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Leveduras vetorizadas por abelhas sem ferrdo em areas de cerrado no estado do
Tocantins, Brasil

RESUMO

Hé evidéncia de interacdo mutualista entre leveduras e abelhas sem ferrdo, em que estas
sdo vetores de leveduras que servem de alimento e modificam produtos do ninho das
abelhas.  Vérios estudos registraram a ocorréncia de  espécies  dos
géneros Candida e Starmerella associadas ao ninho de diferentes meliponineos. Nesse
estudo foram identificadas as espécies de leveduras vetorizadas por Frieseomellita
varia, Scaptorigona  polysticta, Sacaptorigona  postica, Tetragonisca  angustula
angustula, Melipona compressipes manaoensis e Melipona scutellaris em regides e
meliponarios no Cerrado tocantinense, e feita uma analise das caracteristicas funcionais
das leveduras vetorizadas pela abelha Scaptorigona postica. Amostragens foram
realizadas entre os anos de 2006 a 2015 em sistemas de meliponicultura localizados em
quatro municipios do Estado do Tocantins, regido norte do Brasil, sendo espécimes de
abelhas campeiras capturadas na entrada dos ninhos com sacos plasticos e postas para
caminhar em placas contendo meio YMA. Os isolados foram identificados por métodos
moleculares, realizando-se extracdo de DNA, agrupamento por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando o primer EI-1 e sequenciamento do dominio D1/D2 do
gene 26S rDNA utilizando os primers NL-1 e NL-4. As caracteristicas funcionais das
leveduras vetorizadas por S. postica foram mensuradas por testes fisioldgicos e
bioquimicos para as habilidades de assimilar oito compostos de carbono e quatro
alcoois, fermentacdo de glicose, crescimento em meio contendo &cido acético, meio
osmofilico e nas temperaturas 37°C e 40°C. Entre os diferentes meliponineos, foram
identificados 62 espécies de leveduras, classificadas em 18 géneros do filo Ascomycota
e seis do filo Basidiomycota, sendo observado uma maior frequéncia das espécies
Torulaspora delbrueckii, Candida apicola, Pichia membranifaciens, Pichia
kluyveri e Starmerella  meliponinorum,  representando  41% do total de
isolados. Destas, C. apicolae S. meliponinorum sédo frequentes em meliponineos,
enguanto que as outras sdo tipicas de substratos acucarados, mostrando que as abelhas
vetorizam leveduras de seus ambientes de coleta de polén e néctar. Diferencas na
composicao de espécies ocorreram entre Meliponini e Trigonini, mostrando estratégias
diferentes de visitacdo nos substratos contendo leveduras. Ainda, cada abelha vetoriza
uma comunidade tipica de leveduras, o que pode indicar habitos seletivos e diferenciais
de coleta. A andlise das caracteristicas funcionais de 52 linhagens isoladas de S.
postica revelou que em grande parte das leveduras assimilam os carboidratos galactose,
maltose, celobiose e trealose, em quanto que o nuimero de leveduras que assimilam
sacarose, amido, melibiose e xilose foi menor. O etanol foi assimilado por 36,53% das
leveduras, mas acetona, metanol e isopropanol foram pouco frequentes. Grande parte
das leveduras foi fermentadora, osmofilica e resistente ao cido acético, mostrando
adaptacdo a altas concentracdes de agucares e ambiente fermentativo.

Palavras-chave: diversidade de leveduras, meliponineos, mutualismo, vetorizacao



Yeasts vectored by stingless bees in cerrado regions in the state of Tocantins,
Brazil

ABSTRACT

There are evidences for a mutualistic interaction between yeasts and stingless bees, in
which bees vector yeasts that serve as food item or modify the products of the nest.
Various studies report the occurrence of species of the
generea Candida e Starmerella associated with nests of different meliponini. In this
study we identified the yeast species vectored by Frieseomellita varia, Scaptorigona
polysticta, Sacaptorigona  postica, Tetragonisca angustula  angustula, Melipona
compressipes manaoensis and Melipona scutellaris in areas of Cerrado, and we made a
funtional analysis of the yeasts associated with Scaptorigona postica. Sampling was
done between the years 2006 and 2015 in Tocantins State, Northern Brasil, and the
collector bees were captured iin the nest entrance with sterile bags and put to walk on
agar platescontaining YMA. Yeast isolates were identified by molecular methods using
DNA extraction, PCR fingerprinting with primer EI-1 and sequencing of D1/D2 region
of the gene 26S rDNA uing primers NL-1 and NL-4 of representative strains.
Functional characters were tested as carbohydrate assimilation, osmotolerance and acid
tolerance, and resistance to 37°C and 40°C for yeasts isolated from Scaptorigona
postica. Among all stingless bees, 62 yeast species belonging to 18 genera of
Ascomycota and six Basidiomycota were identified, with a higher frequency
ofTorulaspora  delbrueckii, Candida  apicola, Pichia  membranifaciens, Pichia
kluyveri and Starmerella meliponinorum that represented 41% of the strains. Among
these, C. apicola and S. meliponinorum are frequent in stingless bees, and the others are
commonly isolated from sugary substrates, indicating that the bees vector yeasts from
the enviroments where they collect nectar and pollen. Significant differences in the
yeast composition occur between Meliponini and trigonini, indicating different
strategies of visitation in the substrates colonized by yeasts. Also each bee species
carries different yeast communities, indicating a selective and different collecting habit.
Functional characters of 52 yeasts isolated from S. postica revealed that most assimilate
simple sugars galactose, maltose, celobiose, and trealose, bu only ¥ of them assimilate
sucrose and xylosis. Assimilation of starch and mellibiose was uncommon. Ethanol was
assimilated by 36,53% of the yeasts but acetona, metanol and isopropanol were less
frequently assimilated. Most yeasts was fermentative, osmophillic and resistant to acetic
acid which indicates an adaptation to high sugar concentrations and the fermentative
environment.

Key words: meliponines, mutualism, vectorization, yeast diversity



1. Introdugéo

Os microrganismos, insetos e plantas podem participar de um sistema simbiotico
tripartite, podendo ser mediado por qualquer uma das trés partes (Gonzalez, 2014). Uma
exemplificacdo desse sistema sdo as relacbes simbidticas entre leveduras, plantas e
abelhas, em que as abelhas funcionam como vetores de leveduras quando visitam as
plantas para o forrageio de néctar e pdlen e estas parecem ser importante item alimentar,
além de realizarem transformacfes nos produtos do ninho (Morais et al. 2013). As
leveduras sdo fungos unicelulares imoveis que apresentam habilidades para metabolizar
diferentes nutrientes e crescer em condi¢@es ambientais diversas, com ocorréncia ubiqua
em substratos agucarados como flores e frutos, atualmente existem 1.414 espécies de
leveduras catalogadas na ultima edicdo do The Yeast: a taxonomic study, sendo 85
géneros no filo Ascomycota e 63 géneros no filo Basidiomycota (Kurtzman et al.
2011a). Leveduras tém sido isoladas de insetos de diferentes ordens e de substratos
visitados por eles, sendo as leveduras beneficiadas com a dispersdo para ambientes com
disponibilidade de nutrientes, e para 0s insetos sao apontados varios beneficios como a
protecdo contra patdgenos, metabolizacdo de substancias importantes na producédo de
ferormonios, fornecimento de nutrientes requeridos pelos insetos e também um papel na
digestdo de alimentos pela liberacdo de enzimas extracelulares (Lachance et al. 2001;
Yamada et al. 2003; Vega & Dowd, 2005). Interacbes mutualistas entre espécies
especificas de leveduras dos géneros Candida e Starmerella e abelhas sem ferrdo foram
apontadas na literatura (Rosa et al. 2003; Thiago-Calaca, 2011; Morais et al. 2013).

As abelhas sem ferrdo (Hymenoptera: Apidae: Meliponinae), também
conhecidas como nativas, indigenas, corbiculadas e meliponineos, sdo organismos
sociais que ndo apresentam ovopositor funcional para picada e na maioria das espécies
ha presenca de corbicula, uma estrutura com pelos localizada nas tibias das pernas
posteriores (Patricio et al. 2002). Ocorrem nas regides tropicais e subtropicais do
planeta, sendo conhecidas mais de 500 espécies distribuidas em 33 géneros e duas
tribos, a tribo Meliponini que compreende todas as espécies do género Melipona e a
tribo Trigonini que compreendem as espécies dos demais géneros (Kerr et al. 1996;
Camargo & Pedro, 2013; Michener, 2013). No Brasil ocorrem 244 espécies conhecidas
(Pedro, 2014).
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Em substratos visitados por abelhas sem ferrdo, em que séo coletados materiais
para a construcdo do ninho e produgédo de alimento (Michener, 2013), séo relatadas a
ocorréncia de leveduras no polen e néctar das plantas (Herrera et al. 2009; Pozo et al.
2011; Pozo et al. 2012; Herrera et al. 2013; Pozo et al. 2014) e também associadas aos
substratos dentro do ninho como sabora, mel, lixo, propolis, células de cria, larvas, nas
pernas e conteldo estomacal de abelhas adultas (Camargo et al. 1992; Lachance et al.
2001; Rosa et al. 2003; Souza et al. 2009; Thiago-Calaca, 2011; Costa-Neto et al. 2016).

