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RESUMO

As abelhas sem ferrdo (Apidae: Meliponini) integram o0 grupo mais abundante e
diversificado de abelhas eussociais, distribuindo-se pelas regides tropicais e
subtropicais do planeta. Essas abelhas estabelecem relagbes ecolégicas com uma
ampla variedade de organismos, incluindo os fungos. Assim como acontece com
muitos insetos, os fungos desempenham um papel crucial na nutricdo e protecao
contra organismos prejudiciais as abelhas. No entanto, o conhecimento sobre 0s
fungos associados aos substratos relacionados as abelhas sem ferrdo ainda é
limitado. O presente estudo teve como objetivo caracterizar a comunidade de fungos
isolados de polen, mel e na superficie de ninhos da Scaptotrigona sp. criadas em um
sitio no Agreste pernambucano. Os isolados foram obtidos por meio da suspensao
das amostras de pélen, de mel e da superficie da colmeia em agua peptonada, e
plagueamento em meios de cultura Dichloran 18% Glicerol Agar (DG18) e Extrato de
Malte Agar (MEA) acrescido de cloranfenicol. Um total de 336 isolados foram obtidos,
sendo 143 leveduras e 193 fungos filamentosos, e identificados através de
caracteristicas morfolégicas e/ou moleculares. Dentre as leveduras foram
identificadas espécies pertencentes aos géneros Cystobasidium, Debaryomyces,
Gjaerumia, Hortaea, Moniliella, Pseudozyma, Rhodosporidiobolus, Sporobolomyces,
Starmerella, Torula, Trichomonascus, Wickerhamiella, Zygoascus e
Zygosaccharomyces. Dentre os fungos filamentosos foram identificados isolados
pertencentes aos géneros Anthracina, Arcopilus, Aspergillus, Austropleospora,
Brevistachys, Bulbithecium, Cercophora, Cladosporium, Diaporthe, Knufia,
Microascus, Monascus, Odontoefibula, Paecilomyces, Paracamarosporium,
Penicillium, Periconia, Phaeosphaeria, Phanerochaete, Preussia, Purpureocillium,
Sarocladium, Scytalidium, Spegazzinia, Talaromyces, Tetraploa, Tolypocladium,
Toxicocladosporium, Xerochrysium, Xeromphalina, Zasmidium e um novo género na
familia Cephalothecaceae. Entre eles, 30 géneros séo relatados pela primeira vez em
abelhas sem ferrdo. Um total de 18 novas espécies sao propostas em diferentes
géneros. A riqueza de espécies foi maior na superficie do ninho, e a diversidade de
espécies foi semelhante nos trés substratos. A andlise dos fungos presentes em
substrato de abelhas sem ferrdo é fundamental para a ampliagdo do conhecimento
sobre a diversidade desses microrganismos e compreensao das interacdes entre
fungos e abelhas. Este estudo revela o potencial dos substratos investigados para
isolar espécies ainda ndo catalogadas, destacando a relevancia de pesquisas sobre
a biodiversidade de fungos em ecossistemas especificos.

Palavras-chave: abelha sem ferrédo; ecologia de fungos; biodiversidade; taxonomia.



ABSTRACT

Stingless bees (Apidae: Meliponini) constitute the most abundant and diverse group of
eusocial bees, distributed across tropical and subtropical regions worldwide. These
bees establish ecological relationships with a wide variety of organisms, including
fungi. Similar to many insects, fungi play a crucial role in the nutrition and protection
against harmful organisms for the bees. However, knowledge about fungi associated
with substrates related to stingless bees is still limited. The present study aimed to
characterize the community of fungi isolated from pollen, honey, and the surface of
hives of Scaptotrigona sp. raised in a site in the Pernambuco Agreste. The isolates
were obtained by suspending pollen, honey, and hive surface samples in peptone
water, and plating on Dichloran 18% Glycerol Agar (DG18) and Malt Extract Agar
(MEA) with added chloramphenicol. A total of 336 isolates were obtained, with 143
yeast and 193 filamentous fungi, and identified through morphological and/or
molecular characteristics. Among the yeasts, species belonging to the genera
Cystobasidium, Debaryomyces, Gjaerumia, Hortaea, Moniliella, Pseudozyma,
Rhodosporidiobolus, Sporobolomyces, Starmerella, Torula, Trichomonascus,
Wickerhamiella, Zygoascus and Zygosaccharomyces were identified. Among the
filamentous fungi, isolates belonging to the Anthracina, Arcopilus, Aspergillus,
Austropleospora, Brevistachys, Bulbithecium, Cercophora, Cladosporium, Diaporthe,
Knufia, Microascus, Monascus, Odontoefibula, Paecilomyces, Paracamarosporium,
Penicillium, Periconia, Phaeosphaeria, Phanerochaete, Preussia, Purpureocillium,
Sarocladium, Scytalidium, Spegazzinia, Talaromyces, Tetraploa, Tolypocladium,
Toxicocladosporium, Xerochrysium, Xeromphalina, Zasmidium, and a new genus in
the family Cephalothecaceae were identified. Among these, 30 genera reported for the
first time in stingless bees. A total of 18 new species are proposed in different genera.
Species richness was higher on the nest surface, and species diversity was similar
across all three substrates. The analysis of the fungi present in stingless bee
substrates is fundamental for expanding knowledge about the diversity of these
microorganisms and understanding the interactions between fungi and bees. This
study reveals the potential of the investigated substrates to isolate yet uncataloged
species, emphasizing the importance of research on fungal biodiversity in specific
ecosystems.

Keywords: stingless bee; fungal ecology; biodiversity; taxonomy.
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1. INTRODUCAO

As abelhas indigenas sem ferrdo (Meliponini) compdem o grupo mais amplo de
abelhas sociais e estdo presentes nas regides tropicais e subtropicais do planeta
(Michener, 2007). Sao popularmente conhecidas como “abelhas sem ferrdo” por
apresentarem ferrdo atrofiado (Nogueira-Neto, 1997). Também sdo consideradas
indicadoras da qualidade ambiental (Barbosa et al., 2017a) e espécies-chave da
Caatinga (Carvalho et al., 2017), por possuirem um papel vital na estrutura,
funcionamento e produtividade do ecossistema.

A criacdo racional das abelhas sem ferrdo, denominada de Meliponicultura, é
regulamentada pelo CONAMA por meio da Resolucédo n° 496, de 19 de agosto de
2020, sendo praticada em corticos ou em caixas de madeira para a producdo de mel.
E uma atividade de facil manejo e baixo custo, que vem ganhando espaco em todo
territdrio nacional pela vasta diversidade da flora e dos mais variados tipos de clima
existentes no Brasil. Em Pernambuco, a criacdo de abelhas, seja por meio da
Apicultura ou por meio da Meliponicultura, esta presente em todas as regides, mas
destacamos aqui que na regido do Agreste Pernambucano, principalmente nos
municipios de Caruaru e Brejo da Madre de Deus, tem se observado uma crescente
atividade de meliponicultores. Esse potencial constitui uma fonte de renda adicional,
especialmente na agricultura familiar (Magalhdes; Venturieri, 2010) e ndo impede o
desenvolvimento de outras atividades pré-estabelecidas culturalmente.

As abelhas sem ferrdo apresentam associa¢des ecolégicas com uma grande
variedade de organismos, incluindo os fungos (Menezes et al., 2015; Barbosa et al.,
2016, 2017b, 2018; de Paula et al., 2023), um grupo bastante diverso, podendo ser
encontrado em todos os nichos ecoldgicos. A evidéncia mais forte de mutualismo
entre abelhas e fungos foi documentada em varias espécies de abelhas sem ferréo.
No caso de Scaptotrigona depilis, uma espécie nativa do Brasil, as abelhas adultas
cultivam Zygosaccharomyces em células de cria, onde as larvas se alimentam das
pseudo-hifas do fungo, que fornecem o ergosterol necessario para a pupacgao
(Menezes et al., 2015; Paludo et al., 2018, 2019).

Em relag&o aos fungos associados as abelhas sem ferrdo, também séo citadas
espécies de Penicillium, Mucor e Saccharomyces, os quais sdo introduzidos nos
ninhos pelas proprias abelhas da col6nia, durante a coleta e preparo do néctar e polen,
ou de forma acidental devido a manipulacdes pouco higiénicas durante as etapas de
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coleta, processamento e armazenamento do mel (Snowdon, 1999). No estado de
Pernambuco, um dos poucos estudos conduzidos e publicados com essa tematica, foi
o de Barbosa et al. (2016) que ao analisarem amostras de mel de diversas abelhas
nativas da Caatinga, e isolaram fungos pertencentes aos géneros Candida,
Debaryomyces, Dekkera, Pichia e Kloeckera. Fungos dos géneros Monascus
(Barbosa et al. 2017b), Penicilium e Talaromyces (Barbosa et al., 2018) também
foram estudados a partir de amostras de mel, polen e interior da colmeia da abelha
urucu (Melipona scutellaris) em areas de Mata Atlantica de Pernambuco. Estes ultimos
estudos foram conduzidos em colaboracdo com a Associacdo Pernambucana de
Apicultores e Meliponicultores (APIME), que se destaca no Estado pelo seu trabalho
de defesa e incentivo a criagdo das abelhas.

Desta forma, considerando substratos relacionados as abelhas como
importantes e uma fonte pouco explorada de fungos, e o contexto promissor para
preservacao de recursos genéticos e biotecnoldgicos, este estudo teve por objetivo
acessar a diversidade de fungos em substratos associados a Scaptogrigona sp.,

criadas em caixas racionais em um meliponario localizado no Agreste de Pernambuco.

1.1. OBJETIVOS
1.1.1. Objetivo Geral

Caracterizar a comunidade de fungos isolados de pélen, mel e na superficie de

ninhos da Scaptotrigona sp. criadas em um sitio no Agreste pernambucano.

1.1.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar, utilizando métodos morfolégicos e moleculares, os fungos
filamentosos e leveduras obtidas de amostras de pélen, de mel e da superficie
de ninhos da Scaptotrigona sp. criadas no Agreste pernambucano.

e Documentar a ocorréncia de espécies raras e novas para o Brasil e para a
ciéncia.

e Enriquecer as bases de dados genéticos de fungos isolados do polen, mel e
superficie de ninho, por meio do sequenciamento e depdsito das sequéncias
no National Center for Biotechnology Information (NCBI - GenBank).

e Ampliar o conhecimento ecoldgico e taxonémico da diversidade de fungos

associados a Scaptotrigona sp.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. AS ABELHAS SEM FERRAO

As abelhas séo insetos da ordem Hymenoptera, nome derivado do grego (hymen
= membrana; ptera = asas), assim como as formigas e vespas. Juntamente com as
mamangavas (Bombini), as abelhas das orquideas (Euglossini) e as meliferas (Apini),
as abelhas sem ferrdo (Meliponini) pertencem a um grupo conhecido como abelhas
corbiculadas, que é nomeado pela presenca de uma cesta para coletar pdlen
(corbicula), localizada na superficie externa da tibia posterior da fémea (Nogueira-
Neto, 1997; Silveira; Melo; Almeida, 2002; Michener, 2013; Witter et al., 2014; Witter;
Nunes-Silva, 2014) (Figura 1).

Figura 1. Cesta de pdlen das abelhas sem ferrdo. A) Operaria da abelha Melipona beecheii com
destaque para a corbicula. B) Corbicula de operéaria de M. bicolor. B) Macho de M. bicolor sem
corbicula.

Fonte: Witter & Nunes-Silva (2014); Villa-Bbas (2018).

As abelhas sem ferrdo recebem esse nome por ndo possuirem glandulas de
veneno e por apresentarem o ferrdo atrofiado (sem funcéo), e também sédo chamadas
de abelhas “indigenas” ou “nativas” por serem tradicionalmente manejadas pelos
povos indigenas (Lopes; Ferreira; Santos, 2005). Segundo Nogueira-Neto (1997), as
Meliponini se caracterizam por ndo construirem células reais, todas nascem e se
desenvolvem no interior de células de cria de igual tamanho. No entanto, algumas

espécies (pertencentes a antiga Tribo Trigonini) precisam dessa célula especial para



17

o nascimento de princesas (Nogueira-Neto, 1997; Villas-Bbas, 2012) (Figura 2). Essas
abelhas vivem naturalmente nos mais diferentes biomas, construindo seus ninhos em
ocos de arvores, cavidades rochosas, no solo ou em altitudes elevadas (Michener,
2000). Em ambientes urbanizados, podem nidificar em tubulagbes, paredes, entre
outros (Siqueira; Martines; Nogueira, 2007; Souza et al., 2015). Alimentam-se de
néctar e pélen e armazenam esses alimentos em potes feitos de cerume ou cera, no

interior da colméia (Nogueira-Neto, 1997; Witter; Nunes-Silva, 2014).

