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RESUMO 

Ao longo da evolução das espécies, insetos e fungos desenvolveram importantes 

interações mutualísticas, nas quais ambos se beneficiam. Um interessante exemplo são as 

abelhas do gênero Scaptotrigona spp. (Hymenoptera: Apidae, Meliponini), nas quais 

espécie de fungo, como Zygosaccharomyces sp. se desenvolvem e produzem metabólitos 

importantes para o crescimento dos imaturos, sendo imprescindíveis para que o inseto 

complete seu ciclo de vida. Neste contexto, objetivou-se investigar a presença fungos 

filamentosos, associados ao alimento larval, em células de cria com larvas em estágios 

distintos de desenvolvimento em colônias de Scaptotrigona sp. grupo tubiba, em áreas de 

Caatinga do estado de Pernambuco. As coletas foram realizadas em cinco colônias em 10 

células de cria, sendo enumeradas de 1 a 10, nas quais de 1 a 5 foram coletadas nas células 

com larvas em desenvolvimento, de 6 a 7 apenas com o alimento larval e ovo e de 8 a 10 

larvas desenvolvidas. As amostras foram solubilizadas em água esterilizada e semeadas 

sobre três meios de cultura para isolamento Agar Sabouraud (SAB), Agar Batata Dextrose 

(BDA) e Agar Batata Dextrose acrescido com 15% de glicose (BDA 15%). Após cinco 

dias de incubação a 28 ºC, foram selecionados 19 isolados com base em morfotipos. 

Destes, foram identificados 3 em nível de gênero, sendo um Fusarium, um Cladosporium 

e um Arcopilus, que foi submetido à caracterização macro e micromorfológica por 

apresentar características semelhantes a uma espécie descrita na literatura. Posteriormente 

foi testada a capacidade de crescimento de Arcopilus sp. em quatro diferentes condições: 

alimento larval puro, alimento larval mais água destilada (1:1; v/v), caldo Sabouraud e 

água destilada acrescida com 1% de glicose em poços de placas de ELIZA. O maior 

crescimento foi observado em poços que foram semeados com o alimento larval diluído 

em água destilada. Não foi observada a presença de Monascus sp. nas amostras de 

alimento larval de Scaptotrigona sp. estudada. Os demais isolados foram armazenados 

para posterior identificação das espécies e espera-se que estes fungos possam ser de fato 

essenciais nos ninhos de abelha dessa espécie. 

Palavras-chave: Alimento larval, fungos filamentosos, Células de cria. 

  



9 
 

     ABSTRACT 

Throughout the evolution of species, insects and fungi have developed important 

mutualistic interactions, in which both benefit. An interesting example is the bee of the 

genus Scaptotrigona spp. (Hymenoptera: Apidae, Meliponini), in which a species of 

fungus Zygosaccharomyces sp. develop and produce important metabolites for the growth 

of immatures, being essential for the insect to complete its life cycle. In this context, the 

objective was to investigate the presence of filamentous fungi, associated with larval 

food, in brood cells with larvae at different stages of development in colonies of 

Scaptotrigona sp. tubiba group, in Caatinga areas of the state of Pernambuco. The 

collections were carried out in five colonies in 10 brood cells, being numbered from 1 to 

10, in which 1 to 5 were collected in cells with developing larvae, from 6 to 7 only with 

larval food and egg and from 8 to 10 developed larvae. The samples were solubilized in 

sterile water and seeded on three culture media for isolation Sabouraud Agar (SAB), 

Potato Dextrose Agar (PDA) and Potato Dextrose Agar with an additional 15% of glucose 

(15% PDA). After five days of incubation at 28 ºC, 19 isolates were selected based on 

morphotypes. Amongst these, 3 were identified at the genus level, being a Fusarium, a 

Cladosporium and an Arcopilus, which was submitted to macro and micromorphological 

characterization for presenting characteristics similar to a species described in the 

literature. Subsequently, the growth capacity of Arcopilus sp. in four different conditions: 

pure larval feed, larval feed plus distilled water (1:1; v/v), Sabouraud broth and distilled 

water plus 1% glucose in wells of ELIZA plates. The greatest growth was observed in 

wells that were seeded with larval feed diluted in distilled water. The presence of 

Monascus sp. in larval food samples of Scaptotrigona sp. studied. The other isolates were 

stored for later identification of the species and it is expected that these fungi may actually 

be essential in the bee nests of this species. 

Keywords: Larval food, filamentous fungi, brood cells. 
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1. Introdução 

As abelhas-sem-ferrão pertencem à ordem Hymenoptera, família Apidae, tribo 

Meliponini. Possuem aproximadamente 400 espécies, com centro de distribuição na 

região Neotropical (MICHENER, 2007; ASCHER & PICKERING, 2020). Essas abelhas 

vivem dentro de ninhos constituídos com diferentes materiais (cera, própolis, potes de 

pólen e de mel, etc.) e que possuem umidade e temperatura controlados, constituindo 

microambientes propícios para o desenvolvimento e subsistência de microrganismos e, 

devido suas especificidades únicas, permitiu o surgimento de interações coevolutivas 

específicas (ROUBIK, 1992) 

Bactérias e fungos são comuns em ambientes com essa natureza, e tem demonstrado 

muitas interações ecológicas com outros seres vivos (CONTI, GUIMARÃES, PUPO, 

2012). Embora ainda seja pouco conhecido o papel desses microrganismos na vida das 

abelhas, foi descoberto que algumas espécies de fungos são simbiontes mutualísticas de 

abelhas do gênero Scaptotrigona Moure, 1942. Nessa interação, os fungos crescem no 

alimento larval e as larvas somente desenvolvem se alimentando do micélio fúngico. 