O polen, um componente rico em proteinas, lipidios, agucares, vitaminas e
minerais, é coletado através da corbicula e depositado em discos de cera da colmeia,
sendo transformado em sabora, que é alimento das abelhas nas fases larval e adulta, pela
adicdo de mel, néctar e secrecGes mandibulares (Hebert Jr & Shimanuki, 1978; Gilliam,
1979; Souza et al. 2004). O néctar, um componente rico em carboidratos, proteinas,
lipidios, vitaminas e flavonoides (Herrera et al. 2009), é coletado através do aparelho
bucal e transformado em mel pela agdo de secrecdes glandulares da abelha, como a
enzima invertase que converte acucares complexos em acucares simples. O mel €
composto por 80% de monossacarideos glicose e frutose e 10% de outros carboidratos,
como maltose e rafinose. A concentracdo de acucares no mel varia de 53-73% nas
abelhas meliponas e 51-70% nas trigonas (Carvalho et al. 2005). A propolis é uma
substancia formada por resinas vegetais, cera, compostos volateis, acidos, entre outros
componentes que variam com as espécies vegetais forrageadas e o periodo do ano
(Bankova et al. 1998; Pereira et al. 2002; Menezes, 2005; Torres et al. 2008).

As leveduras que colonizam néctar e pdlen das flores apresentam caracteristicas
funcionais que lhes permitem habitar esse ambiente seletivo, que apresenta altas
concentracdes de carboidratos, sendo em sua maioria glicose, e baixo teor de nitrogénio
(Gilliam, 1979; Herrera et al. 2009; Pozo et al. 2011; Pozo et al. 2012; Herrera et al.
2013; Pozo et al. 2014). As leveduras podem, ainda, modificar a composicdo quimica
do ambiente através da metabolizacdo dos compostos existentes e impor novas
interacdes na comunidade, como por exemplo, a fermentacdo de glicose que tem como
produto o etanol, e a transformacdo de acucares complexos como a sacarose que
tambeém podem ser metabolizados e formar diferentes acidos, como acético, malico
(Park et al. 1996).

As habilidades fisiologicas e bioquimicas de leveduras podem mediar interacdes

entre 0s organismos nos substratos que elas ocorrem, como na relacdo simbiotica
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tripartite planta-microrganismo-inseto (Vega & Dowd, 2005). No néctar, a glicose pode
ser fermentada alterando a temperatura do nectario (Herrera & Pozo, 2010), a
fermentac&o da glicose gera etanol como produto e também substancias &cidas como o
acido acetico (Park et al. 1996) e compostos volateis atraindo polinizadores (Dashko et
al. 2014). As leveduras podem também disponibilizar, no meio, nutrientes néo
sintetizados pela abelha, como aminoécidos, vitamina B e esteroides, e digerir celulose
(Douglas, 2009; 2014). Essas habilidades podem, também, ser uteis na caracterizagdo
do habitat de origem das leveduras e predizer novos habitats, a assimilacdo de sacarose,
por exemplo, que € um elemento presente em abundancia na cana-de-agucar e em menor
quantidade em partes de plantas, indica que as leveduras sdo provenientes de substratos
vegetais com altos teores de carboidratos, assim como outros elementos como a maltose
que € um componente do amido, a celobiose é uma unidade de celulose de plantas, a
melibiose ocorre em exsudatos e nectarios de plantas, trealose € um componente da
hemolinfa de insetos e pdlen de plantas, entre outros (Starmer, 1981; Morais et al.
1994).

Em diferentes microhabitats do ninho de meliponineos, como por exemplo, o
mel e a propolis, espera-se a ocorréncia de leveduras tolerantes a altas concentragoes de
acucares e compostos volateis respectivamente, nos quais estes substratos sdo ricos.
Assim, as caracteristicas fisiologicas e bioquimicas das leveduras vetorizadas pelas
abelhas durante o forrageamento predizem sua persisténcia ou ndo nos diferentes

substratos dentro do ninho e seu potencial carreamento para novas flores.

Uma possivel interacdo mutualista entre leveduras dos géneros Candida e
Starmerella e abelhas sem ferrdo foi evidenciada por Rosa et al. (2003) e Thiago-Calaca
(2001), a partir da frequéncia de ocorréncia das espécies de leveduras entre as abelhas
nativas. O objetivo desse estudo foi analisar espécies de leveduras vetorizadas por
diferentes espécies de abelhas sem ferrdo em quatro regides do estado do Tocantins e
avaliar as caracteristicas funcionais das leveduras vetorizadas pela abelha Scaptotigona

aff. postica em um meliponério localizado no distrito de Taquarugu, Palmas, Tocantins.
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2. Material e Métodos

2.1. Area de estudo e abelhas sem ferrdo amostradas

As amostras utilizadas nesse estudo foram coletadas entre os anos de 2006 e
2015 em sistemas de meliponicultura localizados em éareas de cerrado do Estado do

Tocantins (Figura I).

0 100 200 300 400 km

Figura I. Mapa de localizacdo da area de estudo, evidenciando a posi¢do do estado do
Tocantins no Brasil e as localidades amostradas: 1- Lagoa da Confuséo, 2-Diandpolis,
3- Novo Acordo e 4- Palmas.

A regido de Lagoa da Confusdo estad localizada no sudoeste do estado do
Tocantins a 216 km de Palmas, com 200 m de altitude, sendo uma regido de transi¢édo
entre Cerrado e Floresta Amazonica (Martins et al., 2002; Brito et al., 2006). Nesta

localidade, ndo ha meliponérios, mas sim ninhos em troncos de madeira, recuperados de
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derrubadas florestais. A area de Diandpolis (11°37'40"S 46° 49' 14" W) esta localizado
na regido sudeste do Estado do Tocantins, a aproximadamente 400 km de Palmas com
altitude de 693 m (Zampaulo et al. 2007; IBGE, 2010a). Também aqui ndo héa
meliponarios, mas ninhos em troncos de madeira. Novo Acordo (9°57'45.3"S
47°40'43.2"W) esta localizada na regido leste do estado do Tocantins, a 233 m de
altitude e aproximadamente 180 km de Palmas, com a maior parte da vegetagédo
constituida por formagdes savanicas (cerrado stricto sensu) com manchas de veredas
(Viana, 2015). Nesta localidade, foram visitados dois meliponarios que possuem caixas
racionais e ninhos em troncos de madeira. A area amostral central esta situada na zona
urbana de Taquarucu (10°19'04.4"S 48°09'29.4"W), um distrito do municipio de
Palmas, capital do Tocantins (IBGE, 2010b), que representa uma regido de cerrado
denso em altitude média de 410 m. Neste local, as abelhas sdo criadas em caixas
racionais.

Foram amostradas as abelhas Friseomellita varia (manoel-de-abreu),
Scaptotrigona aff. postica (tubi-bravo), Scaptotrigona polysticta (tubi-manso),
Tetragonisca angustula angustula (jatai), Melipona compressipes manaosensis (jupard)

e Melipona scutellaris (urugu nordestina) (Tabela I).

Tabela I. Distribuicdo das espécies de abelhas sem ferrdo entre os locais amostrados

Abelhas Lagoa da Dianodpolis Novo Palmas

Confusdo Acordo

Frieseomellita varia X
Scaptotrigona aff. postica

Scaptotrigona polysticta

Tetragonisca angustula angustula X

Melipona compressipes manaoensis X

X X X X X X

Melipona scutellaris

2.2. Amostragem

Em cada localidade, foram capturados espécimes de abelhas na entrada dos
ninhos (caixas racionais e em troncos de arvores), no periodo da manha das 9h as 11h.

Para a captura, utilizaram-se sacos plasticos estéreis, de onde as abelhas eram
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transferidas e postas para caminhar individualmente em placas contendo o0 meio YMA
(0,3% de extrato de levedura, 0,3% de extrato de malte, 0,5% peptona, 2% de glicose e
3% de agar) acrescido de 0,04% de cloramfenicol, por 15 minutos (Rosa et al. 2003).

Apo6s documentagdo fotografica da espécie e dos ninhos e libertacdo das abelhas,
no mesmo local de captura, as placas foram levadas para o laboratério e incubadas a
+25°C em estufa tipo B.O.D por um periodo de 7 dias. As coldnias obtidas foram
descritas morfologicamente, purificadas e preservadas em tubo contendo 80% de caldo
GYMP (0,1% extrato de levedura, 0,5% peptona, 1% glicose, 0,02% fosfato de sodio

monobasico) e 20% de glicerol no freezer a -80° C para identificacdo posterior.

As andlises foram realizadas no laboratério de Microbiologia Ambiental e

Biotecnologia da Universidade Federal do Tocantins.

2.3. ldentificacdo molecular das leveduras

Apbs isoladas e purificadas, as estirpes de leveduras foram submetidas ao
processo de extracdo do DNA, agrupamento por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

€ sequenciamento.

