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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo realizar a identificacdo dos fungos encontrados na prépolis
produzido por Apis mellifera L. da Baia do Iguape, Brasil. Para tanto, foram utilizadas técnicas
morfoldgicas, bioquimicas e moleculares, sendo averiguado o perfil de restricdo gerado por
espacador interno transcrito (ITS1 e ITS4). O tamanho dos produtos de PCR foi analisado quanto
ao perfil de restricdo obtidos com endonuclease (Hhal, Haelll e Hinfl) por espécie. Foram
identificadas dezesseis espécies de fungos filamentosos: Flavodon flavus, Aspergillus nomius,
Aspergillus versicolor, Cladosporium sp., Coniothyrium sidae, Didymella sp., Paecilomyces
variotii, Cladosporium cladosporioides, Penicillium citrinum, Fusarium incarnatum, Penicillium
chermesinum, Phoma sp., Stagonosporopsis valerianellae, Phoma medicaginis, Paraphoma fimeti
e Stagonosporopsis cucurbitacearum; e seis espécies de leveduras: Candida tropicalis, Candida
guiliermondii, Candida famata, Kodomala ohmeri, Trichosporon asahiu e Cryptococcus laurentii.
Stagonosporopsis cucurbitacearum e leveduras pertencentes ao género Candida foram os
microrganismos de maior ocorréncia nas amostras da propolis provenientes da Baia do lguape,
Brasil.

Palavras-chave: ITS, endonucleases, Stagonosporopsis cucurbitacearum, Candida sp.

ABSTRACT

This study aimed to identify the fungi found in propolis produced by Apis mellifera L. from Baia do
Iguape, Brazil. For this purpose, morphological, biochemical and molecular techniques were used,
and the defined profile generated by an internal transcribed spacer (ITS1 and 1TS4) was
investigated. The size of the PCR products was analyzed for the endonuclease selection profile
(Hhal, Haelll and Hinfl) by type. Sixteen species of filamentous fungi were identified: Flavodon
flavus, Aspergillus nomius, Aspergillus versicolor, Cladosporium sp., Coniothyrium sidae,
Didymella sp., Paecilomyces variotii, Cladosporium cladosporioides, Penicillium citrinum,
Fusarium incarnatum, Penicillium chermesinum, Phoma sp., Stagonosporopsis valerianellae,
Phoma medicaginis, Paraphoma fimeti e Stagonosporopsis cucurbitacearum; and six yeast species:
Candida tropicalis, Candida guiliermondii, Candida famata, Kodomala ohmeri, Trichosporon
asahiu e Cryptococcus laurentii. Stagonosporopsis cucurbitacearum and yeasts belonging to the
Candida genus were the most common microorganisms in propolis from Baia do Iguape, Brazil.

Keywords: ITS, endonucleases, Stagonosporopsis cucurbitacearum, Candida sp.
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1 INTRODUCAO

Os produtos apicolas apresentam compostos quimicos que lhes conferem propriedades
bioldgicas de interesse tanto para as indastrias farmacéuticas quanto de alimentos. A propolis é uma
substancia resinosa coletada pelas abelhas em diversas fontes vegetais, constituida por compostos
quimicos, aminoacidos e substancias inorganicas, despertando interesse para os estudos sobre seu
potencial bioldgico (SIRIPATRAWAN; VITCHAYAKITTI, 2016).

Vaérios estudos relatam as propriedades antimicrobiana, anti-inflamatoria, antioxidante e
antitumoral da prépolis (CHEN et al., 2018; FRANCHIN et al., 2018; SEIBERT et al., 2019;
SANTOS et al., 2019), as quais tém atraido muito a atencdo dos pesquisadores a explorar seu
potencial, principalmente na medicina e industria alimenticia. De fato, estes estudos sdo realizados
nos extratos da propolis, havendo, portanto, caréncia de estudos que evidenciem suas caracteristicas
in natura.

Sabe-se que fungos filamentosos e leveduras sdo microrganismos de grande importancia
ecoldgica e agrondmica, visto que apresentam efeitos econémicos fundamentais para a utilizacéo
em processos biotecnoldgicos, com obtencdo de biomoléculas que apresentem potencial para
aplicacdo em diferentes segmentos industriais (agricola, alimenticia, medicina e farmacéutica)
(RAJA et al., 2017). Além disso, sdo microrganismos amplamente utilizados no controle bioldgico
e processos de biorremediacdo e bioprospec¢do, que podem gerar a descoberta de novas espécies
agronomicamente promissoras (HUMBER et al., 2016).

