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RESUMO

PALUDO, C. R. Estudo quimico e biolégico de micro-organismos associados a
abelha sem ferrdo Scaptotrigona depilis. 2017. 173f. Tese (Doutorado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Séao
Paulo, Ribeirao Preto, 2017.

Insetos como formigas cortadeiras, cupins e alguns besouros tém sido descritos
como agricultores de fungos mutualistas. No entanto, apenas recentemente esse
fenbmeno foi descrito em abelhas. O objetivo desse trabalho foi estudar os
micro-organismos associados a abelha sem ferrdo Scaptotrigona depilis, a
primeira abelha agricultora descrita. Foram isolados 149 micro-organismos a
partir de diferentes materiais coletados da colbénia, e destes, 28% apresentaram
atividade antimicrobiana frente a patégenos humanos. Os micro-organismos
Bacillus sp. SDLI1, Candida sp. SDCP2, Zygosaccharomyces sp. SDBC30G1 e
Monascus ruber SDCP1, isolados do favo de cria de S. depilis, foram selecionados
para estudo quimico e biolégico. Foi demonstrado que o fungo-alimento de S.
depilis € Zygosaccharomyces sp., que produz grande quantidade de adipossomos.
Os lipideos e esteroides estocados nessas organelas citoplasmaticas podem ajudar
na nutricdo larval, uma vez que Zygosaccharomyces sp. € requerido para o
desenvolvimento das larvas de S. depilis. Em culturas in vitro de ovos dessa abelha,
verificou-se  que  ergosterol depempenha papel semelhante ao de
Zygosaccharomyces sp. para a metamorfose de S. depilis, indicando que esse
mutualista serve como fonte de esteroides para as larvas. Verificou-se que
compostos volateis produzidos por Candida sp. SDCP2 estimulam o crescimento de
Zygosaccharomyces sp. SDBC30G1. Analises revelaram que os compostos volateis
majoritarios produzidos por Candida sp. SDCP2 foram etanol (C1) e alcool isoamilico
(C2), e essas substancias também foram encontradas nas células de cria dessa
abelha. Ja o fungo M. ruber SDCP1 produz lovastatina (M6), um produto natural
reconhecido pela inibicdo da enzima HMG-CoA redutase, essencial para biossintese
de esteroides, e M6 pode modular o desenvolvimento de Zygosaccharomyces sp.
SDBC30G1. Candida sp. SDCP2 estimula a produgdo de monascinol (M2) e
monascina (M3) pelo fungo M. ruber SDCP1 em co-cultura. Monascina (M3) é ativa
frente Candida sp. SDCP2, podendo controlar o crescimento dessa levedura, sendo
a producdo de M3 aumentada em 57 vezes apos sete dias de cocultivo. A
investigacdo quimica de Bacillus sp. SDLI1 revelou que essa bactéria produz sete
surfactinas (B1-B7) e bacillomicina D (B8), que apresentam atividade antifungica. O
cromossomo circular de Bacillus sp. SDLI1 possui oito clursters biossintéticos para a
producao de diferentes classes de antimicrobianos. Bacillus sp. SDLI1 também
produz o fago SDLI1-1, ativo contra Paenibacillus larvae, patdbgeno causador da cria
putrida americana em Apis mellifera. Cultivos de larvas in vitro revelaram que S.
depilis apresenta resisténcia contra os entomopatégenos Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae, sendo que Bacillus sp. SDLI1 pode desempenhar um papel
protetivo para as larvas de S. depilis contra o patdégeno P. larvae. Os resultados
sugerem que o ambiente encontrado nas colonias de S. depilis favorece o
desenvolvimento de uma microbiota especializada. Esses micro-organismos
interagem e beneficiam a abelha hospedeira, estabelecendo relagées de simbiose
que devem ser preservadas para a sobrevivéncia desse polinizador.

Palavras-chave: Microbiota, Fungo mutualista, Cocultura, Simbiose.
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ABSTRACT

PALUDO, C. R. Chemical and biological study of microorganisms associated
with the stingless bee Scaptotrigona depilis. 2017. 173p. Thesis (Doctoral).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Séao
Paulo, Ribeirao Preto, 2017.

