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RESUMO

As abelhas sem ferrdo sdo responsaveis por até 90% da polinizacdo das arvores
nativas, grande é a variedade de organismos associados a elas, como insetos, acaros,
bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Estudos ja realizados tém relatado a
interacdo dos fungos com abelhas sem ferrdo. Desta forma este trabalho teve como
objetivo identificar a diversidade de fungos filamentosos associados a abelhas sem
ferrdo (Melipona spp.) em dois Meliponarios de Manaus e Iranduba, Amazonas. Foram
utilizadas 48 abelhas, coletadas no periodo chuvoso e de estiagem do ano de 2013. As
abelhas foram coletadas ao adentrarem na colonia, transferidas para tubos estéreis,
acondicionados sob refrigeracdo, levadas ao Laboratério de Genética de
Microrganismos (LAGEM) da Universidade Federal do Amazonas, onde as abelhas
mortas foram transferidas para tubos contendo solucdo salina e posteriormente
plaqueadas em triplicata em meios BDA e SABOURAUD. Foram incubadas a 28 °C
para desenvolvimento e isolamento das coldnias. ApGs a visualizacdo das estruturas
fungicas, foi realizada a identificacdo a partir do desenvolvimento das culturas em
microcultivo sob laminulas, depositadas sobre laminas e coradas com azul de
Lactofenol. Foram isoladas 482 col6nias distribuidas em 16 géneros. Penicillium,
Fusarium, Acremonium, Cladosporium, Paecilomyces e Verticillium apresentando maior
frequéncia, ultrapassando 50% das col6nias, seguidos de Aspergillus, Moniliella,
Alysidium, Scedosporium, Rhinocladiella, Tritirachium, Pestalotiopsis, Torula, Mucor, e
Rhizopus, além de varias Mycelia sterilia. Analise genética dos isolados confirmaram 16
géneros e 12 espécies distintas. Assim, com o desenvolvimento da meliponicultura no
Brasil nos ultimos anos, principalmente em comunidades tradicionais do Norte e
Nordeste, torna-se necessario o estudo aprofundado sobre a existéncia desses fungos
na superficie corpérea de abelhas sem ferrdo, onde esse estudo mostrou que a
diversidade fungica associada a esses organismos € elevado, e alguns desses fungos
aqui descritos ainda néo haviam sido relatados na superficie corporea de abelhas sem

ferrao.

Palavras chave: Fungos filamentosos, abelhas sem ferrdo, meliponarios e Amazonas.
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ABSTRACT

The stingless bees are responsible for even 90% of native tree pollination and variety of
organism associated with them is big like as insects, mites, bacteria, yeasts and
filamentous fungi. Studies have been related interaction between fungi and stingless
bees and this study aimed to identify the diversity of filamentous fungi which are
associated with stingless bees (Melipona spp.) in two meliponérios from Manaus and
Iranduba, both in Amazonas state. It has been used 48 bee collected in rainy and
drought seasons on 2013. The bees were collected when they entered in the colony and
transferred to sterile tubes and were carried to Microorganisms’ Genetics Laboratory
from Federal University of Amazonas (LAGEM), where bees were transferred to salty
solution tubes and after that they were plated in triplicate on BDA and SABOURAUD
media and incubated at 28 °C to their development and colonies isolation. After fungi
structures visualized, the identification was realized from microcultivation culture
development under cover slips and deposited under slides; they were stained by
lactophenol blue. Were isolated 482 colonies allocated in 16 genus. Penicillium,
Fusarium, Acremonium, Cladosporium, Paecilomyces and Verticilium were genus with
high frequency exceeding 50% of isolates; following by Aspergillus, Moneliella,
Alysidium, Scedosporium, Rhinocladiella, Tritirachium, Pestalotiopsis, Torula, Mucor and
Rhizopus beyond a lot of Mycelia sterilia colony. Genetics analysis of isolates confirmed
16 genus and 12 distinct species. Therefore, in Brazil, with meliponicultivation
development in last years, mainly in traditional communities from North and Northeast, is
indispensable more and depth studies about existence of these fungi in the surface body
of stingless bees, because this study showed the diversity of fungi which are associated
with stingless bees is highest and most of this fungi wa not related yet in surface of

these insects.

Keywords: Filamentous fungi, stingless bees, meliponarios and Amazonas state.
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1 INTRODUCAO

As abelhas sem ferréo tém 50 vezes mais espécies do que Apis mellifera, e
ambas sao distintas e diversas (ROUBIK, 2006). Ja foram descritas 391 espécies de
meliponineos na Regido Neotropical (CAMARGO e PEDRO, 2003). As espécies de
Melipona ocorrem exclusivamente do Sul da América do Sul até as montanhas do Norte
do México, na América Central (SOUZA et al., 2009b). Contudo, ainda ha muitas outras
espécies a serem descritas. Dessa vasta diversidade de espécies, muitas podem
produzir mel em quantidade suficiente para ser explorado comercialmente, porém
poucas sao criadas com objetivos financeiros (VENTURIERI, 2008b).

O desenvolvimento da criacdo racional das colonias dessas abelhas possibilita
a exploracdo econbmica de seus produtos (Meliponicultura), que serve de suporte
econdmico para muitas pessoas proporcionando-lhes uma fonte alternativa de renda
(SOUZA et al.,, 2009b). Os ecossistemas brasileiros, em especial o amazonico,
possuem muitas condi¢cdes que favorecem a criacdo de abelhas sem ferrdo. Dentre
elas, podemos citar: clima quente, flora rica em espécies fornecedoras de néctar, polen
e resina; floracdo mais distribuida ao longo do ano; diferentes espécies de abelhas
produtoras de mel e um grande mercado com boa cotacdo para esse produto
(VENTURIERI, 2008a).

Apesar da importancia das abelhas para a manutencéo da estrutura da fauna e
da flora tropical (sdo responsaveis por 40 a 90% da polinizacdo da flora nativa,
conforme o ecossistema), as espécies de abelhas sem ferrdo tém diminuido em grande
velocidade, devido a uma influéncia negativa do homem sobre o meio onde elas
habitam. A fragmentacdo desse ambiente gera, como consequéncias diretas, a
diminuicdo na oferta dos locais para abrigo e alimentacéo, a destruicdo de coldnias e
uma acentuada reducdo na capacidade de suporte das areas de reserva florestal
(KERR, 1997).

Embora a producédo de mel das abelhas sem ferrdo seja inferior as da abelha
A. mellifera, os meliponineos possuem vantagens muito importantes em relacdo as

outras espécies, especialmente pelo fato delas estarem muito mais adaptadas a
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polinizagcdo das arvores de nossa floresta e & nossa cultura e realidade (VENTURIERI,
2008a).

Os fungos podem ser encontrados em todos os lugares, no ar, na agua, no
solo, na superficie ou no interior de organismos, tanto vertebrados como invertebrados
(ALVES, 1998).

Nem todos os insetos e artropodes sao fortemente associados a fungos, mas
mesmo as estimativas revisadas indicam que o0 numero de espécies de fungos
associados a insetos é muito elevado (ODEGAARD, 2000). H4 uma necessidade de
mais informacdes sobre artrépodes e associacfes inseto-fungos, e, estimativas
mundiais da diversidade fangica geralmente omitem insetos e espécies associadas,
pois essas associagdes sdo pouco conhecidas (MUELLER e SCHMIT, 2007; SCHMIT e
MUELLER, 2007).

As regibes tropicais sdo consideradas como tendo a maior diversidade para a
maioria dos grupos de organismos e este fato € corroborado para os fungos também
(ARNOLD e LUTZONI, 2007).

Todas as espécies de insetos conhecidos abrigam uma comunidade rica e
complexa de microrganismos. Esta microbiota participa em muitos tipos de interacdes
qgue vao desde a patogénese ao mutualismo obrigatério (DILLON e DILLON, 2004).
Sabe-se que cerca de 400 espécies de fungos atacam insetos e acaros, o que estimula
estudos voltados para utilizacdo destes organismos (WAINWRIGHT, 1992).

As abelhas enfrentam inUmeras pragas e patdogenos (CORNMAN et al., 2012),
gue vao desde fungos, acaros, bactérias e insetos (GILLIAM, 1997). Perdas recentes
de colbnias de abelhas levaram ao aumento do interesse nas comunidades microbianas
associadas a estes importantes polinizadores (MATTILA et al., 2012).

A maioria das espécies de abelhas nativas sem ferrdo carece de informacgdes
sobre seu comportamento, reproducéo e sanidade. Um dos aspectos importantes sobre
a biologia desses insetos € o conhecimento da microbiota fungica, a qual pode causar
enfermidade a esses organismos. Ha poucos relatos sobre a relagdo de fungos com
abelhas sem ferrdo (FERRAZ et al., 2008).

