. Todas as abelhas triadas apresentaram a ocorréncia de
fungos em sua superficie corporal, onde os géneros Penicillium, Fusarium, Acremonium e
Cladosporium. Uma caracteristica importante das espécies de Penicillium € a producéo de
uma gama diversificada bioativos, como a micotoxina citrinina (NIELSEN et al., 2017,
BARBOSA et al., 2018). A combinacdo de extrélitos detectados pode potencialmente
desempenhar um papel na interacdo entre diferentes organismos (FRISVAD, 2008). A
presenca dessas micotoxinas € indesejada e pode afetar negativamente a qualidade do
pélen de abelha para consumo humano, mas a funcdo dos extrélitos depende de sua
interacdo ecoldgica. Os insetos sdo bem adaptados para se alimentar de plantas que

contém um amplo espectro de compostos quimicos (DOWD, 1992).

De fato, os fungos desempenham um papel importante em muitos ecossistemas;
no entanto, apenas um numero limitado de estudos abordou, até 0 momento, a associagéo
entre abelhas sem ferrdo no Brasil e fungos filamentosos (BARBOSA et al., 2018) e os

resultados apresentados nesse trabalho podem contribuir com esses estudos.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os fungos isolados neste trabalho preliminar envolvendo apenas trés espécies de
abelhas sem ferrdo pertencem a diferentes géneros, com potencial diversificado para
aplicacdes biotecnolégicas. Deste modo, podemos inferir que as abelhas sem ferréo
representam uma fonte extremamente importante e pouco onerosa para a prospeccao 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 biotecnol6gicos.
Também possibilita a compreenséo de possiveis fitopatdgenos, patégenos, ou aqueles que

podem influenciar na defesa imunoldgica das abelhas e na qualidade do mel.

O escopo do presente estudo ndo permite determinacdes conclusivas quanto a
associacao entre as trés espécies de abelhas sem ferrdo estudadas com a comunidade
fungica identificada. Investigacdes adicionais abrangendo um espectro ambiental mais
amplo e estudos longitudinais sdo necessarias para melhor compreender as potenciais

flutuacBes na abundancia da comunidade fungica atribuidas a fatores ambientais.

Adicionalmente, um trabalho que pretendemos desenvolver futuramente esta
relacionado com a prospeccéo de leveduras, que sdo importantes para a colmeia e também

potencial fonte de produtos e aplicacdes biotecnolégicas.
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