Em virtude disso, conhecer os fungos presentes na propolis, que podem ser oriundos dos
solos, das plantas, das matérias primas, do processamento e armazenamento, se torna necessario, a
fim de se estabelecer a sua biodiversidade e tipo de relacdo ambiental (ALMUHAYAWI, 2020).
Para isso, a identificacdo € crucial, uma vez que ha uma riqueza de informac6es sobre suas funcdes
associadas a uma correta identificacdo (HOUBRAKEN; SAMSON, 2017).

As caracteristicas morfologicas sdo de fundamental importancia para a identificacdo dos
fungos, relatando aspectos indispensaveis para a realizacdo de uma classificagdo macro e
microscopicas, aléem de definir sobre sua velocidade de crescimento (KIM et al., 2011). O mesmo
ndo ocorre na identificacdo das leveduras, que deve ser realizada, principalmente, por caracteristicas
fisiologicas e/ou moleculares, visto que, sua morfologia ndo é diversificada, dificultando a distin¢do
entre os géneros (STUBIGER et al., 2016; MINAMI et al., 2003).

Com o avanco da biologia, as técnicas moleculares surgiram para possibilitar uma
abordagem complementar e abrangente em relacdo as técnicas convencionais que englobam os
métodos morfoldgicos e bioquimicos, permitindo elucidar caracteristicas da variabilidade genética

e taxondmica das espécies (DAS et al., 2014). Assim, a utilizacdo do espacador interno transcrito
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(ITS) para amplificacéo e sequenciamento do DNA ribossomal, representa uma ferramenta Gtil na
identificacdo de varios grupos de espécies de fungos, auxiliando na inferéncia do potencial
biotecnologico destes microrganismos, pois apresenta vasta descricdo nos bancos de dados publicos
(SCHOCH et al., 2012).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi identificar a microbiota fungica da prépolis in
natura proveniente de Apis mellifera L. da Baia do Iguape, Bahia, Brasil.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 ISOLAMENTO E PRESERVAQAO DOS FUNGOS

As coletas de prdpolis de Apis mellifera foram realizadas mensalmente ao longo de um ano,
em trés apiarios situados no entorno da Baia do Iguape, Bahia, Brasil (12° 45" S; 38° 53" W),
somando 36 amostras. Isolados de fungos filamentosos foram transferidos para placas de Petri
contendo meio Sabouraud Dextrose 50%. Estes isolados foram preservados, em duplicata, pelo
método de Castellani (1963). Para o cultivo dos isolados de leveduras foi utilizado o meio Agar DG-
18 (Dichloran Glycerol) e conservados em agua e glicerol, no freezer.

Apds ativar em meio sélido, os fungos foram agrupados de acordo com suas caracteristicas
macroscopicas, evidenciadas na cor da col6nia (frente e verso), textura da superficie (frente e verso)
e aspecto da borda, condigdes de crescimento e aspectos visiveis do desenvolvimento; e
caracteristicas microscopicas como o comprimento e forma dos conidiéforos, textura e tamanho dos
conidios. Desta forma, dos 97 isolados, foram selecionados dezesseis tipos de fungos filamentosos
e seis tipos de leveduras.

A identificacdo das leveduras foi realizada com o kit APl 20C AUX (BioMérieux). Ap6s
cultivo em meio YEPD durante 48 horas, procedeu-se a preparacdo dos testes conforme indicado
no protocolo do fabricante. Apos preenchimento das clpulas com a suspensao, as galerias foram
incubadas a 27°C e os resultados observados apds 24, 48 e 72 horas de incubacao. Os resultados
foram interpretados de acordo com a turbidez de cada cupula e a identificacdo foi obtida a partir de
um perfil numérico constituido por sete algarismos, a partir da base de dados (V4.0) do programa

apiweb.