Provavelmente essas interações são semelhantes para outras espécies de Meliponini 

(MENEZES et al., 2015). Nesse caso as abelhas dependem dos fungos para sobreviver, 

mesmo que de forma involuntária. Esta circunstância é semelhante ao que acontece com 

as formigas cortadeiras dos gêneros Atta e Acromyrmex (Hymenoptera, Formicidae, 

Attini) que se alimentam de fungos, mas diferencia-se por que nas formigas o fungo é 

cultivado intencionalmente (BASS & CHERRETT, 1995), e nas abelhas, aparentemente 

não. 

Em Scaptotrigona, o fungo Monascus spp. está especialmente ligado à cera dos 

ninhos, que ao ser reutilizada pelas abelhas na construção das células de cria, infestam o 

alimento larval, crescem e então servem de alimento para as larvas (MENEZES et al., 

2015). Paludo et al. (2018) demonstram que as larvas de Scaptotrigona depillis (MOURE, 

1942) apresentam associação com três diferentes espécies dentro das células de cria, 

promovendo a produção de percussores de hormônios (esteroides). Destaca, também a 

possibilidade de cada espécie de abelha possuir seus tipos específicos de fungos 

mutualistas.  

Embora o número de estudos neste sentido ainda seja pequeno (MENEZES et al., 

2015, BARBOSA et al., 2017, PALUDO et al., 2018), a possibilidade de encontrar novas 
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interações e novas espécies com interesse ecológico ou biotecnológico enfatizam a 

importância dessas investigações (ABREU, 2018; VIANA et al., 2015). 

Estudos em biologia de fungos tem demonstrado potencial dos fungos não somente 

como produtores de biomoléculas ativas contra uma gama de bactérias (PEREIRA & 

PITA, 2005) e outros fungos (PEDEZZI, 2019), mas também, como patógenos de 

abelhas-sem-ferrão (FERRAZ et al., 2008) e em outros grupos animais (LARSSON, 

2011) e vegetais (MICHEREFF, et al., 2005). Tornam-se então necessárias pesquisas 

voltadas a preservação, prospecção e relações destes organismos que habitam o interior 

dos ninhos de abelhas, sabendo que estes são agentes potenciais nos estudos de 

taxonomia, de ecologia, de diversidade, de aplicações biotecnológicas, e outros afins 

(ESPOSITO & AZEVEDO, 2004).  

Escolhemos como nosso objeto de estudo, uma espécie de abelha-sem-ferrão 

amplamente criada em áreas de Caatinga no semiárido brasileiro. Scaptotrigona sp. grupo 

tubiba, apesar de não descrita formalmente ocorre entre os estados do Ceará a Bahia, em 

áreas de Caatinga. É uma espécie defensiva e muito produtiva de mel, própolis e pólen 

meliponícola (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2009). As interações dessa espécie com 

os fungos que habitam seus ninhos não são conhecidas em área de caatinga. Estudar os 

fungos que ocorrem nos ninhos dessa espécie podem trazer à tona novas descobertas 

importantes para a criação e conservação dessa e de outras espécies do grupo. 

 

2. Objetivos 

2.1 Objetivo geral  

Investigar a presença de fungos filamentosos em células de cria em estágios 

distintos de desenvolvimento em colônias de Scaptotrigona sp. grupo tubiba manejadas 

em áreas de Caatinga. 

2.2. Objetivos específicos 

• Quantificar, isolar e identificar fungos isolados a partir das células de cria por 

meio de taxonomia morfológica; 

• Realizar Macromorfologia e micromorfologia dos isolados identificados. 

• Caracterizar o crescimento de isolados no alimento larval em condições 

controladas; 
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3. Hipótese 

A micobiota fúngica cultivável presente nas células de cria de Scaptotrigona sp. 

grupo tubiba diversa, e as espécies que a compõe são diferentes durante os estágios do 

desenvolvimento dos imaturos. 

 

4. Referencial teórico 

4.1. Abelhas sem ferrão: estrutura e composição dos ninhos  

As abelhas sem ferrão (Hymenoptera, Apidae, Meliponini) são designadas desta 

maneira, pois têm como uma de suas características o ferrão atrofiado, sendo incapazes 

de realizar a ferroada (MICHENER, 2007). Estes insetos são abundantes em regiões 

tropicais e subtropicais do mundo e ocorrem em todo Brasil, com cerca de 400 espécies 

descritas (MICHENER, 2007; ASCHER & PICKERING, 2021). Vivem em colônias 

perenes e estocam alimento em potes de cera para épocas de escassez (MICHENER, 

2000). Os ninhos são estruturados a partir da utilização de cera, e há uma fenomenal 

diversidade de hábitos e habitats (VILLAS-BÔAS, 2012). Seus ninhos são construídos 

principalmente em cavidades em troncos de árvores, em solos e em construções humanas 

(Figura 1C) (HUBBELL & JOHNSON, 1977).  

A estrutura de entrada dos ninhos pode estar relacionada a sua defesa, normalmente 

são feitas a base de cera, barro ou resina, ocorrendo fechamento ou não da passagem 

durante a noite (SOUZA, ALVES & CARVALHO, 2007). Algumas espécies de 

meliponíneos vivem em coexistência dentro de outros ninhos, pois constroem suas 

colônias no interior de formigueiros e cupinzeiros, por exemplo, mantendo uma relação 

de parabiose com os demais hospedeiros (LAROCA & ALMEIDA, 1989; WHEELER, 

1910; DE OLIVEIRA, DA SILVA, L. L., & HRNCIR, M. 2016). 

