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RESUMO

A abelha amazdénica Melipona interrupta da tribo Meliponini possui destacada importancia no
ecossistema como polinizadora e produtora de mel e estd associada a uma grande variedade de
microrganismos, uma vez que as colmeias fornecem microambientes adequados para o pleno
desenvolvimento destes. A presente pesquisa investigou a presenca e identificou, morfoldgica
e molecularmente, os fungos cultivaveis mais frequentes isolados do alimento larval de células
naturais de cria e testou sua influéncia na produgdo de rainhas apds sua inoculagdo no alimento
larval em células artificiais de criagdo de abelhas Melipona (Melikerria) interrupta Latreille,
1811. Para isso foram monitoradas diariamente 1656 células naturais de cria (distribuidas em
20 discos de cria de 20 colmeias), por detecgdo visual e sob estereomicroscopio, quanto ao
completo desenvolvimento dos imaturos e segregacdo das castas que demonstrou uma massiva
produgdo de rainhas (> 22%) em todos os meses do ano, no entanto, sem ultrapassar o limite
genético esperado de 25%. Foi observada a presenca de micélios fungicos sobre o conteudo
alimentar em todas as células de cria os quais sdo consumidos pelos imaturos em
desenvolvimento. A partir de diluicdo decimal seriada do contetido larval de células de cria
naturais com 1, 8 e 15 dias apds postura da rainha foi realizado o isolamento dos fungos
estabelecendo as frequéncias de Unidades Formadoras de Colonias. Com base em anélise
morfologica de 10 morfotipos fingicos encontrados foi possivel distinguir quatro géneros
sendo Oidiodendron sp. e Cladosporium sp. menos frequentes e outros dois géneros mais
frequentes confirmados por identificagdo molecular das sequéncias das regides ITS1-5.8S-
ITS2 do rDNA e D1/D2 26S do rRNA, Fomitopsis sp. (FAB = 95; FRE% = 58) e
Zygosaccharomyces sp. (FAB = 35; FRE% = 21), cujas sequencias confirmaram proximidade
filogenética com sequencias destes taxa disponiveis em bancos de dados. Os fungos mais
frequentes foram inoculados no alimento larval de 360 larvas, em condi¢gdes de criagdo
artificial, gerando uma segregagdo esperada de até 25%, mostrando serem importantes fontes
de alimento para as larvas e sua sobrevivéncia. Especialmente Zygosaccharomyces sp. se
mostrou valioso para a viabilidade do desenvolvimento larval, diminuindo a mortalidade e

produzindo rainhas em niveis equivalentes as condi¢des naturais.

Palavras-chave: Rainha, segregacdo, Zygosaccharomyces, alimento larval, Melipona

interrupta.



ABSTRACT

The Amazonian bee Melipona interrupta from the tribe Meliponini holds a prominent role

in the ecosystem as a pollinator and honey producer, being associated with a wide range of

microorganisms, as the hives provide suitable microenvironments for their full development.

This research investigated the presence and identified, morphologically and molecularly, the
most frequently isolated cultivable fungi from the larval food of natural brood cells and
tested their influence on queen production after inoculation into the larval food in artificial
brood cells of Melipona (Melikerria) interrupta Latreille, 1811. To achieve this, 1656
natural brood cells were daily monitored, through visual detection and under a
stereomicroscope, regarding the complete development of the immatures and caste
segregation, which demonstrated a massive queen production in all months of the year,
however, without exceeding the expected genetic limit of 25%. The presence of fungal
mycelium was observed on the food content in all brood cells, which are consumed by the
developing immatures. Through decimal serial dilution of the larval content from natural
brood cells with 1, 8, and 15 days after queen oviposition, fungi isolation was performed,
establishing the frequencies of Colony-Forming Units. Based on morphological analysis of
10 fungal morphotypes, it was possible to distinguish four genera, with Oidiodendron sp.
and Cladosporium sp. being less frequent, and another two more frequent genera confirmed
by molecular identification of sequences from the ITS1-5.8S-ITS2 of rDNA and D1/D2 26S
of rRNA, Fomitopsis sp. (FAB = 95; FRE% = 58) and Zygosaccharomyces sp. (FAB = 35;
FRE% = 21), whose sequences confirmed phylogenetic proximity with sequences of these
taxa available in databases. The most frequent fungi were inoculated into the larval food of
360 larvae, under artificial breeding conditions, generating an expected segregation of up to
25%, proving to be important food sources for the larvae and their survival. Especially,
Zygosaccharomyces sp. proved to be valuable for the viability of larval development,

reducing mortality and producing queens at levels equivalent to natural conditions.

Keywords: Queen, segregation, Zygosaccharomyces, larval food, Melipona interrupta.
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INTRODUCAO

As abelhas sdo artropodes da ordem Hymenoptera, em conjunto com as formigas e as
vespas (Camargo e Pedro, 2013) e possuem como caracteristica o costume de coletar polen e
néctar para produzir seus alimentos. Estas matérias primas sdo obtidas nas flores, o que
promove a polinizacdo das plantas tornando estes insetos essenciais para os ecossistemas
(Carvalho-Zilse e Nunes-Silva, 2012). Dentre as abelhas, destacam-se as “sem ferrdo”, que
estdo inseridas na subfamilia Apinae, compondo a tribo Meliponini com 516 espécies
(Rasmussen e Cameron, 2010). O género Melipona ¢ o mais diverso possuindo 259 espécies
presentes no Brasil das quais 128 ocorrem na Amazonia e possuem uma profunda relagao
com a vegetacdo nativa deste bioma (Moure e Kerr, 1950; Camargo ¢ Pedro, 2013; Pedro
2014, Nogueira 2023).

As abelhas Melipona se destacam como boas produtoras de mel sendo comumente
cultivadas na atividade de Meliponicultura (Carvalho-Zilse e Nunes-Silva, 2012, Carvalho-
Zilse, 2013). Elas produzem o seu proprio alimento e armazenam em suas colmeias como
fonte nutricional para imaturos e adultos. Os requisitos nutricionais necessarios para que
estes individuos se desenvolvam, crescam e se reproduzam estdo em torno de uma
alimentagdo que contenha vitaminas, carboidratos, proteinas, minerais e dgua (Machado,
1971). Estes compostos sao adquiridos no néctar (fonte de carboidratos) e no pélen (fonte de
proteinas, lipideos, vitaminas e minerais), que proporcionam uma dieta equilibrada para
esses seres (Penedo et al., 1976; Gilliam 1979; Hartfelder & Engels, 1989; Zerbo et al.,
2001).

A coleta da matéria prima para a fabricacdo dos alimentos mel e polen ¢ feita
diretamente das flores, sendo que as abelhas sugam o néctar com sua lingua até o “papo”, se
tratando de uma dilatagdo do intestino anterior do trato digestorio da abelha, onde o néctar ¢
guardado e transportado para a colmeia. Na colmeia, o néctar € entregue as outras operarias
que promovem sua desidratacdo e o acumulam em potes de cerume. A desidratacdo se
prolonga até atingir a concentracdo desejada de agucar, se tornando o mel propriamente dito
(Kerr et al., 1996; Nogueira-neto, 1997; Vit et al., 2012). Os graos de pdlen sdo coletados e
transportados na tibia da perna posterior da abelha (corbicula) até a colmeia, onde sdo postos
nos potes de cerume. A compactagdo do pdlen ¢ feita por meio de um procedimento onde a
abelha o amassa com a cabeg¢a ¢ o manipula com as mandibulas. Nesse processo sao
adicionadas as secrecdes das glandulas hipofaringeanas e mandibulares e, além disso, o

proprio néctar pode ser regurgitado sobre o pélen manipulado (Nogueira-Neto, 1997). Uma
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vez que o pote tem o seu volume completo, ele ¢ fechado e armazenado por dias ou até
semanas, garantindo uma fermentagdo adequada até formar uma pasta (pélen meliponicola),
que ¢ popularmente chamada de “saburd” (pdlen maturado) nas regioes norte e nordeste do
Brasil. O pélen maturado serve como alimento para as abelhas e tem grande importincia
como base do alimento larval (composta por podlen, néctar e secrecdes glandulares),
garantindo a continuidade das geragdes (Kerr et al., 1996; Nogueira-neto, 1997; Rebelo et al.,
2016).

Além da qualidade nutricional disponivel nestes alimentos, recentes pesquisas sugerem
que as abelhas podem requerer ajuda para seu pleno desenvolvimento metabolico por meio
de um possivel mutualismo com fungos. Os fungos sdo seres vivos eucariontes que vivem
em simbiose ou em vida parasitaria com outros organismos. Sao, por isso, importantes para a
sobrevivéncia de muitas espécies (Ribeiro et al. 2012). Portanto, durante as atividades de
coleta de matéria prima e producdo de alimentos para as necessidades da colmeia, fungos sdo
transportados e mantidos pelas abelhas a ponto de promover beneficios as colmeias (Stuart et
al. 2004; Tiago 2018; Souza et al. 2018).