2.2 EXTRACAO DO DNA

As extracdes de DNA foram efetuadas em tubos Eppendorf de 1,5 mL. As leveduras foram
cultivadas em 10 ml de meio YPD liquido a 28°C com agitacdo de 180 rpm durante 48 horas. O
volume total foi centrifugado a 4700 rpm durante 10 minutos e ressuspenso em 0,5 ml de agua

ultrapura estéril. O volume foi transferido para um tubo Eppendorf e, novamente, centrifugado

Brazilian Journal of Animal and Environmental Research, Curitiba, v.4, n.4, p. 6369-6385 out./dez.. 2021.



Brazilian Journal of Animal and Environmental Research
ISSN: 2595-573X

6373

durante 5 segundos. Foram adicionados 0,2 ml de solucdo de extracdo de leveduras (2% Triton X -
100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 Mm Tris HCI pH 8,0, 1 mM EDTA) com 0,2 ml de fenol -
cloroférmio e 0,3 g de esferas de vidro (0,5 mm). Foi agitado em vortex durante 5 ciclos de trés
minutos (vortex-gelo).

Apos adicionados 0,2 ml de TE, efetuou-se uma centrifugacdo durante 5 minutos. Em
seguida, a fase aquosa foi transferida para um novo tubo, sendo adicionado 1 ml de etanol 100%, a
mistura ocorreu, manualmente, por inversdo. O material foi centrifugado durante 2 minutos e
ressuspenso em 0, 4 ml de TE pH 8,0. Foi adicionado 30 pug de RNase e incubado durante 5 minutos
a 37 °C. Apos limpeza do RNA, a mistura foi incubada durante 30 minutos em temperatura de -
80°C, adicionado 10 pl de acetato de sodio 4M e 1 ml de etanol 100%. Foi misturado manualmente
por inversao e em seguida centrifugado durante 2 minutos. O precipitado foi lavado com 0,5 ml de
etanol 70%. Por fim, foi ressuspenso em 30 ul de TE.

Para os fungos filamentosos foi utilizada a técnica de extracdo do DNA gendmico com
nitrogénio liquido. Apo6s crescimento em meio BDA durante 6 dias, foi realizada a extracdo dos
micélios. O processo de extracdo consistiu na utilizacdo de uma solucdo de lise: Tris-HCL 200 mM;
EDTA 25 mM; NaCl 250 mM e SDS 0,5 (p/v); seguido de uma desnaturacdo de proteinas com
fenol/cloférmio/alcool-isoamilico (25:24:1) e precipitagdo do DNA por lavagem com etanol (100%
e 70%) a -20°C, sendo o sedimento de DNA posteriormente dissolvido em &gua ultrapura

autoclavada.

2.3 CONDIQOES DA PCR - POLYMERASE CHAIN REACTION

As condigdes de PCR foram: desnaturacéo inicial a 95°C; 35 ciclos de desnaturacéo a 94°C
durante 1 minuto, hibridacdo a 55,5°C durante 2 minutos e extensdo a 72°C durante 2 min; e
extensdo final a 72°C durante 10 minutos, utilizando 100 ng de DNA gendmico, 0,5 mM de cada
iniciador, 10 mM desoxinucledtidos, MgCl> 1,5 mM, 0,3 ul de Taqg polimerase, e tampdo Buffer
(10X).

2.4 QUANTIFICACAO DE DNA
Para a quantificacdo do DNA foi realizada uma leitura a 260 nm em espectrofotometro. Este
método baseia-se na quantidade de radiacdo absorvida pelas bases nucleotidicas constituintes de
DNA, segundo a lei de Lambert -Beer:
A=c.Le
Sendo A - absorvancia da solucéo; ¢ - concentracéo solucgdo; L - percurso 6tico atravessado

pela radiacéo (1 cm); € — absortividade especifica (9,6 x10°uM-1 cm™1).
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As leituras das densidades 6ticas foram efetuadas a dois comprimentos de ondas, 260 nm e
280 nm. Sendo assim, o grau de pureza do DNA foi calculado através da raz&o entre os valores de
absorbancia (Azeo/Azg0). Ap0Os a obtencdo das leituras foram efetuados os célculos baseados na

equacdo descrita acima, obtendo - se a concentracdo final de DNA de 80 ng /ul.

