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RESUMO

As meliponas sdo conhecidas como abelhas sem ferrdo e constituem um
grupo de abelhas com 400 espécies que produzem mel muito apreciado e
valorizado. S&o importantes na polinizacdo das plantas e responsaveis pela
manutencao das florestas, pois apresentam o habito alimentar generalista, visitando
as flores das mais variadas familias de plantas. O objetivo desse trabalho foi
identificar a diversidade de fungos filamentosos associados ao corpo de meliponas
em dois meliponicultores de Manaus e Iranduba/AM. Foram utilizadas 48 abelhas
coletadas no periodo chuvoso e no inverno. As coletas foram em dois pontos
demarcados, de cada ponto foram coletadas 24 abelhas. As abelhas foram
coletadas com auxilio de pingas e transferidas para tubos esterilizados; o material foi
acondicionado em caixas térmicas e conduzido ao Laboratério de Principios
Bioativos de Origem Microbiana da Faculdade de Ciéncias Agrarias. As abelhas
foram distribuidas isoladamente em tubos contendo 10 mL de solu¢cdo NaCl 0,9%,
posteriormente foram retirados 100 pL da solucao e transferidos para placas de Petri
contendo os meios de cultura 4gar Sabouraud e agar batata dextrose (BDA) com
solucéo de antibidtico amoxicilina 100 mg/L. As placas foram mantidas em estufa de
incubacdo BOD a temperatura de 28 °C, ap0s o crescimento dos fungos, foram
repicados para novas placas. A identificacdo foi realizada a partir do
desenvolvimento das culturas em microcultivo sob laminulas e depositadas sobre
laminas e coradas com azul de lactofenol. Foram isolados 294 microrganismos do
corpo das meliponas e identificados 18 géneros: Penicillium, Fusarium, Acremonium,
Paecilomyces, Cladosporium, Verticillium, Aspergillus, Pestalotiopsis, Gliocladium,
Rhizomucor, Rhizopus, Scedosporium, Monilia, Artrosporium, Mucor, Phoma,
Alicidium e Oidium. Os géneros de maior frequéncia foram Penicillium spp. 31,35%,
Fusarium spp. 17,83%, Acremonium spp. 13,51%, Paecilomyces spp. 10,27% e
Cladosporium spp. 9,2%. Esses fungos sdo comuns nas meliponas, as abelhas sem
ferrdo abrigam em seu corpo uma variedade de fungos que tem potencial a
producdo de micotoxinas ao homem, elas atuam como vetores desses fungos no

meio ambiente.

Palavras-chave: Melipona. Fungos. Penicillium spp.
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1 INTRODUCAO

Os insetos da ordem Hymenoptera constituem um grupo diferenciado em
habitos e comportamento. As abelhas destacam-se pela complexidade de sua
organizacao social.

As abelhas sem ferrdo pertencem a Tribo Meliponini e apresentam ampla
distribuicdo nas regides tropicais do mundo bem como nas regides subtropicais do
hemisfério Sul. Os meliponineos constituem um grupo de abelhas com cerca de 400
espécies produtoras mel muito apreciado e valorizado.

Onde h& angiosperma existem abelhas. Estas atuam como valiosos
polinizadores possibilitando a reproducdo sexuada e contribuindo para a
variabilidade genética da maioria das plantas floriferas.

Os meliponineos apresentam certas particularidades importantes para seu
uso na polinizacédo de plantas cultivadas, tais como habito alimentar generalista, as
coldnias podem ser mantidas em colmeias e manejadas, auséncia de ferrdo, as
colonias sao perenes e podem armazenar grande quantidade relativa de alimento no
ninho.

A meliponicultura € uma atividade conservadora das espécies. Essa atividade
agropecuaria preenche os requisitos do tripé da cadeia do autossustentabilidade:
econdmico - gerando renda; social - ocupa mao de obra familiar no campo; e
ecoldgica — ndo ha desmatamento para a sua criacao.

N&o ha muitas informacdes sobre a maioria das espécies de abelhas nativas
sem ferrdo quanto ao seu comportamento, reproducdo e sanidade. Uns dos
aspectos importantes sobre a biologia desses insetos € o conhecimento da
microbiota flngica, a qual podem causar enfermidade quando a imunidade dos
insetos esta deficiente.

Conhecer a comunidade de fungos filamentosos do dorso das abelhas pode
contribuir para o controle de possiveis contaminacfes do mel que elas produzem
bem como de possiveis fitopatdgenos. Nesse sentido, o presente trabalho foi
realizado com a finalidade de isolar e identificar esses fungos em abelhas sem

ferrao.