Menezes (2010) sugere a possibilidade de inducdo in vitro do desenvolvimento de
abelhas rainhas de Scapftotrigona depilis com a inoculag¢do de fungos (ndo identificados) no
alimento larval de imaturos, obtendo uma taxa de sucesso superior a 92%. Menezes et al.
(2015) demonstraram que o desenvolvimento das abelhas sociais Scaptotrigona depilis pode
ser influenciado pelo mutualismo com o fungo Monascus ruber, o qual foi encontrado no
interior das células de cria com larvas que consumiam os micélios fungicos antes de
comegarem a ingerir o alimento larval. Estes autores confirmaram tal mutualismo, em
criagdo de larvas in vitro, onde a presenca do fungo (identificado por morfologia e pela
regido ITS1-5.8S-ITS2 do DNA nuclear 18S) elevou a taxa de sobrevivéncia dos individuos
nestas condi¢des para até 76%, colocando em perspectiva que os fungos podem fornecer as
abelhas imaturas nutrientes e prote¢do contra patégenos.

As leveduras, por sua vez, possuem um papel metabolicamente ativo no
processamento do polen, contribuindo com a biodisponibilizagao de nutrientes do substrato
vegetal através da secre¢do enzimatica, atribuindo grande qualidade nutricional ao alimento
das abelhas (Meireles, 2018). Seguindo esta abordagem, Paludo e colaboradores (2018)
descobriram que o fungo que as larvas ingeriam, inicialmente identificado como Monascus
ruber, era Zygosaccharomyces sp. (identificado por morfologia e pela regido D1/D2 do RNA
ribossomal 26S) que proporciona fontes de esteroides para a S. depilis, possuindo

caracteristicas osmofilicas e se desenvolvendo em meio de cultura especifico, onde podem
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ser identificados. Este fungo identificado como Zygosaccharomyces sp. foi encontrado
também em ninhos de Tetragona elongata por Castro (2019). Este autor detectou fungos
contendo vesiculas lipidicas sendo consumidas pelas larvas das abelhas, dando énfase a essa
associacdo simbidtica e demonstrando a importancia desse género de levedura associado as
abelhas.

Uma diversidade de fungos, identificados tanto por técnicas moleculares quanto
cultivo em meios de cultura, provenientes do alimento larval em células de cria foi registrada
para as espécies de abelhas “sem-ferrdo” Melipona quadrifasciata, Melipona scutellaris,
Tetragonisca angustula e Frieseomelitta varia (Santos 2023). Nao encontrando nenhuma
cepa em comum para as quatro espécies de abelhas “sem-ferrao”.

Perante a possibilidade de indu¢do do desenvolvimento de rainhas de abelhas sociais
“sem-ferrdo” na presencga de fungos, em condigdes in vitro, reabre-se a linha de investigagdo
sobre as abelhas sociais “sem-ferrdo” do género Melipona. Isto porque o mecanismo de
diferenciagdo das castas ¢ diferentemente nos Meliponini. Enquanto na maioria dos demais
géneros (inclusive em S. depilis) existem células de cria especiais — denominadas realeiras,
de onde nascem as rainhas — que recebem pelo menos o dobro da quantidade de alimento
comparado as demais células de cria do ninho das quais nascerdo operarias, em Melipona,
todas as células possuem o mesmo tamanho e recebem quantidade e qualidade equivalentes
de alimento. Portanto, para nascer rainha, estas devem possuir uma predisposi¢do genética
(Kerr 1950). Abelhas Melipona passam por trés instares larvais: L1 (inicio da alimentagdo),
L2 e L3 (final da alimentagdo), sendo que a diferenciagdo entre rainhas e operarias se da no
ultimo instar larval (L3) apds a finalizagdo do consumo do alimento disponivel na célula de
cria (Bonetti, 2008). Kerr (1950) propds que a diferenciacio das castas em Melipona ocorre
devido a um sistema genético-alimentar que depende de dois genes xa e xb. Quando estes
genes apresentarem dupla heterozigosidade (xa’xa’/xb'xb?) as larvas se desenvolverdo em
rainhas se tiverem recebido alimentacdo suficiente, resultando na segregacao de até 25% de
rainhas. As larvas, mesmo duplo heterozigotas, que ndo receberem alimentacdo suficiente
dardo origem a operarias. Larvas homozigotas para um ou ambos 0s genes, mesmo
suficientemente alimentadas, se tornardo operarias. Esta proposta foi confirmada por varios
autores como Campos e Coelho (1993), Carvalho (2001), Hartfelder et al. (2006), Menezes
et al. (2007), Bonetti (2008), Brito et al. (2015) e Schumann et al. (2019).

O destino das castas nas abelhas Melipona, portanto, ¢ determinado geneticamente,
mas a cascata génica ¢ influenciada por fatores ambientais, no caso, o alimento. Especialistas

demonstram que as abelhas Melipona produzem rainhas quase o ano todo, contudo, havendo
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uma pequena influéncia da disponibilidade de fontes de alimento devido a baixa floragdo — o
que altera a porcentagem de producdo de rainhas entre as larvas femininas - a segregagao
fenotipica favorece operarias, mas nao se altera a condigdo genotipica entre as fémeas,
causando o efeito fenocopia - “rainha insuficientemente nutrida com fendtipo de operaria”
(Kerr et al., 1966; Maciel-Silva e Kerr, 1991; Hartfelder et al., 2006; Brito et al., 2013). Para
Melipona (Melikerria) interrupta Latreille, 1811, Brito et al. (2013) registraram a produgao
de rainhas em todos os meses do ano, cuja segregacdo variou entre 2 a 16,8% de rainhas
(média=10.3, desvio padrdo = +4.07). A alta expressdo do gene feminizante (Mi-fem) em
associacdo com aplicacdo de hormonio juvenil (HJ) em larvas L3 de Melipona interrupta
induz até 100% de rainhas (Brito et al. 2015). Além disso os niveis de transcritos Mi-fem em
pupas e adultos recém-emergidos foram mais altos em rainhas do que em operarias ¢ machos,
acrescentando entendimento a diferenciacdo dos sexos e das castas neste género de abelhas.

Com base nestas prerrogativas, levanta-se a questdo sobre a possivel interferéncia de
fungos na destinagdo das castas, uma vez que as colmeias fornecem microambientes
adequados para o pleno desenvolvimento dos microrganismos. Tiago (2018) caracterizou a
associacdo entre microrganismos e abelhas Melipona. Seus dados indicam a presenca do
fungo Monascus sobre alimento larval de Melipona interrupta em Manaus (AM),
possibilitando novas perspectivas na pesquisa de interagdes microbianas e sua interferéncia
na produc¢do de rainhas destas abelhas.

O conhecimento da microbiota associada ao alimento larval de abelhas Melipona além
de auxiliar no entendimento do processo de desenvolvimento de imaturos de abelhas, ¢
essencial para esclarecer aspectos da manutengdo populacional e crescimento das colmeias e,
consequentemente, com implicagdes na sobrevivéncia e conservagao dessas abelhas. Todas
estas informacdes permitirdo também o aprimoramento da produc¢ao e manipulagao de
rainhas de maneira a incrementar as técnicas de produtividade na Meliponicultura, entre
outras colaboragdes cientificas. Um estudo mais aprofundado de fungos associados a abelhas
pode desencadear a prospec¢do de compostos biotecnologicos e de varias fontes de
substancias de interesse industrial, o conhecimento e aproveitamento desta possibilidade tém
grande relevancia, uma vez que compostos produzidos e derivados de microrganismos sao
menos danosos a natureza e possuem um custo menor (Fonseca, 2016).

Diante deste contexto e na perspectiva de estabelecer bases para o entendimento da
microbiota associada a abelhas Melipona e, possivelmente a casta rainha, propusemos aqui
investigar sobre a microbiota flingica associada a abelha Melipona interrupta e sua relagdo

genético-fisiologica as castas.
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OBJETIVOS

Geral

Verificar a presenca e identificar, morfologica e molecularmente, os fungos cultivaveis
mais frequentes isolados do alimento larval de células naturais de cria e testar sua influéncia
na producdo de rainhas apds sua inoculacdo no alimento larval em células artificiais de

criacdo de abelhas Melipona (Melikerria) interrupta Latreille, 1811.

Especificos

e Monitorar a segregacdo das castas e a presenca de massa fungica em células naturais
de cria ao longo do tempo de desenvolvimento dos imaturos;

e [solar e identificar, morfoloégica e molecularmente, os fungos cultiviveis mais
frequentes presentes no alimento larval das células naturais de cria em diferentes dias apds
postura;

e Analisar a segregagdo de castas a partir de larvas criadas in vitro com alimento larval

inoculado com os fungos isolados mais frequentes.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados com material bioldgico (alimento larval de células
contendo ovos ou larvas) obtido de trinta e quatro colmeias de Melipona interrupta (Figura 1)
saudaveis, com bom desenvolvimento e numero populacional, mantidas em caixas

padronizadas INPA no Meliponario Cientifico do Grupo de Pesquisas em Abelhas (GPA) do

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA), Manaus, AM, Brasil.

