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RESUMO

As abelhas sem ferrdo pertencem ao grupo mais abundante, importante e diverso de abelhas
tropicais eussociais. Dentre essas, a espécie Melipona scutellaris conhecida popularmente
como urugu-do-nordeste, € uma das espécies mais criadas no nordeste brasileiro. Grande
variedade de organismos pode estar associada a abelhas, entre eles 0s micro-organismos com
0S quais possuem uma estreita relacdo ecolégica. Como ocorre com muitos insetos, os fungos
parecem desempenhar um importante papel para a nutricio da abelha e protecdo contra
organismos prejudiciais. O conhecimento sobre fungos associados a substratos relacionados a
abelhas, ainda é incipiente e poucos isolados foram identificados utilizando técnicas de
taxonomia polifasica. O presente estudo teve por objetivo identificar por meio de taxonomia
polifasica isolados de fungos obtidos a partir do mel, polen e da superficie da colmeia da
abelha M. scutellaris. Os isolados foram obtidos por meio da diluicdo/ suspensdo dos
susbtratos coletados em &gua peptonada e plaqueamento em meios de cultura DG18 e agar
extrato de malte com cloranfenicol. No total foram obtidos 1.623 isolados, sendo 1.375
leveduras e 248 fungos filamentosos. Dentre os fungos filamentosos, as amostras purificadas
foram identificadas como pertencente aos géneros Aspergillus, Cladosporium, Curvularia,
Fusarium, Phyllosticta, Lichtheimia, Monascus, Paecilomyces, Penicillium, Pestalotiopsis,
Pithomyces, Talaromyces e Xylaria. Dentre as leveduras foram reportados isolados
pertencentes aos géneros Aureobasidium, Blastobotrys, Candida, Debaryomyces, Kodamaea,
Metschnikowia, Starmerella, Priceomyces, Meyerozyma, Torulaspora, Wickerhamomyces,
Pseudozyma e Cutaneotrichosporon. Um total de 12 novas espécies sao propostas em
diferentes géneros. A comunidade dos fungos mostrou-se mais similar entre o pdlen e a
superficie da colméia. O perfil de extrolitos relevou que muitos isolados produziram
compostos desconhecidos e/ou nunca detectados entre os géneros analisados. A familia
biossintética do composto geodina produzido por novas espécies de Penicillium e Monascus,
sugerem que este grupo de metabolitos tem uma funcdo particular no habitat da abelha. A
diversidade de fungos observada provavelmente deve estar associada aos habitos de
forrageamento desses insetos. Desta forma, este estudo reforca que os dados obtidos em
prospeccBes micologicas de substratos relacionados as abelhas sem ferrdo podem trazer

melhor compreenséo sobre a riqueza dos fungos em diferentes nichos pouco explorados.

Palavras-chave: Biodiversidade. Ecologia de fungos. Mata Atlantica. Taxonomia.



ABSTRACT

Stingless bees belong to the most abundant, important and diverse group of tropical euphoric
bees. Among these, Melipona scutellaris popularly known as Urucu-do Nordeste, is one of
the most created species in the Brazilian northeast. A large variety of organisms may be
associated with bees, among them the microorganisms with which they have a close
ecological relationship. As with many insects, fungi seem to play an important role in bee
nutrition and protection against harmful organisms. The knowledge about fungi associated
with bee - related substrates is still incipient and few isolates have been identified using
taxonomy with polyphasic approach. The present study aimed to identify by polyphasic
approach fulgal isolates from honey, pollen and the surface of the nests of M. scutellaris. The
isolates were obtained by dilution / suspension of the extracts collected in peptone water and
plating in culture media DG18 and agar malt extract with chloramphenicol. In total, 1,623
isolates were obtained, being 1,375 yeasts and 248 filamentous fungi. Among the filamentous
fungi, the purified samples were identified as belonging to the genus Aspergillus,
Cladosporium, Curvularia, Fusarium, Phyllosticta, Lichtheimia, Monascus, Paecilomyces,
Penicillium, Pestalotiopsis, Pithomyces, Talaromyces and Xylaria. Among the yeasts, isolates
belonging to the genus Aureobasidium, Blastobotrys, Candida, Debaryomyces, Kodamaea,
Metschnikowia, Starmerella, Priceomyces, Meyerozyma, Torulaspora, Wickerhamomyces,
Pseudozyma and Cutaneotrichosporon were reported. A total of 12 new species are proposed
in different genera. The fungi community showed to be more similar between the pollen and
the surface of the hive. The profile of extrolites revealed that many isolates produced
previously unknown compounds and / or never detected between the genera analyzed, and
biosynthetic family of the compound geodina produced by new species of Penicillium and
Monascus, suggest that this group of metabolites has a particular function in the habitat of the
bee. The diversity of fungi observed should probably be associated with the foraging habits of
these insects. In this way, this study reinforced the data from mycological prospection
substrates related to stingless bees can provide a better understanding of fungal richness in

different unexplored niches.

Key-words: Biodiversity. Fungal ecology. Atlantic Forest. Taxonomy.
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1 INTRODUCAO

Os meliponineos compreendem as abelhas que apresentam como caracteristica
principal a atrofia do ferrdo. Esses insetos sdo registrados em grande parte das regides
tropicais, ocupando praticamente toda a América Latina e Africa, além do sudeste asiatico e
norte da Australia, mas o0 continente americano é o que apresenta a maior diversidade
(BOAS, 2012). Segundo Pedro (2014) no Brasil existem cerca de 244 espécies de abelhas sem
ferrdo, e possivelmente outras 89 formas ainda ndo descritas, distribuidas em 29 géneros.
Dessas, aproximadamente 87 sdo endémicas, correspondendo cerca de 20% das espécies
estimadas para a regido Neotropical.

Estudos que buscam conhecer a comunidade de micro-organismos associados a
insetos ndo sdo recentes. Por exemplo, Douglas (1989) estimou que 10% das espécies de
insetos conhecidas podem abrigar micro-organismos simbiontes, e muitos destes representam
associagdes fungicas. Exemplos bem conhecidos incluem formigas cortadeiras com seus
jardins de fungos (Currie, 2001). No entanto, o papel ecolégico de muitos fungos e outros
micro-organismos que podem viver em simbiose com insetos ainda € pouco explorado
(Blackwell, 2010).

Estudos que buscaram conhecer os fungos associados as abelhas (latu senso) foram
conduzidos por varios autores: Betts (1920) mostrou alguns desses organismos como
saprofitos comuns ao ambiente da colmeia; Egorova (1971) isolou a partir do pao das abelhas
os fungos Aspergillus flavus, A. versicolor, Mucor alboalter, Penicillium granulatum, P.
solitum e Sporotrichum olivecum; Gilliam et al. (1988) verificaram que o fungo Ascosphaera
apis era o causador da doenca chalkbrood que ataca abelhas Apis mellifera.

As abelhas, em especial as sem ferrdo, possuem uma complexa organizacéo social e
podem estar associadas a outros organismos, tais como bactérias (Machado 1971, Cruz-
Landim 1996), fungos (Gilliam & Roubik 1990), acaros (Eickwort 1990) e outros insetos de
varias ordens (Salt 1929; Wilson 1971; Kistner 1982; Wille 1983; Melo 1996). No que se
refere aos fungos, sdo poucos 0s relatos desses micro-organismos em associacdo com as
abelhas sem ferrdo. Roubik & Wheller (1982) relataram a ocorréncia de fungos do género
Stemphylum em ninhos de Melipona fasciata no Panama. Anos depois, também no Panama,
Gilliam et al. (1990) relataram no mel dessa mesma espécie de abelha a ocorréncia de um
fungo descrito como “verde gelatinoso”.

As abelhas despertam grande interesse comercial devido a producéo do mel, mas umas

das suas mais importantes fungdes é a contribuicdo ecoldgica para o ambiente natural. Sabe-se
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que a microbiota do mel é constituida por bactérias na forma esporulada, como as do género
Bacillus, e outros micro-organismos como leveduras e fungos filamentosos, sendo comuns as
espécies dos géneros Saccharomyces, Penicillium e Mucor. Esses micro-organismos podem
estar envolvidos em atividades de deterioracdo do produto, producdo de enzimas, toxinas,
conversdo metabdlica do alimento, producdo de fatores de crescimento (vitaminas e
aminodcidos) e de fatores inibidores de micro-organismos competidores (Carvalho et al.,
2010).

Considerando o supracitado, tem-se como hipétese que o polen, o mel e a superficie
das colmeias das abelhas sem ferrdo Melipona scutellaris sdo fontes de diferentes espécies de
fungos, muitas ainda desconhecidas pela ciéncia. A riqueza de fungos filamentosos é maior na
superficie das colmeias do que no pdlen e no mel. A riqueza de fungos filamentosos é maior
no polen do que no mel e a de leveduras é maior no mel. Os isolados fungicos obtidos dos

substratos podem ser potenciais produtores de micotoxinas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.2 Objetivo geral
Identificar fungos no pdlen, mel e na superficie das colmeias da abelha sem ferrdo Melipona
scutellaris Latreille, 1811 criadas em caixas racionais em areas de Floresta Atlantica em

Pernambuco.

1.1.3 Objetivos especificos

- Isolar e identificar utilizando taxonomia morfologica e/ou molecular fungos filamentosos e
leveduras em amostras de polen coletado e armazenado, em amostras de mel e na superficie
das colmeias de M. scutellaris;

- Contribuir para estimativa da riqueza de fungos associados a abelhas em areas de Floresta
Atlantica;

- Detectar a ocorréncia de espécies raras para o Brasil e para a ciéncia, nesses tipos de
substratos;

- Enriquecer as bases de dados genéticos de fungos isolados em ambiente de Floresta
Atlantica;

- Ampliar o conhecimento ecoldgico e taxonémico da diversidade de fungos associados a

abelhas nativas em areas de Floresta Atlantica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MATA ATLANTICA E AS ABELHAS SEM FERRAO

A Mata Atléntica é um dos biomas que tem seu conjunto de fisionomias e formac6es
florestais distribuidas ao longo da costa atlantica brasileira. Antes da colonizagdo européia,
esse tipo de vegetacdo cobria uma faixa correspondente a 1.300.000 km?, cerca de 15% do
territério nacional, porém apenas 8% dessa area preserva suas caracteristicas bidticas
originais. E a segunda maior formacéo de floresta chuvosa do Brasil e um dos ecossistemas
mais ameacados do mundo. Devido ao seu grau de endemismo em diversos grupos de
organismos é considerada um hotspot (Conservation International do Brasil et al., 2000, SOS
Mata Atlantica, 2009).

No Brasil a Mata Atlantica esta distribuida em faixas litoraneas, florestas de baixada,
matas interioranas e campos de altitude; e juntamente com a Caatinga € a vegetacao
predominante na regido Nordeste. No Estado de Pernambuco, a Mata Atlantica esta
distribuida predominantemente na Zona da Mata, podendo também ocorrer brejos de altitude
no Sertdo e no Agreste pernambucano (Freire, 1990; Sales et al., 1998).

Por ser um hotspot, é importante o conhecimento da diversidade de espécies, entre
essas, das abelhas e dos fungos, presentes nos fragmentos para que sejam estabelecidas
estratégias de conservacdo ou recuperacdo. Em um ambiente de Mata Atlantica, Ramalho
(2003) enfatizou que as abelhas silvestres sem ferrdo representam cerca de 70% de todas as
abelhas em atividade.

Poucos sdo os estudos de ecologia de comunidades de abelhas da Mata Atlantica em
comparacdo aos estudos em areas de Cerrado, Caatinga e Campos Sulinos. Essa relativa
escassez de levantamentos em areas cobertas por floresta deve-se em grande parte a
dificuldade da captura de abelhas em flores no dossel (Goncalves e Branddo, 2008).

Segundo Michener (2013), a tribo Meliponini € integrada por mais de 500 espécies
descritas. Segundo Amaral (2009) o género Melipona apresenta 0 maior nimero de espécies
(cerca de 70), com distribuicdo em toda regido neotropical. De acordo com Silveira et al.
(2002), o Brasil possui cerca de 192 espécies de abelhas sem ferrdo pertencentes a diversos
géneros.

Uma curiosidade sobre as abelhas do Brasil é que o primeiro registro foi feito pelo
Padre Jose Antonio Anchieta que registrou a abundancia do mel e das espécies de abelhas

aqui existentes, e diz:
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“Encontram-Se quase vinte espécies diversas de
abelhas, das quais umas fabricam o mel nos troncos
das arvores, outras em corticos construidos entre 0s
ramos, outras debaixo da terra, donde sucede que
haja grande abundancia de cera. Usamos do mel para
curar feridas, que saram facilmente pela protecédo
divina. A cera é usada unicamente na fabricacdo de

velas”. (Palazuelos Ballivian, 2008).

Segundo o Dr. Paulo Nogueira Neto, um dos mais importantes estudiosos das abelhas
nativas, a cera das velas de muitos lugares da América Latina, € extraida das abelhas, sendo
provavel que a maior parte do mel e da cera usados nos trés primeiros seculos apos o
descobrimento seja originario da abelha Urugu (Nogueira Neto apud Mel e Abelhas
Brasileiras, 2004).

Até 1840, as abelhas que existiam no Brasil eram somente as nativas, indigenas ou
meliponineos, sendo o mel dessas a principal fonte adocante até a chegada da cana-de-acucar.
As abelhas “europeias” foram introduzidas na América Central e do Sul, provavelmente pelo
Brasil, no final do século XVIII, e foram trazidas da Espanha e de Portugal por volta de 1838
pelo padre Manoel Severiano. Em 1839, o padre Anténio Carneiro Aureliano introduziu no
Rio de Janeiro a abelha européia: aleméa ou negra (Apis mellifera mellifera) e austriaca (Apis
mellifera carnica), ambas procedentes do Velho Mundo, porém, ndo com o propésito de
produzir mel, mas sim, para producdo de velas de cera, necessarias para as missas da Corte.
Novas colonias foram introduzidas no sul e sudoeste do pais por imigrantes italianos e
alemades entre os anos de 1845 e 1880. No final do século XX, foi introduzida Apis mellifera
ligustica popularmente conhecida por abelha italiana (Palazuelos Ballivian, 2008).

As abelhas apresentam grande importancia nos mais diversos ecossistemas terrestres,
mas essa importancia vem sendo negligenciada, pois devido as alteracdes que o homem tem
causado no ambiente, a riqueza desses e de outros insetos vem sendo reduzida pela destruicéo
de locais de nidificacdo, reducdo na disponibilidade de recursos troficos e eliminacdo de
colénias naturais (Kerr et al., 1996). A conservacdo das abelhas é de inquestionavel
importancia para a manutencdo da biodiversidade, pois elas representam a principal forma de
dispersdo e reproducdo de varias plantas, resultando em frutos e sementes que constituem a

principal fonte de alimento para grande nimero de aves e mamiferos (Gimenes, 2002).
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2.2 MELIPONA SCUTELLARIS LATREILLE

As abelhas pertencem ao Reino Animalia, filo Arthopoda, classe Insecta, ordem
Hymenoptera e encontram-se agrupadas na superfamilia Apoidea, a qual pertencem as
abelhas sem ferrdo nativas do Brasil (Pereira et al., 2006; Amaral, 2009). Essa superfamilia é
subdividida em oito familias, entre essas a Apidae que se subdivide em quatro subfamilias:
Apinae, Meliponinae, Bombinae e Euglossinae. Por sua vez a subfamilia Meliponinae se
divide em duas tribos: Meliponini, que possui apenas 0 género Melipona e a tribo Trigonini,
que na regido neotropical possui dez géneros (Pereira et al., 2006; Amaral, 2009). Apesar dos
esforcos sobre o conhecimento da fauna de Apoidea, as abelhas brasileiras ainda sdo pouco
conhecidas e estudadas (Batalha Filho et al., 2007).

A espécie Melipona scutellaris foi uma das primeiras espécies de abelhas a serem
domesticadas pelos indios Potiguaras, Kiriri, Xucuru, Pataxo, Paiaku, Tupicuruba e Aymoré.
Rapiadamente se tornou uma das espécies de abelhas sem ferrdo mais criadas no nordeste
brasileiro, pois os colonizadores portugueses, por apreciarem o incomparavel mel, logo
aprenderam as técnicas de criacdo (Kerr et al. 1996; Imperatriz-Fonseca et al. 2007; Alves et
al., 2012). Popularmente ¢ conhecida por “urucu”, termo com origem NO tupi “eiru’su” que
significa “ abelha grande”, assim como eram conhecidas as abelhas que permeavam a cultura
dos povos nativos da zona da mata do litoral nordestino. O termo urucu foi empregado para
outras abelhas do mesmo género de porte avantajado, tanto no nordeste quanto na Amazonia,
assim os criadores, conhecidos por meliponicultores, convencionalmente chamam a espécie

de urucu nordestina ou verdadeira (A Abelha Urucu, 2004) (Figura 1).

Figura 1. Individuos da espécie Melipona scutellaris. A- operaria, B- macho e C- rainha.

"

Fonte: http://www.ib.usp.br/urucu/ingles/colecao_01.htm
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O tamanho corporal é relativamente grande, entre 10 e 13 mm de comprimento total e
massa corporal acima de 60 mg, enquanto que a grande maioria das espécies dos demais
géneros de Meliponini (Partamona Schwarz, 1939, Plebeia Schwarz, 1938, Scaptotrigona
Moure, 1942, Tetragonisca Moure, 1946, Trigona Jurine, 1807, Trigonisca Moure, 1950, etc)
possui menos de 8 mm de comprimento (Silva et al. 2011).

Melipona scutellaris é considerada o meliponineo com maior distribuicdo no norte e
nordeste do Brasil, restrita a porcdo norte do dominio tropical Atlantico, e ocorréncia
registradas desde o Estado do Rio Grande do Norte até o Estado da Bahia, sendo uma das
mais importantes na geracdo de renda para agricultura familiar e na manutencéo de areas com
vegetacdo natural (Alves et al., 2012). Embora tenha distribuicéo relativamente ampla, a Mata
Atlantica sofreu grande reducdo, e os fragmentos florestais remanescentes sdo pequenos e
encontram-se isolados por extensas areas de atividades agropecuarias, fragmentando a
populagdo. A area de ocupacio de abelhas dessa espécie é estimada em menos de 500km?.
Portanto, atualmente esta categorizada como Em Perigo (EN) (ICMBio, 2014).

Como ja mencionado, a urugu é conhecida devido ao seu mel, considerado medicinal
principalmente na zona rural nordestina, sendo empregado como fortificante, afrodisiaco, no
tratamento de gripes, bronquite, coqueluche, fadiga, cancer, amebiase, trombose, catarata,
Ulcera, gastrite, cefaleia, acidente vascular cerebral, hemorragia pos-parto, micose oral entre
outras como picada de cobra e mordida de caes portadores de raiva (Costa-Neto, 2002; Alves
e Rosa, 2007; Aleves et al., 2008; Ferreira et al., 2009; Alves et al., 2009). No tocante ao seu
sabor, esse mel € rico em principios aromaticos, conferindo-lhe um sabor diferenciado, o que
estimula seu emprego como alimento. Além disso, o preco pelo qual é comercializado chega a
ser 20 vezes mais caro que o mel de Apis mellifera.

Preferencialmente essa espécie nidifica em areas de mata Umida, com arvores de
grande porte e floradas abundantes (Quadro 1), sendo assim os fragmentos de Mata Atlantica
no litoral nordestino é seu habitat natural ideal para nidificacdo (Rodrigues e Ferraz, 2004),
aléem de serem encontradas na microrregido do brejo no Estado da Paraiba e na regido do
Seridd do Rio Grande do Norte (Marinho et al., 2002).
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Quadro 1. Principais arvores onde a urucu nordestina nidifica em Pernambuco segundo Almeida, 1974.

Nome cientifico Nome vulgar
Inga sp. Inga
Tabebuia avellanedae Pau d"arco roxo
Tapirira guianensis Pau pombo
Bombax gracilipes Mungaba
Caraipa densifolia Camagari
Eschweilera luschnathii Embiriba
Hymenaea martiana Jatoba
Spondias lutea Caja
Galezia gorazema Pau dalho
Bowdichia virgilloides Sucupira mirim
Micropholis sp. Prijui
Ocotea sp. Louro
Tabebuia roseoalba Pau d’arco
Byrsonima sericea Murici
Tabebuia chrysotricha Pau d"arco amarelo
Parkia pendula Visgueiro

Seu papel ecoldgico diz respeito a polinizacdo de flores durante suas atividades de coleta do
néctar, o que contribui para a manutencdo do ecossistema com a producdo de frutos e
sementes (Kerr et al. 1996), sendo bastante seletivas para vegetacdo caracteristica de Mata
Atlantica e capoeira (A Abelha Urugu, 2004).

Dentre as espécies da subtribo Meliponina, M. scutellaris destaca-se como a mais
conhecida e manejada. Com 0 aumento da meliponicultura no Estado e a procura por produtos

das abelhas sem ferréo, a busca de informacdes sobre a urugu vem aumentando.

2.3 MELIPONICULTURA

A criacdo de abelhas sem ferrdo é denominada Meliponicultura. E uma prética secular,
com relatos desde os primérdios das civilizagbes antigas, no Egito Antigo (Palazuelos
Ballivian 2008). A meliponicultura brasileira, inicialmente praticada pelos indios, foi por
muito tempo uma atividade praticada por pequenos e médios produtores, utilizando méo de
obra familiar, sendo portanto considerada uma atividade econdémica complementar (Coletto-
Silva 2005). E uma atividade bastante difundida nas regides Norte e Nordeste do Brasil, tendo
o mel, o principal produto valorativo de exploracdo (Alves et al. 2007). Apesar de também ser
praticado com outros géneros, na regido Nordeste destaca-se a criacdo de espécies de abelhas
do género Melipona, principalmente a espécie M. scutellaris uma vez que as abelhas deste
género apresentam porte corpOreo avantajado e normalmente proporcionam satisfatérias
colheitas de mel (Alves et al. 2009).
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As abelhas séo criadas em corticos ou em caixas de madeira para a producgédo de mel,
ndo sendo possivel generalizar um Gnico modelo de caixa, pois a escolha depende da biologia
de cada espécie (Figura 1). De forma geral, sdo blocos retangulares, ocos, construidos com
madeira, sendo geralmente escolhido o Pinus, madeira exdtica amplamente cultivada no
Brasil e de facil acesso, o que evita 0 uso das arvores nativas. Entre os modelos de caixa é
possivel separar em dois grupos, o das caixas horizontais e o das caixas verticais, sendo o

primeriro mais tradiconal nas regides Norte e Nordeste no Brasil (Villas-Boas, 2012).

Figura 2. Meliponario e caixa de criacdo de M. scutellaris no Horto Zoobotéanico
de Dois Irmdos, Recife-PE.

S =Ro 3

Fonte: O autor, 2015.

A meliponicultura se enquadra dentro dos conceitos de diversificacdo e uso sustentavel
da terra, sendo integrada a plantios florestais de fruteiras e de culturas de ciclo curto, podendo
contribuir com o aumento da producdo agricola e regeneracdo da vegetacdo natural. O
trabalho de polinizacdo é fundamental para uma maior diversidade vegetal, pois garante a
fecundacéo cruzada das plantas garantindo o polimorfismo genético (Kerr et al, 1996). Essa
diversidade pode ser ainda mais favorecida quando é bem aceita a introducdo da criagédo
racional pela comunidade local, como foi observado no trabalho de Venturieri et al. (2003)
quando a introducdo de Melipona fasciculata entre os agricultores de Braganca-PA foi bem
sucedida, chamando a atencdo de meliponicultores experientes e da populacdo em geral.

Embora seja uma atividade secular a falta de técnicas e manejo adequados sdo 0s
fatores limitantes do desenvolvimento da meliponicultura. Sila e Lages (2001) verificaram
que a falta de um manejo adequado tinha implicacbes negativas no retorno econémico da
atividade. Segundo Viera et al. (2009) a alimentacdo artificial tem se mostrado uma boa
técnica de manejo durante os periodos de seca e escassez de alimento, melhorando as
condicdes gerais das colmeias e aumentando a producdo durante o periodo de floracdo das

plantas meliferas.
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2.4 A COLMEIA/NINHO DAS ABELHAS SEM FERRAO

As abelhas sem ferrdo apresentam varios habitos de nidificacdo, com grande
complexidade estrutural. Os ninhos geralmente sdo constituidos de cera e cerume (cera com
adicdo de prépolis) e algumas espécies utilizam geopropolis (barro adicionado de resina) para
impermeabilizacdo. Outros materiais, como barro, detritos vegetais e até mesmo fezes secas
de outros animais, principalmente mamiferos, também podem ser utilizados no processo de
nidificacdo (Michener, 2007). Essas abelhas frequentemente nidificam cavidades pré-
existentes, tais como ocos de arvores, fendas de rochas, cavidades nos solos e interiores de
cupinzeiros, podendo existir ninhos expostos ou semi-expostos (Kleinert-Giovannini 1989;
Kerr 1999). Algumas espécies, ainda podem nidificar ocasionalmente em outros tipos de
cavidades naturais ou artificiais, como barrancos, paredes e frestas de muros (Nogueira-Neto
e Sakagami 1966).

A arquitetura observada na entrada (Figura 3) e no interior do ninho € Util para auxiliar
na identificacdo e reconhecimento de géneros e até mesmo das espécies (Roubik, 2006). Os
meliponineos possuem um modo caracteristico de construcdo do ninho, com varias estruturas
que variam de acordo com a espécie, como: tubo de entrada, batume, potes de alimento,
células de cria, involucro e pilares para conectar esses elementos (Sakagami, 1982). A Urucu
do Nordeste faz seu ninho em ocos de arvores velhas de até 80 m de altura. Estes séo
construidos basicamente de cera pura ou cerume e a entrada é formada com barro e propolis
moldando em forma de estrias ou sulcos (Kerr et al. 1996).

A éarea de cria dos Meliponini é bastante interessante, uma vez que dependendo da
espécie, os favos podem ser em forma de cacho ou em forma de discos horizontais. Uma
particularidade é que no género Melipona ndo ocorre a construcdo de células de tamanho
maior onde normalmente é depositada a maior quantidade de alimento, assim rainhas,
operarias e machos nascem e se desenvolvem dentro de células de cria de tamanho igual, por
esse motivo acredita-se que as castas sejam determindadas por meio de fatores genéticos e
alimentares (Kerr, 1950; Sakagami, 1982; Kerr et al., 1996; Nogueira-Neto, 1997; Michener,
2000; Ferreira-Caliman, 2008; Jarau et al., 2010).
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Figura 3. Diferentes entradas dos ninhos de espécies de abelhas nativas.

Melipona scutellaris Melipona scutellaris

Fonte: http://www.ispn.org.br/arquivos/mel008_31.pdf

Os aspectos bioldgicos das abelhas sociais sdo extremamente diversificados, com
caracteristicas interessantes como a capacidade de regulacdo do clima dentro dos ninhos
conhecida também como endotermia colonial. A manutencdo da homeostase no ninho (com o
controle de variaveis como umidade relativa e termorregulacdo colonial) € um aspecto
importante em abelhas sociais, principalmente para a sobrevivéncia da cria. A capacidade de
termorregulacdo colonial é decorrente, em parte, as caracteristicas estruturais do ninho
(isolamento térmico), como também ao fato da endotermia dos individuos (Heinrich, 1993;
Carvalho, 2009).
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2.5 0 POLEN COLETADO PELAS ABELHAS SEM FERRAO

Denomina-se pdlen os graos que sdo encontrados nas anteras (localizadas nos estames
florais) que, em geral, sdo de coloracdo amarelo. Cada grdo de polen, além de conter os
cromossomos que constituiram a heranga masculina da futura planta, contém uma pequena
quantidade de substancias de reserva, principalmente lipideos ou agua com proteinas e
carboidratos (Nogueira-Neto, 1997).

Os graos de p6len manipulados pelos meliponineos recebem o nome de samora nos
Estados do Centro-Sul e Sudeste, e de saburd ou sambura na Amaz6nia e no Nordeste. Os
meliponineos empregam suas mandibulas para trabalhar o pdlen, assim utilizam neste
processo secre¢des provenientes das glandulas mandibulares e hipofaringeanas (Nogueira-
Neto, 1997).

Nos potes de estocagem € depositada a massa de pdlen, sucos digestivos e micro-
organismos. Posteriormente, os potes sdo fechados para que ocorra a fermentacdo.
Inicialmente, sob condicdes de aerobiose ocorre sucessdo de tipos bacterianos, diminuicdo do
pH e da tensdo de oxigénio. O produto resultante é rico em pdlen e micro-organismos, com
pH em torno de 5,0 a 6,0 (Silva e Zucoloto, 1994). A massa fermentada apresenta cor marrom
levemente amarelado, odor caracteristico, pH em torno de 2,6, com baixo nimero de micro-
organismos (alguns anaerobios) e estad pronto para ser consumido pelas abelhas (Machado,
1971, Silva e Zucoloto, 1994). Esses processos diferem de acordo com o grupo a que pertence
a abelha, e permitem uma melhor assimilacdo dos nutrientes e melhor preservacdo do
alimento estocado (Machado, 1971).

A flora apicola é definida como o conjunto de espécies vegetais que as abelhas
utilizam como fonte de néctar e/ou pdlen para sua sobrevivéncia e producédo de mel (Anacleto,
2007). Melipona scutellaris apresenta preferéncia pela vegetacdo caracteristica de Mata
Atlantica e capoeira em detrimento da vegetacdo de campo, e € bastante seletiva com relacao
a escolha de fontes alimentares. Foram encontradas evidéncias de pasto apicola para M.
scutellaris, as plantas: Guamirim (Mosiera sp.); Taquari (Ichnanthus sp); Caliandra
(Caliandra brevipes); Cambard (Wulffia stenoglossa); Marmeleiro (Croton alagoenis);
Jaguemotia (Jaquemontia sp.); Purga-de-caboclo (Cayaponia cabocla) (Rodrigues et al. 2003,
2010). Segundo o estudo de Almeida (1974) as familias botanicas mais visitadas pela urucgu

para as coletas de néctar em Pernambuco sdo citadas no quadro abaixo (Quadro 2).
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Quadro 2. Vegetais visitados por Melipona scutellaris para coleta de néctar em Pernambuco segundo Almeida

(1974).
Nome cientifico Nome vulgar
Andira nitida Angilim
Bixa orellana Urucum
Bombax gracilipes Munguba
Bowdichia virgiloides Sucupira
Byrsonima sericea Murici
Eugenia uniflora Pitanga
Eschweilera luschnathii Embiriba
Hymenaea martiana Jatoba
Spondias mombin Caja
Tabebuia avellanedae Pau d"arco roxo
Tabebuia chrysotricha Pau d"arco amarelo

2.6 O MEL DAS ABELHAS SEM FERRAO

O mel é uma substancia agcucarada que pode ser produzido a partir do néctar das flores
(conhecido por mel floral) e de outras partes da planta (mel extra-floral), ou de excrecdes de
insetos sugadores de plantas (mel de melato). O material € misturado com um liquido rico em
enzimas digestivas secretado pelas glandulas hipofaringeanas das abelhas, armazenado e
maturado nos potes de mel (Correia-Oliveira et al. 2008; Mendes, 2009; Carvalho et al. 2010).

Considerado como um dos alimentos mais puros da natureza, o mel é amplamente
consumido devido ao seu sabor agradavel e por apresentar-se como importante fonte de
energia (Alves et al., 2009). Historicamente, o mel pode ser considerado como uma das
primeiras fontes de acUcar para 0 homem, uma vez que desde 0s periodos pré-hispanicos o
mel e o pdlen das abelhas nativas sem ferrdo ja eram utilizados na dieta das comunidades
indigenas americanas (Carvalho et al., 2005).

No Brasil até o século XIX, o mel das abelhas sem ferrdo era utilizado na alimentacéo
tanto pelos indios quanto pelos brancos, além do aproveitamento da cera pelos padres jesuitas
na confeccdo de velas. As comunidades Maias e Nahoa no México mantém o costume de
misturar o mel da abelha Melipona beecheii Bennet, 1831 com bebida oferecida a seus Deuses

durante as cerimdnias religiosas, além de sua utilizacdo em misturas como remédio (Carvalho
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et al., 2005). O mel dos meliponineos apresenta uma longa tradicdo de consumo e a ele
também sdo atribuidos varios usos medicinais (Goncalves et al., 2005), entretanto quando
comparado com o mel de Apis, pouco se conhece sobre esse produto (Souza, 2008; Mendes,
2009).

Apesar da grande diversidade de abelhas sem ferrdo, a abelha A. mellifera é
considerada como a principal espécie produtora de mel utilizado para consumo humano
devido a sua domesticacdo antiga e por ser originaria dos principais paises consumidores de
mel (Carvalho et al., 2005).

A composicdo do mel esta relacionada a diversos fatores, entre esses a espécie de
abelha, o estado fisiologico da colbnia, as fontes vegetais dos quais ele é derivado, o tempo de
maturacdo, as condi¢des edafo-climaticas e a época da colheita (Carvalho et al., 2005). O mel
produzido pelas abelhas sem ferrdo tem despertado crescente interesse econdmico, entretanto,
apesar dessa importancia a legislacdo brasileira que regulamenta a padronizacdo do mel para
fins comerciais é baseada apenas nas caracteristicas do mel produzido por A. mellifera
(Azeredo et al., 2000; Souza et al., 2009). Anacleto et al. (2009) que buscaram determinar as
caracteristicas fisico-quimicas de 20 amostras de mel da abelha Jatai (Tetragonisca angustula
Latreille, 1811), do municipio de Piracicaba- SP, reforcam a necessidade de um padréo préprio
para 0 mel do meliponineos, uma vez que nem todos os padrdes referentes ao mel de A.
mellifera, podem ser aplicados para 0s méis de meliponineos.

Entre as abelhas sem ferrdo, as urucus sdo consideradas boas produtoras de mel, com
producdo de 3 a 6 litros de mel por ano por ninho (Venturieri et al., 2003). O mel € de boa
qualidade e de caracteristicas intrinsecas. A urucu do Nordeste juntamente com a mandacaia
(Melipona quadrifasciata anthidioides e M. mandacaia) sdo destaques nas criacfes nacionais,
pela maior producéo e aceitacdo do mel.

Analisando amostras de mel de meliponineos da Bahia, Souza et al. (2004)
encontraram os valores para agUcares totais (67,72 a 84,99%), acucares redutores (66,00 a
76,20% ) e sacarose (1,13 a 8,35%) para amostras de méis de Melipona asilvai (Moure, 1971).
Alves et al. (2005) obtiveram o valor médio de 74,82% para acUcares redutores em amostras
de mel de M. mandacaia. Anacleto et al. (2009) em amostras de mel de T. angustula
encontraram os valores médios de agUcares totais (56,46%), redutores (55,46%) e sacarose
aparente (0,95%).

A umidade é o um dos principais parametros fisico-quimicos avaliados para a
determinacdo da qualidade do mel, sendo bastante elevada no mel dos meliponinios (Azeredo

et al., 2000). A umidade pode ser alterada ap0s a sua retirada da colmeia em funcdo das
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condicdes de armazenamento depois da extracdo. Pamplona (1989) trabalhando com amostras
de mel brasileiro encontrou valores de umidade de 40 a 20% para o mel de T. angustula;
45,0% para M. quadrifasciata; 20,0% para S. postica e 27,0% para o mel de Plebeia droryana
(Friese, 1900). Outros autores também verificaram altos valores de umidade para o mel de
Melipona (Souza et al., 2004; Alves et al., 2005), Scaptotrigona (Almeida-Anacleto, 2007) e
Tetragonisca (Rodrigues et al., 1998; Almeida-Muradian; Barion, 2007), fato que os torna
menos densos que o mel das abelhas africanizadas, possibilitando o desencadeamento de
processos fermentativos quando associada a presenca de levedos (Souza et al., 2009).

De acordo com Alves et al. (2005), a acidez € outro carater importante ha manutengéo
da estabilidade do mel, reduzindo o risco de desenvolvimento de micro-organismos. As
modificacbes de acidez do mel sdo oriundas da variacdo dos &cidos organicos causada pelas
diferentes fontes de nectares, pela acdo das bactérias durante a maturacdo do mel, pelas
quantidades de minerais e pela acdo da enzima glicose-oxidase que origina o &cido glucdnico
(Carvalho et al., 2005). Alves et al. (2005) encontraram para as amostras de mel de M.
mandacaia o valor médio de acidez de 43,48 meq.kg- (miliequivalente). Anacleto et al. (2009)
obtiveram o valor de 45,23 meq.kg™ para acidez no mel de T. angustula. Souza et al. (2004)
também verificaram o valor de 41,64 meg.kg: para o mel de M. asilvai.

Em relacdo ao potencial hidrogeniénico (pH) do mel, Alves et al. (2005) obtiveram o
valor médio de 3,27 £ 0,09 com variacdo entre 3,16 e 3,54, para 0 mel de M. mandacaia;
Souza et al. (2004), também verificaram o valor de 3,27 + 0,09 com variacao de 3,14 - 3,40
para 0 mel de M. asilvai; Anacleto et al. (2009) encontraram o valor de 4,10 com variacao de
3,54 a 4,64 para o mel de T. angustula.

Segundo Alves et al. (2005) o mel de meliponineos caracteriza-se pela fluidez, devido
a alta umidade que acaba por interferir na viscosidade do produto, uma vez que quanto menos
agua, mais alta a densidade e a viscosidade. Os referidos autores averiguaram a média de
59,60 + 28,25 mPa.s (viscosidade dinamica) para a viscosidade em amostras de méis de M.
mandacaia e Souza et al. (2004) verificaram o valor 66,55 mPa.s no mel de M. asilvai.

O mel, além dos parametros aqui expostos também possui acidos organicos, enzimas,
vitaminas, flavondides, minerais, proteinas e outros compostos que contribuem para sua cor,
odor e sabor (Carvalho et al., 2005).
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2.7 ABELHAS E MICRO-ORGANISMOS

As associacOes entre as abelhas sem ferrdo e micro-organismos sdo aparentemente em
sua maioria obrigatorias. Contudo, a maioria dos relatos ndo considera possiveis relacdes
evolutivas (Bezerra et al., 2000; Peruquetti, 2000). Apesar disso, 0s pesquisadores tém se
interessado por esse tema devido a possibilidade de estudos relacionados a biologia, ecologia
e evolugdo dessas associagdes (O’Connor, 1982; Roubik e Wheeler, 1982; Roubik, 1989;
Bezerra et al., 2000).

A microbiota do mel é constituida por bactérias na forma esporulada, como as do
género Bacillus, e outros micro-organismos ocasionais ou acidentais, como as leveduras e
fungos filamentosos, sendo comuns os dos géneros Penicillium, Mucor e Saccharomyces.
Estes fungos séo incorporados ao mel pelas proprias abelhas da colonia, durante as operacgdes
de coleta, preparo do néctar e polen, ou de maneira fortuita por manipulagbes pouco
higiénicas, durante as etapas de coleta e processamento do mel (Alves et al., 2009). Estes
micro-organismos podem estar envolvidos em atividades de deterioracdo do produto,
producdo de enzimas, toxinas, conversdao metabdlica do alimento, producdo de fatores de
crescimento (vitaminas e aminoacidos) e de fatores inibidores de micro-organismos
competidores (Carvalho et al., 2010 ). Snowdon e Cliver (1996) classificaram as provaveis
fontes de contaminacdo microbiana do mel em primarias e secundarias. As fontes primarias
compreendem o pdlen, o trato digestivo das abelhas, poeira, ar, terra e flores. As fontes
secundarias incluiriam manipuladores de alimentos, contaminacdo cruzada e equipamentos.