Figura 2. Célula real de Scaptotrigona sp.

Fonte: A autora (2022).

Os meliponineos compreendem cerca de 550 espécies descritas (Gruter, 2020) e
sdo registradas em grande parte das regides tropicais e subtropicais do mundo,
distribuindo-se na maior parte da América Latina (Michener, 2007). O Brasil é
considerado o pais com a maior diversidade de meliponineos, o ultimo levantamento
relata a ocorréncia de 259 espécies, distribuidas em 28 géneros, além de 62 ainda
ndo descritas formalmente (Nogueira, 2023).

Dentre os organismos que fornecem servicos ecossistémicos para os ambientes
terrestres, as abelhas sem ferréo sdo os principais agentes polinizadores de muitas
espécies de arvores nativas do Brasil (Kerr, 1997). Costumam ter col6nias populosas
e perenes e, por isso, comumente exploram uma ampla gama de flores ao longo do

ano, sendo consideradas espécies generalistas (Michener, 1979). No entanto, alguns
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autores mencionam que essas abelhas podem ter seletividade na coleta do recurso,
visando otimizar os custos e beneficios do forrageamento (Ramalho; Silva; Carvalho,
2007).

As abelhas nativas enfrentam dificuldades significativas devido a competicdo com
a abelha europeia, Apis mellifera Linnaeus (1758), uma espécie introduzida e
altamente adaptada as condi¢cdes tropicais (Silveira; Melo; Almeida, 2002). A
eficiéncia notavel dessas abelhas introduzidas no forrageamento e habilidades de
comunicacdo, combinada com suas colonias numerosas, cria um ambiente
competitivo no qual as abelhas nativas muitas vezes lutam para acessar recursos
florais (Cane; Tepedino, 2017). A competicao intensa por recursos entre as abelhas
europeias e as nativas pode comprometer a nutricdo destas ultimas e o equilibrio da
polinizacdo, principalmente no que diz respeito a diversidade ecoldgica (Vollet Neto et
al., 2018).

2.1.1. A sociedade das abelhas sem ferrao

Assim como outros insetos sociais, as abelhas sem ferrao vivem em
sociedades compostas por trés categorias de individuos: rainhas (poedeira ou
virgens), operarias e machos. As rainhas séo as responsaveis pela postura dos ovos,
qgque ddo origem a todas as castas, e desempenham um papel fundamental na
organizacédo da colbnia, através de um sofisticado sistema de comunicacdo baseado
na utilizacdo de feromdnios (Villas-Bbdas, 2012). As operarias constituem a maior parte
da populacdo de uma col6nia, desempenhando uma variedade de tarefas essenciais,
como limpeza, cuidado com as crias, forrageamento, construcdo e abastecimento da
colénia (Villas-Bbéas, 2012; 2018). Os machos sédo os individuos que tém como
principal objetivo acasalar com rainhas virgens (Villas-Boas, 2012; Witter; Nunes-
Silva, 2014).

O numero de fémeas e machos em uma colénia varia de acordo com a espécie,
época do ano e estagio de desenvolvimento da coldnia. A proporcao de fémeas € alta,
representando cerca de 85% a 97% da populacéo total da colbnia, incluindo uma
rainha fecundada, algumas rainhas virgens e operarias que sédo a maioria. Os machos
correspondem a cerca de 3% a 15% da populagéo total da colénia (Carvalho-Zilze et
al., 2011).
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Os habitos de nidificacdo dessas abelhas sdo bastante variados e os ninhos
sdo construidos com materiais como barro, resina e outras substancias vegetais
pegajosas coletadas pelas abelhas operarias (Witter; Nunes-Silva, 2014). Em geral,
os ninhos sdo compostos de cera e cerume (cera misturada com prépolis/resina), com
algumas espécies de abelhas fazendo uso do geopropolis (mistura de barro e resina)
para impermeabilizacdo do ninho (Roubik, 2006; Silva; Paz, 2012). Outros materiais,
como lama e fezes de animais, sozinhos ou misturados com cera e resina, também
sao utilizados na construgao dos ninhos (Roubik, 2006; Grter, 2020).

Os ninhos séo organizados de diferentes formas, sendo os arranjos das células
de criacao, os recipientes de armazenamento de alimentos e a arquitetura observada
na entrada e no interior do ninho Uteis para identificar e reconhecer as espécies
(Roubik, 2006). Os potes de mel e de poélen, os favos de cria, os depdsitos de cera e
resina, o batume, o invllucro e o tubo de entrada, sdo estruturas que compdem e
organizam os ninhos (Villas-Bbéas, 2012; 2018) (Figura 3). O mel e o pélen sdo
armazenados em potes separados, o mel amadurecido se encontra nos extremos da
cavidade do ninho, enquanto o pélen e algum mel cercam a area de células de cria
(Figura 4).

Figura 3. Esquema geral de uma coldnia de abelha sem ferrdo em ambiente natural.
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Figura 4. Interior do ninho de Scaptotrigona sp. Pode-se observar os favos de cria, o involucro de
cerume que circunda os favos de cria e os potes de alimento (p6len e mel).

2.1.2. O polen coletado pelas abelhas sem ferrdo

Os graos encontrados nas anteras, localizados nos estames das flores, sé&o
chamados de pélen e geralmente sdo de cor amarela (Bogdanov, 2016). Cada grao
de podlen contém os cromossomos que formam a heranga masculina da planta e uma
pequena quantidade de substancias de reserva, principalmente lipidios ou agua com
proteinas e carboidratos (Nogueira-Neto, 1997). Esses grdos sdo coletados e
transportados pelas abelhas forrageiras por meio de estruturas especializadas,
chamadas corbiculas (Silveira; Melo; Almeida, 2002). Durante a coleta ocorre o
contato dos corpos das forrageiras com os 6rgaos sexuais das plantas, o que permite
a transferéncia dos gametas masculinos entre as espécies vegetais, assim, o papel
das abelhas na polinizacdo e na reproducao das plantas é incontestavel (Imperatriz-
Fonseca; Koedam; Hrncir, 2017).

As flores oferecem o pélen e o néctar como alimentos para as abelhas. O pélen é
a principal fonte de proteinas, lipidios e vitaminas para as abelhas (Almeida-Muradian
et al., 2005), enquanto o néctar, que € transformado em mel, constitui a principal fonte
de carboidratos e energia (Villas-Bbas, 2012). Ap6s coletar o pélen, as abelhas o

processam adicionando secre¢Bes salivares, contendo enzimas (amilase e
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glucosidase) (Bogdanov, 2016). Além disso, o polen processado é misturado ao mel
e a geleia real, produzindo o alimento larval (Vit; Pulcini, 1996).

O pdlen coletado e armazenado em potes € chamado de saburd ou pédo de abelha.
Uma vez que os potes sao cheios, eles sdo selados e mantidos fechados por cerca
de duas semanas antes de serem consumidos pelas abelhas (Loper et al., 1980). Uma
colonia de abelhas sem ferrdo tem a capacidade de produzir até 6 kg de sabura em
um unico ano, dependendo da espécie (Mohammad; Mahmud-Ab-Rashid; Zawawi,
2021).

No interior do ninho o pélen passa por processos quimicos e bioldgicos, durante o
armazenamento, o que pode resultar em alteracfes em sua composi¢cdo quimica. Um
dos principais processos é a fermentacdo em &cido latico, que junto com outros
metabolitos produzidos na fermentacdo, desempenha um papel importante na
estabilizacdo do polen, prevenindo o desenvolvimento de microrganismos que
poderiam estraga-lo e contribuindo para a preservacdo do alimento na colmeia
(Herbert; Shimanuki, 1978; Gilliam, 1979). Algumas espécies de abelhas produzem o
pélen fermentado seco e relativamente doce, outras pertencentes a Melipona e

Scaptotrigona, produzem e armazenam o pélen umido e azedo (Menezes et al., 2013).

2.1.3. O mel das abelhas sem ferrao

O mel é um produto natural que é obtido a partir do néctar das plantas, bem como
de exsudatos ou excrecdes de insetos sugadores de plantas, que sédo coletados pelas
abelhas (Khan et al., 2018). O material coletado € misturado com um liquido contendo
enzimas digestivas das glandulas hipofaringeas e mandibulares das abelhas, e
armazenado para maturacao nos potes de mel (Al-Sherif et al., 2017).

A composicdo do mel é influenciada por variados fatores, incluindo as condicdes
climaticas, composicéo do néctar, época da colheita, praticas de manejo do produtor
e a espécie de abelha que o produz (Carvalho et al., 2005; Rao et al., 2016). O mel
das abelhas sem ferrdo contém uma variedade de substancias bioativas, como
compostos fenolicos, aminoacidos, vitamina C, carotendides e outros compostos que
estdo relacionados ao seu potencial antioxidante e antimicrobiano (Beux et al., 2022).
Essas substancias conferem ao mel caracteristicas Unicas em termos de consisténcia,

aroma, cor e sabor, que sdo completamente diferentes do mel produzido pela abelha
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Apis mellifera, o que tem o tornado popular entre os consumidores e altamente
comercializado (Rao et al., 2016).

Uma caracteristica adicional deste mel é sua resisténcia a formacédo de
hidroximetilfurfural (HMF) quando exposto a altas temperaturas (Biluca et al., 2014), o
gue o torna valioso para uso nas industrias farmacéutica e alimenticia. O HMF surge
da transformacdo dos monossacarideos, como frutose e glicose. Esta conversao &
mais rapida com o aumento da temperatura, fazendo do HMF um indicador sensivel
de aquecimento excessivo, processamento inadequado ou armazenamento
prolongado e adulteracdes, que podem ocorrer em xaropes e no mel.

Um estudo recente revelou que o mel das abelhas nativas é o Unico produto natural
conhecido por ser enriquecido com um agucar biologicamente ativo chamado trealose,
que possui propriedades antidiabéticas e ndo cariogénicas (Fletcher et al., 2020).
Alguns estudos tém investigado as propriedades terapéuticas do mel das abelhas sem
ferrdo, justificando a sua utilizacdo na medicina popular ao longo dos séculos: esses
méis tém demonstrado atividades antioxidante (Jimenez et al., 2016; Biluca et al.,
2017), antimicrobiana (Pimentel et al., 2013; Cruz et al., 2014; Avila et al., 2019),
antifangica (Hau-Yama et al., 2020), anti-inflamatoria (Borsato et al., 2014; Ranneh et
al., 2019), citotoxicidade contra células cancerigenas (Kustiawan et al., 2014) e

propriedades antidiabéticas (Aziz et al., 2017).

2.2. Scaptotrigona Moure, 1942

A Tribo Meliponini é um grupo de abelhas da subfamilia Apinae, formada pelo
género Melipona e por outras abelhas sem ferrdo conhecidas como trigoniformes.
Essas Ultimas quase sempre constroem células reais, maiores que as células de cria,
de onde emergem as futuras rainhas (Nogueira-Neto, 1997). Dentre elas, o género
Scaptotrigona se destaca como uma das linhagens mais diversas e abundantes da
América, ocorrendo desde o México até a Argentina (Michener, 2007).

As abelhas do género Scaptotrigona sdo, em geral, defensivas, tém o corpo preto
brilhante, asas marrons, comprimento corporal varia de 5 a 7 mm e a cabeca e o térax
sao fortemente pontuados (Michener, 2007). Os ninhos sdo encontrados em
cavidades de arvores grandes na natureza e a entrada do ninho é feita de cerume em
forma de canudo (Figura 5). S&o conhecidas popularmente como canudo,

mandaguari, tubiba, tubuna, entre outros.
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Atualmente, o género inclui 50 espécies descritas (Engel, 2022a, 2022b) e
algumas espécies aguardam descricdo, incluindo a citada no presente estudo

(Scaptotrigona sp.) que pertence ao grupo tubiba.

Figura 5. Entrada do ninho de Scaptotrigona sp.

Fonte: A autora (2024).

2.3. MELIPONICULTURA

A criacdo de abelhas sem ferrdo € denominada meliponicultura. Apesar do termo
ter sido cunhado por Paulo Nogueira-Neto em 1953, € uma pratica secular com relatos
desde os primdrdios das civilizagdes antigas, no Egito Antigo (Ballivian, 2008). E,
também, uma atividade ancestral nas Ameéricas, sobretudo entre os povos indigenas
(Nogueira-Neto, 1997). Nas Ultimas décadas, a pratica da meliponicultura tem
ganhado cada vez mais destaque em um contexto de valorizag&o e preservagao dos
recursos da biodiversidade, com potencial para gerar renda, promover a identidade
cultural e fortalecer a conservacéo das espécies (Villas-Boas, 2018).

