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APRESENTAÇÃO

Micologia é o estudo de microrganismos eucariontes que possuem parede celular 
rígida, membrana e organelas, apresentando aspectos leveduriformes e/ou filamentos 
morfológicamente. Trata-se, portanto, de uma área de estudo ampla que atrai diversos 
pesquisadores em diferentes campos científicos, tecnológicos e industriais.	

Sabemos que os fungos são microrganismos que possuem uma diversidade de 
características únicas que refletem em seu modo de vida, nas suas interações e na 
sua aplicabilidade. A grande maioria das espécies fúgicas ainda é um vasto campo de 
estudo para os micologistas, assim como suas características individuais e formas de 
desenvolvimento no ambiente ou no hospedeiro

O Brasil é uma referência em se tratando de estudos em micologia, principalmente 
na subárea que denominamos micologia médica, tanto pelos pesquisadores precursores 
quanto pela nova geração armada com as evoluções biotecnológicas e moleculares. O 
uso de estratégias biotecnológicas tem sido primordial na pesquisa com fungos. A vasta 
diversidade fúngica apresenta grande potencial, principalmente associada à estudos de 
aplicações biotecnológicas, como no campo ambiental, farmacêutico, industrial, agrícola, 
alimentício, genômico dentre outros.

É um privilégio organizar e compartilhar conhecimento na obra “Micologia: fungos 
e/ou seus metabólitos como objeto de estudo” publicada pela editora Atena, por se tratar 
de um material extremamente interessante e muito bem produzido por seus autores 
que evidencia essa área tão importante. Como pesquisador da área desejo que esse 
primeiro volume seja apenas o início e que desperte o interesse dos acadêmicos atraindo 
pesquisadores da micologia médica e áreas correlatas para publicação em novos volumes 
com esse foco.

Desejo à todos uma excelente leitura!
Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPÍTULO 13
doi

OCORRÊNCIA DE FUNGOS ASSOCIADOS AO TRATO 
DIGESTIVO DE ABELHAS SEM FERRÃO Melipona 

seminigra MERRILLAE COCKERELL, 1919

João Raimundo Silva De Souza
Universidade do Estadual do Amazonas, Rede 

de Biodiversidade e Biotecnologia da Amazônia 
Legal, PPG-BIONORTE, Manaus - Amazonas

Melquiades De Oliveira Costa
Universidade Federal do Oeste do Para, CAMPUS 

Oriximiná, Oriximiná - Pará

Maria Ivone Lopes Da Silva
Universidade Federal do Amazonas, Instituto 

de Ciências Biológicas, Departamento de 
Parasitologia, Manaus - Amazonas

Carlos Gustavo Nunes Da Silva
Universidade Federal do Amazonas, Instituto de 
Ciências Biológicas, Departamento de Genética, 

Manaus - Amazonas

RESUMO: As abelhas sem ferrão são altamente 
adaptadas e responsáveis pela maior parte da 
polinização das árvores nativas, grande é a 
variedade de organismos associados a elas, 
como vírus, bactérias, leveduras e fungos 
filamentosos. Estudos já realizados têm 
relatado o consumo in natura e uso de fungos 
para enriquecimento e produção alimentar por 
abelhas sem ferrão, além de outra interação 
ainda não compreendidas. Desta forma este 
trabalho teve como objetivo isolar fungos do 
trato digestivo de abelhas sem ferrão Melipona 

seminigra merrillae Cockerell, 1919. Foram 
utilizadas 10 abelhas, coletadas de colmeias 
artificiais em um Meliponário de Oriximiná-
PA, no período de estiagem do ano de 2018. 
As abelhas coletadas foram transferidas para 
tubos estéreis, acondicionados sob refrigeração 
e levadas ao Laboratório Multidisciplinar de 
Biologia da Universidade Federal do Oeste 
do Pará (UFOPA), Campus Oriximiná, onde 
as abelhas foram esterilizadas, dissecadas e 
transferindo-se a parte anterior do intestino 
(Foregut), intestino médio (Midgute) e intestino 
posterior (Hindgut) para tubos contendo solução 
salina, o plaqueamento posterior da solução em 
meio SABOURAUD em triplicata, e incubadas 
a 28 oC para desenvolvimento e isolamento 
das colônias. Após o desenvolvimento das 
estruturas fúngicas, foi realizada a identificação 
morfológica a partir de caracteres macro e 
microscópicos das culturas em microcultivo sob 
lamínulas, depositadas sobre lâminas.Neste 
estudo foram observadas 522 colônias, onde 
81 não desenvolveram estruturas reprodutivas 
e foram consideradas Micélio estéril, 127 
desenvolveram estruturas reprodutivas mais 
não foram o suficiente paraidentificá-las e 314 
foram identificadas, distribuídas e 10 gêneros. 
Destas o gênero Geotrichum (203) foi o mais 
predominante, seguido de Penicillium (47), 
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Curvularia (17), Cladosporium (16), Fusarium (16), Paecilomyces (5), Aspergillus (3), 
Colletotrichum (3), Candida (3) e Syncephalastrum (1). Com este trabalho espera-se conhecer 
um pouco da biota fúngica do trato digestivo dessas abelhas sem ferrão, e a possibilidade da 
descoberta de novas espécies de fungos.
PALAVRAS-CHAVE: Abelhas sem ferrão, intestino e fungos