Em virtude da grande importancia ecolégica, cultural e financeira das abelhas

sem ferrdo ha uma grande necessidade de estudos voltados para identificar organismos
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associados a essas abelhas, procurando entender essas associacdes e tentar evitar
catastrofes como ocorridas nos EUA. Os fungos tém grandes importancias no
ecossistema, mas podem acarretar enormes problemas se nao catalogados e

estudados previamente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os fungos, também chamados de mofos, bolores ou cogumelos, estdo
interferindo constantemente em nossas atividades diérias. Eles sdo tdo importantes que
hoje constituem um reino a parte, lado a lado com os reinos vegetal e animal
(AZEVEDO, 1997).

Sao organismos quimioheterotréficos, importantes na ciclagem de nutrientes,
simbiontes, mutualistas e patdgenos de organismos. Eles também tém um papel nos
ciclos biogeoquimicos, nos processos geoldgicos, incluindo a alteracdo e desgaste de
rochas e minerais, no acumulo de metais e na manutencéo da estrutura do solo, devido
possuir 0 habito de crescimento filamentoso ramificado (BURFORD et al., 2003).

O uso industrial de fungos tém sido amplamente utilizado devido as suas
vantagens, tais como a efichcia de custo, consisténcia, menor tempo e espaco
necessario para a producado, facilidade de modificacdo e otimizacdo de processos
(SUNITHA et al., 2012). Os fungos estdo entre 0s organismos mais importantes do
mundo, desempenhando um papel vital em funcBes do ecossistema e tem efeitos de
grande alcance, tanto positivo quanto negativo, sobre os seres humanos e nas
atividades relacionadas com o homem (MUELLER et al., 2004).

Levantamentos estimativos na década de 1990 propuseram que apenas 5% da
diversidade de fungos eram conhecidos, com aproximadamente 69 mil espécies
descritas na literatura. Visto que representam um dos grupos microbianos com o0 maior
nimero de espécies na natureza, estimando-se 1,5 milhdes de espécies
(HAWKSWORTH, 2001). Se entre esses 5%, ja existam muitas de importancia, como
as que entram na fabricacdo de alimentos, incluindo bebidas, de acidos orgéanicos, de
farmacos e inuUmeros outros produtos, pode-se imaginar 0 que se espera com a
descoberta de novas espécies com distintas propriedades potencialmente de valor
biotecnolégico (AZEVEDO, 1997).

Nos ultimos 20 anos métodos moleculares aumentaram o conhecimento da
diversidade desses organismos, estudos tentam comprovar a existéncia de um reino

monofilético com aumento da diversidade entre linhagens divergentes. Ainda,
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estimativas recentes elevaram o numero de 1,5 para 5,1 milhdes de espécies de fungos
existentes e aproximadamente 100 mil espécies descritas (BLACKWELL, 2011).

Os fungos podem ser encontrados em uma grande diversidade de ambientes
sobre diferentes condi¢des, as quais alguns se adaptam a esses ambientes. Dentre
estes habitats existem 0s gerais e alguns mais especificos como os que convivem ou
atacam insetos (ALVES, 1998), como por exemplo as abelhas (FERRAZ et al., 2008).

Todas as espécies de insetos conhecidos abrigam uma comunidade rica e
complexa de microrganismos em suas entranhas e outras regides do corpo. Esta
microbiota participa em muitos tipos de interacdes que vao desde a patogénese ao
mutualismo obrigatorio (DILLON e DILLON, 2004).

Existem cerca de 20 mil espécies de abelhas, as quais sao distribuidas em dois
grupos: as abelhas formadoras de colbnias e as ndo formadoras, conhecidas como
abelhas solitarias. As abelhas formadoras de colénias possuem de 300 a 400 espécies
gue nao possuem ferrdo e estdo reunidas num grupo chamado Meliponineos
(Hymenoptera, Apidae, Meliponinae). Estima-se que 200 espécies de abelhas sem
ferrdo vivem no Brasil, especialmente na regido Amazonica, sendo conhecida como
berco mundial das abelhas sem ferrdo (IDAM, 2012).

Meliponas sédo abelhas grandes, que chegam a medir um centimetro e meio.
Fazem a entrada dos seus ninhos usando barro e prépolis. As mais conhecidas entre
elas sdo a jupard, a urucu, a jandaira e a mel-de-pau. Os nomes populares muitas
vezes ndo indicam com precisdo a verdadeira identidade da abelha (NOGUEIRA-
NETO, 1997). Embora ndo possuam ferrdo desenvolvido, as meliponas séo capazes de
defender suas colbnias de forma passiva, construindo seus ninhos em locais de dificil
acesso, como troncos com paredes grossas, cavidades profundas no solo, dentro do
ninho de insetos agressivos, por exemplo, formigas (CAMPOS e PERUQUETTI, 1999).

Todas as espécies de Meliponinae sdo sociais, isto €, vivem em colonias
constituidas por muitas operérias, que realizam as tarefas de construcdo e manutencao
da estrutura fisica da coldnia, da coleta e do processamento do alimento, e uma rainha,
responsavel pela postura de ovos, 0s quais originam as fémeas (rainhas e operarias) e
a, pelo menos, parte dos machos (NOGUEIRA-NETO, 1997).
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As meliponas séao ainda pouco exploradas para a producédo comercial de mel,
mas possuem um papel muito importante na polinizacdo de diversas espécies de
plantas nativas de nosso continente e conforme o local onde vivem, as abelhas sem
ferrdo séo responsaveis por 40 a 90% da polinizacdo das arvores nativas (HEARD,
1999) e, em especial, na Amazbnia, onde existem cerca de 129 espécies descritas
destas abelhas (ALMEIDA, 2002). As meliponas estdo mais aptas a polinizacdo das
arvores da nossa floresta e a cultura e realidade dos agricultores amazbnicos
(VENTURIERI, 2008b).

A producéo de mel das abelhas sem ferrdo é inferior a da abelha africanizada,
mas possui melhor preco no mercado devido ser um produto especial, organico, mais
raro e com particularidades de sabor e aroma, os quais dependem da flora e espécie
gue o originou (VENTURIERI, 2008a). Porém, a grande vantagem dos meliponineos
brasileiros ndo é a producdo de mel e pdlen, mas sim a polinizacdo de nossas
fanerégamas (KERR, 1997). A meliponicultura tem se desenvolvido com mais
intensidade em diversas regides do Brasil, especialmente no Norte e Nordeste, onde as
espécies chamadas vulgarmente de urucu sdo mais produtivas (SILVA, 2006).

Com relacao aos fungos sabe-se que cerca de 400 espécies de fungos atacam
insetos e acaros, 0 que estimula estudos voltados para utilizacdo destes fungos como
micofungicidas ou micoinseticidas (WAINWRIGHT, 1992). Segundo Azevedo (1997)
fungos que atacam insetos, quando usados convenientemente, podem ser empregados
no controle de insetos-pragas de plantas cultivadas ou mesmo de insetos vetores de
doencas.

Os fungos vém sendo muito estudados como entomopatégenos,
particularmente de larvas (RABINOVITCH et al., 1998). Cassa-Barbosa (2001) e Souza
(2001) relatam o potencial e aplicabilidade desses organismos na Amazonia. Apesar do
Brasil ocupar uma posicao privilegiada tanto em termos de biodiversidade quanto a sua
capacidade de gerar recursos renovaveis em grande escala, possui uma parcela pouco
representativa do mercado mundial na producéo desses fungos (LEMOS, 2006).

O fungo Ascosphaera apis caracteriza-se por causar mortalidade nas crias de
abelha da espécie A. mellifera, conhecido como causador da doenca “cria giz”, ocorre

amplamente em regifes temperadas do Hemisfério Norte, mas tem se disseminado
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para outros paises, considerada a doenca infecciosa mais difundida entre as abelhas A.
mellifera (CASTAGNINO et al., 2006).

Durante o inverno de 2006-2007 os EUA sofreu perdas inexplicaveis em
grande escala de colbnias e mel de abelha (A. mellifera). Estudos identificaram um
conjunto de sintomas que foram denominados Colony Collapse Disorder (CCD) e um
Unico fator ndo é o unico responsavel pela doenca, as abelhas foram expostas a uma
ampla gama de pesticidas e pragas como virus, acaros e fungos (USDA, 2010).
Segundo Bromenshenk et al. (2010), em 2010 o CCD, novamente devastou colonias de
abelhas nos EUA, estudos identificaram virus (lIV) (Iridoviridae), acaros e fungos do
género Nosema. Bromenshenk et al. (2010) citaram que a provavel causa de perdas de
abelhas nos EUA, Europa e Asia seja a co-infecgéo por virus 1V, Nosema e interacéo
com acaros.