As abelhas sao criadas em corticos ou caixas racionais de madeira (Figura 6). O
cortico se refere a um segmento de tronco de arvore oco que € utilizado como abrigo
para as colbnias de abelhas sem ferrdo (Carvalho et al., 2006). Segundo Villas-Bbas
(2012), as caixas racionais sédo construidas principalmente utilizando a madeira de

reflorestamento de Pinus, 0 que evita o uso de arvores nativas. Existem varios
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modelos de caixas, que podem ser horizontais ou verticais (Venturieri, 2004; Villas-
Bdas, 2012). As horizontais sdo mais tradicionais nas regifes Norte e Nordeste do
Brasil (Villas-Bbas, 2012).

Figura 6. Meliponario do Sitio Baixio de Italina, Caruaru-PE. Pode-se observar os corticos e as caixas
racionais de Scaptotrigona sp.

Fonte: A autora (2024).

No Brasil, as espécies mais exploradas pelos meliponicultores sdo Tetragonisca
angustula, Melipona quadrifasciata, M. subnitida, M. scutellaris e M. fasciculata, outras
espécies também sédo criadas em pequena escala em regides especificas (Jaffe et al.,
2015). Nas regides Norte e Nordeste, a atividade & amplamente difundida, tendo o
mel como principal produto valorizado nessa exploragéo (Ximenes; Vidal, 2023). Além
da producédo de mel, as abelhas também fornecem outros produtos como cera, pélen
e propolis (Paula Neto; Almeida Neto, 2006).

A regulamentacdo da meliponicultura no Brasil teve seu marco inicial com a
Resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) 346 de 2004
(CONAMA, 2004). Essa resolucao, pela primeira vez, estabeleceu diretrizes para a
utilizag@o de abelhas silvestres nativas e a criacdo de meliponarios. Dezesseis anos
depois, a Resolucdo CONAMA 346/2004 foi revogada pela Resolugdo CONAMA
496/2020 (CONAMA, 2020), que apresenta diferencas significativas em relacdo a
anterior, sendo mais restritiva em alguns aspectos. A resolugao vigente exige a

obtencdo do Cadastro Técnico Federal (CTF) para meliponarios de qualquer porte
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com fins econdmicos ou comerciais, e a partir de 49 colbnias para qualquer finalidade.
A partir das diretrizes estabelecidas nestas resolucdes, os estados sao responsaveis
por desenvolver seus proprios marcos legais para regulamentar a criacdo, manejo,
comércio e transporte de abelhas-sem-ferrdo em seus respectivos territorios.

Em Pernambuco, a criacdo de abelhas, seja por meio da Apicultura ou por meio
da Meliponicultura, esta presente nas regides Metropolitana, Zona da Mata, Agreste e
Sertdo. No registro da Pesquisa Pecuéria Municipal - PPM do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica - IBGE (2023), a producéo de mel no Estado de Pernambuco
foi de 1.854.776 quilogramas em 2022, representando 3% da producao nacional, que
foi de 60.722 toneladas. O valor bruto da producdo de mel para o Estado foi de
29.830.869,11, confirmando o potencial econdomico da atividade (IBGE, 2023;
Ximenes; Vidal, 2023). A meliponicultura, portanto, constitui uma fonte de renda
adicional, especialmente na agricultura familiar e ndo impede o desenvolvimento de

outras atividades pré-estabelecidas culturalmente (Magalhaes; Venturieri, 2010).

2.4. ABELHAS E MICRORGANISMOS

A microbiota relacionada as abelhas inclui bactérias, leveduras, fungos
flamentosos e virus. E dividida em varios grupos: simbiontes intestinais,
microrganismos da superficie corporal, microrganismos normais da colmeia (do mel,
do pdlen, das células de cria, da cera e da prépolis) e a patosfera (Schwarz; Huang;
Evans, 2015; Smutin et al., 2022). Esses microrganismos irdo interagir positivamente,
através da fermentacdo do néctar e maturacédo do polen, na producdo de moléculas
antimicrobianas e nutritivas para as abelhas (Paludo et al., 2018; Menegatti et al.,
2018); e negativamente, como patdgenos oportunistas (Flnfhaus; Ebeling; Genersch,
2018; Ullah, 2021). O microbioma das abelhas sem ferrdo apresenta uma notavel
variabilidade em termos de composicéo, diversidade e uniformidade em comparacgéo
com as abelhas dos géneros Apis e Bombus (Kwong et al., 2017).

Os simbiontes bacterianos das abelhas (lato sensu) ndo se restringem ao sistema
digestivo, estdo presentes em toda a colmeia, desempenhando um papel importante
na formacdo de produtos apicolas, produzindo varias enzimas (lipases, proteases,
aminopeptidases e glicosidases) e convertendo matérias-primas de produtos apicolas
em mais produtos digestiveis para armazenamento (Gilliam; Roubik; Lorenz, 1990;

Dharampal et al.,, 2020). Bacillus, Lactobacillus, Streptomyces, Streptococcus e
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Fructobacillus sdo exemplos de géneros bacterianos frequentemente encontrados
relacionados as abelhas (Diaz et al., 2017; Ngalimat et al., 2019). Zulkhairi Amin et al.
(2020) verificaram que certos Bacillus pareciam contribuir para a protecdo de seus
hospedeiros contra patdgenos. Santos et al. (2022), relataram que bactérias
pertencentes aos géneros Enterococcus, Providencia, Serratia e Vagococcus,
encontradas no alimento larval de Tetragonisca angustula e Melipona spp., produziam
substancias antimicrobianas contra patdgenos Gram-positivos e Gram-negativos. Em
contraste, também existem bactérias, como Lysinibacillus sphaericus, que sao
causadoras de doencas nas abelhas (Funfhaus; Ebeling; Genersch, 2018).

Em relacdo aos virus, os estudos até entdo realizados foram direcionados a
questdes de sanidade, com investigacdo de virus responsaveis pela paralisia aguda
das abelhas (ABPV), o virus da asa deformada (DWV) e o virus da célula rainha negra
(BQCV) (Alvarez et al., 2018; Guimaraes-Cestaro et al., 2020). Por outro lado, foram
documentados 24 virus em abelhas meliferas (Apis mellifera L.), sendo a grande
maioria deles de RNA de cadeia positiva, pertencentes a familia Picornaviridae
(Alvarez et al., 2018). Muitos desses virus patogénicos que afetam as abelhas causam
infeccbes assintomaticas e ndo tém impacto detectavel nas colénias infectadas
(McMenamin; Genersch, 2015). No entanto, a presenca de certos virus foi relacionada
ao "disturbio do colapso da colénia (CCD)", uma doenca grave que tem ocasionado o
desaparecimento de populagbes de abelhas (Brutscher; McMenamin; Flenniken,
2016). Devido a isso, o estudo epidemiolégico desses virus tornou-se uma questao
de vital importancia. Quando se refere as abelhas nativas, os estudos ainda sdo mais
€scassos.

Diversas espécies de fungos compdem a micobiota das abelhas, com destaque
para as leveduras, que ajudam a preservar alimentos armazenados por meio da
secrecdo de enzimas (Echeverrigaray et al., 2021). Além disso, fungos filamentosos
estdo envolvidos na sintese de biomoléculas que auxiliam no desenvolvimento das
abelhas. Estudos mostram que fungos sé@o essenciais para o desenvolvimento das
larvas e pupas de abelhas, fornecendo nutrientes vitais (Paludo et al., 2019). Portanto,
a interacdo entre diferentes espécies de fungos pode ser fundamental para a

sobrevivéncia das abelhas sem ferréo.
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2.5. FUNGOS ASSOCIADOS AS ABELHAS

Os fungos sdo um grupo extremamente diverso que podem ser encontrados em
todos os nichos ecoldgicos. Eles desempenham um papel fundamental na ciclagem
de nutrientes, por meio da decomposic¢éo de detritos vegetais. A evolucao e a filogenia
dos taxons fungicos sdo cada vez mais pesquisadas por estudos filogenéticos.
Atualmente, existem cerca de 156 mil espécies de fungos descritas, classificadas em
19 filos (Species Fungorum, 2023; Wijayawardene et al., 2022. Entretanto, estima-se
que a diversidade global seja de 2,2 a 3,8 milhdes de espécies (Hawksworth; Liicking,
2017).

A literatura demonstra que diferentes espécies de fungos compdem a diversidade
da micobiota das abelhas (Daniel et al., 2013; Barbosa et al., 2016, 2017, 2018, 2022;
Souza et al., 2018; Tiago et al., 2022; de Paula et al., 2023). O papel das leveduras é
semelhante as funcdes bacterianas, ou seja, podem secretar enzimas que convertem
substancias de alimentos armazenados e ajudam a preserva-los (Echeverrigaray et
al., 2021). Os fungos filamentosos também estdo envolvidos na sintese de
biomoléculas que ajudam no desenvolvimento das abelhas (Paludo et al., 2019).

Um exemplo da relacdo entre fungos e abelhas sem ferrdo foi relatado por
Menezes et al. (2015). Esses pesquisadores verificaram uma associacdo entre
Monascus sp. e a abelha Scaptotrigona depilis, e evidenciaram que o crescimento do
micélio fungico no alimento fornecido dentro das células da cria desempenham um
papel crucial no desenvolvimento larval dessas abelhas. No estudo realizado por
Paludo et al. (2018) foi demonstrado que o fungo alimento, inicialmente identificado
como Monascus sp., seria Zygosaccharomyces sp., € que 0s precursores de esterois
provenientes dessa levedura sdo essenciais no desenvolvimento das pupas de
abelhas. Na auséncia desse fungo, a sobrevivéncia das larvas cai para apenas 8%,
uma vez que o tecido fungico fornece os ergosterdis necessarios para a pupacao
(Menezes et al. 2015, Paludo et al. 2018). Com o avanc¢o da pesquisa, Paludo et al.
(2019) demonstraram que Candida sp. e Monascus ruber interagem com o “fungo
alimento” (Zygosaccharomyces sp.) por meio da producéo de moléculas que modulam
seu crescimento, mantendo o fungo em niveis benéficos para as larvas. Essas
interacdes, portanto, podem estar envolvidas na sobrevivéncia das abelhas sem

ferrao.
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2.5.1. Leveduras associadas a abelhas nativas

Os ninhos das abelhas possuem uma arquitetura que proporciona um ambiente
propicio para o crescimento de leveduras, pois sdo construidos em troncos ocos de
arvores, criando condi¢cdes umidas e quentes que favorecem o desenvolvimento das
leveduras e outros microrganismos. As altas contagens de leveduras nos substratos
relacionados as abelhas sugerem que os microrganismos sao metabolicamente ativos
e que as enzimas produzidas por eles podem ser fundamentais na transformacéo dos
materiais coletados e levados para dentro dos ninhos, melhorando a qualidade
nutricional (Rosa et al., 2003; Vollet-Neto et al., 2017). Um estudo realizado por
Camargo et al. (1992) com a abelha sem ferrdo Ptilotrigona lurida, relatou que
leveduras do género Candida desenvolvem-se sobre o poélen armazenado e
promovem a desidratacdo do mesmo, sendo um processo importante para evitar a
deterioracd0o e prevenir que outros organismos, tais como as moscas da familia
Phoridae, consumam o pélen e causem danos a coldnia.

Em geral, as leveduras isoladas de amostras de mel de abelhas sem ferrdo
demonstraram alta osmotolerancia (Echeverrigaray et al., 2021). Certas leveduras séo
encontradas em partes de flores e, portanto, sdo recuperadas dos corpos das abelhas
adultas ap6s o forrageamento (Costa Neto; Morais, 2020). Outras sdo isoladas das
células de cria (Paludo et al., 2018) e microhabitats do ninho (Barbosa et al., 2016;
Rosa et al., 2003). Por exemplo, a célula de cria de Scaptotrigona depilis abriga
Zygosaccharomyces sp. que fornece precursores de esterdis necessarios para a
metamorfose desta abelha (Paludo et al. 2018, 2019).

O género Starmerella € amplamente reconhecido como o grupo predominante de
leveduras encontradas em abelhas sem ferréo. Este género possui aproximadamente
50 espécies, sendo a maioria identificadas como associadas a diferentes espécies de
abelhas e seus habitats florais (Daniel et al., 2013; Santos et al., 2018). Estudos
indicam que este género apresenta caracteristicas metabdlicas distintas, como a
preferéncia por frutose (frutofilia) (Goncalves, et al., 2020) e a capacidade de produzir
soforolipidios (glicolipidios surfactantes) (Cadorin et al., 2021; Costa et al., 2021).