OCCURRENCE OF FUNGI ASSOCIATED WITH THE GUT OF STINGLESS BEES 

Melipona seminigra MERRILLAE COCKERELL, 1919

ABSTRACT: Stingless bees are highly adapted and responsible for the greater pollination of 
native trees, the variety of organisms associated with them, such as viruses, bacteria, yeasts 
and filamentous fungi, is great. Studies already carried out have reported consumption in 
natura and use of fungi for enrichment and food production by stingless bees, in addition 
to another interaction not yet understood. In this way, this work aimed to isolate fungi from 
the digestive tract of stingless bees Melipona seminigra merrillae Cockerell, 1919. Ten bees 
were used, collected from artificial hives in a Meliponário in Oriximiná-PA, in the drought 
period of the year 2018. The collected bees were transferred to sterile tubes, packed under 
refrigeration and taken to the Multidisciplinary Biology Laboratory of the Federal University 
of Western Pará (UFOPA), Campus Oriximiná, where the bees were sterilized, dissected 
and the anterior part of the foregut was transferred, midgute and hindgut for tubes containing 
saline solution, the posterior plating of the solution in SABOURAUD medium was performed 
in triplicate, and incubated at 28 oC for development and isolation of colonies. After the 
development of fungal structures, morphological identification was performed from macro 
and microscopic characters of cultures in microcultures under coverslips, deposited on slides. 
In this study, 522 colonies were observed, where 81 did not develop reproductive structures 
and were considered sterile Mycelium, 127 they developed reproductive structures but were 
not enough to identify them and 314 were identified, distributed and 10 genera. Of these, the 
genus Geotrichum (203) foi o mais predominante, seguido de Penicillium (47), Curvularia 
(17), Cladosporium (16), Fusarium (16), Paecilomyces (5), Aspergillus (3), Colletotrichum 
(3), Candida (3) e Syncephalastrum (1). With this work it is expected to know a little about the 
fungal biota of the digestive tract of these stingless bees, and the possibility of discovering 
new species of fungi.
KEYWORDS: Stingless bees, intestine and fungi.

1 | 	1. INTRODUÇÃO

Estima-se, de 25 a 30 mil espécies de abelhas distribuídas nas diferentes regiões do 
mundo, o Brasil abriga cerca de 25% das espécies (MICHENER, 2000). As abelhas sem 
ferrão possuem cerca de 600 espécies e dessas 244 espécies são descritas no Brasil 
e deste total, 114 espécies estão na Amazônia, das 74 espécies do gênero Melipona 
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(PEDRO, 2014), ocorrem exclusivamente da América do Sul até o Norte do México, na 
América Central (SOUZA et al., 2009).

Mas desta diversidade de espécies do gênero Melipona, muitas produzem mel 
suficiente para ser explorado comercialmente, porém poucas são criadas com esse 
objetivo, Meliponicultura (SILVEIRA et al., 2002). Os ecossistemas brasileiros, em especial 
o amazônico, possuem muitas condições que favorecem a criação dessas abelhas. Dentre 
elas, podemos citar: clima quente, flora rica em espécies fornecedoras de néctar, pólen, 
resina e floração mais distribuída ao longo do ano, além de um grande mercado com boa 
cotação para esse produto (VENTURIERI, 2008).