As abelhas sem ferrdo apresentam grande variedade de organismos
associados a elas, como bactérias (CRUZ-LANDIM, 1996), fungos filamentosos e
leveduras - muitas vezes sdo de ocorréncia natural, e muitos destes microrganismos
naturalmente associados as abelhas (GILLIAM et al., 1990; GILLIAM, 1997), sendo
muitos ainda desconhecidos (ELTZ et al., 2002).

Relatos sobre a fauna associada as colonias de abelhas sem ferrdo na
Amazobnia é escasso (SILVA et al., 2011). Apesar de estudos relatarem a microbiota de
colmeias (CRUZ-LANDIM, 1996; TEIXEIRA et al., 2003; SANTOS, 2007; MORAIS et
al., 2013) e méis de abelhas sem ferrdo no Brasil (SOUZA et al., 2009a; ATOS et al.,
2011) poucos estudos tém examinado diretamente a superficie do corpo desses
organismos da regido Amazonica (FERRAZ el al., 2008; SILVA et al., 2011).

A maioria das espécies de abelhas nativas sem ferrdo carece de informacdes
sobre seu comportamento, reproducéo e sanidade. Ainda, um dos aspectos importantes
sobre a biologia desses insetos é o conhecimento da microbiota fungica, a qual pode
causar enfermidade quando a imunidades destes insetos esta deficiente (FERRAZ et
al., 2008).
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3 OBJETIVOS

GERAL

¢ Identificar a diversidade de fungos filamentosos associados a abelhas sem ferrao
(Melipona spp.) em meliponarios de Manaus e Iranduba, AM.

ESPECIFICOS

e I|dentificar os fungos associados as abelhas sem ferréo;
e Verificar a variacdo sazonal periodo chuvoso e de estiagem sobre o nivel de

contaminacao fungica nas abelhas.
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4 MATERIAL E METODOS

COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO E ISOLAMENTO FUNGICO

Foram realizadas duas coletas de abelhas, uma no periodo de pico de chuva,
no més de marco e outra no periodo de estiagem, no més de setembro do ano de 2013
em criadouros artificiais de meliponicultores dos Municipios de Manaus (Meliponario
Sucupira 30°04’17.15"S 59°53’10.27"W) (P1) e Iranduba (Sitio dos Tucanos
30°13'02.00”S 60°13'29.24"W) (P2), Amazonas.

Cada municipio teve um ponto de coleta, demarcado previamente, e em cada
ponto quatro criadouros foram utilizados para o estudo. Foram coletadas seis abelhas
por criadouro. As abelhas foram coletadas vivas com auxilio de pincas e transferidas
para tubos individuais, esterilizados; o material foi acondicionado em caixa térmica sob
refrigeracdo para morte e preservacdo das abelhas e conduzido ao Laboratério de
Genética de Microrganismos - LAGEM, do Instituto de Ciéncias Biolégicas - ICB da
Universidade Federal do Amazonas - UFAM para posterior andlises.

Em relacdo ao isolamento dos fungos a partir das amostras, foi seguido a
metodologia segundo King et al. (1979), modificado, onde as abelhas mortas foram
distribuidas em tubos contendo 10 mL de solucdo NaCl 0,9%, agitado e posteriormente
foram retirados 100 pL da solucdo e transferidos para placas de Petri contendo Agar
Sabouraud e Agar Batata Dextrose (BDA) com solucdo de antibiético Amoxicilina 100
mg/L, em triplicata. O pH do meio de cultura foi aferido em 6.8. As placas foram
mantidas em estufa de incubacdo BOD a temperatura de 28 °C por até 30 dias. Apés o
desenvolvimento da cultura, foram avaliados a presenca de fungos a partir do

isolamento realizado, bem como o indice de frequéncia de isolampelento.
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TECNICA DE PURIFICACAO DAS COLONIAS MICROBIANAS ISOLADAS

A técnica da cultura monospoérica foi utilizada para purificagdo das amostras de
fungos. Com o auxilio de uma alca de platina foi retirado um pequeno fragmento de
in6culo, e transferido para tubo contendo 1,0 mL de solu¢cdo Tween 80, agitando em
vortex (SAO JOSE et al., 1994).

A diluicdo foi feita em série, retirando-se 100 pL da suspensdo da amostra,
transferindo-a para um tubo contendo 900 pL de concentracdo de solucdo salina estéril
(diluicdo 10™), a diluicdo foi entdo homogeneizada e a operacdo repetida em diluicées
sucessivas até a diluicéo de 107

Ao final da série de diluicdes, foi inoculada 100 pL das diluicdes 107, em
triplicata, nas placas contendo meio de cultura Agar Sabouraud e Agar Batata Dextrose
(BDA), pH 6.8. As placas foram identificadas e incubadas em estufa BOD, a
temperatura de 28 °C por um periodo de 48 horas. Apds este periodo, iniciou-se a
separacdo das colonias para tubos identificados contendo os mesmos meios de
isolamento e incubados em estufa BOD por oito dias. As amostras puras foram
repicadas em placas de Petri contendo Agar Sabouraud e BDA com pH 6.8, apds

cultivo por oito dias para posterior identificacao.

TECNICA DE MICROCULTIVO EM LAMINA

Foi utilizada a técnica de microcultivo em lamina, segundo Riddell (1950),
modificada, colocando-se inicialmente um pedaco circular de papel filtro sobre o fundo
de uma placa de Petri, a qual recebeu o depdsito sobre o papel de um par de laminulas
e uma lamina 76 x 26 mm esterilizadas.

Dois blocos de BDA e ou Agar Malte foram transferidos com uma espétula para
a superficie central de uma lamina estéril, depositada sobre papel filtro em placa de
Petri estéril, nas quatro extremidades do bloco de agar foi inoculado uma porcéo da

colénia, com uma alca de inoculacéo, esterilizada em bico de Bunsen. Duas laminulas
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estéreis foram depositadas sobre a superficie do bloco de agar com auxilio de uma
pinca. Com uma pipeta, uma pequena quantidade de &gua destilada esterilizada foi
depositada no fundo da placa, suficiente para cinco a sete dias.

Apds o crescimento fungico mostrar-se visualmente suficiente, as laminulas
foram cuidadosamente removidas para que ndo se rompesse mais do que o suficiente o
micélio aderido na face inferior da laminula. Colbnias que ndo desenvolveram
estruturas reprodutivas foram reinoculadas e submetidas a variacdo na temperatura,
pH, luz e nutrientes para estimular o desenvolvimento reprodutivo.

As laminulas entdo foram dispostas sobre uma gota do corante azul-de-
lactofenol na superficie de uma lamina de 76 x 26 mm e analisadas em microscopia
optica (ONIONS et al.,, 1981) para identificacdo de suas estruturas sexuais e/ou
assexuais (ELLIS, 1971; BARNETT e HUNTER, 1972; ARX, 1974). De cada um dos
isolados foram armazenadas duplicatas da colénia matriz e de duas monospoéricas
conforme o método Castellani (ARAUJO et al., 2002) e mantidos em temperatura

ambiente.

TECNICA DE EXTRACAO DE DNA DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

A extracdo do DNA dos fungos filamentosos foi realizada com o Kit Plant/Fungi
DNA Isolation da Norgen Biotek Corporation. O procedimento de extracao foi seguido
conforme o protocolo do fabricante, sendo transferido 50 mg de micélio para um gral e
macerado com 500 uL de Lysis Solution.

O macerado foi transferido para microtubo de plastico de 2,0 mL adicionando-se
100 pL de Lysis Additive e incubando a 65 °C por dez minutos. Ao término deste
processo foi adicionado 100 yL de Biding Solution e incubado a - 4 °C por dez minutos.

O material posteriormente foi centrifugado a 14 mil rpm por cinco minutos, o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionado igual volume de etanol
70%, onde 600 uL dessa solugdo foi transferida para uma “Binding Column” e

centrifugada a 14 mil rpm por um minuto, a solugéo depositada no tubo sob a coluna foi
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descartada e adicionado sobre a coluna 500 yL “Wash Solution” e levado a centrifuga a
14 mil rpm por um minuto (procedimento realizado por duas vezes).

Apés lavagem a coluna foi centrifugada a 14 mil rpm por dois minutos para
retirar o restante de solucdo, ao término foi adicionado 50 pL de “Elution Buffer” a
coluna e centrifugado a 2 mil rpm por dois minutos e posteriormente a 14 mil rpm por
um minuto.