2.5 VISUALIZAQAO E PURIFICAQAO POR GEL DE AGAROSE

A visualizacdo e separacdo dos fragmentos de DNA foram realizadas mediante eletroforese
em gel de agarose (0,8%) p/v. Os geis foram preparados com TAE 1X (Tris acetato 40 mM pH 8.0
e EDTA 1 mM) com greenSafe, durante 40 minutos a uma intensidade de corrente de 80V. Apds a
irradiagéo do gel por ultravioleta visualizou - se o tamanho de intensidade das bandas pretendidas
por comparagdo com o marcador molecular (LKB). As purifica¢fes dos produtos PCR foram feitas

por meio do Ki t comercial PCR Clean - UP System (Promega®).

2.6 PRIMERS E DIGESTAO COM ENZIMAS DE RESTRIGCAO

A regido de interesse foi amplificada utilizando aparelho termociclador UNO Il Biometra®
Thermocycler. Os pares de primers usados para amplificacdo da regido ITS foram ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGAT ATGC-3 ).

Os produtos de PCR (cerca de 0,5 - 1,0 mg) foram digeridos com as enzimas de restri¢cao
endonucleases de Hhal, Haelll e Hinf | (Promega, Madison, Wis), as amostras foram incubadas a
37°C durante 16 horas. Os fragmentos foram separados em 1.5% e 3% de géis de agarose,
respectivamente, com 1 x TAE (Tris-4cido acético-EDTA). A dimensdo dos fragmentos foi
estimada em pares de bases por comparacdo com o marcador de tamanhos de 100 bp Ladder

(Promega) no programa NEBcutter, versdo 2.0.

2.7 CARACTERIZACAO MOLECULAR E ANALISES FILOGENETICAS

As sequenciagdes completas dos nucleotideos foram realizadas no Laboratorio 314 do
servigo de sequenciagdo de DNA, na Universidade de Salamanca (USAL), Salamanca - Espanha.
As sequéncias de nucleotideos foram alinhadas no programa BioEdit (European Bioinformatics
Institute, EBI). A sequéncia final do fragmento foi analisada pelo programa FASTA (PEARSON e
LIPMAN, 1988) disponibilizado na web pelo European Bioinformatics Institute (EBI) e nas bases
de dados da EMBL (European Molecular Biology Laboratory). O alinhamento das sequéncias e a
arvore filogenética foram geradas no programa Mega 7.0 (KUMAR et al., 2016), a construgdo da
arvore seguiu 0 método Neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987) utilizando a técnica da Maxima
Probabilidade Composta (TAMURA et al. 2004).
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Para a analise descritiva das sequéncias utilizou-se o programa DnaSP v.5.1 (LIBRADO,;
ROZAS, 2009) com numero de hapldtipos mitocondriais (h), o indice de diversidade haplotipica

(Hd), diversidade nucleotidica () e diferencas nucleotidicas (k).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme listados na Tabela 1, foram identificadas 16 espécies de fungos filamentosos e 06
espécies de leveduras, isoladas da prépolis (n=36). Os fungos filamentosos estiveram distribuidos
em espécies dos géneros Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Phoma, Stagonosporopsis,
Coniothyrium, Didymella, Flavodon, Fusarium, Paecilomyces e Paraphoma. Relativamente as
leveduras, foram identificadas trés espécies distintas do género Candida, além dos géneros
Kodomala, Trichosporon e Cryptacoccus.

Apbs o alinhamento foi obtida uma matriz de 751pb, com frequéncia nucleotidica média de
Timina = 31,45%, Adenina = 26,74%, Citosina = 20,34% e Guanina = 21.47%. A diversidade
haplotipica (Hd) foi considerada alta, com valor médio de 1,000; a diversidade nucleotidica (r) foi
0,33383 e 0 nimero médio de diferencas nucleotidicas foi (K) 83,79167. Para os testes de
neutralidade o D de Tajima (TAJIMA 1989) apresentou valor de -0,63164 (P > 0,10). O teste de Fu
e Li, valor de -0,31087, estatisticamente n&o significativos (P > 0,10).