A Legislacdo Brasileira que regulamenta a padronizacdo do mel para fins de
comercializacdo se refere somente as caracteristicas do mel de Apis mellifera, sendo que os
unicos valores de referéncia estabelecidos pela RDC n° 12 da ANVISA (Brasil, 2001) séo a
contagem de bolores e leveduras, e verificacdo da presenca de coliformes totais a 35°C e
coliformes termotolerantes a 45°C (Monte et al. 2013). A Instrucdo Normativa n°® 11, de 20 de
outubro de 2000, do Ministério da Agricultura e Abastecimento, estabelece o regulamento
técnico para fixacdo de identidade e qualidade de mel, estabelecendo um valor toleravel de
1,0x102 UFC/g, para bolores e leveduras e auséncia (<3,0 NMP/g) para coliformes totais
(Lieven et al., 2009).
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2.8 FUNGOS E INSETOS

As associacgdes entre fungos e insetos estdo entre as mais ricas, diversas e complexas
em ecossistemas terrestres. As adaptacdes e habilidades de dispersdo desses organismos
resultam em uma variedade de tipos de interaces (Schigel, 2012). Essas interaces podem até
ser obrigatorias, como exemplo, mais de 40 espécies de fungos estdo associadas com a
Hypothenemus hampei, inseto causador da broca do café (Pérez et al., 2003). Acredita-se que
por volta de 40-60 milhdes de anos antes do advento da agricultura humana, trés linhagens de
insetos (térmitas, formigas e besouros), desenvolveram, independentemente, a capacidade de
cultivar fungos para alimentagdo (Mueller e Gerardo, 2002).

As associagdes de fungos do filo Ascomycota com insetos séo diversas, entre elas as
que ocorrem com as leveduras que sdo comumente encontradas no intestino de insetos como
endosimbiontes, atuando no processo de desintoxicacdo de materiais vegetais ou fornecendo
enzimas que vao ajudar a quebrar a parede celular dos tecidos vegetais (Vega e Dowd 2005).
Uma das mais conhecidas associa¢des simbioticas envolve as formigas da tribo Attine que
cultivam esses fungos simbiontes e em troca asseguram a sua reproducdo clonal. Essa
sofisticada relacdo pode ser dividida em cinco sistemas de agricultura distintos, que ndo sao
objeto de estudo dessa tese e assim ndo serdo discutidos aqui, contudo € interessante
mencionar que o fungo cultivado por certos atineos possuem adaptacfes para a vida conjunta,
como exemplo, somente o fungo simbionte dessas formigas produz o gongilidio, uma
estrutura especializada da hifa que acumula nutrientes e é preferencialmente consumida pelas
formigas (Nickele et al.,2013).

Também é conhecida a associacdo de muitas leveduras com insetos que se alimentam
de néctar (Lachance, 2006; Robert et al., 2006). As interacdes inseto-leveduras do filo
Ascomycota sdo comuns e alguns estudos revelam associacfes generalizadas entre esses
organismos em diferentes habitats especializados, como exemplo, entre leveduras cactofilicas
e Drosophila (Anderson et al., 2003; Lachance; Starmer, 1998) e leveduras do género
Metschnikowia associadas a determinados visitantes florais, como espécies de Drosophila
(Lachance; Bowles; Starmer, 2003). Drosophila sdo os principais candidatos para estudos
sobre os efeitos de insetos em comunidades de leveduras, porque é conhecido que elas
consomem esses fungos e terminam atuando como vetores. As leveduras sdo uma importante
fonte de nutricdo para adultos e larvas de Drosophila e o crescimento larval e sobrevivéncia

desses insetos pode ser afetado pelas espécies de leveduras disponiveis (Stamps et al., 2012).
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Segundo Phaff e Starmer (1987) a associacdo entre leveduras e insetos pode ser
puramente mecanica, em que 0S insetos apenas servem como vetores para dispersao sem
nenhum beneficio nutricional, ou uma associacdo benéfica em que o inseto ndo somente age
como vetor, mas também se beneficia das leveduras como complemento alimentar. Por
exemplo, Drosophila melanogaster é um importante vetor de dispersdo de leveduras, pois
essa mosca se alimenta de figo e, consequentemente, ingere leveduras presentes nesse fruto.
Essas leveduras conseguem superar a passagem pelo intestino e sdo depositados por meio das
fezes juntamente com os ovos na cavidade dos frutos de figueiras (Calimyrna sp.) (Miller e
Phaff, 1962; Coluccio et al., 2008). Esse mecanismo é mais eficiente quando comparado com
0 vento ou a &gua, ja que as leveduras sdo transportadas para ambientes ricos em nutrientes
(Coluccio et al., 2008). Com moscas da espécie Drosophila ampelophila é diferente, pois
utilizam esse micro-organismo como complemento alimentar das larvas, visto que a levedura
fornece substancias, possivelmente por meio da degradacdo de compostos maiores em
compostos mais simples, que s@o necessarias para o desenvolvimento delas (Northrop, 1917).

Outra interessante relagdo entre fungos e insetos ocorre entre os fungos que fazem
parte dos Cordyceps. Os ascomicetos desse género sdo conhecidos por comprovada acéo
entomopatogénica parasitando diversas ordens da classe Insecta, principalmente
Hymenoptera, Hemiptera, Diptera, Lepidoptera e Coleoptera (Sanchez, 2002).

Entre os fungos do filo Basidiomycota um exemplo de interagdo ocorre com 0S
ciideos, pequenos besouros que sdo adaptados para viver toda a vida dentro do corpo de
frutificacdo de basidiomicetos, onde consomem todo o talo do fungo, dexando-o apenas
quando o susbtrato é esgotado. Alguns insetos sdo primariamente fungivoros (micofagia ou
fungivoria) como exemplo os besouros das Superfamilias Elateroidea, Staphylinoidea,
Scirtoidea entre outras, ou apenas consomem material vegetal modificado por enzimas
fungicas (Lawrence, 1989). A fungivoria também ocorre em outras espécies de formigas,
como é o caso de Euprenolepis procera, que é especializada em se alimentar de cogumelos
(Witte e Maschwitz, 2008). Além disso, varios basidiomicetos sdo adaptados para dispersao
por insetos, por exemplo, Mutinus sp. Esse fungo libera odores fétidos que atraem moscas e
outros insetos para forragearem o seu basidioma, com isso 0s esporos aderem ao corpo do
inseto e serdo depositados em habitats favoraveis a germinacdo (Blackwell, 2010). A
associacdo com fungos também tem sido particularmente importante para a evolucdo de
certos insetos como o0s pertencentes a familia Latridiidade que possuem estruturas
especializadas no torax denominadas micangias, onde séo carregados os esporos (Costa et al.,

1988). Os insetos também podem carregar propagulos do fungo externamente aderidos ao
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exoesqueleto. Fungos transportados dentro das micangias tendem a ser mutualistas dos
besouros, ja os carregados no exoesqueleto sdo mais propensos a serem patégenos (Malloch;
Blackwell, 1993).

O filo Zoopagomycota é constituido por uma linhagem divergente dos zigomicetes
com espécies que sdo principalmente parasitas e patdgenos de pequenos animais e outros
fungos. A atual classificagdo inclui trés subfilos Entomophthoromycotina e
Kickxellomycotina, que incluem parasitas de insetos e Zoopagomycotina que incluem os
micoparasitas e predadores ou parasitas de pequenos invertebrados e amebas (Spatafora et al.,
2017).

Outro aspecto que merece ser mencionado é o uso dos fungos no controle de insetos.
Os fungos sdo amplamente utilizados para esse fim devido a capacidade de supressdo de
populacdes de insetos praga, vasta gama de hospedeiros e possibilidade de producdo in vitro
(Leite et al., 2003). Esse controle visa a manutencdo da populacao de insetos em equilibrio no
ambiente, uma vez que os fungos (patdgenos) sao utilizados de forma racional como pode ser
visto em varios estudos como exemplo os conduzido por Tiago et al. 2014; Santos et al.,
2015; Lacey et al.,2015; Parsa et al., 2018.

Em consondncia com a perspectiva de controle bioldgico, os insetos, principalmente
0s sociais, também podem evitar e combater infec¢gdes causadas por fungos através de uma
resposta imune social ou comportamental (Shang et al., 2015). O comportamento higiénico
desses insetos pode ser observado, por exemplo, nas formigas que atuam por meio da
desinfeccdo quimica através da emissdo de acido férmico, o que reduz a viabilidade dos
esporos de fungos (Tragust et al., 2013). A profilaxia comportamental também pode ocorrer
através da retirada social e da morte isoladamente. Por exemplo, as formigas de jardim
(Lasius neglectus) infectadas por Metarhizium anisopliae ficam longe da cadmara de ninhada,
cessam 0 contato social com seus ninhos e 0s deixam horas ou dias antes da morte (Ugelvig;
Cremer, 2007). Assim, com as formigas zumbis manipuladas por Cordyceps, morrer longe da
colénia é uma resposta ativa e altruista. Outro exemplo ocorre com os gafanhotos do deserto
(Schistocerca gregaria) que aumentam ativamente a temperatura corporal para inibir a
infeccdo por Metarhizium acridum (Blanford; Thomas,1999).

Fungos sdo conhecidos devido a sua grande capacidade de produzir varios compostos.
Vérias espécies pertencentes aos géneros Alternaria, Aspergillus, Claviceps, Fusarium e
Penicillium sdo conhecidos por serem produtoras de micotoxinas (Ruyck et al., 2015). Os
insetos podem funcionar como vetores para dispersdo dos fungos que potencialmente

produzem esses compostos, e algumas vezes eles podem compartilhar um mesmo
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microhabitat, como exemplo alguma planta. O inseto facilita o acesso do fungo a essa planta e
em troca aproveitam os fungos para protecdo contra seus inimigos naturais e para o
processamento de constituintes de plantas aumentando a digestibilidade delas pelo inseto.
Essa associacdo trofica pode ter promovido uma co-evolugdo entre esses fungos e insetos que
atacam as mesmas plantas hospedeiras (Niu, 2011).

Hé& necessidade de mais informagfes sobre insetos e fungos, contudo alguns fungos
sdo parasitas biotroficos, associados a insetos vivos, e muitos ndo crescem em cultura o que

leva a dificuldades dos estudos desses organismos em laboratdrio (Blackwell, 2011).

2.9 FUNGOS ASSOCIADOS A ABELHAS

Os fungos constituem um grupo de organismos hiperdiversos, podendo ser
encontrados em todos o0s nichos ecoldgicos, e quando comparados em termos de diversidade
ao reino vegetal e animal, sdo numericamente superiores a este dltimo (Loguercio-Leite et al.,
2006). Baseados em uma compilacdo de estudos filogenéticos, Hibbett et al. (2007)
apresentaram uma classifica¢ao dos fungos “verdadeiros”, e nesta nova classificagdo foram
considerados sete filos, 10 subfilos, 35 classes, 12 subclasses e 129 ordens. No mundo estéo
descritas aproximadamente 99.000 espécies de fungos (Kirk et al., 2008). Contudo, essa
estimativa é considerada conservadora, pois ndo foi computada a diversidade associada a
insetos nem a diversidade de fungos endofiticos (Fraga e Pereira, 2012). Na questdo da
micobiota associada a abelhas sem ferrdo, a diversidade e riqueza de espécies permanece
praticamente desconhecida, com pouquissima informacéo disponivel (Menezes et al., 2013).

Grande variedade de organismos pode estar associado a abelhas, e como ocorre em
muitos insetos, as bactérias e fungos parecem desempenhar um importante papel para a
nutricdo e protecdo contra organismos nocivos (Anderson et al., 2011).  Segundo Olaitan
(2007) a sobrevivéncia de micro-organismos no mel € influenciada por propriedades
intrinsecas como o pH baixo, o elevado teor de acglcares e pelo teor de agua presente nesse
produto. O baixo teor de agua inibe, por exemplo, o crescimento de muitas espécies de
bactérias, por outro lado os fungos geralmente sdo mais tolerantes a esse elevado efeito
osmético e, portanto, espera-se que o mel contenha um pequeno nimero e uma variedade
limitada desses seres.

No polen de meliponineos também parece ocorrer uma associacdo com algumas
bactérias, pelo menos para algumas espécies de Melipona. Acredita-se que, em A. mellifera, a

associacdo de podlen armazenado com micro-organismos pode ser responsavel pela
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fermentacdo ou pré-digestdo de alimentos armazenados; dessa forma, estes processos ajudam
na melhoria da digestibilidade de pdlen por meio da producdo de algumas enzimas pelos
micro-organismos. Esta associacdo também pode contribuir ao agregar ao pélen certas
propriedades organolépticas, que sdo especificas para cada espécie de abelha. Entre outros
fatores, tais micro-organismos podem produzir substancias quimicas como os acidos graxos e
antibiéticos que inibem organismos concorrentes e contribuem para a melhor preservacdo
deste produto (Silva e Serrédo, 2000).

2.9.1 Leveduras associadas a abelhas nativas

Semelhantemente as bactérias, leveduras associadas as abelhas utilizam o p6len como
alimento e secretam enzimas que o convertem em subprodutos que auxiliam na integridade da
colmeia. Um estudo conduzido por Camargo et al. (1992) na Amazdnia com a abelha sem
ferrdo Ptilotrigona lurida evidenciou que leveduras do género Candida parecem desidratar o
polen armazenado, sendo esse processo importante para evitar a deterioracdo e prevenir que
outros organismos, tais como forideos (Phoridae), consumam o pélen e causem danos a
colénia. Ainda, segundo os autores, essa abelha que é conspicua na Amazo6nia possui algumas
peculiaridades como a de estocar grandes quantidades de pdlen, com pouca ou nenhuma
umidade e associado a fungos.

Entre as leveduras dez géneros sdo frequentemente listados, sendo Candida e
Starmerella os que ocorrem com maior frequéncia no polen e no mel das abelhas sem ferrdo.
Outros géneros também foram reportados em abelhas adultas, prépolis, na lixeira da col6nia e
raramente no mel, e pelo fato de serem encontrados em partes do ninho associados a materiais
externos, acredita-se que sdo “contaminantes” que as abelhas levam para a colmeia (Lachance
et al. 2001; Rosa et al. 2003).

Em estudo realizado por Hervatin (2009) concluiu-se que os bolores e leveduras sdo 0s
parametros microbiolégicos mais significativos para o pélen apicola, seguido por Bacillus
cereus e por bactérias coliformes totais, sendo parametros que devem ser introduzidos na
legislacao.

Leveduras ja foram registradas em diferentes substratos relacionados as abelhas
nativas no Brasil como mostra a Tabela 1. Um exemplo da associacdo de abelhas com
leveduras foi o estudo de Teixeira et al. (2003) que descreveram a levedura Starmerella
meliponinorum isolada a partir do mel, pdlen, prépolis e detritos de abelhas sem ferrdo das

espécies Melipona quadrifasciata, Melipona rufiventris e Trigona fulviventris, coletadas no
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bioma Cerrado no Estado de Minas Gerais-Brasil, e na Costa Rica da espécie Tetragonisca
angustula. Em outro estudo, Rosa et al. (2003) pesquisaram comunidades de leveduras
associadas as abelhas sem ferrdo T. angustula, M. quadrifasciata e Frieseomelitta varia
coletadas no estado de Minas Gerais (Brasil) e demonstraram que as abelhas T. angustula e F.
varia apresentaram uma forte associacdo com a levedura S. meliponinorum, e a abelha M.
quadrifasciata com Candida apicola.

Durante uma pesquisa para conhecer a diversidade de leveduras associadas a abelhas
sem ferrdo no Brasil, Rosa e Lachance (2005) descreveram a levedura Zygosaccharomyces
machadoi isolada de substratos relacionados a abelha Tetragonisca angustula coletadas em
areas de Cerrado de Minas Gerais- Brasil. Leveduras pertencentes a esse género sao
conhecidas pela sua tolerancia a altas pressGes osmoticas e por participarem da deterioracao
de varios alimentos, principalmente aqueles que possuem altas concentragdes de acglcar, como
exemplo, em amostras de mel da abelha Apis melifera a espécie Z. rouxii ja foi reportada
fermentando o produto (Snowdon & Cliver, 1996; Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003).

Estudando a associagdo de leveduras com ninhos de Melipona quinquefasciata no
Cerrado, uma das florestas tropicais secas brasileira, no Estado de Minas Gerais, Daniel et al.
(2013) descreveram uma nova espécie de levedura denominada Starmerella neotropicalis.
Além da contribuicdo a respeito da associacdo de abelhas com micro-organismos, os autores
também demonstraram, com base em sequéncias da regido D1/D2 do LSU rRNA, que
leveduras identificadas como pertencentes ao clado Starmerella pertenciam a dois subclados
gue agrupavam apenas espécies com ascosporos, inclusive a espécie tipo do género
Starmerella bombicola. Ainda no mesmo estudo, um total de 177 leveduras foram isoladas em
associacdo com essa espécie de abelha: Aureobasidium pullulans, Candida cf. etchellsii,
Candida cf. haemulonii, Candida parapsilosis, Candida cf. ranongensis, Candida rugosa,
Cryptococcus flavus, Cryptococcus laurentii, Cryptococcus nemorosus, Debaryomyces
hansenii, Kodamaea ohmeri, Metschnikowia koreensis, Metschnikowia sp., Meyerozyma
guilliermondii, Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula mucilaginosa, Schwanniomyces
capriottii, Schwanniomyces polymorphus, Starmerella bombicola, Sympodiomycopsis cf.
kandeliae,  Cutaneotrichosporon cutaneum,  Wickerhamomyces anomalus e
Zygosaccharomyces mellis.

O estudo de Barbosa et al. (2016) procurou analisar a riqueza de leveduras associadas
ao mel obtido das abelhas sem ferrdo Melipona mandacaia, M. asilvai, Patarmona sp. e
Scaptotrigona sp. que habitam outra floresta tropical seca brasileira (Caatinga) no Estado de

Pernambuco. Com base nas caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas, o0s autores
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encontraram um total de 12 espécies de leveduras pertencentes ao filo Ascomycota, sendo as
espécies mais abundantes as do género Candida, seguido por Debaryomyces, Dekkera, Pichia
e Kloeckera africana. Os autores ainda observaram que houve uma consideravel similaridade
entre as amostras analisadas em termos de composi¢cdo da comunidade de leveduras nas
amostras de mel de M. mandacaia e Partamona sp. (36.36%) e de M. mandacaia e M. asilvai
(28.57%), o que ndo foi ndo foi observado entre M. asilvai and Partamona sp. O estudo
mostrou que o mel de abelhas sem ferrdo € uma importante fonte de leveduras, especialmente
em ambientes secos tropicais, onde a diversidade de fungos ainda é em grande parte
desconhecida.

Além de estudos com abelhas sociais, algumas pesquisas foram conduzidas com
abelhas solitarias. Rosa et al. (1999) utilizaram substratos relacionados a Diadasina distincta
e Ptilotrix plumata (Apidae) coletadas em uma Estacdo Ecoldgica no Estado de Minas Gerais,
e descreveram uma nova espécie de levedura Candida batistae. Ainda, de acordo com os
autores, essa levedura teve sua ocorréncia associada com o fungo filamentoso do género
Mucor, possivelmente participando do processo de maturacdo do pdo de abelha (beebread).
Outro estudo utilizando diversos substratos dos ninhos das abelhas solitarias Megachile sp. e
Centris tarsata coletadas em area de Mata Atlantica no Parque Estadual do Rio Doce
Atlantico e em uma Estacéo Ecoldgica no Estado de Minas Gerais foi conduzido por Pimentel
et al. (2005) e também foram descritas duas novas espécies de leveduras Candida riodocensis
e Candida cellae pertencentes ao clado Starmerella.

Entre as associaces que podem ocorrer entre esses organismos, o estudo de Brysch-
Herzberg (2004) mostrou que as rainhas da abelha Bombus estdo associadas a leveduras,
particularmente Metschnikowia gruessii. Uma caracteristica importante M. gruessii € que essa
levedura possui uma adaptacdo morfologica para que suas células possam aderir aos tricomas
encontrados na regido bucal do inseto e neles permanecer durante o inverno, quando
praticamente desaparecem as flores. Nesse estudo, observou-se que M. gruessii apresenta
dependéncia dessas abelhas para a sua dispersdo, ja que sua abundancia foi grandemente
afetada nos nectarios florais nos meses de inverno, voltando a aumentar ao fim da hibernacéo
das rainhas.

Estudos também foram desenvolvidos visando verificar a presenca de fungos e
bactérias, principalmente do grupo coliforme em diferentes amostras de mel. Um exemplo foi
o trabalho realizado por Souza et al. (2009) em que avaliaram a qualidade microbioldgica de
amostras de mel de abelhas sem ferrdo pertencentes a tribo Trigonini, provenientes de

diferentes localidades do Estado da Bahia, e encontraram fungos associados, mas em
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nenhuma das amostras de mel verificaram a presenca de bactérias do grupo coliforme. Monte
et al. (2013) também realizaram estudo com o mel das abelhas Melipona compressipes,
Melipona subnitida e Melipona scutellaris, e observaram a presenca de fungos e auséncia de
bactérias do grupo coliforme e de Salmonella spp. Semelhantemente, Oliveira et al. (2013)
avaliaram a qualidade microbioldgica de amostras de mel das abelhas Scaptotrigona depilis e
Tetragonisca angustula coletados em regido do Pantanal mato-grossense e verificaram uma
baixa quantidade de bactérias e elevada presenca de fungos.

O maior problema relacionado com a presenca de leveduras é a fermentacdo, que
resulta do consumo dos acgucares por esses fungos, com producdo de numerosos subprodutos

que podem alterar o paladar e o aroma natural do mel (Hooper, 1976).

2.9.2 Fungos filamentosos associadas a abelhas nativas

Estudos com fungos filamentosos tambem foram conduzidos. Um dos primeiros
estudos a relatar a presenca de fungos filamentosos associados ao mel foi publicado por Melo
(1996). Esse autor relatou a ocorréncia de um “fungo de cor purpurea-escura, septado, com
hifas curtas e eretas” crescendo no batume de colonias da abelha M. capixaba (urucu preta)
em ambiente de Mata Atlantica no Estado do Espirito Santo.

Egorova (1971) isolou a partir do alimento larval de abelhas os fungos Aspergillus
flavus, A. versicolor, Mucor alboalter, Penicillium granulatum, P. solitum e Sporotrichum
olivecum. Roubik e Wheeler (1982) ao estudarem o estdmago de um besouro do género
Scotocryptus que vivia em ninhos da abelha sem ferrdo M. fasciata Latreille, relataram a
ocorréncia de fungos identificados como Stemphylium. Em 1988 Gilliam e colaboradores
mostraram que o fungo Ascosphaera apis ¢ responsavel por causar uma doenga “chalkbrood
disease”, uma micose das abelhas em que o agente invade a cria em desenvolvimento
causando sua morte e posterior mumificacdo. A ascosferiose que também pode ser conhecida
pelos nomes de cria giz ou cria gessificada ocasiona prejuizos inclusive de importancia
econémica (Flores et al. 2000).

Gilliam et al. (1989) isolaram Aureobasidium pullulans, Penicillium corylophilum, P.
crustosum e Rhizopus nigricans (R. stonolifer) no pdlen de origem nao floral e no “pdo” de
abelha e concluiram que os fungos identificados podem ter sido introduzidos pelas proprias
abelhas. Melo (1996) relatou a ocorréncia de um fungo de cor purpurea-escura crescendo no
batume, presente em col6nias de urugu preta (M. capixaba Moure & Camargo) no Espirito

Santo.
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Eltz et al. (2002) relatam o comportamento da abelha Tetragonula collina em colher
esporos de Rhizopus sp. no lugar de pdlen. Observagdes semelhantes também foram
divulgadas por Roubik (1989), Burr et al. (1996) e Oliveira e Morato (2000) ao verificarem
que as abelhas operérias tem habito de forrageamento em uma massa mucilaginosa de
cogumelos popularmente conhecido por véu-de-noiva.

Importante resultado sobre a questdo da relacdo dos fungos com as abelhas foi
publicado Oliveira e Morato (2000) ao verificarem na Amazdnia que as abelhas Trigona
crassipes (Fabricius, 1793) e Trigona fulviventris possuiam habito de forrageamento de duas
espécies de stinkhorn, Diclyophora sp. and Phallus sp., respectivamente. Devido ao processo
de formacéo dos corpos de frutificacdo dos stinkhorn (Phallales) comegarem abaixo do solo,
os basidiosporos sdo formados dentro de uma gleba que emerge do peridium e na maturidade
se projeta para a superficie do solo. Devido a matriz gelatinosa que que se forma na gleba, os
basidiosporos ndo séo dispersos naturalmente, sendo necessario que 0s insetos desempenhem
o papel de vetor. Atraidos por meio de substancias volateis, os insetos forrageiam o “topo”
dos fungos, consomem a matriz gelatinosa dos esporos que posteriormente sdo dispersos por
meio dos excrementos (Oliveira e Morato 2000; Tang et al. 2015). Observacdes semelhantes
também foram divulgadas por Roubik (1989) e Burr et al. (1996).

Ferraz et al. (2006) estudando a ocorréncia de fungos na superficie corpdrea de
abelhas mortas da espécie Melipona subnita vivendo no semi-arido da regido Nordeste do
Brasil, observaram a ocorréncia de fungos pertencentes aos géneros Aspergillus,
Cladosporium, Curvularia, Monilia, Nigrospora, Penicillium, Trichoderma. Segundo os
mesmos autores Flechtman e Camargo em 1974 estudaram fungos patogénicos para a espécie
de abelha Scaptotrigona postica (mandaguari). Fungos como o Macrocheles sp., Tyrophagos
putrescentia e Hemileius initialis, componentes da micota normal de Meliponineos, ja haviam
sido encontrados por Venturieri (1991).

Ao analisarem amostras de mel de Melipona scutellaris em regides de floresta tropical
seca no Estado da Paraiba, Gois et al. (2010) observaram a presenca dos fungos Aspergillus
flavus, Aspergillus sp., Penicilium digitatum, Penicilium sp., e diversas leveduras e bactérias
ndo identificadas. Apesar de ndo ter sido relatado algum efeito prejudicial desses fungos para
sanidade das abelhas nativas, em abelhas Appis melifera, a ocorréncia de fungos dos géneros
Aspergillus e Ascosphaera é preocupante pois podem colonizar as colmeias e causar as
doencas como a aspergilose, também conhecida como cria pedra, e a cria giz levando a
mumificacdo de larvas e pupas, respectivamente. Outra doenca causada por fungo e que tem

sido relatada em abelhas é a aspergilose causada por A. flavus, A. fumigatus e A. niger. Essa
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informacdo é importante e preocupante pelo fato destas espécies de fungos serem
potencialmente produtoras de micotoxinas.

Como podemos verificar, os fungos filamentosos que geralmente sdo encontrados
associados as abelhas e/ou seus produtos pertencem aos géneros Aspergillus, Mucor e
Penicillium. Tais fungos podem sobreviver, mas ndo se reproduzem no mel, dessa forma as
contagens elevadas podem ser indicativos de uma introducdo recente de esporos desses
fungos pelas abelhas ou por outro veiculo (Finola et al. 2007; Snowdon e Cliver, 1996).
Roberts (1971) ao estudar o alimento larval de Ptiloglossa guinnae encontrou leveduras do
género Candida e Saccharomyces, e sugeriu que essa ocorréncia poderia promover 0 aumento
no teor de aminoécidos, vitaminas e estegis.

Recentemente um estudo de grande repercussao cientifica mostrou um registro de
simbiose entre uma espécie de abelha social e um fungo cultivado. Menezes et al. (2015)
constataram que larvas da abelha Scaptotrigona postica se alimentam de filamentos de fungo
do género Monascus (Eurotiales) encontrados em seus proprios ninhos e que sem esse micro-
organismo poucas larvas conseguem dar continuidade ao seu ciclo de vida. Um panorama
sobre quais géneros e/ou espécies de fungos em substratos relacionados a abelhas nativas no

Brasil pode ser visto na Tabela 1.



Tabela 1. Panorama com os géneros de fungos relatados a abelhas nativas do Brasil.

Género (abelha)

epiteto

Género Fungo isolado/ relatado

Referéncia e ecossistema

Aparatrigona

impunctata (Ducke, 1916)

Camargoia camargoi Moure, 1989 - -
nordestina Camargo, 1996
pilicornis (Ducke, 1910)

Celetrigona euclydiana Camargo & Pedro, 2009 - -

hirsuticornis Camargo & Pedro, 2009
longicornis (Friese, 1903)
manauara Camargo & Pedro, 2009

Cephalotrigona

capitata (Smith, 1854)
femorata (Smith, 1854)

Dolichotrigona

browni Camargo & Pedro, 2005
clavicornis Camargo & Pedro,
longitarsis (Ducke, 1916)
mendersoni Camargo & Pedro, 2005
moratoi Camargo & Pedro, 2005
rondoni Camargo & Pedro, 2005
tavaresi Camargo & Pedro, 2005

Duckeola ghiliani (Spinola, 1853) - -
pavani (Moure, 1963)
Friesella schrottkyi (Friese, 1900) - -

Frieseomelitta

dispar (Moure, 1950)
doederleini (Friese, 1900)
flavicornis (Fabricius, 1798)
francoi (Moure, 1946)
freiremaiai (Moure, 1963)
languida Moure, 1990
longipes (Smith, 1854)
meadewaldoi (Cockerell, 1915)
paranigra (Schwarz, 1940)
portoi (Friese, 1900)
silvestrii (Friese, 1902)
trichocerata Moure, 1990

varia (Lepeletier, 1836)

Starmerella

Rosa et al.(2003) (Continua)
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Geotrigona

aequinoctialis (Ducke, 1925)
fulvohirta (Friese, 1900)

kwyrakai Camargo & Moure, 1996
mattogrossensis (Ducke, 1925)
mombuca (Smith, 1863)

subfulva Camargo & Moure, 1996
subgrisea (Cockerell, 1920)

subnigra (Schwarz, 1940)
subterranea (Friese, 1901)
xanthopoda Camargo & Moure, 1996

Lestrimelitta

ciliata Marchi & Melo, 2006
ehrhardti (Friese, 1931)

glaberrima Oliveira & Marchi, 2005
glabrata Camargo & Moure, 1996
limao (Smith, 1863)

maracaia Marchi & Melo, 2006
monodonta Camargo & Moure, 1989
nana Melo, 2003

rufa (Friese, 1903)

rufipes (Friese, 1903)

similis Marchi & Melo, 2006
spinosa Marchi & Melo,

sulina Marchi & Melo, 2006
tropica Marchi & Melo, 2006

Leurotrigona

gracilis Pedro & Camargo, 2009
muelleri (Friese, 1900)

pusilla Moure & Camargo, in Moure et al.,

1988

Melipona

M. (Eomelipona)

amazonica Schulz, 1905

asilvai Moure, 1971

Dekkera

Barbosa et al. (2016),

Caatinga.

(Continua)
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bicolor Lepeletier, 1836

bradley Schwarz, 1932

illustris Schwarz, 1932

marginata Lepeletier, 1836

ogilviei Schwarz, 1932

puncticollis Friese, 1902

torrida (= M. obscurior) Friese, 1916; see
Melo, 2013

tumupasae Schwarz, 1932

41

M. (Melikerria)

compressipes (Fabricius, 1804)
fasciculata Smith, 1854
grandis Guérin, 1834
interrupta Latreille, 1811

quinquefasciata Lepeletier, 1836

Starmerella, Aureobasidium,
Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Kodamaea
Metschnikowia, Meyerozyma
Rhodosporidium, Rhodotorula,
Schwanniomyces,
Sympodiomycopsis, Trichosporon,
Wickerhamomyces,

Daniel et al. (2013), Cerrado

Zygosaccharomyces
M. (Melipona) favosa (Fabricius, 1798) - -
mandacaia Smith, 1863 Candida, Dekkera Barbosa et al. (2016),
Caatinga.
orbignyi (Guérin, 1844) - -
quadrifasciata Lepeletier, 1836 Candida, Rosa et al (2003),
Starmerella Texeira et al. (2003), Cerrado.
subnitida Ducke, 1910 Aspergillus, Penicillium, Ferraz et al. (2006), Caatinga.
Curvularia, Monilia, Nigrospora,
Cladosporium, Trichoderma
M. (Michmelia) brachychaeta Moure, 1950 - -

captiosa Moure, 1962

capixaba Moure & Camargo, 1994
cramptoni Cockerell, 1920

Nao identificado

Melo (1996),
(Continua)



crinita Moure & Kerr, 1950
dubia Moure & Kerr, 1950
eburnea Friese, 1900
flavolineata Friese, 1900

fuliginosa Lepeletier, 1836
fulva Lepeletier, 1836
fuscopilosa Moure & Kerr, 1950
lateralis Erichson, 1848
melanoventer Schwarz, 1932
mondury Smith, 1863

nebulosa Camargo, 1988
paraensis Ducke, 1916

rufiventris Lepeletier, 1836

Starmerella

Texeira et al. (2003), Cerrado.

scutellaris Latreille, 1811

Aspergillus, Penicillium,
leveduras ndo identificadas.

Gois et al. (2010), Caatinga.

seminigra Friese, 1903
titania (Gribodo, 1893)

Meliwillea

Mourella

caerulea (Friese, 1900)

Nannotrigona

chapadana (Schwarz, 1938)
dutrae (Friese, 1901)
melanocera (Schwarz, 1938)
minuta (Lepeletier, 1836)
punctata (Smith, 1854)
schultzei (Friese, 1901)
testaceicornis (Lepeletier, 1836)

Nogueirapis

butteli (Friese, 1900)
minor (Moure & Camargo, 1982)

Oxytrigona

flaveola (Friese, 1900)
ignis Camargo, 1984
mulfordi (Schwarz, 1948)
obscura (Friese, 1900)
tataira (Smith, 1863)

Parapartamona

Paratrigona

catabolonota Camargo & Moure, 1994

- (Continua)
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compsa Camargo & Moure, 1994
crassicornis Camargo & Moure, 1994
euxanthospila Camargo & Moure, 1994
femoralis Camargo & Moure, 1994

haeckeli (Friese, 1900) incerta Camargo &

Moure, 1994

lineata (Lepeletier, 1836)
lineatifrons (Schwarz, 1938)
melanaspis Camargo & Moure, 1994
nuda (Schwarz, 1943)
myrmecophila Moure, 1989 pacifica
(Schwarz, 1943)

pannosa Moure, 1989

peltata (Spinola, 1853)
prosopiformis (Gribodo, 1893)
subnuda Moure, 1947

Paratrigonoides

Partamona

ailyae Camargo, 1980

auripennis Pedro & Camargo, 2003
batesi Pedro & Camargo, 2003
chapadicola Pedro & Camargo, 2003
combinata Pedro & Camargo, 2003
criptica Pedro & Camargo, 2003

cupira (Smith, 1863)

Candida, Debaryomyces

Barbosa et al. (2016),

Caatinga.

epiphytophila Pedro & Camargo, 2003
ferreirai Pedro & Camargo, 2003
gregaria Pedro & Camargo, 2003
helleri (Friese, 1900)

littoralis Pedro & Camargo, 2003
mourei Camargo, 1980

mulata Moure, in Camargo, 1980
nhambiquara Pedro & Camargo, 2003
nigrior Cockerell, 1925)

pearsoni Pedro & Camargo, 2003

(Continua)
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rustica Pedro & Camargo, 2003
seridoensis Pedro & Camargo, 2003
sooretamae Pedro & Camargo, 2003
subtilis Pedro & Camargo, 2003
testacea (Klug, 1807)

vicina Camargo, 1980

Plebeia

catamarcensis (Holmberg, 1903)
droryana (Friese, 1900)

emerina (Friese, 1900)

flavocincta (Cockerell, 1912)
grapiuna Melo & Costa, 2009
julianii Moure, 1962

lucii Moure, 2004

margaritae Moure, 1962
meridionalis (Ducke, 1916)

minima (Gribodo, 1893)

mosquito (Smith, 1863)

nigriceps (Friese, 1901)
phrynostoma Moure, 2004
poecilochroa Moure & Camargo, 1993
remota (Holmberg, 1903)

saiqui (Friese, 1900)

variicolor (Ducke, 1916)

wittmanni Moure & Camargo, 1989

Proplebeia

Ptilotrigona

lurida (Smith, 1854)

Candida

Camargo et al. (1992),

Amazonia

pereneae (Schwarz, 1943)

Scaptotrigona

affabra (Moure, 1989)
bipunctata (Lepeletier, 1836)
depilis (Moure, 1942)
fulvicutis (Moure, 1964)
polysticta Moure, 1950

(Continua)
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postica (Latreille, 1807)

Monascus

Menezes et al. (2015),

Candida, Pichia, Kloeckera

Barbosa et al. (2016),
Caatinga.

tricolorata Camargo, 1988
tubiba (Smith, 1863)
xanthotricha Moure, 1950

Scaura

atlantica Melo, 2004
latitarsis (Friese, 1900)
longula (Lepeletier, 1836)
tenuis (Ducke, 1916)

Schwarziana

mourei Melo, 2003
quadripunctata (Lepeletier, 1836)

Schwarzula coccidophila Camargo & Pedro, 2002 - -
timida (Silvestre, 1902)
Tetragona beebei (Schwarz, 1938) - -

clavipes (Fabricius, 1804)
dorsalis (Smith, 1854)

elongata Lepeletier & Serville, 1828

essequiboensis (Schwarz, 1940)
goettei (Friese, 1900)
handlirschii (Friese, 1900)
kaieteurensis (Schwarz, 1938)
quadrangula

truncata Moure, 1971

Tetragonisca

angustula (Latreille, 1811)

Starmerella

Rosa et al.(2003)

Zygosaccharomyces

Rosa e Lachance (2005),
Cerrado

fiebrigi (Schwarz, 1938)
weyrauchi (Schwarz, 1943)

Trichotrigona

extranea Camargo & Moure, 1983

Trigona

albipennis Almeida, 1995
amalthea (Olivier, 1789)
amazonensis (Ducke, 1916)
branneri Cockerell, 1912
braueri Friese, 1900

(Continua)
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chanchamayoensis

cilipes (Fabricius, 1804)
crassipes (Fabricius, 1793)
dallatorreana Friese, 1900
dimidiata Smith, 1854
guianae Cockerell, 1910
hyalinata (Lepeletier, 1836)
hypogea Silvestri, 1902
lacteipennis Friese, 1900
pallens (Fabricius, 1798)
pellucida Cockerell, 1912
recursa Smith, 1863
sesquipedalis Almeida, 1984
spinipes (Fabricius, 1793)
truculenta Almeida, 1984
williana Friese, 1900

Trigonisca

bidentata Albuquerque & Camargo, 2007
ceophloei (Schwarz, 1938)

dobzhanskyi (Moure, 1950)

duckei (Friese, 1900)

extrema Albuquerque & Camargo, 2007
flavicans (Moure, 1950)

fraissei (Friese, 1901)

graeffei (Friese, 1900)

hirticornis Albuquergque & Camargo, 2007
intermedia Moure, 1900

meridionalis Albuquerque & Camargo, 2007
nataliae (Moure, 1950)

pediculana (Fabricius, 1804)

unidentata Albuquerque & Camargo, 2007
variegatifrons Albuguerque & Camargo,
2007

vitrifrons Albuquerque & Camargo, 2007

Tabela adaptada de Pedro (2014).
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2.10 IDENTIFICACAO DE FUNGOS — ABORDAGEM POLIFASICA

A identificagdo de fungos leva em consideracdo as caracteristicas morfologicas das
estruturas reprodutivas (sexuada e assexuada) principalmente entre os fungos filamentosos.
Parmasto e Parmasto (1992) demonstraram que diferencas morfolégicas por mudancas de
conformacdo genética entre espécies iguais surgem lentamente, e espécies ecologicamente
distintas apresentam diferengcas morfoldgicas qualitativas e quantitativas sutis. Portanto, para
identificacdo das estruturas, os isolados devem ser cultivados em meios de cultura apropriados
e corados com técnicas apropriadas para manutencdo e melhor observacdo das estruturas. Em
muitos casos, pode ndo ocorrer a producdo de estruturas reprodutivas, sendo necessario alterar
as condicOes de cultivo.