A extracdo do DNA das leveduras foi realizada a partir de col6nias puras e
isoladas, crescidas no periodo de 1-2 dias em placas com meio agar Sabouraud (0,5%
extrato de levedura, 1% peptona, 1% glicose e 2% agar). O DNA foi extraido baseado
no protocolo de Valente et al. (1996) com modificacbes. Células de culturas de
leveduras foram suspendidas em microtubo contendo 100uL de tampédo de extracao
(0,15M NaCl/ 50nM Tris-HCI/ 10nM EDTA/ 2% SDS/ [pH=8,0]) e incubadas em
banho maria a 65°C por 30 minutos. O DNA total foi extraido com 200uL de
cloroférmio-alcool isoamilico (centrifugacdo 14000 rpm, 15minutos) e precipitado com
isopropanol (v/v a temperatura ambiente). Apds ficar na bancada por 15 min foi
centrifugado (13000 rpm, 10 min) e em seguida lavado com 200uL de etanol 70%
gelado e centrifugado (13000 rpm, 10 minutos), apds a centrifugacdo o etanol foi
desprezado e o tubo foi mantido em overnight para evaporar o etanol, o DNA foi
suspenso em 50uL de TE (10nM Tris-HCI pH=7,6/ 1nM EDTA [ph=8,0]) e

quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop Thermo 2000.
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Depois de extraido, o0 DNA foi quantificado e diluido até a concentracdo 50ng
para amplificacdo na PCR pelo método fingerprinting utilizando o primer EI-1(5-CTG
GCT TGG TGT ATG-3") (Barros Lopes et al. 1996). Foi preparado um Mix contendo
9,37uL de agua ultrapura, 2,5uL de MgCl12 (25 mM), 1,0 uL de dNTPs (10mM), 5,0uL
de tampdo 10X (100 mM Tris-HCI, pH 8,5, 500 mM KCl), 0,125 pL da enzima Taq
DNA polimerase ¢ 1,0 uLL de DNA (50 ng/ulL) e misturado com 4ul do primer El-1
para reagir no termociclador (PXE 0.2 Thermo Electron Corpotation).

Os produtos da PCR foram analisados pela técnica de eletroforese em gel de
agarose (1% agarose, TBE 0,5x), sendo os pogos preenchidos com 2uL do produto da
PCR, 4uL de Gelred (Biotium, Inc.) e 4uL do tampdo de corrida 1Kb (Promega Corp.,
Madison, WI, USA). A bandas foram visualizadas na luz ultra violeta em
Fotodocumentador (LPIX-EX, Loccus Biotecnologia, Brasil) (Apéndices: Figura V; VI
e VII).

Foi realizado o sequenciamento de um fragmento de DNA mitocondrial (gene
rDNA 26S) do dominio D1/D2 das leveduras agrupadas utilizando para amplificacéo os
primers NL-1 (5’-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3’) e NL-4 (5’-GGT
CCG TGT TTC AAG ACG G-3) (O’Donnell et al.,1993) como descrito por Kurtzman
& Robnett (1998) e Lachance et al. (1999). As etapas de purificacdo e sequenciamento
foi realizado no Laboratorio de Gendmica e Bioinformatica do Instituto de Biociéncias

da Universidade Federal do Par4, utilizando kit de sequenciamento BigDye.

As sequéncias obtidas foram alinhadas e ajustadas usando o programa Geneious
6.1.8 (Kearse et al. 2012), sendo comparadas com as depositadas no programa BLASTn
do banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequencias com
porcentagem de identidade > 99% de pares de bases foram consideradas da mesma
espécie, de acordo com Kurtzman et al. (2011b) acima de 1% de divergéncia a partir de

400 pares de bases as estirpes sao consideradas pertencentes a diferentes espécies.

2.4. Caracterizacao funcional das leveduras

Procurou-se investigar as habilidades fisiologicas e bioquimicas das leveduras

que podem influenciar nas interagdes dentro do ninho, por isso as leveduras foram
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caracterizadas quanto a utilizacdo de diferentes fontes de carbono e a tolerancia para
fatores ambientais limitantes pelo método replica plating (Lederbeg & Lederbeg 1952).
Dentre as habilidades de utilizar recursos, foram realizados teste de fermentacdo da
glicose, metabolizacdo de carboidratos (galactose, maltose, sacarose, celobiose,
melibiose, trealose, amido, xilose etanol, metanol, acetona e isopropanol). Os fatores
limitantes testados foram resisténcia ao acido acético, osmofilia em 50% de glicose e
10% de NaCl, e habilidade de crescimento nas temperaturas a 37°C e 40°C, segundo
Kurtzman et al. (2011c).

2.5. Analises estatisticas

O Calculo da frequéncia das leveduras foi realizado com base na presenca/auséncia
das espécies em cada individuo de abelha amostrado. Cada isolado representou a
presenca da espécie de levedura em um individuo de abelha onde esta espécie foi
detectada, e ndo o numero de células de leveduras presentes no individuo. Frequéncia de
ocorréncia (F,) é o percentual de individuos de abelhas em que a espécie de levedura foi
encontrada, em relagdo ao total de abelhas amostrados (400 abelhas), calculado pela

férmula:

Jo.
Fo = (Zl%)x 100 onde:

ni=frequéncia de ocorréncia da espécie i na abelha j;

N = numero total de abelhas amostradas.

Frequéncia de isolamento (Fis,) € 0 percentual de isolados da espécie de levedura

i em relacdo ao total de isolados de leveduras (1474 isolados), calculado pela férmula:

J .
Fiso = ( %)x 100  onde:

n; = frequéncia de ocorréncia da espécie de levedura i na espécie de abelha j;

T = nlmero total de isolados de leveduras.
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A riqueza esperada [E(S)] de espécies de leveduras em cada espécie de abelha
foi calculada pela técnica de rarefacdo segundo Hurlbert (1971) e Heck et al. (1975),
que calcula o nimero de espécies esperado para uma determinada amostra, utilizando
como amostra padréo a abelha que apresentou 0 menor nimero de isolados, sendo esta
analise feita no software R versdo 3.2.3 (R Core Team, 2015) utilizando o pacote vegan
(Oksanen et al. 2017).

s N - N;
E(S)=Z 1—u

Sl

N , !
onde: — é calculado como ———
n n!(N—-n)!

A equitabilidade, que verifica a distribuicdo do numero de isolados entre as

espécies de leveduras, foi calculada pelo indice de Pielou (J°) (Barros, 2007).

!

_ H'(observado)

H'méaximo

onde H'(maximo) = log S onde S = nimero total de espécies

A diversidade foi mensurada pelos indices Shannon-Wiener (H”), que considera
riqueza e equitabilidade e atribui maior importancia para espécies menos frequentes
(Barros, 2007), e Margalef (d), que atribui maior importancia para espécies diferentes
em cada amostra. As anélises de diversidade e equitabilidade foram realizadas segundo
Legendre & Legendre (1998) no software PAST (Hammer et al. 2001).

O indice de Shannon-Wiener foi calculado segundo a formula:

H = — Zpi (log pi)
Onde pi = valor de importancia; log = base 2 ou10 ou neperiano.
O indice de Margalef foi calculado segundo a formula:
d= (n—1))/InN

Onde n = ndmero de espécies presentes; N = total de individuos encontrados.
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A analise de similaridade foi realizada por meio de um dendograma (UPMG)
pelo método de ligagdo por grupos pareados, empregando os indices de similaridade
Jaccard, a partir de uma matriz de presenca e auséncia (Valentin,1995; Ramette, 2007),

sendo essa analise realizada no PAST.

O compartilhamento de espécies de leveduras entre as abelhas foi visualizado
em diagramas de Venn, sendo as analises feitas no software R, utilizando o pacote
VennDiagram versdo 1.6.17 (Chen & Boutros, 2011).

3. Resultados

3.1. Riqueza e diversidade de leveduras vetorizadas por meliponineos no Cerrado do

Estado do Tocantins

Um total de 61 espécies de leveduras foi identificado das 1.474 linhagens isoladas
das patas de seis espécies de abelhas sem ferrdo, totalizando 400 espécimes (Tabela I1).
As leveduras foram identificadas em 18 géneros do filo Ascomycota (51 espécies) e seis
géneros do filo Basidiomycota (10 espécies). O nimero médio de isolados de leveduras
por espécime de abelha variou entre 5,4 e 2,8 (Tabela Il). Oito espécies ndo tiveram
confirmada sua identificacdo, estando proximas a espécies conhecidas: (Candida
apicola-like, Candida friedrichi-like, Candida magnoliae-like, Candida parapsilosis-
like, Debaryomyces nepalensis-like, Lachancea fermentati-like, Torulaspora
delbrueckii-like e Rodosporidium toruloides-like) com percentual de similaridade entre
82 e 88%, e requerem novos sequenciamentos utilizando novos iniciadores moleculares
para confirmacgdo de sua identidade como pertencentes a estas espécies ou a descricdo

de novas especies.

E reconhecida a forte associacio de leveduras ascomicéticas com insetos, inclusive
abelhas (Morais et al. 1992; Rosa te al. 2003; Lachance, 2014). Leveduras
ascomicéticas sdo descritas por Lachance (2014) como organismos copiotréficos. Elas
assimilam poucas fontes de carbono quando ocorrem em ambientes ricos nestes
compostos. S&o em geral fermentadoras facultativas e podem utilizar-se de uma forma
de crescimento micelial para disperséo local, aléem disso podem liberar compostos

odorificos, atraindo insetos, que facilitam sua dispersdo para outros ambientes
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(Lachance, 2014). Assim, ¢é esperado que insetos em geral, e abelhas particularmente,
vetorizem uma predominancia de leveduras ascomicéticas. Isto porque as abelhas
visitam substratos usualmente ricos em proteina e carboidratos para forrageio, como
polen e nectarios de flores, e frutos carnosos. As leveduras basidiomicéticas, em geral,
dominam substratos como solos, ambientes aquaticos oligotréficos e filoplano vegetal,

que ndo s&o atrativos para o forrageio de abelhas (Lachance, 2014).