Figura 1. Vista geral do Meliponario Cientifico do INPA, Campus I, Manaus-AM a
esquerda, e estrutura interna de colmeia de Melipona interrupta com bom desenvolvimento e
populagdo, contendo disco de cria em postura ao centro.

As principais etapas experimentais deste estudo estdo sumarizadas no fluxograma que

se segue (Figura 2).
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Objetivo 1 Objetivo 2 Objetivo 3
Monitorar a segregacdo de castas e Isolar e identificar fungos cultivaveis Analisar a segregagao das castas em larvas tratadas com
presenca de massa flingica em células presentes no conteldo alimentar larval em alimento larval inoculado com funeo
naturais de cria células naturais de cria de 1, 8 e 15 dias *
¢ + [ ETAPAS ]
ETAPAS ] [ ETAPAS ] v
¢ ¢ Criacdo de larvas L1 de Melipona interrupta
~N com alimento larval inoculado
Acompanhamento diario do completo Isolamento, cultivo e identificacdo de
desenvolvimento de imaturos em 20 discos fungos a; plartir do conteudo aIimen’;ar larval ¢
(1656 células) naturais de Melipona de células de cria naturais de Melipona 1 Col o .
. ; s on e int t 1 8e15di . t _Coletae ho'mogenellzagao de allme_nto larval Qe
interrupta mantidos em estufa BOD 4 30°C ) interrupta com %, € € 1as apos postura L células naturais de M. interrupta de diferentes discos
o * ) 1 ‘ ) e ¢
Visualizacdo da presenca de massa flngica Coleta de ,100 pL de qonteddo alim_entar Distribui¢do do alimento larval em células de criagdo
nas células de cria L (n =9 células de cria de 3 colmeias) ) artificial, conforme grupos experimentais (Controle
J * e Tratamento)
I f \ \
e . Dilui¢des decimais seriadag do cgntetdo
Identificagdo morfoldgica dos sexos e . PP : . : x
[ astas produzidas ] L alimentara 10 10 e 10 ) Al'm,":nto v Allmer)‘_co nao
* esterilizado esterilizado
N
Inoculagdo de 100 pL de cada diluigdo / \
seriada, em triplicata, em meio Agar Controle 1 Con@rqle 2
L Ratata Dextrose (RDA) ) Sem inéculo Sem inéculo
¢ (n =60 larvas L1) (n=60larvas L1)
Incubacdo a 30 °C (BOD) por 72h ] \ 4 \ 4
* Tratamento 1 Tratamento 1
Inéculo de 1 pL de Inéculo de 1 pL de
Sequenciamento (regides ITS rDNA e D1 suspensdo de suspensdo de
/ D2 26SrRNA) e identificagdo molecular Fomitopsis sp. Fomitopsis sp.
dos funsos mais freauentes (n = 60 larvas L1) (n= 60 larvas L1)
\ 4 v
Tratamento 2 Tratamento 2
Inéculo de 1 uL de suspensao Inéculo de 1 plL de suspensao
de Zygosaccharomyces sp. de Zygosaccharomyces sp.
(n= 60 larvas L1) (n= 60 larvas L1)

Figura 2. Fluxograma das etapas experimentais realizadas para cada objetivo especifico.
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Monitoramento da segregacdo de castas em células de cria naturais de abelhas M.

interrupta

Para analisar as castas produzidas foram monitoradas 1656 células naturais de cria
dispostas em 20 discos (com 33 a 124 células/disco) coletados no periodo de maio/2021 a
junho/2022, aleatoriamente, de 20 colmeias diferentes. Os discos foram monitorados
diariamente durante todo o ciclo de desenvolvimento dos imaturos (desde ovo até adulto
recém-emergido). Foram usadas as metodologias de Winston e Bates (1960) e Menezes
(2010) para os procedimentos de manuten¢ao dos discos de cria em estufa. Assim, os discos
foram previamente expostos a luz ultravioleta em cabine de seguranca biologica durante 15
minutos para reduzir a possivel microbiota externa dos discos de cria. Posteriormente, as
células de cria foram desoperculadas, para verificar sob estereomicroscopio Zeiss (aumento
de 4X), diariamente, a presen¢a ou ndo de micélios fingicos (massa fingica esbranquicada
sobre o alimento larval) em todo o periodo de desenvolvimento. Os discos foram mantidos
em placas de Petri alojadas em vasilhames plasticos, hermeticamente fechados, e com lamina
de dgua no fundo para a obtencdo de 100% de umidade relativa do ar (UR) nos trés
primeiros dias de desenvolvimento larval. Em seguida, para acompanhar o desenvolvimento
das larvas e registrar a segregacao das castas, as placas de Petri foram transferidas para um
novo recipiente, contendo um becker com 50 mL de solucdo saturada KCIl para manter
85%UR nos proximos cinco dias de larva. Posteriormente, o becker foi trocado por outro
contendo 50 mL solucdo saturada NaCl para manter 75% UR até o final do desenvolvimento
(aproximadamente 39 dias). A incubagdo foi realizada em estufa BOD a 30°C. O
acompanhamento do desenvolvimento larval e pupal das abelhas foi feito diariamente, sendo

cada célula de cria representada e organizada em planilha.

Isolamento e cultivo dos fungos do conteuido alimentar das larvas

A fim de analisar os fungos cultivaveis presentes no conteido alimentar (massa
fingica + alimento larval), realizou-se a andlise quantitativa e qualitativa de fungos presentes
no conteudo alimentar apds um, oito € quinze dias da realizacao da postura da rainha. Trés
colmeias saudaveis, foram acompanhadas diariamente durante 15 dias registrando-se as
células e seus respectivos tempos a partir da postura da rainha de modo a mapear e amostrar
células de cria (em triplicata) com respectivamente, 1, 8 e 15 dias de postura. Tais tempos
foram estabelecidos a fim de monitorar, especialmente, os estidgios iniciais de alimentagdo

dos imaturos (Larva 1 e Larva 2) em decorréncia do periodo estimado de desenvolvimento
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de imaturos de M. interrupta: 6,3+£2,7 dias para ovo; 5,0+1,1 para Larva 1; 7,0+1,1 para
Larva 2; 14,4+3,7 para Larva 3 (Nunes, 2008). Ao 15° dia, os trés discos foram coletados e
expostos a luz ultravioleta em cabine de seguranca bioldgica durante 15 minutos para
minimizar a possivel microbiota presente na superficie do disco de cria. Em seguida, as
células foram desoperculadas e retirados o ovo ou a larva L1 usando pinga esterilizada. A
massa fungica e o alimento larval (conteudo alimentar) foram homogeneizados com pipeta,
através de pipetagem retirou-se um volume de 100 pL do contetido alimentar de cada célula
de cria, conforme tempos ap6s postura (1, 8 ou 15 dias), diluiu-se em microtubo individual
contendo 900 pL de 4gua destilada estéril, sequencialmente, a fim de obter as dilui¢cdes
decimais seriadas de 10"' 102 e 1073 (Figura 3). Os microtubos foram agitados em vortex e,
seguidamente, 100 uL de cada diluigdo foi semeado em placas de petri contendo meio Agar
Batata Dextrose (BDA) resultando em um total de nove (09) placas para cada disco estudado
(triplicata por dilui¢do). As placas inoculadas foram incubadas a 30 °C em estufa BOD e
acompanhadas durante o crescimento microbiano por 72h. Apds o crescimento das coldnias,
os morfotipos foram analisados e contados de acordo com as suas caracteristicas. Em
seguida, procedeu-se a purificacdo das colOnias por esgotamento, onde a amostra ¢
depositada na superficie do 4gar ja solidificado e, a seguir, uniformemente espalhada. As
coldnias isoladas foram mantidas em meio de cultura Agar Batata Dextrose (BDA) durante
todo o estudo.

Toda a manipulagdo experimental foi realizada sob condigdes de assepsia em camara
de fluxo laminar. Para fins de preservacao, os fungos foram mantidos em 4gua destilada para
o devido estoque conforme método de Castellani (Rodrigues et al.1992).