O DNA extraido foi quantificado em gel de agarose-TEB (0,8%) 1X e corado
com brometo de etidio (2 ug/mL). O gel foi submetido a uma corrente de 80V por 45
minutos, e apods a corrida, as bandas foram visualizado em detector de luz ultravioleta e
fotografado no equipamento U.V. (Major Science Compact 2.0 MP CCD Image
System).

AMPLIFICACAO DO rDNA DA REGIAO ITS PELA REAGCAO EM CADEIA DA
POLIMERASE (PCR)

O DNA dos isolados foi submetido a amplificacdo das regifes ITS do rDNA
(ITS1-5.85-ITS2), utilizando-se 0S oligonucleotideos ITS1 (5-
TTCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"),
conforme Anderson e Cairney (2004).

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em volume final de 25 pL,
contendo 13,2 de H>O Milli-Q, 1,0 yL de cada um dos oligonucleotideos (ITS1 e ITS4),
2,5 uL de MgCl2 (25 mM), 2,5 yL de dNTP (5 mM), 2,5 uL de tampéo da Taq 10X, 0,3
ML de Tag DNA Polimerase e 2,0 uL de DNA.

As reacbes de PCR foram realizadas em termociclador BIONNER programado
da seguinte forma: um ciclo a 95 °C durante dois minutos, seguido de 34 ciclos de 40
segundos a 94 °C (desnaturacdo), um minuto a 58 °C (anelamento) e um minuto a 72
°C (extensao), e uma extensao final por dois minutos a 72 °C.

Os produtos da reacgédo de amplificagao foram detectados utilizando eletroforese
em gel de agarose-TEB (1%) 1X, juntamente com o marcador GeneRuler 1Kb DNA

Ladder da Thermo Scientific e corado com brometo de etidio (2 pug/mL), o gelfoi
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submetido a uma corrente de 80V por uma hora e 45 minutos, e apos a corrida, as
bandas foram visualizadas em detector de luz ultravioleta e fotografado no equipamento
U.V. (Major Science Compact 2.0 MP CCD Image System), o qual apresentou bandas
acima de 500pb (Figura 21 A).

SEQUENCIAMENTO DOS PRODUTOS DA REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE (PCR)

Os produtos de PCR foram tratados com solucdo PEG (20% wi/v de PEG, 2,5 M
NacCl).
10,0 g de polietileno glicol
Solucdo PEG 7,3 g de NaCl
ddH20 até 45 mL
Foram adicionados 10 pyL da PCR e igual volume de PEG em microtubo de
plastico de 0,5 mL e incubado a 37 °C durante 15 minutos, sendo posteriormente
centrifugado (~ 2500 x rcf) durante 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento lavado com 125 pL de etanol 80% frio e centrifugado (~ 1450 x rcf) durante
dois minutos, posteriormente o etanol foi descartado e o tubo foi colocado para secar e
remover qualquer vestigio de etanol, apos esse procedimento o tubo foi incubado a 37
°C durante quinze minutos e adicionado posteriormente 14 pL de H20 Milli-Q para

resuspender o material genético.

Reacao de Sequenciamento

Para preparar o mix de reagentes foram utilizados:
Big Dye Terminator (v3.1) - 2 yL
Tampéao 5x replacement buffer - 2 yL
H20 Milli-Q - 4 uL
Oligonucleotideos ITS1 e ITS4 (5,0 pmol/ yL) - 1 uL



DNA -1 uL
Volume final - 10 yL

As amostras foram transferidas para microplacas e submetidas a condicfes

especificas de PCR para reacdo de sequenciamento:

Etapa 1
e 96 °C - 1 minuto
e Ciclos=1
Etapa 2

e 96 °C — 10 segundos
e 50°C - 15 segundos
e 60 °C — 1 minuto e 15 segundos
e Ciclos =15
Etapa 3
96 °C — 10 segundos
50 °C — 15 segundos

60 °C — 1 minuto e 30 segundos
Ciclos =5

Etapa 4

96 °C — 10 segundos

50 °C — 15 segundos

60 °C — 2 minutos

Ciclos =5

Etapa 5

e 15°C —forever

27
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Precipitacdo da Reacdo de Sequenciamento

Para 10,0 pyL da reacdo usou-se 1,0 yL de acetato de amoénia e 27,5 uL de
etanol absoluto. O acetato de amonia faz parte do kit de sequenciamento do fabricante
do sequenciador.

Apés a adicdo do acetato de amobnia e do etanol absoluto a placa foi selada e
levada ao vortex por um minuto e incubada a temperatura ambiente por vinte minutos e
protegida de luz, e posterior centrifugada por 40 minutos a 4000 g a 4 °C.

O sobrenadante foi descartado e adicionado 120 uL de etanol 70%, a placa foi
levada ao vértex e centrifugada por dez minutos a 4000 g a 4 °C, o etanol foi
descartado e a placa centrifugada invertida por alguns segundos a 700 g a 4 °C, ao
término aguardou-se a placa secar até evaporar o etanol para adicionar 10 yL de
loading buffer e homogeneizou-se a solucéo.

Os procedimentos para reacdo de sequenciamento foram seguidos conforme
especificacao do fabricante do sequenciador ABI 3500xL Genetic Analyzer, um sistema
de analise de DNA de 24 capilares com a tecnologia Applied Biosystems (Life
Technologies). As reacdes de sequenciamento foram realizadas utilizando o kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. As corridas foram realizadas em capilares de 50
cm utilizando polimero POP7. As sequéncias foram analisadas pelo Software

Sequencing Analysis versao 5.4, Applied Biosystems 3500/3500xL Genetic Analyzers.
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5 RESULTADOS

FUNGOS FILAMENTOSOS ISOLADOS DE ABELHAS SEM FERRAO

Foram isoladas 482 colbnias fungicas das quatro coletas de abelhas realizadas
no presente trabalho, onde 16 géneros foram identificados. Dentre o total de isolados,
65 colénias nao foram identificadas (Incertae sedis) através das estruturas
morfolégicas, ressaltando que esses isolados necessitam de mais estudos para
determinar suas identidades. Ainda, 120 col6nias foram consideradas Mycelia sterilia, e
apesar das técnicas utilizadas essas colbnias ndo desenvolveram estruturas

reprodutivas no ambiente laboratorial.
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Figura 01. Géneros de fungos filamentosos identificados por morfologia classica, isolados da
superficie corpérea de abelhas sem ferrdo coletadas no ano de 2013, nos periodos chuvoso e
de estiagem, nos municipios de Manaus e Iranduba

Das colonias obtidas 297 foram identificadas morfologicamente em nivel de
género, Penicillium (71), Fusarium (69), Acremonium (40) e Cladosporium (33) onde os
mesmos foram os mais predominantes (Figura 01), totalizando 72% dos identificados,
sendo estes isolados em todas as abelhas estudadas. Na outra vertente os géneros

Pestalotiopsis, Torula e Alysidium foram os isolados menos predominantes sendo
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encontrados em apenas um ponto de coleta no periodo chuvoso no municipio de
Manaus (P1) (Figura 02).

Ao se comparar o periodo chuvoso com o de estiagem, verificou-se que o total
de identificados no periodo chuvoso foi de 162 colénias com percentual de 54%
distribuidas em 16 géneros, seguido de 135 col6nias no periodo de estiagem, 46% com
14 géneros identificados. Ja, no periodo chuvoso apresentou maior diversidade e
numero de cepas identificadas em destaque para os géneros Penicillium, Fusarium e
Acremonium, que apresentaram valores bem superiores aos demais. No periodo de
estiagem os géneros Penicillium e Fusarium mantiveram resultados elevados, sendo
gue o género Cladosporium apresentou valor significativo quando comparado com o

periodo chuvoso (Figuras 02 e 03).
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Figura 02. Género de fungos filamentosos isolados da superficie corporea de abelhas sem
ferrdo no periodo chuvoso do ano de 2013, nos municipios de Manaus, Meliponario Sucupira
(P1) e Iranduba, Meliponario dos Tucanos (P2)

Trinta e dois isolados do periodo chuvoso e 33 do periodo de estiagem nao
foram identificados (Incertae sedis), apesar de apresentarem caracteristicas
reprodutivas, demonstrando que o numero de géneros identificados poderia ser

superior aos resultados apresentados.
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Todos os isolados foram purificados, classificados e armazenados em tubos
criogénicos contendo agua destilada esterilizada. Os estoques foram mantidos em

temperatura ambiente na micoteca do LAGEM UFAM.
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Figura 03. Género de fungos filamentosos isolados da superficie corporea de abelhas sem
ferrdo no periodo de estiagem do ano de 2013, nos municipios de Manaus, Meliponario
Sucupira (P1) e Iranduba, Meliponario dos Tucanos (P2)