2 OBJETIVOS

2.1Geral

Isolar e Identificar fungos na superficie de abelhas sem ferrdo em criadouro de
Manaus e Iranduba/Amazonas.

2.2Especificos

Isolar e identificar fungos da superficie em abelhas sem ferréo;
Verificar a sazonalidade de fungos da superficie em abelhas sem ferréo;

Armazenar os fungos isolados da superficie em abelhas sem ferréo.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os meliponineos constituem um grupo de abelhas com cerca de 400 espécies
que produzem um mel muito apreciado e valorizado. Seu ninho € construido por
favos em forma de discos com uma média de sete favos sobrepostos sustentados
por pequenas colunas (CHIARI et al., 2002).

Malagodi-Braga e Kleinert (2004) consideraram que o0s meliponineos
possuem diversas caracteristicas importantes para sua utilizacdo na polinizacédo de
plantas cultivadas, entre as quais se destacam: o habito alimentar generalista -
visitam as flores das mais variadas familias de plantas; a domesticagdo - as coldnias
podem ser mantidas em colmeias e estas podem ser manejadas; a auséncia de
ferrdo funcional que facilita a instalacdo e manejo das col6nias; colbnias séo
perenes - incapacidade de abandono de ninhos (a rainha fecundada perde a
capacidade de voar apd6s adquirir a fisogastria); e podem armazenar grande
guantidade relativa de alimento no ninho.

Os insetos da ordem Hymenoptera constituem um grupo diversificado em
habitos e comportamentos. Nesse grupo, destacam-se as abelhas em funcédo da
complexidade em sua organizacéo social. Atualmente sdo descritas mais de 20.000
espécies de abelhas e a maioria destas sédo solitarias (NOGUEIRA-NETO, 1997,
GRIMALDI e ENGEL, 2005).

As abelhas habitam toda a parte do mundo onde ha angiospermas, para as
quais sdo valiosos polinizadores favorecendo a reproducdo sexuada e, por
consequéncia, a variabilidade genética da maioria das plantas floriferas. Dessa acéo
polinizadora depende, também, a producdo de frutos e sementes que sustentam
populacdes incontaveis de outras espécies (MICHENER, 2000; SILVEIRA et al.,
2002).

As abelhas sem ferrdo pertencem ao Reino Animalia; Filo Arthropoda; Classe
Insecta; Ordem Hymenoptera; Subordem Aprocrita; Superfamilia Apoidea; Familia
Apidae; Subfamilia Meliponinae; Tribo Meliponini, tribo que inclui todas as “abelhas
indigenas sem ferrdo” e apresenta ampla distribuicdo nas regides tropicais do
mundo, bem como nas regides subtropicais do hemisfério Sul (MICHENER, 2000).

Por sua natureza, a apicultura € uma atividade conservadora das espécies,
sendo uma das poucas atividades agropecuarias que preenche todos os requisitos

do tripé da autossustentatibilidade: o econdmico, porque gera renda para o



agricultor, o social, porque ocupa mao-de-obra familiar no campo; e o ecoldgico,
porque ndo se desmata para criar abelhas (ALCOFORADO-FILHO, 1998).

N&o ha muitas informacdes sobre a maioria das espécies de abelhas nativas
sem ferrdo quanto ao seu comportamento, reproducao e sanidade. Um dos aspectos
importantes sobre a biologia desses insetos é o conhecimento da microbiota flngica,
a qual pode causar enfermidade quando a imunidade dos insetos esta deficiente.

Os fungos filamentosos sdo reconhecidos por meio das suas estruturas de
reproducdo e métodos de producéo de conidios, por sua cor, forma e tamanho, bem
como pelos tipos de hifas e pela caracterizagdo dos aspectos macroscopicos de
suas colénias (CRUZ, 1985). Stuart et al. (2004) encontraram os fungos Rhizopus
sp., Fusarium sp. e Acremonium sp., como componentes da micota de meliponineos.

As abelhas sem ferrdo apresentam grande variedade de organismos
associados a elas, como bactérias (CRUZ-LANDIM, 1996), fungos e leveduras
muitas vezes s&o 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).

As abelhas enfrentam iniUmeras pragas e patégenos (CORNMAN et al.,
2012), que véo desde fungos, acaros, bactérias e insetos (GILLIAM, 1997). Perdas
recentes de colonias de abelhas levaram ao aumento do interesse nas comunidades

microbianas associadas a estes importantes polinizadores (MATTILA et al., 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

Foram realizadas uma coleta, no periodo de chuva, no més de marco e outra
no periodo ndo chuvoso, em meliponicultores dos Municipios de Manaus e
Iranduba/Amazonas. Cada Municipio teve um ponto de coleta, demarcado
previamente, foram coletadas 48 abelhas para isolamento.