Some ants, termites and beetles have established mutualistic relationship with fungi
that they culture for food. However, just recently a fungus agricultural behavior has
been described for bees. The main goal of this study was to investigate the
microbiota associated with the stingless bee Scaptotrigona depilis, the first fungus-
farming bee described. Different materials from S. depilis colony were used to isolate
149 microbial strains, and among these microorganisms, 28% showed antimicrobial
activity against human pathogens. The microorganisms Bacillus sp. SDLI1, Candida
sp. SDCP2, Zygosaccharomyces sp. SDBC30G1 and Monascus ruber SDCP1,
isolated from brood cells of S. depilis, were selected for further studies. Using
different approaches, it was confirmed that Zygosaccharomyces sp. SDBC30G1 is
the fungus required for S. depilis larval development. This fungus accumulates
cytoplasmic lipid droplets that can be a source of sterols and lipids to the larvae.
Using in vitro eggs culturing, it was verified that ergosterol, the major sterol produced
by Zygosaccharomyces sp. SDBC30G1, can stimulates larval metamorphosis,
confirming this yeast as an important sterol source. Co-cultures provided information
about Candida sp. SDCP2 volatile organic compounds (VOCs) production, which
stimulates Zygosaccharomyces sp. SDBC30G1 growth. The majoritarian VOCs
produced by Candida sp. SDCP2 were ethanol (C1) and isoamyl alcohol (C2), which
were also detected in S. depilis brood cells. The fungus M. ruber SDCP1 produces
lovastatin  (M6), an inhibitor of HMG-CoA reductase, which can modulate
Zygosaccharomyces sp. SDBC30G1 pellicle formation and lipids accumulation.
Candida sp. SDCP2 stimulates the production of monascinol (M2) and monascin
(M3) by M. ruber SDCP1 in co-culture. Monascin (M3) is active against Candida sp.
SDCP2 and can control the growth of this yeast, once M3 biosynthesis increased ~
57 folds after seven days of co-culturing. Bacillus sp. SDLI1 produces seven
surfactins (B1-B7) and bacillomycin D (B8) that presented antifungal activity against
pathogenic fungi. This bacterium had its whole-genome sequenced and the circular
chromosome harbors biosynthetic gene clusters to produce eight classes of
antimicrobial compounds. The phage SDLI1-1, which presented activity against
Paenibacillus larvae, a pathogen causative of American Foulbrood Disease, was also
produced by Bacillus sp. SDLI1. S. depilis larvae were resistant against Beauveria
bassiana and Metarhizium anisopliae infections, and Bacillus sp. SDLI1 was capable
to increase larval survival during in vitro culturing with P. larvae. The results suggest
that the environmental conditions found in S. depilis colonies favor the development
of a specialized microbiota. These microorganisms interact and produce beneficial
factors to its host. These stablished symbiotic relationships contribute with the
homeostasis inside the colony and they must be preserved to safeguard S. depilis
survival.

Keywords: Microbiota, Mutualistic fungus, Co-culture, Symbiosis.
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1. Introducao

1.1 A espécie de meliponineo Scaptotrigona depilis

Abelhas sao importantes polinizadores de plantas nativas e cultivadas no
mundo todo. Estima-se que aproximadamente 35% de alimentos de origem vegetal
consumidos pelo homem séo produzidos exclusivamente através da polinizacao feita
por animais, principalmente por abelhas (KLEIN et al., 2007). Nas regides tropicais e
subtropicais do planeta, especialmente na América do Sul e América Central, estao
distribuidas mais de 300 espécies de abelhas sem ferrdo (Hymenoptera, Apidae,
Meliponini), conhecidas dessa forma por apresentarem ferrdo atrofiado ou vestigial,
ou seja, nao funcional (NOGUEIRA-NETO, 1997, KERR et al., 1996). Em territorio
brasileiro ja foram registradas 244 espécies de abelhas sem ferrdo, pertencentes a
29 géneros. Destas, 20% sédo endémicas de regides especificas do Brasil. Outras 89
espécies estdo em processo de descricao (PEDRO, 2014).

As abelhas sem ferrdo (Meliponini), que podem também ser conhecidas como
nativas, indigenas ou meliponineos, sao altamente sociais (MICHENER, 2000). A
eussocialidade caracteriza-se pela divisdo de castas, cuidados com a cria e
sobreposigao de geragdes dentro das colbnias. Nas colénias de meliponineos existe
uma unica rainha (fémea fecundada), que apresenta ovarios bem desenvolvidos e
caracteriza-se pelo abdémen distendido, e é responsavel pela postura de ovos
(Figura 1). As fémeas da colbnia (rainha e operarias) séo diploides, originando-se de
ovos fecundados, enquanto os machos (zangdes) normalmente nascem de ovos néo
fecundados e sao haploides (NOGUEIRA-NETO, 1997).