Na maioria das vezes os ninhos são constituídos por cera e resina, que quando 

misturadas formam o cerume, utilizado na construção do invólucro (fina camada de cera), 

que recobre os discos de cria, e potes de alimento (CAVALCANTE, OLIVEIRA & 

CRUZ-LANDIM, 2000). Realizam também o uso da própolis (resina e cera) e do 

geoprópolis (resina mesclada com barro) para impermeabilização e proteção do local 

(SANTOS et al., 2009). Materiais como barro, restos vegetais e até mesmo fezes podem 
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ser utilizados no processo construção dos ninhos a depender da espécie (SILVA & PAZ, 

2012).  

O local de desenvolvimento e maturidade larval das abelhas fica localizado em 

estruturas denominadas células de cria, que normalmente se agrupam em discos de cria, 

geralmente revestidas pelo invólucro que ajuda na manutenção de sua temperatura 

(ROLDÃO, 2011). A forma dos discos é encontrada de distintas maneiras, mais 

comumente dispersas na horizontal (favos), em cachos ou mesmo dispostas em espiral 

como no caso das abelhas do gênero Scaptotrigona (Figura 1B) (VENTURIERI, 2008).  

 

 
Figura 1. (A) Rainha de Scaptotrigona sp. grupo tubiba; (B) Interior do ninho de Scaptotrigona sp. grupo 

tubiba; (C) Ninhos de abelhas sem ferrão.  

 

 

Esse microambiente especial, com todos os materiais, substâncias e interações 

encontradas nas colônias, proporcionam também, local adequado para a vida de uma 

diversidade de outros organismos (GONÇALVES & MARQUES, 2012). Entre eles 

algumas ordens de insetos e determinadas comunidades microbianas, as quais grande 

parte destes se encontram associados ajudando e garantindo a sobrevivência das abelhas 

por meio de relações mutualísticas (SOUZA et al., 2009; MENEGATTI, 2016). 

 

4.2. Microrganismos que interagem com as abelhas sem ferrão 

As abelhas sem ferrão possuem ampla distribuição e seus ninhos são constituídos 

de diversas maneiras, formando microambientes, os quais, a depender de sua localização, 

poderão proporcionar relações simbióticas com outros organismos (KWONG et al., 

2017). 
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Para os meliponíneos é imprescindível que os materiais e substâncias produzidos e 

armazenados dentro do ninho estejam devidamente livres de patógenos e contaminantes 

externos (PEREIRA, DE CAMARGO & LOPES, 2007). Para isso, uma gama de 

microrganismos, como bactérias, fungos filamentosos e leveduras mantém interações que 

colaboram de forma direta ou indiretamente na nutrição, proteção e equilíbrio da colônia 

(ROZEN, 2017). Há então, associações importantes com suas hospedeiras, as quais 

dependem de um microbioma específico e apropriado para sua sobrevivência e 

reprodução (GILLIAM, ROUBIK, LORENZ, 1990; ROSA, 2003).  

Há uma continua troca de benefícios entre as abelhas e os microrganismos que 

interagem, pois o trabalho social realizado por elas em cada setor do ninho, permite a 

estabilidade e proliferação das comunidades microbianas presentes (STRASSMANN & 

QUELLER, 2010). O comportamento das abelhas sem ferrão, de acordo a sua forma de 

coletar, de se alimentar, de construir o ninho e higienizá-lo, funcionam também como 

métodos necessários para a propagação e adaptação de organismos simbiontes no interior 

da colônia (OSTER & WILSON, 1978). 

Segundo Brand (2011) bactérias podem ser encontradas desempenhando papel 

importante na secreção de enzimas que auxiliam na pré-digestão, fermentação, conversão 

e alteração do pólen estocado. Fazem com que este seja menos suscetível à proliferação 

de microrganismos prejudiciais (MARTINS, MELO & RENNER, 2014). Para algumas 

espécies como Melipona (Melipona) subnitida Ducke, 1910, Melipona (Michmelia) 

scutellaris Latreille, 1811, Melipona (Melipona) mandacaia Smith, 1863 e Scaptotrigona 

sp. o pólen apresenta composição físico-química distinta, facilitando a proliferação de 

bactérias benéficas que produzem substâncias essenciais na quebra de açucares (Barbara 

et al., 2018). 

Outras bactérias ainda pouco estudadas, são as que habitam no trato gastrointestinal 

das abelhas, ajudando em diversos processos metabólicos (SMITH et al., 2020). Algumas 

destas, são tidas como bactérias produtoras de ácido acético, que também, estabelecem 

relações simbióticas com outras ordens de insetos (CROTTI et al., 2009). Representantes 

dessa família são bactérias do gênero Gluconobacter, presentes no mel das abelhas sem 

ferrão e muito utilizada nas indústrias (OLIVEIRA et al., 2010). Outros estudos 

realizados com abelhas Apis mellifera demonstram que sua comunidade bacteriana 

intestinal tem grande importância no que diz respeito a saúde e nutrição (quebra do grão 

de pólen) de seus hospedeiros (ENGEL, MARTINSON & MORAN, 2012). Essa 
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microbiota é transmitida através das fezes dessas abelhas e da trofolaxia ajudando na 

proteção contra patógenos (KOCH & SCHMID-HEMPEL, 2011) e colaborando na 

degradação de compostos tóxicos encontrados no alimento e no ambiente (BARKER, 

1977).  