CARACTERIZACAO MACRO E MICROMORFOLOGICA DOS FUNGOS

Penicillium

Colonias apresentando crescimento lento, textura aveludada, coloragéo verde
escuro, com bordas regulares. Conidioforos longos hialinos, eretos, as fidlides séo
agregadas, compactas, afinando gradualmente ou cilindricas com extremidades
pontiagudas, compostas por cadeias de massas conidiais. Conidios fialésporos,
catenulados, hialinos ou castanho-amarelado, produzidos em massa, possuem forma
esférica, eliptica ou oval, sdo unicelulares, lisos ou de superficie equinulada
(WATANABE, 2002) (Figura 04).
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Figura 04. Morfologia do género Penicillium isolado de abelha sem ferrdo no municipio de
Manaus (P1), ano de 2013, periodo chuvoso, caracteristicas morfologicas macro (A) e
microscopicas (B)

Fusarium

Colbnias apresentando crescimento lento, textura cotonosa, coloragéo variando
de branca a vermelha, de amarela a lildas com bordas regulares. Micélio denso. Forma
hifas ramificadas, septadas; dois tipos de conidios; macro e microconidios e estruturas
assexuadas de resisténcias, clamidésporos. Quando presentes os clamidésporos
podem ser terminais, intercalados, isolados ou em cadeias (LACAZ et al., 1998) (Figura
05).



Figura 05. Morfologia do género Fusarium isolado de abelha sem ferrdo no municipio de
Iranduba (P2), ano de 2013, periodo chuvoso, caracteristicas morfolégicas macro (A) e
microscopicas (B)

Acremonium

Colbnias geralmente apresentando crescimento lento, textura lisa, parafinada
ou aveludada, podendo tornar-se algodonosa, de coloragcdo branca a cinza. Hifas
septadas hialina, muitas vezes, compactas e unidas no inicio, de coloracdo camurca e
podendo ser branca, cinza, rosa ou alaranjada. Conidios sao geralmente unicelulares,
hialinos ou pigmentados, globosos a cilindrico, e principalmente agregados na
extremidade da fidlide (FISHER e COOK, 2001) (Figura 06).
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Figura 06. Morfologia do género Acremonium isolado de abelha sem ferrdo no municipio de
Iranduba (P2), ano de 2013, periodo de estiagem, caracteristicas morfoldégicas macro (A) e
microscopicas (B)

Cladosporium

Colbnias geralmente apresentando crescimento lento, textura efusa ou
ocasionalmente puntiformes de coloragdo muitas vezes olivacea podendo ser também
acinzentadas a marrom escuro. A superficie desse fungo pode ter aparéncia de pelos
ou flocosas. Hifas septadas de coloracdo demacia. Conidiéforos macronematosos,
semi-macronematosos ou micronematosos. Conidios poliblasticos usualmente
integrados, terminais, simpodiais de formato cilindrico, ovoides, doliformes, fusiformes,
elipsoides, esféricos ou sub-esféricos, podendo ser produzidos em cadeias, solitarios
em algumas espécies, conidios mais largos e algumas vezes sdo ramificados em
cadeia acropleurdgena. Possuem coloracdo marrom olivAcea escuro ou marrom, a

superficie do conidio pode ser lisa, verrugosa ou equinulada (ELLIS, 1971) (Figura07).
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Figura 07.'7Morfologia do género Cladosporium isolado de abelha sem ferrdo no municipio de
Manaus (P1), ano de 2013, periodo de estiagem, caracteristicas morfolégicas macro (A) e
microscopicas (B, C e D)

Paecilomyces

Colbnias apresentando crescimento lento, textura pulverulenta ou aveludada de
coloracdo amarelada, lilds, cinza ou bronze. Hifas septadas de coloragéo hialina. As
estruturas lembram as de um Penicillium, apresenta conidiéforos simples e fialides mais
alongadas que este. Os conidios sao elipticos ou oblongos, hialinos ou pigmentados,
ocorrendo em grandes cadeias lineares (PIZZIRANI-KLEINER et al., 2010) (Figura 08).
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Figura 08. Morfologia do género Paecilomyces isolado de abelha sem ferrdo no municipio de
Manaus (P1), ano de 2013, periodo chuvoso, caracteristicas morfologicas macro (A) e
microscopicas (B)

Verticillium

Colonias apresentando crescimento lento, textura aveludada ou cotonosa de
coloragédo branca a amarelada, tornando-se acinzentada, vermelha, verde e amarelada.
Possuem micélio septado hialino, formando alguns dos ramos verticiolado. Conidiéforos
lisos, ramificados, conidios ovoides a elipséides, hialinos, unicelulares, produzidos
individualmente ou em pequenos grupos apicalmente, imidos (BARNETT e HUNTER,
1972) (Figura 09).
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Figura 09. Morfologia do género Verticillium isolado de abelha sem ferrdo no municipio de
Iranduba (P2), ano de 2013 periodo chuvoso, caracteristicas morfolégicas macro (A) e
microscapicas (B)

Moniliella

Colénias geralmente apresentando crescimento lento, textura suave,
cerebriforme ou aveludada de coloracgédo inicialmente creme, muitas vezes tornando-se
logo olivaceas; variando do olivaceo pélido ao castanho-escuro. Células em brotamento
muitas vezes presentes, elipsoidais para subcilindricas, muitas vezes compondo um
pseudomicélio. Hifas hialinas, de paredes espessas, quase asseptadas ou hifas
marrons que podem ser ramificadas na regido apical ou podem formar conidios de
paredes espessas de um apice inflado. Os conidios geralmente unicelulares, surgindo
em cadeias acropetas de hifas indiferenciadas, muitas vezes formando por
desarticulacdo de hifas de apoio, grandes e apds o desprendimento, muitas vezes
tornando-se marrom e paredes grossas. Clamidosporos ocasionalmente presentes,
unicelulares, de paredes espessas, marrom escuro, subglobosos (STOLK e DAKIN,
1966) (Figura 10).
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Figura 10. Morfologia do género Moniliella isolado de abelha sem ferrdo no municipio de
Iranduba (P2), ano de 2013, periodo de estiagem, caracteristicas morfolégicas macro (A) e
microscopicas (B)

Aspergillus

Colbnias apresentando crescimento lento, textura aveludada a cotonosa,
pulverulenta de coloracéo inicialmente branca, tornando-se amarela, verde, marrom ou
preta, dependendo da espécie. Conidiéforos eretos sem ramificacBes, originados em
uma célula pé e terminado em uma vesicula globosa da qual surgem fidlides em formas
de ampolas. As fialides produzem uma cadeia de conidios globosos unicelulares em
cadeia (PIZZIRANI-KLEINER et al., 2010) (Figura 11).
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Figura 11. Morfologia do género Aspegillus isolado de abelha sem ferrdo no municipio de
Manaus (P1), ano de 2013, periodo de estiagem, caracteristicas morfolégicas macro (A) e
microscopicas (B)

Rhizopus

Colbnias deste género apresentam crescimento rapido, textura flocosa ou
lanosa de coloracao inicialmente branca tornando-se marrom-acinzentado. Micélio bem
desenvolvido com hifas cenociticas. Apresentam rizéides submersos no meio de cultura
e apresenta duas a trés ramificacdes de esporangiéforo. Esporangios escuros,
globosos e no seu interior contém esporangiosporos esféricos a ovais, limoniformes,
elipticos e amerosseptados e de coloragéo castanha (FISHER e COOK, 2001) (Figura
12).



Iranduba (P2), ano de 2013, periodo chuvoso, caracteristicas morfolégicas macro (A) e
microscopicas (B)

Rhinocladiella

Colbnias apresentam crescimento lento, textura aveludada a cotonosa de
coloracao inicialmente branca, cinza a marrom. Conidioforos simples ou ramificados em
algumas espécies, marrom, parte superior do esporo € alongado pelo crescimento
simpodial. Conidios apicais em novos pontos de crescimento, sub-hialina a escuro,
geralmente unicelular, ovéide a oblongo elipséide (BARNETT e HUNTER, 1972)

(Figura 13).
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Figura 13. Morfologia do género Rhinocladiella isolado de abelha sem ferrdo no municipio de
Manaus (P1), ano de 2013, periodo chuvoso, caracteristicas morfolégicas macro (A) e
microscopicas (B)

Tritirachium

Colbnias apresentam crescimento lento, textura aveludada a cotonosa de
coloragcédo branca. Micélio hialino, ramificado, septado, sinuoso, delgado. Conidiéforos
longos, eretos ou deitados, septados, verticiolados ramificados, as vezes biverticilados
ou triverticiolados. Conidios apicais em novo ponto de crescimento; hialina, unicelular,
globosa ou ovéide (BARNETT e HUNTER, 1972) (Figura 14).
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Figura 14. Morfologia do género Tritirachium isolado de abelha sem ferrdo no municipio de
Manaus (P1), ano de 2013, periodo chuvoso, caracteristicas morfologicas macro (A) e
microscopicas (B)

Scedosporium

Colbdnias apresentam crescimento lento, textura aveludada de coloracao clara a

oliva-cinza a quase negra. Hifas hialinas, septadas, ramificadas. Conidios unicelulares e

piriformes, clavados ou ovoides, lisos, olivAceos a marrom-claro, com base truncada
(FISHER e COOK, 2001) (Figura 15).