Figura 1. Exemplar de rainha de Scaptotrigona depilis.



Dentre esses polinizadores, encontra-se a espécie de meliponineo
Scaptotrigona depilis (Figura 2), que ocorre naturalmente em estados brasileiros
como: Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo
(SILVEIRA et al., 2002). Por desenvolver uma estrutura longa e circular na entrada

do ninho, essa abelha sem ferrdo tem o nome popular de “canudo”.

Figura 2. Exemplares de Scaptotrigona depilis na entrada do ninho.

Para formacdo de uma nova rainha, espécies de meliponineos como S.
depilis, que pertencem a tribo Trigonini, constroem células reais (Figura 3). Nesses
casos, a célula de cria destinada a produ¢cado de uma nova rainha é diferenciada das
demais, sendo maior e recebendo maior quantidade de alimento larval (NOGUEIRA-
NETO, 1997).

Figura 3. Célula real de Scaptotrigona depilis (~5,3 mm) comparada com célula de cria para
desenvolvimento de operarias ou zangdes (~3,0 mm).



Os meliponineos apresentam morfologia, biologia e estilos vida muito
variados. Com excecgao de trés espécies carnivoras (Trigona hypogea, T. crassipes
e T. necrophaga), todos os demais meliponineos utilizam pdlen como fonte proteica.
O podlen é transportado em estruturas especializadas presentes nas pernas traseiras,
conhecidas como corbicula (Figura 4) (NOGUEIRA-NETO, 1997). Como fonte de
carboidratos, elas coletam néctar de diferentes fontes florais, e levam para as
colénias. Os materiais coletados sdo armazenados em potes de alimento e
fermentados por micro-organismos para produgéo de polen e mel, que sao utilizados

para alimentagéo da cria e das abelhas adultas (MENEZES et al., 2013).

Figura 4. Abelha forrageira coletando pélen de uma fonte floral e armazenando o alimento em sua
corbicula.

As abelhas apresentam mecanismos para manutencdo da temperatura e
umidade no interior das colénias, o que € essencial para desenvolvimento da cria,
fermentacdo do pdlen e do mel e manutengédo da saude da colénia. Em dias frios, a
liberacdo de calor devido ao metabolismo mais acelerado das abelhas ajuda a
aquecer os ninhos. Em dias quentes, as abelhas levam mais agua para dentro da
colénia e fazem fluxos de ar através da vibracdo de suas asas para diminuicdo da
temperatura. No caso das colbnias de S. depilis, a temperatura interna préxima as
células de cria € mantida na média de 30,53 °C (x 3,1) (VOLLET-NETO, 2010). Além
disso, muitos meliponineos constroem involucros de cerume ao redor das células de

cria para manter a temperatura dessa regido mais controlada (Figura 5).
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Figura 5. Estrutura do interior da col6nia de espécie Scaptotrigona depilis. Pode-se notar os favos de
cria, involucro (lamelas) de cerume que circunda os favos de cria e potes de mel e pdlen.

As abelhas forrageiras de meliponineos coletam material resinoso de plantas
(propolis), que juntamente com secregdes glandulares e cera, produzem o cerume.
Esse material apresenta coloracdo que pode variar do amarelo até marrom escuro, e
é utilizado para construcao de diversas estruturas no interior do ninho, como favos
de cria e potes de polen e mel (Figura 6). No entanto, algumas espécies também
coletam barro e até excrementos de animais para construir diferentes estruturas de
suas colonias (NOGUEIRA-NETO, 1997).

Figura 6. Estruturas construidas por abelhas sem ferrdo da espécie Scaptotrigona depilis utilizando
cerume. A. Células de cria. B. Potes de alimento.

Nao existem trabalhos voltados para o entendimento da ecologia-quimica

envolvendo micro-organismos e a abelha S. depilis. Recentemente, Menezes e



colaboradores (2015) descreveram um fenémeno até entdo desconhecido para a
familia Apidae, que € o consumo de um fungo essencial para a sobrevivéncia da cria
de S. depilis. O fungo, identificado como Monascus sp., € consumido no estagio
larval e cresce visualmente nas células de cria apos a eclosdo dos ovos (Figura 7).
No entanto, a fungcdo desse micro-organismo para as larvas de S. depilis
permaneceu obscura, apesar dos autores sugerirem que o fungo participasse da
defesa das larvas contra patégenos. A presenga e papel de outros micro-organismos

potencialmente simbiontes de S. depilis também continuou inexplorada.