As abelhas foram coletadas com auxilio de pin¢as e transferidas para tubos
esterilizados; o material foi acondicionado em caixas térmicas e conduzido ao
Laboratorio de Principios Bioativos de Origem Microbiana da Faculdade de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Amazonas.

O isolamento dos fungos filamentosos foi segundo Alves (1998). As abelhas
foram distribuidas isoladamente em tubos contendo 10 mL de solu¢cdo NaCl 0,9%,
posteriormente foram retirados 100 pL da solucao e transferidos para placas de Petri
contendo os meios de cultura 4gar Sabouraud e agar batata dextrose (BDA) com
solucéo de antibiotico amoxicilina 100 mg/L, em triplicata para cada meio de cultura.
O pH do meio de cultura foiaferido em 6,8. As placas foram mantidas em estufa de
incubacdo BOD a temperatura de 28 °C por até 30 dias.

A técnica da cultura monosporica foi utilizada para purificacdo das amostras
de fungos. Com o auxilio de uma alca de platina foi retirado um pequeno fragmento
de inéculo, e transferido para tubo contendo 2,5 mL de solucdo Tween 80, agitando-
se em vortex.

A diluicéo foi realizada em série, retirando-se 1 mL da suspensdo de Tween
80, transferindo-a para um tubo contendo 9 mL de solucdo NaCl 0,9% (diluicdo 10%),
a diluicdo foi homogeneizada e a operacédo repetida em diluicbes sucessivas até a
diluicdo de 1073,

Ao final da série de diluicdes, foram inoculados 100 pL das diluicdes 1073, em
triplicata, nas placas contendo meios de cultura agar Sabouraud e BDA. As placas
identificadas e incubadas em estufa BOD, a temperatura de 28 °C por um periodo de
48 horas. Apés este periodo as colbnias puras foram transferidas para tubos
identificados contendo o0 mesmo meio de cultura e incubadas por oito dias.

Apés a esporulagdo as colbnias foram analisadas em microscopia Optica
utilizando-se a coloracao em lactofenol (ONIONS et al., 1981) para identificacdo de
suas estruturas sexuais e/ou assexuais (ELLIS, 1971; BARNETT e HUNTER, 1972;
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ARX, 1974). De cada um dos isolados foram armazenadas duplicatas da col6nia
matriz e de duas monospdricas conforme o método Castellani (ARAUJO et al., 2002)

e mantidos em temperatura ambiente.



12

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As coletas foram realizadas em dois meliponicultores, o primeiro localizado no
Puraquequara que faz parte da area urbana de Manaus/AM, ocorreu na época do
verdo; e o segundo em sitio no municipio de Iranduba/AM, com a coleta sendo no
inverno. Em cada meliponicultor foram escolhidas quatro colmeias para coletas das
abelhas (Figura 01).

Figura 01 - Local das coletas: (A) Puraquequara - a area urbana de Manaus; (B) Sitio localizado
na Estrada Manoel Urbano/lranduba/AM

Das abelhas criadas no Puraquequara/Manaus foram isolados 127
microrganismos, enquanto no meliponicultor de Iranduba/AM, 167 isolados (Tabela
01). Apesar das abelhas serem mais ativas no verdo em busca de podlen, a
quantidade de microrganismos isolados foi menor. Tal fato, talvez seja explicado em
funcdo desta propriedade se localizar préxima a area urbana de Manaus, com
derrubadas da floresta, assim foi menor o nimero de espécies de plantas que as

meliponas tem para coleta de seus alimentos.
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Tabela 01- Quantidade de microrganismos isolados em abelhas sem ferrdo em Manaus
(Puraquequara) e Iranduba/AM

Local das coletas Estacdo do ano Isolados
Puraquequara Verao 127
Iranduba Inverno 167
Total 294

Dos microrganismos isolados das meliponas no Puraquequara/Manaus, foram
identificados 11 géneros: Acremonium, Artrosporium, Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium, Gliocladium, Oidium, Paecilomyces, Penicillium, Pestalotiopsis e Phoma;
em relacdo ao isolados de Iranduba/AM foram 13 géneros identificados:
Acremonium, Artrosporium, Alicidium, Cladosporium, Fusarium, Monilia, Mucor,
Paecilomyces, Penicillium, Pestalotiopsis, Rhizopus, Rhizomucor, Scedosporium e
Verticillium. Do total de 18 géneros, a diversidade de microrganismos isolados foi

maior entre as meliponas de Iranduba/AM, pois apresentou 13 (Tabela 02).