Teixeira et al. (2003) descreveram a levedura Starmerella meliponinorum isolada
a partir de adultos, do mel, do pdlen, do propolis e da lixeira de trés espécies de

abelhas (Melipona quadrifasciata, M. rufiventris e Trigona fulviventris), no Brasil e uma
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na Costa Rica. Daniel et al. (2013) também descreveram uma nova espécie de
levedura denominada S. neotropicalis, ao estudarem a diversidade fungica de M.
quinquefasciata no Cerrado de Minas Gerais, no Brasil. Em outro estudo,
Echeverrigaray et al (2021) demonstraram que Starmerella e Zygosaccharomyces
foram os géneros predominantes ao analisar amostras de mel de 17 espécies de
abelhas dos géneros Nannotrigona, Melipona, Plebeia, Scraptotrigona e Tetragonisca
cultivadas no sul do Brasil.

Além de Starmerella e Zygosaccharomyces, outras leveduras também sé&o
relatadas associadas as abelhas sem ferrdo e seus substratos. Barbosa et al. (2016)
estudaram a riqueza de leveduras associadas ao mel das abelhas Melipona
mandacaia, M. asilvai, Patarmona sp. e Scaptotrigona sp. da Caatinga, no Estado de
Pernambuco. Com base nas caracteristicas morfologicas e fisioldgicas, esses autores
encontraram espécies de leveduras pertencentes aos géneros Candida,
Debaryomyces, Dekkera, Pichia e Kloeckera. Outro estudo, mais recente, realizado
por Meireles et al. (2022), relatou a presenca de leveduras no pélen, no mel, no
alimento larval e no cerimen de duas abelhas sem ferrdo amazénicas, que pertenciam
aos géneros: Aureobasidium, Candida, Debaryomyces, Hyphopichia, Hanseniaspora,
Kodamaea, Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula, Trichosporon, Wickerhamiella e
Zygosaccharomyces, revelando uma grande diversidade de leveduras associadas a

abelhas sem ferrdo no Brasil.

2.5.2. Fungos filamentosos associados a abelhas nativas

Fungos filamentosos associados as abelhas sem ferrdo e seus ninhos geralmente
possuem um estilo de vida saprofitico (De Paula et al., 2021). Isso significa que eles
se alimentam de matéria organica em decomposi¢cdo encontrada nos ninhos, como
residuos de pélen, cera e outros detritos. Entretanto, algumas espécies de fungos,
como Aspergillus flavus, também foram relatadas como patdégenos oportunistas de
abelhas (Evison; Jensen, 2018). Além disso, os esporos fungicos também podem ser
utilizados como recurso alimentar por abelhas sem ferrdo (Eltz; Brihl; Gorke, 2002),
embora o valor nutricional desses esporos seja inferior ao do pélen.

Os fungos filamentosos frequentemente associados as abelhas e seus produtos
sdo predominantemente dos géneros Aspergillus, Penicillium, Monascus e
Cladosporium (Rosa et al., 2003; Tiago et al. 2022; Barbosa et al. 2017; 2018). Altas
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contagens desses fungos podem indicar uma introducao recente de esporos pelas
préprias abelhas da colbnia, ou de forma acidental durante as etapas de coleta,
processamento e armazenamento do mel (Snowdon; Cliver, 1996; Snowdon, 1999).

Ao estudarem a ocorréncia de fungos filamentosos na superficie corpérea de
abelhas mortas da espécie Jandaira (Melipona subnitida), do semiarido nordestino,
Ferraz et al. (2006) relataram a ocorréncia de fungos pertencentes aos géneros
Aspergillus, Cladosporium, Curvularia, Monilia, Nigrospora, Penicillium e Trichoderma.
Gois et al. (2010) observaram a presenca dos fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium, além de leveduras e bactérias, ao analisarem amostras de mel de
Melipona scutellaris no Estado da Paraiba.

Barbosa et al. (2018) também relataram espécies de Penicillium e Talaromyces
obtidas de mel, pdlen e interior de ninhos de M. scutellaris. Esses autores verificaram
gue algumas espécies produzem extrolitos bioativos, no entanto, os beneficios de tais
compostos para seus hospedeiros ndo foram determinados.

Espécies pertencentes a outros géneros fungicos também foram relatados por
Barbosa et al. (2017), ao registrarem cinco espécies de Monascus em mel, pélen e
superficie da colmeia de M. scutellaris, e descreverem trés espécies novas para a
ciéncia (Monascus flavipigmentosus, M. mellicola e M. recifensis). Souza et al. (2018)
relataram a ocorréncia de espécies flngicas pertencentes aos géneros Penicillium,
Fusarium, Acremonium e Cladosporium na superficie corporal abelhas sem ferrdo
(Melipona spp.) da regido metropolitana de Manaus.

Embora néo tenha sido relatado nenhum efeito prejudicial desses fungos para a
saude das abelhas nativas sem ferrdo, alguns estudos demonstram que a ocorréncia
de fungos do género Ascosphaera em abelhas Apis mellifera é preocupante, uma vez
gue esses fungos podem colonizar as colmeias e causar uma doenga conhecida como
“cria giz”, que resulta na mumificacdo de larvas e pupas (Evison, 2015; Evison;
Jensen, 2018). Além disso, outras doencas fungicas, como a aspergilose causada por
Aspergillus flavus, A. fumigatus e A. niger, tém sido relatadas em abelhas meliferas
(Foley et al., 2014, Evison; Jensen, 2018).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. OBTENCAO DAS CAIXAS DE CRIACAO

Neste estudo foram utilizadas caixas racionais da Scaptotrigona sp. localizadas no
Sitio Baixio de Italna, no municipio de Caruaru-PE (8°07'15"S 36°06'40"W). A
propriedade esta inserida no Bioma Caatinga, caracterizado por clima e vegetacéo
seca. Proximo ao meliponario observou-se um lago, plantacdo de palma forrageira,
arbustos e arvores tipicas da regido (umbuzeiro, baraina, imburana, algaroba, etc.).
As atividades de coleta foram realizadas com autorizacdo do proprietario e foram
devidamente registradas no SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e Conhecimentos Tradicionais Associados) e no SisBio (Sistema de
Autorizacao e Informacéo em Biodiversidade) sob registro n® AO6CB1C e n® 91260-1,
respectivamente. As coletas foram realizadas com o acompanhamento da Associacao
Pernambucana de Meliponicultores e Apicultores (APIME), que desde 2014 tem
colaborado com pesquisas que buscam conhecer a comunidade de fungos em

substratos relacionados a abelhas nativas no Estado de Pernambuco.

3.2. COLETA E ISOLAMENTO DOS FUNGOS

Amostras de poélen e mel foram coletadas diretamente nos potes de
armazenamento no interior das caixas de criacdo. Os potes selecionados para coleta
deveriam estar fechados para que inicialmente fosse realizado o procedimento de
limpeza externa com o auxilio de agua destilada e &lcool 70%, conforme Gilliam,
Roubik e Lorenz (1990). A amostragem foi realizada da seguinte forma: 3x3x4, sendo
trés caixas de criacdo da espécie de abelha estudada, trés potes de pdlen e de mel
em quatro coletas. ApOs o processo de higienizacdo externa dos potes, as amostras
de pdlen (no minimo 25 g) foram coletadas com auxilio de espétulas esterilizadas; o
mel (no minimo 25 mL), pelo método de sucgdo com seringas descartaveis; e a
superficie do ninho, por meio da fricc¢do do Swab por todo o ninho (Figura 7). As
amostras foram armazenadas em tubos tipo Falcon e mantidas em caixas isotérmicas

até o processamento no laboratorio, realizado em até 24h.
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Figura 7. Coleta das amostras no ninho de Scaptotrigona sp. A) Coleta do pélen, com o auxilio de
uma espatula. B) Coleta do mel, pelo método de sucgdo com seringa descartavel. C) Coleta na
superficie do ninho, por meio da friccdo do Swab.

Fonte: A autora (2024).

O isolamento dos fungos foi realizado seguindo as recomendacdes utilizadas por
Barbosa et al. (2017b). Para o mel e pdlen, 25 g de cada amostra foram pesadas e
suspendidas em 225 mL de agua peptonada (0,1%) esterilizada e em seguida
submetidas a agitacdo durante cinco minutos. Apés agitacdo, foram feitas diluices
de 1:100 e 1:1000 utilizando agua peptonada (0,1%) esterilizada. A partir das
diluicdes, 0,1 mL de cada uma delas foi semeado em meio de Dichloran 18% Glicerol
Agar (DG18) e Extrato de Malte Agar (MEA) acrescido de cloranfenicol. Os swabs,
que foram friccionados por toda superficie de cada colmeia, foram transferidos para
novos tubos contendo 10 mL de agua peptonada (0,1%) esterilizada e agitados em
Vortex durante um minuto para liberacdo dos esporos fungicos. Posteriormente, 0,1
mL da suspensao foi semeada nos meios DG18 e MEA. As placas de Petri foram
incubadas a temperatura de 25 °C +1 °C em estufa do tipo Demanda Bioquimica de
Oxigénio (BOD) durante um periodo de 7 a 14 dias, e todo experimento foi realizado

em triplicata.

3.3. PURIFICACAO E CRIOPRESERVACAO DOS ISOLADOS FUNGICOS

Para purificagéo, os fungos isolados foram transferidos para tubos de ensaio e/ou
placas de Petri contendo o meio MEA e incubados a temperatura de 25 °C + 1 °C em
estufa do tipo BOD durante 7 a 14 dias. Para a criopreservacao, a biomassa fungica
foi transferida para microtubos com tampas rosqueaveis de 1,5 mL contendo 1 mL de
solucéo criopreservante (0,5 mL de solucéo fisiolégica + 0,5 mL de solucéo glicerol
60%), e armazenada no freezer a -12 °C. Os isolados fungicos estéo criopreservados

na colecdo de trabalho “Fungal Work Collection: Fungos Fitopatogénicos e
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Biocontroladores (FIBIO)”, no Laboratério de Fungos Fitopatogénicos e
Biocontroladores, e na Micoteca URM, ambos no Departamento de Micologia, Centro

de Biociéncias, Universidade Federal de Pernambuco.

3.4. IDENTIFICACAO MORFOLOGICA

Para identificacdo morfolégica, foram observadas as caracteristicas
macroscopicas das coldnias (cor, aspecto, consisténcia, presenca de pigmento, etc.),
caracteristicas microscopicas (morfologia de estruturas somaticas e reprodutivas),
fisiologicas e bioquimicas utilizando-se metodologia e literatura especificas (como
exemplo: Barnett et al., 2003; Samson et al. 2010; Kurtzman, Fell, Boekhout, 2011,
Barbosa et al., 2017b, 2018). Foi realizada uma triagem morfoldgica para selecionar

os morfotipos de interesse para posterior analise molecular.

3.5. IDENTIFICACAO MOLECULAR

3.5.1. Extracdo do DNA gendmico, amplificagdo e sequenciamento de

fragmentos do DNA

A biomassa dos fungos foi obtida a partir de culturas crescidas em MEA
contidos em placas de Petri, mantidas a 25 °C por até sete dias. Para extracdo do
DNA gendmico foi utilizado o Kit de purificacdo de DNA gendmico da Promega®
(Wizard Genomic DNA Purification Kit) conforme metodologia proposta pelo
fabricante. Para os fungos filamentosos as regidoes ITS1 e ITS2 foram amplificadas
utilizando os primers V9G e LS266 (Masclaux et al., 1995). Para as leveduras, 0s
dominios D1/D2 do gene 26S do rDNA foram amplificados usando os primers LR5 e
LROR (Vilgalys & Hester 1990). Outros loci do DNA, tais como p-tubulina,
Calmodulina, RPB2 e tefl foram utilizados de acordo com a prévia andlise realizada
com as sequéncias das regides ITS e LSU, utilizando as recomendacdes descritas em
Samson et al. (2010). Os produtos da amplificagdo foram purificados utilizando um
mix das enzimas Exonuclease | e Fosfatase Alcalina contidas no kit Exo+SAP DPK-
100 (Cellco), seguindo as recomendacbes do fabricante, e posteriormente
encaminhados para sequenciamento na Plataforma Multiusuaria de Sequenciamento

e Expressdo Génica do Centro de Biociéncias da UFPE.
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3.5.2. Alinhamento das sequéncias e analise filogenética

Os cromatogramas foram analisados e editados utilizando o programa BioEdit
Sequence Alignment Editor v. 7.2. Ap6s a edicdo, todas as sequéncias foram
utilizadas para busca das mais similares depositadas no GenBank, utilizando a
ferramenta BLASTn. As sequéncias experimentais foram selecionadas com base em
artigos recentes de taxonomia. Em seguida, as sequéncias experimentais foram entéo
alinhadas em conjunto com as recuperadas da base de dados utilizando o programa
MAFFT v.7 (Yamada; Tomii; Katoh, 2016) e corrigidas manualmente utilizando o
BioEdit. As arvores filogenéticas foram construidas por meio do método de maxima
verossimilhanca (ML) utilizando RAXML-HPC v. 8.2.12 (Stamatakis 2016) em
BlackBox com 1000 reamostragens de bootstrap, por meio do CIPRES science
gateway (http://www.phylo.org/) (Miller et al., 2010). O modelo de substituicdo
nucleotidica foi obtido usando o jModelTest2 2.1.6 (Darriba & Posada, 2014) no
XSEDE via CIPRES. A analise de inferéncia bayesiana (BI) foi realizada no MrBayes
3.2.7a XSEDE via CIPRES. Nas andlises bayesianas, a cada 1.000 gera¢cfes foram
amostradas, e os primeiros 25% das amostras foram descartados.