Figura 15. Morfologia do género Scedosporium isolado de abelha sem ferrdo no municipio de
Manaus (P1), ano de 2013, periodo chuvoso, caracteristicas morfolégicas macro (A) e
microscopicas (B)
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Mucor

Colbnias deste género apresentam crescimento rapido, textura algodonosa ou
lanosa de coloracéo inicialmente branca tornando-se cinza ou amarelada. Micélio aéreo
abundante e entrelacado. Hifas hialinas predominantemente asseptadas ou
esparsamente septadas e largas, auséncia de estoldes e rizéides. Esporangioforos
irregulares, longos, retos ou curtos, ramificacdes irregulares ocorrem frequentemente,
formacdes unicelulares, ovolides a elipticos, amarelos, castanhos, marrons a negros
com a idade, esporangios terminais esféricos, grandes e hialinos ou coloridos.

Columelas em geral hemisféricas e colaretes nas porgbes basais dos esporangios.

Esporos enddgenos elipséides ou globosos, hialinos ou coloridos (FISHER e COOK,
2001) (Figura 16).

Figura 16. Morfologia do género Mucor isolado de abelha sem ferrdo no municipio de Iranduba
(P2), ano de 2013, periodo de estiagem, caracteristicas morfolégicas macro (A) e microscopicas

(B)

Pestalotiopsis

Colbnias apresentam crescimento lento, textura aveludada a algodonosa de

coloracao branca a cinza. Micélio imerso, ramificado, septado, hialino a marrom palido.
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Conidiomas acervular, epidérmico a subepidérmico, separados ou confluentes, textura
de paredes finas. Conidi6foros hialinos, ramificados e septados na base e acima,
cilindricos ou limoniformes, formado a partir das células superiores do
pseudoparénquima. Células conidiogénicas holoblasticas, anelidicas, indeterminadas,
integradas, cilindricas, hialinas, lisas, com varias proliferacées percurrentes. Conidios
fusiformes, reto ou ligeiramente curvo; quatro septos, células basais hialinas, truncadas,
com um apéndice enddgeno, simples ou raramente ramificado; célula apical cénica,

hialina, com dois ou mais apéndices apicais, simples ou ramificados; células medianas,

marrons, as vezes versicolor, com paredes mais espessas, lisas ou verruculosas
(SUTTON, 1980) (Figura 17).

Figura 17. Morfologia do género Pestalotiopsis isolado de abelha sem ferrdo no municipio de
Iranduba (P2), ano de 2013, periodo de estiagem, caracteristicas morfolégicas macro (A) e
microscopicas (B)

Torula

Colbnias apresentam crescimento lento, textura pulverulenta ou aveludada de
coloracdo cinza, tornando-se verde. Micélio septado, marrom. Conidioforo curto ou

inexistente, ramos inteiros desenvolvimento em cadeias curtas ou longas, conidios
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globosos ou subglobosos, verrugosos, escuros, lisos ou equinulados, em cadeias
acropetas, simples ou ramificadas (BARNETT e HUNTER, 1972) (Figura 18).

—

Figura 18. Morfoia do género Torula isolado de abelha sem ferrdo no municipio de Manaus
(P1), ano de 2013, periodo chuvoso, caracteristicas morfologicas macro (A) e microscopicas (B)

Alysidium

Colbnias apresentam crescimento, textura aveludada ou algodonosa de
coloracdo branca. Micélio septado em parte superficial, parcialmente imerso, cerdas
ausentes, hifopodia ausente. Hifas ramificadas, palidas ou escuras. Conidioéforos semi-
macronematous. Células conidiogénicas monoblasticas e poliblasticas. Os conidios
muitas vezes em cadeias ramificados, esféricos, ovais, limoniformes, elipséides ou
oblongos, lisos, palidos ou de cor escura (ELLIS, 1971) (Figura 19).
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Figura 19. Morfologia do género Alysidium isolado de abelha sem ferrdo no municipio de
Manaus (P1), ano de 2013, periodo chuvoso, caracteristicas morfologicas macro (A) e
microscopicas (B)

5.3 ISOLADOS IDENTIFICADOS APOS SEQUENCIAMENTO DA REGIAO ITS DO
rDNA

Das 482 colbnias fungicas isoladas 297 foram identificadas a nivel de género
por meio de andlises das estruturas morfoldgicas e 65 foram considerados Incertae
sedis. As 297 colbnias identificadas e as 65 Incertae sedis foram separadas em grupos
morfolégicos para andlise genética. Foram sequenciadas 73 colbnias dentre os
dezesseis géneros identificados na morfologia e 15 Incertae sedis.
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Figura 20. Gel de agarose com DNA dos fungos filamentosos isolados de abelhas sem ferrdo
nos periodos chuvoso e de estiagem do ano de 2013, nos municipios de Manaus e Iranduba,
AM

A utilizac&o de técnicas de biologia molecular para identificar fungos associados
a abelhas sem ferrdo foi fundamental para confirmar géneros ja identificados pela
morfologia classica, corrigir erros associados a géneros morfologicamente parecidos e
identificar aqueles organismos que a morfologia néo identificou (Figura 20 e Figura 21).
Os produtos obtidos na amplificacdo das regides ITS1 e ITS4, revelaram um fragmento
de aproximadamente 540 a 600 pb para todos os isolados analisados.

A identificagdo dos fungos com base em caracteres morfologicos e moleculares
busca aumentar o conhecimento sobre sua diversidade na Amazoénia. Os depdsitos das
sequéncias moleculares tropicais nos bancos de dados contribuirdo para os estudos de
filogenia de diversos grupos, uma vez que auxiliardo no entendimento dos fatores
evolutivos que moldam a diversidade global de fungos (ISHIKAWA et al., 2012).

O espago transcrito das regides ITS’'s sao altamente conservados entre
individuos da mesma espécie, mas bastante divergentes e variam entre as espécies
dentro de um género, tornaram-se uma das ferramentas mais (teis para ajudar na

identificacdo de fungos e analise filogenética (LIU et al., 2010).
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Figura 21. Gel de agarose com amplificagéo da regido ITS do rDNA dos fungos filamentosos
isolados de abelhas sem ferrdo (A), faixa de 250 a 10.000 pb do marcador molecular da
Thermo Scientific GeneRuler DNA Ladder 1kb (B)

As andlises genéticas identificaram 25 isolados independentes (Tabela 01).
Todas as sequéncias analisadas no banco de dados do GenBank tiveram afiliacdo com
cepas de Ascomycota ou Basidiomycota, correspondendo a nove Ordens: Eurotiales,
Capnodiales, Hypocreales, Diaporthales, Xylariales, Sordariales, Polyporales e dois
isolados com Ordem Incertae sedis, um no Filo Ascomycota (Torula caligans) e outro
no Filo Basidiomycota (Moniliella suaveolens). As Ordens desses isolados ainda nao
foram definidas pela taxonomia e, portanto descrito como Incertae sedis (Tabela 01).

Os isolados de Eurotiales, Capnodiales e Hypocreales foram predominantes
presentes nas abelhas. Os isolados PA20' e MO3 foram distantemente relacionados no
banco de dados do GenBank com seus agrupamentos mais proximo Paecilomyces
inflatus (GU566291) e Moniliella suaveolens (KF706431), com identidade (ID) 91%, os
isolados FUOO e @16% apresentaram baixa relagdo com seus agrupamentos mais
semelhantes Fusarium merismoides (AB586997), Hypoxylon fendleri (JN979418),

! Cédigo adotado ao fungo conforme o género identificado pela morfologia, Paecilomices (PA) mais a
numeracgdo da colbnia (20).