Em adição, as leveduras também são conhecidas por habitar ninhos de abelhas sem 

ferrão, ocorrem com maior frequência no mel e no pólen (DANIEL et al., 2013). Atuam 

como organismos potenciais dentro das colônias, com funções semelhantes às exercidas 

pelas bactérias, pois secretam enzimas que transformam o alimento armazenado 

(LACHANCE et al., 2001). Estudos como o de Meireles (2018) demonstram que 

Melipona interrupta e Cephalotrigona femorata (Smith, 1854), abelhas nativas da região 

amazônica, estabelecem relação com ao menos 15 linhagens de leveduras, incluindo 

gêneros como Candida, Zygosaccharomyces, Pichia, Trichosporon e Aureobasidium, as 

quais são capazes de fermentar o pólen e outros materiais de origem vegetal estocados 

por estas abelhas. 

Fungos filamentosos também têm despertado o interesse, como o estudo de Tiago 

(2017) que isolou representantes dos gêneros Aspergillus, Penicillium, Cladosporium e 

Monascus a partir das células do disco de cria de Melipona (Melikerria) interrupta 

Latreille, 1811 e Melipona (Michmelia) seminigra seminigra Friese, 1903, sinalizando 

serem importantes para o desenvolvimento e manutenção da colônia. Observações 

importantes dentre outras espécies do mesmo gênero tal como Melipona subnitida é de 

que fungos filamentosos também foram isolados a partir de seus cadáveres, aumentando 

a possibilidade desses organismos se oportunizarem de suas carcaças (FERRAZ et al., 

2008).  

Algo também intrigante e pouco conhecido foi demonstrado no estudo de Oliveira 

& Morato (2000) que observaram operárias de abelhas sem ferrão lambendo (ou 

colhendo) uma massa mucilaginosa nos cogumelos “véu-de-noiva” (Fungi, Phallales). 

Suspeita-se que os esporos desse fungo tenham valor nutritivo para as abelhas, 

complementando sua dieta a partir de substâncias produzidas por estes fungos. 

Convém então, saber que os benefícios da associação desses insetos com estes 

fungos, lhes oferece os principais serviços, os quais estão relacionados à proteção, 

nutrição e propagação de esporos (MASSI et al., 2015). Com isso, ainda não se sabe 

tamanha diversidade de microrganismos que podem residir em diferentes formas nos 
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ninhos e abelhas, entretanto, de uma forma geral, são fundamentais para a vida dessas 

espécies. 

4.3. Fungos em ninhos de Scaptotrigona  

As abelhas sem ferrão desempenham importante papel ecológico, pois, além de 

serem insetos polinizadores, proporcionam dentro de seus ninhos habitat para uma gama 

de espécies que podem ser importantes na constituição e manutenção destes ecossistemas 

(ROUBIK, 1992).  

Roubik (1992) explica a existência de uma íntima relação coevolutiva e simbiótica 

entre abelhas e fungos presentes no interior de alguns ninhos, onde estes se localizavam 

principalmente no intestino de abelhas adultas, nas provisões larvais e em várias outras 

porções, fornecendo muitos dos nutrientes necessários na dieta e alimentação dessas 

abelhas. Posterior a isso, muitas pesquisas puderam ser desenvolvidas e descobriu-se a 

partir de testes realizados, que um fungo do gênero Monascus (Ascomycota), o qual é a 

muito tempo usado na indústria alimentícia e para fabricação de corantes, mantinha uma 

estreita relação com abelhas Scaptotrigona depilis (MENEZES et al., 2015).  

No caso entre Zygosaccharomyces sp. e Scaptotrigona a proliferação desse fungo 

ocorre antes do ovo eclodir, crescendo intensivamente até o terceiro dia de 

desenvolvimento larval (PALUDO et al., 2018). assim que sai do ovo a larva da abelha 

come o fungo conforme ele se desenvolve. A partir disso, a possibilidade de que um 

fornecesse ao outro uma espécie de microambiente foi confirmada e os ninhos dessas 

abelhas oferecem condições estáveis adequadas para o desenvolvimento do fungo 

(BARBOSA et al., 2017; MENEZES et al., 2015; ZANELLA & MARTINS, 2003). Essa 

situação é semelhante para espécies de formigas dos gêneros Atta e Acromyrmex 

(Hymenoptera, Formicidae, Attini) os quais realizam a coleta de material vegetal para 

utilizar como substrato no desenvolvimento de fungos que possuem feixes nas 

extremidades de suas hifas, denominados de staphylae, ricos em proteínas necessárias na 

alimentação larval e adulta dessas formigas (BASS & CHERRETT, 1995).  

Em abelhas sem ferrão, o desenvolvimento de cada indivíduo ocorre de maneira 

isolada no interior das células de cria, orientadas verticalmente (KOEDAM & 

IMPERATRIZ-FONSECA, 2012). Estas células são preenchidas a partir do alimento 

larval depositado pelas operárias (VELTHUIS, KOEDAM, & IMPERATRIZ-

FONSECA, 2005). Sobre esse alimento, é realizada a postura do ovo e a célula é fechada 
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com uma tampa constituída de cera (KISTNER, 1982). O fungo então, cresce sobre a 

superfície do alimento larval e em seguida é ingerido pela larva através do movimento de 

sua maxila (de cima para baixo) capaz de cortar o micélio do fungo (MENEZES et al., 

2015). Nesse momento, o fungo proporciona diversos precursores de esteroides 

necessários para o processo de ecdise das larvas, os quais não são produzidos pelo 

organismo das abelhas (PALUDO et al., 2018) 