Dados obtidos no GenBank a partir das sequéncias nucleotidicas, permitem constatar que a
espécie Stagonosporopsis cucurbitacearum esteve presente em aproximadamente 25% das amostras
analisadas, além de ter sido encontrado em todos os apiarios avaliados. Segundo Stewart et al.
(2015), S. cucurbitacearum (syn. Didymella bryoniae), é um patégeno causador do crestamento
gomoso em hastes e folhas, causando a podriddo negra dos frutos em cucurbitaceas. Trata-se de um
fungo de ocorréncia mundial que infecta varios tipos de cucurbitaceas, incluindo melancia (Citrullus
lanatus), pepino (Cucumis sativus), mamao (Carica papaya) e meldo (Cucumis melo) (STEWART
etal., 2015).

Fatores como estresse devido a escassez de agua e seca, baixa fertilidade das plantas e sua
alta densidade no campo, presenca de ervas daninhas e o aumento da temperatura do ambiente
contribuem para o desenvolvimento dos fungos e consequentemente, das toxinas e metabolitos
(MEHRABAN et al., 2019). Esses fungos, provenientes do meio ambiente, desempenham um papel
importante nos ecossistemas, promovem a fixacdo do carbono, decompdem a matéria-organica e
promovem interacdo com plantas vasculares.

Muitas espécies podem ser utilizadas no biocontrole, e seus metabdlitos secundarios e
enzimas de importancia biotecnoldgica sdo requisitados na medicina e na agricultura (DRESCH et
al., 2019).
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Tabela 1. Resultados obtidos com a sequenciagdo da regido ITS para os fungos filamentosos isolados da propolis
proveniente da Baia do Iguape, Brasil, seguida do tamanho em pares de bases (pb) dos produtos de PCR.

TIPO ESPECIE GenBank pb
1 Flavodon flavus KF856505 531
2 Aspergillus nomius DQ323036 493
3 Aspergillus versicolor KC460863 508
4 Cladosporium sp. HQO006134 646
5 Coniothyrium sidae KF251149 484
6 Didymella sp. DQ092504.1 475
7 Paecilomyces variotii FJ895878 538
8 Cladosporium cladosporioides KR673902 504
9 Penicillium citrinum JF343217 542
10 Fusarium incarnatum AB975330 540
11 Penicillium chermesinum KM405640 525
12 Phoma sp. HQ637319 483
13 Stagonosporopsis valerianellae KP128007 488
14 Phoma medicaginis KF060273 553
15 Paraphoma fimeti KJ701533 548
16 Stagonosporopsis cucurbitacearum KM?246252 482

A quantidade de isolados obtidos dentro de cada espécie dos fungos filamentosos séo
exibidas na Figura 1, onde as especies Phoma medicaginis, Paraphoma fimeti e Phoma sp.
estiveram presentes em quantidades, também, consideraveis (21%). O género Phoma (Pleosporales)
inclui mais de 2000 espécies que estdo agrupadas em nove se¢des, ou seja, Phoma, Heterospora,
Paraphoma, Peyronellaea, Phyllostictoides, Sclerophomella, Plenodomus, Macrospora e Pilosa,
de acordo com suas caracteristicas morfologicas. No Brasil este patdgeno esta bastante relacionado
as manchas das folhas do cafeeiro. A secdo Paraphoma é altamente polifilética dentro da ordem
Pleosporales e inclui os géneros Coniothyrium (Coniothyriaceae), Paraphoma, Setophoma
(haeosphaeriaceae), Pyrenochaeta e Pyrenochaetopsis (Cucurbitariaceae) (CHEN et al., 2015;
GRUYTER et al., 2013; GRUYTER et al., 2010). Os compostos ativos de espécies de Phoma
apresentam grande potencial para a indUstria de alimentos, cosméticos e farmacéuticos (HUSSAIN
etal., 2014).
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Figura 1. Quantidade de isolados obtidos dentro de cada espécie de fungo filamentoso isolado da prépolis proveniente
da Baia do Iguape, Brasil.
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O fungo Cladosporium cladosporioides foi observado em 3.1% dos isolados analisados.
Diversos fungos endofiticos apresentam potencial de sintese para metabdlitos bioativos que podem
ser utilizados como potencial terapéutico na formulacao de novos farmacos antimicrobianos (SETO
et al., 2005). Khan et al. (2016), relatam a acdo antibacteriana de metabdlitos extraidos do
Cladosporium cladosporioides endofiticos da Rauwolfia serpentina no controle da Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus megaterium.