2 Cadigo adotado ao fungo conforme colbnia que néo teve identificacdo morfoldgica confirmada (&) mais
a numeracéo da colbnia (16).
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ambos com ID 96% e o isolado CO1 também apresentou baixa similaridade com seu
agrupado mais semelhante Diaporthe phaseolorum (HQ130439) (ID 94%). Esses cinco
isolados apresentaram similaridade de 91 a 96% com os do banco de dados do
GenBank, para ser aceito como espécie essa similaridade deve ser = 98%. Devido
esses individuos ndo apresentarem alta semelhanca com o banco de dados € sugerido
novas analises e maior avaliagdo para esses isolados (Tabela 01).

A anélise morfolégica dos isolados @13, @16 e @21 nao foi capaz de identifica-
los, ao contrario da ferramenta genética que identificou @13 e @21 a nivel especifico e
@16 a nivel de género (Figura 22).

A Figura 22 apresenta uma visdo geral da relacdo filogenética dos fungos

isolados de abelhas sem ferrdo e identificados por anélise genética.

Tabela 01. Fungos filamentosos isolados de abelhas sem ferrdo no periodo chuvoso e de
estiagem do ano de 2013 nos municipios de Manaus e Iranduba, identificacdo dos isolados por
analise molecular

Resultado mais préximo no GenBank

Isolado Fungo Cobertura Identidade Acesso
% % GenBank
Ascomycota
AS 2  Eurotiales Aspergillus ochraceus 98 99 GU134890
PE 34 Penicillium tropicum 99 99 EU427292
PE 36 Penicillium citrinum 100 99 NR_121224
PE 40 Penicillium sp. 99 99 JF439501
CL3 Capnodiales Cladosporium sp. 99 99 KC113295
CL 13 Cladosporium perangustum 98 99 KC311516
CL 28 Cladosporium cladosporioides 99 99 EU497957
AC 2  Hypocreales Sarcopodium araliae 98 99 FJ037741
VE 11 Verticillium sp. 99 99 JN093261
FU 13 Fusarium solani 100 99 HE974457
FU 20 Fusarium longipes 98 100 AB820724
FU 00 Fusarium merismoides 99 96 AB586997
FU 29 Fusarium sp. 1 97 100 KF746096
FU 44 Fusarium sp. 2 98 100 KF746127
FU 45 Fusarium sp. 3 99 100 FJ770062
CO1 Diaporthales Diaporthe phaseolorum 99 94 HQ130439
@16  Xylariales Hypoxylon fendleri 99 96 JN979418
@21 Microdochium sp. 95 98 KC847989
PS 3 Pestalotiopsis mangiferae 100 100 JX999998
213 Sordariales Neurospora tetrasperma 98 99 JX136749
PA 20 Paecilomyces inflatus 99 91 GU566291
PA 19 Paecilomyces sp. 100 99 KF986441
TO 2 Incertae sedis Torula caligans 99 99 JQ246356
Basidiomycota
MO 3 Incertae sedis Moniliella suaveolens 80 91 KF706431

PH1 Polyporales Fomitopsis sp. 100 99 KC595911
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A andlise genética das amostras foi fundamental e corroborou com os
resultados morfolégicos, apenas o isolado AC2 ndo se agrupou conforme analises da
morfologia e da genética, onde a morfologia descreveu o género Acremonium e a
genética Sarcopodium araliae e quando analisado no Mega 6 MV/NJ de 1.000
conjuntos de dados reamostrados com os demais isolados, AC2 agrupo-se com O0S
isolados do género Fusarium (Figura 22). O isolado AC2 apresentou caracteristicas
similares a algumas espécies do género Fusarium, e no banco de dados do GenBank
apresentou similaridade de 91% com F. ciliatum. Na arvore filogenética o valor de
bootstrap de AC2 foi de 27, um valor de confiangca muito baixo, ndo se sabe se 0 AC2 é
realmente um Fusarium ou se a sequéncia depositada no banco de dados como de S.

araliae seja de um Fusarium erroneamente confundida.

FU 20 Fusarium longipes ]

FI) 44 Fusarivm sp. 2
FlLI 29 Fusarium sp. 1
FU3 Fusarium solani
FU 45 Fusarium sp. 3

59
Hypocreales

98 FU OO Fusarivm merismoides

AL 2 Sarcopodiven araliae
32

WE 11 Vedicillium sp. |
@16 Hypoxyion fendier

PS5 3 Pestalotiopsis mangiferae } Hylariales
@21 Microcochiuen sp.

coi1 DJ’apormephaseoIorum] Diaporthales

51 PA 19 Paccliomyces sp.

EJ0DALIOISY

PA 20 Paecliomyces inflatus } Sordariales

@13 Newrospora telrasperma

97 | CL 13 Cladosporium perangustum
100 [CL 28 Cladosporium cladosporioides | Capnodiales
CL3 Cladosporiuem sp.

AS 2 Aspergiiins ochracels

73

ot

PE 40 Peniciiiivm sp. Euratial
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PE 34 Penicitiivm trapicum

PE 36 Peniciiliven cittinum
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MO 3 Moniiella suavecians ] Incertae sedis

BlOJALOIDISET

E{ PH 1 Formitopsis Sp.:| Palyparales

DQa36499  Chetbiormyces hyalinus

0.05

Figura 22. Arvore dos fungos associados a abelhas sem ferrdo com base em rDNA. A anélise
das sequéncias (> 560 pb). Os niumeros em cada ramo sao os valores de bootstrap obtidos pela
andlise de Agrupamento de vizinhos (NJ) de 1.000 conjuntos de dados reamostrados
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Géneros identificados pela analise das estruturas morfolégicas relacionados na
Figura 01 e néo listados na Tabela 01 foi devido a problemas relacionados com a
temperatura dos ciclos da PCR, purificagdo do produto das PCR’s e ou erros no
sequenciamento das amostras. H4 uma necessidade futura de novos estudos voltados
para esses isolados ainda n&o identificados para tentar preencher uma lacuna aberta

entre essas abelhas e os fungos.
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6 DISCUSSAO

Ha uma grande necessidade de se conseguir mais informacdes sobre
associagbes entre insetos e fungos (BLACKWELL, 2011). Apesar da grande
contribuicdo para o nosso ecossistema, as abelhas sem ferrdo possuem poucos
estudos. A maioria dos estudos estdo voltados para criacdo de abelhas, analise e
tipificacdo do mel, e muitas das informacfes referentes as abelhas sem ferrdo estédo
publicadas como resumo em anais de eventos e reunifes cientificas, com poucas
publicacbes em periédicos cientificos (SOUZA, 2008). Poucos estudos tem avaliado
diretamente a incidéncia de fungos na superficie corpérea desses organismos
(FERRAZ et al., 2008).

Segundo Morais et al. (2013), o grupo altamente diversificado de abelhas sem
ferrdo apresenta uma microbiota associada, que é suspeito de ser responsavel por
transformar o polen de abelha ou péo para a formacédo de mel. Estes microrganismos
também podem desempenhar um papel na maturacdo ou modificacdo bioquimica do
mel armazenado. Ledo et al. (2012) citaram que colbnias de abelhas sem ferrdo sdo
habitadas por uma grande diversidade de microrganismos, mas a maioria deles ainda
séo desconhecidos.

Eltes e Gorke (2002) descreveram o primeiro caso relatado de coleta de
esporos do fungo Rhizopus em vez de pdlen pelas abelhas sem ferrdo, € um caso raro
de coleta de esporos de fungos, antes relatado apenas por abelhas A. mellifera.
Segundo Oliveira e Morato (2000), as abelhas sem ferrdo podem facilitar a disperséo de
€sporos.

Trabalhos realizados por Oliveira e Morato (2000), Eltes e Gorke (2002), Leao
et al. (2012), Lima et al. (2012) e Morais et al. (2013) destacaram a diversidade de
fungos associados a abelhas sem ferrdo e as analises mostraram que os Filos
Ascomycota (FERRAZ et al., 2008; LIMA et al., 2012; MORAIS et al., 2013; FOLEY et
al.,, 2014) e Zygomycota (ELTZ et al.,, 2002) sdo comumente associados as abelhas
sem ferréo.

O presente estudo confirmou esta alta diversidade de fungos filamentosos

associados a abelhas, onde esta diversidade foi estudada apenas na  superficie
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corporea dessas abelhas e os Filos Ascomycota e Zygomycota foram isolados com
maior frequéncia nas abelhas deste estudo e em destaque foram isolados pertencentes
ao Filo Basidiomycota.