Dos 1.474 isolados de leveduras obtidos de 400 espécimes de abelhas, o género
Candida foi o mais comum, representando 33%, seguido de Pichia com 15%,
Torulaspora com 13% e Starmerella com 10%. Os demais géneros apresentaram
frequéncias abaixo de 10% do total de isolados. O género Candida é um género
polifilético e altamente diversificado, considerado um agrupamento artificial de varias
espécies sem ancestralidade comum e ecologias diversas. Como a partir de 2011, apenas
um nome passou a ser aceito para uma espécie fangica, toda a classificagdo das
leveduras est4 sendo reformulada. O género Candida, por exemplo, de 314 espécies em
2011 (Lachance et al. 2011), passara a ter menos de 20 espécies, sendo todas estas
préximas filogeneticamente de C. albicans (Rosa et al. em preparacdo). Assim, sua alta
frequéncia de isolamen to neste trabalho deve-se mais & extensdo atual do género,
englobando espécies pouco relacionadas. J& os géneros Pichia e Starmerella sdo
frequentemente associados a insetos, e em especial a abelhas meliponineos (Rosa et al.
2003; Thiago-Calaca et al. 2011).

As espécies que apresentaram maiores valores de frequéncia de ocorréncia
foram Torulaspora delbrueckii (47% de 400 abelhas), Candida apicola (34%), Pichia
membraniefaciens (31%), P. kluyveri (23%), Starmerella meliponinorum (20%) e S.
bombicola (17%), Debaryomyces nepalensis (13%), Hanseniaspora guilliermondii
(12%) e Candida parapsilosis-like (10%). Além destas, 18 espécies do género Candida
apresentaram frequéncias entre 1 e 9%, enquanto que apenas trés espécies deste género
apresentaram frequéncias abaixo de 1%. Entre as leveduras ascomicéticas de outros
géneros, 16 espécies apresentaram frequéncias acima de 1%, enquanto que outras sete
especies foram raramente (<1%) isoladas. Ja as leveduras basidiomicéticas, seis das dez

espécies identificadas apresentaram frequéncia de ocorréncia entre 1-6%.

A frequéncia de isolamento (Fis,) das espécies de leveduras mostra que poucas
especies podem ser consistentemente associadas as abelhas meliponineos em Cerrado —
apenas nove (14%) das espécies isoladas. A alta frequéncia de leveduras raras — aquelas
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com menos de 1% de isolamento; mostra que o processo de vetorizacdo pelas abelhas
tem um forte componente aleatorio em relacdo as leveduras e pode estar mais
relacionado ao comportamento de forrageio das espécies de abelha, dependendo

fortemente dos substratos visitados.

Em outros estudos, a ocorréncia de leveduras foi relacionada com componentes
do ninho de abelhas sem ferrdo, que sugerem uma relacdo mutualista entre determinadas
espéecies de leveduras e abelhas sem ferrdo. Leveduras do género Candida foram
isoladas do polen estocado em ninhos de abelha piranha (Ptilotrigona lurida), tendo um
suposto papel na desidratacdo, ensilagem do polen e protecdo contra invasao de forideos
(moscas da familia Phoridae), que sdo inimigos naturais de abelhas sem ferrdo
(Camargo et al. 1992; Camargo & Pedro, 2002). Na Costa Rica, Lachance et al. (2001)
isolaram as espécies Candida powellii e Candida tilneyi em abelhas do género Trigona
e flores visitadas por elas. Espécies do género Pichia também foram isoladas de abelhas
sem ferrdo, especialmente as espécies P. kudriavzevii e P. guilliermondii (Thiago-
Calaca, 2011; Saksinchai et al. 2012). O género Starmerella foi descrito em associagédo
com abelhas sem ferrdo por Rosa & Lachance (1998) e as espécies S. meliponinorum,
S.bombicola e S. neotropicalis foram isoladas primeiramente do ninho dessas abelhas
(Rosa & Lachance, 1998; Teixeira et al. 2003; Daniel et al. 2013)

Entre as seis espécies de abelhas meliponineos, quatro pertencem a tribo
Trigona. Nas abelhas desta tribo, foram obtidas 1004 isolados de leveduras, entre os
quais o género Candida se destaca com 28% do total de isolados, seguido de Pichia
(18%), Starmerella e Torulaspora (10% cada espécie), Hanseniaspora e Metschnikowia
(6% cada), Debaryomyces (5%) e Rhodotorula que, apresentando 4% dos isolados, foi o
género basidiomicético mais comum entre as leveduras obtidas de Trigonas. Estes sete
géneros ascomicéticos e o0 género basidiomicético Rhodotorula totalizaram 59% dos
isolados de leveduras obtidos das abelhas trigonas. Entre as espécies de leveduras que
apresentaram o maior numero de isolados em trigonas estdo C. apicola com 13%, T.
delbrueckii (10%), P. kluyveri e P. membraniefaciens (com 9% cada), S. meliponinorum
(6%) e D. nepalensis e H. guilliermondii com 5% cada. As outras 40 espécies

associadas a estas abelhas apresentaram frequéncias menores que 5%.

As leveduras isoladas da especie Frieseomellita varia totalizaram 298 isolados
pertencentes a 18 espécies. Os géneros mais comumente isolados do total de isolados
foram Pichia com 27%, Hanseniaspora com 17%, Candida com 15%, Starmerella
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(14%), Metschnikowia (10%) e Debaryomyces (6%) que totalizam 89% do total de
leveduras isoladas desta espécie de abelha. Dentre as espécies de leveduras isoladas
desta abelha, Hanseniaspora guilliermondii foi a mais comum (17%), seguida de Pichia
membraniefaciens (15%), P. kluyveri (12%), S. bombicola (10%) e C. bombi (8%). Nao
houve isolamento de T. delbrueckii, que foi comum entre as leveduras nas Trigona.
Hanseniaspora guilliermondii foi isolada somente nesta abelha, e ja foi isolada de
frutos, insetos e plantas (Cadez & Smith, 2011) e pode ser associada ao ninho desta
espéecie de meliponineo, por sua alta frequéncia de isolamento. Pichia kluyveri é uma
espécie associada a frutos e outras partes de plantas (Kurtzman, 2011). Starmerella
bombicola é uma espécie isolada de flores e um besouro do género Conotelus (Rosa &
Lachance, 1998). Candida bombi foi isolada de abelhas solitarias e néctar (Lachance et
al. 2011, Pozo et al. 2012). Rosa et al. (2003) isolaram, de cinco espécimes de abelhas
Frieseomelita varia, sete linhagens identificadas como trés espécies de leveduras, sendo

71,42% dos isolados pertencentes a S. meliponinorum.

As leveduras isoladas da abelha Scaptotrigona polysticta totalizaram 250
isolados pertencentes a 19 espécies. Os géneros mais comuns foram Candida com 36%
do total de isolados, Torulaspora (18%) e Starmerella (13%), perfazendo 67% dos
isolados. As espécies mais comuns foram Torulaspora delbrueckii (18%), S.
meliponinorum (13%), C. apicola e C. friedrichii (9% cada), Hyphopichia burtonii (7%)
e P. Kkluyveri (6%). Nado foram isolados representantes de Hanseniaspora e

Debaryomyces nesta abelha.

Entre os 313 isolados pertencentes a 19 espécies de leveduras obtidas em
Scaptotrigona aff postica, o género Candida foi o mais comum, com 36% do total de
isolados, seguido de Torulaspora com 19% e Debaryomyces com 11%. Os géneros
Metschnikowia, Pichia e Starmerella representaram somente 3-4% dos isolados. Entre
as espéecies mais comuns estdo Candida apicola (30%), Torulaspora delbrueckii (19%),
Debaryomyces nepalensis (11%). As leveduras basidiomicéticas isoladas nessa espécie
tiveram frequéncia de 0,3 — 5%. Debaromyces nepalensis foi isolada de abelhas
solitarias, do solo e mucosa de cachorro (Suziki et al. 2011; Pozo et al. 2012). C.
apicola é uma espécie associada com abelhas (Rosa et al. 2003) e T. delbrueckii é uma

espécie isolada do solo e de frutas sendo fermentadoras eficientes (Kurtzman, 2011b).

Foram obtidas 184 isolados pertencentes a 13 espécies na abelha Tetragonisca
angustula angustula. O género mais comum entre os isolados foi Pichia com 42% do
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total, seguido de Candida (20%), Starmerella (11%) e Lachancea (10%). Entre as
espécies, Pichia membraniefaciens (24%), P. kluyveri (17%), Candida apicola (10%),
Lachancea fermentatii (10%) e Starmerella bombicola (9%) foram as mais comuns
entre os isolados. Ndo houve leveduras basidiomicéticas isoladas nesta abelha.
Lachancea fermentati, levedura que foi primeiramente descrita em associacdo a
contaminacéo de sucos de frutas, ocorreu apenas em associacdo com esta abelha, e pode
estar associada a seus ninhos (Lachance & Kurtzman, 2011). Em um estudo realizado
por Rosa et al. (2003), foram isoladas 36 linhagens de leveduras classificadas em 12
especies, em 29 espécimes da abelha Tetragonisca angustula, sendo 62% dos isolados
pertencentes a levedura Starmerella meliponinorum, que no presente estudo foi isolada
em frequéncia menor que 5%, com maior prevaléncia de P. membraniefaciens. Isto
mostra que podem haver diferencas geograficas na vetorizacao, e, portanto, distribuicao
de leveduras pelos meliponineos. Também, podemos apontar a diferenca nas
frequéncias de isolamento das espécies de Starmerella no Cerrado do Estado do
Tocantins, S. bombicola apresentou-se em maior frequéncia de isolamento que S.
meliponinorum, espécie mais frequente nos meliponineos F. varia e T. angustula

angustula no Cerrado de Minas Gerais (Rosa et al., 2003).