Nos ultimos anos, novas metodologias de trabalho, envolvendo técnicas de biologia
molecular e bioinformatica, vém permitindo melhores resultados no rigor taxondémico durante
a identificacdo de micro-organismos. Para fungos, as regides do DNA ribossomal (rDNA) tém
sido bastante estudadas, uma vez que genes de rDNA possuem regides bem conservadas,
como 18S e 28S, ou outras com maior divergéncia, como ITS e IGS. As regides 18S e 28S
sdo Uteis na diferenciacdo entre géneros e especies, enquanto as regibes ITS (Internal
Transcribed Spacer) e IGS (Intergenic Spacer) sdo estudadas na discriminacao entre espécies
e linhagens. Contudo, para garantir estudos mais aprofundados e seguros tem sido
recomendado o estudo de multipos genes e regides como LSU, SSU, 5.8S, ITS, B-tubulina, a-
tubulina, RPB1, RPB2 e EF1-a. Devido ao imenso suporte dessa ferramenta, varias novas
espécies e géneros de fungos foram propostos, inclusive espécies com potencial
biotecnologico (Avio et al., 2009; Jurjevic et al., 2012; Matsuzawa et al., 2014).

A regido ITS que separa 0s genes 18S e 28S do rDNA pode ser amplificada com
primers especificos ancorados nessas duas regides. Os primers universais ITS1 e ITS4 sdo os
mais comumente utilizados na amplificacdo desta regido (White et al. 1990). As regibes ITS
dispdem de caracteristicas interessantes para a identificacdo dos fungos em nivel molecular.
Uma delas é que, nos fungos, esta regido, que compreende entre 600 e 800 pares de bases
pode ser amplificada via PCR utilizando primers universais, 0s quais sdéo complementares as
sequéncias altamente conservadas dos genes gque codificam o rRNA (Larena et al. 1999).

Além da regido ITS o dominio D1/D2 presente no gene 26S do rDNA tém sido
utilizado em reacdes de sequenciamento para auxiliar na diferenciacdo microbiana (Kurtzman
e Robnett, 2003; Arroyo-Lopez et al. 2006; Bautista-Gallego et al., 2011). A regido ITS foi

escolhida como o “codigo de barras (barcode)” para fungos (Schoch et al., 2012). No entanto,
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muito antes do conceito de “barcode” ter sido introduzido, a regido D1/D2 ja tinha sido
escolhida para diferenciar leveduras (Kurtzman e Robnett, 1998; Scorzetti et al., 2002;
Schoch et al., 2012). Atualmente, ambos os bancos de dados referentes a regido D1/D2 e ITS
se apresentam como potentes ferramentas para a identificacdo segura de espécies de leveduras
(Kurtzman, 2014; Vu et al. 2016).

Segundo Kurtzman et al. (2008) a regido D1/D2 do rDNA possui divergéncias que
permitem a diferenciacdo de espécies de leveduras do filo Ascomycota sendo que alteracdes
de 1% dos 600 nucleotideos presentes nessa regido pode ser suficiente para distinguir as
espécies e, alteracBes de um a trés nucleotideos seria suficiente para resolver problemas
taxondmicos entre espécies correlacionadas. De acordo com o estudo conduzido por Vu et al.
(2016) os bancos de sequéncias de DNA publicas como o NCBI e o banco do CBS-KNAW
(www.westerdijkinstitute.nl) sdo bancos robustos que podem ser utilizados para comparacao e
identificacdo de leveduras, seguindo os limiares taxonémicos de 98.41 % e 99.51 % para as
regibes ITS e LSU do rDNA, respectivamente, para identificacdo de espécies, e 96.31 % e
97.11 % para as regides ITS e LSU do rDNA, respectivamente, na discrimiacdo de géneros
de leveduras.

Apesar de serem consideradas barcodes, as regides ITS e LSU do rDNA ndo possuem
resolucdo suficiente para o nivel de espécie em varios géneros como exemplo Aspergillus,
Cladosporium, Fusarium e Penicillium, sendo recomendado o sequenciamento de um
barcorde secundario, ou seja, diferentes loci devem ser usados para diferentes grupos de
fungos, dentre eles sequéncias parciais do gene para a B-tubulina (Houbraken & Samson,
2017). Esse gene codifica as tubulinas que sdo as principais proteinas constituintes dos
microtubulos, responsaveis pela formacdo do citoesqueleto nos eucariotos (Stotz; Long,
1999). Tanto a sequéncia de nucleotideos desse gene, quanto a sequéncia de aminoacidos da
proteina codificada pelo gene, tém sido extensivamente usadas para estimar as relacdes
filogenéticas em fungos sendo de grande valor para o entendimento de processos evolutivos
(Tuszynski et al., 2006).

Os fungos também sdo capazes de produzir uma enorme e diversa quantidade de
metabolitos secundarios, muitos dos quais bioativos (Bugni & Ireland, 2004; Gunatilaka,
2006). Seguindo o conceito de taxonomia polifasica, em muitos casos tém se recorrido a esses
metabolitos para auxiliar na caracterizacdo e identificacdo de algumas culturas. Em particular
atencdo, o perfil de extrélitos € provado como ser especifico para determinadas espécies
(Larsen et al., 2005). Por exemplo, uma grande quantidade de espécies no género Aspergillus

produz uma combinacdo Unica de diferentes tipos de compostos organicos pequenos como
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policetideos (peptideos nao-ribossomais) terpendides, assim como muitos outros compostos
de origem biossintética mista. O fato de os metabdlitos secundarios serem bons caracteres
fenotipicos para o reconhecimento de espécies é suportado por estudos sobre o
sequenciamento do genoma completo de espécies de Aspergillus, o que leva a se inferir que
importantes diferencas gendmicas entre as espécies estdo frequentemente relacionadas a
producdo desses metabdlitos (Galagan et al., 2005). Como exemplo da importancia do perfil
de metabdlitos para a identificacdo de espécies de Aspergillus na secdo Terrei, a espécie A.
hortai € morfologicamente muito semelhante a A. terreus, mas essas espécies sdo diferentes
pelo perfil de extrolitos e também filogeneticamente (Samson et al, 2011).

Varios metabdlitos secundarios produzidos por fungos sdo potentes micotoxinas que
podem causar danos a humanos e animais, por meio de intoxicagcdes agudas ou de efeito
acumulativo, induzindo a distdrbios fisiologicos, como o cancer (Bennett; Klich, 2003). Por
outro lado, esses metabdlitos também podem ter um papel positivo, podendo ser utilizados
para o tratamento de enfermidades, ou utilizadas como base para a sintese de farmacos
(Misiek; Hoffmeister, 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DAS CAIXAS DE CRIACAO E AMOSTRAS

3.1.1 Area de estudo

As coletas foram realizadas em duas &reas de preservacdo ambiental de Mata
Atlantica: Horto Zoobotanico de Dois Irméos (8°7'30"S, 34°52'30"W) e Jardim Boténico do
Recife (8°4' e 8°5'; 34°59' e 34°57"), Pernambuco, Brasil. O Parque Estadual Dois Irmaos
possui uma area de 1.158,51 ha, estando inclusos o fragmento florestal, denominado Mata de
Dois Irmdos, com 384,42 ha, onde se insere 0 zooldgico e o fragmento da antiga Fazenda
Brejo dos Macacos, com 774,09 ha. O Parque é formado por um remanescente de Mata
Atlantica classificada como Floresta Ombrofila Densa (Rodrigues e Silva, 2014). O Jardim
Boténico ocupa uma area de 11,23 ha, com 60% sendo cobertura de fragmento de Mata
Atlantica, apresentando uma grande diversidade de espécies, tanto da fauna e flora (Oliveira
et al., 2015). As coletas realizadas em 2014 foram autorizadas e acompanhadas pela

Associacdo Pernambucana de Apicultores e Meliponicultores (APIME).

3.1.2 Coleta do material

Em cada local de coleta foram utilizadas trés caixas de cria¢do racional, em cada caixa
foram escolhidos quatro potes de polen e de mel. Os potes escolhidos estavam fechados e
antes de serem abertos tiveram sua superficie desinfestada utilizando alcool 70%. As amostras
de mel foram coletadas por succdo utilizando serigas esterilizadas descartaveis e as aliquotas
de 25 mL de mel de cada caixa foram acondicionadas em tubos tipo Falcon. As amostras de
259 de pdlen foram coletadas com auxilio de espatulas de metal esterelizadas e as amostras
armazenadas em potes coletores universais. Swabs também foram friccionados sob a
superficie dos potes de pdlen, de mel e células de cria. Em seguida, os swabs foram
acondiciondos em tubos de ensaio esterelizados. Todo material coletado foi estocado em
caixas de isopor até serem processados em laboratorio. Seis coletas mensais, sequenciais,

foram realizadas.
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3.2 ISOLAMENTO DOS FUNGOS

Em laboratério as amostras de mel e pdlen foram diluidas/suspensas em &gua
peptonada até a diluicdo e plagueadas nos meios DG18 e agar extrato de malte com
cloranfenicol. Os meios foram preparados como descrito em Samson et al. 2010. Os swabs
foram transferidos para um novo tubo contendo 9mL de &gua peptonada e agitados
vigorosamente em Vortex por 5 minutos e em seguida foi realizada uma diluicdo seriada e
plagueada nos meios DG18 e 4gar extrato de malte com cloranfenicol. Todas as placas foram
incubadas por sete a 14 dias a 35 °C no escuro em estufa para B.O.D. (Biochemical Oxygen

Demand).

3.3 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

4.3.1 Extragdo de DNA, PCR e sequenciamento.

O DNA genbdmico dos fungos foi extraido utilizando o Ultra- Clean Microbial DNA
kit (MoBio Laboratories, Solana Beach, CA, USA) seguindo as recomendacdes do fabricante.
Apos extracdo do DNA, todas as amotras oriundas de isolados de fungos filamentosos foram
inicialmente submetidas a amplificacdo via PCR e sequenciamento do fragmento da regido
ITS1, 5.85 e ITS2 do rDNA utilizando os primers VG9 e LS266 para uma triagem inicial.
Posteriormente foram escolhidas outras regifes génicas adequadas para amplificacdo e
sequenciamento, de acordo com o género/grupo de fungos filamentosos. Os primers utilizados
e 0S genes ou regides génicas escolhidos para sequenciamento e posterior analise filogenética
encontram-se no Quadro 3. Para as leveduras inicialmente foram utilizados os primers
LROR+ LR5 para amplificacdo e posterior sequenciamento do fragmento amplificado do
dominio D1/D2 do gene 26S do rDNA. As condi¢cdes do mix e detalhes da sequéncia dos
primers sdo descritas em (Samson et al., 2010; Houbraken et al., 2012). Os produtos de PCR
foram sequenciados nas duas direcbes com 0s mesmos primers usando o kit BigDye®
Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems Life Technologies, Carlsbad,

CA, USA) e foram purificados com Sephadex seguindo as recomendacdes do fabricante.
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Quadro 3. Regides génicas e primers utilizados durante o procedimento de identificacdo por Biologia Molecular
dos fungos obtidos no mel, pdlen e superficie da colmeia de Melipona scutellaris.

Género/grupo | Regido génica indicaca para estudo Primers utilizados para identificagdo e/ou
filogenia (respectivamente)*
Aspergillus ITS, B-tubulina, Calmodulina, RNA | VG9+LS226, Bt2a +Bt2b, Cmd5+Cmd6,

polimerase 11

RPB2-5F + RPB2-7CR

Cladosporium

ITS, B-tubulina

VG9+LS226, Bt2a +Bt2b

Curvularia ITS, B-tubulina, LSU VG9+LS226, Bt2a +Bt2b, LROR+ LR5

Pithomyces ITS, B-tubulina VG9+LS226, Bt2a +Bt2b

Fusarium ITS, B-tubulina, Calmodulina, RNA | VG9+LS226, Bt2a +Bt2b, Cmd5+Cmd6,
polimerase I, Tef 12 RPB2-5F + RPB2-7CR

Phyllosticta ITS, B-tubulina, Tef 1a VG9+LS226

Lichtheimia ITS, LSU VG9+LS226, LROR+ LR5

Monascus ITS, B-tubulina, Calmodulina, RNA | VG9+LS226, Bt2a +Bt2b, Cmd5+Cmde6,

polimerase I, LSU

RPB2-5F + RPB2-7CR, LROR+LRS5

Paecilomyces

ITS, p-tubulina, Calmodulina

VG9+LS226, Bt2a +Bt2b, Cmd5+Cmd6

Penicillium

ITS, B-tubulina, Calmodulina, RNA
polimerase Il

VG9+LS226, Cmd5+Cmd6,
RPB2-5F + RPB2-7CR

Bt2a +Bt2b,

Pestalotiopsis

ITS, p-tubulina, Calmodulina

VG9+LS226, Bt2a +Bt2b, Cmd5+Cmd6

Talaromyces

ITS, B-tubulina, Calmodulina, RNA
polimerase Il

VG9+LS226, Cmd5+Cmd6, RPB2-5F +

RPB2-7CR

Xylaria

ITS, p-tubulina,LSU

VG9+LS226, Bt2a +Bt2b, LROR+ LR5

Levedeuras

IST, LSU

LROR+ LR5, VG9+LS226

*Consultar Samson et al. (2010) e Houbraken et al. (2012) para referéncias, sequéncias dos primers, e condi¢oes

da PCR.
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3.3.2 Identificacéo e analises filogenéticas

As sequéncias de nucleotideos, de ambos os sentidos, foram editadas e montadas,
usando o programa SeqMan v.10.0.1. e analisadas no softwere Biolomics® utilizando o banco
de dados do Westerdijk Fungal Biodiversity Institute (anteriormente conhecido por CBS-
KNAW ). O programa Biolomics permite uma identificacdo confiavel uma vez que utiliza
apenas sequéncias oriundas de material tipo e outras cepas de referéncia depositadas no
Westerdijk Fungal Biodiversity Institute (www.westerdijkinstitute.nl). Os isolados que nédo

foram possiveis de serem idenficados pela analise do Biolomics foram considerados como
possivel novo taxa e foram submetidos a analise no programa BLASTn na plataforma do
banco de dados NCBI. O banco de sequéncias de cada género foi gerado utilizando
sequencias de material tipo previamente publicadas no NCBI. As sequéncias obtidas neste
estudo foram alinhadas utilizando o programa MAFFT (Katoh et al. 2005) e os alinhamentos
foram manualmente otimizados com o programa MEGA 5 (Tamura et al. 2011). Os modelos
de substituicdo nucleotidica foram determinados usando o FindModel (Posada & Crandall
1998). Analise filogenética de maxima verossimilhanca (ML) foram realizadas usando o
programa RAXML-VI-HPC v. 7.0.3 (Stamatakis, 2006) e a analise de Bayesian (BI) no
programa MrBayes v.3.2.1 (Ronquist et al. 2012). As arvores filogenéticas foram visualizadas
usando o programa FigTree v. 1.1.2 (Rambaut, 2009) e editadas no Adobe Illustrator v.CS5.1.
Para analises combinadas, os alinhamentos individuais foram concatenados usando o
programa Mesquite v3.04 (Maddison; Maddison, 2016).

3.3.3 Caracterizagdo macro e micromorfoldgica

Para a descricdo das novidades taxonémicas foram observadas as caracteristicas
macroscopicas das colbnias (cor, aspecto, consisténcia, presenca de pigmento, etc.),
caracteristicas microscopicas (morfologia de estruturas somaticas e reprodutivas), fisiologia e
bioguimica utilizando-se metodologia e literatura especifica (Morton & Smith, 1963; Ellis,
1971, 1976; Kreger-van Rij (1984); Barnett et al. (2000); Samson; Frisvad, 2004; Crous et al.,
2007; Kurtzman, Fell, Boekhout (2011); Samson, Varga, Frisvad, 2011).

Observacdes microscopicas do estagio assexuado e sexuado foram conduzidas por
meio de laminas preparadas das coldnias cultivas no meio de cultivo adequado para cada
género segundo as literaturas especificas. Para confeccdo das laminas foi utilizado o &cido
latico (60%) como fluido de montagem e etanol 96% foi usado para remover o excesso de

conidios. As observacdes e imagens foram conduzidas em microscopio de luz Zeiss AX10


http://www.westerdijkinstitute.nl/
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Imager A2 equipado com cameras Nikon DS-Ri2 e software NISElements Dv4.50 para
capturar imagens digitais. Para as novidades taxondmicas, 0s nomes das espécies e
informacGes associadas foram depositados no banco MycoBank, as sequéncias no GenBank,
as culturas depositadas na Colecdo de Culturas da Micoteca URM e um representante
(isolado) de cada novidade também foi depositado na Colecdo de Cultura do Westerdijk
Fungal Biodiversity Institute (formalmente conhecido por Centraalbureau voor
Schimmelcultures - CBS), sob o termo de transferéncia de material MTA No.
01/2016/Micoteca URM.

3.3.4 Andlise de extrélitos totais

Apenas isolados pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium, Talaromyces e
Monascus foram submetidos a essa anélise. Para extracdo dos extrolitos, os isolados foram
cultivados em condigdes especificas para cada género (Tabela 2). Apds o crescimento, trés
plugs de cada colonia crescida em cada meio foram retiradas e acondicionadas em frascos de
penicilina cor @mbar, em seguida foi acrescentado etilacetato-isopropanol (3:1) com 1% de
acido férmico até que todos os plugs ficassem submersos. Em seguida o material foi sonicado
por 60 min como recomendado em Smedsgaard 1997 e Houbraken et al., 2012.
Posteriormente, o liquido obtido foi transferido para um novo frasco e submetido a
evaporacdo ate secagem. O extrato seco foi redissolvido em metanol e filtrado em membrana
de 0.45 um e entdo as diluicdes foram injetadas no aparelho de cromatografia liquida de alto
desempenho acoplada a deteccdo de matriz de diodos (UHPLC-DAD). Os compostos
detectados foram identificados pela comparacdo do tempo de retencdo e espectro de luz UV
mensurado a 200-600nm. O espectro da luz UV foi comparado com dados da literatura

disponivel.

Tabela 2. Meios e condi¢des de cultivo utilizados para crescimento dos fungos a
serem submetidos a anélise de extralitos.

Género Meios e condicGes de cultivo

Aspergillus CYA, YES e MEA a 25 °C por 7 dias.
Penicillium CYA, YES e MEA a 25 °C por 7 dias.
Talaromyces CYA, YES, MEA e OA a 25 °C por 14 dias
Monascus CYA, YES, MEA, OA a 25 °C por 14 dias.

PDA e DG18 a 25 °C por 20 dias.
Fonte: O autor, 2018.
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3.4 ANALISE DA FREQUENCIA DOS ISOLADOS

A frequéncia relativa de cada espécie foi calculada para cada substrato pela formula: F
= (Ni/N) x 100, onde Di = distribuicdo de cada espécie i; Ni = numero de unidades
formadoras de colbnia (UFC) de cada espécie i; N = numero total de UFC, sendo
consideradas as seguintes classes de frequéncia: 0,5 < F < 1,5% - rara, 1,5 < F < 5% -
ocasional, 5 < F < 10% - frequente e F > 10% - abundante (Schnittler; Stephenson, 2000).
Para o célculo dos indices ecoldgicos (Riqueza de Espécies, Diversidade de Shannon-Wiener,
Equitabilidade de Pielo e Dominancia de Berger-Parker) utilizou-se o software PAST 1.7
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi obtido um total de 1623 isolados, sendo 1375 leveduras e 248 fungos
filamentosos. Dentre as leveduras foram obtidos isolados pertencentes aos géneros
Aureobasidium, Blastobotrys, Candida, Debaryomyces, Kodamaea, Metschnikowia,
Starmerella, Priceomyces, Meyerozyma, Torulaspora, Wickerhamomyces, Pseudozyma e
Cutaneotrichosporon (Tabela 3). Dentre os fungos filamentosos, as amostras purificadas
foram identificadas como pertencentes aos géneros Aspergillus, Cladosporium, Curvularia,
Pithomyces, Fusarium, Phyllosticta, Lichtheimia, Monascus, Paecilomyces, Penicillium,
Pestalotiopsis, Pithomyces, Talaromyces e Xylaria (Tabela 3).

Segundo a classificacdo da frequéncia relativa dentre as 35 espécies que ocorreram nas
amostras de mel 16 tiveram sua ocorréncia registrada como raras, 13 abundantes, 5 ocasionais
e 1 comum. Na superficie da colmeia ocorreram 59 espécies, destas 33 foram consideradas
como raras, 9 abundantes, 10 ocasionais e 7 comuns. No pélen foi registrado 39 espeécies, dos
quais 13 sdo consideradas raras, 8 abundantes, 14 ocasionais e 4 comuns (Tabela 3, Figura 4).
Segundo Sarma e Hyde (2001) a importancia de calcular a frequéncia de ocorréncia esta
relacionada com o estabelecimento de quais fungos sdo mais comuns em uma determinada
area, ou substrato. Das centenas de espécies presentes em uma comunidade, relativamente
poucas exercem uma grande influéncia de controle em virtude de seu tamanho, nimeros ou
atividades (Krebs, 1985). As espécies dominantes sdo aquelas que sdo altamente bem
sucedidas ecologicamente e determinam em grande medida as condigdes em que as espécies
associadas devem crescer. Em comunidades ricas em espécies, a maioria das espécies
provavelmente terd uma distribuicdo escassa (Rabinowitz, 1981). Normalmente, alguns
fungos dominardo uma determinada area, enquanto os outros fungos raramente serdo

encontrados (Cooke; Rayner, 1984).



Tabela 3: Espécies de fungos isolados a partir de amostras de mel, polen e na superficie das colmeias de Melipona scutellaris utilizadas no presente estudo. Frequéncia

absoluta (fa), frequéncia relativa (fr%) e classificacdo da frequéncia em cada substrato analisado.

Aspergillus alabamensis
A.amoenus
A.chevalieri
A.fumigatus
A.neoniger

A.niger

A.persii
A.pseudocaelatus
A.pseudoglaucus
A.sclerotiorum
A.subramanianii
A.subversicolor
A.sydowii

A.versicolor
A.welwitschiae
Cladosporium silenes
Curvularia malina
Fusarium pseudocircinatum
Lichtheimia hyalospora
Monasucs mellicola

M. recifensis

M. ruber
M.flavipigmentosus
Paecilomyces formosus
Penicillium apimei

MEL POLEN COLMEIA
fa fr% Class fa fr% Class fa fr% Class TOTAL
0 - - 1 0,36 R 1 0,17 R 2
0 - - 0 - - 4 0,68 R 4
0 - - 3 1,07 @) 2 0,34 R 5
0 - - 0 - - 2 0,34 R 2
0 - - 0 - - 1 0,17 R 1
3 0,40 R 7 2,49 C 9 1,52 0] 19
0 - - 0 - - 1 0,17 R 1
1 0,13 R 5 1,78 C 16 2,71 C 22
1 0,13 R 3 1,07 @) 0 - - 4
0 - - 1 0,36 R 3 0,51 R 4
1 0,13 R 0 - - 6 1,02 0] 7
1 0,13 R 4 1,42 @) 1 0,17 R 6
0 - - 0 - - 3 0,51 R 3
1 0,13 R 0 - - 0 - - 1
0 - - 2 0,71 @) 1 0,17 R 3
0 - - 3 1,07 @) 0 - - 3
0 - - 0 - - 2 0,34 R 2
0 - - 2 0,71 @) 4 0,68 o] 6
0 - - 3 1,07 @) 10 1,69 C 13
10 1,33 @) 1 0,36 R 5 0,85 o] 16
0 - - 2 0,71 @) 0 - - 2
0 - - 0 - - 9 1,52 o] 9
0 - - 1 0,36 R 2 0,34 R 3
1 0,13 R 0 - - 2 0,34 R 3
1 0,13 R 0 - - 0 - - 1

(Continua)



P. brocae 9 1,20 @) 0 - - 13 2,20 C 22
P. chermesinum 0 - - 0 - - 0,17 R 1
P. citreosulfuratum 0 - - 1 0,36 R - - 1
P. citrinum 4 0,53 R 2 0,71 O 10 1,69 C 16
P. echinulonalgiovense 0 - - 1 0,36 R 2 0,34 R 3
P. fernandesiae 0 - - 0 - - 1 0,17 R 1
P. mallochii 0 - - 0 - - 3 0,51 R 3
P. meliponae 1 0,13 R 0 - - 0 - - 1
P. mellis 2 0,27 R 0 - - 4 0,68 O 6
P. multicolor 0 - - 0 - - 2 0,34 R 2
P. paxilli 0 - - 0 - - 2 0,34 R 2
P. rubens 0 - - 0 - - 6 1,02 O 6
P. sanshaense 0 - - 1 0,36 R 0 - - 1
P. sclerotiorum 1 0,13 R 1 0,36 R 2 0,34 R 4
P. shearii 0 - - 0 - - 3 0,51 R 3
P. singorense 0 - - 1 0,36 R 0 - - 1
P. steckii 0 - - 0 - - 4 0,68 O 4
P. sumatraense 0 - - 0 - - 1 0,17 R 1
P. wotroi 1 0,13 R 0 - - 1 0,17 R 2
Penicillium sp. 0 - - 1 0,36 R 0 - - 1
Pestalotiopsis cf.knightiae 0 - - 0 - - 2 0,34 R 2
Phyllosticta cf.capitalensis 0 - - 0 - - 1 0,17 R 1
Pithomyces chartarum 0 - - 0 - - 1 0,17 R 1
Talaromyces brasiliensis 1 0,13 R 0 - - 2 0,34 R 3
T. calidicanius 0 - - 1 0,36 R 0 - - 1
T. mycothecae 0 - - 0 - - 4 0,68 @) 4
T. pigmentosus 0 - - 2 0,71 @) 3 0,51 R 5

(Continua)
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T. scorteus 3 0,40 R 0 - - 1 0,17 R 4
T. wortmanii 0 - - 0 - - 1 0,17 R 1
Xylaria cf. hypoxylon 0 - - 0 - - 3 0,51 R 3
Aureobasidium pullulans 0 - - 2 0,71 @) 1 0,17 R 3
Blastobotrys chiropterorum 74 9,85 A 39 13,88 A 42 7,11 A 155
Blastobotrys terrestris 46 6,13 A 28 9,96 A 16 2,71 C 90
Blastobotrys meliponae 9 1,20 C 0 - - 0 - - 9
Candida etchellsii 31 4,13 A 16 5,69 A 17 2,88 C 64
Candida intermédia 73 9,72 A 20 7,12 A 50 8,46 A 143
Debaryomyces hansenii 76 10,12 A 6 2,14 C 52 8,80 A 134
Kodamaea ohmeri 42 5,59 A 0 - - 6 1,02 ) 48
Metschnikowia koreensis 64 8,52 A 27 9,61 A 56 9,48 A 147
Meyerozyma guilliermondii 67 8,92 A 34 12,10 A 55 9,31 A 156
Priceomyces melissophilus 63 8,39 A 30 10,68 A 26 4,40 A 119
Starmerella bombicola 45 5,99 A 7 2,49 C 25 4,23 A 77
Starmerella sp.nov. 6 0,80 @) 3 1,07 @) 1 0,17 R 10
Torulaspora delbrueckii 29 3,86 A 1 0,36 R 36 6,09 A 66
Wickerhamomyces anomalus 21 2,80 A 0 - - 0 - - 21
Pseudozyma hubeiensis 53 7,06 A 13 4,63 A 39 6,60 A 105
Cutaneotrichosporon cutaneum 0 - - 3 1,07 @) 12 2,03 C 15
Moniliella carnis 5 0,67 O 0 - - 0 - - 5
Moniliella sp.nov. 4 0,53 @) 1 0,36 R 0 - - 5
Sakaguchia sp.nov. 1 0,13 R 2 0,71 @) 0 - - 3
TOTAL 751 281 591 1623

Siglas: A:Abundantes, C:Comuns; O:Ocasionais; R: Raras
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O fato da grande maioria das espécies obtidas no presente estudo serem consideradas
raras (Figura 4) pode estar relacionado com a biologia das abelhas. Sabe-se que a organizacdo
de insetos sociais pode reduzir a possibilidade de transmissdo de parasitas, diminuindo a
possibilidade de possiveis patdgenos estabelecerem-se nas col6nias (Wilson 1971; Lacerda
2009).

Figura 4. Quantitativo da classificacdo das espécies de fungos em raras, comuns, abundantes e ocoasionais, a
partir dos isolados de amostras de mel, polen e na superficie das colmeias de Melipona scutellaris utilizadas no
presente estudo.

35 7
30 A
25 1
Mel
MW Podlen
m Superficie

Raras Comuns Abundantes  Ocasionais

Fonte: O autor, 2018.

Segundo Odum (1969) um aspecto consistente das comunidades é conterem
comparativamente poucas espécies categorizadas como comuns, ou Seja, possuirem um
namero maior de espécies raras em um dado tempo e espaco. As espécies abundantes séo
consideradas como conservacionistas, podendo ser dominantes numericamente, mas nao
necessariamente em termos de biomassa na comunidade.

Uma maior densidade, dada pela contagem do nimero de individuos, foi obtida no mel
(751 isolados, 709 leveduras e 42 filamentosos), seguido pela superficie das colmeias (591
isolados, 434 leveduras e 157 filamentosos) e por ultimo o pdlen (281 isolados, 232 leveduras
e 49 filamentosos) (Tabela 4). Um dendograma representando a similaridade da comunidade

fangica entre os susbtratos analisados pode ser visto na figura 5.
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Tabela 4. Taxa, Densidade, Diversidade de Shannon-Wiener (H”), Equitabilidade de Pielo (e) ¢ Dominancia de
Berger-Parker dos fungos isolados a partir de amostras de mel, pdlen e na superficie das colmeias de Melipona
scutellaris utilizadas no presente estudo.

Filamentosos Leveduras
Mel Polen Superficie Mel Pdlen Superficie

Taxa_S 17 23 44 18 16 15

Densidade 42 49 157 709 232 434
Dominéancia 0.13 0.07 0.04 0,08 0,11 0,10
Shannon-Wiener (H”) 2,5 3 3,5 2,62 2,35 2,45
Equitabilidade de Pielo 0,85 0,93 0,91 091 0,85 0,90
Berger-Parker 0,24 0,14 0,10 0,11 0,17 0,13

Fonte: O autor, 2018.

Figura 5. Dendrograma de similaridade representativos das comunidades de fungos filamentosos e leveduras
isoladas do mel, pélen e da superficie das colmeias de Melipona scutellaris utilizadas no presente estudo.

Mel

Poélen

Superficie

I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

0.000 0.250 0.500 0.750 1.000
Coeficiente de Similaridade

Fonte: O autor, 2018.

Os indices ecologicos estimados indicaram que os valores da diversidade (H’) e
riqueza de espécies sdo proXimos ou iguais entre os susbtratos analisados para cada grupo de
fungo (filamentosos e leveduras) (Tabela 4). Quanto a equitabilidade (J’) apesar dos valores
obtidos serem muito proximos, foi observado que para os fungos filamentosos o polen e a
superficie das colmeias tendem a serem mais equitativos em relacdo a distribuicdo das
espécies. Ja para as leveduras isso pode ser obsevado para o mel e para superficie. A
equitabilidade possui intervalo de zero a um [0,1], onde 1 representa a maxima diversidade,
ou seja, todas as espécies sdo igualmente distribuidas. No presente estudo os valores obtidos
para diversidade (H’) sdo maiores do que os encontrados para dominéncia de Berger-Parker
(Tabela 4), corroborando a afimacéo de Brower e Zar (1984) de que uma comunidade com

alta diversidade tera baixa dominancia. A diversidade e dominancia da populacdo de fungos
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dependem da ocorréncia de habitats especificos para determinadas espécies (Christesen et al.
2000).

A escassez de estudos sobre fungos em substratos relacionados as abelhas nativas
torna invidvel, no momento, o desenvolvimento de uma profunda argumentacdo
comparatativa. Deste modo, optamos por tentar compreender a ocorréncia dos principais
grupos de fungos isolados, de uma forma mais ambrangente com outras espécies de abelhas,
além de descrever novas espécies de fungos e resolver alguns problemas taxonémicos em
grupos conhecidos utilizando uma abordagem polifésica.

Para fins didaticos apresentamos aqui a reconstrucéo filogenética global com apenas a
regido ITS para os fungos filamentosos, pois esse é o barcorde comum para todos nesse grupo
de isolados (Figura 6).

Figura6. Agrupamento dos isolados por género usando analise de maxima verossimilhanca (ML) para regido
ITS1, 5.85e ITS2 do rDNAde fungos filmanentosos isolados a partir de amostras de mel, polen e na superficie
das colmeias de Melipona scutellaris coletadas no presente estudo. Valores de bootstrap a partir de 1000
repeticOes sdo indicados nos nos.
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Fonte: O autor, 2018.
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Dentre os 13 géneros de fungos filamentosos isolados, o género Apergillus foi
representado por 15 espécies pertencentes a sete secOes: Aspergillus (A.chevalieri, A.
pseudoglaucus); Circumdati (A.persii, A. sclerotiorium, A.subramanianii); Fumigati (A.
fumigatus); Flavi (A. pseudocaelatus); Nigri (A. niger, A. welwitschiae); Terrei (A.
alabamensis, A. terreus); Versicolores (A. amoneus, A. subversicolor, A. sydowii, A.
versicolor).

Ao realizarem um estudo com varias amostras de mel, pélen e intestino de abelhas
adultas da espécie A. mellifera em diferentes regides da Eslovaquia, Kacaniova et al. (2009)
encontraram nas amostras de pdlen as espécies Aspergillus flavus, A. fumigatus, A.niger,
A.ochraceus, Aspergillus sp., A.terreus, A. versicolor e nas amostras de mel uma micota
muito semelhante formada pelas espécies de A. candidus, A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A.
ochraceus, A.terreus, A.versicolor. Muitas dessas espécies também foram reportadas nas
amostras analisadas no presente estudo.

Neste estudo foram encontradas 21 espécies de Penicillium ditribuidas entre as se¢es:
Sclerotiora (P. brocae, P. mallochii, P. sclerotiorum, P. sanshaense); Citrina (P. citrinum, P.
paxilli, P. shearii, P. steckii, P. sumatraense); Charlesia (P. chermesinum, P. multicolor);
Exilicaulis (P. citreosulfuratum); Lanata-divaricata (P. echinulonalgiovense, P. singorense,
P. wotroi); Chrysogena (P. rubens). Dentre esse total, cinco espécies de Penicillium exibiram
caracteres Unicos que se desviam de espécies conhecidas e sdo descritos como novos nas
seccOes Sclerotiora e Gracilenta. Na secdo Lanata-divaricata, a espécie Penicillium
echinulonalgiovense foi descrita em 1956 por Abe sem um diagndstico em latim e por isso
teve seu nome invalidado (Art. 39.1. Codigo de Melbourne), além do mais é considerada por
muitos como sinbnimo de P. simplicissimum. Nosso estudo mostra que P.
echinulonalgiovense é filogeneticamente Unica e diferente de P. simplicissimum, e dessa
forma para validar essa espécie, uma nova diagnose em inglés é fornecida em nosso estudo e a
espécie passa a ser valida, sendo novamente considerada como nova (Penicillium
echinulonalgiovense S. Abe ex Houbraken & R.N. Barbosa sp. nov.) (Apéndice 1).

No género Talaromyces foram identificadas espécies pertencentes a secgdo
Talaromyces (T. calidicanius) e Islandici (T. scorteus e T. wortmanii). Neste género, trés
grupos de isolados exibiram caracteres Unicos que se desviam de espécies conhecidas e sdo
descritos como novos nas seccdes Trachyspermi, Helici e Talaromyces. O manuscrito
referente a descricdo de todas as novas espécies de Penicillium e Talaromyces encontra-se

publicado na revista Antonie van Leeuwenhoek (Apéndice 1). A maior diversidade de
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espécies de Penicillium e Talaromyces foi observada neste trabalho nas amostras coletadas na
superficie dos potes e células de cria no interior dos ninhos.

As espécies de Penicillium e Talaromyces sdo cosmopolitas bem conhecidas e que
desempenham varios papéis em ecossistemas naturais, agricultura e biotecnologia. Ambos os
géneros possuem um sistema de classificacdo infragénico. Atualmente, 26 secGes sdo aceitas
em Penicillium (Houbraken; Samson 2011, Houbraken et al., 2016) e sete secbes em
Talaromyces (Yilmaz et al., 2014). Entre os isolados do género Penicillium, espécies da se¢do
Sclerotiora foram mais frequentemente isoladas durante este estudo. Curiosamente, P. brocae
foi predominante entre espécies desse género. Esta espécie foi originalmente descrita em
insetos causadores da broca de café no México (Peterson et al., 2003) e mais recentemente
também foi detectada em fezes de outras espécies de besouro (Eufallia sp.) (Wang; Chan
2015). Juntamente com a descricdo de P. brocae, Peterson et al. (2003) sugeriram que esta
espécie produz esterois exdgenos necessarios para o desenvolvimento do inseto causador da
broca no cafeeiro e, portanto, estaria associada ao inseto. Uma hipotese ecoldgica semelhante
pode ser feita para abelhas sem ferrdo, mas isso sera um assunto para estudo futuro. Alem de
P. brocae, as espécies P. mallochii e P. guanacastense também estdo associados ao trato
digestivo e fezes de lagartas (Rivera et al., 2012) sugerindo uma associacdo de outros
membros da secdo Sclerotiora com insetos.

Monascus foi outro género bem representado, com 30 isolados. Dentre estes, nove
foram identificados como M. ruber e 21 apresentaram caracteristicas distintas das outras
espécies que tinham descricdo taxondmica valida e foram descritas como novas. O uso
combinado de ferramentas morfologicas, moleculares e metabdlicas aplicadas no presente
estudo, permitiu que a taxonomia desse género fosse revisitada, e ele foi entdo resolvido em
nove espécies, sendo seis aceitas como validas (M. argentinensis, M. lunisporas, M. pallens,
M. purpureus, M. ruber, M. sanguineus) e trés novas obtidas no presente estudo (Monascus
flavipigmentosus R.N. Barbosa, Souza-Motta, N.T. Oliveira & Houbraken, Monascus
mellicola R.N. Barbosa, Souza-Motta, N.T. Oliveira & Houbraken, Monascus recifensis R.N.
Barbosa, Souza-Motta, N.T. Oliveira & Houbraken). As analises conduzidas no estudo
possibilitaram, ainda, a segregacdo do género em duas novas secdes (Monascus section
Floridani R.N. Barbosa & Houbraken, Monascus section Rubri R.N. Barbosa & Houbraken).
O estudo referente a descricdo das novas espécies e uma revisdo atual para Monascus
encontra-se publicado no Periodico Studies in Mycology (DOl
10.1016/j.simyco0.2017.04.001)(Apéndice 2) e desta forma as descrigdes taxondmicas nédo

serdo reproduzidas no corpo da tese. E importante mencionar que o referido estudo aplica



65

pela primeira vez para esse género o conceito de reconhecimento de espécies filogenéticas
em concordancia genealdgica (GCPSR — Genealogical Concordance Phylogenetic Species
Recognition). O GCPSR € uma ferramenta que pode ser usada como analise complementar ao
conceito de espécies morfologicas. E necessario que seja realizada a analise comparativa de
varias arvores filogenéticas para varios genes, e a posicdo filogenética da espécie deve ser
concordante na maioria das analises.

Um caso de mutualismo entre fungos e a abelha social Scaptotrigona postica foi
relatado (Menezes et al., 2015). As larvas de S. postica tém maior taxa de sobrevivéncia
quando alimentadas com alimentos cultivados com micélio de Monascus. Durante a nossa
investigagdo a espécie M. ruber foi frequentemente isolada no interior dos ninhos. 1sso indica
que também outras espécies de abelhas, como M. scutellaris, também podem ter uma relacéo
com M. ruber, sendo os substratos relacionados as abelhas um novo nicho ecolédgico ainda
pouco explorado, de espécies de Monascus. Dentre as novas espécies descritas M. recifensis e
M. flavipigmentosus ndo apresentaram producdo de ascomata nas condi¢Ges de incubagéo
deste estudo. Stchigel & Guarro (2007) estudaram varios ascomicetos cleistoteciais e
concluiram que o critério da producdo de ascomata fechado sem abertura predefinida é de
pouco valor sistematico. Essa informacdo somada ao recente estudo sobre fungos que vivem
com associacdo com abelhas solitarias coletadas na Dinamarca sugere uma evolucéo e
reducdo dos corpos de frutificacdo de algumas espécies em Pezizomycotina para uma
adaptacdo a dispersao pelas abelhas (Wynns, 2015). Interessante observar neste contexto é
que geralmente Monascus forma cleistotécios menores do que os observados nos géneros
relacionados como Aspergillus e Penicillium.