Segundo Sotdo et al. (2004) para a Amazonia, pouco se conhece sobre os
fungos, ndo existindo ainda uma lista com citacdo de todas as espécies ja descritas, 0
gue impossibilita a informacdo de dados quantitativos, referentes a diversidade desse
grupo na regido. Para Braga-Neto et al. (2008) um dos problemas de estudos de fungos
em larga escala esté relacionado a dificuldade de se identificar as espécies em campo.
A identificacdo das espécies envolve caracteres microscéopicos, de forma que a
identificacdo de grandes colecBes por especialistas pode demorar bastante tempo.

A diversidade fungica associada a superficie corpérea de abelhas sem ferrdo foi
maior no periodo chuvoso. Este indice pode estar relacionado aos niveis de umidade,
visto que Moreira e Siqueira (2002) verificaram mudancas nas populacdes de fungos
conforme os niveis de umidade, demonstrando que quanto maior a umidade maior as
populacfes de fungos. Ishikawa et al. (2012) citaram que em época chuvosa € comum
observar grande diversidade de fungos na floresta Amazonica. Braga-Neto et al. (2008)
descreveram que quanto maior a precipitacdo, mais fungos sdo registrados em
serrapilheira na Reserva Ducke.

Esta maior diversidade de fungos em abelhas no periodo chuvoso pode
também estar relacionado com o periodo de maior atividade de forrageamento das
abelhas sem ferrdo. As atividades externas da abelha se concentram pela manha, tanto
no periodo chuvoso de marco a junho, quanto no periodo seco de setembro a
dezembro (OLIVEIRA et al., 2012).

Das quatro coletas realizadas neste estudo os géneros Rhizopus e Mucor foram
isolados em todas as coletas, porém nao foram encontrados nos estudos de Ferraz et
al. (2008) e Lima et al. (2012), mas Eltz e Gorke (2002) ja haviam relatado Rhizopus em
abelhas sem ferrdo. A literatura cita algumas espécies de Zygomycetes que podem
causar zigomicoses ou mucormicoses em humanos (LACAZ et al., 1998).

Ainda, algumas espécies de Fusarium, Acremonium, Aspergillus,
Scedosporium, Tritirachium e Rhinocladiella, sdo organismos oportunistas e podem

causar infeccbes em pacientes imunodeprimidos (FISHER e COOK, 2001). Os géneros
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Fusarium, Aspergillus, Acremonium, Cladosporium, Torula, Pestalotiopsis e Verticillium
possuem espécies que também podem ser patégenos de vegetais (LACAZ et al., 1998).

O género Aspergilus apresentou baixa ocorréncia no estudo, ao contrario dos
resultados obtidos por Ferraz et al. (2008) e Lima et al. (2012).

Os géneros Trichoderma, Monilia e Geotrichum isolados por Lima et al. (2012),
Curvularia, Monilia, Nigrospora e Trichoderma, por Ferraz et al. (2008), ndo foram
isolados neste estudo. Entretanto, Moniliella, Rhinocladiella, Tritirachium,
Scedosporium, Pestalotiopsis, Torula e Alysidium isolados com pouca frequéncia ainda
ndo haviam sido relatados em isolamentos de abelhas sem ferréo.

Morais et al. (2013) citaram que estudos poderiam comprovar que a microbiota
de abelhas e ninhos sé@o associados e podem agir como mutualistas e trazer beneficios
nutricionais entre outros para as abelhas sem ferrdo. Observacdes feitas por Oliveira e
Morato (2000), indicaram que espécies de abelhas sem ferrdo incluem esporos de
fungos como um complemento em sua dieta, porém registros sobre interacdo abelha-
fungos sdo muito raros. Para Menezes et al. (2013) embora essa microbiota pareca
desempenhar um papel importante para a abelha com nutricAo e protecdo contra
microrganismos nocivos, poucos estudos tém-se centrado na sua funcéo e este tema
ainda é muito controverso e a relacdo entre esses organismos ainda esconde muitas
particularidades que ainda nao foram exploradas.

Segundo Morais et al. (2013) associacdes de microrganismos com o mel,
poélen, larvas e abelhas adultas € indicativo de uma relacdo funcional com esses insetos
e existe a possibilidade de uma relagdo simbidtica entre esses organismos.

Segundo Oliveira et al. (1996 e 1999) as resinas usadas pelas abelhas
solitarias ou sociais para construcdo e protecdo de seus ninhos possui atividade
inibidora contra alguns microrganismos como bactérias e fungos. Marsaioli et al. (1998)
isolaram fungos filamentosos simbiontes na superficie corp6rea de abelhas sem ferréo,
esses fungos apresentaram resisténcia a atividade antimicrobiana do ninho, mas esses
isolados fungicos apresentaram atividade antimicrobiana promissora.

Neste estudo foi notado um elevado nimero de coldnias do género Penicillium,

sendo o isolado mais predominante. Trabalhos demonstraram que o uso de fungos para
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beneficios proprios por abelhas ja foi comprovado, podendo o Penicillium ser agente
dessa relacdo nos ambientes.

Estudos realizados por Ferraz et al. (2008) e Lima et al. (2012) também
apresentaram numeros significativos de isolados de Penicillium, entretanto Fusarium,
Acremonium e Verticillium, predominantes no presente trabalho, ndo foram identificados
nos trabalhos citados acima.

Houve uma grande variacdo dos resultados obtidos neste estudo e nos de
Ferraz et al. (2008) e Lima et al. (2012), ndo se sabe se devido ao clima, habitat,

regioes diferentes ou a poucos relatos de fungos associados a abelhas sem ferrao.

A andlise genética dos isolados confirmou a presenca de fungos de importancia
meédica e agricola na superficie corpérea das abelhas estudadas.

O isolado CL28 (Tabela 01 e Figura 22) identificado através da genética como
Cladosporium cladosporioides € um fungo entomopatogénico de ocorréncia natural,
também usado amplamente no controle bioldgico de diversas espécies de insetos. E
considerado um fungo endofitico, vive no interior dos grdos sem causar danos aos
mesmos e esté largamente disseminado no ar e na matéria organica (OLIVEIRA et al.,
2004).

FU13 identificado através da genética como Fusarium solani € um dos fungos
mais frequentemente isolados de solo e residuos de plantas e também esta associada
a graves micoses invasivas em pacientes imunocomprometidos e imunodeprimidos,
mas também é patdégeno especifico de plantas de importantes agriculturas, incluindo a
ervilha, cucurbitdceas, e batata-doce. Além disso, F. solani estd cada vez mais
associada a infeccOes oportunistas dos seres humanos e outros animais, causando
infeccOes sistémicas com uma elevada taxa de mortalidade (ZHANG et al., 2006).

PS3 identificado através da genética como Pestalotiopsis mangiferae é
considerado um parasita fraco de vegetais como caju, Eucalipto, Combretum
decandrum (planta medicinal utilizada para o tratamento de eczema, diarreia e
problemas gastricos), videira entre outras, capaz de infectar folhas jovens feridas, frutas
feridos, folhas mais velhas e ndo lesados frutos sadios se em contato com o tecido
doente (MORDUE, 1980).
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Nos Ultimos anos muitos estudos tém se voltado para identificacdo da
microbiota associada a abelhas, principalmente A. mellifera, que vem sofrendo grandes
perdas nos Estados Unidos, Europa e Asia, onde fungos, virus, acaros e o uso de
pesticidas tém ocasionado grandes mortandades de colmeia e milhdes em prejuizos na
agricultura por falta de polinizadores.

A importancia de conhecer a sanidade microbiana de nossas abelhas é
fundamental, para relacionarmos a interacdo ainda ndo compreendida entre esses
organismos e evitar eventos como ocorridos nos Estados Unidos, Europa e Asia
envolvendo organismos associados a A. mellifera.

Neste trabalho todas as metas foram cumpridas, mas algumas lacunas ficaram
abertas e com isso novas propostas surgiram, novas analises estdo sendo realizadas e
novas parcerias firmadas para que possamos compreender mais desta intrincada

relacdo abelha-fungos.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos de isolados fungicos de abelhas sem ferrdo, identificados

por caracteristicas morfologicas e genética, permitiu concluir que:

1) Dentre os dezesseis géneros identificados pelas analises morfologicas, alguns

podem apresentar espécimes de importancia médica e agricola.

2) Dos isolados identificados por caracteres genéticos a maioria corroborou com a

identificagcdo morfoldgica.

3) O periodo chuvoso apresentou maior diversidade de fungos filamentosos, onde os
géneros Penicillium, Fusarium, Acremonium e Cladosporium foram os isolados com

maior destaque.

4) O periodo de estiagem apresentou menor incidéncia de fungos, porém o género
Cladosporium apresentou uma maior incidéncia neste periodo quando comparado com

o periodo chuvoso.
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