O desenvolvimento da criação racional das colônias dessas abelhas possibilita a 
exploração econômica de seus produtos, que serve de suporte econômico para muitas 
pessoas proporcionando-lhes uma fonte alternativa de renda (SOUZA et al., 2009). Embora 
a produção de mel das abelhas sem ferrão seja inferior às da abelha Apis mellifera, 
as Melipona possuem vantagens muito importantes em relação às outras espécies, 
especialmente pelo fato delas estarem muito mais adaptadas à polinização das árvores 
nativas (VENTURIERI, 2008).

Todas as espécies de insetos conhecidos abrigam uma comunidade rica e complexa 
de microrganismos como ácaros, protozoários, vírus, bactérias ou fungos, onde podem ser 
encontrados em sua superfície corpórea ou em seu interior, entre eles estão às abelhas 
(SOUZA et al., 2018). A maioria das espécies de abelhas nativas sem ferrão carece de 
informações sobre seu comportamento, reprodução e microbiota associada, e um dos 
aspectos importantes sobre a biologia desses insetos é o conhecimento da microbiota 
fúngica, a qual pode causar enfermidade a esses organismos e há poucos relatos sobre 
a relação da microbiota com abelhas sem ferrão (PALUDO et al., 2019).

Apesar de estudos relatarem a microbiota de colmeias (MORAIS et al., 2013) e 
méis de abelhas sem ferrão no Brasil (SOUZA et al., 2009; MATOS et al., 2011), poucos 
estudos têm examinado diretamente a microbiota fúngica desses organismos da região 
Amazônica (FERRAZ el al., 2008; SILVA et al., 2011; SOUZA et al., 2018), estudos 
envolvendo microrganismos associados a abelhas podem ajudar no desenvolvimento de 
estratégias para proteger as abelhas (MOTTA et al., 2018).

Neste contexto, realizou-se um levantamento visando conhecer a ocorrência de 
fungos no intestino de abelhas sem ferrão M. seminigra.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

2.1	Coleta do material biológico e isolamento fúngico

Foram investigadas 10 abelhas sem ferrão em um Meliponário urbano, no período de 
menor incidência de chuvas (estiagem), mês de setembro do ano de 2018, no município 
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de Oriximiná, (06º27’47.4”S 98º05’91.5”W), Pará, Brasil, onde foram isolados fungos em 
todas as abelhas analisadas.

As abelhas foram coletadas vivas com auxílio de pinças, transferindo-as para tubos 
individuais esterilizados, acondicionando-os em caixa térmica refrigerada para eutanásia 
por hipotermia das abelhas e preservação do material, para transporte até o Laboratório 
Multidisciplinar de Biologia, do Campus de Oriximiná da Universidade Federal do Oeste 
do Pará - UFOPA para posterior análise.

As abelhas foram desinfectadas superficialmente em uma solução de 0,5% de 
hipoclorito de sódio por 1 minuto e enxaguadas em água destilada estéril. Posteriormente, 
imersas em uma solução de 0,05% de ácido ascórbico mais 0,05% de ácido cítrico por 1 
minuto. Ao termino deste processo as abelhas foram dissecadas e transferindo-se a parte 
anterior do intestino (Foregut), intestino médio (Midgute) e intestino posterior (Hindgut) 
para tubos contendo 1,0 mL de uma solução salina 0,8% acondicionadas em micro tubos.

A remoção dos esporos do intestino das abelhas foi por agitação em vórtex por 10 
minutos. Alíquotas de 100 μL de cada amostra foram transferidas para placas de Petri 
contendo Ágar Sabouraud Dextrose (SDA) com solução de antibiótico Amoxicilina 100 
mg/L, em triplicata. O pH do meio de cultura foi aferido em 6.8 e incubadas em estufa BOD 
a 28 ºC por até 30 dias.

2.2	Purificação das colônias isoladas

A técnica da cultura monospórica foi utilizada para purificação das amostras de 
fungos, onde um pequeno fragmento de inóculo foi transferido para tubo contendo 1,0 mL 
de solução Tween 80, agitando em vórtex (SÃO JOSÉ et al., 1994).

A diluição realizada em série, retirando-se 100 μL da suspensão da amostra, 
transferindo-a para um tubo contendo 900 μL de solução salina estéril, a diluição foi 
repetida sucessivamente até 10-3.

Ao final da série de diluições, 100 μL da diluição 10-3 foi inoculada em triplicata, 
em placas com SDA, e incubadas a 28 ºC por 48 horas. Após este período, as colônias 
foram inoculadas em tubos com o mesmo meio de isolamento. As amostras puras foram 
repicadas para posterior identificação.