Tabela 02- Diversidade dos géneros de fungos filamentosos isoladosda superficie do corpo das
meliponas em Puraguequara/Manaus e Iranduba/Amazonas

Pontos das coletas

Géneros Puraguequara/Manaus Iranduba/AM

Acremonium sp. X X
Artrosporium sp. X X
Aspergillus sp. X -
Alicidium sp. -
Cladosporium sp. X
Fusarium sp. X
Gliocladium sp. X
Monilia sp. -
Mucor sp. -
Oidium sp. X
Paecilomyces sp. X

X

X

xX X X

X X

Penicillium sp.

Pestalotiopsis sp.

Rhizopus sp. -
Rhizomucor sp. -
Phoma sp. X

X X X X X

Scedosporium sp. -
Verticillium sp. - X

x

Total 11 13
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No inicio das chuvas as meliponas estdo menos ativas, entretanto, nesse
periodo ocorre o maior numero de plantas em floracao, facilitando a coleta de pdlen,
nao necessitando se deslocar a longas distancias. As abelhas coletadas foram as
campeiras, sdo as que saem em busca de alimento para suas colmeias. A
ocorréncia da maior diversidade de fungos em Iranduba pode estar relacionada com
a alta umidade e a grande disponibilidade de pdlen. Isso torna-se propicio para o
desenvolvimento de microrganismo em seus corpos; a diversidade de fungos foi
evidente, comparado-se aqueles identificados das meliponas coletadas no

Puraquequara na época do verao.

b

Figura 02 - Col6nias dos géneros identificados das meliponas de Puraquequara/Manaus e
Iranduba/AM: (A) Acremonium sp.; (B) Aspergillus sp.; (C) Cladosporium sp.;
(D) Fusarium sp.; (E) Monilia sp.; (F) Paecilomyces sp.; (G) Penicillium sp.; (H)
Pestalotiopsis sp.

Das meliponas do Puraguequara/Manaus foram identificados os seguintes
géneros: Penicillium 39,18%, Paecilomyces 15,46%, Fusarium 14,43%,
Cladosporium 13,40%, Gliocladium 13,10%, Aspergillus 4,12%, Acremonium 3,10%,

Artrosporium, Oidium e Pestalotiopsis com 2,06% e Phoma 1,03% (Gréfico 01).
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Grafico 01- Génerosde fungos filamentosos isolados das meliponas do
Puraguequara/Manaus, na época do verao

Das meliponas de Iranduba/Manaus foram identificados os seguintes
géneros: Acremonium 24,72%, Penicillium 22,50%, Fusarium 21,34%, Verticillium
11,24%, Cladosporium 4,50%, Paecilomyces 4,50%, Rhizopus 2,24%, Monilia
2,24%, Scedosporium 2,24%, Mucor 1,12%, Alicidium 1,12%, Rhizomucor 1,12%,
Pestalotiopsis 1,12% (Gréfico 02).
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Grafico 02- Géneros de fungos filamentosos isolados das meliponas de Iranduba/Manaus,
na época do inverno
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Os géneros identificados somente nas meliponas do Puraquequara foram:
Aspergillus, Gliocladium, Oidium e Phoma; enquanto em Iranduba foram: Alicidium,
Monilia, Mucor, Rhizopus, Rhizomucor, Scedosporium e Verticillum. A maioria
desses isolados se apresentaram com frequéncia muito baixa, com excessao para

Verticillium que teve frequéncia de 11,24%.

31,35%

7,83%

.

351%

]

Grafico 03 - Géneros de fungos filamentosos de ocorréncia na superficie do corpo de abelhas nas
localidades Puraquequara e Iranduba/Manaus
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Considerando o isolamento total das abelhas, das duas localidades
investigadas, os géneros com maiores frequéncias foram Penicillium 31,35%,
Fusarium 17,83%, Acremonium 13,51% e Paecilomyces 10,27%, os demais géneros
e suas frequéncias estdo no grafico 03. Em ambas localidades, ficaram em
evidéncia Penicillum e Fusarium. Esses fungos sao citados na literatura como

produtores de micotoxinas.
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Figura 03 - Fungos armazenados pelo método Castellani apds isolamento
das meliponas de Manaus e Iranduba/AM

Todos os microrganismos foram armazenados em tubos criogénico com o
Método de Castellani (Figura 03). Os quais serdo utilizados em futuros trabalhos na

busca de principios bioativos.
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6 CONCLUSAO

Existe diferenca na comunidade de fungos filamentosos na superficie das
abelhas sem ferrdo.

Independente da época de isolamento os géneros mais frequéntes foram
Penicillium e Fusarium.

O género Verticillium foi frequente apenas em Iranduba/Manaus, apesar de
outros apresentarem-se especificos com relacdo a localidade, suas frequéncias

foram muito baixa.
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