Após a ingestão do fungo e desenvolvimento larval, a larva constrói um casulo 

(pré-pupa) que reveste a célula de cria internamente, no qual depois de formado, as 

abelhas adultas retiram o cerume que o envolve (MENEZES, 2010). Nessa fase, os favos 

de cria ficam com um tom mais claro e amarelado, e dentro do casulo, a pré-pupa 

metamorfoseia em pupa, e depois emerge o adulto (BEIG, 1971). Posteriormente a 

eclosão da larva, seu desenvolvimento continua com a ingestão do pólen e mel 

provisionado (VENTURIERI, 2008). O tempo total de desenvolvimento de uma abelha, 

da fase de ovo até o momento de eclosão de sua célula, varia muito, de acordo com a 

espécie e o tipo de casta, portanto a proliferação dos filamentos do fungo ocorreria então 

pelo transporte e reciclagem de seu material dentro da colônia, especialmente a cera 

(MENEZES et al., 2015). 

 

5. Metodologia 

A metodologia utilizada para coleta das amostras e isolamento dos fungos foi 

baseada em metodologias descritas por Menezes et al. (2015), Barbosa et al. (2017) e 

Paludo et al. (2018), com adaptações descritas em seguida. 

5.1. Coleta de material 

A coleta foi realizada em cinco ninhos de Scaptotrigona sp. grupo tubiba no “Trilha 

dos Polinizadores” próximo a um fragmento de Caatinga da Universidade Federal Rural 

de Pernambuco, Unidade Acadêmica de Serra Talhada, Serra Talhada, PE. Para tal, o 

ninho foi aberto e as coletas foram feitas utilizando material previamente esterilizado 

(palitos, ponteiras e tubos de Ependorffs®) em 10 células dos discos de cria do ninho e 

enumeradas de 1 a 10. As mesmas foram selecionadas aleatoriamente para garantir a 

representatividade das amostras (Tabela 1). 
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Tabela 01. Enumeração das amostras conforme célula de cria dos três ninhos de 

Scaptotrigona sp. localizados no meliponário da “Trilha dos Polinizadores” da 

UFRPE/UAST. 

No da amostra Célula de cria 

01 

Com larva em desenvolvimento 

(Caracterização 1) 

02 

03 

04 

05 

06 Apenas com alimento larval 

(Caracterização 2) 07 

08 
Com larva desenvolvida 

(Caracterização 3) 
09 

10 

 

Todas as amostras foram transferidas com um micropipetador estéril para tubos tipo  

Ependorffe® e em seguida levadas para análise no laboratório de microbiologia da 

Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade Acadêmica de Serra Talhada, Serra 

Talhada, PE 

5.2. Isolamento dos fungos 

Em laboratório cada uma das amostras foi solubilizada em 0,5 ml de água destilada 

esterilizada, e agitadas em vórtex para homogeneização. De cada amostra, pipetamos 0,1 

ml na superfície dos meios de cultura Agar Sabouraud (SAB), Agar Batata Dextrose 

(BDA) e Agar Batata Dextrose acrescido com 15% de glicose (BDA 15%), espalhadas 

com ajuda de uma alça de Drigalski e incubadas em estufa a 28 ºC por cinco dias. 

5.3. Identificação dos isolados fúngicos 

Os isolados fúngicos foram submetidos à identificação taxonômica por meio de 

análise morfológica. Cada isolado foi repicado para os meios de cultura Agar Batata 

Dextrose (BDA), Agar Extrato de Malte (ME) e Agar Czapek (CZ) em placas de Petri e 

incubados a 28 ºC e a partir do décimo dia de crescimento, foram feitas lâminas das 

amostras e observadas microscopicamente suas estruturas somáticas e reprodutivas. A 

visualização macroscópica também foi feita, levando em consideração características das 

colônias como textura, coloração, produção de pigmentos, produção de exsudatos, etc. A 

identificação foi realizada utilizando literatura específica (BUTTON 1980 & HANLIN 

2000). 

5.4. Caracterização micro e macromorfológica dos isolados 
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Para análise macro e microscópica das colônias foram utilizados os meios de 

culturas Agar Sabouraud (SAB), Agar Batata Dextrose (BDA), Agar Malte (ME), Agar 

Czapek (CZ) e de Agar Sabouraud acrescido de 18% glicose (SAB 18%). Após 7 dias de 

crescimento, foi realizada microscopia em lâmina com observação das microestruturas. 

A caracterização macromorfológica foi feita levando em consideração a textura, 

coloração, produção de pigmentos e produção de exsudato. (CHIVERS, 1915), com 

registro fotográfico 

5.5. Avaliação do crescimento fúngico em alimento larval 

Para avaliar o crescimento de Arcopilus sp. no alimento larval, amostras de 

alimento larval foram coletadas em dois dos ninhos do mesmo meliponário. Os ninhos 

foram abertos e a coleta foi feita utilizando material previamente esterilizado (espátulas 

e placas de Petri). Foram retiradas pequenas porções dos discos de cria e posteriormente 

colocadas em placas de Petri rapidamente levadas ao laboratório. O alimento foi retirado 

em laboratório com o uso de uma pipeta, bem como espremido com auxilio das próprias 

mãos. Após sua obtenção, o mesmo foi esterilizado em cabine com luz ultra-violeta.  

Para avaliação do crescimento fúngico, utilizou-se uma placa multipoços para 

ELISA esterilizada, na qual foram testadas quatro condições, adicionando-se em cada 

poço 200 μl e em triplicatas:  

• Alimento larval (AL); 

• Alimento larval mais água destilada (1:1; v/v) (AA);  

• Água destilada acrescida com 1% de glicose (AG); 

• Caldo Sabouraud (CS).  