Paralelamente, a fim de analisar as caracteristicas das células fungicas presentes no
conteudo alimentar 10 uL do conteudo de cada uma das celulas de cria foram pipetadas em

lamina para serem observadas sob microscopio Axios Kop 40 (Zeiss, Germany).
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Identificacio macro e micromorfologica dos fungos do conteudo alimentar

As colonias isoladas e purificadas, foram submetidas ao microcultivo sobre lamina,
de acordo com o método de Riddell (1950), que consiste em transferir um fragmento da
colonia fungica para um bloco de meio so6lido, que se encontra sobre uma lamina de
microscopia dentro de uma placa de petri, em seguida, o bloco de meio foi coberto com uma
laminula e incubado por sete dias (Corabi-Adell et al. 2003). Apos este periodo as estruturas
fungicas foram coradas com azul de lactofenol e submetidas a analise microscopica em
microscopio AxiosKop 40 (Zeiss, Germany). Para identificacdo dos fungos quanto a
macromorfologia foram considerados aspectos de coloragdo e formado das colonias com
base em avaliagdo a olho nu das amostras presentes em placas de petri. Para ambas as
analises micro e macromorfoldgicas foram utilizadas as chaves de identificacdo de Banertt e

Hunter (1972) e Seifert et al. (2011).

Identificacido molecular dos fungos do conteudo alimentar das larvas

Para identificacdo microbiana dos isolados do contetido alimentar foram utilizadas as
regides ITS (Internal Transcribed Spacer) do tDNA correspondente ao ITS1 - 5.8S - ITS2 e
D1 /D2 do 26SrRNA.

Inicialmente, realizou-se a extragdo de DNA fungico seguindo o protocolo de Ferrer et
al. (2011), com modificagodes, a saber: fragmentos dos fungos crescidos em placas de Petri
ap6s 72 horas a 30 °C (Lacaz et al. 2002) foram transferidos com auxilio de al¢a
microbiologica para microtubos (2 mL) contendo 300 puL de tampao de lise e mantidos a -70
°C por 30 minutos, em seguida, aquecidos a 100 °C por 15 minutos. Adicionou-se 20 pL de
Proteinase K a cada microtubo, os quais foram agitados em termobloco por 30 minutos a
56°C. Foram adicionados 500pL de fenol:cloroférmio:alcoolisoamilico, procedeu-se a
agitacdo em vortex por 1 minuto para a homogeneizacdo da suspensdo, seguida de 30
minutos em agitador orbital a 100 rpm e centrifugacdo a 13.500 rpm durante 15 minutos. O
sobrenadante foi transferido para novo microtubo (1,5 mL) e, para fins de precipitacdo do
DNA, adicionou-se 500 pL de dlcool isopropilico (isopropanol) a -20°C com
homogeneizagdo delicada por inversdo do microtubo. Seguidamente, realizou-se
centrifugacdo a 13.500 rpm por 5 minutos com sequente descarte do isopropanol, passando
por duas lavagens com etanol 70%, sendo centrifugado a 13.500 rpm por 5 minutos para
precipitagdo do pellet, e o restante do etanol retirado por evaporagdo condicionados a
termobloco por 30 minutos a 56°C. Para ressuspensdao do pellet, 100 uL do tampao de

eluicdo foram adicionados aos tubos, os quais foram agitados ligeiramente em vortex e,
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finalmente, mantidos em freezer a -20°C.

A regido ITS do rDNA foi amplificada pela técnica de Reagdo em Cadeia da
Polimerase — PCR utilizando-se os primers ITS1 (5’- TCC GTA GGT GAA CCT GCG-3") e
ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) incluindo o gene 5,8S, conforme
protocolo de White et al. (1990) nas seguintes condi¢cdes: para um volume final de 30 pL
usou-se 20ng de DNA fungico, 0,5 uM de cada primer, 1,5 U Tag DNA polimerase, 200 uM
de dNTPs, 2mM de cloreto de magnésio (MgCl2), tampao da enzima Taq 1X e o volume
completado com 4gua ultrapura (miliQ). As amostras foram levadas ao termociclador
programado para um ciclo de desnaturacdo inicial a 94 °C durante 5 minutos, seguido de 40
ciclos de desnaturagdo do DNA a 94 °C por 30 segundos, anclamento a 53 °C por 30
segundos e extensdo a 72 °C durante 1 minuto; seguidos de 1 ciclo de extensao final a 72 °C
durante 10 minutos, concluindo a PCR.

Para amplifica¢do da regido D1/D2 do gene 28S foram usados os primers universais
NL1GC (5'-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA TAT CAATAA
GCG GAG GAA AAG-3") e LS2 (5'-ATT CCC AAA CAA CTC GAC TC-3' (Invitrogen®)
conforme protocolo de Cocolin-Bisson e Mills (2000), nas seguintes condi¢des: o volume
final de cada rea¢do de amplificacdo foi de 30 pL, onde foram adicionados 20ng de DNA
fingico, 0,5 uM de cada primer, 1,5 U Tag DNA polimerase, 200 uM de dNTPs, 2mM de
cloreto de magnésio (MgCI2), tampao da enzima Taq 1X e o volume completado com agua
ultrapura (miliQ). As amostras foram levadas ao termociclador com as seguintes condigdes:
desnaturagdo inicial a 94 °C por 3 minutos, 30 ciclos a 94 °C por 35 segundos, 60 °C por 60
segundos e 72 °C por 75 segundos, seguido por uma extensao final a 72 °C por 10 minutos.

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1.0 % em
tampao TEB 1X, a 100 V por cerca de 20 minutos. O gel foi corado com solucdo de
SyberGreen® 3ul/100 mL e visualizado em transiluminador (Kasvi) sob luz ultravioleta.
Para a purificacao foi usada uma solugao de polietilenoglicol-PEG de acordo com o descrito
por Dunn e Blattner (1987).

Os fragmentos amplificados foram enviados para sequenciamento pelo método de
Sanger junto a empresa ACTGene (Rio Grande do Sul, Brasil). As sequencias recebidas

foram analisadas por ferramentas de bioinformatica.

Criacao de larvas M. interrupta com contetido alimentar inoculado com fungo
Com as duas espécies de fungos cultivaveis mais frequentes no conteudo alimentar

larval em células de cria natural, isoladas de células de cria com 1, 8 e 15 dias e identificadas
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com base nas sequencias ITS e D1/D2, a saber Fungo 1 - Fomitopsis sp. € Fungo 2 —
Zygosaccharomyces sp., iniciou-se os testes de inoculacdo destes para criacao em laboratorio
de larvas L1 de abelhas M. interrupta a fim de verificar a segregacdo de castas decorrente.
Para isto, foram preparados grupos controle e tratamento para cada um dos fungos (Figura 4),
a saber:

- Grupo controle I: formado com 60 larvas L1 que receberam 156uL de alimento

larval homogeneizado e, previamente, exposto a luz UV durante 30 minutos;

- Grupo controle 2: formado com 60 larvas L1 que receberam 156uL de alimento

larval homogeneizado (sem prévia exposi¢do a luz UV);

- Grupo tratamento I: formado com 60 larvas L1 que receberam 156pL de alimento

larval homogeneizado e, previamente, exposto a luz UV durante 30 minutos, inoculado
com lpuL (aproximadamente 1 x 10° UFC/mL™') da suspensio do Fungo 1 —
Fomitopsis sp.;

- Grupo tratamento 2: formado com 60 larvas L1 que receberam 156pL de alimento

larval homogeneizado e, previamente, exposto a luz UV durante 30 minutos, inoculado
com lpuL (aproximadamente 1 x 10° UFC/mL™') da suspensio do Fungo 2 —

Zygosaccharomyces sp.



[ Conteudo alimentar previamente exposto a luz UV ]

v

Controle 1
Sem indéculo
(n=60larvas L1)

A

[ Conteudo alimentar nao exposto a luz UV ]

Controle 2
Sem indéculo
(n=60larvas L1)

A

Tratamento 2
Inéculo de 1 uL de
suspensdo de
Zygosaccharomyces sp.
(n =60 larvas L1)

Tratamento 1
Inéculo de 1 L de
suspensdo de
Fomitopsis sp.
(n=60 larvas L1)

Tratamento 2
Inéculo de 1 plL de
suspensdo de
Zygosaccharomyces sp.
(n=60larvas L1)

Tratamento 1
Indculo de 1 pL de
suspensdo de
Fomitopsis sp.
(n=60larvas L1)

Y
v

Criagcdo em células artificiais de criagdo (placa Elisa) em estufa
BOD a 30 °C, monitoramento do desenvolvimento e
identificacdo das castas produzidas

Y
v

Criacdo em células artificiais de criacdo (placa Elisa) em estufa
BOD a 30 °C, monitoramento do desenvolvimento e
identificacdo das castas produzidas

30

Figura 4. Esquematizagdo experimental dos testes de criagdo de larvas Melipona interrupta com indculos dos fungos cultivaveis mais

frequentes isolados do contetudo alimentar da célula de cria natural.
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A criacao das larvas in vitro baseou-se nos métodos de Camargo (1972), Menezes
(2010) e Paludo et al. (2018). Previamente, em cabine de fluxo laminar, foram preparadas
microplacas tipo Elisa esterilizadas, usadas como células artificiais de criagao. Foram
coletados discos de cria, com postura recente, de diferentes colmeias do GPA, em dias
alternados, totalizando 11 discos dos quais foram obtidos o contetido alimentar larval e as
larvas L1 usadas nos experimentos. Apds coleta e antes da desoperculagdo das células de
cria, cada disco foi exposto a luz UV por 15 minutos. As células de cria foram
desoperculadas e os ovos retirados. O alimento larval foi, assepticamente, coletado das
células de cria com auxilio de pipeta automatica e ponteira estéril e transferido para tubo
Falcon. Ap6s homogeneizagao, foram distribuidos 156uL do alimento (quantidade média de
alimento nas células naturais de cria de M. interrupta) por célula artificial de criacao (pogo
da microplaca tipo Elisa) e seguiu-se a montagem dos grupos experimentais conforme
descrito anteriormente.