Paecilomyces variotii também ocorreu em 3.1% dos isolados obtidos da propolis.
Pertencente ao Filo Ascomycota, membro da familia Trichocomaceae, pode ser encontrado em
alimentos, no ar, em madeira, e no solo; é um fungo importante, também, na producéo de tanase e
fitase, que sdo enzimas utilizadas para alimentacdo animal. A estirpe de P. variotii, por meio da
fermentacdo em estado solido, é promissora na producao de biodiesel no Brasil, utilizando residuos
da mamona (MADEIRA et al., 2011).

Os géneros Aspergillus e Penicillium somaram 18.52% dos isolados encontrados nas
amostras analisadas. Algumas espécies destes fungos apresentam importancia econdémica por serem
produtores de diversos metabolitos e enzimas de consideravel valor na industria biotecnologica

(HOUBRAKEN et al., 2014), que exercem funcdo biologica benéfica para a industria farmacéutica
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e ambiental, todavia algumas espécies sdo patogénicas. Algumas espécies de Aspergillus tém
potencial para a producdo de aflatoxinas, causando preocupacgdo aos produtores, processadores e
comerciantes, devido as perdas econémicas nos produtos infestados. Aspergillus nomius, foi
constatado em 3.0% das amostras, sendo uma espécie produtora de aflatoxinas, uma substancia
cancerigena e maléfica a saide humana.

Nesse estudo, a ocorréncia do Penicillium citrinum foi de 8.2%, e do Penicillium
chermesinum foi de 3.1%. Por ser um fungo mesofilo P. citrinum ocorre em todo o mundo, sendo
produtor de citrinina, uma micotoxina com acdo nefrotdxica, usualmente utilizada na inibicao do
crescimento de bactérias (HOUBRAKEN et al., 2010).

Na prépolis avaliada, Aspergillus versicolor e Fusarium incarnatum estavam presentes em
4.12 % e 3.1% dos isolados, respectivamente. Estudos sobre a tolerancia a fenol de estirpes fungicas
de Fusarium spp., Aspergillus spp., Penicillium spp. e Graphium spp., relatam que estas
apresentaram elevadas taxas de degradacdo (SANTOS; LINARDI, 2004). Karatay e Donmez
(2014), constataram que A. versicolor pode tolerar altas concentraces de fenol, apresentando
eficiéncia de remocéo de 41.6% em 144 horas de incubacdo, sugerindo que essa espécie, apresenta
potencial para biorremediacao.

Para confirmacdo dos resultados foi realizado o perfil das endonucleases de restricdo Hhal,
Hae Il e Hinfl nas sequencias de nucleotideos obtidas dos fungos filamentosos e conferidos de
acordo com o banco de dados NEBcutter (VINCZE et al., 2003). Os 16 produtos de PCR obtidos
por amplificacdo da sequenciacdo das regibes ITS, apresentaram de 475 a 646 pb, sendo clivados
com as enzimas Hhal, Haelll e Hinfl. Foram considerados os fragmentos com tamanho acima de
100 pb, constatando-se de 2 a 3 clivagens/enzima de restricdo (Tabela 2). A enzima Haelll ndo
clivou os fungos Flavodon flavus, Coniothyrium sidae, Didymella sp., Cladosporium

cladosporioides, Phoma sp., Stagonosporopsis valerianellae e Stagonosporopsis cucurbitacearum.
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Tabela 2. Tamanho dos pares de bases (pb) dos produtos de PCR e os fragmentos de restri¢éo obtidos a partir da analise
5.8S-ITS das espécies e fungos filamentosos isolados da propolis proveniente da Baia do Iguape, Brasil.

Fragmentos de Restricdo

Espécie AP (bp) Hhal Haelll Hinfl

Flavodon flavus 531 416+115 ND 206+177+148
Aspergillus nomius 493 183+183+126 294+199 244+241
Aspergillus versicolor 508 249+177 352+156 273+118+117
Cladosporium sp. 646 293+247+106 398+248 448+353
Coniothyrium sidae 484 241+193 ND 212+147+123
Didymella sp. 475 213+140+104 ND 202+149+124
Paecilomyces variotii 538 295+243 281+162 287+251
Cladosporium cladosporioides 504 263+241 ND 262+242
Penicillium citrinum 542 320+181 252+203 371+171
Fusarium incarnatum 540 263+249 189+161+132 357+183
Penicillium chermesinum 525 182+193+151 351+175 270+256
Phoma sp. 483 241+229 ND 212+149+123
Stagonosporopsis valerianellae 488 239+186 ND 210+156+123
Phoma medicaginis 553 183+172+155 310+243 374+179
Paraphoma fimeti 548 183+172+154 287+262 371+178
Stagonosporopsis