Figura 7. Células de cria abertas para visualizagdo do fungo-alimento das larvas de Scaptotrigona
depilis.

Com o alarmante declinio da populagdo mundial de abelhas, torna-se
evidente a necessidade de estudos envolvendo esses polinizadores e iniciativas
para combate de fatores causadores desse fendbmeno (POTTS et al., 2016; DICKS
et al., 2016). As abelhas sem ferrdo sofrem com desmatamento, com a
intensificagdo da agricultura e uso indiscriminado de agrotoxicos, além da presencga
de abelhas exdticas, como Apis mellifera, em regides tropicais e subtropicais do
planeta (NUNES-SILVA et al.,, 2016). Ainda ndo existem micro-organismos
reconhecidamente patogénicos para abelhas sem ferrdo, principalmente devido a
falta de trabalhos envolvendo essas abelhas. Em contrapartida, alguns micro-
organismos parasitas ja foram bem descritos para outras espécies de abelhas,
principalmente da espécie Apis mellifera, devido ao interesse econémico. Dentre as
espécies entomopatogénicas para A. mellifera estdo fungos Nosema spp. e a
bactéria Paenibacillus larvae (vanENGELSDORP e MEIXNER, 2010). A busca por

Nosematidae (Microsporidia: Apansporoblastina) em colénias de abelhas sem ferrdo



no Brasil mostrou que esses patégenos ndo estavam presentes (NUNES-SILVA et
al., 2016). Isso indica que meliponineos podem ter desenvolvido mecanismos de
defesa contra esses patdgenos e essas formas de defesa podem ser estudadas e
empregadas na protegcao de abelhas suscetiveis.

Muitas pesquisas precisam ser realizadas para o entendimento de interagdes
entre micro-organismos e abelhas. Micro-organismos entomopatogénicos ja
descritos para outros insetos podem ser utilizados em ensaios para verificagado da
capacidade de produgédo de antimicrobianos por linhagens microbianas isoladas de
S. depilis. Estudar quimicamente os micro-organismos associados a abelha S.
depilis e sua colonia, e avaliar a capacidade inibitéria desses isolados frente a
entomopatdégenos, pode facilitar o entendimento da manutengdo da saude da

colbénia e a obtencdo de moléculas com atividade antimicrobiana.

1.2 Ecologia quimica envolvida na relagao entre micro-organismos e insetos

Pouco se conhece sobre a quimica de micro-organismos associados a
insetos. Sao escassos o0s grupos de pesquisa que vém trabalhando para o
esclarecimento das interagbes quimicas envolvidas nas relagdes ecologicas
mantidas por esses seres vivos, porém os resultados ja obtidos s&o animadores e
estimulantes (POULSEN et al., 2011; KROISS, et al., 2010; SCOTT et al., 2008). A
aprovagao do primeiro ICBG (International Cooperative Biodiversity Group), que
estabelece colaboragcdo entre pesquisadores brasileiros e americanos para a
pesquisa de interagdes entre insetos e micro-organismos, demostra a importancia do
entendimento ecoldgico e quimico desses sistemas (PUPO et al., 2016).

Varios trabalhos destacam a diversidade quimica produzida por micro-
organismos simbiontes de insetos e indicios coevolutivos importantes. Em um
estudo com vespas da espécie Philanthus triangulum, foi verificado que as fémeas
dessa espécie mantém uma relacdo de mutualismo com uma actinobactéria do
género Streptomyces. Essa actinobactéria permanece em uma glandula antenal das
vespas e produz os antibiéticos estreptoclorina e oito derivados da piericidina (Figura
8), que protegem os casulos de P. triangulum contra patégenos durante o periodo de
incubacgao (KROISS et al., 2010; KALTENPOTH et al., 2005).
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Figura 8. Estrutura quimica da estreptoclorina (1) e estrutura quimica dos derivados da piericidina (2-
9) (adaptado de KROISS et al., 2010).