Foram obtidas 429 isolados de leveduras em duas especies da tribo Melipona.
Entre estas leveduras, o género Candida foi prevalente com 45% dos isolados, seguido
de Torulaspora com 20% do total de isolados, Debaryomyces com 14%, Starmerella
com 10% e Pichia com 7% de isolados. Estes quatro géneros compdem 96% dos
isolados obtidos destas duas espécies de abelhas. Torulaspora delbrueckii foi a espécie
com maior frequéncia entre os isolados em meliponas (20%), seguida de C. apis (8%),
Debaryomyces melissophilus e P. membraniefaciens (com 7% cada). E notavel que
somente a espécie Cryptococcus laurentii representou os basidiomicetos entre as
leveduras isoladas de meliponas com apenas 0,5% de frequéncia. Somente 23 espécies
de leveduras foram isoladas em meliponas, e géneros frequentemente isolados como
Hanseniaspora, Metchsnikowia entre os ascomicetos e Rhodotorula, entre o0s

basidiomicetos, ndo foram isolados destas abelhas.

Entre os 157 isolados de sete espécies de leveduras isoladas de Melipona
compressipes manoensis, 0 género Candida foi prevalente com 67% do total de
isolados, seguido de Debaryomyces (17%) e Torulaspora (16%). Entre as espéecies mais
comuns entre os isolados, Candida apis (22%), C. parapsilosis-like e Debaryomyces
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robertsiae (com 17% cada), Torulaspora delbrueckii (16%) e C. powellii (15%)
representaram 87% do total. N&o houve isolamento de Pichia e Starmerella, além dos
géneros ja citados. Também, ndo ocorreu o isolamento de leveduras basidiomicéticas
nesta abelha. Candida apis é uma levedura que foi descrita associada a abelhas e seus
ambientes (Lanchance et al. 2011) e C. powellii foi isolada por Lachance et al. (2001)
em abelhas do género Trigona e flores visitadas. Torulaspora é um género ja isolado de
solos, uvas fermentadas, frutos, e sucos de agave, cha, macds, alem da vegetagdo de
mangue, musgos e casca de arvores (Kutzman et al, 2011). D. robertsiae € uma espécie
descrita associada a abelhas (Suzuki et al. 2011). A espécie C. parapsilosis-like difere
de C. parapsilosis com dissimilaridade da regido D1/D2 mapeada de 7%, e representa

provavelmente uma nova espécie.

Foram isoladas 272 leveduras pertencentes a 18 espécies em Melipona
scutellaris. Destas, Candida foi o género mais comumente isolado (33%), seguido de
Torulaspora (22%), Starmerella (17%), Debaryomyces (13%) e Pichia (11%) e
totalizaram 96% do total. As espécies T. delbrueckii (22%), D. mycophilus e P.
membraniefaciens (cada uma com 11%) foram as mais comuns, seguidas de S.
bombicola (9%), S. meliponinorum (8%), C. ambrosiae (7%) e C. etchelsii (6%).
Somente uma levedura basidiomiceética foi isolada nesta abelha: Cryptococcus laurentii,

com menos de 1% do total de isolados.

Novas espécies de leveduras foram descritas em associagdo com meliponineos
nos Ultimos anos. Rosa & Lachance (2005) isolaram a levedura Zygosaccharomyces
machadoi no lixo do ninho de Tetragonisca angustula, e também novas espécies do
género Starmerella foram descritas em associacdo com estas abelhas por Teixeira et al.
(2003) e Daniel et al. (2013).
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Tabela I1. Frequéncia de ocorréncia (Fo) e de isolamento (Fiso) de leveduras vetorizadas por seis espécies de abelhas sem ferrdo em &reas de
Cerrado no Estado do Tocantins, Brasil.

Fo de leveduras em cada espécie de abelhas sem ferrdo

Frieseomellita  Scaptotrigona  Scaptotrigona  Tetragonisca Melipona Melipona Fo Fiso
Espécie de levedura varia polysticta aff. postica angustula  compressipes  scutellaris  Total Total
N=55 N=55 N=110 angustula manaoensis N=75
N=55 N=50

ASCOMYCOTA
Candida ambrosiae 0 0 0 0 0 20 5 1,4
Candida apicola 0 23 93 19 0 1 34 9,2
Candida apicola-like 5 0 0 0 0 6 2,75 0,7
Candida apis 0 0 0 0 34 0 8,5 2,3
Candida batistae 0 0 0 10 0 0 2,5 0,7
Candida bombi 24 0 0 0 0 12 9 2,4
Candida bombiphila 0 0 0 0 0 12 3 0,8
Candida davenportii 0 0 0 0 0 9 2,25 0,6
Candida etchellsii 0 0 13 0 0 16 7,25 2,0
Candida floricola 12 0 0 0 0 0 3 0,8
Candida floris 0 0 0 0 9 0 2,25 0,6
Candida friedrichii 0 24 0 0 0 8 8 2,2
Candida friedrichii-like 3 0 0 0 0 0 0,75 0,2
Candida geochares 0 0 5 0 0 0 1,25 0,3
Candida magnoliae 0 3 0 8 0 0 2,75 0,7
Candida magnoliae-like 0 0 1 0 0 0 0,25 0,1
Candida melibiosica 0 9 0 0 0 0 2,25 0,6
Candida orthopsilosis 0 0 0 0 12 0 3 0,8
Candida parapsilosis 0 0 0 0 0 5 1,25 0,3
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Tabela Il. Cont.

Fo de leveduras em cada espeécie de abelhas sem ferréo

Frieseomellita Scaptotrigona  Scaptotrigona  Tetragonisca Melipona Melipona Fo
Espécie de levedura varia polysticta aff. postica angustula compressipes  scutellaris  Total Fiso
N=55 N=55 N=110 angustula manaoensis N=75
N=55 N=50

Candida parapsilosis-like 0 14 0 0 27 0 10,25 2,8
Candida powelii 0 11 0 0 23 0 8,5 2,3
Candida saitoana 0 7 0 0 0 0 1,75 05
Candida sorbophila 0 0 2 0 0 0 0,5 0,1
Debaryomyces mycophilus 0 0 0 0 0 29 725 20
Debaryomyces nepalensis 17 0 35 0 0 0 13 35
Debaryomyces nepalensis-like 0 0 4 0 0 0 1 0,3
Debaryomyces robertsiae 0 0 0 0 27 7 8,5 2,3
Dipodascus australiensis 0 4 0 0 0 0 1 0,3
Geotrichum candidum 1 0 0 0 0 0 0,25 0.1
Hanseniaspora guilliermondii 50 0 0 0 0 0 125 34
Hanseniaspora uvarum 0 0 2 0 0 0 0,5 0,1
Hanseniaspora osmophila 0 0 0 9 0 0 225 06
Hyphopichia burtonii 0 18 0 10 0 0 7 1,9
Kazachstania lodderae 0 0 0 0 0 3 0,75 19
Kluyveromyces dobzhanskii 0 0 0 0 0 2 0,5 0,2
Lachancea fermentati 0 0 0 19 0 0 475 0,1
Lachancea fermentati-like 3 0 0 0 0 0 0,75 173
Lalaria inositophila 0 3 0 0 0 0 0,75 1.3
Lindnera fabianii 12 0 0 0 0 2 3,5 0,9
Metschnikowia fructicola 18 12 0 0 0 0 7,5 2,0
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Tabela Il. Cont.

Fo de leveduras em cada espeécie de abelhas sem ferréo

Frieseomellita Scaptotrigona  Scaptotrigona  Tetragonisca Melipona Melipona Fo
Espécie de levedura varia polysticta aff. postica angustula ~ compressipes  scutellaris  Total Fiso
N=55 N=55 N=110 angustula manaoensis N=75
N=55 N=50

Metschnikowia gruessii 14 0 10 2 0 0 6,5 1,8
Metschnikowia koreensis 0 0 0 6 0 0 1,5 0,4
Pichia kluyveri 35 15 11 32 0 0 23,25 6,3
Pichia membranifaciens 46 0 2 45 0 31 31 8,4
Starmerella bombicola 29 0 0 15 0 26 175 47
Starmerella meliponinorum 12 32 10 6 0 21 20,25 55
Torulaspora delbrueckii 0 45 60 0 25 60 475 129
Torulaspora delbrueckii-like 0 5 0 0 0 0 1,25 0,3
Wickerhamiella domercgia 6 0 0 0 0 0 1,5 0,4
Wickerhamomyces anomalus 0 0 0 3 0 0 0,75 0,2
Wickerhamomyces pijperi 0 9 0 0 0 0 2,25 0,6
BASIDIOMYCOTA
Cryptococcus bhutanensis 3 0 7 0 0 0 2,5 0,7
Cryptococcus laurentii 0 0 3 0 0 2 1,25 0,3
Cyrenella elegans 0 0 2 0 0 0 0,5 0,1
Hannaella zeae 0 0 1 0 0 0 0,25 0.1
Kwoniella mangroviensis 0 0 1 0 0 0 025 01
Rhodosporidium toruloides-like 0 2 0 0 0 0 0,5 0,1
Rhodotorula aurantiaca 0 4 10 0 0 0 3,5 0,9
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Tabela Il. Cont.