Espécies pertencentes aos géneros Cladosporium, Curvularia, Lichtheimia,
Phyllosticta, Fusarium, Paecilomyces, Pestalotiopsis, Pithomyces e Xylaria também foram
isoladas, embora com poucos representantes (Tabela 3). A Figura 7 ilustra representantes de
algumas espécies de fungos filamentosos isoladas e identificadas no presente estudo.

De acordo com Stevenson (1974) Cladosporium é geralmente associado a pulgdes,
uma vez que esses insetos liberam uma secre¢do “honeydew” que ¢é importante para o
desenvolvimento desses fungos. Modro et al. (2009) analisaram isolados Cladosporium
coletados por abelhas A. mellifera durante um periodo de escassez de recursos alimentares
convencionais (polen e néctar). Segundo os autores a composi¢do nutricional das bolotas de
fungos apresentou alto valor protéico, extrato etéreo e matéria organica. Nao se sabe ao certo
se as abelhas possuem alguma preferéncia por coletar pélen com fungos, provavelmente esse

fato deve estar relacionado a palatabilidade ou valor nutricional agregado. Wingfield et al
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(1989) observaram que A. mellifera aparentemente prefere recolher pdlen sempre quando o
fungo Melampsora ricini estd sobre o mesmo. Outro fator que pode ter influenciado a
ocorréncia dos fungos no presente estudo sdo os diversos tipos de plantas que estavam em
floragdo durante as coletas.

Kacéniova et al. (2009) realizaram uma exaustiva anélise microbioldgica do mel, do
trato gastro intestinal de abelhas adultas e do pdlen coletado por A. mellifera em diferentes
regides da Eslovaquia e encontraram além de bactérias nas amostras de pdlen, os fungos
Acremonium sp., Alternaria alternata, Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. niger, A.
ochraceus, Aspergillus sp., A. terreus, A. versicolor, Botrytis sp., Cladosporium
cladosporioides, Fusarium sp., Mucor circinelloides, M. hiemalis, M. racemosus, Mucor sp.,
Penicillium sp., Rhizopus stolonifer, Scopulariopsis brevicaulis, Trichoderma sp., Mycelia
sterilia e leveduras. Nas amostras de mel os pesquisadores também observaram os fungos
Acremonium sp., Alternaria alternata, Aspergillus candidus, A. flavus, A. fumigatus, A. niger,
A. ochraceus, A.terreus, A.versicolor, Cladosporium cladosporioides, Fusarium sp., Mucor
hiemalis, M.racemosus, Paecilomyces variotii, Penicillium sp., Rhizopus stolonifer e Mycelia
sterilia. No trato intestinal foram observados Aspergillus flavus, Mucor sp., Cladosporium
cladosporioides e Penicillium sp. A semelhanca entre as espécies de fungos obtidas entre
substratos levou aos autores a acreditarem que o pdlen € provavelmente a fonte de certos
fungos presentes no mel, mas ndo de todos eles. Essa conclusdo de Kacaniova et al. (2009) vai
ao encontro dos dados observados no presente estudo, um total de 21 espécies co-ocorreram

no mel e no polen analisados e apenas 14 ocorreram apenas nas amostras de mel.
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Figura 7. llustragdo de algumas das culturas de espécies fungos obtidas em substratos relacionados a abelha
Melipona scutellaris. Cultivos em meio dgar Malte por 7 dias a 25 °C, Primeira linha (da esquerda para a
direita): Aspergillus alabamensis, A. amoenus, A. chevalieri, A. fumigatus, A. neoniger, Segunda linha: A. niger,
A.persii, A. pseudoglaucus, A. sclerotiorum, A. subversicolor, Terceira linha: A. sydowii, A. versicolor, A.
welwitschiae, Penicillium brocae, P. citreosulfuratum, Quarta linha: P. citrinum, P. echinulonalgiovense, P.
mallochii, P. multicolor, P. paxilli, Quinta linha: P. rubens, P. sclerotiorum, P. shearii, P. singorense, P.
steckii, Sexta linha: P. sumatraense, P. wotroi, Talaromyces scorteus, T. wortmanii, T.calidicanius, Sétima
linha (cultivos em meio BDA por 7 dias a 25 °C): M. ruber, Paecilomyces formosus, Cladosporium,
Lichtheimia, Pestalotiopsis.

Fonte: O autor, 2018.
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Gonzélez et. al. (2005) ao estudarem amostras de pdlen de Apis mellifera obtidas de
diferentes fontes em diversos paises relatam a identificacdo de fungos pertencentes ao género
Aspergillus em 80% das amostras com predominancia de espécies na se¢do Nigri, seguido por
espécies de A. flavus, A. parasiticus, Penicillum verrucosum, Fusarium spp., Cladosporium
spp., Alternaria spp., Rhizopus spp., Mucor spp., Botrytis spp, Epicoccum spp. e leveduras.
Algumas das espécies ou géneros acima mencionados tambem foram reportadas nas amostras
de pdlen coletadas no presente estudo. Segundo Pandey et al. (1983) os gréos de pdlen
secretam susbtancias que podem inibir a germinacdo de esporos microbianos, e além do mais
0 pélen da abelha quando processado tem valores de atividade de &gua (aW) normalmente
baixos, dessa forma a ocorréncia desses fungos pode ser tida como contaminante durante o
periodo em que as abelhas transportam esse material para colmeia.

No presente estudo tambem foi isolado um fungo pertencente aos zygomycetes, da
espécie Lichtheimia hyalospora. O estudo de Eltz et al. (2002) os autores observaram que
abelhas da espécie Trigona collina coletavam esporos de Rhizopus ao inves de polen, e
também que esse fungo era cultivado para a manutencdo do pH interno do ninho, sendo este
um caso caracteristico de associacdo entre organismos. Stuart et al. também (2004)
encontraram Rhizopus associado ao corpo de abelhas do género Trigona.

Segundo Morais et al. (2013) a ocorréncia de micro-organismos no mel, pélen, larvas
e abelhas adultas ¢ indicativo de uma relagdo funcional com esses insetos, com a possibilidade
de uma relagdo simbiotica entre esses organismos. Para Oliveira et al. (1996 e 1999) as
resinas usadas pelas abelhas para construcdo e protecdo de seus ninhos possui atividade
inibidora contra alguns micro-organismos como bactérias e fungos, contudo Marsaioli et al.
(1998) isolaram fungos filamentosos simbiontes na superficie corporea de abelhas sem ferréo,
esses fungos apresentaram resisténcia a atividade antimicrobiana do ninho. No presente
estudo ndo foi investigado a ocorréncia dos fungos no corpo das abelhas, sendo essa mais uma
janela para projetos futuros.

A andlise de extrélitos, realizada no presente estudo, apenas para 0S géneros
Aspergillus, Penicillium, Talaromyces e Monascus mostraram que 0s isolados analisados séo
produtores de varios compostos, incluindo micotoxinas como citrinina e outros ainda
desconhecidos. Uma lista geral dos extrolitos detectados é apresentada no Quadro 4.

Sabe-se que os fungos podem ser introduzidos no mel através de poeira, da agua, de
correntes de ar, pelas abelhas através do pdlen e até mesmo pelo homem quando esse produto
¢ manipulado. Esses organismos, pelo fato de geralmente serem encontrados em baixas

quantidades, principalmente no mel, podem néo representar perigo para o ser humano que ndo
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esteja debilitado. Mesmo para espécies como A. flavus, que é reconhecido por ser produtor de
toxinas, ndo ha& condicbes favoraveis para a producdo de aflatoxinas nesse substrato
(Kacaniova et al., 2012).

Gonzélez et al. (2005) ao estudarem amostras de polen de Apis mellifera relatam a
identificacdo de micobiota bastante diversificada. Os autores analisaram por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) a capacidade de producdo de toxinas dos
isolados obtidos e observaram que os isolados de Aspergillus carbonarius, A. ochraceus,
Penicillium verrucosum produziram ocratoxina A (OTA), isolados de A. flavus e A.
parasiticus conseguiram produzir aflatoxina B1 e B2.

Uma caracteristica importante das espécies Aspergillus, Penicillium e Talaromyces ¢ a
producdo de extrélitos bioativos. A combinacdo de extrolitos produzidos é muitas vezes
espécie-especifica e pode potencialmente desempenhar um papel na interacdo entre diferentes
organismos (Frisvad, 2008). Nossos resultados demonstram que as espécies identificadas séo
capazes de produzir varios extrolitos, incluindo a micotoxina citrinina. A presenca desta
micotoxina em algum substrato € indesejada, no entanto, sua atividade depende da sua
interacdo ecologica. Normalmente, as micotoxinas co-ocorrem com outros extrolitos para os
quais nenhuma funcio ainda é conhecida. E possivel presumir que estes extrolitos flingicos
que ocorrem em simultdneo possam sinergizar (ou antagonizar) a toxicidade de micotoxinas
co-ocorrentes (Dowd, 1992).

Na natureza, os metabdlitos fungicos podem fornecer varias vantagens ecoldgicas que
incluem a protecdo a concorréncia com outros microbios para garantir o nicho (Rohlfs e
Churchill, 2011). Um fato interessante é a producdo da familia biossintética de geodina por
novas espécies de Penicillium e Monascus obtidas no presente estudo, o que pode indicar que
este grupo de metabolitos tem uma funcdo particular no habitat da abelha. Ainda é
interessante mencionar que a atividade antibiotica e antifingica de algumas cepas de
Monascus pode desempenhar um papel na protecdo dos alimentos das larvas de
contaminacdes microbianas (Juzlova et al., 1996, Menezes; Vollet-Neto et al., 2015).

E importante frisar que os perfis de extrolitos obtidos neste estudo foram utilizados
para a delimitacdo de espécies, e mais pesquisas devem ser realizadas para estudar a presenca
de micotoxinas nos substratos onde cada espécie foi isolada. Varios compostos ndo puderam
ser caracterizados em nossas condi¢cGes de estudo e podem representar novos compostos
bioativos, uma vez que nunca foram detectados em milhares de perfis de extrélitos analisados
para varias espécies pertencentes aos géneros Alternaria, Aspergillus, Chaetomium,

Curvularia, Fusarium, Paecilomyces, Penicillium, Talaromyces e Trichoderma (informagéo
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pessoal do JC Frisvad). Durante este estudo, a qualidade dos ninhos e a saude das abelhas
foram seguidas durante um longo periodo de tempo e nenhuma doenca foi observada. Se
algum desses (novos) compostos fosse segregado no pélen de abelha ou ninhos, esses

compostos provavelmente ndo tiveram um efeito (grande) nas abelhas.
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Quadro 4. Extrolitos detectados em isolados das espécies de Aspergillus, Penicillium, Talaromyces e Monascus obtidas de mel, pélen e superficie das colmeias da abelha

Melipona scutellaris.

Espécie

Extrolitos

Aspergillus alabamensis

Terreina; Citrinina; Asperamida

Aspergillus amoneus

Sterigmatocistina; Acido norsolorinico

Aspergillus chevalieri

Emodina; Equinulina; Isoquinolina; Flavoglaucina; Dihidroglaucina

Aspergillus fumigatus

Fumigaclavina C; Acido hevolico; Fumitremorgina A,B,C; Fumiquinazoline A-E, Fumagilina

Aspergillus niger

Nigragilina; Tensidol B; Funalenona, derivados de pirona

Aspergillus persii

Acido penicilico; scleotiotides; Acido neoaspergilico

Aspergillus pseudocaelatus

Acido kojico; Acido tenuazonico; Aspirochlorina

Aspergillus pseudoglaucus

Equinulinas; Flavoglaucina; Auroglaucina

Aspergillus sclerotiorium

Acido penicilico; Acido neoaspergilico

Aspergillus subramanianii

Ocratoxina A e B; Acido neoaspergilico; Sclerotiotide ; Acido penicilico

Aspergillus subversicolor

Physcion; Patulodina

Aspergillus sydowii

Violaceol: Acido sidonico; Indol alcaloides

Aspergillus terreus

Terreina; Citreoviridina; a-terriquinona; Mevinoliona; Citreoviridina

Aspergillus versicolor

tryptoquivaline; tryptoquivalone; sterigmatocystin; versicodorins; norsolorinic acid;violaceol

Aspergillus welwitschiae

pyranonigrin A; tensidol B; funalenone; naphtho-y-pyrones; malformin c; fonsecin

Monascus flavipigmentosus

Indol alcaloides; metabolitos da biossintética familia M

Monascus mellicola

Indol alcaloides; "GULLA"

Monascus recifensis

Acido secalonico, acido astérrico, sulochrin, physcion, geodin, geodoxin, atrochrysone, questin e orthosporin

Monascus ruber

Acido glucénico X; Indol alcaloides; Mevinolinas; Monascin; PP-V; PP-R; Rubropunctamine

Penicillium apimei

Acido asterrico; Geodina; Spinulosina X

Penicillium brocae

Brocaenol; Spinulosina X

Penicillium chermesinum

Extrolitos com absorcéo final

Penicillium citreosulfuratum

Citreoviridina; pyrenocins

Penicillium citrinum

Citrinina; quinolactacin

Penicillium echinulonalgiovense

Andrastin A, xanthoepocin

(Continua...)
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Penicillium fernandesiae

Rotiorina, Esclerotiorina e outros membros da familia biossintética

Penicillium mallochii

Atlantinone A

Penicillium meliponae

Rotiorina; Esclerotiorina e outros membros da familia biossintética

Penicillium mellis

Acido kojico; Esclerotiorina

Penicillium multicolor

Extrdlitos com absorgo final

Penicillium paxilli

Paxillina; Paspaline; paspalinine

Penicillium pollinum

Atrovenetina; emodina; membros da familia biosintética herqueinone

Penicillium rubens

Andrastina A; Glandicolins; Roquefortina C

Penicillium sclerotiorum

Rotiorina; Esclerotiorina

Penicillium shearii

Indol alcaloides; Paxilina

Penicillium singorense

Paspaline?

Penicillium sp.

Atlantinone A, fumitremorgin A, B & C, verruculogen

Penicillium steckii

Isochromantoxina; Quinolactacina

Penicillium sumatrense

Curvularina; daldinins

Penicillium wotroi

Indol alcaloides

Talaromyces brasiliensis

Muitos extrolitos detectados, nenhum deles pode ser identificado, e nenhum deles foi visto em outros

Talaromyces spp.

Talaromyces calidicanius

Duclauxina

Talaromyces mycothecae

Duclauxina e muitos outros desconhecidos

Talaromyces pigmentosus

Muitos extrolitos detectados, nenhum deles pode ser identificado, e nenhum deles foi visto em outros

Talaromyces spp.

Talaromyces scorteus

Rugulosina e muitos outros desconhecidos

Talaromyces wortmannii

Rugulovasine A; Rugulosina

Fonte: O autor, 2018.
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No tocante as leveduras foram obtidos 1375 isolados, 709 no mel, 434 na superficie
das colmeias e 232 no pdlen coletado pela abelha M. scutellaris. Por fins didaticos
apresentamos aqui a reconstrucdo filogenética global com apenas a regido LSU para as
leveduras, pois esse é o barcorde comum para todos nesse grupo de isolados (Figura 8).

Figura 8. Agrupamento dos isolados por género usando analise de maxima verossimilhanga (ML) para o dominio
D1/D2 do gen 26S do rDNA leveduras isoladas a partir de amostras de mel, pélen e na superficie das colmeias
de Melipona scutellaris coletadas no presente estudo. Valores de bootstrap a partir de 1000 repeticbes séo
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Um total de 20 espécies foram identificadas, sendo a maioria pertencente ao filo
Ascomycota. Uma nova espécie Blastobotrys meliponae R.N. Barbosa, Boekhout, G.A. Silva,
Souza-Motta & N. Oliveira, encontra-se descrita na Fungal Planet description sheets: 400-468
publicada no Periddico Persoonia - Molecular phylogeny and evolution of fungi (DOI:
/10.3767/003158516X692185) (Apéndice 3) e outras trés novas também serdo publicadas
posteriormente. A Figura 9 ilustra representantes de algumas espécies de leveduras isoladas e
identificadas no presente estudo.

Figura 9. llustracdo de algumas das culturas espécies de leveduras obtidas em substratos relacionados a abelha
Melipona scutellaris no presente estudo. Cultivos em meio agar Malte por 7 dias a 25 °C, Primeira linha (da
esquerda para a direita): Aureobasidium pullulans, Candida intermedia, Kodamaea ohmeri, Moniliella carnis,
Segunda linha: Meyerozyma guilliermondii, Sakaguchia sp.nov., Starmerella sp.nov., Wickerhamomyces
anomalus.

Fonte: O autor, 2018.

No que se refere as frequéncias relativas, a espécie Blastobotrys chiropterorum foi
considerada abundante nos trés substratos analisados (mel, pdlen e superficie), a espécie B.
terrestris foi abundante no mel e no pdlen e comum na superficie, e B. meliponae comum no
mel. Apesar de outras levedeuras também terem sido abundantes, o género Blastobotrys
chamou atencdo por ter mais de uma espécie ocorrente com um consideravel nidmero de
isolados. Ao estudarem os micro-organismos presentes em mel de vérias abelhas, Snowdon e
Cliver (1996) demonstraram que 0s géneros de leveduras que podem ser encontradas no mel
sdo: Candida, Debaryomyces, Hansenula, Lipomyces, Wickerhamomyces (=Pichia),

Rhodotorula, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Trichosporon, Zygosaccharomyces
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entre outros. No presente estudo, no mel das abelhas M. scuttelaris, também foram reportados
0s géneros de leveduras Candida, Cutaneotrichosporon, Debaryomyces e Wickerhamomyces.

As leveduras podem se desenvolver em condicGes de baixo pH e ndo sdo inibidas pela
sacarose, assim, a sua presenca no mel pode ter seu crescimento limitado pela quantidade de
agua disponivel (Snowdon e Cliver, 1996). Neste estudo um maior nimero de isolados de
leveduras foi registrado no mel (709 distribuidos em 18 espécies), nimeros superiores aos
registrados na superficie da colmeia (434 isolados e 15 espécies) e no polen (232 isolados e
16 espécies). Este fato pode estar relacionado aos niveis de umidade, como sugerido por
Moreira e Siqueira (2002) que verificaram mudancas nas populagdes de fungos em fungéo dos
niveis de umidade, sendo que quanto maior a umidade do substrato maior o tamanho das
populacbes. Sete espécies foram comuns aos trés substratos analisados Blastobotrys
chiropterorum, B. terrestres, Candida intermedia, Pseudozyma hubeiensis, Metschnikowia
koreensis, Meyerozyma guilliermondii e Priceomyces melissophilus (Tabela 3). Candida
etchellsii, Debaryomyces hansenii, Kodamaea ohmeri, Starmerella bombicola,
Wickerhamomyces anomalus e Torulaspora delbrueckii ndo ocorreram nas amostras de polen
analisadas e Kodamaea ohmeri e Wickerhamomyces anomalus ndo foram isoladas a partir da
superficie das colmeias. Cutaneotrichosporon cutaneum nao foi observado nas amostras de
mel enquanto Kodamaea ohmeri e Wickerhamomyces anomalus ocorreram apenas nesse
substrato (Tabela 3). Possivelmente essa discrepancia na ocorréncia pode ser devido ao fato
de que as leveduras que sdo introduzidas pelas abelhas podem ndo sobreviver nesses
substratos durante as transformacdes que eles sofrem no interior da colmeia, bem como
algumas podem ser contaminantes sendo que, 0 solo e as flores podem ser fontes desta
contaminacdo de leveduras no mel (Snowdon e Cliver, 1996).

Os insetos dependem de leveduras para varias funcbes metabolicas, incluindo a
sintese de aminoéacidos, vitaminas, lipidios, esterois e ferorménios, degradacdo de substratos
nutricionais e desintoxicacdo de compostos (Suh et al 2003; Starmer & Lachance, 2011). Suh
et al. (2005) sugerem que a presenca desses fungos permite a sobrevivéncia de insetos quando
a quantidade de nutrientes esta limitada. O autor sugere ainda que o mel é adequado para
leveduras com caracteristicas osmotolerantes por ser um substrato rico em agucares.

O polen utilizado neste estudo também apresentou um pequeno nimero de isolados,
este fato pode estar relacionado a caracteristicas intrinsecas do substrato, como o pH que €é
considerado um importante fator antimicrobiano, pois a maioria dos micro-organismos
necessita de um pH 6timo na faixa de 7,2 a 7,4 para seu crescimento (Nogueira-Neto, 1997).

Segundo Camargo et al. (1992) as leveduras do género Candida parecem desidratar o pdlen
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que a abelha sem ferrdo Ptilotrigona lurida armazena, e este processo € importante para evitar
deterioracdo e prevenir que os forideos (pequenas mosquinhas) consumam o polen e causem
danos para a coldnia. Nas colmeias dessa abelha o p6len armazenado é muito seco e sempre
associado a fungos. No pdlen também parece ocorrer uma associacdo com algumas bactérias
que além de ajudarem na melhoria da digestibilidade de p6len podem produzir substancias
quimicas como o0s &cidos graxos e antibiéticos que inibem organismos concorrentes e
contribuem para a melhor preservacao deste produto (Silva e Serréo, 2000).

O género Starmerella que foi descrito para acomodar o estado sexual de Candida
bombicola compreende poucas espécies descritas, contudo mais de 40 espécies do género
Candida sdo reconhecidas como membros deste clado. Espécies de leveduras do clado
Starmerella (Ascomycota) estdo associadas com abelhas e outros Hymenoptera, além de
substratos com alta concentracdo de aclcar (Rosa et al., 2003). Starmerella bombicola foi
relatada associada com Apis florea e com plantas em periodo de floracdo e insetos
polinizadores (Brysch-Herzberg, 2004; Golonka, 2002; Rosa e Lachance, 1998; Rosa et al.,
2003). Outra espécie, S. meliponinorum foi isolada em meliponineos tropicais em diferentes
paises (Lachance, 2011). Candida etchellsii também pertencente ao clado Starmerella foi
observada em abelhas adultas e pelotas de lixo de Tetragonisca angustula (Rosa et al. 2003).

Diversas outras espéecies de leveduras tém sido relatadas em abelhas e no mel, tais
como Priceomyces mellissophilus, Debaryomyces hansenii, Torulaspora delbrueckii (Fleet
2011, Kurtzman 2011, Rosa et al. 2002), e que também ocorreram no presente estudo. Essas
leveduras sdo consideradas osmotolerantes e halotolerantes generalistas frequentemente
isoladas em alimentos e causando deterioracdo do mel de Apis mellifera (Snowdon e Cliver
1996). Kodamaea ohmeri que no presente estudo ocorreu apenas em amostras de mel, ja teve
sua ocorréncia registrada no besouro Aethina tumida que infestava ninhos de A. mellifera
(Benda et al. 2008; Torto et al., 2007). Leveduras do género Metschnikowia também sao
reconhecidas por terem associagdo com insetos, o que reforca a hipotese de co-especiacao
dessas leveduras com os insetos (Lachance et al., 2005; Lachance, 2006). Brysch-Herzberg
(2004) observou uma caracteristica importante na espécie M. gruessii, que é uma adaptacéao
morfoldgica para que suas células possam aderir aos tricomas encontrados na regido bucal das
rainhas da abelha Bombus.

O género Pichia tem sido frequentemente observado em associacdo com insetos,
podendo ser encontrado no interior do corpo e no intestino de moscas (Drosophila sp. e Suilla
sp.), tesourinhas (Labidura sp.), abelhas (Andrena sp.) e formigas (Iridomyrmex humilis)

(Zacchi; Vaughan-Martini, 2002). No presente estudo, Meyerozyma guilliermondii foi
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considerada abundante nos trés substratos analisados, sendo considerada uma espécie ubiqua,
ndo havendo relagdo de associacdo com um inseto hospedeiro (Zacchi e Vaughan-Martini,
2002). Wickerhamomyces anomalus (= Hansenula anomala, Pichia anomala), que foi isolada
apenas nas amostras de mel, ¢ membro do clado Wickerhamomyces e é uma espécie
frequentemente encontrada em ambientes naturais (plantas, solo, frutas, animais) (Huang et al.
2012).

No presente estudo varios isolados ndo permaneceram viaveis por mais de uma
geracdo em condi¢cdes de preservacdo em laboratério, ndo sendo possivel o total estudo
taxonémico. Fato similar foi observado por Morais et al. (2013) que sugeriram a possibilidade
de que a associacdo com as abelhas seja importante para a sobrevivéncia dessas leveduras,
contudo ainda se faz necessario investigacdes posteriores para chegar a qualquer conclusédo
sobre as relacbes ecoldgicas entre abelhas e leveduras. Fisiologicamente as leveduras
conseguem se adaptar a sobrecargas de acucares mais severas que a maioria dos micro-
organismos, podendo crescer em substratos com concentragfes de agucares intoleraveis para
as bactérias, ja que ndo sdo tdo sensiveis as pressdes osmoticas. Podem também tolerar e
crescer em concentracOes altas de acidos, suportando variacdes de pH entre 2 e 9, embora o
pH 6timo para a maioria das espécies esteja situado em torno de 5,6 (Lacaz-Ruiz, 2000).

Ha uma grande necessidade de se obter mais informacdes sobre associagdes entre
insetos e fungos (Blackwell, 2011). Apesar da grande contribuicdo para 0 nosso ecossistema,
ha poucos estudos sobre as abelhas sem ferrdo, sendo a maioria deles sobre a criacdo, analise
e tipificacdo do mel. Além do mais, muitas das informacdes estdo publicadas na forma de
resumos em anais de eventos e reunides cientificas, e poucas sao as publicacdes em periddicos
cientificos (Souza, 2008). Segundo Morais et al. (2013) esses insetos apresentam uma
microbiota associada, que é suspeita de ser responsavel por transformar o pdlen de abelha
para a formacdo de mel. Segundo este autor estes micro-organismos também podem
desempenhar um papel na maturacdo ou modificacdo bioquimica do mel armazenado. Ledo et
al. (2012) citaram que colbnias de abelhas sem ferrdo sdo habitadas por uma grande

diversidade de micro-organismos, mas a maioria deles ainda sdo desconhecidos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante das condicOes experimentais estabelecidas, os resultados obtidos no presente
estudo trazem significativas adicdes ao conhecimento da micota pernambucana e brasileira
relacionada & abelhas nativas em ambiente de Mata Atlantica. Todas as espécies foram
identificadas utilizando o sequenciamento de pelo menos a regisdo ITS ou LSU, junto com
caracteres taxondmicos morfolégicos, fisoldgicos e bioquimicos (para as leveduras) e para 0s
géneros Aspergillus, Penicillium, Talaromyces e Monascus o perfil de extrélitos também foi
determinado, sendo essa uma combinagdo de ferramentas importante para identificacdo de
fungos.

A grande maioria dos taxons identificados pertencem ao filo Ascomycota, grupo mais
expressivo em diversidade no reino Fungi.

N&o houve o objetivo de correlacionar a composicdo de espécies entre os substratos,
com caracteristicas fisico-quimicas, dessa forma a continuidade dos estudos propiciara,
indubitavelmente, além de novas descobertas de tdxons, um melhor entendimento sobre a

ocorréncia dos fungos e do papel desempenhado por eles nos substratos aqui analisados.
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6 CONCLUSOES

e Fungos filamentosos e leveduras de vérias espécies foram isolados dos substratos mel,
polen e superficie da colmeia da abelha M. scutellaris;

e A comunidade dos fungos mostrou-se mais similar entre o pdlen e a superficie da
colmeia;

¢ O padrdo da frequéncia observado € caracteristico de comunidades onde as espécies mais
competitivas dominam o substrato, refletindo na ocorréncia de muitas espécies raras.

e Novas espécies de fungos foram obtidas a partir de susbtratos relacionados a abelha M.
scutellaris;

¢ Os fungos isolados em susbtratos relacionados a M. scutellaris produzem uma grande
diversidade de metabdlitos, muitos ainda ndo caracterizados quimicamente;

e A abordagem polifasica permitiu uma identificagdo mais precisa dos isolados de

Aspergillus, Penicillium, Talaromyces e Monascus obtidos.
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Abstract Penicillium and Talaromyces species have
a worldwide distribution and are isolated from various
materials and hosts, including insects and their
substrates. The aim of this study was to characterize
the Penicillium and Talaromyces species obtained
during a survey of honey, pollen and the inside of nests
of Melipona scutellaris. A total of 100 isolates were
obtained during the survey and 82% of those strains
belonged to Penicillium and 18% to Talaromyces.
Identification of these isolates was performed based on
phenotypic characters and B-tubulin and ITS sequenc-
ing. Twenty-one species were identified in Penicillium
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and six in Talaromyces, including seven new species.
These new species were studied in detail using a
polyphasic approach combining phenotypic, molecu-
lar and extrolite data. The four new Penicillium
species belong to sections Sclerotiora (Penicillium
fernandesiae sp. nov., Penicillium mellis sp. nov.,
Penicillium meliponae sp. nov.) and Gracilenta
(Penicillium apimei sp. nov.) and the three new
Talaromyces species to sections Helici (Talaromyces
pigmentosus sp. nov.), Talaromyces (Talaromyces
mycothecae sp. nov.) and Trachyspermi (Talaromyces
brasiliensis sp. nov.). The invalidly described species
Penicillium echinulonalgiovense sp. nov. was also
isolated during the survey and this species is validated
here.

Keywords 8 new taxa - Aspergillaceae - Fungal
ecology - Polyphasic approach - Taxonomy -
Trichocomaceae

Introduction

Stingless bees comprise a diverse group of highly
eusocial insects occurring throughout the tropical
regions in the world. They are important honey
producers and pollinators of several plants (Ramirez
et al. 2010; Brown and Oliveira 2014). An example of
a stingless bee species is Melipona scutellaris
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(Hymenoptera: Apidae: Meliponini), an indigenous
species occurring in the North-eastern part of Brazil
and considered to be one of the first species to be
domesticated in the Americas (Kerr 1996; Silva et al.
2013). In this part of Brazil, M. scutellaris is the main
bee species in meliponiculture (stingless beekeeping).
Meliponiculture in the rural areas is a sustainable
activity and the honey from these bees is widely
appreciated as a food source. The composition of the
honey of the stingless bees differs from that of bees of
the genus Apis (honey bees) (Vit et al. 2004). The
honey of stingless bees contains, in comparison to
honey of honey bees, a more complex mixture of
carbohydrates and contains other types of organic
acids, proteins, minerals, vitamins, pollen grains and
enzymes (Almeida-Muradian et al. 2013). Recently,
the interest in honey produced by stingless bees
increased. Besides being a food source, also several
other functionalities are linked to this type of honey,
such as antiseptic, antimicrobial, anti-inflammatory
and wound-healing properties (Silva et al. 2013; Rao
et al. 2016).

Penicillium and Talaromyces are fungal genera
classified in the order Eurotiales. In the dual nomen-
clature era (pre 2012), Talaromyces was known as a
sexual genus related to Penicillium and other genera.
In the last decade, the genera Talaromyces and
Penicillium were re-defined due to new taxonomic
insights and the introduction of single name nomen-
clature (Houbraken and Samson 2011; Samson et al.
2011; McNeill et al. 2012; Yilmaz et al. 2014).
Currently, Penicillium and Talaromyces are separate
genera that contain both sexual and asexual species.
Visagie et al. (2014) accepted 354 Penicillium species
and Yilmaz et al. (2014) 88 Talaromyces species, and
these numbers are rapidly increasing (Houbraken et al.
2016a). Several of the new species that are being
discovered are found during ecology and biodiversity
studies of specific substrates or habitats (Houbraken
et al. 2016a). Describing new species from poorly
explored substrates and habitats, like those related to
meliponiculture, will add to our knowledge on biodi-
versity. With this information, future studies will also
be able to better understand the ecology of fungi in
these type of environments.

Fungi, such as Penicillium and Talaromyces, can
have a strong association to a specific substrate
(Peterson et al. 2003; Kobayashi et al. 2008; Visagie
2012, Li et al. 2012; Rivera et al. 2012; Yilmaz et al.
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2014). The genera Aspergillus, Penicillium, Mon-
ascus and Mucor are commonly associated with bees
or their products (Egorova 1971; Gilliam et al. 1989;
Eltz et al. 2002; Ferraz et al. 2008; Barbosa et al.
2017). Most fungi associated with bees and nests
have a saprophytic lifestyle, but fungi can also have a
mutualistic relationship with bees (Menezes et al.
2015). On the other hand, fungi are also reported to be
pathogenic to many bee species and cause serious
problems in honey bee (Apis mellifera) brood.
Aspergillus flavus is the primary species responsible
for stonebrood, a disease where dead and mummified
larvae are present in the brood cells, but also other
Aspergilli such as Aspergillus fumigatus and Asper-
gillus niger are reported as aetiological agents of this
disease (Gilliam and Vandenberg 1988; Foley et al.
2014; Lopes et al. 2015; Sarwar 2016). Though it is
generally accepted that infection only occurs in
weakened colonies, the specific conditions predis-
posing the onset of disease are not fully understood
(Shoreit and Bagy 1995).

Fungi play an important role in many ecosystems;
however, only a limited number of studies dealt with
the association between stingless bees in Brazil and
filamentous fungi (e.g. Oliveira and Morato 2000;
Ferraz et al. 2008; Gois et al. 2010) and yeasts (e.g.
Teixeira et al. 2003; Rosa et al. 2003; Daniel et al.
2013; Barbosa et al. 2016). In the present study, we
analysed three different substrates associated with M.
scutellaris bees: bee pollen, nests and honey. In
nature, the M. scutellaris bee nests are mainly located
in tree hollows, and they are kept by beekeepers in
artificial wooden hives. The bees use cerumen (a
mixture of wax and floral resins) for the construction
of their nests and this material is also used inside
nests in storage pots, brood cells and entrance
openings (Cortopassi-Laurino et al. 2006; Pianaro
etal. 2007). The floral pollen is collected, packed into
pollen pellets, and subsequently stored inside the nest
by worker bees. This stored pollen is referred to as
‘bee bread’. The pollen spectrum has been studied in
the past to get insight in the bee colony’s food
requirements, pollinating functions and the plant
species visited by the bees (Cortopassi-Laurino et al.
2007).

In this paper, we focus on the identification of
Penicillium and Talaromyces species isolated from
three different substrates (bee pollen, nests and honey)
associated to M. scutellaris in the Atlantic Rainforest
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in Brazil. Phenotypic characters, combined with ITS
and partial B-tubulin (BenA) sequences were applied
to identify the isolates. Four Penicillium and three
Talaromyces species could not be assigned to any
known species and are described here as new. Those
species are described using a polyphasic approach
including morphology, ITS, BenA, calmodulin (CaM)
and/or RNA polymerase II second largest subunit
(RPB2) sequences and extrolites profiles.

Materials and methods
Strains

Six collections were performed between January and
June 2014 in the tropical forest in Pernambuco, Brazil
(8°7'30"S, 34°52'30"W and 8°4'36"S, 34°57'34"W).
During each collection, four hives were sampled.
Stingless bees process honey and pollen in cerumen
pots. Per hive, four samples of the honey pots and four
of the pollen pots were collected and combined,
resulting in one mixed sample of each substrate. In the
same hives, also the surface of brood cells and the
pollen and honey pots were sampled using sterile
cotton swabs (in total 48 swabs). Analysis of the
samples was performed using dichloran 18% glycerol
agar (DG18) and malt extract agar supplemented with
chloramphenicol as described in Barbosa et al. (2017).
The isolates were subsequently deposited in the
Micoteca URM culture collection (Federal University
of Pernambuco, Recife, Brazil) and ex-type strains in
the CBS culture collection, housed at the Westerdijk
Fungal Biodiversity Institute, Utrecht, The Nether-
lands (under Material Transfer Agreement—MTA No.
01/2016/Micoteca URM) (Tables 1, 2). Holotype
material (slide preparation) is deposited at Herbario
Pe. Camille Torrend (Federal University of Pernam-
buco, Recife, Brazil). New species names and asso-
ciated information were deposited in MycoBank.

Morphological analyses

For morphological analysis, the strains were three-
point inoculated onto creatine agar (CREA), Czapek
yeast extract agar (CYA), CYA supplemented with
5% NaCl (CYAS), dichloran 18% glycerol agar
(DG18), malt extract agar (MEA, Oxoid), oatmeal
agar (OA) and yeast extract sucrose agar (YES). All

Petri dishes were incubated at 25 °C for 7 days and
additional CYA and MEA plates were incubated at 15,
30 and 37 °C. Media preparation, inoculation and
incubation were performed as described in Samson
et al. (2010). Colony diameters were measured after
7 days of incubation and colony characteristics
recorded (e.g. presence of soluble pigments, exudates,
obverse and reverse colony colours, colour of
mycelium). Microscopic observations of the asexual
stage were made from colonies grown on MEA. The
presence of a sexual stage was determined from
cultures incubated on CYA, MEA and OA for at least
40 days at 25 °C. Lactic acid (60%) was used as
mounting fluid and 96% ethanol was used to remove
excess conidia. A Zeiss Stereo Discovery V20
dissecting microscope and a Zeiss AX10 Imager A2
light microscope, both equipped with Nikon DS-Ri2
cameras, were used to capture digital images using the
software NIS-Elements D v4.50. The size, shape and
pigmentation of microscopic features were recorded.

DNA isolation, PCR and sequencing

Genomic DNA extractions were made from 7 days old
colonies grown on MEA using the UltraClean Micro-
bial DNA kit (MoBio Laboratories, Solana Beach,
CA, USA). Polymerase chain reaction (PCR) ampli-
fication of the ITS barcode (ITS1, 5.8S rDNA and
ITS2), BenA, CaM and RPB2 gene regions were
performed using methods described by Samson et al.
(2010) and Houbraken et al. (2012). The PCR products
were sequenced in both directions with the same
primers using the BigDye® Terminator v. 3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems Life Technolo-
gies, Carlsbad, CA, USA) and purified with Sephadex,
according to the manufacturers’ recommendations.
Contigs were assembled in the SeqMan (v.10.0.1;
Madison, WI, USA) program using the forward and
reverse sequence. Newly generated sequences were
deposited in the NCBI nucleotide database (GenBank)
and the European Nucleotide Archive (Table 1).