cucurbitacearum 482 239+179 ND 210+149+123

Na Figura 3 sdo relatadas as relagcdes evolutivas, expressas a partir da arvore filogenética
Neighbor-Joining gerada a partir dos dados de sequenciacdo identificados com o auxilio do
GenBank. Os fungos Flavodon flavus e Cladosporium sp. apresentaram se¢des isoladas dos demais,

demonstrando pouca similaridade filogenética entre suas sequéncias nucleotidicas.
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Figura 3. Arvore filogenética deduzida do alinhamento das sequéncias da regido ITS dos fungos filamentosos isolados
da propolis proveniente da Baia do Iguape, Brasil, construida no programa MEGA 7.0 (A histéria evolutiva foi inferida
usando 0 método de Maxima Probabilidade Composta Neighbor-Joining com a soma do comprimento da ramificacdo
= 2.05998283. Codon posicdes incluidas foram 1 + 2 + 3 + Noncoding)
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Didymella sp. e Phoma sp., apresentaram-se em diferentes posi¢des de agrupamento em
relacdo a Phoma medicaginis e Paraphoma fimeti, o que sugere haver diferencas filogenéticas e/ou
evolutivas entre estas espécies. Em 2009, a familia Didymellaceae foi introduzida como tal,
incluindo, o género Didymella e os membros de Phoma relacionados a sua forma assexuada. O
género Phoma apresenta uma grande diversidade de espécies podendo ser encontrado no solo, no
ar, nas plantas e nos animais, inclusive em seres humanos (CHEN et al., 2015).

A identificacdo das leveduras isoladas da prépolis foi efetuada, por meio da analise
bioquimica. Devido a rapidez e ao baixo custo dos kits de identificacdo para leveduras, esse método
é bastante utilizado em diagndsticos clinico, industrial e para controle de qualidade (CARVALHO
et al., 2010).

Para leveduras foi possivel observar a presenca de Candida tropicalis, Candida
guiliermondii, Candida famata, Kodomala ohmeri, Trichosporon asahiu e Cryptococcus laurentii.
Candida é um genéro que pode ser facilmente encontrada no corpo do homem e de animais,
colonizando a pele e mucosas dos tratos digestivo e urinario, bucal e genital, sendo a C. albicans, a
mais ralatada, seguida de C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei (HORN et al., 2009;
PANIZO et al., 2009).
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H& poucos relatos de pesquisas sobre identificacdo de fungos isolados da propolis para
posterior investigacdo como promotores de substancias que possam contribuir para a satide humana
e animal. Uma pesquisa realizada em 2013, relatou a existéncia de vinte e dois isolados, que ap0os
identificacdo foram testados para a producéo de matabolitos antimicrobianos. O autor identificou as
espécies: Alternaria alternata, Aspergillus flavus, Bipolaris hawaiiensis, Fusarium, Lasiodiplodia
theobromae, Penicillium citrinum, Penicillium crustosum, Penicillium janthinellum, Penicillium
purpurogenum, Pestalotiopsis palustris, Tetracoccosporium paxianum e Trichoderma koningii.
Ressaltando que a propolis é uma fonte promissora de fungos, que produzem agentes ativos contra
bactérias particularmente, responsaveis por intoxicacdes alimentares relevantes (SOUZA et al.,
2013).

4 CONCLUSAO

O fungo filamentoso Stagonosporopsis cucurbitacearum e as leveduras pertencentes ao
género Candida foram os microrganismos de maior ocorréncia nas amostras da propolis
provenientes da Baia do Iguape, Brasil.

A diversidade de fungos existentes na propolis remete a importancia de estudos detalhados
quanto ao potencial dessas espécies de microrganismos na producéo de substancias com principios
bioativos benéficos, para incrementar a producdo de metabdlitos de importancia biotecnologica.

Conflitos de Interesse: "Os autores ndo declaram conflito de interesses."
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