Estudando micro-organismos associados ao besouro Dendroctonus frontalis,
Scott e colaboradores (2008) verificaram que algumas linhagens de actinobactérias
produzem um antifungico capaz de proteger o fungo Entomocorticium sp., que é
simbionte desse inseto, contra o fungo Ophiostoma minus, que pode prejudicar a
relacdo mutualistica. Tal estrutura responsavel pela atividade antimicrobiana € um
peréxido de polieno, ndo descrito anteriormente, que foi denominado micangimicina
(10) (Figura 9).
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Figura 9. Estrutura quimica da micangimicina (10) (adaptado de SCOTT et al.,, 2008 e OH et al.,
2009).

De amostras do jardim do fungo-alimento Leucoagaricus gongylophorus,
associado a espécie de formiga cortadeira Atta sexdens rubropilosa, foram isoladas
bactérias do género Burkholderia. Essas bactérias mostraram-se eficazes na
protecdo do fungo L. gongylophorus, uma vez que apresentaram potente atividade
antifungica contra germinacdo de conideos do fungo entomopatogénico Beauveria

bassiana e de outros fungos que ameagam a saude da colbnia, como o fungo



Escovopsis weberi. A atividade antifungica foi seletiva contra os fungos patogénicos,
pois ndo houve prejuizo ao simbionte L. gongylophorus (SANTOS et al., 2004).

No trabalho de Cafaro e Currie (2005), também envolvendo micro-organismos
isolados de formigas, esses autores verificaram que existe um cenario complexo de
mutualismo e parasitismo entre esses seres vivos. Nesse estudo foram isoladas 126
linhagens de actinobactérias envolvidas com os jardins do fungo-alimento de
formigas do género Acromyrmex, Trachymyrmex e Apterostigma. Esses micro-
organismos isolados foram separados em trés grupos morfolégicos distintos, sendo
que cada um desses grupos de actinobactérias era especifico do género de formiga
do qual foi isolado, revelando um processo de coevolugcado importante.

Em outro estudo envolvendo a interagdo entre formigas e micro-organismos,
Little e Currie (2008) verificaram que formigas da espécie Apterostigma pilosum,
quando acometidas por leveduras negras, tém o jardim do fungo-alimento diminuido.
Isso ocorre devido a competicao dessas leveduras pelo alimento das actinobactérias
do género Pseudonocardia, que protegem o fungo simbionte das formigas do ataque
de fungos parasitas.

De trés espécies de cupins, Visser e colaboradores (2012) isolaram 360
actinobactérias e avaliaram a capacidade das mesmas em produzir antifungicos que
poderiam inibir fungos do subgénero Pseudoxylaria. Esses fungos séo prejudiciais a
colonia, uma vez que competem por nutrientes com o fungo Termitomyces, que é
simbionte dos cupins. Foi verificado que a maioria das actinobactérias isoladas
produziram compostos com atividade antifungica, porém em muitos casos houve
inibicdo tanto do fungo parasita Pseudoxylaria como do simbionte Termitomyces. A
producdo de antifungicos poderia ser direcionada para regides especificas do
cupinzeiro e para explicar esses resultados mais estudos devem ser realizados.

Em muitos casos fica evidenciada a possivel transferéncia horizontal de
genes biossintéticos carreados por plasmideos em bactérias associadas a insetos.
Nesses eventos bioldgicos, clusters génicos responsaveis pela biossintese de
produtos naturais antimicrobianos sdo encontrados em bactérias associadas a
diferentes ninhos de formigas (SIT et al., 2015). Embora a variabilidade estrutural
desses produtos naturais possa ser pequena, foi visto que a bactéria simbionte de
uma espécie de formiga é capaz de inibir o crescimento de outras bactérias

invasoras que podem competir pela simbiose com a formiga hospedeira (VAN
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ARNAM et al.,, 2015). Esses dados mostram a complexidade desses sistemas

bioldgicos.

1.3 Estratégias na descoberta de novos agentes antimicrobianos

A resisténcia microbiana aos antibidticos e antifungicos disponiveis na
terapéutica é um evento inevitavel por uma questao evolutiva dos micro-organismos.
Sempre serdo necessarios novos agentes antimicrobianos, apesar do surgimento de
linhagens resistentes ser desacelerado pelo uso adequado dos antimicrobianos
disponiveis atualmente. Abordagens envolvendo a busca de novos nichos
ecologicos para exploragdo de substancias bioativas, o entendimento do papel
ecologico dos antimicrobianos produzidos e a ativagdo de genes silenciados
utilizando diferentes técnicas sao algumas estratégias que podem ser utilizadas para
sanar a necessidade de novos produtos naturais antimicrobianos (KOLTER e van
WEZEL, 2016).