Phylogenetic analysis

Sequence datasets were generated by combining the
newly generated sequences with reference (preferably
ex-type) sequences from NCBI (Visagie et al. 2014;
Yilmaz et al. 2014; Taniwaki et al. 2015; Visagie et al.
2015; Chen et al. 2016; Laich and Andrade 2016; Luo
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Table 1 Details of strains isolated in this study and used in the phylogenetic analyses

Species Strain numbers  Substrate; location Sequence accession numbers
ITS BenA CaM RPB2

Penicillium apimei URM 7591 T = Honey of Melipona scutellaris; MF278310 LT854641 LT882717 LT854650
CBS 142502 Recife, Pernambuco, Brazil

Penicillium URM 7599 Bee pollen of Melipona scutellaris; MF278311 LT882667 LT882670 LT882673
echinulonalgiovense Recife, Pernambuco, Brazil

Penicillium RB 217 Inside nest of Melipona scutellaris; MF278312 LT882668 LT882671 LT882674
echinulonalgiovense Recife, Pernambuco, Brazil

Penicillium RB 218 Inside nest of Melipona scutellaris; MF278313 LT882669 LT882672 LT882675
echinulonalgiovense Recife, Pernambuco, Brazil

Penicillium URM 7600 T = Inside nest of Melipona scutellaris; MF278314 LT854645 LT854649 LT854654
fernandesiae CBS 142500 Recife, Pernambuco, Brazil

Penicillium URM 7602 T = Honey of Melipona scutellaris; MF278315 LT854644 LT854648 LT854653
meliponae CBS 142495 Recife, Pernambuco, Brazil

Penicillium mellis URM 7605 T = Honey of Melipona scutellaris; MF278316 LT854643 LT854647 LT854652
CBS 142499 Recife, Pernambuco, Brazil

Penicillium mellis URM 7611 Inside nest of Melipona scutellaris; MF278317 1LT882629 LT882634 LT882634
Recife, Pernambuco, Brazil

Penicillium mellis RB 9 Inside nest of Melipona scutellaris; MF278318 LT882625 LT882630 LT882635
Recife, Pernambuco, Brazil

Penicillium mellis RB 69 Honey of Melipona scutellaris; MF278319 LT882626 LT882631 LT882636
Recife, Pernambuco, Brazil

Penicillium mellis RB 85 Inside nest of Melipona scutellaris; MF278320 LT882627 LT882632 LT882637
Recife, Pernambuco, Brazil

Penicillium mellis RB 110 Inside nest of Melipona scutellaris; MF278321 LT882628 LT882633 LT882638
Recife, Pernambuco, Brazil

Penicillium sp. URM 7610 = Bee pollen of Melipona scutellaris; MF278322 LT882642 LT882646 LT882651
CBS 142497 Recife, Pernambuco, Brazil

Talaromyces URM 7618 T = Honey of Melipona scutellaris; MF278323 LT855560 LT855563 LT855566
brasiliensis CBS 142493 Recife, Pernambuco, Brazil

Talaromyces URM 7619 Inside nest of Melipona scutellaris; MF278324 LT882640 LT882642 LT882644
brasiliensis Recife, Pernambuco, Brazil

Talaromyces URM 7620 Inside nest of Melipona scutellaris; MF278325 LT882641 LT882643 LT882645
brasiliensis Recife, Pernambuco, Brazil

Talaromyces URM 7622 T = Inside nest of Melipona scutellaris; MF278326 LT855561 LT855564 LT855567
mycothecae CBS 142494 Recife, Pernambuco, Brazil

Talaromyces URM 7623 Inside nest of Melipona scutellaris; MF278327 LT882646 LT882649 LT882652
mycothecae Recife, Pernambuco, Brazil

Talaromyces RB 95 Inside nest of Melipona scutellaris; MF278328 LT882647 LT882650 LT882653
mycothecae Recife, Pernambuco, Brazil

Talaromyces RB 171 Inside nest of Melipona scutellaris; MF278329 1LT882648 LT882651 LT882654
mycothecae Recife, Pernambuco, Brazil

Talaromyces URM 7624 T = Inside nest of Melipona scutellaris; MF278330 LT855562 LT855565 LT855568
pigmentosus CBS 142805 Recife, Pernambuco, Brazil

Talaromyces URM 7625 Bee pollen of Melipona scutellaris; MF278331 LT882655 LT882659 LT882663
pigmentosus Recife, Pernambuco, Brazil

Talaromyces RB 30 Inside nest of Melipona scutellaris; MF278332 LT882656 LT882660 LT882664

pigmentosus

Recife, Pernambuco, Brazil
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Table 1 continued

Species Strain numbers ~ Substrate; location Sequence accession numbers
ITS BenA CaM RPB2
Talaromyces RB 96 Bee pollen of Melipona scutellaris; MF278333 LT882657 LT882661 LT882665
pigmentosus Recife, Pernambuco, Brazil
Talaromyces RB 100 Inside nest of Melipona scutellaris; MF278334 LT882658 LT882662 LT882666

pigmentosus

Recife, Pernambuco, Brazil

T ex-type strain, URM URM Culture Collection (www.ufpe.br/micoteca), Brazil, RB personal working collection of Renan Barbosa,
CBS culture collection of the Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, The Netherlands

et al. 2016; Romero et al. 2016; Rong et al. 2016;
Visagie et al. 2016; Yilmaz et al. 2016; Guevara-Suarez
etal. 2017; Wang et al. 2017a, b). The sequences were
aligned using MAFFT v.7 (Katoh and Standley 2013)
and manually optimized using MEGA v. 6.06 (Tamura
et al. 2013). Individual alignments were concatenated
by using Mesquite v. 3.04 (Maddison and Maddison
2016). The most suitable substitution model was
determined using jModelTest v. 2.1.7 (Posada 2008).
Phylogenetic trees were constructed using Maximum
likelihood analyses (ML) using RAXML-HPC v. 8.2.8
(Stamatakis 2014) BlackBox with 1 000 rapid boot-
strap inferences via the CIPRES science gateway
(http://www.phylo.org/) (Miller et al 2010), while
Bayesian inference (BI) analysis was performed in
MrBayes 3.2.2 (Ronquist et al. 2012). In the Bayesian
analyses, every 1 000 generations was sampled and the
first 25% of the samples were discarded. Trees were
visualized in FigTree v. 1.1.2 (Rambaut 2009) and
edited in Adobe Illustrator v. 5.1. Bayesian inference
(BI) posterior probabilities (pp) values and bootstrap
(bs) values are labelled at the nodes. Values less than
0.95 pp and 70% bootstrap support are not shown.
Branches with full support in Bayesian and RAXML
analyses are thickened. Values below 0.95 pp and 70%
are not shown and indicated with a hyphen. Aligned
datasets and trees were uploaded to TreeBase (www.
treebase.org) under submission number 21965.

Extrolite analysis

Extrolites were extracted from the Penicillium strains
after growing them on CYA, YES and MEA at 25 °C
for 7 days. The Talaromyces strains were inoculated
on CYA, YES, MEA and OA, and incubated at 25 °C
for 14 days. Three agar plugs of each medium were
extracted as previously described (Smedsgaard 1997;
Houbraken et al. 2012). After extraction, the liquid

was transferred to a clean screw-cap vial and evapo-
rated to dryness. The dried extracts were re-dissolved
in methanol by ultrasonication and filtered through a
0.45 pm filter. The extracts were analysed by ultra-
high performance liquid chromatography with diode-
array detection (UHPLC-DAD) (Houbraken et al.
2012). The detected eluted compounds were identified
by comparison of the retention time, retention index
and the UV spectrum measured at 200-600 nm against
UV spectra from made from standards and data from
literature (Nielsen et al. 2011; Klitgaard et al. 2014).

Results
Isolation and identification

During this study on the fungal diversity of substrates
related to stingless bees, isolates belonging to various
genera [e.g. Aspergillus, Fusarium, Monascus (Bar-
bosa et al. 2017), Penicillium, Talaromyces] were
isolated. This study focusses on the identification of
the detected Penicillium and Talaromyces diversity.
The number of Talaromyces species (and isolates)
detected during this study is low compared to Peni-
cillium. Eighty-two Penicillium and 18 Talaromyces
isolates were obtained during the survey on fungi
present in honey, bee pollen and inside the nests of
Melipona scutellaris bees. Phenotypic characters,
combined with ITS and partial BenA sequences were
used to identify isolates. In total, 21 Penicillium and
six Talaromyces species were present among the
investigated isolates. Among those, five Penicillium
and three Talaromyces species displayed unique
characters deviating from known species. Seven of
those eight species are described here as new (see
Taxonomy section), and one isolate (RB115), belong-
ing to section Lanata-Divaricata, will be described
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Table 2 Overview of isolated species from honey, bee pollen and nests

Species Section Isolate numbers Honey Pollen Nests Total
Penicillium apimei sp.  Gracilenta URM 7591 T= CBS 142502 1 1
nov.
Penicillium brocae Sclerotiora RB 001; RB 036; RB 035; RB 036; RB 046; RB 064:RB 9 13 22
075; RB 079; RB 082; RB 090; RB 093; RB 101; RB
116; RB 123; RB 124; RB 125; RB 181; RB 182; RB
184; RB 186; RB 193; RB 225
Penicillium Charlesia RB 114 1 1
chermesinum
Penicillium Exilicaulis RB 094 1 1
citreosulfuratum
Penicillium citrinum Citrina RB 006; RB 028; RB 032; RB 047; RB 068; RB 250; RB 4 2 10 16
086: RB 104; RB 109; RB 119; RB 134; RB 185; RB
187: RB 192; RB 198; RB 206
Penicillium Lanata- RB 201; RB 217; RB 218 1 2 3
echinulonalgiovense Divaricata
Sp. NOV.
Penicillium fellutanum  Charlesia RB 112; RB 113 2 2
Penicillium Sclerotiora URM 7600 T = CBS 142500 1 1
fernandesiae sp. nov.
Penicillium mallochii  Sclerotiora RB 138; RB 151; RB 152 3 3
Penicillium meliponae  Sclerotiora URM 7602 T = CBS 142495 1 1
Sp. NOV.
Penicillium mellis sp.  Sclerotiora URM 7605 T= CBS 142499; URM 7611; RB 09; RB 69; 2 4 6
nov. RB 85; RB 110
Penicillium paxilli Citrina RB 127; RB 128 2 2
Penicillium rubens Chrysogena RB 014; RB 153; RB 161; RB 192 6 6
RB 210; RB 235
Penicillium Sclerotiora URM 7617 T = CBS 142496 1 1
sanshaense
Penicillium Sclerotiora RB 056; RB 121; RB 129; RB 237 1 1 2 4
sclerotiorum
Penicillium shearii Citrina RB 034; RB 073; RB 248 3 3
Penicillium singorense  Lanata- RB 202 1 1
Divaricata
Penicillium sp. Lanata- URM 7610 = CBS 142497 1 1
Divaricata
Penicillium steckii Citrina RB 065; RB 088; RB 089; RB 137 4 4
Penicillium Citrina RB 149 1 1
sumatraense
Penicillium wotroi Lanata- RB 010; RB 158 1 1 2
Divaricata
Talaromyces Trachyspermi  URM 7618 T = CBS 142493; URM 7619; URM 7620 1 2 3
brasiliensis sp. nov.
Talaromyces Talaromyces RB 183 1 1
calidicanius
Talaromyces Talaromyces  URM 7622 T = CBS 142494; URM 7623; RB 95: RB 4 4
mycothecae sp. nov. 171
Talaromyces Helici URM 7624 T= CBS 142805; URM 7625; RB 30; RB 96; 2 3 5)
pigmentosus sp. nov. RB 100
Talaromyces scorteus  Islandici RB 072; RB 114; RB 148; RB 167 3 1 4
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Table 2 continued

Species Section Isolate numbers Honey Pollen Nests Total

Talaromyces Islandici RB 130 1 1
wortmanii

Total 23 11 66 100

T ex-type strain, URM URM Culture Collection (www.ufpe.br/micoteca), Brazil, RB personal working collection of Renan Barbosa,
CBS culture collection of the Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, The Netherlands

elsewhere. Three new Penicillium species belong to
section Sclerotiora and one to section Gracilenta; the
three new Talaromyces are classified in sections
Helici, Talaromyces and Trachyspermi. An overview
of the species isolated during this study is given in
Table 2. The highest Penicillium and Talaromyces
occurrence frequency was observed in the samples
collected from the inside of nests (66%). The majority
of the isolated Penicillium species belonged to
sections Sclerotiora (46%) and Citrina (30%). Peni-
cillium brocae was most frequently isolated (22%),
followed by Penicillium citrinum (16%), Penicillium
rubens (6%) and Penicillium mellis sp. nov. (6%).

Phylogeny

The phylogenetic relationship of the new Penicillium
and Talaromyces species with accepted species was
determined by analysis of single and concatenated
sequence datasets of three or four loci (ITS, BenA,
CaM and/or RPB2). An overview of the length of each
dataset and the most optimal substitution model is
given Table 3. The multigene phylograms are show in
the manuscript and the single gene trees in Supple-
mentary data.

Penicillium section Gracilenta

Section Gracilenta contains four species, P. angusti-
porcatum, P. estinogenum, P. gracilentum and P.
macrosclerotiorum. Penicillium apimei sp. nov. is in
all phylogenies, with high statistical support
(> 0.95 pp, > 70% bs), related to P. macrosclerotio-
rum (Fig. 1). ITS, BenA and CaM sequences can
distinguish all species in this section.

Penicillium section Lanata-Divaricata

Isolates URM 7599, RB 217 and RB 218 cluster
together in all phylograms, and always close to P.
echinulonalgiovense CBS 328.59. The BenA phy-
logeny shows that these three isolates and P. echin-
ulonalgiovense CBS 328.59 are related with full
support to P. cataractum DAOMC 250534. The
CaM, ITS, RPB2 and combined phylogenies could
not resolve the phylogenetic relationship of these
isolates (Fig. 2, Suppl. Figures 2, 3).

Penicillium section Sclerotiora

Isolate URM 76027 (Penicillium meliponae sp. nov.)
resides in a well-supported clade with P. maximae
NRRL 2060" and P. austrosinicum HMAS 248734"
(ITS: 0.99 pp, 99% bs; BenA: 1.00 pp, 100% bs; CaM:
1.00 pp, 93% bs). Penicillium fernandesiae sp. nov.
(URM 7600T) clusters with P. hirayamae CBS
229.60" in our ITS (< 0.95 pp, 91% bs) phylogram.
Analysis of the BenA, ITS and combined dataset
shows that this species belongs to a large clade
containing e.g. P. sclerotiorum, P. maximae and P.
hirayamae, the so-called P. sclerotiorum-clade. Iso-
lates URM 76057, URM 7611, RB 9, RB 69, RB 85
and RB 110 resolved in all analyses in a single,
distinct, well-supported branch and are described here
as P. mellis sp. nov. Analysis of BenA and ITS
sequences could not resolve the phylogenetic position
of P. mellis sp. nov. in section Sclerotiora. This
species has, in the CaM phylogram, a basal position to
a clade containing e.g. P. bilaiae, P. brocae and P.
adametzioides. Penicillium mellis sp. nov. takes a
basal position to P. bilaiae and related species in the
phylogeny based on a combined dataset of ITS, BenA
and CaM sequences (Fig. 3). This relationship is
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Table 3 Sequence data sets and models used in the phylogenetic analyses

Section ITS Substitution BenA Substitution CaM Substitution RPB2 Substitution
(bp) model (bp) model (bp) model (bp) model
Penicillium 493 TrN+G 444 GTR+G 570 K80+G 895 TIN+G
sect. Gracilenta
Penicillium sect. Lanata- 500 GTR+G 443 GTR+G 499 GTR+G 755 GTR+G
Divaricata
Penicillium 536 GTR+G 406 GTR+G 456 TiN+G n/a n/a
sect. Sclerotiora
Talaromyces sect. Helici 464 HKY+G 432 HKY+G 564 TrN+G 852 TiN+G
Talaromyces 459 TrN+-G 397 HKY+G 515 TiN+G 706 HKY-+G
sect. Talaromyces
Talaromyces 472 GTR+G 394 TiIN+G 515 K80+G 517 GTR+G
sect. Trachyspermi
n/a not available
and T. cinnabarinus (clade 2). Five strains isolated
P macrosclerotiorum CBS 116871 T during this study clustered together in all (single gene)
[_ phylogenies and are here described as a new species
named Talaromyces pigmentosus. Talaromyces pigmen-
tosus sp. nov. clusters in clade 1 with 7. reverso-
1 olivaceus, T. helicus, T. boninensis and T. varians. The
£ aracientum CBS 599731 combined analysis showed, with high statistical support,
e that the 7. pigmentosus sp. nov. isolates have a basal
P i CBS202.84T position to these clade 1 members (Fig. 4).
P CRSB50T Talaromyces section Talaromyces
003 e ogenetic relationship of T. mycothecae sp.
The phylogenet 1 hip of 7. mycotl P
— P abidjanum CBS 246.67 T

Fig. 1 Phylogeny based on the combined ITS, BenA, CaM and
RPB2 data set for species classified in Penicillium section
Gracilenta. Penicillium abidjanum CBS 246.67 was chosen as
outgroup

supported with a high posterior probability value
(0.99), but a low bootstrap percentage (< 70%). A
limited number of RPB2 sequences are available for
section Sclerotiora and therefore no phylogenetic
analysis was performed for this locus.

Talaromyces section Helici

Nine species are currently accepted in section Helici.
The combined phylogenetic analysis (Fig. 4) revealed
the presence of two well supported clades. One clade
contained the species 7. reverso-olivaceus, T. helicus, T.
georgiensis, T. boninensis and T. varians (clade 1) and
the other T. aerugineus, T. diversiformis, T. bohemicus
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nov. is difficult to determine based on the single gene
phylogenies (Suppl. Figures 7, 8). In the BenA anal-
ysis, the species is close to 7. neofusisporus, T.
amestolkiae, T. ruber, T. stollii (0.99 pp, < 70% bs)
and the species is in the CaM and RPB2 phylogenies
close to T. ruber, T. amestolkiae and T. stolii, though
with poor or no support (CaM < 0.95 pp, < 70% bs;
RPB2 1.00 pp, < 70% bs). The phylogenetic relation-
ship based on the BI analysis of the combined dataset
indicated a relationship with T. neofusisporus, T.
amestolkiae, T. ruber and T. stollii (1.00 pp); how-
ever, no statistical support in the ML analysis was
found (< 70% bs) (Fig. 5).

Talaromyces section Trachyspermi

Isolates URM 7618", URM 7619 and URM 7620
formed a clade together in all analyses. This set of
isolates is described here as a new species named
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P. echinulonalgiovense RB 217
P. echinulonalgiovense RB 218
P. echinulonalgiovense URM 7599
P. echinulonalgiovense CBS 328 59 T
P. cataractum DAOMC 250534 T
P. mariae-crucis CBS 271.83 T
ﬁ P. infrabuccalum DAOMC 250537 T
P. pedernalense FO1-11 T
ﬂ araracuaraense CBS 113149 T
P. wotroi CBS 118171 T
P. brasilianum CBS 253.55 T
P. paraherquei CBS 338.59 T
P. onobense CBS 174.81 T
P. skrjabinii CBS 439.75 T
Penicillium sp. RB115
1 i-_P panissanguineum DAOMC 250562 T
P. simplicissimum CBS 372.48 T
‘— P. tanzanicum DAOMC 250514 T
11981~ P. ochrochloron CBS 357.48 T
P. svalbardense EXF 1307
P. camponotum DAOMC 250557 T
P. subrubescens DTO 188-D6
P. rolfsii CBS 368.48 T
P. terrarumae CBS 131811 T
P. piscarium CBS 362.48 T
P. pulvillorum CBS 280.39 T
P. excelsum ITAL7572 T
P. annulatum CBS 135126 T
P. bissettii DAOMC 167011 T
P. vasconiae CBS 339.79 T
P. penarojense CBS 113178 T
P. vanderhammenii CBS 126216 T
P. singorense DTO 133-C6
P. amphipolaria DAOMC 250551 T
P. daleae CBS 211.28 T
P. griseopurpureum CBS 406.65 T
P. abidjanum CBS 246.67 T
P. zonatum CBS 992.72 T
P. cluniae CBS 326.89 T
P. ludwigii CBS 417.68 T
P. janthinellum CBS 340.48 T
P. glaucoroseum NRRL 908 T
P. cremeogriseum CBS 223.66 T
P. ortum CBS 135669 T
P.raperiCBS 28158 T
P. koreense KACC 47721 T
P. curticaule CBS 135127 T
P. brefeldianum CBS 235.81 T
P. limosum CBS 339.97 T
P. lineolatum CBS 188.77 T
P. reticulisporum CBS 122.68 T
P. malacosphaerulum CBS 135120 T
1] | [ P-caperatum CBS 4375 T
L3 P. javanicum CBS 341.48 T
P. elleniae CBS 118135 T
_‘ P. coeruleum CBS 14145 T
P. levitum CBS 345.48 T
DF. meloforme CBS 445.74 T
P. ehrlichii CBS 324.48 T
P. oxalicum CBS 218.30 T
P. glabrum CBS 125543 T

1197

Fig. 2 Phylogeny based on the combined ITS, BenA and CaM
data set for species classified in Penicillium section Lanata-
Divaricata. Penicillium glabrum CBS 125543 was chosen as
outgroup

T. brasiliensis. The phylogenetic relationship of this
species with other members of this section is
unknown. The analysis of the combined dataset
indicates that this species is basal to T. assistuensis,
T. atroroseus, T. minioluteus, T. systylus, T. tra-
chyspermus, T. ucrainicus and T. udagawae, but
statistical support is lacking (< 0.95 pp, < 70% bs)
(Fig. 6).

Extrolites

The majority of investigated Penicillium and Talar-
omyces species were producers of different kinds of
extrolites. An overview of results is given in Table 4.
Penicillium apimei sp. nov. produced spinulosin, four
members of the geodin biosynthetic family (asterric
acid, erdin, geodin, sulochrins) and an uncharacterized
compound belonging to “biosynthetic family G”. The
new species in section Sclerotiora produced sclero-
tiorins, patulodin (or similar) and kojic acid. Our fresh
isolate of P. echinulonalgiovense (sect. Lanata-Di-
varicata) produced xanthoepocin and andrastin A.
Talaromyces mycothecae produced duclauxin, a com-
pound with a rubropunctatin chromophore and various
extrolites also produced by other members of section
Talaromyces. The new species 7. pigmentosus
(sect. Helici) and T. brasiliensis (sect. Trachyspermi)
produced several uncharacterized extrolites that
appear to be unique for the species.

Taxonomy

Penicillium apimei R.N. Barbosa, Souza-Motta, N.T.
Oliveira & Houbraken sp. nov. (Figure 7)
MycoBank: MB 822208
Etymology: apimei refers to APIME, the stingless
beekeeping association in Pernambuco, Brazil, which
gave support for collecting samples used for this study.
Diagnosis: Penicillium apimei sp. nov. belongs to
section Gracilenta and is phylogenetically unique.
The species is strictly monoverticillate, grows well on
MEA and CYA at 25 °C and is able to grow 37 °C.
Type: BraziL: Pernambuco: Recife, from honey of
Melipona scutellaris, April 2014, R.N. Barbosa.
Holotype (slide preparation) is deposited in the
URM Mycology Herbarium (Recife, Brazil): URM
90489; ex-type strains URM 7591 = CBS 142502.
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P, lilacinoechinulatum CBS 454.93 T

1197
0.96/95

-191

P. amaliae CBS 134209 T

P brocae NRRL 31479 T
P, arianeae CBS 134559 T

i P adametzii CBS 209.28 T
P. restingae 43M6

7 P. adametzioides CBS 313.59 T
P angulare NRRL 28157 T

P, bilaiae NRRL 3391 T

0.99/- 10.99/-

0.95/91

\ P, jugoslavicum CBS 192.87 T
0.99/- :‘
P, alexiae CBS 134558 T

P, cf. herquei HMAS 248817
P. herquei CBS 336.48 T

P, cf. herquei HMAS 248816
P. malachiteum CBS 647.95 T

0.99/-
1195

0.99/-

P. verrucisporum HMAS 248819 T
P. choerospondiatis HMAS 248813 T
P. sanshaense HMAS 248820 T

P. mallochii DAOM 239917 T

P exsudans HMAS 248735 T

P. johnkrugii DAOM 239943 T

P, vanoranjei CBS 134406 T

P, sclerotiorum NRRL 2074 T

P, cainii DAOM 239914 T

P, jacksonii DAOM 239937 T

P, viticola FKI 4410 T

P. daejeonium CNU 100097 T

P. guanacastense DAOM 239912 T

1197

P. maximae NRRL 2060 T
P, austrosinicum HMAS 248734 T

1199 P. meliponae URM 7602 T

P. hirayamae CBS 229.60 T

P. fernandesiae URM 7600 T
P. roqueforti CBS 221.30 T

0.06

Fig. 3 Phylogeny based on the combined ITS, BenA, and CaM
data set for species classified in Penicillium section Sclerotiora.
Penicillium glabrum CBS 125543 was chosen as outgroup
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T. pigmentosus URM 7625
T. pigmentosus RB 30
=== T. pigmentosus RB 96

T. pigmentosus RB 100

T. pigmentosus URM 7624 T

-[ T. reverso-olivaceus CBS 140672 T

T. boninensis CBS 650.95 T
0.96/-

- T. helicus CBS 335.48 T

T. varians CBS 386.48 T
T. aerugineus CBS 350.66 T

T. diversiformis CBS 141931 T

1199 T. bohemicus CBS 545.86 T

T. cinnabarinus CBS 267.72 T

T. ucrainicus CBS 162.67 T

Fig. 4 Phylogeny based on the combined ITS, BenA, CaM and
RPB2 data set for species classified in Talaromyces section
Helici. Talaromyces ucrainicus CBS 162.67 was chosen as
outgroup

ITS barcode: MF278310. Alternative markers:
BenA = LT854641; CaM = LT882717; RPB2 =
LT854650.

Colony diam, 7 days (in mm): CYA 29-31; CYA
15 °C 10-12; CYA 30 °C 40-41; CYA 37 °C 7-9;
MEA 25-27; MEA 15 °C 14-15; MEA 30 °C 39-40;
MEA 37 °C 6-8; DG18 22-23; CYAS 20-23; OA
29-30; YES 38-40; CREA 22-23.

Colony characters: CYA, 25 °C, 7 days: Colonies
moderately deep, radially sulcate; margins entire, low,
narrow; mycelium white; colony texture velvety;
sporulation moderate; conidial colour en masse grey-
ish green; exudate clear to yellowish; soluble pigment
yellow amber to brownish; reverse brown. MEA, 25
°C, 7 days: Colonies plane, slightly raised at centre,
radially sulcate; margins entire, low, narrow; myce-
lium white sometimes inconspicuously grey; colony
texture velvety to floccose; sporulation moderate to
strong; conidial colour en masse greyish green;
exudate present as small clear droplets; soluble
pigment absent, reverse brownish. YES, 25 °C,
7 days: Colonies moderately deep, radially and con-
centrically sulcate; margins low, narrow, entire;
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T. mycothecae RB 171

T. mycothecae URM 7623

T. mycothecae URM 7622 T

T. mycothecae RB 95

T. amestolkiae CBS 132696 T
T. ruber CBS 132704 T

T. stollii CBS 408.93 T

0.98/- T. neofusisporus AS 3.15415 T
T. rubicundus CBS 342.59 T
g':::\' T. indigoticus CBS 100534 T

T. muroii CBS 756.96 T
T. galapagensis CBS 751.74 T
1/98, T. macrosporus CBS 317.63 T
Lr funiculosus CBS 272.86 T
1/98~ - adpressus CBS 140620 T
T. pinophilus CBS 631.66 T
T. sayulitensis CBS 138204 T
T. liani CBS 225.66 T
T. fuscoviridis CBS 193.69 T
-[7? angelicus KACC 46611 T
T. aculeatus CBS 289.48 T
E”%I apiculatus CBS 312.59 T
T. bejjingensis CBS 140617 T
T. cnidii KACC 46617 T
T. siamensis CBS 475.88 T
T. flavovirens CBS 102801 T
L—T. veerkampii CBS 500.78 T
0.97/-

(] T, viridulus CBS 252.87 T
ﬂ‘EI oumae-annae CBS 138208 T
T. primulinus CBS 321.48 T

: /_77 verruculosus CBS 388.48 T
_ﬂ; stellenboschiensis CBS 135665 T
LT, australis CBS 137102 T
T. calidicanius CBS 112002 T
199 T. duclauxii CBS 322.48 T
T. marneffei CBS 388.87 T

T flavus CBS 310.38 T
T. intermedius CBS 152.65 T
T. mangshanicus HMAS 248733 T

T. kendrickii CBS 136666 T

0.97/-[1

098/- T giAS 3.15414 T
097 3 T. thailandensis CBS 133147 T
0.5+ N T. panamensis CBS 128.89 T
T viridis CBS 114.72 T
T. fusiformis CBS 140637 T
1/- LZ aurantiacus CBS 314.59 T

L7 demiiCBS 412.89 T
T. euchlorocarpius DTO 176-13 T
T. purpurogenus CBS 286.36 T
T. stipitatus CBS 375.48 T
T. dendriticus CBS 660.80

Fig. 5 Phylogeny based on the combined ITS, BenA, CaM and
RPB2 data set for species classified in Talaromyces section
Talaromyces. Talaromyces dendriticus CBS 660.80 was chosen
as outgroup

T. minioluteus CBS 642.68 T

T. minnesotensis CBS 142381 T
T. udagawae CBS 579.72 T

T. assiutensis CBS 147.78 T

T. trachyspermus CBS 373.48 T
T. systylus BAFCcult 3419 T

T. ucrainicus CBS 162.67 T
T. atroroseus CBS 133442 T

T. brasiliensis URM 7620

T. brasiliensis URM 7619

T. brasiliensis URM 7618 T

T. heiheensis HMAS 248789 T

T. erythromellis CBS 644.80 T

T. rubrifaciens GCMCC 3.17658

T. albobiverticillius CBS 133440 T

T. aerius CBS 140611 T

T. solicola CBS 133445 T

T. convolutus CBS 100537 T

T. austrocalifornicus CBS 644.95 T
T. diversus CBS 320.48 T

T. purpurogenus CBS 286.36 T

0.04

Fig. 6 Phylogeny based on the combined ITS, BenA, CaM and
RPB2 data set for species classified in Talaromyces section
Trachyspermi. Talaromyces purpurogenus CBS 286.36 was
chosen as outgroup

mycelium white to grey; colony texture velvety;
sporulation moderate to strong, conidia en masse
greyish green; exudate absent; soluble pigment yel-
low; reverse yellow to brownish elsewhere. DG18, 25
°C, 7 days: Colonies plane, raised at centre; margins
low, entire; mycelium white; colony texture velvety;
sporulation moderate; conidial colour en masse grey-
ish green; exudate absent; soluble pigment absent;
reverse yellow, sometimes inconspicuously greenish.
OA, 25 °C, 7 days: Colonies flat, entire; margins
regular; mycelium white to inconspicuously yellow;
colony texture velvety; sporulation sparse; conidial
colour en masse greyish green; exudate absent; soluble
pigment yellow; reverse yellowish to cream. CYAS 25
°C, 7 days: Colonies plane, raised at centre, radially
and concentrically sulcate; margins low, narrow,
entire; mycelium white; colony texture velvety;
sporulation sparse, conidial colour en masse greyish;
exudate absent; soluble pigment brownish; reverse

@ Springer

104



Antonie van Leeuwenhoek

Table 4 Extrolites detected in the investigated Penicillium and Talaromyces species

Species

Strain examined

Extrolites

Penicillium apimei

Penicillium brocae

Penicillium
chermesinum

Penicillium
citreosulfuratum

Penicillium citrinum

Penicillium
echinulonalgiovense

Penicillium
fernandesiae

Penicillium mallochii
Penicillium
meliponae

Penicillium mellis

Penicillium
Sfellutanum

Penicillium paxilli
Penicillium sp.

Penicillium rubens

Penicillium
sanshaense

Penicillium
sclerotiorum

Penicillium shearii

Penicillium
singorense

Penicillium steckii

Penicillium
sumatrense

Penicillium wotroi

Talaromyces
brasiliensis

Talaromyces
calidicanius

Talaromyces
mycothecae

Talaromyces
pigmentosus

T(l](l"l)ln_\'(‘?s scorteus

Talaromyces
wortmannii

URM 7591 T = CBS
142502

RB 075; RB 125
RB 144

RB 094

RB 028; RB 059
RB 201

URM 7600 T = CBS
142500

RB 151; RB 152

URM 7602 T = CBS
142495

URM 7605 T = CBS
142499; URM 7611

RB 112; RB 113

RB 127; RB 128
RB 115
RB 014; RB 153

URM 7617 T = CBS
142496

RB 056; RB 237

RB 034; RB 073
RB 202

RB 065; RB 088
RB 149

RB 010

URM 7618 T = CBS
142493; URM 7619

RB 183

URM 7622 T = CBS
142494; URM 7623

URM 7624 T= CBS
142805; URM 7625

RB 072; RB 114
RB 130

Asterric acid, (—)-bisdechlorogeodin, erdin, geodin, spinulosin X, sulochrin

Brocaenol, pyranonigrin F, spinulosin X
Extrolites with end-absorbtion

Citroviridin; pyrenocins

Citrinin; quinolactacin; citrinadin
Andrastin A, xanthoepocin

Rotiorin, sclerotiorin and other members of the sclerotiorin biosynthetic family

Atlantinone A

Rotiorin, sclerotiorin and other members of the sclerotiorin biosynthetic family
Kojic acid; Kojic acid and sclerotiorin
Many extrolites with end absorbtion

Pyrenocine; paxillin; paspaline; paspalinine

Atlantinone A, fumitremorgin A, B & C, verruculogen

Andrastin A; glandicolins; roquefortine C; meleagrin; chrysogine, meleagrin,
roquefortine C, sorbicillins

Atrovenetin, emodin, an emodin bisanthron, naphthalic anhydride, members of
the herqueinone biosynthetic family

Extrolite with orthosporin chromophore, rotiorin, sclerotiorin and other related
extrolites

Indole alkaloids; paspaline; paxillin; shearinins with an extended chromophore
Special shearinins, paspaline or paspaline-like

Isochromantoxin; quinolactacin
Curvularin; daldinins

Xanthoepocin

Many extrolites detected, none of them could be identified, and none of them
have been observed in other Talaromyces or Penicillium species before.

duclauxin and other members of the duclauxin biosynthetic family

Duclauxin and other duclauxins, compound with a rubropunctatin chromophore,
many further extrolites detected, none of them could be identified, and none of
them have observed in other Talaromyces or Penicillium species before.

Many extrolites detected, none of them could be identified, and none of them
have been observed in other Talaromyces or Penicillium species before.

Rugulosin and skyrin detected in, several unknown extrolites
Rugulovasine A; rugulosin; skyrin; ukulactones

T ex-type strain, URM URM Culture Collection (www.ufpe.br/micoteca), Brazil, RB personal working collection of Renan Barbosa,
CBS culture collection of the Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, The Netherlands
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brown. CREA, 25 °C, 7 days: good growth, acid
production absent.

Micromorphology: Conidiophores strictly
monoverticillate. Stipes smooth walled, 25-90 x
1-4.5 pm, vesiculate, up to 4 um in diam. Phialides
4-10 per stipe, ampulliform, 6.5-9.5 x 2.0-3.0 pm.
Conidia smooth walled, globose, 2.0-3.0 x
2.0-3.0 pm. Sclerotia or ascomata not observed.

Notes: Houbraken and Samson (2011) did not
report any significant similarities shared between
species belonging to section Gracilenta, except that
all species weren’t able to grow at 37 °C and had
brown reverses on Czapek agar or CYA. The reverse
colony colour of P. apimei on CYA and YES is also in
shades of brown, but the species is unique in for its
ability to grow at 37 °C. This species is phylogenet-
ically most closely related to P. macrosclerotiorum.
Besides its ability to grow at 37 °C, it can further be
differentiated from this species by the absence of
sclerotia and slower growth on YES (3840 vs
54-56 mm).

Penicillium echinulonalgiovense S. Abe ex Houbra-
ken & R.N. Barbosa sp. nov.

MycoBank: MB822213

= Penicillium echinulonalgiovense S. Abe, Journal
of General and Applied Microbiology 2: 80. 1956.
[MB536546]. (nom. inval., Art. 39.1.).

Diagnosis: Penicillium echinulonalgiovense sp.
nov. is phylogenetically unique. Colonies on CYA
incubated at 25 °C for 7 days attain a diameter of
33-37 mm and on CYA 37 °C 8-12 mm. The growth
on CREA is weak, the colony diameter 23-27 mm,
and no acid compounds are produced. The conidio-
phore stipes are rough walled, and conidia are globose
to subglobose and echinulate.

Type: Japan: unrecorded source, S. Abe. Holotype:
CBS H-23172; ex-type strains CBS 328.59 = ATCC
18314 = FAT 907 = FRR 638 = IFO 6229 = IMI
068213 = QM 7301.

ITS barcode: GU981587. Alternative markers:
BenA = GU981631; CaM = KX961269; RPB2 =
KX961301.

Additional material examined. Australia, Atherton
Tableland, Queensland, soil, R. van Leeuwen & J.
Houbraken, DTO 030-D8; China, Hong Kong, soil,
isol. by W. Gams & A. Aptroot, CBS 102417,
Indonesia, Yogyakarta, storage room, DTO 232-C6;
Netherlands, industrial installation, J. Houbraken,

CBS 115322; Madagascar, Ifaty, forest soil, coll. F.
Hagen, isol. J. Houbraken, DTO 088-A2; Malaysia,
Langkawi, soil of rainforest, coll. R.A. Samson, isol. J.
Houbraken, DTO 054-Al; USA, Florida, soil from
citrus grove, R.A. Samson, DTO 010-AS. Brazil, Bee
pollen of Melipona scutellaris URM 7599; inside of
nests of Melipona scutellaris RB 217; RB 218 coll.
R.N.Barbosa.

Notes: echinulonalgiovense  was
described without a Latin diagnosis. To validate the
species, an English diagnosis is given above, with the
name of the original author maintained. The ITS and
partial BenA and CaM sequence data had sufficient
discriminatory power to differentiate P. echinulonal-
giovense (CBS 328.59") from P. simplicissimum and
other described species in section Lanata-Divaricata.
In the BenA analysis (Suppl. Figure 2), P. echinu-
lonalgiovense is related to P. cataractum DAOMC
2505347 and P. mariae-crucis (CBS 271.83T). Peni-
cillium echinulonalgiovense can be differentiated
from those species by its ability to grow on CYA
incubated at 37 °C (8-12 mm). Furthermore, P.
cataractum grows moderately well on CREA and
produces high levels of acid compounds on this
medium. Both P. echinulonalgiovense and P. mariae-
crucis grow poorly on CREA and do not produce acid
compounds. In addition, the reverse colours on CYA
differ. The reverse colour of P. echinulonalgiovense
on CYA is dark brown in the centre and beige
towards the margins, the reverse colour of P. mariae-
crucis is blackish brown and those of P. cataractum
greyish yellow to greyish orange (Visagie et al.
2016).

Penicillium

Penicillium fernandesiae R.N. Barbosa, Souza-Motta,
N.T. Oliveira & Houbraken sp. nov. (Figure 8)

MycoBank: MB822209

Etymology: Named in honour of prof. Maria José
Fernandes, mycologist working with Aspergillus and
Penicillium in the former Institute of Mycology of the
University of Recife (IMUR), Pernambuco, Brazil.

Diagnosis: Red soluble pigments produced on
CYA, no growth on MEA and CYA at 37 °C,
restricted growth on CYA, MEA, YES, CYAS and
no acid production on CREA.

Type: BraziL: Pernambuco: Recife, inside nests of
Melipona scutellaris, May 2014, R.N. Barbosa.
Holotype (slide preparation) is deposited in the
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Fig. 7 Morphological characters of Penicillium apimei CBS 142502. a Colonies from left to right (top row) MEA, CYA, YES and OA;
(bottom row) CYA reverse, MEA reverse, YES reverse and CREA. b Texture on CYA. ¢ Texture on MEA. d Conidia. e-h
Conidiophores. Scale bars 10 pm
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URM Mycology Herbarium (Recife, Brazil): URM
90490; ex-type strains URM 7600 = CBS 142500.

ITS barcode: MF278314. Alternative markers:
BenA = LT854645; CaM = LT854649; RPB2 =
LT854654.

Colony diam, 7 days (in mm): CYA 15-18;
CYALS °C 5-6; CYA30 °C 20-22; CYA37 °C no
growth; MEA 15-17; MEA 15 °C 4-5; MEA 30 °C
20-22; MEA 37 °C no growth; DG18 17-18; CYAS
15-17; OA 6-8; YES 21-22; CREA 3-4.