3.6. ANALISE DOS INDICES DE DIVERSIDADE

As comunidades dos fungos foram avaliadas em termos quantitativos e qualitativos
a partir de dados populacionais (frequéncia de ocorréncia, abundancia relativa) e sua
estruturacdo, analisada por meio de indices ecolbgicos (riqueza e diversidade). A
frequéncia de ocorréncia das espécies foi estimada segundo a equacao: Fi = Ji/k, onde
Fi = frequéncia de ocorréncia da espécie i, Ji = nUmero de amostras nas quais a
espécie i ocorreu, K = numero total de amostras. A abundéancia relativa de cada
espécie foi calculada aplicando-se a férmula: Di = (Ni/N) x 100, onde Di = abundancia
da espécie i; Ni = numero de UFC da espécie i; N = nimero total de UFC. De acordo
com esta formula, as abundancias relativas das espécies foram classificadas como: <
0,5% =raras, 20,5 <1,5% = ocasionais, 2 1,5 < 3,0% = comuns, = 3,0% = abundantes.
Para o célculo da diversidade foi utilizado o indice de diversidade de Shannon-Wiener
na base logaritmica 2: H' = X (pi) x (log2pi), onde pi = abundancia relativa de cada
espécie (Shannon; Weaver, 1949). Os diagramas aluviais foram gerados usando o

RAWGraphs (https://app.rawgraphs.io/). O diagrama de Venn foi construido usando o

InteractiVenn (http://www.interactivenn.net/) (Herbele et al., 2015).
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3.7. DEPOSITO DOS FUNGOS NA MICOTECA URM E NO HERBARIO URM

Alguns isolados foram depositados na Colecdo de Culturas URM. Foram
seguidos os protocolos estabelecidos pela colecédo para cada grupo de fungo a ser
depositado, 0 mesmo se aplica para as laminas permanentes e fotografias das
estruturas dos isolados no Herbario URM (Herbario Pe. Camille Torrand -

http://inct.florabrasil.net/herbario-urm/).

3.8. DEPOSITO DAS SEQUENCIAS NO NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION

As sequéncias e anotacOes relacionadas, utilizadas para a identificacdo dos
fungos, foram depositadas no NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). O voucher
recebido para cada sequéncia depositada foi associado as informacfes de depdsito
da Micoteca, permitindo que o0s usuarios realizem consultas nestas plataformas a fim

de levantar dados para analises futuras da diversidade genética de fungos tropicais.


http://inct.florabrasil.net/herbario-urm/
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 336 isolados fungicos foram obtidos do mel, do pdélen e da superficie
da colmeia de Scaptotrigona sp., sendo 143 leveduras e 193 fungos filamentosos. Os
isolados foram agrupados morfologicamente por caracteristicas macroscopicas e
microscopicas confirmadas por microcultivos em laminas e/ou analises filogenéticas.
A grande maioria dos taxons identificados pertence ao filo Ascomycota, que
representa o grupo mais expressivo em diversidade dentro do reino Fungi.

As leveduras identificadas pertencem a 14 géneros, distribuidos entre os filos
Ascomycota (109 isolados) e Basidiomycota (34 isolados) (Figura 8). Os subfilos mais
predominantes foram Saccharomycotina, dentro de Ascomycota, e Agaricomycotina,

no filo Basidiomycota.

Figura 8. Diagrama aluvial ilustrando a classificagéo taxondmica das leveduras isoladas neste estudo.
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Wickerhamiella

Saccharomycotina

Starmerella

Fonte: A autora (2024).

Segundo Blackwell (2017), as leveduras associadas aos insetos incluem

Ascomycota (Saccharomycotina, Pezizomycotina) e alguns Basidiomycota. Ainda
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segundo essa autora, 0s insetos ndo possuem a capacidade de sintetizar esterois,
varias vitaminas e enzimas essenciais para a degradacao dos materiais presentes na
parede celular das plantas, por isso, muitos insetos contam com a assisténcia de
microrganismos, incluindo fungos, para atingirem o sucesso em seu ciclo de vida.

Saccharomycotina é conhecido como o grupo das leveduras, por reproduzir-se
assexuadamente por gemulacao e ndo produzir ascocarpos, e engloba as principais
espécies isoladas de abelhas sem ferrdo (ex. Starmerella). Alguns representantes do
subfilo Pezizomycotina apresentam crescimento semelhante as leveduras ou séo
dimérficos, mudando entre brotamento e crescimento de hifas, dependendo das
condicbes ambientais. Essas alteragcdes ocorrem quando certos fungos dimorficos
assumem a morfologia de levedura em associacdo com um inseto hospedeiro
(Blackwell, 2017). Muitas espécies de Basidiomycota também apresentam
dimorfismo, alternando entre estagios de levedura e hifas ao longo de seu ciclo de
vida (Bandoni, 1995). As leveduras sdo encontradas nos trés subfilos de
Basidiomycota (Boekhout et al., 2011). Cryptococcus (Agaricomycotina), Rhodotorula
(Pucciniomycotina) e Pseudozyma (Ustilaginomycotina) sdo exemplos de leveduras
relatadas em abelhas sem ferrdo (Rosa et al., 2003).

Em relacéo aos fungos filamentosos, os 193 isolados foram identificados entre 32
géneros (Figura 9). A maioria dos isolados pertence ao filo Ascomycota, sendo todos
pertencentes a Pezizomycotina, com Eurotiales sendo o grupo com maior nimero de
representantes.

O estudo de Wynns (2015) evidencia que a presenca de estruturas de frutificacéo
altamente reduzidas em Pezizomicotina indica que alguns géneros de fungos
evoluiram de maneira convergente com insetos, notavelmente Ascosphaera, Bettsia
e Eremascus, especializados em abelhas meliferas e solitarias. Embora esses fungos
nao tenham sido registrados em abelhas sem ferrdo, esse dado € significativo no
contexto geral sobre associagdes de fungos e abelhas.

Ainda sobre os fungos filamentosos, apenas trés isolados pertencem ao filo
Basidiomycota e subfilo Agaricomycotina (Odontoefibula orientalis, Phanerochaete sp.
e Xeromphalina sp.), e séo registrados pela primeira vez em ninhos de abelhas sem
ferrdo. Este subfilo contém a maioria das espécies descritas de basidiomicetos,
incluindo cogumelos que atuam como saprobios ou estabelecem simbiose micorrizica
com plantas, até fungos gelatinosos e uma ampla diversidade de leveduras (Hibbett,
2006).
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Figura 9. Diagrama aluvial ilustrando a classificagcéo taxondmica dos fungos filamentosos isolados
neste estudo

wene
Anthracina
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Austropleospora B
Brevistachys B

Filo Subfilo

Pezizomycotina

Fonte: A autora (2024).

Os dados de frequéncia absoluta e relativa dos fungos isolados estéo
apresentados na Tabela 1. Foram registradas 85 espécies, sendo classificadas como
abundantes (7), comuns (8), ocasionais (20) e raras (50) de acordo com a frequéncia
relativa. O padrdo de frequéncia observado € tipico de comunidades em que as
espécies dominantes no substrato sdo mais competitivas, resultando na presenca de
muitas espécies raras. Esse resultado corrobora a ideia de que as comunidades
frequentemente contém algumas espécies abundantes e muitas espécies raras,

conforme mencionado por Odum (1969) e Magurran (1988).

Tabela 1. Espécies de fungos isolados do mel, pdlen e superficie do ninho (swab) de Scaptotrigona

sp. Frequéncia absoluta (fa), frequéncia relativa (fr%) e classificac@o da frequéncia das espécies

identificadas.
ESPECIE cODIGO MEL POLEN SWAB FA FR% CLASS.
Anthracina sp. nov. FIBIO 010-E4 0 0 1 1 0,3 R

Arcopilus globulus FIBIO 009-H4 0 1 0 1 0,3 R



Aspergillus aculeatus
Aspergillus flavus
Aspergillus brunneoviolaceus
Aspergillus chevalieri
Aspergillus gracilis
Aspergillus keveii
Aspergillus nidulans
Aspergillus micronesiensis
Aspergillus penicillioides
Aspergillus petersonii
Aspergillus subversicolor
Aspergillus sydowii
Aspergillus sp. nov. 1
Aspergillus sp. nov. 2
Aspergillus sp. nov. 3
Aspergillus sp. nov. 4
Austropleospora sp.
Brevistachys sp.
Bulbithecium sp.
Cercophora sp.
Cladosporium sphaerospermum
Cladosporium tenuissimum
Cladosporium harfordiae
Cladosporium sp. nov. 1
Diaporthe sp.

Knufia sp. nov.

Microascus croci

FIBIO 009-F9

FIBIO 010-E2

FIBIO 010-E8

FIBIO 009-A8

URM 8723

FIBIO 009-B6

FIBIO 008-F5

URM 8767

FIBIO 010-H2

FIBIO 010-F1

FIBIO 007-F10

FIBIO 007-C3

FIBIO 007-H5

FIBIO 008-B8

FIBIO 010-H9

FIBIO 010-11

FIBIO 008-B4

FIBIO 010-D4

FIBIO 009-15

FIBIO 010-C3

FIBIO 009-A9

FIBIO 008-G4

FIBIO 007-C10

FIBIO 010-E1

FIBIO 010-E6

FIBIO 010-C2

FIBIO 010-E3

0,3

0,3

0,9

0,9

0,9

0,3

0,3

0,3

3,0

0,9

21

1,2

0,3

0,3

0,3

0,3

0,3

0,3

0,3

0,3

0,6

0,9

0,6

2,4

0,3

0,6

0,3
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Microascus sp.
Monascus mellicola
Monascus pilosus
Monascus sp. nov.
Odontoefibula orientalis
Paecilomyces formosus
Penicillium austrosinicum
Penicillium brasilianum
Penicillium chermesinum
Penicillium allii-sativi
Penicillium citrinum
Penicillium copticola
Penicillium steckii
Penicillium sp. nov. 1
Penicillium sp. nov. 2
Penicillium sp. nov. 3
Penicillium oxalicum
Paracamarosporium sp.
Periconia sp.
Phaeosphaeria sp.
Phanerochaete sp.
Preussia sp.
Purpureocillium sp.
Sarocladium sp.

Scaptona ramosa gen. nov. et
Sp. Nov.

Scytalidium sp.

FIBIO 008-J7

FIBIO 008-H3

FIBIO 009-B8

FIBIO 010-B4

FIBIO 009-B3

FIBIO 007-D4

FIBIO 010-G10

FIBIO 010-14

FIBIO 010-H4

FIBIO 007-H6

FIBIO 009-G8

URM 8766

FIBIO 007-H10

FIBIO 010-A7

FIBIO 010-D5

FIBIO 010-H3

FIBIO 010-J7

FIBIO 008-H4

FIBIO 010-C1

FIBIO 010-E7

FIBIO 010-B7

FIBIO 009-H5

FIBIO 008-A8

FIBIO 010-12

URM 8721

FIBIO 010-16

0,3

6,5

0,3

0,9

0,3

0,3

0,3

0,3

0,6

1.8

6,3

0,6

1,2

0,3

0,3

0,3

0,3

0,6

0,3

0,3

0,3

0,3

0,3

0,3

0,6

0,3
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Spegazzinia sp.
Talaromyces rubrifaciens
Talaromyces scorteus
Talaromyces sp. nov. 1
Tetraploa sp.
Tolypocladium sp.
Toxicocladosporium sp.
Xerochrysium xerophilum
Xeromphalina sp.
Zasmidium sp.
Cystobasidium sp.
Debaryomyces sp.
Gjaerumia sp.

Hortaea werneckii
Moniliella sp. nov. 1
Moniliella sp. nov. 2
Moniliella sp. nov. 3
Pseudozyma aphidis
Pseudozyma hubeiensis

Rhodosporidiobolus
poonsookiae

Sporobolomyces bannaensis

Sporobolomyces sucorum
Starmerella apicola
Starmerella etchellsii
Starmerella sp. nov.

Torula sp.