Após adição dos substratos citados acima, cada poço recebeu filamentos do micélio 

do “isolado nove” previamente crescido em ME por 7 dias em placas de Petri. Em seguida 

o material foi levado a estufa a temperatura de 30 ºC por 8 dias, durante os quais foi 

observado diariamente o desenvolvimento do fungo e suas características a partir de 

análise.  

5.6. Preservação dos isolados fúngicos 

Inicialmente, os fungos que haviam sido repicados em tubos contendo Agar 

Sabouraud (SAB), foram repassados de volta aos meios de cultura em que haviam sido 

isolados originalmente (SAB, BDA ou BDA 15% de glicose). 
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Os isolados que não cresceram nos meios sólidos mencionados, foram inoculados 

em tubos contendo caldo glicosado (15 ml de água destilada esterilizada com adição de 

1% de glicose). O crescimento foi observado após 10 dias a uma temperatura ambiente 

de 28 ºC. 

5.7. Manutenção dos isolados por criopreservação 

Os 19 isolados foram mantidos a partir do método da criopreservação com algumas 

adaptações baseadas na literatura de WOLFE & BRYANT (2001). Pequenos fragmentos 

das colônias fúngicas foram adicionadas a tubos criogênicos de 1ml esterilizados e em 

seguida preenchidos com uma solução de glicerol a 30%. Posteriormente os tubos foram 

tampados e estão sendo mantidos a uma temperatura de no máximo -70 ºC em um freezer 

do Programa de Pós Graduação em Produção Vegetal da UAST/UFRPE. As amostras 

serão avaliadas posteriormente.  

 

6. Resultados  

6.1. Isolamento, quantificação e identificação dos isolados fúngicos 

Foram observadas um total de 270 Unidades Formadores de Colônias (UFC) de 

fungos nos diferentes meios de cultura utilizados.  

O meio de cultura com maior número de UFC foi o BDA acrescido de 15% de 

glicose, com um total de 129 colônias, seguido pelo Agar Batata Dextrose (BDA) com 

89 colônias e posteriormente o Agar Sabouraud (SAB) com um total de 52 colônias. 

Também foi observado um maior número de UFC isoladas a partir das amostras obtidas 

das células de cria com larva em desenvolvimento (Tabela 2), apesar de terem sido 

analisadas cinco amostras (50% do total) deste tipo de substrato, porém, a amostras 4 e 5 

foram aquelas com maior número de colônias fúngicas, com 63 e 69 UFCs, 

respectivamente. 

Tabela 2. Quantificação das unidades formadoras de colônias (UFC) fúngicas isoladas de 

células de cria de Scaptotrigona tubiba (Smith, 1863) nos três meios de cultura utilizados 

Amostra

s 
Célula de cria Agar SAB 

Agar 

BDA 

Agar BDA 

15% de 

glicose 

Total de 

UFC por 

amostra 

Amostra 

1 

Com larva em 

desenvolvimento 
2 6 29 

37 

Amostra 

2 

Com larva em 

desenvolvimento 
2 4 7 

13 
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Amostra 

3 

Com larva em 

desenvolvimento 
0 3 9 

12 

Amostra 

4 

Com larva em 

desenvolvimento 
25 19 19 

63 

Amostra 

5 

Com larva em 

desenvolvimento 
13 25 31 

69 

Amostra 

6 

Apenas com 

alimento larval  
1 11 9 

21 

Amostra 

7 

Apenas com 

alimento larval 
1 3 8 

12 

Amostra 

8 

Com larva 

desenvolvida 
7 8 3 

18 

Amostra 

9 

Com larva 

desenvolvida 
0 4 9 

13 

Amostra 

10 

Com larva 

desenvolvida 
1 6 5 

12 

Total de 

UFC por 

meio de 

cultivo 

 

52 89 129 270 

 

Entre os isolados foram selecionadas um total de 19 baseando-se em sua 

morfologia, sendo 11 provenientes das células de cria com larvas em desenvolvimento, 

cinco provenientes do alimento larval apenas e quatro do alimento com a larva já 

desenvolvida. Estas colônias foram cultivadas em Agar SAB e preservadas sob 

refrigeração. 

Apenas Arcopilus sp. desenvolveu estruturas de reprodução sexuada, e por estar 

relacionado à amostra da célula de cria com a larva em desenvolvimento, foi selecionado 

para estudos mais detalhados, conforme os itens 6.2 e 6.3. 

Tabela 03. Identificações morfológicas realizadas 

Célula de cria 
Nº do 

isolado 

Meio de 

cultivo de 

isolamento 

Identificação  

 

Características morfológicas 

Com larva em 

desenvolvimento 

 

 

 

 

 

Alimento larval e 

ovo 

1 BDA Fusarium 
Colônia algodonosa e Conídios 

em forma de meia lua 

9 BDA Arcopilus  

Colônia branca, pigmento 

extracelular avermelhado, hifas 

demáceas, setas presença de 

ascostroma do tipo cleistotécio 

com ascos e ascósporos. 

16 
BDA 15% 

de glicose 
Cladosporium 

Colônia demácia, presença de 

fiálides e conídios pigmentados 
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As figuras de 02 a 05 ilustram características macro e microscópicas dos isolados. 

 

 

Figura 02. Fusarium sp. (isolado 1) em meio de cultura BDA (A) Colônia algodonosa (B) Conídios em 

forma de meia lua. Fonte: Autora, 2018. 