Colony characters: CYA, 25 °C, 7 days: Colonies
moderately deep, gently radially sulcate; margins low,
undulate, entire; mycelium yellow; colony texture
velvety to floccose; sporulation absent; conidial colour
en masse indeterminable; exudate orange; soluble
pigment in shades of red; reverse orange to brownish
at centre. MEA, 25 °C, 7 days: Colonies convex;
margins low, narrow, entire; mycelium white, some-
times inconspicuously yellow; colony texture floc-
cose; sporulation absent; conidial colour en masse
indeterminable; exudate clear at centre and sometimes
orange close the margins; soluble pigment absent;
reverse orange. YES, 25 °C, 7 days: Colonies mod-
erately deep, radially and concentrically sulcate;
margins low, narrow, entire; mycelium white to
slightly inconspicuously yellow; colony texture floc-
cose; sporulation absent; conidial colour en masse
indeterminable; exudate orange; soluble pigment
absent; reverse brownish to orange. DGI8, 25 °C,
7 days: Colonies moderately deep, gently radially
sulcate; margins low, narrow, entire; mycelium yel-
low, texture velvety to floccose; sporulation absent;
conidial colour en masse indeterminable; exudate
orange; soluble pigment absent; reverse orange. OA,
25 °C, 7 days: Colonies flat, margins irregular;
mycelium yellow; sporulation absent, conidial colour
en masse indeterminable; exudate clear orange;
soluble pigment absent; reverse orange. CYAS 25
°C, 7 days: Colonies moderately deep, radially and
concentrically sulcate; margins low, narrow, entire;
mycelium white; colony texture floccose; sporulation
absent; conidial colour en masse indeterminable;
exudate orange; soluble pigment absent; reverse
brownish orange. CREA, 25 °C, 7 days: Very weak
growth, acid production absent.

Micromorphology: Conidiophores strictly
monoverticillate. Stipes smooth walled, 7.5-20 x
1.5-2.0 pm, non-vesiculate. Phialides 4-7 per stipe,
ampulliform, 6-11 x 2.0-3.0 pm. Conidia smooth

walled, globose, 2-3 um. Sclerotia or ascomata not
observed.

Notes: Penicillium fernandesiae sp. nov. belongs to
the P. sclerotiorum-clade. The species produces
sclerotiorins and these compounds are shared with P.
hirayamae, P. meliponae and P. sclerotiorum and
other species in the P. sclerotiorum-clade, which is in
line with its phylogenetic placement. Penicillium
fernandesiae produces red soluble pigments on CYA
and these are not produced by the closely related
species P. hirayamae. Red soluble pigment production
is shared with P. adametzioides, a phylogenetically
distant species (Visagie et al. 2013).

Penicillium meliponae R.N. Barbosa, Souza-Motta,
N.T. Oliveira & Houbraken sp. nov. (Figure 9)

MycoBank: MB822210

Etymology: meliponae, refers to Melipona scutel-
laris, the stingless bee species investigated in this
study.

Diagnosis: Penicillium meliponae sp. nov. have
colony diameter on CYA, MEA, DG18, CYAS and
CREA generally below to 32 mm. The species grows
moderately well on CREA and has a strong acid
production.

Type: BraziL: Pernambuco: Recife, honey of
Melipona scutellaris, June 2014, R.N. Barbosa.
Holotype (slide preparation) is deposited in the
URM Mycology Herbarium (Recife, Brazil): URM
90491; ex-type strains URM 7602 = CBS 142495.

ITS barcode: MF278315. Alternative markers:
BenA = LT854644; CaM = LT854648; RPB2 =
LT854653.

Colony diam, 7 days (in mm): CYA 30-32;
CYAIS °C 15-16; CYA30 °C 25-28; CYA37 °C no
growth; MEA 30-31; MEA 15 °C 9-10; MEA 30 °C
24-25; MEA 37 °C no growth; DG18 25-26; CYAS
23-25; OA 26-28; YES 40-43; CREA 17-18.

Colony characters: CYA, 25 °C, 7 days: Colonies
radially sulcate, slightly raised at centre; margins low,
narrow, entire; mycelium white; colony texture floc-
cose; sporulation absent at margin, strong in centre;
conidial colour en masse greyish green; exudate
orange; soluble pigment orange; reverse brown at
centre, orange at the margins and yellow at the
borders. MEA, 25 °C, 7 days: Colonies plane, mod-
erately deep, lightly radially sulcate; margins entire,
low, narrow, entire; mycelium white and slightly
orange; colony texture floccose at centre somewhat
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Fig. 8 Morphological characters of Penicillium fernandesiae CBS 142500. a Colonies from left to right (top row) MEA, CYA, YES
and OA; (bottom row) CYA reverse, MEA reverse, YES reverse and CREA. b Texture on CYA. ¢ Texture on MEA. d Conidia e-i
Conidiophores. Scale bars 10 pm
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Fig. 9 Morphological characters of Penicillium meliponae CBS 142495. a Colonies from left to right (top row) MEA, CYA, YES and
OA; (bottom row) CYA reverse, MEA reverse, YES reverse and CREA. b Texture on CYA. ¢ Texture on MEA. d Conidia. e-i
Conidiophores. Scale bars 10 pm
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velvety in some areas close the margins; sporulation
strong in centre, weak at margins; conidial colour en
masse greyish; exudate hyaline to pale orange; soluble
pigment absent; reverse dull orange. YES, 25 °C,
7 days: Colonies moderately deep, raised at centre,
randomly sulcate; margins low, narrow, entire;
mycelium white, sometimes inconspicuously orange;
colony texture floccose; sporulation sparse; conidial
colour en masse greyish in some areas; exudate
orange; soluble pigment absent; reverse reddish brown
at centre fading to orange close to margin and yellow
in the borders. DGI18, 25 °C, 7 days: Colonies
moderately deep, lightly sulcate; margins entire;
mycelium white; colony texture floccose to velvety;
sporulation sparse; conidial colour en masse indeter-
minable; exudate orange; soluble pigment absent;
reverse orange at centre to yellow in the margins. OA,
25 °C, 7 days: Colonies plane, not sulcate; margins
entire; mycelium yellow, sometimes white; colony
texture velvety, sporulation sparse, conidial colour
somewhat greyish, exudate orange, in small droplets;
soluble pigment absent; reverse orange at centre to
yellow at the margins. CYAS, 25 °C, 7 days: Colonies
slightly raised, radially and concentrically sulcate;
margins low, narrow, entire; mycelium white; colony
texture floccose; sporulation absent to moderate at
centre; conidial colour en masse greyish; exudate
orange, soluble pigment absent; reverse reddish brown
at centre fading to orange close to margin and yellow
at the borders. CREA, 25 °C, 7 days: Moderate
growth; acid produced.

Micromorphology: Conidiophores strictly
monoverticillate. Stipes smooth walled 22.0-45 x
2.5-3.5 pm, vesiculate 4.0-6.5 pm. Phialides 4-12
per stipe, ampulliform, 6.0-9.0 x 2.5-4.0 pm. Coni-
dia smooth walled, subglobose, 2.0-3.0 pm. Sclerotia
not observed produced.

Notes: Penicillium meliponae sp. nov. is phyloge-
netically most closely related to P. maximae and P.
austrosinicum. Penicillium meliponae sp. nov. pro-
duces smaller colonies on CYA, MEA, CYAS and
CREA after 7 days incubation at 25 °C than P.
austrosinicum and P. maximae. Furthermore, P.
meliponae sp. nov. has a strong acid production on
CREA, while P. maximae lacks acid production on
CREA (Visagie et al. 2013). Penicillium aus-
trosinicum produces subglobose, rough walled coni-
dia, the conidia of P. meliponae sp. nov. are
subglobose and smooth and those of P. maximae are
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ellipsoidal and smooth. Additionally, P. meliponae sp.
nov. and P. maximae do not produce sclerotia, while P.
austrosinicum does (Wang et al. 2017a).

Penicillium mellis R.N. Barbosa, Souza-Motta, N.T.
Oliveira & Houbraken sp. nov. (Figure 10)

MycoBank: MB822211

Etymology: the species name refers to honey, the
substrate from which the type species was isolated.

Diagnosis: This species is phylogenetically distinct
from other sect. Sclerotiora members. The conidio-
phores are monoverticillate, stipes vesiculate, pale to
brownish coloured sclerotia are produced and no acid
production on CREA is observed.

Type: BraziL: Pernambuco: Recife, honey of
Melipona scutellaris, May 2014, R.N. Barbosa.
Holotype (slide preparation) is deposited in the
URM Mycology Herbarium (Recife, Brazil): URM
90492; ex-type strain: URM 7605 = CBS 142499.

ITS barcode: MF278316. Alternative markers:
BenA = LT854643; CaM = LT854647; RPB2 =
LT854652.

Colony diam, 7 days (in mm): CYA 29-30;
CYAL1S °C 7-8; CYA30 °C 33-35; CYA37 °C 24,
MEA 28-30; MEA 15 °C 9-10; MEA 30 °C 33-35;
MEA 37 °C no growth; DG18 24-25; CYAS 26-27;
OA 24-25; YES 34-36; CREA 10-11.

Colony characters: CYA, 25 °C, 7 days: Colony
radially sulcate; margin entire, low; mycelium white
sometimes inconspicuously green; colony texture
velvety; sporulation absent at centre and sparse at
margins; conidial colour en masse greyish green;
exudates present as clear droplets; soluble pigment
absent; reverse brown to pale. MEA, 25 °C, 7 days:
Colonies low, plane; margins low, wide, entire;
mycelium white; colony texture velvety; sporulation
sparse, conidial colour en masse greyish green;
sclerotia produced, inconspicuously brown, exudate
present as clear droplets; soluble pigment absent;
reverse cream. YES, 25 °C, 7 days: Colonies moder-
ately deep, radially and concentrically sulcate; mar-
gins low, narrow, entire; mycelium white,
inconspicuously grey; colony texture velvety; sporu-
lation sparse to absent, conidial colour en masse
indeterminable; exudate absent; soluble pigment
absent; reverse pale yellow. DG18, 25 °C, 7 days:
Colonies plane; margins low, entire; mycelium white;
colony texture velvety; sporulation strong; conidial
colour en masse greyish green; exudate absent; soluble
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Fig. 10 Morphological characters of Penicillium mellis CBS 142499. a Colonies from left to right (top row) MEA, CYA, YES and OA;
(bottom row) CYA reverse, MEA reverse, YES reverse and CREA. b Texture on CYA. ¢ Texture on MEA. d Conidia. e Sclerotia. fj
Conidiophores. Scale bars 10 pm
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pigment absent; reverse pale. OA, 25 °C, 7 days:
Colonies flat, margins regular; mycelium white;
colony texture velvety, sporulation dense, conidial
colour en masse greyish; exudate present as clear
droplets; soluble pigment absent; reverse white to
pale. CYAS 25 °C, 7 days: Colonies radially and
concentrically sulcate; margins low, entire; mycelium
white; colony texture velvety; sporulation moderate to
strong; conidial colour en masse greyish green;
exudate absent; soluble pigment absent; reverse
brownish. CREA, 25 °C, 7 days: moderate growth,
no acid production.

Micromorphology: Conidiophores strictly
monoverticillate. Stipes smooth walled, 25-40 x
2.0-3.5 pm, vesicilate 4.0-5.0 um. Phialides 5-12
per stipe, ampulliform, 6.5-9.0 x 2.0-3.0 pm. Coni-
dia smooth walled, globose to subglobose,
2.0-3.0 pm. Sclerotia present, 150-250 pum.

Additional material examined. Brazil, Pernambuco,
Recife, Inside nest of Melipona scutellaris, R.N.
Barbosa, URM 7611; RB 9; RB 85; RB 110; honey
of Melipona scutellaris, R.N. Barbosa, RB 69.

Notes: Penicillium mellis sp. nov. is phylogeneti-
cally unique. It can be distinguished from other
members in section Sclerotiora by its ability to
produce pale to brownish coloured sclerotia on
MEA, CYA and OA.

Talaromyces brasiliensis R.N. Barbosa, Souza-Motta,
N.T. Oliveira & Houbraken sp. nov. (Figure 11)

MycoBank: MB822214

Etymology: Named after Brazil, the country of
origin of the type strain.

Diagnosis: Talaromyces brasiliensis sp. nov. is
phylogenetically unique. This species grows restricted
on CYA and MEA at 25 °C and growth is absent to
poor at 37 °C. The phialides of T. brasiliensis are
ampulliform and the conidia globose and finely
roughened.

Type: BRraziL: Pernambuco: Recife, honey of
Melipona scutellaris, June 2014, R.N. Barbosa.
Holotype (slide preparation) is deposited in the
URM Mycology Herbarium (Recife, Brazil): URM
90494; ex-type strains URM 7618 = CBS 142493.

ITS barcode: MF278323. Alternative markers:
BenA = LT855560; CaM = LT855563; RPB2 =
LT855566.

Colony diam, 7 days (in mm): CYA 5-6;
CYAIS °C 3-4; CYA30 °C 5-6; CYA37 °C no
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growth; MEA 14-15; MEA 15 °C 6-7; MEA 30 °C
14-15; MEA 37 °C 4-5; DGI8 10-11; CYAS no
growth; OA 12-13; YES 6-8; CREA no growth.

Colony characters: CYA, 25 °C, 7 days: Colonies
plane; margins entire; mycelium white; colony texture
loosely floccose; sporulation poor; conidia en masse
greyish green; exudates absent; soluble pigments
absent; reverse cream to brownish. MEA, 25 °C,
7 days: Colonies plane; margins entire; mycelium
white; colony texture loosely funiculose to floccose;
sporulation strong; conidia en masse greyish; exudates
absent; soluble pigments absent; reverse cream to
yellow. YES, 25 °C, 7 days: Colonies loosely deep;
margins entire; mycelium white; colony texture floc-
cose; sporulation absent; conidia en masse indeter-
minable; exudates absent; soluble pigments absent;
reverse cream to yellow. DG18, 25 °C, 7 days:
Colonies raised at centre; margins entire, deep;
mycelium white, occasionally inconspicuously grey;
colony texture floccose; sporulation poor at centre,
conidia en masse greyish; exudates absent; soluble
pigments absent; reverse brown to pale. OA, 25 °C,
7 days: Colonies plane; margins entire; mycelium
white, occasionally light yellow; colony texture vel-
vety; sporulation strong at centre, week at margin;
conidia en masse dull green; exudates present as small
hyaline droplets; soluble pigments absent; reverse
white to inconspicuously black. CREA 25 °C, 7 days:
no growth.

Micromorphology: Conidiophores biverticillate,
stipes smooth walled, 20-50 x 2.5-4 pm. Metulae
5-6, 8-11 x 2.5-3.5 pm. Phialides 3—4 per stipe,
ampulliform tapering to very fine necks, 7-11
(-=14) x 2.0-3 um; conidia globose, finely rough-
ened, 2-3 pm. Ascomata not observed.

Additional material examined. Brazil, Pernambuco,
Recife, Inside nest of Melipona scutellaris, R.N.
Barbosa, URM 7619; URM 7620.

Notes: Section Trachyspermi comprise species that
normally grow slowly on CYA and slightly faster on
MEA. Talaromyces brasiliensis sp. nov. also grows
restricted on CYA (5-6 mm) and better on MEA
(14-15 mm), confirming the phylogenetic results.
Talaromyces brasiliensis sp. nov. is phylogenetically
distinct (Fig. 6).

Talaromyces mycothecae R.N. Barbosa, Souza-Motta,
N.T. Oliveira & Houbraken sp. nov. (Figure 12)
MycoBank: MB822215
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Fig. 11 Morphological characters of Talaromyces brasiliensis CBS 142493. a Colonies from left to right (top row) MEA, CYA, YES
and OA; (bottom row) CYA reverse, MEA reverse, YES reverse and CREA. b Texture on CYA. ¢ Texture on MEA. d Conidia. e-h
Conidiophores. Scale bars 10 pm
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Fig. 12 Morphological characters of Talaromyces mycothecae CBS 142494. a Colonies from left to right (top row) MEA, CYA, YES
and OA; (bottom row) CYA reverse, MEA reverse, YES reverse and CREA. b Texture on CYA. ¢ Texture on MEA. d Conidia. e-h
Conidiophores. Scale bars 10 pm
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Etymology: In honour of Micoteca URM (URM,
University Recife Mycology), an important Latin-
American Fungal Culture Collection founded by
mycologist Augusto Chaves Batista.

Diagnosis: The reverse colour on MEA and OA is
wine red. The species produces red coloured exudate
droplets on YES and no acid compounds are produced
on CREA. Furthermore, T. mycothecae sp. nov. grows
well on CYA 37 °C and produces smooth walled,
fusiform to ellipsoidal shaped conidia.

Type: BraziL: Pernambuco: Recife, inside nests of
Melipona scutellaris, Feb 2014, R.N. Barbosa. Holo-
type (slide preparation) is deposited in the URM
Mycology Herbarium (Recife, Brazil): URM 90495;
ex-type strains URM 7622 = CBS 142494.

ITS barcode: MF278326. Alternative markers:
BenA = LT855561; CaM = LT855564; RPB2 =
LT855567.

Colony diam, 7 days (in mm). CYA 20-23;
CYAIS °C 2-5; CYA 30 °C 28-30; CYA 37 °C
18-20; MEA 29-30; MEA 15 °C 3-6; MEA 30 °C
38-40; MEA 37 °C 20-22; DG18 10-12; CYAS no
growth; OA 24-25; YES 25-26; CREA 4-5.

Colony characters: CYA, 25 °C, 7 days: Colonies
plane, margins entire; mycelium white occasionally
inconspicuously yellow; colony texture velvety to
floccose; sporulation strong, conidia en masse greyish
to dull green; exudates present as small clear droplets;
soluble pigments absent; reverse yellow amber to dark
brown at centre. MEA, 25 °C, 7 days: Colonies plane;
margin entire, mycelium white; colony texture vel-
vety; sporulation strong; conidia en masse greyish;
exudates absent; soluble pigments absent; reverse
yellow amber to wine-reddish. YES, 25 °C, 7 days:
Colonies crateriform; margins entire; mycelium
white; colony texture floccose; sporulation strong;
conidia en masse greyish to dull green; exudates
present as small red droplets; soluble pigments absent;
reverse red near margins to wine-reddish in centre.
DGI18, 25 °C, 7 days: Colonies plane; margins entire;
mycelium white; colony texture floccose; sporulation
sparse; conidia en masse green; exudates present as
small red droplets; soluble pigments absent; reverse
cream at margins to reddish at centre. OA, 25 °C,
7 days: Colonies plane; margins low; mycelium white
occasionally inconspicuously greenish; colony texture
velvety to granular; sporulation abundant, conidia en
masse dull green; exudates present as small clear
droplets; soluble pigments absent; reverse reddish.

CREA 25 °C, 7 days: Very weak growth, acid
production absent.

Micromorphology: Conidiophores biverticillate;
stipes smooth, 55-105 x 2-3 pm; metulae 3-4,
11.5-15.5 x 2.5-4 pum. Phialides 3-5 per stipe,
acerose, 9.5-12.5 x 2.5-3.5 ym. Conidia smooth,
fusiform to ellipsoidal, 2.5-4 x 3-3.5 pm. Ascomata
not observed.

Additional material examined. Brazil, Pernambuco,
Recife, isolated from inside nest of Melipona scutel-
laris, R.N. Barbosa, URM 7623; RB 95; RB 171.

Notes: Altough the relationship if Talaromyces
mycothecae sp. nov. is difficult to determine, the
species seems to be phylogenetically most closely
related to T. neofusisporus, T. stollii, T. amestolkiae
and T. ruber. Talaromyces neofusisporus produces
synnemata on CYA and YES, and grows poorly at 37
°C (2-3 mm, CYA, 7 days) (Wang et al. 2016). In
contrast, no synnemata and good growth at 37 °C
(18-20 mm, CYA, 7 days) is observed for 7. mycothe-
cae. Yilmaz et al. (2012) used various characters, such
as the ability to grow at 37 °C, the colony texture on
MEA and CYA and the production of acid compounds
on CREA to differentiate 7. amestolkiae, T. ruber and
T. stollii. No acid is produced on CREA by T.
mycothecae and this is shared with 7. ruber (T.
amestolkiae and T. stollii are poor acid producers).
Talaromyces mycothecae sp. nov. attains a diameter of
18-20 mm after 7 days on CYA at 37 °C and this is
faster than 7. amestolkiae (8—15 mm) and 7. ruber
(14-18 mm), but slower than 7. stollii (25-35 mm)
(Yilmaz et al. 2014). Based on the data above, T.
mycothecae phenotypically resembles 7. ruber. The
characteristic yellow and red pigmented mycelium on
YES of T. ruber is not observed in the 7. mycothecae
sp. nov. cultures.

Talaromyces pigmentosus R.N. Barbosa, Souza-
Motta, N.T. Oliveira & Houbraken sp. nov.
(Figure 13)

MycoBank: MB822216

Etymology: Referring to the brownish green pig-
mented conidiophores of the species.

Diagnosis: Talaromyces pigmentosus sp. nov. is
phylogenetically unique. This species produces pig-
mented conidiophores and grows well on CYA and
MEA at 37 °C. No sexual state is observed and the
species has a cream reverse on MEA and cream
(margins) to brownish (centre) reverse on CYA.
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Fig. 13 Morphological characters of Talaromyces pigmentosus CBS 142805. a Colonies from left to right (top row) MEA, CYA, YES
and OA; (bottom row) CYA reverse, MEA reverse, YES reverse and CREA. b Texture on CYA. ¢ Texture on MEA. d Conidia. e-h
Conidiophores. Scale bars 10 pm

@ Springer



Antonie van Leeuwenhoek

Type: BraziL: Pernambuco: Recife, inside nests of
Melipona scutellaris, June 2014, R.N. Barbosa.
Holotype (slide preparation) is deposited in the
URM Mpycology Herbarium (Recife, Brazil): URM
90496; ex-type strains URM 7624 = CBS 142805.

ITS barcode: MF278330. Alternative markers:
BenA = LT855562; CaM = LT855565; RPB2 =
LT855568.

Colony diam, 7 days (in mm): CYA 23-24; CYA
15 °C 5-7; CYA 30 °C 34-35; CYA 37 °C 35-36;
MEA 23-24; MEA 15 °C 6-8; MEA 30 °C 34-35;
MEA 37 °C 33-34; DGI8 7-9; CYAS 2-3; OA
24-25; YES 23-24; CREA 2-4.

Colony characters: CYA, 25 °C, 7 days: Colonies
moderately deep; margins entire; mycelium white
sometimes inconspicuously green; colony texture
velvety; sporulation absent; conidial colour en masse
cannot be determinate; exudates absent; soluble pig-
ments absent; reverse white to cream at margins to
brownish in centre. MEA, 25 °C, 7 days: Colonies
moderately deep, sunken at centre; margin entire;
mycelium white; colony texture velvety; sporulation
sparse; conidia en masse greyish; exudates present as
small hyaline droplets; soluble pigments absent;
reverse cream. YES, 25 °C, 7 days: Colonies moder-
ately deep, sunken, raised at centre; margins entire;
mycelium white; colony texture floccose; sporulation
sparse to absent, conidia en masse greyish; soluble
pigments absent; exudates absent; reverse cream to
yellow. DGI18, 25 °C, 7 days: Colonies raised at
centre; margins low, plane; mycelium white; colony
texture floccose; sporulation absent, conidia en masse
indeterminable; exudates absent; soluble pigments
absent; reverse brown at centre, light cream to white at
margin. OA, 25 °C, 7 days: Colonies low, plane;
margins low, plane; mycelium white; colony texture
velvety; sporulation absent; conidia en masse indeter-
minable; exudates absent; soluble pigments absent;
reverse light cream. CYAS, 25 °C, 7 days: Colonies
low, plane; margins low, plane; mycelium white;
colony texture velvety; sporulation absent; conidia en
masse indeterminable; exudates absent; soluble pig-
ments absent; reverse white. CREA 25 °C, 7 days:
Very weak growth, acid production absent.

Micromorphology: Conidiophores biverticillate,
brownish green pigmented. Stipes smooth walled,
17-65 x 2—4 pm. Metulae 34, divergent,
7-11 x 2-2.5 pm. Phialides, 3-6 per stipe, acerose,

7-11 x 2-3 pm; conidia smooth walled, globose to
subglobose, 2.0 x 3.0 pum. Ascomata not observed.

Additional material examined. Brazil, Pernambuco,
Recife, from bee pollen of Melipona scutellaris, R.N.
Barbosa, URM 7625; RB 96, RB 171; from inside nest
of Melipona scutellaris RB 30; RB 100.

Notes: Talaromyces pigmentosus sp. nov. is phylo-
genetically closely related to T. helicus, T. boninensis
and T. reverso-olivaceus and shares the ability to grow
well on CYA incubated at 37 °C (10-34 mm, 7 days).
Talaromyces boninensis and T. helicus produce a
sexual state and this is not observed 7. reverso-
olivaceus and T. pigmentosus sp. nov.. The new
species can also be differentiated from 7. reverso-
olivaceus by its ability to produce brownish green
pigmented stipes. The production of pigmented stipes
is also shared with the phylogenetically more distant
species 7. varians (also in sect. Helici) and T.
ptychoconidium (sect. Purpurei) (Yilmaz et al. 2014).

Discussion

Penicillium and Talaromyces species are well-known
cosmopolitan filamentous fungi that play various roles
in natural ecosystems, agriculture and biotechnology.
Both genera have a sectional infrageneric classifica-
tion system. Currently, 26 sections are accepted in
Penicillium (Houbraken and Samson 2011; Houbra-
ken et al. 2016b) and seven in Talaromyces (Yilmaz
et al. 2014). A current monograph on Penicillium is
lacking, but many Penicillium sections are studied
using a polyphasic approach or multigene phylogenies
(e.g. Houbraken et al. 2014; Peterson et al. 2015;
Visagie et al. 2015; Houbraken et al. 2016b) and all
Talaromyces sections were treated in detail in the
monograph of Yilmaz et al. (2014). ITS and BenA
sequences are proposed identification markers for
Penicillium and Talaromyces and often are generated
in taxonomic studies. In many of those studies it is
shown that ITS sequencing is insufficient for Penicil-
lium identifications as closely related species often
share similar or identical sequences. On the other
hand, this locus works relatively well to assign species
to sections. Besides ITS sequences, we also generated
BenA sequences of all isolated Penicillium and
Talaromyces species. The BenA sequences are used
for identification of Penicillium and Talaromyces
species, as this is the recommended identification
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marker (Visagie et al. 2014; Yilmaz et al. 2014). With
exception of the new species, all other isolates
obtained during our survey could be reliably identified
using BenA sequences.

Among the Penicillia, section Sclerotiora (46%)
isolates were most frequently detected during this
study. Penicillium brocae (27%) was predominantly
present among the isolates belonging to section
Sclerotiora, followed by P. mellis sp. nov. (7%), P.
sclerotiorum (5%), P. mallochii (4%), P. sanshaense
(1%), P. fernandesiae sp. nov. (1%) and P. meliponae
sp. nov. (1%). Section Sclerotoria species generally
produce monoverticillate conidiophores and excep-
tions are the biverticillate conidiophores observed in
P. choerospondiatis, P. herquei, P. malachiteum, P.
sanshaense and P. verrucisporum. They also have
bright yellow or orange pigments, which may occur in
the mycelium, sclerotia, ascocarps, soluble pigments
and/or colony reverse pigmentation (Houbraken and
Samson 2011; Rivera and Seifert 2011; Visagie et al.
2013). The species isolated during our survey also
produced monoverticillate conidiophores, bright
coloured colonies, sclerotia and/or mycelium, and
none of the strains produced a sexual state. Interest-
ingly, P. brocae was the most predominant Penicil-
lium present in our study. This species was originally
described from coffee berry borers (galleries, cuticle,
feces and guts) in Mexico (Peterson et al. 2003), and
more recently detected in faeces of another, unrelated
beetle, Eufallia sp. (Wang and Chan 2015). Along
with the description of P. brocae, Peterson et al.
(2003) suggested that this species produces exogenous
sterols necessary for the coffee berry borer’s devel-
opment and thus is mutualistically associated with the
insect. Similar to other insects, bees are unable to
synthesize sterols and, thus, exogenous sterol is
required (Ferreira-Caliman et al. 2012). A recent
study showed that essential steroid precursors, needed
for the development of Scaptotrigona depilis bees, are
proved by a Zygosaccharomyces species (Paludo et al.
2018). Whether a symbiosis exists between steroids
produced by Penicillium and Talaromyces species and
Melipona scutellaris bees needs to be further inves-
tigated. Also P. mallochii and P. guanacastense, two
species related to P. brocae, are associated with guts
and faeces of leaf-eating caterpillars (Rivera et al.
2012) suggesting an association of other section
Sclerotiora members with insects as well.
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Isolates belonging to section Citrina made up for
30% of all Penicillia. Penicillium citrinum was most
frequently detected (20%), followed by P. steckii
(5%), P. shaerii (4%), P. paxilli (2%), and P.
sumatrense (1%). These species are characterised by
symmetrically biverticillate conidiophores, flask
shaped phialides, small-sized conidia, and some
species like P. shaerii produce greyish brown cleis-
tothecia. These species are common in soils and have a
preference for (sub)tropical soils. It’s unknown
whether these species are saprotrophs or if they are
associated with stingless bees. Section Citrina species
produce various bioactive extrolites (mycotoxins,
antibiotics) such as citrinin, curvularin, paspaline,
paspalinine and paxillin (Houbraken et al. 201 1a). The
presence of these extrolites in honey and pollen
samples wasn’t subject of this study; however, if
present, they can affect the quality of the honey and
pollen. How insects cope with mycotoxins has rarely
been investigated (Glinski and Jarosz 2000; Traniello
et al. 2001; Keller et al. 2014).

Another group of isolates obtained in this study
belong to Lanata-Divaricata, a section re-established
by Houbraken and Samson (2011). Most of the section
Lanata-Divaricata species grow rapidly in culture.
The conidiophores of these species are often strongly
divaricate and have metulae that are born terminally,
subterminally and in intercalary positions. Useful
characters for identification are the shape and orna-
mentation of the conidia, growth on CYA incubated at
37 °C, colony diameters and morphology (e.g. reverse
colours on CYA, YES), and growth rate on CREA.
Three Lanata-Divaricata species were isolated: P.
singorense, P. wotroi and P. echinulonalgiovense.
One isolate (RB 115) represents a novel species in
sect. Lanata-Divaricata, and this species will be
described elsewhere (Y-Z Diao et al., in progress).
Penicillium singorense and P. wotroi are known
species and the former was originally described from
house dust in Thailand. Recent collections show that
P. singorense has a worldwide distribution and this
species is isolated in USA (Florida), Korea and China
(J. Houbraken, pers. observations). The distribution of
P. wotroi seems to be restricted to South-America
(Brazil, Argentina) (Houbraken et al. 2011b). The
name P. echinulonalgiovense was invalidly published
because it was described without a Latin description or
diagnosis (Art. 39.1.; Melbourne Code). In subsequent
treatments using morphological characters, this
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species was placed in synonymy with P. janthinellum
(Smith 1963) and/or P. simplicissimum (Pitt 1979;
Stolk and Samson 1983). However, molecular data
shows that this species is distinct (Houbraken et al.
2011b) and we therefore reinstate this species as
distinct. A search in the DTO and CBS collection
shows that this species has a worldwide distribution (J.
Houbraken, unpubl. results). Section Lanata-Divari-
cata species are usually found in soil and (decaying)
leaves (Houbraken et al. 2011b), but various other
substrates are listed in literature. These species
probably have a broad ecological niche. For example
P. excelsum was isolated from bees and ants, but also
from other substrates such as flowers, leaves, Brazil
nut kernels and shells (Taniwaki et al. 2015).

Insects are adapted to different ecosystems and
have symbiotic and/or pathogenic associations with
fungi and other microorganisms (Bode 2011; Mello
et al. 2016). Studies investigating the fungi associated
with bees (sensu lato) revealed that some fungi are
common saprophytes in the environment of the
beehive. Bees collect plant pollen and nectar from
different kinds of plants and inevitably, also fungal
fragments will be introduced to the bee pollen (e.g.
Eltz et al. 2002; Barbosa et al. 2017; Paludo et al.
2018). The nutritional value of a fungal spore is lower
than that of pollen; however, it is speculated that
fungal spores can serve as a complement to the bee
diet since the availability is high and harvest is
relatively easy (Oliveira and Morato 2000; Eltz et al.
2002). Only a limited number of reports about fungi
associated with stingless bees are found in literature,
and the reports related to Penicillium and Talaromyces
are even rarer (Ferraz et al. 2008). According to
Pandey et al. (1983), pollen grains can secret sub-
stances that inhibit microbial spore germination. After
collection, the pollen grains are processed by bees into
bee bread and this product normally has low water
activity. Many different fungal species can be found in
honey, but these are probably latently present and will
not grow due to the low water activity of the product.
The natural introduction of fungi in the bee environ-
ment most likely occurs in the period between
collection of the plant pollen, formation of bee pollen
and drying and storage of the pollen in the nests.

An important characteristic of Penicillium and
Talaromyces species is the production of a diverse
range of bioactive extrolites (Nielsen et al. 2017). The
extrolite production of the species that were isolated

during this study was investigated. The (combination
of) detected extrolites can potentially play arole in the
interaction between different organisms (Frisvad
2008). Our results demonstrate that the detected
species are able to produce several extrolites, includ-
ing the mycotoxin citrinin. The occurrence of myco-
toxins and mycotoxigenic fungi has been recorded in
bee pollen (sensu lato) around the world (e.g.
Gonzalez et al. 2005; Kacaniovd et al. 2011;
Rodriguez-Carrasco et al. 2013). Logically, the pres-
ence of this mycotoxins (e.g. citrinin) is unwanted and
can negatively affect the quality of the bee pollen for
human consumption. Extrolite function depends on
their ecological interaction. Insects are well adapted to
feed on plants that contain a broad spectrum of
(chemical) compounds (Dowd 1992). They have a
long evolutionary history of interacting with fungi and
it is known that some insects can use fungi as feed
(Dowd 1992). Often, mycotoxins co-occur with other
fungal extrolites for which no function is known.
Following the analogy with the situation in higher
plants, it is possible that these co-occurring fungal
extrolites can synergize (or antagonize) the toxicity of
co-occurring mycotoxins (Dowd 1992). In nature,
fungal metabolites can provide various fitness advan-
tages ranging from protection to competition with
other microbes for niche securement (Rohlfs and
Churchill 2011). Penicillium apimei sp. nov. and
Monascus are both isolated from stingless bees and are
both producers of compounds belonging to the geodin
biosynthetic family (Barbosa et al. 2017). It is
tempting to speculate that this group of metabolites
might have particular function in the bee habitat.
Various extrolites could not be identified in our
experimental conditions and could represent novel
bioactive compounds. During this study, the quality of
the nests and the health of the bees was followed over a
long time and no disease was observed. If any of these
(novel) compounds were secreted in the bee pollen or
nests, then these compounds probably didn’t have an
(large) effect on the bees health.

Data on the functional relationship between fungi
and stingless bees are scarce. Further studies on fungi
from honey, inside nests, bee body, stored pollen and
native plants are needed to understand the relation-
ships between these organisms in tropical ecosystems,
and the benefits that such fungi can possibly confer on
their hosts. This study could serve as the first step for
more detailed studies on ecological interactions
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between stingless bees, fungi and their bioactive
extrolites.
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Abstract: The genus Monascus was described by van Tieghem (1884) to accommodate M. ruber and M. mucoroides, two species with non-ostiolate ascomata. Species
delimitation in the genus is still mainly based on phenotypic characters, and taxonomic studies that include sequence data are limited. The genus is of economic
importance. Species are used in fermented Asian foods as food colourants (e.g. ‘red rice’ (ang-kak, angka)) and found as spoilage organisms, and recently Monascus
was found to be essential in the lifecycle of stingless bees. In this study, a polyphasic approach was applied combining morphological characters, ITS, LSU, B-tubulin,
calmodulin and RNA polymerase Il second largest subunit sequences and extrolite data, to delimit species and to study phylogenetic relationships in Monascus.
Furthermore, 30 Monascus isolates from honey, pollen and nests of stingless bees in Brazil were included. Based on this polyphasic approach, the genus Monascus is
resolved in nine species, including three new species associated with stingless bees (M. flavipigmentosus sp. nov., M. mellicola sp. nov., M. recifensis sp. nov.,
M. argentinensis, M. floridanus, M. lunisporas, M. pallens, M. purpureus, M. ruber), and split in two new sections (section Floridani sect. nov., section Rubri sect. nov.).
Phylogenetic analysis showed that the xerophile Monascus eremophilus does not belong in Monascus and monophyly in Monascus is restored with the transfer of
M. eremophilus to Penicillium (P. eremophilum comb. nov.). A list of accepted and excluded Monascus and Basipetospora species is given, together with information on
(ex-)types cultures and barcode sequence data.

Key words: Aspergillaceae, Extrolites, Fungal ecology, Phylogeny, Taxonomy.

Taxonomic novelties: New sections: Monascus section Floridani R.N. Barbosa & Houbraken, Monascus section Rubri R.N. Barbosa & Houbraken; New species:
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Monascus recifensis R.N. Barbosa, Souza-Motta, N.T. Oliveira & Houbraken; New combination: Penicillium eremophilum (A.D. Hocking & Pitt) Houbraken, Leong
& Vinnere-Pettersson.
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INTRODUCTION

Van Tieghem (1884) introduced the genus Monascus for species
that produce non-ostiolate ascomata and introduced two species,
M. ruber and M. mucoroides. The position of Monascus (and the
Monascaceae) has been the subject of discussion in various
papers and it was often placed outside the order Eurotiales
(Benny & Kimbrough 1980, von Arx 1987, Stchigel & Guarro
2007), but phylogenetic analyses confidentially places this
genus in Aspergillaceae (Eurotiales) (Berbee et al. 1995, Ogawa
et al. 1997, Ogawa & Sugiyama 2000, Peterson 2008,
Houbraken & Samson 2011, Vinnere-Pettersson et al. 2011).
The genus Basipetospora was found to be the anamorph of
Monascus and is characterized by the production of aleur-
ioconidia in a basipetal manner from undifferentiated con-
idiogenous cells that progressively shorten (retrogression, Cole &
Samson 1979). The conidia have a truncated base and resemble
chlamydospores. These features set this genus apart from the
phylogenetically related genera Aspergillus and Penicillium.
After the description of the genus, more than 20 species have
been introduced and many of them are considered to be syno-
nyms (Shao et al. 2011). Classification of Monascus has primary

Peer review under responsibility of Westerdijk Fungal Biodiversity Institute.

been based on macro- and microscopic features, such as the
pigmentation of the cleistothecial walls and conidia and growth
rates on agar media. Hawksworth & Pitt (1983) revised the genus
based on physiological and morphological characteristics and
reduced the number of accepted species to three: M. pilosus,
M. ruber and M. purpureus. Since that study, ten new species
were introduced: M. albidulus, M. argentinensis, M. aurantiacus,
M. eremophilus, M. floridanus, M. fumeus, M. lunisporas,
M. pallens, M. rutilus and M. sanguineus (Barnard & Cannon
1987, Hocking & Pitt 1988, Cannon et al. 1995, Udagawa &
Baba 1998, Stchigel et al. 2004, Li & Guo 2004). With the
description of those species, the genus became morphologically
and physiologically more diverse, suggesting a large genetic
diversity. For example, Monascus ruber grows rapidly on agar
media, M. lunisporas and M. pallens grow restrictedly and
M. eremophilus is a strict xerophile and only grows on low water
activity media. The phenotype-based identification schemes in
Monascus were difficult to match with the results obtained by
ITS, partial LSU and/or B-tubulin gene sequencing (Park & Jong
2003, Park et al. 2004). Nowadays, species can be delimited on
the genotype, for example based on the Genealogical Concor-
dance Phylogenetic Species Recognition (GCPSR) concept. The

© 2017 Westerdijk Fungal Biodiversity Institute. Production and hosting by ELSEVIER B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).
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application of this concept in Monascus has yet not been per-
formed and the results of such an analysis will give insight on the
species boundaries.