FIBIO 009-H10

FIBIO 010-H5

FIBIO 007-C8

FIBIO 010-J1

FIBIO 009-H6

FIBIO 010-J8

FIBIO 008-J6

FIBIO 010-J9

FIBIO 007-F5

FIBIO 009-E1

FIBIO 009-G4

FIBIO 007-B7

FIBIO 010-13

FIBIO 008-D2

FIBIO 007-G4

FIBIO 008-D3

FIBIO 010-G7

FIBIO 007-J6

FIBIO 009-E4

FIBIO 010-J2

FIBIO 010-H6

FIBIO 010-H7

FIBIO 007-Al

FIBIO 007-B1

FIBIO 007-D8

FIBIO 008-A6

0,3

0,3

10,1

0,3

0,3

0,3

0,6

0,6

0,3

0,3

0,3

0,3

0,3

15

2,7

2,1

0,9

0,9

0,3

0,3

0,3

0,3

12,5

54

2,1

0,3
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Trichomonascus ciferrii

Wickerhamiella versatilis

Zygoascus sp. nov.

Zygosaccharomyces sp.

TOTAL

nov.

FIBIO 007-A6 0 0
FIBIO 009-A5 10 7
FIBIO 009-A2 0 0
FIBIO 009-C5 1 0

69 68

199

336

0,6

9,8

15

0,3
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Fonte: A autora (2024).

Uma maior densidade, dada pela contagem do numero de individuos, foi

encontrada na superficie do ninho (199 isolados, 88 leveduras e 111 filamentosos),

seguido pelo mel (69 isolados, 27 leveduras e 42 filamentosos) e, por ultimo, o pélen

(68 isolados, 28 leveduras e 40 filamentosos) (Tabela 1). A Figura 10 exibe um

diagrama de Venn que ilustra os géneros de fungos exclusivos e compartilhados entre

oS trés substratos.

Figura 10. Diagrama de Venn mostrando os géneros de fungos exclusivos e compartilhados entre o
mel, pélen e superficie do ninho de Scaptotrigona sp.
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Fonte: A autora (2024).
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Os fungos podem ser introduzidos nos ninhos de diferentes formas, incluindo a
entrada por meio de correntes de ar, da agua, pelas abelhas durante o forrageamento
e até mesmo pelo homem ao manipular as colmeias. Essa variedade de fontes pode
explicar a presenca desses organismos apenas em um dos substratos e em
quantidades reduzidas. Aspergillus, Cladosporium, Monascus, Penicillium,
Starmerella e Wickerhamiella foram os géneros fungicos compartilhados entre os trés
substratos analisados e sdo comumente isolados de diferentes espécies de abelhas
sem ferrdo e seus substratos (Echeverrigaray et al. 2021; Tiago et al. 2022; Santos et
al. 2023). Enquanto que a maioria dos fungos que estéo presentes em apenas um dos
microhabitats representam o primeiro registro em substratos relacionados as abelhas
nativas.

Os indices ecoldgicos calculados revelaram que os valores de diversidade (H') séo
semelhantes entre os substratos analisados (Tabela 2). A partir desses valores,
podemos dizer que ha uma distribuicdo equitativa de abundancia entre as espécies
presentes nos substratos.

Tabela 2. Densidade e Diversidade de Shannon-Wiener (H’) dos fungos isolados por substrato (mel,

polen e superficie do ninho de Scaptotrigona sp.).

Substratos Mel Pélen Superficie do ninho
Densidade 69 68 199
Diversidade 3,26 3,25 3,16

Fonte: A autora (2024).

A falta de estudos abrangentes sobre a diversidade de fungos em substratos
relacionados as abelhas nativas dificulta a viabilidade de desenvolver uma
argumentacao comparativa aprofundada. Diante dessa limitag&o, este estudo foca na
compreensao da ocorréncia dos principais grupos de fungos isolados e na
identificacdo de espécies fungicas. Essa estratégia visa contribuir para o
preenchimento das lacunas de conhecimento existentes e proporcionar uma
compreensao mais abrangente da micobiota relacionada as abelhas nativas,
promovendo avancos significativos na compreensdo da ecologia desses

ecossistemas especificos.
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Os 143 isolados de leveduras corresponderam a 21 espécies identificadas,
sendo 13 atribuidas ao filo Basidiomycota e oito a Ascomycota. Dentre elas, seis
espécies ndo agruparam nos clados de espécies descritas, entdo acredita-se que
sejam novas espécies e serdo publicadas posteriormente.

A analise da sequéncia de nucleotideos dos dominios D1/D2 da subunidade
maior (26S) do gene do rDNA foi utilizada para diferenciar a maioria das espécies de
leveduras. Essa regido possui cerca de 600 nucleotideos e foi utilizada por Kurtzman
e Robnett (1998), e por Fell et al. (2000), para criar um banco de dados universal de
sequéncias para a identificacdo de leveduras de ascomicetos e basidiomicetos. A
Figura 11 apresenta a reconstrucéo filogenética global com a regido LSU para as
leveduras, pois esse é o barcorde comum para todos nesse grupo de isolados. Na
Figura 12 pode-se observar culturas de algumas espécies identificadas no presente

estudo.

Figura 11. Agrupamento dos isolados por género usando andlise de maxima verossimilhanga (ML)
para o dominio D1/D2 do gene 26S do rDNA de leveduras isoladas a partir de amostras de mel, pélen
e da superficie de ninhos de Scaptotrigona sp. Valores de suporte (>70%) séo indicados nos nds.
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Fonte: A autora (2024).
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Figura 12. Colbnias de algumas espécies de leveduras obtidas em substratos relacionados a abelha

Scaptotrigona sp. Cultivos em meio Agar Sabouraud por 14 dias a 25 °C (da esquerda para a direita):

Starmerella apicola, Trichomonascus ciferrii, Wickerhamiella versatilis e Zygoascus sp. nov.

Fonte: A autora (2024).

Neste estudo, o género Starmerella apresentou maior ocorréncia e esteve
presente nos trés substratos. Das trés espécies isoladas, uma apresentou caracteres
moleculares distintos das outras espécies que tinham descri¢cdo taxonémica vélida e
foi considerada como possivel nova espécie, filogeneticamente posicionada préximo
a Starmerella apicola (Figura 13). Dentre elas, Starmerella apicola apresentou a maior
frequéncia relativa (12,5 %), seguida de Starmerella etchellsii (5,4 %) e Starmerella
sp. nov. (2,1 %).

As leveduras deste género estdo frequentemente associadas a abelhas e
outros Hymenoptera, assim como a substratos com elevada concentracéo de acucar
(Rosa et al.,, 2003). Starmerella bombicola, por exemplo, foi documentada em
associacdo com Apis florea, bem como com plantas durante o periodo de floragéo e
insetos polinizadores (Brysch-Herzberg, 2004; Golonka, 2002; Rosa; Lachance, 1998;
Rosa et al., 2003). Outra espécie, S. meliponinorum, foi isolada em meliponineos
tropicais em diferentes paises (Lachance, 2011).

Nas abelhas sem ferrdo, S. etchellsii e S. apicola foram observadas em
substratos associados a Tetragonisca angustula e Melipona quadrifasciata,
respectivamente (Rosa et al., 2003). Além disso, Teixeira et al. (2003) identificaram a
levedura S. meliponinorum, isolada de adultos, mel, pélen, propolis e lixeira de trés
espécies de abelhas (Melipona quadrifasciata, M. rufiventris e Trigona fulviventris).
Daniel et al. (2013) descreveram uma nova especie de levedura, denominada S.
neotropicalis, ao investigar a diversidade fungica em M. quinquefasciata no Cerrado
de Minas Gerais, Brasil. Em um estudo adicional, Echeverrigaray et al. (2021)

destacaram que, ao analisar amostras de mel de 17 espécies de abelhas dos géneros
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Nannotrigona, Melipona, Plebeia, Scaptotrigona e Tetragonisca cultivadas no sul do

Brasil, Starmerella foi um dos géneros predominantes.

Figura 13. Arvore de méaxima verossimilhanca (ML) baseada em dados de sequéncias 26S de
Starmerella. Os isolados obtidos neste estudo estdo em negrito. Zygoascus hellenicus CBS 5839 foi
escolhido como grupo externo. Valores de suporte (>70%) séo indicados nos nés.

Starmerella bombicola CBS 6009 (KY109781)
l E Starmerella caucasica CBS 12650 (KY109783)

Starmerella kuoi NRRL Y-27208 (NG073590)

) Starmerella bacillaris CBS 843 (HE657235)
ﬂi——%rmereﬂa stellata CBS 157 (NG060828)
Starmerella davenportii NCYC D3211 (AJ310447)

—— Starmerella khaoyaiensis CBS 10839 (NG060812)
— —— Starmerella floris CBS 10593 (KY106449)
Starmerella etchellsii CBS 1750 (KY106442)
Starmerella etchellsii CBS1751 (KY106437)
| 99| Starmerella etchellsii FIBIO 009-C8
Starmerella etchellsii FIBIO 007-A1l
Starmerella etchellsii FIBIO 007-A8
Starmerella etchellsii CBS 2854 (KY106440)
Starmerella etchellsii CBS 2853 (KY106439)
Starmerella camargoi UFMG-CM-Y595 (KR232373)
i Starmerella roubikii UW0O01-191.1 (AY257050)
| _|——Starmerella meliponinorum CBS 9117 (KY109785)
L—— Starmerella cellae CBS 10086 (KY106391)
og| Starmerella sp. nov. FIBIO 007-D8
Starmerella sp. nov. FIBIO 007-A5
80 'l Starmerella apicola CB 245]1 (OP215200)
Starmerella apicola CBS 8413 (KY106299)
Starmerella apicola FIBIO 007-B1
\\ Starmerella apicola FIBIO 007-A2
96 Starmerella apicola LM005 (AB617906)
Starmerella apicola FIBIO 009-14
Starmerella apicola 79CNPUV02 (KJ173773)
i Starmerella apicola NRRL Y-2481 (NG075433)
\— Starmerella neotropicalis UFMG-PST-09 (KC776265)
EL— Starmerella cerana HSB-15 (OR475317)
Starmerella vitae UWOPS 00-107.2 (KX418642)
100] Starmerella bombi CBS 9668 (KY106367)
% Starmerella bombi CBS 9662 (KY106368)
Starmerella aceti CBS 13086 (NG075186)
Starmerella jinningensis CBS 11864 (NG058408)
Starmerella scarabaei NYNU 15821 (NG079506)
Starmerella anomalae NYNU 157145 (KU128732)
Starmerella asiatica NYNU 15782 (KU128728)
Starmerella henanensis NYNU 15766 (KU128730)

_{— Starmerella lactis-condensi CBS 52 (NG060813)
Starmerella riodocensis CBS 10087 (NG060377)

\— Starmerella batistae CBS 8550 (NG060801)
\— Starmerella orientales SAM09 (KM269180)
By 100] Starmerella powellii UWO(PS)99-325 (AF251554)
I— Starmerella ilheusensis UFMG-CM-Y596 (KR232374)
Starmerella floricola CBS 7289 (KY106448)
Zygoascus hellenicus CBS 5839 (AY447007)

8

0.2

Fonte: A autora (2024).
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Wickerhamiella, representado apenas pela levedura W. versatilis (9,8 %)
(Figura 14), foi o segundo género e espécie mais frequentes entre as leveduras
identificadas neste estudo. Embora algumas espécies desse género apresentem
ampla distribuicdo geografica, a maioria é restrita, com prevaléncia nos Neotrépicos e
na Asia (de Vega et al., 2017; Lachance; Kurtzman, 2011). As espécies de
Wickerhamiella sdo nutricionalmente especializadas e frequentemente isoladas de
flores, frutos, folhas e insetos associados (Lachance; Kurtzman, 2011).
Wickerhamiella versatilis foi identificada em abelhas adultas e propolis de
Frieseomelitta varia (Rosa et al., 2003) e em amostras de mel de Plebeia nigriceps

(Echeverrigaray et al., 2021).

Figura 14. Arvore de méaxima verossimilhanca (ML) baseada em dados de sequéncias 26S de
Wickerhamiella. Os isolados obtidos neste estudo estdo em negrito. Yamadazyma tumulicola CBS
10917 foi escolhida como grupo externo. Valores de suporte (>70%) séo indicados nos nés.