Em seguida, larvas L1 obtidas de células naturais de cria foram transferidas para cada
célula artificial de criagdo sendo cuidadosamente colocadas sobre o alimento larval com o
auxilio de um alfinete estéril entomoldgico (dobrado na ponta). As células de criagdo
artificial foram acondicionadas em pote plastico, hermeticamente fechado, armazenado em
BOD a 30 °C até o desenvolvimento completo dos individuos. Tomou-se o cuidado de
armazenar isoladamente as placas de cada grupo experimental. Para o controle da UR uma
lamina de 4gua foi colocada no fundo do pote para a obtencdo de 100% de umidade relativa
do ar (UR) nos trés primeiros dias de desenvolvimento larval. Em seguida, as células foram
transferidas para um novo recipiente, contendo um becker com 50 mL de solugdo saturada
KCI para manter 85% UR nos proximos cinco dias de larva. Posteriormente, o becker foi
trocado por outro contendo 50 mL solucdo saturada NaCl para manter 75% UR até o estagio
de Pupa. Diariamente foi realizado o acompanhamento visual do desenvolvimento das larvas

para se verificar a casta produzida.

Analise de dados

Os dados relativos a segregacdo das castas produzidas em células naturais de cria
foram organizados em tabelas. Posteriormente, a segregacdo de castas observada foi
submetida a analise estatistica pelo teste Qui-quadrado (Pearson, 1900), onde 2=

(-7

, usando-se como Frequéncia Esperada o nascimento de até 25% de rainhas,
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conforme hipotese Kerr (1950).

Os morfotipos fungicos observados apds coleta do contetido alimentar correspondente
a um, oito e quinze dias apos a postura foram registrados em tabelas ¢ as frequéncias absoluta
e relativa (em porcentagem) de cada morfotipo foram estimadas.

As sequéncias de DNA dos fungos mais frequentes foram recebidas da empresa
ACTGene (Rio Grande do Sul, Brasil) e analisadas com auxilio do programa Chromas para
conferir a sua qualidade. Em seguida, por meio da ferramenta Blast, foram comparadas com a
base de dados existentes no GenBank para inferéncia da identificacdo molecular dos fungos.
Apos edicao das sequéncias, as espécies identificadas e sequenciadas com o primer Internal

Transcribed Spacer (ITS), serviram de base para a construgdo da arvore filogenética.
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RESULTADOS

Monitoramento da segregacdo de castas em células de cria naturais de abelhas M.

interrupta

Do total de 1656 células de cria monitoradas 1117 abelhas fémeas (76,14%) e 350
machos (23,86%) atingiram a estagio de pupa, a partir do qual é possivel a identificagdo dos
sexos ¢ castas produzidas, e todos completaram o seu desenvolvimento até¢ adulto recém-
emergido.

O tempo estimado de desenvolvimento dos individuos em suas células naturais de
cria mantidas em laboratorio foi de 39 dias sendo + 5 dias para ovo, + 2 dias para L1, + 2
dias para L2, + 3 dias para L3, + 4 dias para LPD, + 7 dias para LD e + 8 dias para pupa.

O numero de machos variou entre 20 a 26% dos nascimentos, o numero de fémeas
ficou entre 74 ¢ 80%, dentre as quais o maximo de producdo de rainhas foi de 25% e o
minimo de 22% (Grafico 1). Registrou-se a producdo expressiva de rainhas em todos os
meses do periodo analisado e em todas as colmeias dentro da proporcao esperada de 3
operarias: 1 rainha proposta por Kerr (1950), nenhum valor de 2 foi significativo.

A mortalidade observada foi distribuida ao longo do desenvolvimento dos individuos nos
estagios de ovo, larva (L1 — larva de 1° instar; L2 — 2° instar; L3 — 3° instar, que se subdivide
os estadios L.3.3 — 3° instar em final de alimentacdao, LPD — 3° instar pré-defecante/fiagao de
casulo e LD — 3° instar defecante) e pupa (Brito et al. 2015), com maiores indices registrados
para larva (L1 a LD), pupa e ovo, respectivamente (Grafico 2).

Os maiores indices de mortalidade de individuos se deram nos meses de junho
(18,07%), julho (17,89%) e agosto (19,39%) de 2022 e maio (18,33%) de 2023. No entanto,
todos os valores foram menores do que a porcentagem esperada de até 25% de rainhas,

validando os resultados.
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Segragdo de Castas em Colmeias de Melipona interrupta
Maio/2021 a Junho/2022
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Grafico 1. Segregacdo de castas rainha e operaria registradas em discos naturais de cria de
Melipona interrupta mantidos em condi¢des de laboratorio durante o periodo de maio/2021 a
junho/2022 oriundos de vinte colmeias do Meliponario Cientifico do Grupo de Pesquisas em

Abelhas (GPA) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia (INPA), Manaus, AM,
Brasil.

Mortalidade em discos naturais de cria de Melipona
interrupta por estagio de desenvolvimento, em condigdes
de laboratério
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Grafico 2. Mortalidade observada por estagio do desenvolvimento de abelhas Melipona
interrupta em células naturais de cria mantidas em condic¢des de laboratorio.
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Apesar das células naturais de cria estarem desoperculadas e sob condi¢des de criagdo
em laboratdrio, o que pode ter implicado na possivel contamina¢do do seu interior, foi

notdrio o crescimento de uma massa fingica sobre o alimento larval em todas as células

analisadas (Figura 5).

Figura 5. Presenca de micélios flingicos (massa fingica esbranquicada) nas bordas internas
de cada célula e sobre o alimento larval (indicada pelas setas vermelhas) observada em todas
as células naturais de cria de Melipona interrupta desoperculadas, em condigdes de criagao
em laboratorio.

Tal massa fungica foi consumida pelas larvas concomitante ao consumo do alimento
larval. Foi possivel registrar o processo de surgimento e desenvolvimento da massa fungica,
a olho nu e sob esteromicroscopio, que ocorreu a partir de quatro a cinco dias apds postura
da rainha (dois ou trés dias antes da eclosao do ovo) e se intensificou em células com ovos
prestes a eclodir (~ cinco a seis apds postura) e com larvas recém eclodidas (~ seis a sete
dias apds postura). Inicialmente, observou-se o aparecimento dos fungos na regido periférica
da célula, sobre a superficie do alimento larval. Seguidamente, o crescimento progrediu para
o centro da célula, ao redor das larvas e, principalmente, para as paredes das células de cria.
A medida que as larvas avangaram em idade e no processo de alimentagio da massa fingica,
a quantidade desta sobre o alimento larval diminuiu consideravelmente até ndo ser mais
possivel sua visualizagdo ao redor da larva, mas concentrou-se predominantemente nas

paredes das células (Figura 6).
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Figura 6. Proliferacdo de massa fungica (indicada pelas setas vermelhas), por detecgdo
visual sob estereomicroscépio (4X), ao longo do desenvolvimento da cria de Melipona
interrupta. (A) Ovo recém posto; (B) Ovo prestes a eclodir; (C) Larva L1; (D e E) Larva L2
(inicio / final); (F) Larva L3.

Observou-se desde larvas de um dia (L1) que estas se alimentaram da massa fungica
fazendo movimentos circulares ao redor de si, a fim de consumir a massa flingica presente
entre a larva (ao centro) e as paredes da célula de cria. Todas as larvas comeram toda a

massa fungica visualmente presente na célula de cria (video disponivel em:
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(https://drive.google.com/drive/folders/ I WPUj93hLgOwzTA3KYo_VPgssoJwxTI4w?usp=s

haring).

Identificacio morfolégica e molecular dos isolados fiingicos a partir do contetido

alimentar das células naturais de cria

A partir da homogeneizagdo da massa fingica e alimento larval (conteudo alimentar),
realizou-se diluigdes decimais seriadas dos conteudos larvais oriundos, separadamente, de
células naturais de cria de M. interrupta dos dias 1, 8 e 15 apos postura, foi possivel o
isolamento e cultivo, em meio BDA, de 163 isolados fungicos (Unidades Formadoras de
Colonias — UFC) que, por classificagdo visual, foram agrupados em nove fungos

filamentosos ¢ uma levedura (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncias absoluta (FBA) e relativa (FRE%) de morfotipos de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) (FF — Fungo filamentoso; LV - Levedura) cultivadas em
meio BDA a partir do contetido alimentar de células naturais de cria de Melipona interrupta
com 1, 8 e 15 dias apos postura da rainha.