The genus Monascus has economic importance in several
areas, and several species have been widely used for over years
in the production of yellow and red food colourants and Asian
fermented foods, particularly red rice (ang-kak, angka, ‘red kojic
rice’). Red rice is of particular interest because of its health pro-
moting effects (Lee & Pan 2011, 2012, Hsu & Pan 2012, Shi & Pan
2012) and indeed, production of compounds with antibacterial
properties and cholesterol-lowering statins of the monacolin K-type
(= mevinolin = lovastatin) are reported in the species M. pilosus,
M. pubigerus, M. purpureus, M. ruber and M. vitreus (Negishi et al.
1986, Jazlova et al. 1996, Vendruscolo et al. 2014). However,
Monascus species such as M. anka, M. aurantiacus, M. kaoliang,
M. pilosus, M. purpureus, M. ruber and M. sanguineus have been
reported to produce the mycotoxin citrinin (Blanc et al. 1995,
Dietrich et al. 1999, Wang et al. 2003, Wang et al. 2005,
Pisareva et al. 2005, Shimizu et al. 2005, Huang et al. 2007,
Pattangul et al. 2008, Kim et al. 2010, Li et al. 2012, Li et al.
2015), and the presence of this mycotoxin in food, including red
rice, should be avoided. Among these reports on citrinin produc-
tion by Monascus species, Wang et al. (2005) also reported on
citrinin production by M. floridanus, M. lunisporas and M. pallens,
but this has not been confirmed by any other authors working on
citrinin and Monascus. Besides their beneficial properties for hu-
man, Monascus species can also cause spoilage, for example of
silage, bakery (tortillas), pasteurized products (olives) and dried
prunes (M. eremophilus). Species are also rarely associated with
human infections, and an invasive gastric infection case was
linked to the consumption of Monascus contaminated dried and
salted fish (Moreau 1971, Iriart et al. 2010, Samson et al. 2010).

Specific fungi and other micro-organisms live in close asso-
ciation with social and solitary bees. This association is
mandatory, and investigations on the biology, ecology and evo-
lution have been undertaken (Wynns 2015). Recently, a study
described a symbiosis between Scaptotrigona postica bees and
a fungus (Menezes et al. 2015). The fungus was identified by
morphology and ITS sequencing as being closely related to
M. ruber and M. pilosus. The study showed that the Monascus
biomass on the food inside the brood cells is essential for the
larvae of the S. postica bees, and without the consumption of this
biomass, only a few larvae can continue their life cycle.

Monascus was one of the predominant genera during the
study of fungi associated with honey, pollen and nests of Meli-
pona scutellaris bees living in the Atlantic Forest in Pernambuco,
Brazil. The phylogenetic relationship of those strains with other
species of the genus was determined by the analysis of ITS,
LSU, B-tubulin (BenA), calmodulin (CaM) and RNA polymerase II
second largest subunit (RPB2) sequences. Furthermore, three
new species from honey, pollen and the inside of the nest are
described based on a polyphasic approach combining sequence
data, macro- and microscopic characters and extrolites.

MATERIALS AND METHODS
Fungal isolation

Samples were collected from honey, pollen and inside nests of
Melipona scutellaris bees in the Brazilian Tropical Forest in
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Permambuco state (8°7'30”S, 34°52'30"W and 8°4'36"S,
34°57'34”"W) between January and June 2014. For the honey
and pollen samples, 25 g of each specimen was suspended in
225 mL peptone water (0.1 %) and decimal dilutions were made
until 1073, Subsequently, 0.1 mL of each dilution was spread
plated on the agar media dichloran 18 % glycerol agar (DG18)
and malt extract agar supplemented with chloramphenicol. The
plates were incubated at 25 °C for 7-14 d in darkness. For
collection of the samples inside nests, a sterile cotton swab was
used to sample the surface of the pollen and honey pots, and
brood cells. The swab was soaked in 3 mL peptone water
(0.1 %) and vortexed vigorously. The samples were subse-
quently analysed as described above. All fungal colonies were
isolated and purified prior identification.

Cultivation and morphological analyses

Thirty Monascus strains were obtained from honey, pollen and
inside nests of Melipona scutellaris bees (Table 1). The colony
characteristics of these strains were compared with represen-
tative and type cultures of currently accepted Monascus species.
For this purpose, the strains were cultivated in three points in
creatine agar (CREA), commeal agar (CMA), Czapek yeast
extract agar (CYA), CYA supplemented with 5 % NaCl (CYAS),
dichloran 18 % glycerol agar (DG18), malt extract agar (MEA,
Oxoid), oatmeal agar (OA), potato dextrose agar (PDA) and
yeast extract sucrose agar (YES) incubated at 25 °C for 7 d.
Additional CYA and MEA plates were incubated at 30 and 37 °C.
Monascus eremophilus was inoculated on the malt agar 20 %
sucrose (MA20S) and malt yeast extract 50 % glucose agar
(MY50G). All media were prepared according to Samson et al.
(2010). Colony diameters were measured after 7 d of incuba-
tion and colony characteristics (e.g. presence of soluble pig-
ments, exudates, obverse and reverse colony colours, colour of
mycelium) were recorded. Microscopic observations of the
asexual stage were made from colonies grown on MEA. The
presence of a sexual stage was determined on MEA, CMA, PDA
and OA, and PDA was used for illustrations and measurements.
Lactic acid (60 %) was used as mounting fluid and 96 % ethanol
was used to remove the excess of conidia. The size, shape and
pigmentation of conidia, conidiophores, ascomata, asci and as-
cospores were recorded. A Zeiss Stereo Discovery V20 dis-
secting microscope and Zeiss AX10 Imager A2 light microscope
equipped with Nikon DS-Ri2 cameras and software NIS-
Elements D v4.50 were used to capture digital images. New
species names and associated information were deposited in
MycoBank. All strains were deposited in the culture collection of
Micoteca URM (Federal University of Pernambuco, Recife,
Brazil) and the ex-type strains were also deposited in the CBS
culture collection housed at the Westerdijk Fungal Biodiversity
Institute (formerly known as Centraalbureau voor Schimmelcul-
tures), Utrecht, The Netherlands (under Material Transfer
Agreement — MTA No. 01/2016/Micoteca URM).

Molecular characterization

Genomic DNA of 7 d old cultures was extracted using the Ultra-
Clean Microbial DNA kit (MoBio Laboratories, Solana Beach, CA,
USA) and processed according to the manufacturer's instructions.
Polymerase chain reaction (PCR) amplification of the ITS region
(ITS1, 5.8S rDNA and ITS2) was performed using the primers
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Table 1. Strains and sequences used in the morphological and molecular study.

Species Strain numbers Substrate; location GenBank accession no.
ITS BenA LSU CaM RPB2
Leiothecium ellipsoideum ~ CBS 607.74T = ATCC 32453 Soil, between rocks; KF732839 KY709178 FJ358285 KY611939  JN121541
Pelopennesos, Greece
Monascus argentinensis CBS 109402" = DTO 138- Soil sample; Tucumdn province, JF922046  KY709174 KY645974 KY611935  JN121423
C5 = FMR 7393 Argentina
M. eremophilus CBS 1233617 = DTO 122- Mouldy prunes; New South GU733347 KY709170 KY645973 KY611931  KY611970
C7 = FRR 3338 Wales, Australia
M. flavipigmentosus URM 7536 = CBS 142366 Inside nest of Melipona KY5117561 KY709168 KY511781 KY611929  KY611968
scutellaris; Recife, Pernambuco,
Brazil
M. flavipigmentosus URM 7535 Inside nest of Melipona KY511752  KY709169 KY511782 KY611930  KY611969
scutellaris; Recife, Pernambuco,
Brazil
M. flavipigmentosus URM 7534 Pollen of Melipona scutellaris; ~ KY511750  KY709167 KY511780 KY611928  KY611967
Recife, Pernambuco, Brazil
M. floridanus CBS 142228" = DTO 360- Sand pine roots; USA KY635848 KY709172 KY635856 KY611933  KY611972
E7 = CGMCC 3.5843 = IMI
282587 = UAMH 4180
M. lunisporas CBS 142230" = DTO 360- Mouldy feed for race horses; KY635847  KY709171 KY635855 KY611932  KY611971
E9 = CGMCC 3.7951 = ATCC  Japan
204397
M. mellicola URM 75107 = CBS 142364 Honey of Melipona scutellaris; ~ KY511726 ~ KY709143 KY511756 KY611904  KY611943
Recife, Pernambuco, Brazil
M. mellicola URM 7507 Honey of Melipona scutellaris; ~ KY511723  KY709140 KY511753 KY611901 KY611940
Recife, Pernambuco, Brazil
M. mellicola URM 7508 Honey of Melipona scutellaris; ~ KY511724  KY709141 KY511754 KY611902  KY611941
Recife, Pernambuco, Brazil
M. mellicola URM 7509 Honey of Melipona scutellaris; ~ KY511725  KY709142 KY511755 KY611903  KY611942
Recife, Pernambuco, Brazil
M. mellicola URM 7511 Honey of Melipona scutellaris; ~ KY511727  KY709144 KY511757 KY611905  KY611944
Recife, Pernambuco, Brazil
M. mellicola URM 7512 Honey of Melipona scutellaris; ~ KY511728  KY709145 KY511758 KY611906  KY611945
Recife, Pernambuco, Brazil
M. mellicola URM 7513 Honey of Melipona scutellaris; ~ KY511729  KY709146 KY511759 KY611907  KY611946
Recife, Pernambuco, Brazil
M. mellicola URM 7514 Inside nest of Melipona KY511730  KY709147 KY511760 KY611908  KY611947
scutellaris; Recife, Pernambuco,
Brazil
M. mellicola URM 7515 Inside nest of Melipona KY511731  KY709148 KY511761 KY611909  KY611948
scutellaris; Recife, Pernambuco,
Brazil
M. mellicola URM 7516 Inside nest of Melipona KY511732  KY709149 KY511762 KY611910  KY611949
scutellaris; Recife, Pernambuco,
Brazil
M. mellicola URM 7517 Inside nest of Melipona KY511733  KY709150 KY511763 KY611911  KY611950
scutellaris; Recife, Pernambuco,
Brazil
M. mellicola URM 7518 Honey of Melipona scutellaris; ~ KY511734  KY709151 KY511764 KY611912  KY611951
Recife, Pernambuco, Brazil
M. mellicola URM 7519 Honey of Melipona scutellaris; ~ KY511735  KY709152 KY511765 KY611913  KY611952
Recife, Pernambuco, Brazil
M. mellicola URM 7520 Pollen; Recife, Pernambuco, KY511736  KY709153 KY511766 KY611914  KY611953
Brazil
M. mellicola URM 7521 Honey of Melipona scutellaris; ~ KY511737  KY709154 KY511767 KY611915  KY611954
Recife, Pernambuco, Brazil
M. mellicola URM 7522 Inside nest of Melipona KY511738  KY709155 KY511768 KY611916  KY611955
scutellaris; Recife, Pernambuco,
Brazil
(continued on next page)
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Table 1. (Continued).
Species

Strain numbers

Substrate; location

GenBank accession no.

ITS BenA LSU  CaM RPB2
M. pallens CBS 142229" = DTO 360- River sediment; Iraq KY635849 KY709173 KY635857 KY611934  KY611973
E8 = CGMCC 3.5844 = ATCC
200612 = IMI 356820
M. pilosus CBS 286.34" = DTO 165- Fermented grain, Sorghum KY635852 JF922085 KY635860 KY849968  KY849967
B1 = ATCC 16363 = FRR vulgare; Japan
2194 = |FO 4480
M. purpureus CBS 109.07" = DTO 364- Fermented rice grain (‘ang- KY635851 KY709176 KY635859 KY611937  JN121422
D8 = ATCC 16365 = IFO quac’); Java, Indonesia
4513 = IMI 210765 = NRRL
1596
M. recifensis URM 75247 = CBS 142365 Pollen of Melipona scutellaris; ~ KY511740  KY709157 KY511770 KY611918  KY611957
Recife, Pernambuco, Brazil
M. recifensis URM 7523 Pollen of Melipona scutellaris; ~ KY511739  KY709156 KY511769 KY611917  KY611956
Recife, Pernambuco, Brazil
M. ruber URM 7525 Inside nest of Melipona KY511741  KY709158 KY511771 KY611919  KY611958
scutellaris; Recife, Pernambuco,
Brazil
M. ruber URM 7526 Inside nest of Melipona KY511742  KY709159 KY511772 KY611920  KY611959
scutellaris; Recife, Pernambuco,
Brazil
M. ruber URM 7527 Inside nest of Melipona KY511743  KY709160 KY511773 KY611921  KY611960
scutellaris; Recife, Pernambuco,
Brazil
M. ruber URM 7528 Inside nest of Melipona KY511744  KY709161 KY511774 KY611922  KY611961
scutellaris; Recife, Pernambuco,
Brazil
M. ruber URM 7529 Inside nest of Melipona KY511745 KY709162 KY511775 KY611923  KY611962
scutellaris; Recife, Pernambuco,
Brazil
M. ruber URM 7530 Inside nest of Melipona KY511746  KY709163 KY511776 KY611924  KY611963
scutellaris; Recife, Pernambuco,
Brazil
M. ruber URM 7531 Inside nest of Melipona KY511747  KY709164 KY511777 KY611925  KY611964
scutellaris; Recife, Pernambuco,
Brazil
M. ruber URM 7532 Inside nest of Melipona KY511748 KY709165 KY511778 KY611926  KY611965
scutellaris; Recife, Pernambuco,
Brazil
M. ruber URM 7533 Inside nest of Melipona KY511749  KY709166 KY511779 KY611927  KY611966
scutellaris; Recife, Pernambuco,
Brazil
M. ruber CBS 135.60"" = DTO 359- Soil; India KY635850 KY709175 KY635858 KY611936  KY611974
E8 = ATCC 15670 = IFO
8451 = IMI 081596
M. sanguineus IMI 356821 = ATCC 200613 River sediment; Iraq JF922055 JF922088 AF364968 KY611938 nla
Penicillium polonicum CBS 222.28" = IBT 12821 = IMI  Soil, Poland AF033475 AF001206 JN939272 KUB896848  JN985417
291194 = NRRL 995
P. verrucosum CBS 603.74"" = IMI Unknown source, Belgium AB479317 AF001205 AB479285 DQ911138  JN121539
200310 = ATCC 48957 = FRR
965 = IBT 4733 = NRRL 965
Talaromyces purpurogenus  CBS 286.36 = IMI 091926 Unknown source; Japan JX315671 JX315639 KY635863 KF741947  JX315709
T. ruber CBS 132704 = IBT 10703 Aircraft fuel tank; UK NR111780 JX315629 KY635864 KF741938  JX315700
Xerochrysium dermatitidis ~ CBS 132.317 = IMI Skin, man; ltaly KY635853 nla KY635861 nla JIN121443
096729 = UAMH 802
Xeromyces bisporus CBS 236.717 = IMI 063718 Mouldy stick of liquorice; New — KY635854  JF922089 KY635862 741987712" JN121612

South Wales, Australia

Abbreviations: T = type strain; NT = neotype strain; URM, URM Culture Collection (www.ufpe.br/micoteca), Brazil; CBS, Culture collection of the Westerdijk Fungal
Biodiversity Institute (formerly known as Centraalbureau voor Schimmelcultures), The Netherlands; DTO, Internal culture collection at Westerdijk Fungal Biodiversity

Institute.

" Sequence from genome sequenced strain; n/a: no sequence available.
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VIG and LS266 and a part of the Large SubUnit (LSU) rDNA was
amplified using the primers LROR and LR5. Partial B-tubulin
fragments were generated using the primer combination Bt2a and
Bt2b, for calmodulin the primers Cmd5 and Cmd6 were used and
for RPB2 the primers RPB2-5F and RPB2-7CR. Details on the
primer sequences, PCR mixtures and conditions are previously
described (Samson et al. 2010, Houbraken et al. 2012).

The PCR products were sequenced in both directions with the
same primers using the BigDye® Terminator v. 3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems Life Technologies, Carls-
bad, CA, USA) and were purified with Sephadex, according to
the manufacturers' recommendations. Contigs were assembled
using the forward and reverse sequence with the SeqMan v.
10.0.1 program. Newly generated sequences were deposited in
GenBank. Sequence datasets were generated by combining the
newly generated sequences with sequences from GenBank
(Table 1). The sequences were aligned using MAFFT (Katoh
et al. 2005) and were manually optimized using MEGA 5
(Tamura et al. 2011). The most suitable substitution model was
determined using FindModel (Posada & Crandall 1998). Phylo-
genetic trees were constructed using maximum likelihood (ML)
analysis in RAXML-VI-HPC v. 7.0.3 (Stamatakis 2006) using the
GTRGAMMA substitution model and 1 000 bootstrap replicates.
Bayesian inference (BI) in MrBayes v.3.2.1 (Ronquist et al. 2012)
was performed using Markov Chain Monte Carlo (MCMC) al-
gorithm and the best scoring substitution model is indicated in
the results section. Trees were visualized in FigTree v. 1.1.2
(Rambaut 2009) and edited in Adobe lllustrator v.CS5.1. Indi-
vidual alignments were concatenated by using Mesquite v3.04
(Maddison & Maddison 2016). The quality of final alignment was
evaluated using Transitive Consistence Score (TCS) by the T-
Coffee web server (Chang et al. 2015).

Extrolite analysis

Extrolites were extracted from fungal strains grown on CYA,
YES, MEA, OA at 25 °C for 14 d and PDA and DG18 at 25 °C for
20 d. Three agar plugs of each culture were extracted as pre-
viously described (Smedsgaard 1997, Houbraken et al. 2012).
After extraction, the liquid was transferred to a clean screw-cap
vial and evaporated to dryness. Prior analysis, the dried extracts
were re-dissolved in methanol by ultrasonication and filtered
through a 0.45 pm filter. The extracts were analysed by ultra-high
performance liquid chromatography with diode-array detection
(UHPLC-DAD) (Houbraken et al. 2012). The detected eluted
compounds were identified by comparing the retention time,
retention index and UV spectra measured at 200—600 nm. The
UV spectra were compared to a database of UV spectra and
data from literature (Nielsen et al. 2011, Klitgaard et al. 2014).

RESULTS
Phylogeny and GCPSR

The phylogenetic relationship of the commonly accepted Monascus
species and the isolates obtained from honey, pollen and nests of
Melipona scutellaris bees were studied using concatenated five-
gene data set (ITS, BenA, CaM, LSU and RPB2). The Transitive
Consistence Score (TCS) evaluated the robustness of the five-
gene with the high score of 929. The total length of the aligned

@L’"“.‘:‘i www.studiesinmycology.org

data set was 2930 characters (ITS, 583 bp; BenA, 505 bp; CaM,
490 bp; RPB2, 784 bp; LSU, 568 bp) including alignment gaps. The
GTR+G model was the most optimal and selected for the ITS and
LSU data sets, the HKY+G model for BenA and K80+G for the
CaM and RPB2 data sets. A similar topology was observed in the
five single gene phylogenies and no significant incongruence were
found (Fig. 2A—E). A total of 1692 trees were generated during the
Bayesian inference from which 422 trees were discarded after 25
per cent of the generations in ‘bum-in phase’ and posterior prob-
abilities were calculated from the remaining 1270 trees. The results
of the Bayesian analysis were similar to the results of the ML
analysis, and differences were only in the degree of support for
some branches. The Bayesian consensus tree is presented here
with the relevant bootstrap percentages (>70 %) and posterior
probability values (>0.95) (Fig. 1).

Monascus eremophilus is positioned outside the main Mon-
ascus clade and proved to be related to Penicillium species
(100 % bs, 1.00 pp) (Fig. 1). Our analysis revealed two well-
supported groups in Monascus, referred here to as the
M. floridanus- and M. ruber-clades. Seven well-supported line-
ages are present in the M. floridanus-clade and these lineages
are treated as separate species. Four are known species
(M. lunisporas, M. argentinensis, M. floridanus, M. pallens), and
three are proposed as newly described below (Monascus mel-
licola, M. recifensis and M. flavipigmentosus). Monascus melli-
cola is phylogenetically distinct and is with moderate bootstrap
and posterior probability support (82 % bs, 0.96 pp) related to
M. argentinensis, M. lunisporas, M. recifensis and
M. flavipigmentosus. The latter three species are resolved as
close relatives in a distinct, well-supported clade. In our
concatenate phylogenetic analysis these species are separated
in three well-supported groups, with M. [unisporas and
M. flavipigmentosus being sister species and M. recifensis taking
a basal position. Similar clustering was obtained in the single
gene analyses; however, the species were unresolved in the
LSU phylogram (Fig. 2).

The (neo)type strains of M. pilosus (CBS 286.34T),
M. purpureus (CBS 109.07"), M. ruber (CBS 135.60NT) and
M. sanguineus (ATCC 200613T) are located in the M. ruber-
clade. Two lineages are present within the M. ruber-clade
(Fig. 1). The (neo)type stralns of M. pilosus (CBS 286. 34T) and
M. ruber (CBS 135.60" ) are together on a well-supported
branch (97 % bs; 1.00 pp), and the branch containing the
types of M. purpureus (CBS 109.07") and M. sanguineus (ATCC
200613") has weak statistical support (78 % bs; <0.95 pp). In our
single gene analyses, M. pilosus (CBS 286. 34T) and M. ruber
(CBS 135.60NT) always cluster together with high (ITS: 99 % bs,
1.00 pp; LSU: 98 % bs, 1.00 pp; CaM: 88 % bs, 0.98 pp) or
moderate (RPB2: 96 % bs, <0.95 pp, BenA 89 % bs, <0.95 pg
statistical support. The branch with M. purpureus (CBS 109.07")
and M. sanguineus (ATCC 20061 ST) is well supported in the ITS
phylogram (87 % bs, 0.99 pp), and no support was found in the
BenA, CaM and LSU analyses (<70 %, <0.95 pp). Following the
GCPSR concept, we keep two lineages in the M. ruber-clade.
Monascus pilosus and M. sanguineus are treated here as syn-
onym of M. ruber and M. purpureus, respectively.

Morphology

Monascus can also be split into two groups based on morpho-
logical characters. The majority of the species belonging to the

33



BARBOSA ET AL.

129

Monascus Monascus mellicola URM 7507
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Monascus mellicola URM 7511
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Monascus mellicola URM 7513
Monascus mellicola URM 7509
Monascus mellicola URM 7508

Monascus mellicola URM 7516
Monascus mellicola URM 7517
Monascus mellicola URM 7520
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Monascus mellicola URM 7515
Monascus mellicola URM 7514
Monascus flavipigmentosum URM 7535
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Monascus flavipigmentosum URM 7536 T
Monascus lunisporas CBS 142230 T
Monascus recifensis URM 7524 T
Monascus recifensis URM 7523

Monascus argentinensis CBS 109402 T
Monascus floridanus CBS 142228 T
Monascus pallens CBS 142228 T
Monascus ruber UMR 7526
Monascus ruber URM 7527
Monascus ruber URM 7533
Monascus ruber URM 7525
Monascus ruber URM 7531
Monascus ruber URM 7532
Monascus ruber URM 7528 Section Rubri
Monascus ruber URM 7530
Monascus ruber URM 7529
Monascus ruber CBS 135.60 NT
Monascus pilosus CBS 286.34 T
Q Monascus purpureus CBS 109.07 T
Monascus sanguineus ATCC 200613 T
Leiothecium ellipsoideum CBS 607.74 T
Xerochrysium dermatitidis CBS 132.31 T
Xeromyces bisporus CBS 236.71 T

Penicillium polonicum CBS 222.28 T
_':L e
Penicillium eremophilus (M. eremophilus) CBS 123361 T/ FRR 3338 T

— Talaromyces purpurogenus CBS 286.36 T

0.2

L Talaromyces ruber CBS 132704 NT

Monascus mellicola URM 7519 Section Floridani

Fig. 1. Concatenated phylogeny of the ITS, BenA, CaM, LSU and RPB2 gene regions showing the relationship in Monascus. Branches with posterior probability values of 1.00

and >95 % are thickened.
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Fig. 2. Single gene phylogenetic trees of the ITS, BenA, CaM, LSU and RPB2 gene regions of species from Monascus. Branches with posterior probability values of 1.00 and

>95 % are thickened.
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CYA

CMA

OA

YES

CREA

DG18

CYAS

CYA
30°C

CYA
37°C

MEA
30°C

MEA
37°C

Fig. 3. Cultural characters of Monascus species on different agar media and incubation conditions. Left to right: M. lunisporas, M. flavipigmentosus, M. recifensis, M. mellicola,
M. pallens, M. floridanus, M. argentinensis, M. ruber and M. purpureus.

M. floridanus-clade grow restricted on MEA, PDA, CYA, CMA, olivaceous-brown (Fig. 3). The isolates belonging to the

OA and YES and have no or restricted growth on CYA incubated M. ruber-clade can be differentiated from the M. floridanus-clade
at 37 °C. Furthermore, the colonies are in shades of brown, the species by their faster growth on MEA, PDA, CYA, CMA, OA and
conidia are brown pigmented and the mycelium is white to YES at 25 °C and CYA incubated at 37 °C. The colonies of
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M. ruber-clade species are in shades of white when young, and
turn to shades of brownish-red, orange to red after
7-10 d incubation (Fig. 3). The species can be differentiated
using phenotypic characters; however, for most species only the
type strain or a representative was available and examined. The
most important macro- and microscopic characters are given in
Tables 2, 3 and Fig. 4.

Extrolites

Monascus species are good producers of known and unchar-
acterized extrolites and an overview is given in Table 4. The
majority of the species produced a species specific profile of
extrolites. Monascus recifensis produced asterric acid, methyl-
asterrate, secalonic acid, (-)-bisdechlorogeodin, questin, seca-
lonic acid D and a compound with an orthosporin-chromophore
(orthosporin-like), M. argentinensis produced rubratoxin A and B
or similar nonadrides (rubratoxin-like extrolites) and
M. flavipigmentosus produced a series of extrolites that are to
our knowledge never detected in any other filamentous fungus
until now. Monascus floridanus produced an orthosporin and
other extrolites only found in this species. The extrolite called
“GULLA" is produced by M. mellicola and M. recifensis, while
M. pallens produces curvularin and dehydrocurvularin (Tables 4
and 5). It is interesting that a series of extrolites with charac-
teristic chromophores (metabolite families M, N, O, Y) (see
Supplementary material for UV spectra) have only been found in
Monascus species so far. In the examination of thousands of
extrolite extracts from species in Penicillium, Aspergillus, Pae-
cilomyces, Talaromyces, Fusarium, Trichoderma, Alternaria,
Curvularia, Chaetomium and other genera, those compounds
have never been detected (JC Frisvad, personal observations).
These extrolites are unique for Monascus species may have
ecological roles in the interaction with bees.

Identification of Monascus isolates associated
with Melipona scutellaris

Thirty isolates were obtained from honey, pollen and the inside of
the nest of Melipona scutellaris, representing three new
(M. flavipigmentosus, M. mellicola and M. recifensis) and one
described species (M. ruber). Monascus mellicola was predom-
inantly present (16 isolates), followed by M. ruber (9),
M. flavipigmentosus (3) and M. recifensis (2). Nine M. mellicola
isolates were isolated from honey, five from the inside of the nest
and two from pollen. Sequence variation is observed among the
investigated M. mellicola isolates, showing that the isolates don't
have a clonal distribution. The M. ruber isolates were all from the
inside of the nest and their identity was in agreement with the
results of the morphological examination (Fig. 5). Monascus fla-
vipigmentosus was isolated from inside nests (2 isolates) and
pollen (1 isolate) and both M. recifensis isolates were from pollen.

DISCUSSION

Monascus belongs to the order Eurotiales, and this genus is
characterized by the production of stalked cleistothecial asco-
mata that are non-ostiolate and have hyaline to brown walls.
The ascomatal cavity is filled with unicellular ascospores.
Asexual reproduction takes place on basipetospora-type
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Table 2. Growth rate comparison of Monascus species after 7 d (in mm) and most important colony characters.

Soluble

MEA DG18  CYAS OA CREA  YES CMA PDA MEA CYA MEA CYA Colour

CYA

Species

pigments

mycelium
on MEA

30°C  37°C 37°C

30°C

Absent
Yellow

9-10 10-11 ng 5-6 ng ng White
6-8

14-15
10-11

ng
ng
ng

10-11

ng
ng
ng
ng
ng

13-15
8-10
3-5

11-13

10-12
9-10
24-25

8-9

Monascus argentinensis

0-2 0-3 White
3-4

2-4

9-10

10-11

10-12

4-5

7-10
9-10

M. flavipigmentosus

Absent

White

9-10 9-10 10-11 10-11 8-10

20-23
10-11

10-11

M. floridanus

Absent

Brownish
White
White

12-13

9-10
11-12

26-30
52-55

9-10

15-17
11-12

17-18
20-21

24-25
21-22

18-20
9-10

19-20
9-10

3-5
5-7

14-15
9-10
14-15

20-22
7-10

15-17

8-10

M. lunisporas

Absent

5-7
21-22

20-21

11-12

8-10

M. mellicola

Absent

12-13 11-15
39-40

9-11

18-20
10-12

9-10 10-11

ng

3-4
ng
ng
ng

10-11 3-4

M. pallens

Orange

Red to orange

11-15

10-11

26-30

13-18
14-15
17-28

16-20
3-5

20-22 3-5

19-20

12-14
17-19

M. purpureus

White to brownish Absent
White

3-4
35-40

10-11

19-20
47-48

1-2

20-21

16-18
25-26

M. recifensis
M. ruber

Absent

49-50

35-37

15-20

8-10

18-20

18-20
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Table 3. Most important micromorphological characters for species recognition.

Species Colour and Shape Size Shape and Size of Number of
size (um) ascospores ascospores colour conidia conidia (um) conidia per
ascomata on on PDA (um) phialide
PDA

Monascus argentinensis* Dark olivaceous-brown, Ellipsoidal to ~ 3-4 x 2.5-3 Globose to obovoid Globose, 5-15; obpyriform, Single or formed in
20-75 subglobose or obpyriform 7-15x 5-9 short chains

M. flavipigmentosus Hyaline to brown, Lunate 4-5x17-25  Globose to subglobose, 5.5-7.5 Single or formed in
40-60 hyaline to brown short chains

M. floridanus™* Dark brown, 22-58  Ellipsoidal 35-45x2-3  Globose to obovoid or  4-9 x 3.5-9 Single or formed in

obpyriform, pale brown

short chains (up to 67?)

M. lunisporas* Brown, 25-60 Lunate 6-7 x 2-25 Globose to obpyriform,  Globose, 6-11; obpyriform, Single or formed in
hyaline to brown 5-7x7-10 short chains
M. mellicola - - - Globose to subglobose, 2.5-5.0 x 3.5-5.0 Single or up to
hyaline to brown 17 conidia
M. pallens* Hyaline, 23-38 Ellipsoidal 3.5-4 x25-3  Usually pyriform, hyaline 3.5-10 (-13) x 2.5-8 Short terminal or
intercalary basipetal
M. purpureus** Hyaline, (25-) Ellipsoidal (5.5-) 6-7 x 4-5 Globose to obpyriform  8-11 x 8-10 Single or in
45 x 60 (-70) short chains
M. recifensis - - - Globose to subglobose, 4.0-7.0 Single or in
hyaline to brown short chains
M. ruber** Brown, 30-50 (-60)  Ellipsoidal 5-6 (-7.5) x Globose to obpyriform  10-18 x 8-14 Single or up to
(3.5-) 4-5 10 conidia

Abbreviations: *Data from original description; **Data from Hawksworth & Pitt (1983); —: not observed.

conidiophores. These conidiophores are erect, variable in
length, and the conidia are hyaline to brown and produced singly
or in short basipetal chains (up to 15-20 conidia). Phenotypic
identification of Monascus species largely depends on shape,
size and pigmentation of the cleistothecia and ascospores
(Hawksworth & Pitt 1983). No cleistothecia and only the
basipetospora-state was observed in the two newly described
species M. mellicola and M. recifensis; however, these species
do phylogenetically belong to the Monascus clade. They pro-
duce a basipetospora-state, which is the characteristic asexual
stage of this genus. Following the latest International Code of
Nomenclature for algae, fungi and plants (McNeill et al. 2012), in
respect to the principle of priority, and that nomenclature has
economic and social implications, particularly for old, important
genera, we give priority to Monascus over Basipetospora, even
when no sexual state is observed in those species. This is in line
with the recommendations of Rossman et al. (2016), who also
recommended giving priority to the name Monascus over
Basipetospora.

In the last years numerous new genera have been proposed
primary based on phylogenetic data and sometimes with only a
few distinctive morphological features. Phenotypic and phylo-
genetic analysis revealed two well-supported clades in Mon-
ascus. Following the guidelines proposed by Vellinga et al.
(2015), these differences would justify splitting Monascus into
two separate genera. On the other hand, Monascus species do
share various characters, such as similar basipetospora-type
conidiophores and stalked cleistothecia. The majority of Mon-
ascus species produce indole alkaloids (possibly gypsetins) and
this study shows that various Monascus species are also
associated with stingless bees, indicating that they are also
ecologically related. We therefore give preference to introduce
two new sections instead of two small genera. A sectional
classification system is commonly applied in genera related to
Monascus, such as Penicillium, Aspergillus and Talaromyces
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and this is in line with that approach (Gams et al. 1985,
Houbraken & Samson 2011, Yilmaz et al. 2014). The two sec-
tions have few extrolites in common (Table 5). The Rubri section
contains species that produce mevinolins, citrinin and other
yellow and red azaphilone pigments, including the red pigments
(rubropunctamine, PP-V, PP-R etc.) that are colouring red rice,
while the species in section Floridani do not produce any of these
bioactive extrolites at all. Isolates in each species in section
Floridani produce species specific combinations of extrolites, and
few are in common between those species. One example is the
red compound “GULLA”, which was detected in both M. mellicola
and M. recifensis, but the latter species produce several extro-
lites that are not produced by M. mellicola, including secalonic
acid D, asterric acid, questin, (-)-bisdechlorogeodin and some
red anthraquinone extrolites not related to the azaphilones pro-
duced by M. purpureus and M. ruber. Strains of
M. flavipigmentosus produce a high number of unique as yet not
structure elucidated extrolites, including some yellow coloured
extrolites (Y1 and Y2) and an anthraquinone (Table 5). The red
extrolite “GULLA” has previously been found in Penicillium
species, including Penicillium oxalicum and P. mononematosum
(Frisvad, personal communication).

Several morphological features are shared between Mon-
ascus species; however, there are also various characters that
can be used for identification (Tables 2 and 3). For example, the
conidial size can differ between species. All species except two
(M. mellicola, M. recifensis) produce a sexual state and the size
and shape of the ascospores can differ among species. The
species also differ in their growth rates, and for example
M. flavipigmentosus, M. pallens and M. floridanus grow more
restrictedly on agar media than M. ruber and M. purpureus. Most
species do not produce soluble pigments; however, the pro-
duction of red (soluble) pigments is a character of M. purpureus
and M. ruber (Hawksworth & Pitt 1983) and M. flavipigmentosus
produces yellow pigments on CMA and PDA (and old cultures on
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Fig. 4. Conidial shapes and colours of Monascus species. A. M. lunisporas. B. M. flavipigmentosus. C. M. recifensis. D. M. mellicola. E. M. pallens. F. M. floridanus. G.
M. argentinensis. H. M. ruber. . M. purpureus. Scale bars = 10 pm.

DG18). Also the growth rate at 37 °C is diagnostic. M. pallens,
M. ruber and M. purpureus grow equally or even faster at 37 °C
than at 30 °C. On the other hand, M. floridanus and M. mellicola
and M. recifensis grow slowly at 37 °C, and M. argentinensis and
M. flavipigmentosus did not grow at this temperature at all.

All species except M. floridanus produced a species-specific
series of extrolites, consistent with the phenotypic classification
and the results obtained in the phylogenetic study. Monascus
lunisporas, M. recifensis and M. flavipigmentosus are phyloge-
netically closely related. Their extrolite profiles are distinct.
Monascus flavipigmentosus produces metabolites of biosynthetic
family M and M. recifensis secalonic acid, asterric acid,

9.-;:‘;3!: www.studiesinmycology.org

sulochrin, questin and an anthraquinone with the same UV
spectrum as physcion (physcion-like in Table 4). None of these
extrolites were found in the closely related species M. lunisporas
(CBS 1422307). An indole alkaloid (probably gypsetin) was
produced by 6 of the 9 species (Table 4) and was the only
metabolite found in section Floridani and Rubri. The metabolites
mevinolins and xanthomonasin A were only detected in M. ruber-
clade species. An important characteristic of Monascus ruber is
its ability to produce citrinin, a compound with both antibiotic and
toxic activity. According literature, this extrolite is also produced
by M. purpureus, M. pallens, M. lunisporas and M. floridanus
(Wang et al. 2005). In our study, citrinin was detected only in the
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Table 4. Extrolites detected in Monascus.
Species Extrolites

Monascus argentinensis Anthraquinone Z, indole alkaloid (possibly

gypsetin), rubratoxin-like

M. flavipigmentosus Anthraquinone X (possibly atrochrysone), indole
alkaloid (possibly gypsetin), unknown and
unique metabolite biosynthetic family M and Y

(Y1 and Y2)

M. floridanus “ENDI", orthosporin-like, “JOPS”

M. lunisporas Citrinadin-like, indole alkaloid (possibly
gypsetin), metabolite N series, metabolite O
series, shamixanthone-like

M. mellicola Indole alkaloid (possibly gypsetin), “GULLA"

M. pallens Curvularin, dehydrocurvularin, indole alkaloid

(possibly gypsetin)

M. purpureus Citrinin, mevinolins, monascin, PP-V, PP-R,
rubropunctamine, rubropunctatin,

xanthomonasin A

M. recifensis Anthraquinone X (= atrochrysone?), asterric
acid, (-)-bisdechlorogeodin, “GULLA",
orthosporin-like, anthraquinone W (physcion-
like), questin, red anthraquinone pigments,
secalonic acid D, sulochrin

Indole alkaloid (possibly gypsetin), mevinolins,
monascin, PP-V, PP-R, xanthomonasin A,
rubropunctamine, rubropunctatin, rubratoxin-like

M. ruber

type of M. purpureus. More strains in addition to other culture
conditions stimulating citrinin production should be investigated
to find out if other species besides M. purpureus can produce
citrinin.

Based on the results of our study combined with data from
previous studies, we accept nine species in Monascus:
M. argentinensis, M. floridanus, M. lunisporas, M. mellicola,
M. pallens, M. purpureus, M. ruber, M. recifensis and
M. flavipigmentosus (Hawksworth & Pitt 1983, Park et al. 2004).
Monascus pilosus, M. sanguineus are also often mentioned in
literature as accepted species in Monascus. Phenotypically,
M. pilosus is very similar to M. ruber and according literature,
Hawksworth & Pitt (1983) indicated that they can differentiated
by the size of ascomata (25-55 vs 30-50 (-60) um), asco-
spores (5-7 (-8.5) x 3-3.5 (-4) vs 5-6.5 (-7.5) x (3.5-)
4-45 pm) and the presence of a brownish pigment in the
cleistothecial walls and conidia. These sizes and colours are
overlapping and during the study of the M. ruber isolates asso-
ciated with bees, we also found considerable variation in
pigmentation among the studied strains. Previous studies
showed that M. pilosus shares ITS and partial LSU and B-tubulin
sequences with M. ruber (Park & Jong 2003, Park et al. 2004),
suggesting that these are conspecific. Monascus pilosus clusters
together with M. ruber in all of our single gene phylogenies,
confirming these results. Additionally, M. ruber and M. pilosus
are similar also in their metabolite profiles and share the pro-
duction of mevinolins, rubropunctamine and xanthomonascin.
Subsequently, there is no basis to accept M. pilosus as a
separate species. Based on sequence data, M. sanguineus is
treated here as a synonym of M. purpureus. Analysis of partial
B-tubulin sequences (another part of the gene than used in this
study) showed that M. sanguineus and M. purpureus are
phylogenetically closely related and distinct from M. ruber (Park
et al. 2004). These results are confirmed in our BenA, CaM, ITS
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and LSU phylograms, though statistical support was only found
in the ITS phylogram. Based on the GCPSR concept, these
species are treated as separate species. Phenotypically,
M. sanguineus is differentiated from M. purpureus by its inability
to grow on G25N and colour of ascomata and conidia; however,
these characters might not be stable among a larger set of
isolates, and this needs further investigation.