2.3	Microcultivo em lâmina para identificação morfológica de fungos 

A técnica de microcultivo em lâmina, segundo Riddell (1950), modificada, onde foi 
depositado um pedaço circular de papel filtro sobre o fundo de uma placa de Petri, a qual 
recebeu um par de lamínulas 24 x 24 mm e uma lâmina 76 x 26 mm esterilizadas. 

Dois blocos de meio SDA foram transferidos para a superfície central da lâmina 
estéril, e nas extremidades do bloco de ágar o inoculo de uma porção da colônia, e 
as lamínulas depositadas sobre a superfície do bloco, o papel foi umedecido com água 
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destilada esterilizada, suficiente para cinco a sete dias.
Após o crescimento fúngico mostrar-se visualmente suficiente, as lamínulas 

removidas e dispostas sobre uma gota do corante azul-de-lactofenol na superfície de 
uma lâmina e analisadas em microscopia óptica (ONIONS et al., 1981), para identificação 
de suas estruturas sexuais e/ou assexuais (ELLIS, 1971; BARNETT e HUNTER, 1972; 
ARX, 1974).

De cada um dos isolados foram armazenadas duplicatas da colônia matriz conforme 
o método Castellani (ARAÚJO et al., 2002) e mantidos em temperatura ambiente. Colônias 
que não desenvolverem estruturas reprodutivas foram reinoculadas e submetidas à 
variação na temperatura, pH, luz e nutrientes para estimular o desenvolvimento reprodutivo. 
Os fungos identificados estão catalogados e estocados na micoteca do Laboratório 
Multidisciplinar de Biologia, do Campus de Oriximiná da Universidade Federal do Oeste 
do Pará - UFOPA. 

2.4	Identificação morfológica de fungos não filamentosos

Para uma classificação morfológica eficaz, os aspectos macroscópicos das colônias 
analisados quanto a: cor, textura, tamanho, elevação, tipo de borda, brilho e forma. Os 
aspectos microscópicos das células quanto a: forma, presença de filamentos, brotamento 
e o tipo de esporos, além de testes fisiológicos de assimilação e fermentação de açúcares, 
entre outros (NEUFELD, 1999).

3 | 	RESULTADOS

Neste estudo foram observadas 522 colônias, onde 81 não desenvolveram estruturas 
reprodutivas e foram consideradas Micélio estéril, 127 desenvolveram estruturas 
reprodutivas mais não foram o suficiente para identificá-las e 314 foram identificadas a 
nível de gênero (Gráfico 1 e Tabela 1).

Os isolados do gênero Geotrichum (203) foram os mais incidentes neste estudo, 
seguidos de Penicillium (47), Curvularia (17), Cladosporium (16), Fusarium (16), 
Paecilomyces (5), Aspergillus (3), Colletotrichum (3), Candida (3) e na outra vertente o 
gênero Syncephalastrum (1) teve a menor incidência (Gráfico 1).

Os isolados da parte Foregut das abelhas sem ferrão foram mais incidentes com 
183 isolados e 10 gêneros identificados, seguido do Midgut, 178 isolados, 8 gêneros e 
Hindgut, 161 isolados, 7 gêneros.
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Gráfico 1. Fungos isolados do intestino de abelhas sem ferrão M. seminigra, coletadas em um 
Meliponário urbano no município de Oriximíná-PA.

Gêneros
Intestino

no isoladosForegut Midgut Hindgut
Geotrichum 75 68 60 203
Penicillium 19 15 13 47
Curvularia 5 10 2 17
Fusarium 4 10 2 16
Cladosporium 3 6 7 16
Paecilomyces 5 - - 5
Aspergillus 1 1 1 3
Colletotrichum 1 1 1 3
Candida 1 2 - 3
Syncephalastrum 1 - - 1
Micelio exterio 23 29 29 81
Não identificado 45 36 46 127
Total 183 178 161 522

Tabela 1. Isolados fúngicos do intestino de abelhas sem ferrão M. seminigra coletadas em um 
Meliponário urbano no município de Oriximíná-PA.

4 | 	CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A importância das abelhas para as nossas florestas é incalculável, a ação do homem 
no ambiente está diretamente ligada ao desaparecimento de milhões de abelhas ao redor 
do mundo, ocasionando perdas imensuráveis. A busca por conhecimento relacionado 
ao meio de vida desses indivíduos - e para com outros organismos - é crucial para 
compreendermos muitas das relações ainda não explicadas.
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