. . 15 dias
1 dia 8 dias (estagio de Total
MOII'Jf%t(ijpo (estagio de ovo) | (estagio de ovo) larva)
s
FAB F:/:E FAB | FRE% FAB F:/:E FI;A‘ F;E
FF1 2 5 5 8 2 3 9 6
FF2 19 46 35 56 41 68 95 58
FF3 0 0 2 3 2 3 4 2
FF4 1 2 0 0 0 0 1 1
FF5 0 0 0 0 1 2 1 1
FF6 2 5 2 3 1 2 5 3
FF7 5 12 2 3 2 3 9 6
FF8 0 0 1 2 1 2 2 1
LV9 10 24 15 24 10 17 35 21
FF10 2 5 0 0 0 0 2 1
Total 41 62 60 163

A analise morfoldgica permitiu separar 4 fungos isolados (FF4, FF5, FF6, FF8) de
acordo com suas caracteristicas morfologicas, classificados em fungos filamentosos. Dentre
eles, foi possivel identificar dois géneros como base na macro e micromorfologia, ndo sendo
possivel identificar os outros quatro fungos filamentosos restantes (FF1, FF3, FF7, FF10)

com base nas caracteristicas morfologicas. Os géneros identificados pela macro e


https://drive.google.com/drive/folders/1WPUj93hLgOwzTA3KYo_VPqssoJwxTI4w?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1WPUj93hLgOwzTA3KYo_VPqssoJwxTI4w?usp=sharing
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micromorfologia foram Oidiodendron sp. e Cladosporium sp. (Tabela 2).

Tabela 2. Inferéncia taxondmica dos morfotipos fungicos cultivados em meio BDA a partir
do conteudo alimentar de células naturais de cria de Melipona interrupta com 1, 8 e 15 dias
apos postura da rainha.

i(sjglc:l irfrgl(e)r?tf) Filo Género
FF1 - Mycelia sterilia
FF3 . Mycelia sterilia
FF4 Hyphomycetes Oidiodendron sp.
FF5 Hyphomycetes Oidiodendron sp.
FF6 Ascomycota Cladosporium sp.
FF7 - Mycelia sterilia
FF8 Hyphomycetes Oidiodendron sp.
FF10 - Mycelia sterilia

O género identificado como Oidiodendron (FF4, FF5, FF8) apresentou cor
caracteristica Unica comum para todas as colonias isoladas, demonstrando uma coloragdo

esbranquicada, com hifas septadas e oidi6foros nas extremidades das hifas (Figura 7).
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20.0'pm’

Figura 7. Oidiodendron sp. isolado do conteudo larval de Melipona interrupta do
Meliponario GPA-INPA, Manaus-AM. A esquerda, estrutura filamentosa a vista ocular (A,
B e C). A direita, oididforos e hifas septadas, sob microscopia (D, E e F) (objetiva 1000X).

O género identificado como Cladosporium (FF6) apresentou cor caracteristica inica
dentre todas as colonias isoladas, contendo coloragdo verde escuro no centro, banca nas

bordas e entre eles uma coloragdo verde claro, com hifas e conidios evidentes (Figura 8).
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20.0 pm

A

Figura 8. Cladosporium sp. isolado do conteudo larval de Melipona interrupta do
Meliponario GPA-INPA, Manaus-AM. A esquerda, estrutura filamentosa a vista ocular. A
direita, estruturas microscopicas de hifas e conidios (objetiva 1000X).

A aparéncia morfoldgica do fungo mais frequente, identificado posteriormente por
analises moleculares como Fomitopsis sp. (FF2), demonstrou-se hialina, contendo hifas

septadas e, sob microscopia, foi possivel notar a presenga de basidiésporo (Figura 9).

Figura 9. Aparéncia morfologica do isolado mais frequente posteriormente identificado
como Fomitopsis sp. (FF2) no contetdo alimentar oriundo de células naturais de cria de
colmeias de Melipona interrupta do Melipondrio GPA-INPA/Manaus-AM, mantidas sob
condi¢des de laboratorio. A esquerda, estrutura filamentosa & vista ocular. A direita,
basidiosporo e hifas septadas, sob microscopia (objetiva 1000X).
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A segunda maior frequéncia de UFC foi da LV9, posteriormente identificada por
analise molecular como Zygosaccharomyces sp., uma levedura que sob microscopia
(objetiva de 1000X) demonstrou uma parede celular espessa e pseudo-hifas. Em meio de
cultura este fungo mostrou uma caracteristica enrugada irregular, com col6nias de cor branca

que desprendiam facilmente do meio solido (Figura 10).

Figura 10. Aparéncia morfologica da levedura Zygosaccharomyces sp. (LV9) isolada do
conteudo alimentar de células naturais de cria Melipona interrupta coletadas do Meliponario
GPA-INPA/Manaus-AM e mantidas sob condigdes de laboratério. A esquerda, colonias em
meio de cultura BDA, a vista ocular. A direita, pseudo-hifas, sob microscopia (objetiva
1000X).

Registrou-se boa qualidade de extracdo de DNA e amplificacdo positiva das regides
ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA e D1/D2 do rRNA dos dois isolados mais frequentes (FF2 e LV9),

com banda de aproximadamente 600 pares de bases (Figura 11).
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Figura 11. Perfil de amplificag@o das regides ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA e D1/D2 do rRNA
extraido dos isolados Fomitopsis sp. (FO) e Zygosaccharomyces sp. (ZS) a partir do
contetdo alimentar coletado de celulas de cria de Melipona interrupta do Meliponario GPA-
INPA, Manaus-AM. Controle negativo, sem DNA (C-). Controle positivo com DNA de
Cryptococcus neoformans (C+). M = Marcador Ladder 100pb (Invitrogen).

As sequéncias de DNA dos fungos mais frequentes foram analisadas com o programa
Chromas para conferir a qualidade e com a ferramenta BLASTN para comparar com a base
de dados existentes no GenBank, considerando valores acima de 97% de similaridade. A
arvore de distancia genética foi gerada usando o método de agrupamento de vizinhos (NJ -
Neighbor Joining) com o auxilio do programa MEGA X. As porcentagens de arvores
replicadas nas quais os taxons associados se agruparam no teste bootstrap (1000 réplicas)

também foram determinadas (Figura 12).
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ol ® [V
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Figura 12. Arvore gerada pelo método neighbor-joining (NJ) construida para o marcador
molecular espagador transcrito interno (ITS) no software MEGA X (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis). As amostras dos fungos selecionados LV9 e FF2 (em vermelho) foram
comparadas com sequencias disponiveis no NCBI (em azul). Rhizopus arrhizus
(NR.103595.1) foi usado como grupo externo.

Analisando as caracteristicas das células fingicas presentes em 10 uL de contetido
alimentar de células naturais de cria de M. interrupta foi possivel observar caracteristicas
filamentosas e leveduriformes presentes no contetido alimentar oriundo das trés células
amostradas em cada um dos tempos analisados (1, 8 e 15 dias apods postura), além de

estruturas bacterianas (Figura 13).
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Figura 13. Perfil morfolégico, sob microscopia de crescimento de isolados fungicos a partir
do contetdo alimentar de células naturais de cria de Melipona interrupta com 1 dia (A, B —
objetiva 1000X), 8 dias (C, D — 1000X) e 15 dias (E, F — 400X) ap6s postura da rainha.

Segregacio de castas a partir de larvas de M. interrupta tratadas com indéculos de

fungos adicionados ao conteudo alimentar

A criacdo de larvas de M. interrupta em células artificiais de criacdo (microplacas tipo
Elisa) obteve éxito. As abelhas tiveram desenvolvimento completo e, quando atingiram a

estagio de pupa foram identificadas quanto aos sexos e castas (Figura 14).
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Figura 14. Células artificiais de criagdo artificial (em microplaca tipo Elisa), em condi¢des de
laboratério contendo abelhas Melipona interrupta em estagio de pupa. M — macho; O —
Operaria; R — Rainha.

De um total de 360 individuos submetidos a criagdo em células artificiais 197 fémeas
e 55 machos, distribuidos nos grupos controle e tratamento estabelecidos, completaram o
desenvolvimento.