Many other species are described in Monascus: M. albidulus
(= M. albidus nom. inval.), M. araneosus, M. aurantiacus,
M. fumeus (= M. fuliginosus nom. inval.), M. kaoliang, M. major,
M. paxii, M. pilosus nom. inval., M. pubigerus, M. rubiginosus,
M. rutilus (= M. anka nom. inval.), M. rubropunctatus,
M. serorubescens, M. vitreus. All these species belong to
M. ruber-clade (Hawksworth & Pitt 1983, Park & Jong 2003). A
detailed study is needed to determine the species diversity within
the M. ruber-clade and to resolve the placement of the M. ruber/
M. purpureus synonyms. Six Basipetospora species
(B. chlamydospora, B. denticola, B. halophila, B. rubra,
B. variabilis, B. vesicarum) are described and those might
compete with the new species that are described here, especially
those that lack a sexual state. However, Basipetospora rubra
was described as the asexual state of M. ruber and is in the
single name nomenclature system regarded as a synonym of this
species. Basipetospora halophilica phylogenetically belongs to
Aspergillus and was recently transferred to this genus (Samson
et al. 2014, Kocsubé et al. 2016). Basipetospora chlamydospora,
B. variabilis and B. denticola represented by CBS 228.84 (16S
RNA, AB024045), CBS 995.87 (16S rRNA, AF437892) and
CBS 132.78 (ITS, LN850801), respectively, belong to Micro-
ascales. The first two species might represent a novel genus in
this order (J. Woudenberg, pers. comm.) and the latter is a
synonym of Scopulariopsis candida (Jagielski et al. 2016).
Basipetospora vesicarum can be considered a synonym of
M. ruber. This species was introduced based on examination of
the type specimen of Sporotrichum vesicarum and analysis of
this specimen revealed the presence of the Basipetospora
anamorph of M. ruber (Stalpers 1984).

When Monascus eremophilus was described, Hocking & Pitt
(1988) noted the unique features of this species. Based on col-
ony colour and the mode of ascospore production they decided
that the species could best be classified in Monascus. After its
description, Monascus eremophilum was included in various
phylogenetic studies; however, results concerning its placement
inferred from different DNA regions were inconclusive. Park &
Jong (2003) evaluated the use of D1/D2 sequences of the LSU
rRNA for species differentiation in Monascus, and simultaneously
performed a phylogenetic analysis. In their study, M. eremophilus
was found in the clade containing the type of M. ruber; however,
the bootstrap support of that clade was low (61 %). In 2004, Park
et al. studied the genus Monascus by using ITS and partial beta-
tubulin gene sequences. The position of M. eremophilus was
unresolved in their ITS phylogram, and the species grouped
together with M. lunisporas and M. pallens with less than 50 %
bootstrap support. Moreover, when the beta-tubulin sequences
were used, M. eremophilus was placed outside the ingroup. The
authors commented that such an inconclusive placement of
M. eremophilus might indicate: ... a unique and unpredictable
genetic combination for this species. It might reflect enormous
and extreme environmental stress and subsequent drastic ge-
netic changes to adapt to extremely dry conditions’ (Park et al.
2004). More recently, based on D1/D2 sequence data, Vinnere-
Pettersson et al. (2011) showed that M. eremophilus does not
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Table 5. Retention index and absorption maxima for extrolites dectected in Monascus (the UV spectra of the unknown compounds are

shown in the Supplementary data).

Extrolite Retention index Absorption maxima (nm) Extrolite by section
Anthraquinone X (= atrochrysone?) 1207 220, 261, 282sh, 427 Floridani
Anthraquinone Z 948 223, 271, 298, 433 Floridani
Asterric acid 921 207, 220sh, 252, 317 Floridani
Asterric acid derivative 825 207, 220sh, 252, 317 Floridani
(-)-bisdechlorogeodin 868 203, 224sh, 278, 336sh Floridani
Citrinadin-like 783, 821, 830 200, 227sh, 246, 265sh, 325 Floridani
Citrinin 907 221, 242sh, 328, 415sh Rubri
Curvularin 881 200, 223, 270, 301 Floridani
Dehydrocurvularin 861 202, 225, 283, 334sh Floridani
ENDI 745 End-absorption Floridani
GULLA 1007 202, 258, 286, 328, 369, 428 Floridani
Indole alkaloid (= gypsetin-like) 967 224, 278, 288, 295 Floridani, Rubri
JOPS 1098 208, 248, 275, 353 Floridani
Metabolite M series 845, 854, 865, 881, 906, 946 291, 242sh, 283, 318 Floridani
Metabolite N series 917, 1048 203, 236, 251sh, 326, 381 Floridani
Metabolite O series 905, 982, 993 202, 226sh, 254, 272sh, 335 Floridani
Metabolite Y series 1097 (Y1), 1273 (Y2) 200, 228sh, 274, 375 Floridani
Methyl asterrate 934 200, 227sh, 246, 265sh, 325 Floridani
Mevinolin 1232 230sh, 240, 250sh Rubri
Mevinolin, open acid form 121 230sh, 240, 250sh Rubri
Monascin 1251 230, 282, 397 Rubri
Rubratoxin-like (Nonadrides, provisionally 1033, 1066 215sh, 263 Floridani
identified as rubratoxins)
Orthosporin-like 721 241sh, 248273, 282, 324 Floridani
Physcion-like (anthraquinone W) 1079 221, 250sh, 264, 282, 331, 440 Floridani
PP-V 943 250, 296, 420, 524 Rubri
PP-R 981 252, 306, 417, 524 Rubri
Questin 958 223, 247sh, 280, 428 Floridani
Red anthraquinone series 1316, 1326, 1387, 1412, 1422 227, 268, 330, 442 Floridani
Rubratoxin-like 1198 202, 251 Floridani, Rubri
Rubropunctamine 1417 218, 250, 279, 298sh, 447sh, 475, 512sh Rubri
Rubropunctatin 1252 218sh, 235, 279, 394475sh, 521 Rubri
Secalonic acid D 1104 200, 215sh, 258, 331, 388sh Floridani
Shamixanthone-like 121 201, 228, 263, 301, 366 Floridani
Sulochrin 873 203, 224sh, 278, 324sh Floridani
Xanthomonascin A 1143 230, 282, 397 Rubri

Asterric acid, methyl asterrate and (-)-bisdechlorogeodin are all part of the geodin biosynthetic family; sh: shoulder.

belong to Monascus, and appears to be related to Penicillium. In
order to clarify the difference placements of M. eremophilus in
literature, we re-analysed the LSU data set of Park & Jong (2003)
and Vinnere-Pettersson et al. (2011) together with the data set
generated in this study (data not shown). These results show that
the sequence (AF365023) used in the study of Park et al. (2004)
does not match with the other sequences generated from
M. eremophilus, explaining the various phylogenetic placements
of this species. Based on a 4-gene phylogeny, Houbraken et al.
(2014) confirmed its placement in Penicillium. They confidently
place the species on a branch together with members of section
Charlesia (P. charlesii CBS 304.48T, P. fellutanum CBS 229.81),
though there is sufficient genetic distance that would warrant
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placement of this species in a new section. Based on this liter-
ature review and additional (sequence) data generated in this
study, we propose to transfer M. eremophilus in Penicillium. The
placement of this species in Penicillium is unexpected. Penicillium
eremophilum is, unlike any other Penicillium (and Monascus)
species, an obligate xerophile. The species is not known to
produce an asexual state and there were until now no strictly
sexually reproducing species within Penicillium, though co-
nidiophores can sometimes be sparsely produced in sexually
reproducing Penicillium species. The formation of two-spored asci
is also not shared with other Penicillium species. This feature,
together with its xerophily, is shared with the phylogenetically
distant species Xeromyces bisporus.
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Fig. 5. Monascus ruber URM 7525 isolated during the course of this study. A. Colonies from left to right (first row) MEA, CYA, OA, CMA; (second row) MEA reverse, CYA
reverse, OA reverse, CMA reverse; (third row) PDA, YES, DG18, CREA; (forth row) PDA reverse, YES reverse, DG18 reverse, CREA reverse. B-C. Typical ascoma and
ascospores. D. Conidiophores with conidia chain. Scale bars = 10 pm.
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The ITS region is the official DNA barcode for fungi, and is
good practice to include ITS sequences whenever new species
are described (Schoch ef al. 2012). However, not all species can
be identified using this marker because certain species share
identical ITS sequences (e.g. Houbraken et al. 2014, Chen et al.
2016). All Monascus species can be recognized on their ITS
sequence only, even though the interspecific differences are low,
especially between M. ruber and M. purpureus. Whether these
barcode gaps remain present when a larger set of isolates is
investigated remains unknown. A larger sequence variation was
observed in the BenA gene. This gene is used as secondary
barcode for the related genera Penicillium and Talaromyces and
we propose the same for Monascus (Visagie et al. 2014, Yilmaz
et al. 2014). The BenA gene is easy to amplify in Monascus and
can distinguish all species. LSU has limited resolving power and
RPB2 is more difficult to amplify and is therefore only recom-
mended in phylogenetic studies.

Stingless beekeeping, or meliponiculture, is an ancient ac-
tivity and many species of stingless bees are managed in the
Americas, Africa, Asia and Australia; however, it remains a
largely under-exploited business and technical knowledge is
scarce. Much practical and academic work is being done about
the best ways of keeping these bees, multiplying their colonies,
and exploring the honey they produce (Cortopassi-Laurino et al.
2006, Villanueva-Gutiérrez et al. 2013, Jaffé et al. 2015).
Melipona scutellaris is most known in the Northeast of Brazil.
Furthermore, these bees are important pollinators in agricultural
and natural ecosystems. Recently, a fungus cultivation mutu-
alism in a social bee (Scaptotrigona postica) was reported for
the first time (Menezes et al. 2015). The larvae of S. postica
have a higher survival rate when they were fed with food grown
with Monascus mycelium. The symbiotic relationships between
microorganisms and stingless bees have been poorly explored,
and during our investigation of fungi associated with Melipona
scutellaris bees, we frequently isolated M. ruber from the inside
of nests. This indicates that also other bee species, like Meli-
pona scutellaris, might also have an (obligatory) relationship
with M. ruber. Besides M. ruber, also M. mellicola was
frequently isolated from honey, pollen and the inside of nests,
followed M. recifensis and M. flavipigmentosus. This associa-
tion with bees might be a novel unexplored ecological niche of
Monascus species and can be the subject of future studies. The
antibiotic and antifungal activity of some Monascus strains
might play a role in the protection of the larvae food from mi-
crobial contaminations (Jizlova et al. 1996, Menezes et al.
2015) and our discovery of many Monascus-unique extrolites
in these species (metabolite families M, N, O, and Y) invites
structure elucidation and bioactivity testing of those com-
pounds. Stchigel & Guarro (2007) studied several cleistothecial
ascomycetes and they concluded that the criterion of the pro-
duction of closed ascomata without a predefined opening and
with an irregular arrangement of asci at the centre is of little
systematic value. A recent study about fungi living with asso-
ciation with solitary bees collected in Denmark suggest the
convergent evolution of reduced fruiting bodies in Pezizomy-
cotina is adaptive for spore dispersal to the bee habitat (\Wynns
2015). Interesting to note in this context is that Monascus forms
smaller cleistothecia than those produced in the related genera
Aspergillus and Penicillium.
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In the past, taxonomic studies on Monascus were solely
based on phenotypic characters, or when sequence data was
used, these were mostly applied for identification purposes. With
the transfer of M. eremophilus to Penicillium, monophyly in
Monascus is restored. The presented 5-gene phylogeny is a
good robust starting point for future taxonomic studies in Mon-
ascus. Furthermore, a list of accepted species is provided,
including information on (ex-)type strains and molecular markers
(see Taxonomy section).

TAXONOMY

Phylogenetically, two well-supported clades (M. floridanus-clade
and M. ruber-clade) are present in Monascus and these groups
can also be differentiated on phenotypic characters. Two
sectional names are introduced for these clades and information
on this taxonomic decision can be found in the Discussion. Our
polyphasic approach revealed the presence of three new species
and these are described below. Furthermore, a new combination
for Monascus eremophilus is proposed.

Section Floridani RIN. Barbosa & Houbraken sect. nov.
MycoBank MB820076.

Typus: Monascus floridanus P.F. Cannon & E.L. Barnard,
Mycologia 79: 480. 1987. MycoBank MB132123.

Diagnosis: Colony diameter on MEA, PDA, CYA, CMA, OA,
YES generally below 20 mm, no or restricted growth (<10 mm)
on CREA and CYAS, and colony diameter less than 30 mm on
MEA incubated at 30 and 37 °C. Colonies in shades of brown;
conidia brown pigmented; mycelium white or in shades of
brown.

Section Rubri R.N. Barbosa & Houbraken sect. nov. MycoBank
MB820077.

Typus: Monascus ruber Tiegh., Bulletin de la Société Botanique
de France 31: 227. 1884. MycoBank MB234876.

Diagnosis: Colony diameter on MEA, PDA, CYA, CMA, OA, YES
generally above 15 mm, no or restricted growth on CREA and
CYAS, good growth (>30 mm) on MEA incubated at 30 and
37 °C. Colonies in shades of brown to red; conidia brown pig-
mented; mycelium white or in shades of red or orange.

Monascus flavipigmentosus R.N. Barbosa, Souza-Motta,
N.T. Oliveira & Houbraken sp. nov. MycoBank MB820072.
Fig. 6.

Etymology: flavipigmentosus is referring to yellow pigment pro-
duced on CMA and PDA.

Diagnosis: Monascus flavipigmentosus is phylogenetically
distinct by BenA, CaM and ITS sequencing and characterized by
the absence of growth on CREA 25 °C, and MEA and CYA
incubated at 37 °C. Yellow soluble pigments present on CMA
and PDA (and old cultures on DG18).
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In: Monascus section Floridani

Typus: Brazil, Recife, isolate inside nests of Melipona scutellaris
Jun 2014, isolated by R.N. Barbosa (holotype URM 90064;
culture ex-type URM 7536 = CBS 142366 = DTO 353-A2).

Barcodes: ITS barcode: KY511751 (alternative markers:
BenA = KY709168; CaM = KY611929; RPB2 = KY611968).

Colony diam, 7 d (mm): MEA 10-12; CYA 7-10; CMA 10-12;
PDA 6-8; YES 10-11; OA 4-5; DG18 8-10; CYAS No growth;
CREA No growth; CYA 30 °C 7-9; CYA 37 °C 0-2; MEA 30 °C
10-12; MEA 37 °C 0-3.

Description: Colonies characters after 7 d. MEA, 25 °C: colony
texture velvety to floccose, pulvinate, mycelium white; sporulation
absent; exudates absent; soluble pigments absent; reverse yel-
low. CYA, 25 °C: colony texture floccose low, mycelium white;
sporulation absent; exudates absent; soluble pigments absent;
reverse white to cream. CMA, 25 °C: colony texture lanose, low,
mycelium inconspicuously white at the margin; sporulation weak
at centre, conidia en masse dull brown; exudate absent; soluble
pigments present, yellow; reverse yellow; ascomata abundantly
produced, brown. PDA, 25 °C: colony texture floccose to lanose,
low, mycelium white; sporulation absent; exudates absent; soluble
pigments present, light yellow; colony reverse yellow. YES, 25 °C:
colony texture floccose, low, mycelium white; sporulation absent;
exudates absent; soluble absent; colony reverse yellow to
brownish. OA, 25 °C: colony texture not determinate, mycelium
white; sporulation absent, exudates absent; soluble pigments
absent; colony reverse white to cream. DG18, 25 °C: colony
texture velvety to floccose, low, mycelium white; sporulation ab-
sent; exudates absent; soluble pigments absent; reverse white to
light yellow. CYAS, 25 °C: no growth. CREA, 25 °C: no growth.
MEA, 30 °C: colony texture velvety, umbonate, mycelium white,
sporulation absent, exudates absent; soluble pigments absent;
reverse light brownish. CYA, 30 °C: mycelium brownish, sporu-
lation weak, conidia en masse brownish; ascomata sparsely
produced, brown; exudates absent; soluble pigments absent;
reverse brownish. MEA, 37 °C: no growth. CYA, 37 °C: no growth.

Mycelium abundant, hyphae irregularly branched, hyaline to pale
brown when old, smooth-walled, 1.8—3 pym wide. Conidiophores
variable in length, smooth, 3-30 x 1.5-2.5 um. Conidia single or
formed in short basipetal chains, usually terminal, rarely inter-
calary, 5.5-7.5 x 55-7.5 pm diam, at first hyaline and pale
brown to brown with age. Ascomata, stalked when young, non-
ostiolate, globose to subglobose, 40-60 pym diam, initially light
brown and dark brown in the age; peridium brown, developing
irregularly polygonal plates, surrounded by short hyaline areas,
in time filled with a compact mass of ascospores. Asci
evanescent or no observed. Ascospores hyaline, 1-celled, reni-
form or allantoid, 4-5 x 1.7-2.5 ym, smooth-walled.

Notes: This species shares morphological features with
M. lunisporas, but can be distinguished by the production of
yellow soluble pigments on CMA and PDA, shorter co-
nidiophores (3—-28.5 x 1.5-2.5 ym vs 5-500 x 3—5 pm), smaller
conidia (5.5-7.5 x 55-7.5 ym vs 6—11 ym) and ascospores
(4-5x 1.7-2.5 pm vs 6-7 x 2-2.5 um).
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Monascus mellicola R.N. Barbosa, Souza-Motta, N.T. Oliveira
& Houbraken sp. nov. MycoBank MB820073. Fig. 7.

Etymology. mellicola refers to honey, the substrate from which
the type species was isolated.

Diagnosis: Monascus mellicola is phylogenetically distinct by
BenA, CaM and ITS sequencing, a sexual state is not observed
in culture, and the species grows restricted on CREA incubated
at 25 °C. No exudates and soluble pigments are produced on the
agar media used in this study.

In: Monascus section Floridani

Typus: Brazil, Recife, honey from Melipona scutellaris Jun 2014,
isolated by R.N. Barbosa (holotype URM 90065, culture ex-type
URM 7510 = CBS 142364 = DTO 350-E6).

Barcodes: ITS barcode: KY511726 (alternative markers:
BenA = KY709143; CaM = KY611904; RPB2 = KY611943).

Colony diam, 7 d (mm): MEA 11-12; CYA 8-10; CMA 9-10;
PDA 9-10; YES 10-11; OA 9-10; DG18 7-10; CYAS No
growth; CREA 5-7; CYA 30 °C 10-11; CYA 37 °C 6-8; MEA
30 °C 14-15; MEA 37 °C 5-6.

Description: Colonies characters after 7 d. MEA, 25 °C: colony
texture floccose, raised in centre; mycelium white; sporulation
strong, conidia en masse brown; exudates absent; soluble pig-
ments absent, reverse brown. CYA, 25 °C: colony texture
velvety, low; mycelium white, sometimes inconspicuously brown;
sporulation weak, conidia en masse brown; exudates absent;
soluble pigments absent, reverse dark brown at centre to
brownish at margins. CMA, 25 °C: colony texture velvety, low;
mycelium white sometimes inconspicuously greyish olive, spor-
ulation moderate, conidia en masse brown; exudates absent;
soluble pigments absent; reverse dark brown. PDA, 25 °C:
colony texture velvety, low; mycelium white sometimes incon-
spicuously brown; sporulation strong, conidia en masse brown;
exudates absent; soluble pigments absent; reverse brownish.
YES, 25 °C: colony texture velvety to floccose, low; mycelium
white; sporulation strong, conidia en masse brownish; exudates
absent; soluble pigments absent; reverse dark brown. OA,
25 °C: colony texture velvety, low; mycelium white, sporulation
weak, conidia en masse brown; exudates absent; soluble pig-
ments absent, reverse brown. DG18, 25 °C: colony texture
velvety to floccose, low, mycelium white; sporulation absent;
exudates absent; soluble pigments absent; reverse white in the
margins and dark brown at centre. CYAS, 25 °C: no growth.
CREA, 25 °C: mycelium white, sporulation absent; no acid
production. CYA, 30 °C: colony texture velvety to floccose, low;
mycelium brown, sporulation weak, conidia en masse brownish;
exudates absent; soluble pigments absent; reverse brown. CYA,
37 °C: mycelium white, sporulation absent; exudates absent;
soluble pigments absent, reverse brown. MEA 30 °C: mycelium
white, sporulation moderate to strong, conidia en masse in
shades of brown; exudates absent; soluble pigments absent;
reverse brownish. MEA, 37 °C: mycelium white, sporulation in
centre, weak, conidia en masse in shades of brown; exudates
absent; soluble pigments absent; reverse yellow-brownish.
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Fig. 6. Monascus flavipigmentosus, URM 7536. A. Colonies from left to right (first row) MEA, CYA, OA, CMA; (second row) MEA reverse, CYA reverse, OA reverse, CMA reverse; (third
row) PDA, YES, DG18, CREA; (forth row) PDA reverse, YES reverse, DG18 reverse, CREA reverse. B-C. Conidiophores. D. Ascoma. E. Ascospores. F. Conidia. Scale bars = 10 ym.

“v-—m_‘; www.studiesinmycology.org 45
» ir-




141

BARBOSA ET AL.

Fig. 7. Monascus mellicola, URM 7510. A. Colonies from left to right (first row) MEA, CYA, OA, CMA; (second row) MEA reverse, CYA reverse, OA reverse, CMA reverse; (third row)
PDA, YES, DG18, CREA; (forth row) PDA reverse, YES reverse, DG18 reverse, CREA reverse. B-E. Conidiophores with conidia chain. D. Conidia. Scale bars = 10 pm.
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Mycelium abundant, hyphae irregularly branched, hyaline to pale
brown when old, smooth-walled, 2.5-3 pym wide. Conidiophores
basipetospora-type, variable in length, smooth,
16-32 x 1.5-2.0 ym. Conidia formed basipetally, in long chains,
up to 17 conidia, globose to subglobose, smooth-walled,
2.5-5.0 x 3.5-5.0 ym diam, hyaline when young, becoming
pale brown to brown with age. Agglomeration of conidia with
variable size observed, 45-65 x 55-65 pm diam. Sexual morph
not observed.

Monascus recifensis R.N. Barbosa, Souza-Motta, N.T. Oliveira
& Houbraken sp. nov. MycoBank MB820074. Fig. 8.

Etymology: recifensis refers to the Brazilian city Recife, the
location of the type strain of this species.

Diagnosis: Monascus recifensis is phylogenetically distinct by
BenA, CaM and ITS sequencing. The species is characterized
by restricted growth on agar media, a sexual state is not
observed, and the species doesn't produce exudates and soluble
pigments on the agar media used in this study.

In: Monascus section Floridani

Typus: Brazil, Recife, isolated from pollen inside nests of Meli-
pona scutellaris Jun 2014, isolated by R.N. Barbosa, (holotype
URM 90066; culture ex-type URM 7524 = CBS 142365 = DTO
350-G6).

Barcodes: TS barcode: KY511740 (alternative markers:
BenA = KY709157; CaM = KY611918; RPB2 = KY611957).

Colony diam, 7 d (mm): MEA 16-18; CYA 12-14; CMA 10-12;
PDA 10-11; YES 14-15; OA 3-5; DG18 20-21; CYAS not
growth; CREA 1-2; CYA 30 °C 13-15; CYA 37 °C 7-8; MEA
30 °C 17-20; MEA 37 °C 3-4.

Description: Colonies characters after 7 d. MEA, 25 °C: colony
texture floccose to lanose, pulvinate, mycelium white, sporulation
strong, conidia en masse brown; exudates absent; soluble pig-
ments absent; reverse brownish. CYA, 25 °C: colony texture
lanose, pulvinate; mycelium white sometimes inconspicuously
brown; sporulation weak to moderate, conidia en masse
brownish; exudates absent; soluble pigments absent; reverse
dark brown to light brown close at margins. CMA, 25 °C: colony
texture velvety, low; mycelium brown; sporulation moderate to
strong at centre, conidia en masse dark brown; exudates absent;
soluble pigments absent; reverse black. PDA, 25 °C: colony
texture velvety to floccose; mycelium white; sporulation strong,
en masse brownish; exudates absent; soluble pigments absent;
reverse white to cream close at margins, dark brown at centre.
YES, 25 °C: colony texture velvety, mycelium white sometimes
inconspicuously brownish; sporulation strong, conidia en masse
in shades of brown; exudates absent; soluble pigments present
after 10 d. incubation, in shades of brown; reverse dark brown to
light brown close at margins. OA, 25 °C: colony texture velvety;
mycelium white; sporulation weak, conidia en masse dark brown;
exudates absent; soluble pigments absent; reverse dark brown.
DG18, 25 °C: colony floccose, mycelium white; sporulation weak
to moderate, conidia en masse brownish; exudates absent;
soluble pigments absent; reverse white close to margins and
dark brownish at centre. CYAS, 25 °C: no growth. CREA, 25 °C:
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growth very poor. MEA, 30 °C: colony texture velvety; mycelium
white; sporulation moderate to strong, conidia en masse brown;
exudates absent; soluble pigments absent; reverse brownish.
CYA, 30 °C: colony texture velvety, mycelium brownish; sporu-
lation moderate, conidia en masse brown; exudates absent;
soluble pigments absent; reverse dark brown, white at margins.
MEA, 37 °C: colony texture velvety; mycelium white; sporulation
absent; exudates absent; soluble pigments absent; reverse
cream. CYA, 37 °C: colony texture velvety to floccose; mycelium
brownish; sporulation moderate, conidia en masse in shades of
brown; exudates absent; soluble pigments absent; reverse dark
brown.

Mycelium abundant, hyphae irregularly branched, hyaline to pale
brown when old, smooth-walled, 1.8-25 pm wide. Co-
nidiophores variable in length, smooth, 4.5-21.0 x 1.8-2.5 pm,
sometimes with additional branch, Conidia single, globose,
4,0-7.0 x 4.0-7.0 ym diam, at first hyaline, pale brown to brown
with age. Sexual morph not observed after 60 d incubation.

Notes: Monascus lunisporas and M. flavipigmentosus are
phylogenetically closely related to M. recifensis and the latter
species doesn't produce ascomata, exudates and soluble pig-
ments. These species can also be differentiated by their unique
extrolite profiles (Table 4).

Penicillium eremophilum (A.D. Hocking & Pitt) Houbraken,
Leong & Vinnere-Pettersson comb. nov. MycoBank MB820075.

Basionym: Monascus eremophilus A.D. Hocking & Pitt, Myco-
logia 80: 84. 1988. MycoBank MB132383.

Typus: Australia, New South Wales, Sydney, isolated from
mouldy prunes, isolated by A.D. Hocking, 1986 (Herb.: FRR
3338; Ex-type: IMI 313774 = CBS 123361 = ATCC 62925).

Barcodes: ITS barcode: GU733347 (alternative markers:
BenA = KY709170; CaM = KY611931; RPB2 = KY611970).

Notes: The colony morphology was identical to that described by
Hocking and Pitt in 1998. Monascus eremophilus is indeed an
obligate xerophile. No growth was observed on either MEA or
MA20S at any temperature after incubation of one year. Monascus
eremophilus grew well on MY50G within the range 10-25 °C.
Good growth at 30 °C and absence of growth at 37 °C has been
previously reported (Leong et al. 2011). Upon microscopy, asco-
matal initials were observed after approximately a month of culti-
vation. However, these cleistothecia never matured and thus no
ascospores were observed. No anamorph was observed during
the time of cultivation or mentioned in the original description. The
fact that we did not observe any fertile cleistothecia may indicate
that the type strain (FRR 3338) is deteriorating. Molecular data
shows that this species is related to Penicillium (Park et al. 2004,
Vinnere-Pettersson et al. 2011, Houbraken et al. 2014) and is
transferred to Penicillium (this study).

List of accepted species in Monascus

Monascus argentinensis Stchigel & Guarro, Stud. Mycol. 50: 301. 2004.
[MB500076). — Herb.: FMR 6778. Ex-type: CBS 109402 = FMR 6778.
Section  Floridani. ITS barcode: JF922046 (Alternative markers:
BenA = KY709174; CaM = KY611935; RPB2 = JN121423).
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Fig. 8. Monascus recifensis, URM 7524. A. Colonies from left to right (first row) MEA, CYA, OA, CMA; (second row) MEA reverse, CYA reverse, OA reverse, CMA reverse;
(third row) PDA, YES, DG18, CREA,; (forth row) PDA reverse, YES reverse, DG18 reverse, CREA reverse. B-D. Conidiophores. E. Conidia. Scale bars = 10 pm.
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Monascus flavipigmentosus R.N. Barbosa, Souza-Motta, N.T. Oliveira & Houbraken
(this study). [MB820072]. — Herb.: URM 90064. Ex-type: URM 7536 = CBS
142366 = DTO 353-A2. Section Floridani. ITS barcode: KY511751 (Alternative
markers: BenA = KY709168; CaM = KY611929; RPB2 = KY611968).

Monascus floridanus P.F. Cannon & E.L. Barnard, Mycologia 79: 480. 1987.
[MB132123]. — Herb.: IMI 282587. Ex-type: FLAS F54662 = CBS
142228 = CGMCC 3.5843 = BCRC 33310 = UAMH 4180. Section Floridani.
ITS barcode: KY635848 (Alternative markers: BenA = KY709172;
CaM = KY611933; RPB2 = KY611972).

Monascus lunisporas Udagawa & H. Baba, Cryptogamie Mycol 19: 270. 1998.
[MB446999]. — Herb.: SUM 3116. Ex-type: CBS: 142230 = CGMCC
3.7951 = ATCC 204397 = NBRC 33241 = BCRC 33640. Section Floridani.
ITS barcode: KY635847 (Alternative markers: BenA = KY709171;
CaM = KY611932; RPB2 = KY611971).

Monascus mellicola R.N. Barbosa, Souza-Motta, N.T. Oliveira & Houbraken (this
study). [MB820073]. — Herb.: URM 90065. Ex-type: URM 7510 = CBS
142364 = DTO 350-E6. Section Floridani. ITS barcode: KY511726 (Alter-
native markers: BenA = KY709143; CaM = KY611904; RPB2 = KY611943).

Monascus pallens P.F. Cannon, Abdullah & B.A. Abbas, Mycol. Res. 99: 659.
1995. [MB413476]. — Herb.: IMI 356820. Ex-type: BSRA 10266 = CBS
142229 = CGMCC 3.5844 = ATCC 200612 = BCRC 33641. Section Floridani.
ITS barcode: KY635849 (Alternative markers: BenA = KY709173;
CaM = KY611934; RPB2 = KY611973).

Monascus purpureus Went, Ann. Sci. Nat., Bot. Ser. 8, 1, 1-18. 1895. [MB235390].
— Herb.: IM1210765. Ex-type: CBS 109.07 = IF0 45 13 = ATCC 16426 = NRRL
1596 = FRR 1596. Section Rubri. ITS barcode: KY635851 (Alternative markers:
BenA = KY709176; CaM = KY611937; RPB2 = JN121422).

Monascus recifensis R.N. Barbosa, Souza-Motta, N.T. Oliveira & Houbraken (this
study). [MB820074]. — Herb.: URM 90066. Ex-type: URM 7524 = CBS
142365 = DTO 350-G6. Section Floridani. ITS barcode: KY511740 (Alter-
native markers: BenA = KY709157; CaM = KY611918; RPB2 = KY611957).

Monascus ruber Tiegh, Bull. Soc. Bot. France. 31: 227. 1884. [MB234876]. —
Herb.: IMI 81596. Ex-type: CBS 135.60 = IFO 8451 = ATCC 15670. Section
Rubri. ITS barcode: KY635850 (Alternative markers: BenA = KY709175;
CaM = KY611936; RPB2 = KY611974).

Overview and status of Basipetospora species

Basipetospora chlamydospora Matsush., Icones Microfungorum
a Matsushima lectorum 13. 1975. [MB309463]. — Herb.: MFC
2307. Ex-type: CBS 228.84 = MFC 2409. 18S rDNA: AB024045.
Note: BLAST analysis of the 18S rDNA sequences shows that
this species belongs to Microascales.

Basipetospora denticola (C. Moreau) C. Moreau, Bull. Soc.
Mycol. France 87: 43. 1971. nom. inval., (Art. 6.10, 41.1 & 41.5)
[MB309464]. Basionym: Chrysosporium keratinophilum var.
denticola C. Moreau [as ‘denticolum’], Mycopathologia et
Mycologia Applicata. 37: 37. 1969. nom. inval., (Art. 39.1 & 40.1)
[MB353354]. — Herb.: n/a. Representative culture: CBS 132.78.
ITS barcode: LN850801. Note: Basipetospora denticola is based
on the invalidly described species C. keratinophilum var. denti-
cola. A representative culture of B. denticola (CBS 132.78) be-
longs to Microascales and is a synonym of Scopulariopsis
candida (Jagielski et al. 2016).

Basipetospora halophila (J.F.H. Beyma) Pitt & A.D. Hocking,
Mycotaxon 22: 198. 1985. [MB105087]. Basionym: Oospora
halophila J.F.H. van Beyma Zentralblatt fiir Bakteriologie und
Parasitenkunde Abteilung, Abt. Il 88: 134. 1933. [MB266778]. —
Herb.: n/a. Representative culture: CBS 232.32 = VKM F-204.
Note: This species was formerly described as Oospora halophila
by van Beyma (1933) and was recently transferred to Aspergillus
under the new name A. baarnensis (Samson ef al. 2014,
Kocsubé et al. 2016).

Basipetospora rubra G.T. Cole & W.B. Kendr., Canadian
Journal of Botany 46: 991. 1968. [MB326938]. — Herb.: ATCC
18199. Ex-type: FRR 2452. Note: The herbarium and ex-type
culture of B. rubra and M. ruber differ. Basipetospora rubra was
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described as the asexual state of M. ruber andis in the single name
nomenclature system regarded as a synonym of this species.

Basipetospora variabilis Matsush., Icones Microfungorum a
Matsushima lectorum 13. 1975. [MB309465]. — Herb.: MFC
2428. Ex-type: CBS 995.87. 18S rDNA: AF437892. Note:
Comparison of the publically available 18S rDNA sequence on
GenBank shows that this species belongs to Microascales.

Basipetospora vesicarum (Link) Stalpers, Studies in Mycology
24:91.1984. [MB106627]. — Herb.: n/a. Ex-type: n/a. Note: This
fungus was originally described as Sporotrichum vesicarum by
Link (Sprengel et al. 1818). Stalpers (1984) examined a her-
barium specimen from B and this specimen contained the ana-
morph of M. ruber, which he named B. vesicarum. This species is
tentatively placed in synonymy with M. ruber.
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Blastobotrys meliponae R.N. Barbosa, Boekhout, G.A. Silva, Souza-Motta &

N. Oliveira, sp. nov.

Etymology. me.li,po’'nae. N.L. gen. n. meliponae, of the bee genus Meli-
pona.

Classification — Trichomonascaceae, Saccharomycetales,
Saccharomycetes.

Hyphae thin, 1-1.5 ym wide, septate, branched, hyaline. Chla-
mydospores globose or subglobose, terminal or intercalary, up
to 5.5 ym diam. Conidiophores erect, sympodially branched,
130-260 pm long or more, 2.0—-2.6 ym wide, simple or branch-
ed, tapering upwards, producing 1-2 joint conidiogenous cells.
Conidiogenous cells are discrete, shortly pedicellate, globose
to subglobose, (1.6—-)2.5-3(—4) pm, with one seta. The coni-
diogenous cells separate easily from the conidiophores and
are densely covered with conidia (up to 15 conidia, but mostly
6-13). Setae straight, sometimes slightly curved, narrowing
towards the apex, 1-septate, not deciduous, 55—-124 ym long
or more (260 pm after 18 d of growth). Conidia holoblastic,
globose, smooth, sessile, 1-1.5 (can be up to 2) um diam; may
form directly on 1-2 ym diam hyphae and below the tip of conidi-
ophores. In yeast-like colonies, growth with budding observed
on hyphae. Glucose, galactose and sucrose are fermented, and
maltose, raffinose and xylose are not fermented. L-Arabinose,
D-xylose, acetate, glucuronate, erythritol, D-galactose, D-glu-
cose, lactose, D-maltose, L-sorbose and L-rhamnose are as-
similated. D-glucosamine, glycerol, raffinose, and mellibiose
are not assimilated. Nitrate and citrate are not assimilated.
Does not hydrolyse urea.

Culture characteristics — Colonies on 5 % malt extract agar
(5 % ME) at 25 °C grow slowly, white with irregular margins,
delicately downy, cerebriform, opaque, with light brownish re-
verse; 8 mm after 7 d. Colonies on yeast malt agar (YM) similar
to those on 5 % ME but with light yellowish reverse; 11 mm in
7 d. Colonies on restricted growth agar (RG) similar to those on
5 % ME, but differ by plane colonies, and a colourless reverse;
5 mm in 7 d. Colonies at 27 °C, 28 °C, 30 °C and 37 °C were
similar to colonies at 25 °C. At 10 °C no growth was observed.

Typus. BraziL, Recife, Pernambuco, isolated from honey of the bee Meli-
pona scutellaris collected in Atlantic Forest (S8°7'30" W34°52'30") (meta-
bolically inactive culture, holotype URM 7224, isotype CBS 14100, ITS
sequences GenBank KT448719, KT448720, KT448721, LSU sequences
GenBank KR779215, KR779216, KR779217, MycoBank MB812601).

Colour illustrations. Bees and pot honey in the nest of Melipona scutel-
laris; chlamydospores, hyaline conidia on hyphae and conidiophores on YM
agar for 7 d at 28 °C. Scale bars = 10 ym.

Notes — Based on phylogenetic analyses using only se-
quences of the D1/D2 domains, the three isolates formed a
clade with B. proliferans, but the sequences showed only 91 %
identity with the LSU sequences of that species in a BLASTn
analysis, indicating that these isolates represented a new
yeast species of Blastobotrys. Members of Blastobotrys with
a high similarity of the LSU rDNA D1/D2 domains to the new
species were: B. attinorum (GenBank GU373758; 92 %), B. pro-
liferans (GenBank EF584541; 91 %) and B. nivea (GenBank
DQ442690; 90 %). Blastobotrys meliponae differs from B. nivea
in having sympodially branched conidiophores, lacking budding
cells and chlamydospores, but with lateral conidia forming
directly on the hyphae. The species can be distinguished from
B. aristata by the size of the conidiogenous cells (3—8 x 4.5—-9
um), conidiophore branching, number and size (100 pm) of
setae, absence of lateral conidia formed directly on the hyphae,
absence of chlamydospores and growth at 37 °C. Blastobotrys
proliferans has a different branching of the conidiophores, con-
idiogenous cell size (3—4.5 x 4.5-7 pm), setae with a spathulate
apex in older cultures and presence of distinct refraction bodies
in the conidiogenous cells.

U40109 Blastobotrys aristata
U40095 Blastobotrys elegans”
U40110 Blastobotrys nivea

U40132 Tric i F
U40104 Blastobotrys capitulata’
100 - DQ442689 Blastobotrys arbuscula'

KR779215 Blastobotrys meliponae T

IKR779216 I rys melij
1 I KR779217 Blastobotrys meliponae
DQ442684 Blastobotrys proliferans’
U40098 Blastobotrys proliferans
KMO056338 Blastobotrys proliferans
EF584541 Blastobotrys proliferans
DQ442692 Blastobotrys indianensis'
DQ442693 Blastobotrys parvus”
AY442294 Blastobotrys attinorum
GU373758 Blastobotrys attinorum

79, DQ442696 Blastobotrys illinoisensis'
1001 pas42s94 Brastobotrys mokoenaii’
DQ442695 Blastobotrys malaysiensis'
97 1 DQ442682 Blastobotrys chiropterorum'
DQ442683 Blastobotrys terrestris'
AM410668 Blastobotrys serpentis’
04 - DQ442698 i
DQ442697 Blastobotrys adeninivorans’
DQ442699 Blastobotrys americana’
99 L DQ442700 Blastobotrys peoriensis’

DQ442680 Blastobotrys muscicola'
95— DQB39395 Blastobotrys robertii

AY048154 Saccharomyces cerevisiae
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