Fo de leveduras em cada espeécie de abelhas sem ferréo

Frieseomellita Scaptotrigona  Scaptotrigona  Tetragonisca Melipona Melipona Fo
Espeécie de levedura varia polysticta aff. postica angustula compressipes  scutellaris  Total Fiso
N=55 N=55 N=110 angustula manaoensis N=75
N=55 N=50
Rhodotorula dairensis 0 10 13 0 0 0 575 16
Rhodotorula mucilaginosa 0 0 12 0 0 0 3 0,8
Trichosporon asahii 8 0 16 0 0 0 6 1,6
Total de isolados 298 250 313 184 157 272
Riqueza de espécies (S) 18 19 21 13 7 19
Riqueza esperada (Sy) 17,7 18,7 19,2 12,9 7 17,9
Numero médio de isolados por 54 4,5 2,4 3,3 3,1 3,6

individuo (abelha)
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3.2. Vetorizacdo de leveduras por meliponineos no Cerrado do Estado do Tocantins

As leveduras mais frequentes correspondem aquelas que foram detectadas em
um maior ndmero de individuos de abelhas. Assim, Torulaspora delbrueckii foi a
levedura mais frequente, isolada em 47,5% das 400 abelhas amostradas neste estudo.
Além desta levedura, outras oito espécies apresentaram frequéncias de ocorréncia
maiores que 10%: C. apicola, isolada em 34% das abelhas, Pichia membraniefaciens
(31%), P. kluyveri, isolada em 23%, S. meliponinorum (em 20% das abelhas), S.
bombicola (17%), Debaryomyces nepalensis (13%), H. guilliermondii (12% das
abelhas) e C. parapsilosis-like (F0=10,2%) (Tabela II). Portanto, 52 espécies foram
isoladas com frequéncia abaixo de 10% das abelhas amostradas.

Esta F, elevada para T. delbrueckii indica uma possivel associagdo entre esta
levedura e as abelhas amostradas no cerrado. Starmerella meliponinorum néo esteve
entre as espécies mais comuns da comunidade. No entanto, ela foi frequentemente
vetorizada pelas abelhas, o que pode indicar forte associagdo com seus ninhos, apesar de
sua participacdo na comunidade de leveduras ter menor representatividade numérica.
Como mostra a Tabela I, sua vetorizacdo foi feita por todas as abelhas, exceto
Melipona compressipes manaoensis; e ela foi frequentemente vetorizada por abelhas S.
polysticta e M. scutellaris. Isto demonstra que a composi¢do percentual da comunidade
de leveduras ndo é indicativo unico da importancia das espécies, mas também ¢é
importante considerar-se a frequéncia F, com que cada espécie & encontrada na

associacdo, neste caso com as abelhas.

A alta percentagem de espécies incidentais (que ocorreram em associagcdo com
menos de 10% das abelhas) parece indicar que, durante a visitacdo, as abelhas carreiam
mecanicamente as células de leveduras, e esta vetorizacdo ocasional ndo indica que tais
espécies sejam habitantes dos locais de forrageio e provavelmente ndo sdo mutualistas
com as abelhas, ou seus ninhos. Somente as leveduras que apresentaram alta frequéncia
de ocorréncia — ou seja, foram consistentemente isoladas dos individuos amostrados
podem ser hipoteticamente mutualistas das abelhas. Estas espécies podem
possivelmente produzir substancias volateis que atraem abelhas, como comprovado na
relacdo entre algumas espécies de Drosophila e leveduras (Becher et al., 2012; Hamby
et al., 2012), e promover a visitagdo dos substratos que colonizam, assim aumentando as

suas chances de serem vetorizadas pela abelha; e podem mesmo serem carreadas para 0s
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ninhos e colonizarem compartimentos nesses. Uma investigacdo das comunidades de

leveduras em ninhos dessas abelhas poderd comprovar esta hipétese.

A riqueza esperada (Sy) de espécies de leveduras em cada abelha, calculada pela
técnica de rarefacgdo, foi similar a riqueza encontrada (S), mostrando que provavelmente
alcangou-se suficiéncia amostral. A abelha M. compressipes manaoensis apresentou um
menor valor de riqueza observada de espécies de leveduras em relacdo as demais
abelhas. Isto sugere que esta abelha apresenta um espectro limitado de ambientes de
visitacdo, pela baixa riqueza de leveduras, mas ndo possui seletividade por uma destas

espécies de leveduras.

A comunidade de leveduras mostrou equitabilidade relativamente elevada
(Tabela 111). Esta variou de 0,96 para a comunidade de leveduras associada a M.
compresipes manaoensis até 0,75 para a comunidade associada a S. aff. postica. O
menor valor de J° em S. aff. postica, que apresentou a maior riqueza observada de
espécies de leveduras, pode ser devido a alta frequéncia de vetorizacdo (Fo) de duas das
19 espécies de leveduras (T. delbrueckii e S. meliponinorum) sugerindo um
comportamento de forrageio seletivo em relacdo as leveduras, e diversificado em
relacdo aos substratos visitados, nesta espécie de abelha, no ambiente de cerrado. Ou
seja, S. aff. postica pode ser atraida diferencialmente pelos compostos volateis
produzidos por T. delbrueckii e S. meliponinorum, que sdo duas leveduras
fermentadoras de maltose e xilose, produzindo etanol e xilitol. Ja& M. compressipes
manaoensis apresentou baixa riqueza, mas a maioria das espécies de leveduras foi
frequentemente vetorizada: cinco entre sete espécies isoladas foram vetorizadas por
mais de 40% das abelhas. Isto pode indicar que esta abelha visita poucos substratos,
mas ndo tem mais atragdo por uma levedura em detrimento das outras colonizando tais

substratos.
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Tabela Il1. Diversidade de espécies de leveduras vetorizadas por abelhas sem ferrdo em
areas de cerrado do estado do Tocantins, Brasil.

Abelha sem ferréo J d H’
Frieseomelita varia 0,8774 2,984 2,536
Scaptotrigona polysticta 0,8975 3,26 2,643
Scaptotrigona aff. postica 0,7592 3,655 2,347
Tetragonisca angustula angustula 0,8819 2,301 2,262
Melipona compressipes manaoensis 0,9616 1,187 1,871
Melipona scutellaris 0,8568 3,211 2,523

J’= indice de equitabilidade de Pielou, d = indice de diversidade Margalef, H’= indice
de diversidade Shannon-Winer.

A diversidade calculada pelo indice de Shannon-Winer (H’) foi maior em S.
polysticta, e menor em M. compressipes manaoensis. A abelha Scaptotrigona polysticta
vetorizou com frequéncia acima de 50% apenas duas espécies de leveduras, e cinco
outras espécies foram vetorizadas por 25 a 50% das abelhas, enquanto que doze
espécies foram raramente vetorizadas — e provavelmente representam a microbiota de
substratos raramente visitados. J& M. compressipes manaoensis vetorizou apenas sete
espécies de leveduras, das quais apenas duas foram raramente vetorizadas: C.
orthopsilosis foi vetorizada por 12 abelhas, e C. floris por nove entre 50 abelhas
amostradas. Isto demonstra que este indice de diversidade é fortemente influenciado
pela presenca de espécies raras na amostra, e a diferenca entre as duas espécies de
abelhas provavelmente reside nas diferencas de comportamento de forrageio, sendo que

S. polysticta possui espectro mais amplo de visitacdo que M. compressipes manaoensis.

A diversidade calculada pelo indice de Margalef (d) foi maior em S. aff. postica,
que apresentou a maior riqueza especifica; e menor em M. compressipes manaoensis,

que teve a mais baixa riqueza de espécies.

A composicdo de espécie de leveduras vetorizadas foi bastante distinta entre os
meliponineos. Nenhuma espécie de levedura foi isolada em todas as espécies de
abelhas, somente S. meliponinorum foi isolada de cinco abelhas (ausente em M.
compressipes manaoensis); e somente quatro espécies de leveduras entre 61 foram
isoladas de quatro entre as seis espécies de abelhas: C. apicola, P. kluyveri, P.

membraniefaciens e T. delbrueckii. O numero de espécies compartilhadas foi menor que
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0 numero de espécies exclusivas: das 61 espécies de leveduras identificadas apenas 28
foram compartilhadas por duas ou mais espécies de abelhas. Apenas dez espécies de
leveduras foram compartilhadas entre Trigonas e Meliponas: C. apicola, C. apicola-
like, C. bombi, C. etchelsii, C. friedrichii, C. parapsilosis-like, C. powelli, S.
meliponinorum, T. delbrueckii e Cryptococcus laurentii. Destas, as espécies C. apicola,
S. meliponinorum e T. delbrueckii foram frequentes, e podem estar associadas a abelhas
meliponineos, como ja reportado em estudos anteriores de Rosa et al. (2003) e Thiago
Calaca et al. (2013). Ja as outras sete especies podem ser comuns em substratos

visitados.