Foram observados expressivos indices de mortalidade (28 a 65%) entre os individuos
nas células de criagdo artificial (microplaca tipo Elisa) comparativamente aos indices de
mortalidade alcangados nos discos naturais de cria (8,33 a 19,39% mortes) ambos mantidos
sob as mesmas condi¢des laboratoriais. Os maiores indices de mortalidade nas células
artificiais de criagdo foram observados para individuos tratados com contetido alimentar
previamente exposto a luz UV (Controle: Cl1 e Tratamentos: Tl — FO e Tl - ZS)
comparativamente aos tratados sem previa exposi¢ao do conteudo alimentar a luz UV (C2; T2
— FO e T2 - ZS) enquanto que a menor mortalidade se deu nos tratamentos na presenga de

Zygosaccharomyces sp. independente da prévia exposi¢ao ou ndo a luz UV (Grafico 3).
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Grafico 3. Proporcdo de operdrias e rainhas nascidas (A) e nimero de mortes (B) a partir da criagdo em células artificiais, sob condi¢cdes de
laboratorio, de larvas de Melipona interrupta nos grupos Controle (C1: alimento exposto a UV e sem indculo e C2: alimento nao exposto a UV o
sem in6culo) e Tratamento (T1 - FO: alimento exposto a UV + Fomitopsis sp; T1 - ZS: alimento exposto a UV + Zygosaccharomyces sp.; T2 -
FO: alimento ndo exposto a UV + Fomitopsis sp.; T2 - Z.S: alimento ndo exposto a UV + Zygosaccharomyces sp.).
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Apesar da mortalidade, a propor¢do de operarias e rainhas sobreviventes tanto nos
grupos Controle (C1 e C2) quanto nos Tratamentos (T1 e T2, para ambos os fungos
inoculados) obedeceu ao esperado de 3:1 demonstrado pelas estimativas ndo significativas de

(Tabela 3), com maiores indices de nascimentos de rainhas nos tratamentos na presenca de
Zygosaccharomyces sp., mas sem ultrapassar o limite proposto por Kerr (1950) de até 25%

(Grafico 3).

Tabela 3. Propor¢do de operarias e rainhas oriundas da criagdo em células artificiais, sob
condi¢des de laboratdrio, de larvas de Melipona interrupta nos grupos Controle (C1: alimento
esterilizado sem indculo e C2: alimento ndo esterilizado sem indculo) e Tratamento (T1 - FO:
alimento esterilizado + Fomitopsis sp; T2 - FO: alimento ndo esterilizado + Fomitopsis sp.;
T1 - ZS: alimento esterilizado + Zygosaccharomyces sp.; T2 - ZS: alimento nao esterilizado
+ Zygosaccharomyces sp.).

N° de N°de
Tratamentos
Operarias | Rainhas | (castas)
C1 15 4 0,16
C2 24 7 0,21
T1-FO 30 4 3,18
T2 - FO 25 7 0,17
T1-ZS 33 9 0,32

T2 -7ZS 29 10 0,01
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DISCUSSAO

Neste estudo foram registrados dados bioldgicos inéditos relativos a producdo de
rainhas de Melipona interrupta em células naturais e artificiais de criacdo, mantidas em
condi¢des de laboratdrio, na presenga ou nao de indculos de dois mais frequentes fungos
encontrados no conteudo alimentar provisionado nas células de cria.

Foi observada a producdo massiva de rainhas, acima de 22% e maximo de 25%, em
todas as 20 colmeias de M. interrupta cujos discos naturais de cria foram monitorados em
condi¢des de laboratorio. Registrou-se a presenca de massa fingica sobre o alimento em
todas as células naturais de cria que foi consumida pelas larvas concomitante ao alimento
larval.

No conteudo alimentar de células naturais de cria com 1, 8 e 15 dias ap6s postura da
rainha foi registrada a presenca de nove tipos cultivdveis de fungos filamentosos e uma
levedura. A frequéncia relativa dos fungos filamentosos variou de zero a 68% e da levedura
de 10 a 24%. Os dois mais frequentes fungos apresentaram FRE% total de 21% para
filamentoso FF2 (Fomitopsis sp.) e 58% para LV9 (Zygosaccharomyces sp.).

O experimento demonstrou que o alimento larval com os indculos apresentou
mortalidade equivalente (Fomitopsis sp. - 38,33 e 28,33%) ou menor mortalidade
(Zygosaccharomyces sp. - 11,67 e 8,33%) comparativamente aos Controles sem indculos
(65,00 e 28,33%), destacando-se que na presenca de Zygosaccharomyces sp. os indices de
mortalidade foram equivalentes (11,67% quando o alimento foi previamente exposto a luz
UV e 8,33% sem exposicao previa a luz UV) aos observados nas células naturais de cria
(8,33 a 19,39%). Ainda, houve maior porcentagem de produc¢do de rainhas na presenca
Zygosaccharomyces sp. comparativamente aos controles experimentais, sem extrapolar o
maximo esperado de 25%.

A produgdo de rainhas acima de 22% ao longo de todos os meses do ano em colmeias
de M. interrupta de certa forma contrapde os achados de Brito et al. (2015) que para além do
sistema genético-alimentar da diferenciacdo das castas observaram correlacdo negativa da
precipitacdo na producdo de rainhas desta espécie. Tomados em conjunto, estes resultados
abrem novas perspectivas de abordagem quanto a elementos do microambiente que podem
estar relacionados a destinagdo das castas.

Aqui, detectamos a presencga de nove fungos filamentosos e uma levedura no contetido
alimentar ao longo do periodo de desenvolvimento e alimentacdo das larvas desde 1 a 15

dias apds a postura da rainha. Ao todo, se destacaram quatro tipos de géneros, dois
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identificados como Oidiodendron sp. e Cladosporium sp. por meio das andlises macro e
micromorfologicas e os outros dois, Fomitopsis sp. € Zygosaccharomyces sp., identificados
por molecular.

O género Oidiodendron sp., isolado neste trabalho, ja foi encontrado anteriormente
presente no pdlen da abelha M. scutellaris (Santos, 2019). Todavia, o género Cladosporium
sp. demonstra uma participacdo mais frequente em colmeias de abelhas, sendo encontrado
em polén e mel de abelhas M. scutellaris, M. interrupta, M. seminigra, Apis mellifera L.,
Tetragonisca angustula (Santos, 2019; Tiago, 2018; Souza, 2014; Modro et al., 2009;
Rodrigues et al., 2008).

Este ¢ o primeiro registro da presenga do fungo Fomitopsis sp. associado a abelhas.
Este fungo juntamente com Zygosaccharomyces sp. foram os dois principais fungos isolados
no conteudo alimentar e demonstraram ser importantes fontes de alimento para as larvas sob
condi¢des de criagdo artificial. Tais achados sugerem haver uma relagdo mutualistica abelha-
fungos que tem sido observada em outras espécies de abelhas “sem-ferrdo” e diferentes
insetos (Menezes et al., 2015; Van Arnam et al., 2018). Os dados registrados para M.
interrupta corroboram resultados semelhantes aos obtidos para abelhas Scaptotrigona aff.
depilis indicando a relagcdo da presenga e proliferacdo de fungos em células de cria dessa
espécie (Menezes, 2010). Ambos os trabalhos destacam que os fungos estdo amplamente
presentes nas células de cria e t€ém seu desenvolvimento associado a estagios especificos do
desenvolvimento embrionario e larval e que as crias de ambas espécies se alimentam desses
micélios fungicos.

O isolado FF2 identificado pela molecular como Fomitopsis sp., quando analisado a
partir da arvore gerada pelo marcador ITS, se mostrou mais préximo da espécie F. submeliae
(Figura 12). Liu e colaboradores (2022) relatam que este fungo ¢ encontrado em troncos
caidos de angiospermas encontradas na Maldsia, considerado como um fungo que causa
podridao parda em material vegetal. Até o momento, nenhum registro havia sido encontrado
sobre a associagdo desse fungo com abelhas. Esse género demonstrou aspecto aveludado ou
cotonoso e coloracdo predominantemente branca, com raros pigmentos visiveis. Trata-se de
um macrofungo descrito por P. Karst em 1881, da classe Agaricomycetes (Kirk et al., 2008)
sendo considerados cosmopolitas. Uma das particularidades do Fomitopsis reside na
produg¢do de compostos com diversas propriedades biologicas apresentando atividades
antioxidantes, antitumorais (Choi et al., 2007), anti-inflamatérias (Lee et al., 2007) e
antimicrobianas (Guler et al., 2009) que despertam interesse para setores da industria

farmacéutica e cosmética também por produzirem enzimas tais como celulases e amilases
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(Yoon et al., 2006; Chaves, 2017). Portanto, seu inédito registro associado a abelhas
Melipona abrem novos caminhos de investigacdo cientifica.

Os dados derivados da analise filogenética do isolado LV9 a partir da arvore gerada
com o marcador ITS colocou essa levedura com proximidade da espécie Zygosaccharomyces
mellis (Figura 12). Em registros, Z. mellis ja foi isolado a partir do mel de 7. angustula
(Matos, 2020) e identificado também no mel de abelha “sem-ferrdo” Melipona mondury
(Silva et al 2023). Silva e colaboradores (2023) comentam que a regido geografica pode
afetar a biodiversidade de leveduras presentes no mel produzido pela mesma espécie de
abelha.