0.07 Wickerhamiella versatilis IFO 10056 (NG_055172)

Wickerhamiella versatilis CBS1752 (KY106869)
100

Wickerhamiella versatilis (AB196212)

Wickerhamiella versatilis FIBIO 010-A2
Wickerhamiella versatilis FIBIO 009-A5
95

Wickerhamiella versatilis FIBIO 010-1I5

Wickerhamiella versatilis FIBIO 007-18

Wickerhamiella versatilis NRRLY-6652 (DQ438242)

—  Wickerhamiella bombiphila CBS9712 (KY106369)

100

Wickerhamiella domercgiae NRRLY-6692 (NG055328)
Wickerhamiella osmotolerans DMKUVGT1-14 (MN194615)
98\ Wickerhamielia infanticola CBS 7922 (NG_058278)

% Wickerhamiella tropicalis DMKUVGT1-19 (MN218416)

Wickerhamiella sorbophila CBS 6739 (KY106773)
90

Wickerhamiella sorbophila NRRLY-7921 (NG055325)

A{ Wickerhamiella siamensis CBS 13331 (KY110064)
97

Wickerhamiella siamensis CBS 13331 (NG058438)

Yamadazyma tumulicola CBS 10917 (NG058442)

Fonte: A autora (2024).
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Moniliella inclui os fungos conhecidos por leveduras negras, pertencentes ao
filo Basidiomycota, e também foi um género bastante representativo neste estudo. As
trés espécies pertencentes a este género foram classificadas como comuns ou
ocasionais. A partir das analises moleculares, elas foram consideradas provaveis
novas espécies (Figura 15) e serdo descritas posteriormente. Leveduras deste género
sdo comumente isoladas de plantas (Thanh; Hien, 2019) e estdo entre 0s raros
membros de Basidiomycota que demonstram xerofilia e atividade de fermentacéo (de
Hoog; Smith; Rosa, 2011). Este género foi observado na superficie corporal das
abelhas Melipona spp. da regido metropolitana de Manaus (Souza et al., 2018) e a
espécie Moniliella suaveolens foi relatada em mel de Plebeia saiqui (Echeverrigaray
et al., 2021).

Figura 15. Arvore de maxima verossimilhanca (ML) baseada em dados de sequéncias 26S de
Moniliella. Os isolados obtidos neste estudo estdo em negrito. Tilletiaria anomala CBS foi escolhida
como grupo externo. Valores de suporte (>70%) séo indicados nos nos.
Moniliella sp. nov. 3 FIBIO 009-J10
0.09 4| Moniliella sp. nov. 3 FIBIO 010-F6
Moniliella sp. nov. 3 FIBIO 010-G7
Moniliella sp. nov. 2 FIBIO 010-G5
91| Moniliella sp. nov. 2 FIBIO 010-D1
Moniliella sp. nov. 2 FIBIO 008-D3
6 Moniliefla pollinis CBS 46167 (MH870735)
100 L Moniliella megachiliensis CBS 19092 (MH874017)

Moniliella floricola TBY 301T (MH269704)

Moniliella carnis CBS 126447 (MH875575)

95 Monilielia spathulata CBS 24179 (MH872972)

Moniliella dehoogii CBS 126564 (MH875614)
Moniliella sojae CBS 126448 (NG228756)

Moniliella pyrgileucina PYCC 6800 (NG228744)

|

Moniliella pyrgileucina PYCC 6800 (KT767190)

g Moniliella sp. nov. 1 FIBIO 009-A10

Moniliella sp. nov. 1 FIBIO 007-G4

Moniliella acetoabutans CBS 16966 (EU252153)

Moniliella nigrescens CBS 26981 (AF335527)

L Moniliella byzovii CBS 12757 (NG060289)

Tilletiaria anomala CBS 43672 (NG057731)

Fonte: A autora (2024).
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Hortaea werneckii (1,5 %) foi classificada como comum e esteve restrita a
superficie do ninho. Esta levedura € o agente causador da tinea nigra humana, uma
dermatofitose superficial caracterizada por manchas marrons ou negras, geralmente
nas palmas das maos (de Hoog e Guého, 1998; Géttlich et al., 1995). E comumente
encontrada em ambientes aquaticos hipersalinos e destaca-se como um dos
organismos eucarioticos mais halotolerantes (Gostincar et al., 2011). Este é o primeiro
registro dessa espécie em ninhos de abelha sem ferréo.

O género Pseudozyma foi representado por duas espécies, ambas isoladas do
polen. Pseudozyma aphidis (0,9 %) foi classificada como uma espécie ocasional e
este é o primeiro registro em substratos de abelha sem ferrdo. Neste estudo,
Pseudozyma hubeiensis (0,3 %) foi uma espécie rara, no entanto, mostrou-se
abundante e esteve presente no mel, poélen e superficie do ninho de Melipona
scutellaris no trabalho realizado por Barbosa (2018).

Neste estudo, foi obtido apenas um representante de Zygosaccharomyces. No
entanto, espécies desse género foram registrados em varias abelhas sem ferrdo
(Scaptotrigona bipunctata, S. postica, S. tubiba, Tetragona clavipes, Melipona
quadrifasciata, M. fasciculata, M. bicolor e Partamona helleri) (de Paula et al., 2023).
Menezes et al. (2015) relataram que essa levedura se desenvolve dentro das células
da cria da Scaptotrigona depilis, desempenhando um papel crucial no processo de
metamorfose larval. Essas leveduras apresentam a formacdo de pseudohifas e
acumulam ergosterol em seu citoplasma, servindo como fonte alimentar essencial
para as larvas (Menezes et al., 2015; Paludo et al. 2018; de Paula et al., 2023). A
levedura obtida exibiu caracteristicas moleculares distintas em comparacdo com
outras espécies e foi considerada como uma novidade taxondmica (Figura 16) e sera

descrita posteriormente.
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Figura 16. Arvore de méaxima verossimilhanca (ML) baseada em dados de sequéncias 26S de
Zygosaccharomyces. O isolado obtido neste estudo esta em negrito. Zygotorulaspora mrakii CBS 4218
foi escolhido como grupo externo. Valores de suporte (>70%) sao indicados nos nés.

~ Zygosaccharomyces machadoi CBS 10264 (AF432228)

100 Zygosaccharomyces seidefii CBS 16021 (MK393753)

78 Zygosaccharomyces gambellarensis CBS 12191 (IN874489)

- Zygosaccharomyces favi Y01994 (IF830782)

Zygosaccharomyces rouxii CBS 732 (KY110273)
Zygosaccharomyces mellis CBS 736 (U72164)
100
57 Zygosaccharomyces siamensis CBS 12273 (AB565756)

89 L Zygosaccharomyces sapae CBS 12607 (AJ966342)

L Zygosaccharomyces sp. nov. FIBIO 009-C5

Zygosaccharomyces bailii CBS 680 (KY110234)

100

54 Zygosaccharomyces parabailii CBS 12809 (JX458113)

Zygosaccharomyces pseudobailii CBS 2856 (1X458128)

Zygasaccharomyces bisporus CBS 702 (NG_058447)

{ Zygosaccharomyces kombuchaensis CBS 8849 (KY110245)

Zygosaccharomyces lentus CBS 8574 (AF339888)

Zygotorulaspora mrakii CBS 4218 (KY110301)

Fonte: A autora (2024).

O género Zygoascus foi representado por uma Unica espécie, isolada da
superficie do ninho, sendo considerada como uma possivel nova espécie. Este € o
primeiro registro desse género em abelhas sem ferréo. Outros géneros de leveduras
se apresentaram com baixa frequéncia e foram classificados como espécies
ocasionais ou raras: Cystobasidium (1), Debaryomyces (1), Gjaerumia (1),
Rhodosporidiobolus (1), Sporobolomyces (2), Torula (1), Trichomonascus (2). Dentre
eles, apenas Gjaerumia, Cystobasidium e Debaryomyces foram relatados em
ambientes associados a abelhas sem ferrdo. Gjaerumia foi relatado por Santos (2019)
no mel, pélen e superficie do ninho de M. scutellaris. Cystobasidium minutum e
Debaryomyces hansenii foram isoladas de células de cria de Melipona seminigra e M.
interrupta, respectivamente (Tiago et al., 2022). Além disso, D. hansenii também foi
relatada no mel, polen e superficie do ninho de M. scutellaris (Barbosa, 2018) e no

mel de Partamona sp. (Barbosa et al., 2016).
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Apesar de a regido ITS ser comumente utilizada na identificacdo de fungos,
existem relatos de que suas sequéncias ndo sao suficientemente adequadas para
delimitar grupos fungicos, especialmente em complexos de espécies (Harder et al.,
2013). No entanto, apresentamos a reconstrucéao filogenética global com a regido ITS
para os fungos filamentosos, pois esse € o barcode comum para todos nesse grupo

de isolados (Figura 17).

Figura 17. Agrupamento dos isolados por género usando andlise de maxima verossimilhanca (ML)
para regido ITS1, 5.8S e ITS2 do rDNA de fungos filamentosos isolados a partir de amostras de mel,
pélen e da superficie de ninhos de Scaptotrigona sp. Valores de suporte (>70%) s&o indicados nos
noés.
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Fonte: A autora (2024).
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Os 193 isolados de fungos filamentosos corresponderam a 65 espécies, sendo
61 pertencentes ao filo Ascomycota e trés de Basidiomycota. A figura 18 ilustra

representantes de algumas espécies identificadas no presente estudo.

Figura 18. Coldnias de algumas espécies de fungos obtidas em substratos relacionados a abelha
Scaptotrigona sp. Cultivos em meio Agar Malte por 7 dias a 25 °C. Primeira linha (da esquerda para a
direita): Aspergillus flavus, A. brunneoviolaceus, A. chevalieri, A. keveii, A. micronesiensis, Segunda
linha: A. petersonii, A. subversicolor, A. sydowii, Aspergillus sp. nov. 3, Aspergillus sp. nov. 4, Terceira
linha: Penicillium austrosinicum, P. brasilianum, P. chermesinum, P. allii-sativi, P. citrinum, Quarta linha:

P. copticola, Penicillium sp. nov. 1, P. steckii, Talaromyces scorteus, Talaromyces sp. nov. 1, Quinta

linha: Paecilomyces formosus, Monascus mellicola, M. pilosus, Purpureocillium sp.

Fonte: A autora (2024).
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Eurotiales é uma das mais diversas ordens de fungos e foi o grupo mais
expressivo neste trabalho, representada pelos géneros Aspergillus, Monascus,
Penicillium, Paecilomyces, Talaromyces e Xerochrysium. Aspergillus (42), Penicillium
(41) e Talaromyces (36) foram os géneros mais frequentes. Aspergillus e Penicillium
foram isolados nos trés substratos, enquanto que Talaromyces foi isolado apenas no
mel e na superficie dos ninhos. Estes géneros sdo ascomicetos encontrados nos mais
diversos ambientes, englobando espécies ambientalmente e economicamente
importantes (Tsang et al., 2018). Atualmente, considera-se 28 secdes de Aspergillus,
32 secdes de Penicillium e oito de Talaromyces (Visagie et al., 2024).

Aspergillus foi representado por 16 espécies pertencentes a 11 secdes:
Aspergillus (A. chevalieri); Circumdati (Aspergillus sp. nov. 1); Cremei (Aspergillus sp.
nov. 3); Flavi (A. flavus); Flavipedes (A. micronesiensis); Nidulantes (A. subversicolor,
A. sydowii, A. nidulans); Nigri (A. aculeatus, A. brunneoviolaceus); Ochraceorosei
(Aspergillus sp. nov. 4); Petersoniorum (A. petersonii); Restricti (A. gracilis, A.
penicillioides, Aspergillus sp. nov. 2); Usti (A. keveii). Dentre elas, Aspergillus
penicillioides (3,0 %) apresentou maior frequéncia relativa e esteve presente nos trés
substratos. A filogenia baseada nas sequéncias de B-tubulina pode ser observada na
Figura 19.

Penicillium foi representado por 11 espécies pertencentes a 6 secoes:
Charlesia (P. chermesinum); Chrysogena (P. alli-sativi); Citrina (P. citrinum, P.
copticola, P. steckii); Lanata-Divaricata (P. brasilianum, P. oxalicum, Penicillium sp.
nov. 1); Ramigena (Penicillium sp. nov. 2) e Sclerotiorum (P. austrosinicum,
Penicillium sp. nov. 3). Dentre elas, Penicillium citrinum (6,3 %) apresentou maior
frequéncia relativa e esteve presente nos trés substratos analisados. A filogenia
baseada nas sequéncias de B-tubulina pode ser observada na Figura 20.