Produtos naturais produzidos por micro-organismos constituem uma fonte
muito importante de antibidticos. Com a grande necessidade de novos agentes
terapéuticos para tratamento de infecgdes, o estudo de micro-organismos pouco
explorados pode acelerar o processo de descoberta de novos antimicrobianos
(GUIMARAES et al., 2010; CLARDY et al., 2009). Praticamente todos os produtos
naturais conhecidos atualmente séo resultado da interagdo entre organismos. Essas
interagdes quimicas resultam em uma grande diversidade metabdlica, sendo que
uma consideravel parte desses produtos naturais podem apresentar
biomacromoléculas especificas como alvos, exibindo atividade relacionada com sua
producao (SCHMIDT, 2008).

Quando se estuda a relagdo de mutualismo entre micro-organismos e insetos,
trabalhos na literatura mostram que bactérias simbiontes sdo capazes de produzir
substancias com atividade antimicrobiana que agem inibindo a proliferagdo de micro-
organismos parasitas (KROISS et al.,, 2010; SCOTT et al., 2008; SANTOS et al.,
2004). Essas substancias quimicas, produzidas na tentativa de combater os micro-
organismos entomopatogénicos, também podem apresentar atividade contra
patdbgenos humanos.

No trabalho de Carr e colaboradores (2012) foram isoladas cinco anguciclinas

a partir da cultura de uma linhagem de Pseudonocardia associada a col6nia de
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formigas da espécie Apterostigma dentigerum (Figura 10). As estruturas 11, 12 e 13
eram inéditas e as substancias 14 e 15 apresentaram atividade contra Bacillus

subtilis e Plasmodium berghei.

15

Figura 10. Estruturas quimicas de anguciclinas isoladas por Carr e colaboradores (2012).

Estudando uma espécie de actinobactéria do género Streptomyces,
associado a vespa Sceliphron caementarium, Oh e colaboradores (2011) isolaram
uma estrutura inédita que denominaram de scelifrolactama (16) (Figura 11). Esse
produto natural apresentou atividade antifungica contra Candida albicans resistente
a anfotericina B. Os autores ressaltam que micro-organismos isolados de insetos

sdo uma fonte promissora e ainda pouco explorada de novos produtos naturais.

Figura 11. Estrutura quimica da scelifrolactama (16) (adaptado de OH et al., 2011).

Recentemente, Van Arnam e colaboradores (2016) descreveram um polieno

estruturalmente similar com os agentes terapéuticos anfotericina B e nistatina, que
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chamaram de selvamicina (17) (Figura 12). Esse novo produto natural foi isolado de
Pseudonocardia sp. associada a uma espécie de formiga do género Apterostigma.
Embora menos ativa frente ao patégeno Candida albicans (concentragao inibitoria
minima, MIC = 23 uM) que o antifungico nistatina A1 (18) (MIC = 1 uM), selvamicina
apresentou melhor solubilidade devido a presenca de um carboidrato adicional em
sua estrutura. Como a solubilidade é um fator limitante para o uso de polienos na
terapéutica, esse composto pode ter vantagens farmacocinéticas que possam

compensar sua menor atividade antifungica.

MeO
OH

Figura 12. Estruturas quimicas da selvamicina (17) e da nistatina A, (18) (adaptado de VAN ARNAM
et al., 2016).

No trabalho de Poulsen e colaboradores (2011), envolvendo isolamento de
micro-organismos das espécies de vespas Sceliphron caementarium e Chalybion
californicum, foram identificados 11 derivados estruturalmente diferentes. Ensaios de

inibicdo em placa de 15 espécies de Streptomyces, selecionadas entre mais de 200
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espécies de actinobactérias isoladas, revelaram a capacidade antimicrobiana de
substancias produzidas por esses micro-organismos.

Sabe-se que muito se perde em termos de producdo de substancias ativas
quando micro-organismos sao cultivados em laboratoério. Muitos genes biossintéticos
estdo silenciados e diferentes estratégias podem ser testadas para a ativagdo dos
mesmos. Trabalhos na literatura mostram que cultivos mistos podem ativar vias
metabdlicas para produgdo de antibidticos que ndo eram detectados em culturas
simples, podendo também aumentar a produgédo do antimicrobiano de interesse, ou
entdo, estimular a producao de derivados desse metabdlito devido a ativacdo de
varias vias biossintéticas (PETTIT, 2009).