Registros de Zygosaccharomyces sp. mostram sua associagdo com abelhas Apis
mellifera, Melipona interrupta, Apis dorsata e T. pagdenin (Castillo, 2021; Carrascal, 2016;
Meireles, 2018; Saksinchai et al., 2012). Outras espécies de abelhas como M. quadrifasciata,
T. angustula e S. depilis também foram encontradas em associagdo com fungos do género
Zygosaccharomyces (Rosa et al., 2003; Teixeira, 2019; Paula, 2020). As espécies desse
género foram encontradas em diversos locais dentro da colmeia com mel, estdbmago, pdlen e
pelotas de lixo (Gilliam et al. 1997; Cadez et al. 2015). Néctares de plantas sdo possiveis
pontos de encontro para esta levedura (Wolfe, 2013) e, por serem tolerantes a altas
concentragdes de agucares e ao etanol, sua presenca nas colmeias esta relacionada com a
deterioragdo do alimento rico em carboidratos (Pimentel et al. 2005) e pelo fornecimento de
esteroides essenciais para a metamorfose da pupa, por meio da alimentacao (Paludo et al.
2018). Espécies de Zygosaccharomyces demonstram crescimento em alimentos com
disponibilidade de 4gua incrivelmente baixa (Wolfe, 2013; Sa-Correia, 2014).

No presente estudo foi demonstrado que larvas de M. interrupta tratadas com alimento
larval previamente exposto a luz UV e que recebeu indculos de Fomitopsis sp. ou de
Zygosaccharomyces sp. apresentaram menor mortalidade e, a presenca de
Zygosaccharomyces sp. resultou em igual ou maior nimero (> 21,43%) de rainhas que os
controles (com alimento larval exposto e ndo exposto previamente a luz UV e sem indculos).
Estes resultados demonstram a viabilidade do desenvolvimento dos imaturos de M.
interrupta na presenca de Zygosaccharomyces sp. € colocam em perspectiva a possibilidade
de os produtos desse fungo fornecerem nutrientes importantes no desenvolvimento das
larvas e sua pupagao, como foi sugerido por Paludo e colaboradores (2018). Estes autores
descobriram que larvas de S. depilis precisam se alimentar do fungo Zygosaccharomyces sp.
para que consigam continuar o desenvolvimento e se transformar em pupa.

Outros estudos revelam que ¢ possivel que fungos atuem de maneira benéfica,
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auxiliando na digestdo do alimento larval, fornecendo nutrientes adicionais, protegendo
contra patdgenos prejudiciais e até mesmo regulando a acdo de outros microorganismos por
meio da producdo de pequenas moléculas (Paludo et al., 2018; Paludo et al., 2019; Paula,
2020). Aqui, observamos que as larvas de todas as 1656 células naturais de cria monitoradas
consumiram a massa fungica e todo o conteudo alimentar disponivel em todas elas,
demonstrando provavelmente a mesma necessidade nutricional. Essa similaridade entre os
resultados obtidos com a abelha M. interrupta e a proposi¢ao de 95% de sucesso para criacio
in vitro nos estudos de Menezes (2010) para abelhas rainhas de Scaptotrigona depilis ¢é
notavel e sugere uma tendéncia consistente de sucesso na indug¢do in vitro do
desenvolvimento de abelhas por meio da inoculagdo de fungos. O primeiro exemplo de
beneficio nutricional foi da levedura Zygosaccharomyces sp. com a abelha Scaptotrigona
depilis, sendo relatado por Menezes et al. (2015) e Paludo et al. (2018), indicando que o
fungo acumula ergosterol, que ¢ utilizado pelo inseto em desenvolvimento como precursor
da biossintese de ecdisterdides em modulagdao da metamorfose dos insetos. O mesmo tem
sido descoberto em outras espécies de abelhas “sem-ferrdo”, inclusive nas espécies Melipona
quadrifasciata, M. fasciculata, M. bicolor (Paula et al. 2023).

A via da biossintese do esterol, a partir do Acetil-CoA tem uma origem sintética inicial
comum em plantas, animais e fungos, sendo que o produto final da via dos esterois difere
nestes reinos (Dupont et al. 2012). Em abelhas Apis mellifera, a sintese do Hormonio Juvenil
(HJ) se da pela transformacdo do acetil-CoA em farnesil-pirofosfato, denominada via do
mevalonato que ¢ conservada em insetos (Bellés et al. 2005, Santos, 2008). E sabido que o
desenvolvimento de imaturos de insetos ¢ regulado por dois hormonios: os ecdisteroides e o
hormonio juvenil (HJ). Em abelhas Melipona, os niveis de HJ circulantes na hemolinfa ¢
determinante da destinacdo das castas levando a producdo de rainhas (Hartfelder e Engels,
1988, Bonetti et al., 1995). Kerr (1950) ¢ Bonetti et al. (1995) indicaram que a cascata
génica de diferenciacdo das rainhas em abelhas do género Melipona se da efetivamente
numa “janela temporal” em larvas L3-LPD (larvas que finalizaram o consumo do contetido
alimentar), portanto, momento essencial para o desenvolvimento ¢ defini¢dao das castas neste
género de abelhas e também para a pupagdo. Desta forma, a presenga e os produtos gerados
por Zygosaccharomyces no conteido larval de M. interrupta podem potencialmente
contribuir e influenciar a cascata metabdlica relacionada a via de metabolismo do horménio
juvenil, cuja titulagdo ¢ determinante da ativagdo da cascata gé€nica responsavel pelas
caracteristicas secundarias de rainhas em abelhas Melipona, e especificamente em M.

interrupta, como inferido por Brito et al. (2015), abrindo nova perspectiva de abordagem
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sobre a destinacdo das castas nas abelhas desse género.

Muitos microrganismos podem ser extremamente delicados e exigirem condicdes de
cultivo especificas que ndo podem ser replicadas facilmente em laboratorio. Portanto,
métodos convencionais podem subestimar significativamente a diversidade real dos fungos
nas colmeias. O metagenoma, por exemplo, pode oferecer uma vantagem critica ao permitir
a deteccdo de DNA fungico diretamente nas amostras ambientais, sem a necessidade de
cultivo. Isso possibilita a identificacdo de uma gama muito mais ampla de fungos, incluindo
aqueles que sao essenciais para o funcionamento das coldnias, mas que ndao podem ser
isolados em cultura.

Os achados aqui apresentados confirmam que a produgdo de rainhas em abelhas M.
interrupta segue a proposicao de segregacdo genética de até 25% (3 operérias : 1 rainha) mas
revelam uma potencial contribuicdo nutricional da presenga de Zygosaccharomyces no
conteudo alimentar de larvas em prol da diminuicdo da mortalidade de imaturos e na
destinagdo de rainhas nestas abelhas e, consequentemente, em beneficio da satde e
reproducdo dos individuos e suas colmeias, constituindo um passo relevante para avango do
entendimento das complexas relacdes simbidticas entre fungos e abelhas, contribuindo,
assim, para o conhecimento cientifico no ambito da ecologia microbiana e da biologia de
insetos sociais. Compreender aspectos importantes para o desenvolvimento ¢ metamorfose
de imaturos, a fim de que alcancem o completo ciclo de vida, bem como informagdes
peculiares acerca da produgdo de rainhas, individuo chave para gera¢do de novas abelhas, ¢
essencial para a gestdo de colmeias e para garantir a satde e reproducdo adequada desses
importantes polinizadores.

A diversidade de fungos presentes no alimento larval traz a tona um amplo campo
investigativo ndo apenas para avanco do conhecimento cientifico acerca da microbiota
associada as abelhas “sem-ferrao” e suas interacdes como também as suas aplicagdes para
além da vida da colmeia. Para entender mais profundamente o complexo ecossistema das
colmeias de abelhas “sem-ferrdo” e sua relagdo com os fungos ¢ essencial adotar abordagens
dindmicas e integrativas. Isso envolve a combinacdo de métodos tradicionais de cultivo e
analise de metagenoma, criando uma visdo holistica da microbiota e sua influéncia no
desenvolvimento dos individuos, na formagao das castas e na continuidade das proprias

colmeias.
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CONCLUSAO

Abelhas Melipona interrupta produzem rainhas mensalmente ao longo do ano com
indices acima de 20% e seguem a segregacao esperada de no maximo 25% de rainhas.

Este estudo revelou que fungos estdo presentes nas células naturais de cria e no
conteudo alimentar de abelhas Melipona interrupta tazendo parte da dieta das larvas até sua
pupacao.

Dois fungos cultivdveis se mostraram predominantes no conteudo alimentar de células
naturais de cria dessas abelhas, Fomitopsis sp. € Zygosaccharomyces sp., os quais quando
inoculados no alimento larval, em condi¢des de criagdo artificial, mostraram ser importantes
fontes de alimento para as larvas e sua sobrevivéncia. Especialmente Zygosaccharomyces sp.
se mostrou valioso para a diminui¢do da mortalidade e produc¢dao de rainhas em niveis

equivalentes as condi¢des naturais.
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