Talaromyces foi representado por trés espécies identificadas como
pertencentes as secdes Trachyspermi (Talaromyces rubrifaciens), Helici
(Talaromyces sp. nov. 1) e Islandici (Talaromyces scorteus). T. scorteus (10,1 %) foi
a especie mais abundante de todos os fungos filamentosos, e esteve restrita a
superficie da colmeia. Esta espécie também foi relatada por Barbosa et al. (2018) e
por Santos (2019) em substratos da Melipona scutellaris. A figura 21 mostra a filogenia

dos isolados de Talaromyces, baseada nas sequéncias de Calmodulina.
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Figura 19. Arvore de maxima verossimilhanga (ML) baseada em dados de sequéncias B-tubulina de
Aspergillus. Os isolados obtidos neste estudo estdo em negrito. Penicillium cataractarum KAS 2145
foi escolhido como grupo externo. Valores de suporte (>70%) séo indicados nos nés.
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Figura 20. Arvore de maxima verossimilhanga (ML) baseada em dados de sequéncias B-tubulina de
Penicillium. Os isolados obtidos neste estudo estdo em negrito. Talaromyces scorteus NRRL 1129 foi
escolhido como grupo externo. Valores de suporte (>70%) séo indicados nos nos.
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Figura 21. Arvore de méaxima verossimilhanca (ML) baseada em dados de sequéncias Calmodulina
de Talaromyces. Os isolados obtidos neste estudo estdo em negrito. Penicillium citrinum CBS 24185
foi escolhido como grupo externo. Valores de suporte (>70%) séo indicados nos nés.
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Fonte: A autora (2024).

Espécies de Aspergillus e Penicillium foram registradas na superficie corporal
de abelhas mortas da abelha Melipona subnitida, do semiarido nordestino (Ferraz et
al., 2006) e em amostras de mel de M. scutellaris no Estado da Paraiba (Gois et al.,
2010). Barbosa et al. (2018) também documentaram a presenca de espécies de
Penicillium e Talaromyces em mel, polen e interior de ninhos de M. scutellaris.

Por serem patdgenos oportunistas, algumas espécies, como A. flavus, A.
fumigatus e A. niger, tém sido relatadas como causadoras de doengas em abelhas
meliferas (Foley et al., 2014; Evison; Jensen, 2018; Becchimanzi; Nicoletti, 2022).
Foley et al. (2014) mostraram que a presenca dessas espécies pode ser prejudicial as
colméias, especialmente para as larvas de Apis mellifera, e foi confirmado que as

abelhas adultas sdo altamente suscetiveis a infec¢do por A. flavus quando ingerem

Talaromyces borbonicus CBS 141340 (MG855688)

Talaromyces teleomorphus CNUFCYJW2-5 (MZ332531)
Talaromyces koreanus CNUFCYJW2-13 (MZ332529)
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conidios. No entanto, ndo existem estudos sobre a ocorréncia de doencas causadas
por fungos em abelhas nativas sem ferréo.

Monascus foi um género bem representado, com 26 isolados. Dentre estes, 22
foram identificados como M. melicolla (6,5 %), uma com M. pilosus (0,3 %) e trés
apresentaram caracteristicas distintas das outras espécies que tinham descri¢ao
taxondmica valida e foram consideradas como uma provavel nova espécie. M.
mellicola foi descrito por Barbosa et al. (2017) ao analisarem amostras de mel, pdlen
e superficie da colmeia de M. scutellaris. Eles também descreveram outras duas
espécies (M. flavipigmentosus e M. recifensis) e relataram a ocorréncia de mais cinco
espécies pertencentes ao género.

Xerochrysium possui espécies xeroéfilas extremas encontradas em alimentos
secos e concentrados, as vezes causando deterioracdo (Pitt et al., 2013).
Xerochrysium xerophilum foi encontrado em amostras de melada e mel de flores
(néctar) da Espanha (Rodriguez-Andrade et al., 2019). No presente estudo, X.
xerophilum (0,6 %) foi isolada do pdlen e é relatada pela primeira vez em substratos
de abelhas sem ferréo.

O género Paecilomyces, engloba espécies tanto patogénicas quanto
saprébias, e pode ser encontrado em uma ampla gama de ambientes (Kilama, 2007;
Barra et al., 2013; Mohammadi; Soltani; Piri, 2016). Neste estudo, Paecilomyces
formosus (0,3 %) foi classificado como espécie rara e isolado da superficie do ninho.
Essa espécie foi relatada no mel e na superficie de ninhos da Melipona scutellaris nos
trabalhos de Barbosa (2018) e Santos (2019).

As espécies de Cladosporium séo principalmente consideradas saprobias, no
entanto, algumas também foram retratadas como endofiticas e patbgenas em
humanos, animais e plantas (Bensch et al., 2012, 2018). Este género é
frequentemente isolado de abelhas sem ferrdo e seus substratos. Neste estudo, ele
esteve presente nos trés substratos e apresentou 15 isolados, distribuidos em quatro
espécies: C. sphaerospermum (0,6 %) C. tenuissimum (0,9 %), Cladosporium
harfordiae (0,6 %) e Cladosporium sp. nov. 1 (2,4 %) (Figura 22). Este € o primeiro
relato de C. tenuissimum e C. harfordiae em substratos de abelhas sem ferrdo. C.
sphaerospermum foi relatado em mel de Apis mellifera e de Melipona beecheii do
México (Jacinto-Castillo et al., 2022). Além disso, outras espécies como C.
exasperatum e C. delicatulum, foram reportadas no alimento larval de M. scutellaris e

de M. quadrifasciata (Santos et al., 2018).
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Figura 22. Arvore de méaxima verossimilhanca (ML) baseada em dados de sequéncias tefl de
Cladosporium. Os isolados obtidos neste estudo estdo em negrito. Cercospora beticola CBS 116456
foi escolhido como grupo externo. Valores de suporte (>70%) séo indicados nos nés.
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Fonte: A autora (2024).

Dois isolados provenientes do pélen, agruparam-se na arvore de consenso em
um clado distinto dentro da familia Cephalothecaceae, proximo a Cryptendoxyla
hypophloia Malloch & Cain. Eles foram meticulosamente comparados com as
espécies pertencentes a familia, revelando divergéncias morfoldgicas significativas
em relacdo a todos os taxons analisados. Esses isolados foram descritos como um
novo género e espécie da familia Cephalothecaceae. O artigo com a descricdo da
espécie e género encontra-se publicado na revista International Journal of Systematic
and Evolutionary Microbiology (DOI 10.1099/ijsem.0.006227) (Apéndice 1).

Outros géneros de fungos filamentosos ocorreram com baixa frequéncia, as
espécies foram classificadas como ocasionais ou raras, e séo relatadas aqui como
primeiro registro em abelhas sem ferrdo: Anthracina (1), Arcopilus (1),
Austropleospora (1), Brevistachys (1), Bulbithecium (1), Cercophora (1), Diaporthe (1),
Knufia (2), Paracamarosporium (2), Periconia (1), Phaeosphaeria (1), Preussia (1),
Purpureocillium (1), Sarocladium (1), Scytalidium (1), Spegazzinia (1), Tetraploa (1),
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Tolypocladium (1), Toxicocladosporium (2) e Zasmidium (1). Dentre elas, duas séo
consideradas provaveis novas espécies: Anthracina sp. nov. e Knufia sp. nov. e seréo
descritas posteriormente.

Nas condi¢des desse trabalho, um total de 64 fungos ndao conseguiram manter-
se viaveis por mais de uma geracéao sob condi¢des de preservacdo em laboratério, o
gue impossibilitou a realizacéo do estudo taxonémico dos mesmos.

Ainda h& uma lacuna de conhecimento em relacdo as associacbes entre
microrganismos e as abelhas sem ferrdo, assim como a diversidade de espécies de
fungos associados a esses insetos permanece pouco explorada. Os fungos obtidos
neste estudo estdo preservados em uma colecao de trabalho (FIBIO). Conforme as
publicacdes estdo sendo preparadas para submissdo, ocorrerd o depdésito na
Micoteca URM. Esse depdsito, além de assegurar o registro do isolamento desses
fungos e a conservacao da biodiversidade, viabiliza o desenvolvimento de estudos
taxondémicos adicionais, ampliando a acessibilidade e a aplicacdo desses fungos em
diversos setores, como farmacéutico, alimenticio, agricola e cosmético. Além disso,
este estudo buscou enfatizar a importancia da investigacdo micolégica em substratos
ligados as abelhas nativas, ressaltando o potencial para descobrir novos taxons e

contribuir para uma compreensao mais abrangente da diversidade fungica.
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5. CONCLUSOES

e Fungos de varias espécies foram isolados do mel, do pdlen e da superficie do
ninho da abelha Scaptotrigona sp.

e A superficie do ninho foi o substrato que apresentou maior rigueza de espécies.

e A diversidade de espécies foi similar entre os trés substratos.

e Aspergillus, Cladosporium, Monascus, Penicillium, Starmerella e
Wickerhamiella s&o os géneros mais frequentes nos trés substratos analisados.

e Os substratos relacionados a Scaptotrigona sp. apresentaram espécies raras e
18 possiveis espécies novas para ciéncia, demonstrando a importancia da
prospeccao de fungos nesses ambientes.

e Os géneros Hortaea, Rhodosporidiobolus, Sporobolomyces, Trichomonascus,
Torula, Zygoascus, Anthracina, Arcopilus, Austropleospora, Brevistachys,
Bulbithecium, Cercophora, Diaporthe, Knufia, Odontoefibula,
Paracamarosporium, Periconia, Phaeosphaeria, Phanerochaete, Preussia,
Purpureocillium,  Sarocladium, Scytalidium, Spegazzinia, Tetraploa,
Tolypocladium,  Toxicocladosporium, Xerochrysium, Xeromphalina e
Zasmidium foram reportados pela primeira vez em abelhas sem ferrao.

e Um novo género monotipico representado pela espécie Scaptona ramosa, foi

descoberto a partir da superficie do ninho de Scaptotrigona sp.
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Abstract

In this study, a novel genus is proposed, Scaptona, with a novel species, Scaptona ramosa, isolated from nests of stingless
bees (Scaptotrigona sp.). The taxonomic novelty was determined by the phylogenetic analysis of DNA sequences from the
internal transcribed spacer regions, small subunit rRNA (185 rRNA), large subunit rRNA (285 rRNA) and the RNA polymer-
ase |l second-largest subunit gene (RPB2) and paired with our morphological studies. Based on this single species, Scaptona
is characterized by greyish green to dark grey colonies, densely and profusely branched conidiophores and single-celled,
variously shaped hyaline conidia. Scaptona ramosa constitutes a distinct, well-supported lineage within Cephalothecaceae
and can be clearly distinguished from other genera both by DNA sequence analysis and morphological traits. The holotype
of 5. ramosa is URM 95352. The ex-type strain has been deposited in the Micoteca URM culture collection as URM 87217 and
URM 8722. The MycoBank accession number is MB 849456 for the genus and MB 849456 for the species.

INTRODUCTION

Sordariomycetes O.E. Erikss. and Winka is the second largest class in Ascomycota [1], and includes most non-lichenized,
perithecial or cleistothecial ascomycetes, with a great variety of anamorphs [2]. Species of Sordariomycetes can occur in both
terrestrial and freshwater habitats [3]. While most are saprobes on soil, litter, dead wood or herbivore dung, some can act
as plant pathogens (e.g. Diaporthe helianthi) or live as endophytes (e.g. Trichoderma harzianum) of various plants. They can
also act as pathogens of arthropods (e.g. Cordyceps gunnii) or mammals (e.g. Fusarium oxysporum).

Cephalothecales was introduced in 2020 by Hyde et al. [4] within Sordariomycetes. According to the authors, the most striking
feature of these fungi is the cephalothecoid peridium, i.e., an ascomatal thick, pseudoparenchymatous wall, with cells that easily
fragment along lines of dehiscence (suture lines) into well-defined plates, which can easily separate on spore release; the ascomata
is usually a cleistothecium, with eight-spored, evanescent asci, bearing variously shaped ascospores, mostly brown and lacking
germ pores; and the asexual morphology includes long, erect, cylindrical, septate conidiophores, with phialidic conidiogenous
cells, producing chains of cylindrical, ovate to obovate single-celled conidia.

Cephalothecaceae was proposed in 1917 by Franz Xaver Rudolf von Hohnel to accommodate Cephalotheca Fuckel and
other cleistothecial ascomycetes with a cephalothecoid peridium [5]. Later on, the cephalothecoid peridium was no longer
considered a valid criteria to support the family, since this pattern of peridium has also been found in a number of unrelated
taxa [6] and only the genus Cephalotheca was placed in Cephalothecaceae. Currently, Cephalothecales includes only Cepha-
lothecaceae, with five genera, Albertiniella Kirschst., Cephalotheca Fuckel, Cryptendoxyla Malloch and Cain, Phialemonium
W. Gams and McGinnis and Victoriomyces Maggi, Davolos and Persiani. Only two genera have asexual morphs described:
Phialemonium and Victoriomyces [7, 8].
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The DNA sequences of the two strains (URM 87217 and URM 8722) have been deposited in GenBank under the accession numbers: OR288154-
OR288155 (ITS), OR288156-0R288157 (185) OR288158-0R288159 (28%), O0R714773-0R714774 (benA), OR7T14775-0R714776 (TEF1a) and
OR725705-0R725706 (RPB2).

One supplementary data file is available with the online version of this article.
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