Um exemplo, em que a técnica de cocultura estimulou a producdo metabdlica,
foi a combinagcdo do fungo marinho Emericella sp. com a actinobactéria marinha
Salinispora arenicola. O perfil quimico obtido na cultura mista foi muito diferente do
perfil encontrado com a cultura simples, sendo possivel o isolamento de dois novos
depsipeptideos ciclicos, as emericellamidas A e B, quando esses micro-organismos
foram cultivados em conjunto. As emericellamidas A e B mostraram-se ativas contra
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, com MIC de 3,8 e 6,0 uM,
respectivamente (OH et al., 2007). No trabalho de Schroeckh e colaboradores
(2009), foi verificado que a interacdo entre os micélios da actinobactéria
Streptomyces hygroscopicus e do fungo Aspergillus nidulans ativou vias metabdlicas
importantes para a producdo de policetideos fungicos, que antes disso estavam
silenciadas

Utilizando técnicas de cocultura, parte do ambiente natural de competicao por
espaco e alimento € mimetizada, e aumentam-se as chances de ativacéo de clusters
génicos biossintéticos para a produgdo de metabdlitos ativos (PETTIT, 2009; OH et
al., 2007). O estudo de micro-organismos associados a insetos gera informacgdes
importantes sobre os processos de coevolugao das espécies. Além do entendimento
dos processos quimicos envolvidos nas relagdes de parasitismo e mutualismo, esse
tipo de abordagem pode fornecer novos agentes antimicrobianos (CLARDY et al.,
2009). Aliado a isso, o entendimento biolégico e ecoldégico de colbnias de abelhas
sem ferrdo pode ajudar no desenvolvimento de produtos biotecnolégicos e
farmacéuticos para o tratamento de doencas que afetam esses polinizadores, além

de estimular a preservacao desses insetos.
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5. Conclusoes

A abelha sem ferrdo S. depilis esta associada a uma microbiota especializada
que participa do ciclo de vida desse inseto. Nesse trabalho, foram isolados micro-
organismos de diferentes locais da colénia de S. depilis, como estrutura da entrada,
propolis, cerume estrutural e do favo de cria, polen, mel, lixo, alimento larval, e corpo
do inseto na fase larval e adulta. Em um primeiro momento, foi avaliada a
capacidade inibitéria dos 149 isolados frente a diferentes patdégenos, para a
priorizagao de linhagens para investigacdo quimica e bioldgica. Foi verificado que a
maioria dos micro-organismos que apresentaram atividade inibitéria foram isolados
do pdlen. A identificagdo microbiana, feita pelo sequenciamento gendmico de
regides conservadas, mostrou que sete desses isolados pertenciam ao género
Bacillus. A utilizacdo de polen para a preparacao do alimento larval pode contamina-
lo com essa microbiota.

Foi isolada a bactéria Bacillus sp. SDLI1 do trato gastrointestinal de uma larva
de S. depilis e esse micro-organismo mostrou interessante potencial inibitério frente
a patégenos humanos e entomopatdgenos. O sequenciamento do genoma completo
de Bacillus sp. SDLI1, evidenciou que essa bactéria apresenta oito clusters génicos
biossintéticos para a producdo de diferentes classes de antimicrobianos. Com a
investigagdo quimica dessa linhagem bacteriana, foram isolados oito
cicloheptapeptideos com atividade antifungica. Além disso, essa bactéria produz o
fago SDLI1-1, inédito na literatura e capaz de infectar P. larvae, o agente causador
da cria putrida americana. Em cultivos in vitro de larvas, Bacillus sp. SDLI1 mostrou-
se eficaz na protecado de S. depilis contra infeccdo causada por P. larvae ATCC
9545. Esses resultados mostram a capacidade protetiva de Bacillus sp. SDLI1 para
larvas de S. depilis.