 

Figura 03. Fusarium sp. (isolado 1) em meio de cultura CZ. (A) Colônia algodonosa e alaranjada (B) 

Conídios em forma de meia lua. Fonte: Autora, 2018. 

 



29 

 

 

Figura 04. Arcopilus sp. (isolado 9) em meio de cultura ME (A) Colônia branca e pigmento extracelular 

avermelhado, hifas demáceas (B) e setas (C) Presença de ascostroma do tipo cleistotécio (D) Ascos e 

ascósporos. Fonte: Siqueira e Autora, 2018. 

 

 

Figura 05. (A) Cladosporium sp. (isolado 16) em meio de cultura CZ (A) Colônia demácia (B) presença 

de fiálides e conídios pigmentados. Fonte: Siqueira e Autora, 2018. 
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6.2. Macromorfologia e micromorfologia (Arcopilus sp.) 

Após sete dias de crescimento, a cultura de Arcopilus sp. que melhor desenvolveu 

estruturas macro e microscopicamente em BDA (Figura 12), CZ (Figura 13) e ME (Figura 

14), foram selecionadas para observar as estruturas de reprodução. O meio SAB (Figura 

15) mostrou-se menos favorável ao desenvolvimento desse fungo e em SAB 18% de 

glicerol não houve crescimento algum (Figura 16).  

Foi possível observar o micélio vegetativo de coloração branca, bem como o 

pigmento de coloração avermelhada extracelular. O verso da colônia apresentou 

coloração branca e o reverso coloração vermelho escura. 

 

Figura 06. (A) Verso e (B) reverso da colônia de Arcopilus sp. em meio de cultura BDA. 

 

 

Figura 07. (A) Verso e (B) reverso de Arcopilus sp. em meio de cultura CZ. 
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Figura 08. (A) Verso e (B) reverso da colônia de Arcopilus sp. em meio de cultura ME.  

 

 

Figura 09. (A) Verso e (B) reverso da colônia de Arcopilus sp. em meio de cultura SAB.  

 

Figura 10. (A) e (B) Microscopia em lâmina de Arcopilus sp. em meio de cultura ME.  

6.3. Capacidade de crescimento de Arcopilus sp. em diferentes condições 

Observou-se que A. sp. permaneceu em latência durante os dois primeiros dias, não 

havendo crescimento (Figura 11).  
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Figura 11. Segundo dia de monitoramento do crescimento de Arcopilus sp. sob os diferentes tratamentos 

em (A) alimento larval, (B) alimento larval mais água destilada (1:1; v/v), caldo Sabouraud (C) e água 

destilada acrescida com 1% de glicose (D).  

A partir do terceiro dia houve o crescimento inicial do micélio, apresentando 

maior crescimento nos poços com água e menor para os com apenas o alimento larval 

(Figura 12). 

 

Figura 12. Terceiro dia de monitoramento do crescimento de Arcopilus sp. sob os diferentes tratamentos 

em (A) alimento larval, (B) alimento larval mais água destilada (1:1; v/v), caldo Sabouraud (C) e água 

destilada acrescida com 1% de glicose (D).  

 

De modo crescente até o oitavo dia de monitoramento o fungo desenvolveu-se 

melhor e mais rápido no AA, seguido por CS, AG e AL no qual apenas um dos poços 

mostrou desenvolvimento significativo do fungo sob a superfície do substrato. Foi visto 

que no alimento acrescido de água (AA) que o fungo se desenvolveu em todos os poços, 

espalhando-se principalmente a partir de suas bordas, com leves ramificações do micélio 

e produção de pigmento extracelular vermelho (Figura 13). 
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Figura 13. Oitavo dia de monitoramento do crescimento de Arcopilus sp. de (A) a (D) nos poços 1A, 7A, 

2C e 1E contendo (A) alimento larval, (B) alimento larval mais água destilada (1:1; v/v), caldo Sabouraud 

(C) e água destilada acrescida com 1% de glicose (D).  

No restante dos tratamentos, o fungo se espalhou de maneira uniforme, partindo do 

local onde o inóculo foi depositado na placa, sendo que tanto em CS, quanto em AG, 

houve produção de exsudato e pigmento avermelhado no reverso. 

 

7. Discussão  

Os resultados desse estudo revelam que os diferentes estágios larvais de abelhas 

Scaptotrigona sp. interferem nas espécies de fungos filamentosos cultiváveis no alimento 

larval. Vários outros estudos comprovam a existência de fungos filamentosos nos ninhos 

de abelhas-sem-ferrão, como por exemplo em Melipona scutellaris a qual foram obtidas 

várias linhagens de Monascus, não somente nas células de cria, mas também no pólen e 

mel estocados no ninho (BARBOSA et al. 2017; BARBOSA et al., 2018). 

O possível motivo das amostras das células de cria com larva em desenvolvimento 

terem apresentado maior quantidade de colônias possivelmente está associado ao fato de 

que as operárias depositam o alimento larval na célula de cria antes da postura da rainha 

(SERRA, 2016), assim os fungos não tiveram tempo suficiente para se desenvolver no 

alimento recém depositado. A concentração de fungos nas células de cria com larvas 

desenvolvida (8 a 10) foi menor do que em células com larva em desenvolvimento, porém 
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foi maior do que nas células que continham apenas alimento estocado. Isso, pode estar 

relacionado ao consumo de fungos pelas larvas durante seu crescimento. Paludo et al. 

(2018) também observaram maiores taxas de crescimento fúngico durante os três 

primeiros dias do desenvolvimento larval, corroborando os dados obtidos no presente 

estudo. 