O diagrama de Venn apresentado na Figura Il representa o compartilhamento de
espécies de leveduras pelas quatro espécies de abelhas trigonas, Frieseomelita varia,
Scaptotrigona polysticta, Scaptotrigona aff. postica e Tetragonisca angustula
angustula. As trigonas vetorizaram, em comum, duas espécies de leveduras: P. kluyveri
e S. meliponinorum, o que indica que estas espécies podem estar associadas aos ninhos
de abelhas trigonas, e estas abelhas sdo importantes vetores destas espécies. Pichia
kluyveri s é vetorizada por abelhas trigonas, e ndo foi encontrada nas meliponas, neste

estudo.

A abelha S. aff. postica apresentou 11 espécies ndo compartilhadas com
quaisquer outras abelhas; S. polysticta apresentou dez espécies ndo compartilhadas; F.
varia vetorizou nove espécies ndo compartilhadas e T. angustula angustula apresentou

cinco espécies ndo compartilhadas com outras trigonas.

S. polysticta (Ab2 no diagrama) compartilha seis espécies com S. aff. postica
(Ab3), Candida apicola que é compartilhada (também com T. angustula angustula), P.
kluyveri e S. meliponinorum que sdo comuns a todas as trigonas e T. delbrueckii, R.
aurantiaca e R. dairensis que sdo compartilhadas unicamente pelas duas abelhas.
Frieseomelita varia (Abl) e S. polysticta (Ab2) apresentaram compartilhamento de trés
espécies entre si, P. kluyveri, S. meliponinorum, comuns a todas as trigonas, e
Metschnikowia fruticola. Scaptotrigona aff. postica (Ab3) compartilhou cinco espécies
de leveduras com T. angustula angustula (Ab4), C. apicola (também compartilhada
com S. polysticta), M. gruessii e P. membraniefaciens (também compartilhadas com F.
varia), P. kluyveri e S. meliponinorum, que sdo comuns as trigonas, mas ndo houve
levedura comum a somente estas duas abelhas. F. varia (Abl) compartilhou cinco
espécies de leveduras com S. aff. postica (Ab3), D. nepalensis e Cryptococcus
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buthanensis, comuns somente a estas duas abelhas, P. membraniefaciens
(compartilhada com T. angustula angustula), P. kluyveri e S. meliponinorum, comuns as
trigona, e quatro espécies com T. angustula angustula (Ab4) mas nenhuma comum

somente as duas abelhas.

Ab3 " Ab4

Figura Il. Diagrama de Venn com o numero de espécies de leveduras compartilhadas e
exclusivas entre abelhas trigonas em areas de cerrado no Estado do Tocantins, Brasil.
Abl= Friseomelita varia, Ab2=Scaptotrigona polysticta, Ab3=Scaptotrigona aff.
postica, Ab4=Tetragonisca angustula angustula

O baixo nuimero de espécies compartilhadas indica segregacdo de locais de
forrageio, sendo que as espécies comuns a todas as abelhas trigonas sdao
reconhecidamente associadas a meliponineos por outros estudos, no caso de S.
meliponinorum, ou copiotréficas de sucesso, no caso de P. kluyveri que é uma

competidora eficaz em ambientes fermentativos.

A figura Il apresenta o compartilhamento de espécies de leveduras entre as
abelhas meliponas. Como a tabela Il mostrou, estas abelhas vetorizaram 24 espécies de
leveduras, sendo somente uma espécie — Cryptococcus laurentii — basidiomicética.
Entre estas 24 espécies, foram comuns a ambas somente Debaryomyces robertsiae e
Torulaspora delbrueckii. Assim, apesar de trigonas e meliponas apresentarem dez
espécies em comum, as duas abelhas meliponas apresentaram apenas duas espécies de

levedura em comum, indicando forte separacéo nos substratos visitados.
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Figura I11. Diagrama de Venn com o nimero de espécies de leveduras compartilhadas e
exclusivas entre abelhas meliponas em &reas de cerrado no Estado do Tocantins, Brasil.
Ab5= Melipona compressipes manaoensis, Ab6=Melipona scutellaris.

O grande numero de espécies de leveduras exclusivas de cada abelha sugere um
comportamento de forrageio segregado, ou seja, as abelhas compartilham poucos
substratos de visitacdo, o que pode indicar uma estratégia de convivéncia, evitando a
competicdo. As especies comuns & maioria das abelhas também apresentaram alta
frequéncia, o que pode indicar — como discutido acima, uma associagdo com o0s ninhos e
as abelhas meliponineos. A abelha M. scutellaris compartilha mais espécies de
leveduras com as abelhas trigonas que com a abelha M. compressipes manaoensis,
indicando que o forrageio desta abelha ocorre em substratos comuns as trigonas, e
menor sobreposicao de nicho alimentar com a abelha da mesma tribo.

A similaridade na composicdo da comunidade de leveduras entre abelhas
(Tabela 1V, Figura 1V) foi maior entre Scaptotrigona polysticta e Tetragonisca
angustula angustula (0,18), Scaptotrigona postica e Friesomelita varia (0,21). As
espéecies de meliponas ficaram isoladas, ndo formando um agrupamento, sendo uma
observagdo que fortalece o argumento que abelhas da tribo Meliponini sdo mais
seletivas no forrageamento, e dominam a coleta de pdlen em relagéo as abelhas da tribo
Trigonini, que procuram diversificar a coleta em outros substratos (Marques-Souza et
al. 2002). Também indica menor sobreposicdo de nicho entre meliponas que entre

trigonas.
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Tabela IV. Matriz de similaridade de Jaccard para as leveduras vetorizadas por seis

espécies de abelhas sem ferrdo em areas de cerrado no estado do Tocantins, Brasil.

Abl |Ab2 [ Ab3 |[Ab4 | Ab5 | Ab6
Abl
Ab2 0,08
Ab3 [021 [017
Ab4 |09 [0,18 [0,16
Ab5 |0 013 |0 0
Ab6 [0,15 [0,11 [017 [0,14 [0,04 |

Abl= Frieseomelita varia, Ab2=Scaptotrigona polysticta, Ab3=Scaptotrigona aff. postica,
Ab4=Tetragonisca angustula angustula, Ab5=Melipona compressipes manaoensis, Ab6=

Melipona scutellaris.

0,96+
0,84+

0,72+

=3
>
T

ity Jaccard

20,48

j=}

(%)

(=)
1

Similar

Melipona scutellaris

Scaptotrigona postica

0,21

Frieseomelitta varia

Tetragonisca angustula a.

0,18

Scaptotrigona polysticta

Melipona compressipes m.

Figura IV. Dendrograma de similaridade das leveduras vetorizadas por diferentes
especies de abelhas sem ferrdo em areas de cerrado no estado do Tocantins. Agrupado

pela similaridade Jaccard e 0 método de ligacdo grupos pareados.
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3.2 A vetorizacdo de leveduras por Scaptotrigona aff. postica em areas urbana e

rural florestada no Estado do Tocantins

Em 30 abelhas operérias de S. aff. postica, coletadas em cinco caixas de criatorio
racionais, foram isoladas 62 linhagens de leveduras, sendo identificadas em oito géneros
e 10 espécies, com porcentagem de similaridade entre 99-100% com as sequencias
depositadas no Genbank (Tabela V). Dos géneros identificados, cinco pertencem ao filo
Ascomycota (Candida, Cynerella, Hanseniaspora, Kwoniella e Starmerella) e trés ao
filo Basidiomycota (Cryptococcus, Hanaella, Rhodotorula). Isto mostra que a
dominancia de leveduras ascomicéticas € um padrdo comum entre as comunidades
associadas a abelhas meliponineos, mesmo quando criadas em caixas racionais e
alimentadas com alimentacéo artificial de maneira auxiliar a coleta de pélen e néctar. A
presenca significativa de leveduras basidiomicéticas pode ser um indicativo de que ha
maior escassez de substratos em ambiente urbano que em ambientes selvagens, e as

abelhas visitam substratos mais diversos, e nem sempre preferenciais, nas areas urbanas.

A espécie Candida apicola foi a levedura com maior frequéncia de ocorréncia
(43%), sequida de C. etchelsii e R. mucilaginosa, e depois S. meliponinorum. Como
discutido acima, esta € uma levedura basidomicética que ndo foi frequentemente
vetorizada por meliponineos em outras regifes, e s6 ocorreu associada a esta abelha na
regido urbana de Taquarugu. Candida apicola e S. meliponinorum confirmam sua
associacdo com meliponineos. As espécies Candida sorbophila, Cynerella elegans,
Hanaela zeae e Kwoniella mangrovensis foram menos frequentes entre as leveduras
isoladas, sugerindo um comportamento de forrageio diversificado entre abelhas da

mesma localidade.

A diferenca na composicao de espécies de leveduras vetorizadas pelas abelhas
de diferentes ninhos pode estar relacionada com o0 comportamento agressivo
intraespecifico de S. postica entre abelhas de diferentes ninhos nos locais de
forrageamento, e também por apresentar preferéncia em coletar nos locais sinalizados
por ferormonios de abelhas da col6nia especifica (Schorkopf et al. 2009; Schorkopf et
al. 2011). Assim, C. elegans, H. zeae e K mangrovensis foram isoladas de abelhas de
um ninho somente. E somente C. apicola foi isolada de abelhas de todos os ninhos.
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Tabela V. Distribuicdo das espécies de leveduras vetorizadas por abelhas Scaptotrigona aff. postica em cinco ninhos de um sistema de
meliponicultura localizado no Distrito de Taquarugu, Palmas-TO.