Através da utilizacdo de meios de cultura que se assemelham com as
condigdes de osmolaridade encontradas no alimento larval de S. depilis, isolou-se o
fungo osmofilico Zygosaccharomyces sp. SDBC30G1. Com o uso de técnicas
microbiolégicas, biologia molecular e cultivo in vitro de larvas, verificou-se que
Zygosaccharomyces sp. SDBC30G1 é o fungo mutualista de larvas de S. depilis.
Essa informagéo corrige dados puplicados na literatura, em que Monascus sp. foi

apontado como o fungo-alimento das larvas de S. depilis.
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Zygosaccharomyces sp. SDBC30G1 desempenha papel fundamental nas
células de cria de S. depilis, sendo requerido para o desenvolvimento larval. Esse
micro-organismo acumula grande quantidade de LDs em seu citoplasma e pode
servir como fonte de esteroides e lipideos para o inseto em desenvolvimento. Em
cultivos in vitro de larvas, a inoculagdo de Zygosaccharomyces sp. SDBC30G1 foi
substituida por solugdes de ergosterol e colesterol. Nesses experimentos observou-
se que esses esteroides auxiliam a metamorfose larval. Com isso, confirmou-se a
hipétese de que Zygosaccharomyces sp. € uma fonte importante de esteroides para
as larvas possivelmente produzirem ecdisteroides.

M. ruber SDCP1, fungo isolado do cerume presente nas células de cria de S.
depilis, produz lovastatina, um inibidor enzimatico que interfere na via biossintética
de esteroides. Como Zygosaccharomyces sp. SDBC30G1 acumula lipideos e
esteroides em LDs, foi feito cultivo dessa levedura na presenca de lovastatina a 50
Mg/mL. Esse produto natural inteferiu na flotagdo e formagdo de biofilme por
Zygosaccharomyces sp. SDBC30G1 e a analise lipiddbmica mostrou uma diminuicdo
na deteccao de lipideos polares nos LDs. Isso mostra que lovastatina pode ter um
efeito indireto na composicao lipidica de membranas, apesar da concentragao
testada nao ter interferido na deteccéo de um éster de zimosterol.

Zygosaccharomyces sp. SDBC30G1 tem seu crescimento estimulado por
alcoois secretados por Candida sp. SDCP2, levedura também isolada do cerume do
favo de cria de S. depilis. Esses VOCs sao produzidos por Candida sp. SDCP2 em
condicdes laboratoriais e estdo presentes no favo de cria dessa abelha, o que indica
que esse processo ocorre na natureza. A presenca de condicdes favoraveis de
osmolaridade, baixo pH e presengca de compostos volateis estimulatérios no interior
da célula de cria fez com que Zygosaccharomyces sp. SDBC30G1 se estabelecesse
nesse ambiente.

Em cocultura com Candida sp. SDCP2, o fungo filamentoso M. ruber SDCP1
produz maiores quantidades do policetideo monascina, toxico para Candida sp.
SDCP2 na concentragédo de 50 pg/mL. Esses dados sugerem que M. ruber SDCP1
pode controlar o crescimento dessa levedura em cocultura. A utilizagao da técnica
de cultivo misto indicou possiveis fungdes ecolégicas dos micro-organismos
isolados. Utilizando coculturas em meio sélido e liquido, empregando ou nao

membranas semipermeaveis, foi verificada a resposta de diferentes linhagens
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isoladas do favo de cria da abelha, sendo possivel monitorar o estimulo ou inibicdo
de crescimento e biossintese de metabdlitos de interesse.

Em cultivos in vitro de larvas de S. depilis foi observado que os patégenos B.
bassiana e M. anisopliae ndo causam infecgdes significativas para essas larvas.
Provavelmente, mecanismos de controle como baixo pH, alta pressdo osmodtica,
presenca de alcoois no alimento larval podem inibir a proliferacdo e sobrevivéncia
dos patdogenos nesse ambiente. Além disso, a presenga de antimicrobianos
produzidos pela microbiota do podlen (substrado do alimento larval) ou pela
microbiota intestinal da larva podem ajudar na inibicdo desses patdgenos.

De uma forma geral, esse trabalho descreve a interessante associacéo entre
abelha e micro-organismos, investigando mais detalhadamente o primeiro relato de
agricultura no interior de uma colénia de abelha. O pioneirismo na investigagcéo
quimica e biolégica de Bacillus spp., isolado de abelhas, bem como o
sequenciamento genémico da linhagem Bacillus sp. SDLI1, associada a larva de um
meliponineo, também ressalta a contribuicdo do trabalho para a area de insetos
sociais. A verificagdo de relagdes simbidticas entre S. depilis e micro-organismos
isolados do favo de cria contribui para o planejamento de novos estudos envolvendo
abelhas sem ferrdo e destaca a importancia da preservacdo da microbiota associada

a esses polinizadores.
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