O fato do Ágar BDA 15% de glicose ter sido o mais representativo entre as culturas 

in vitro está relacionado a natureza nutritiva do meio que possui uma quantidade 

significativa de açucares simples, de fácil absorção e digestão, provenientes da batata 

(DENARDI et al., 2005). Ficou evidente que a adição de 15% de glicose no meio de 

cultura BDA favoreceu o crescimento de colônias fúngicas, provavelmente porque esta 

concentração de açucares seja similar à encontrada nas células de cria (SILVA et al., 

2017). Meneses et al. (2015) utilizaram Agar Malte para o isolamento de Monascus sp. 

em células de cria de abelhas S. depilis, as quais pertencem ao mesmo gênero relatado 

nesse trabalho. Barbosa et al. (2017) também isolaram várias linhagens do gênero 

Monascus em Melipona scutelaris, entretanto utilizando agar extrato de malte e agar 

dicloran glicerol acrescido em 18% de glicose. Mesmo que Arcopilus sp. não tenha 

apresentado estruturas reprodutivas totalmente desenvolvidas em Agar SAB, o mesmo 

demonstrou um micélio com hifas septadas, que se ramificavam a partir do início da 

formação dos ascos. Sabendo disso, seriam necessários apenas alguns dias para o 

surgimento de outras estruturas de reprodução, como a formação completa do asco com 

os ascósporos, além da produção de pigmento.  

Os isolados encontrados nesse estudo podem ser de fato provenientes da interação 

existente entre a abelha e os fungos que habitam, podendo ser importantes na micobiota 

do ninho. Exemplo disso, temos o Segundo o estudo de Paludo et al. (2018) que 

observaram mais de uma espécie de fungo habitando os ninhos, produzindo naquele 

ambiente os esteroides necessários ao desenvolvimento larval das abelhas. Mesmo 

sabendo da existência desses fungos nas células de cria, faz-se necessárias mais análises, 

que possam de fato definir a relação desses fungos com as abelhas. 

Fusarium e Cladosporium fazem parte do Filo Ascomycota e possuem uma grande 

variedade de espécies de hábito generalista (ESPOSITO & AZEVEDO, 2004). Arcopilus 

sp, é uma espécie pouco comum e ainda não relatada em ninhos de abelhas-sem-ferrão, 

faz parte dos ascomicetos miceliais, sobrevivendo principalmente em locais de 

temperatura adequada e umidade relativa estável, sendo capazes de colonizar vários 
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substratos, degradando a celulose, e produzir uma variedade de metabólitos bioativos 

(WANG et al., 2016).  

Embora Arcopilus sp. tenha apresentado crescimento sob todos os substratos nos 

testes com alimento larval que lhes foram fornecidos, se desenvolveu melhor na presença 

de água, resultando no melhor crescimento. As abelhas-sem-ferrão sempre mantêm os 

níveis de umidade maior no interior do ninho, e as características desse fungo, frente ao 

alimento larval, mostram que quando submetido a grande disponibilidade de água, obtém 

um melhor desempenho em seu crescimento. Isso pode ser atribuído a temperatura e 

umidade existente no ninho, já que internamente a umidade dos ninhos varia entre 50% e 

95%, com média de 82% de umidade relativa e temperatura variando de 21ºC à 33 °C, 

com média de 29 ºC (Carvalho et. al., dados não publicados). No mesmo período a 

umidade do ar foi bem menor (média de 35%), medida a partir de termohigrômetro 

interno a colônia, ou seja, as abelhas mantem a umidade dentro do ninho. 

As características observadas neste gênero também demonstraram importante 

subsídio de informações quanto à produção de exsudato e pigmento avermelhado no 

reverso da placa de Petri (JANECZKO et al., 2009). Porém, isso de fato pode ocorrer 

para espécie, pois suas estruturas tais como, ascocarpo do tipo cleistotécio, contento ascos 

e ascósporos possibilitam esse metabolismo (AGGARWAL, SHARMA & 

KHARBIKAR, 2008). Nestas circunstâncias assemelham-se macromorfologicamente a 

recente descoberta do gênero Monascus realizada por Menezes et al., (2015) em ninhos 

de S. depilis, no qual o fungo também foi cultivado em laboratório e apresentou 

semelhantes estruturas reprodutivas. Vários parâmetros ainda devem ser testados, a fim 

de averiguar a existência dos fungos que podem fazer parte da microbiota dos ninhos de 

abelhas-sem-ferrão e buscar analisar as relações existentes entre as espécies, já que a 

literatura é de certa maneira escarça principalmente para região do semiárido 

pernambucano. 

 

8. Conclusão 

O alimento larval de abelhas Scaptotrigona sp. possui espécies cultiváveis de fungos 

filamentosos. Esse estudo traz informações relevantes sob a ótica da criação de abelhas-

sem-ferrão, buscando um conhecimento necessário a preservação das espécies de fungos 

encontradas no interior de seus ninhos. Os dados apresentados aqui, enfatizam a 
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importância ambiental e taxonômica dos fungos em substratos relacionados a abelhas 

nativas, destacando a ocorrência da espécie Arcopillus sp. em ninhos de Scaptotrigona 

sp. Apesar de ter sido possível o isolamento dos fungos, não é descartada a possibilidade 

dehaver mais espécies, que por ventura não cresceram nos meios de cultivo usados. Desta 

forma, uma investigação mais apurada da população microbiana associada às larvas de 

abelhas-sem-ferrão deve ser feita através de técnicas mais sensíveis como a análise 

metagenômica. 
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