Espécie Caixal Caixa2 Caixa3 Caixad4 Caixab5 Total Fo
N=6 N=6 N=6 N=6 N=6 N=30 (%)
Candida apicola 4 2 1 3 3 13 43,3
Candida etchellsii 1 0 1 2 3 7 23,3
Candida sorbophila 2 0 0 0 0 2 6,7
Cryptococcus laurentii 1 0 0 0 2 3 10
Cynerella elegans 0 0 2 0 0 2 6,7
Hanaella zeae 0 0 1 0 0 1 3,3
Hanseniaspora uvarum 1 0 0 1 0 2 6,7
Kwoniella mangrovensis 1 0 0 0 0 1 3,3
Rhodotorula mucilaginosa 0 4 1 2 0 7 23,3
Starmerella meliponinorum 2 0 1 3 0 6 20
Total 12 6 7 11 8 44
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Comparando-se com as leveduras identificadas em meliponarios que néo
utilizam caixas racionais, e situados em areas florestadas (Tabela VI), ndo houve
espéecies em comum. Isto indica que diferencas geograficas sdo importantes e podem
influenciar a comunidade de leveduras vetorizadas pelas abelhas. Em meliponarios em
areas rurais de Novo Acordo-TO, C. tilneyi foi a espécie mais frequentemente
vetorizada (72%), seguida de C. apis (68% das abelhas), C. parapsilosis-like e D.
robertsiae (54%) e T. delbrueckii (50%). Nesta localidade, S. aff. postica ndo vetorizou
leveduras basidiomicéticas. Também, a maioria das leveduras foi vetorizada por abelhas
de diferentes meliponarios (equivalentes &s caixas racionais), sendo que somente C.
tilneyi e K. dobzhanski estiveram ausentes de trés dos seis meliponarios amostrados.
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Tabela VI. Distribuicéo das espécies de leveduras vetorizadas por abelhas Scaptotrigona aff. postica em areas florestadas rurais no municipio de

Novo Acordo, Estado do Tocantins.

Espécies Mel Me2 Me3 Me4 Me5 Me6 Total Fo
N=12 N=8 N=8 N=12 N=5 N=5 N=50
Candida apis 4 6 7 0 9 8 34 68
Candida floris 1 2 2 0 3 1 9 18
Candida orthopsilosis 2 0 2 0 2 6 12 24
Candida parapsilosis-like 6 4 6 1 4 6 27 54
Candida powelii 4 0 5 4 5 5 23 46
Candida tilneyi 12 0 0 12 0 12 36 72
Debariomyces robertsiae 3 4 7 5 1 7 27 54
Kluyveromyces dobzansky 2 0 3 0 3 0 8 16
Torulaspora delbrueckii 4 5 2 7 6 1 25 50
Total 38 21 34 29 33 46 201
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3.3 Diversidade funcional de leveduras vetorizadas por Scaptotrigona aff.

postica em uma area urbana

Um total de 52 linhagens de leveduras isoladas de S. aff. postica foram
submetidas a testes fisioldgicos in vitro e quantificados os tracos funcionais (Tabela
VII). A assimilacdo dos carboidratos galactose (65,38%), maltose (63,43%) e celobiose
(55,76%) foi mais frequente entre os isolados, enquanto que trealose (44,23%), sacarose
(26,92%), xilose (21,15%), amido (19,23%) e melibiose (13,46) foram assimilados por
um numero de isolados abaixo de 50% das leveduras testadas. Entre os compostos
volateis, as linhagens foram capazes de assimilar etanol (36,53%), mas poucas
linhagens assimilaram acetona (17,30%), metanol (9,16%) e isopropanol (5,76%). O
teste para o crescimento em meio osmofilico mostrou que 53,84% linhagens séao
osmofilicas. Também a resisténcia ao acido acético foi comum entre as linhagens
(67,30%), enquanto que o crescimento em altas temperaturas como 37°C (21,15%) e
40°C (19,23%) ndo foi comum. Entre as linhagens testadas, 51,92% dos isolados
apresentam a habilidade de fermentar glicose. A fermentacdo é uma habilidade que
pode contribuir para maturacdo do mel e na transformacéo do p6len em sabora dentro da
colmeia (Gilliam, 1979). Na colonizacdo de substratos como o sabora, leveduras podem
transformar o pdlen estocado conferindo desidratacdo, ensilagem e protecdo contra
florideos que séo predadores do pdlen estocado em ninhos de abelhas nativas (Gilliam,
1979; Camargo et al. 1992; Fernades-da-silva & Serrdo, 2000).

Tabela VII. Atributos funcionais apresentados em testes in vitro por 52 linhagens de
leveduras vetorizadas pela abelha Scaptotrigona aff. postica em um sistema de
meliponicultura localizado em Taquarugu, distrito de Palmas-TO

Trago funcional Total de leveduras
Fermentacéo de glicose 27
Assimilacdo de galactose 34
Assimilacdo de maltose 33
Assimilacao de sacarose 14
Assimilacdo de celobiose 29
Assimilacdo de trealose 23
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Tabela VII. Cont.

Traco funcional Total de leveduras
Assimilacdo de melibiose 7
Assimilacdo de amido 10
Assimilagéo de xilose 11
Assimilacdo de etanol 19
Assimilacdo de metanol 5
Assimilacdo de acetona 9
Assimilacao de isopropanol 3
Resisténcia ao acido acético 35
Crescimento em 50%glicosse 28
Crescimento em 37°C 11
Crescimento em 40°C 10

A assimilagéo dos carboidratos galactose, maltose, sacarose, celobiose, trealose,
melibiose, xilose e amido, indicam que os isolados tiveram origem de partes de plantas,
como frutos, flores, nectarios (Starmer, 1981). Das leveduras isoladas de S. postica,
63,46% assimilam maltose e 53,84% sdo osmofilicas, estas habilidades permitem a
colonizagdo dos potes de mel, entretanto outros atributos sao necessarios para que sejam
estabelecidas populacdes nesse ambiente seletivo, como o crescimento na presenca de
acidos organicos e compostos volateis. Substancias volateis como alcoois e acetona
foram encontradas em secre¢des mandibulares de S. postica por Gracioli-Vitti et al.
(2012).

4. Consideracdes finais

No cerrado tocantinense, foram vetores de identificadas 62 espécies de leveduras
sendo vetorizadas por seis espécies de abelhas sem ferrdo, algumas das quais parecem
estabelecer relagbes simbidticas com estes meliponineos. As leveduras Starmerella
meliponinorum, Candida apicola, Pichia kluyveri, Pichia membranifaciens e

Torulaspora delbrueckii foram as mais frequentes, sendo as espécies S. meliponinorum
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e C. apicola consideradas por outros autores como verdadeiramente associadas a
meliponineos. E possivel que essas leveduras, que foram frequentes nesse estudo,
tenham papel na nutricdo das abelhas, atracdo por substratos, ou ainda, podem ser

habitantes do ninho.

A comunidade de leveduras vetorizadas por meliponineos parece corresponder
as provaveis comunidades de substratos visitados pela alta prevaléncia de leveduras
ascomiceticas e baixa frequéncia de leveduras basidiomicéticas. As leveduras
ascomiceticas sdo prevalentes em frutos, flores e outros substratos agucarados, enquanto
que as basidiomicéticas dominam comunidades de superficie foliar de plantas e solos ou
agua. Assim, é possivel concluir que as abelhas agem como dispersores de leveduras

entre substratos.

A baixa similaridade de espécies de leveduras vetorizadas demonstra uma
provavel segregacdo de nichos de forrageio entre as abelhas. Inclusive, é possivel
predizer que algumas espécies de abelhas possuem padrdo de visitacdo e forrageamento
mais limitado — pela baixa riqueza e diversidade de leveduras isoladas. Também, fica
clara uma diferenciacdo entre as abelhas da tribo Trigonini e Meliponi quanto as
estratégias de forrageamento, reveladas pela composicdo de espécies de leveduras

vetorizadas.
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Apéndices

Figura V. Leveduras da caixa 1

Figura V1. Leveduras da caixa 2 (canaletas da parte superior) e leveduras da caixa 3
(canaletas da parte inferior)
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Figura VII. Leveduras da caixa 4 (canaletas da parte superior) e caixa 5 (canaletas da
parte inferior)

Scripts das analises no software R

#Rarefacao

> library(vegan)

Frieseomelita varia (18)

> abl<-c(5, 24, 12, 3,17, 1, 50, 3, 12, 18, 14, 35, 46, 29, 12, 8, 6, 3)
> rarefy(t(as.data.frame(abl)), 157)

Scaptotrigona polysticta (19)

> ab2<-c(23, 24, 3,9,14,11,7,4, 18, 3,12, 15,32, 45,5, 9, 2, 4, 10)
> rarefy(t(as.data.frame(ab2)), 157)

Scaptotrigona aff.. postica (22)

>ab3<-c(93, 13,5, 1, 2, 35, 4, 2,10, 11, 2,10, 7, 3, 2,1, 1, 10, 13, 12, 16) falta 1

> rarefy(t(as.data.frame(ab3)), 157)
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Melipona compressipes manaoensis (7)

> abb5<-¢(19, 10, 8, 9, 10, 19, 2, 6, 32, 45, 15, 6, 3)

> rarefy(t(as.data.frame(ab5)), 157)

Melipona scutellaris (19)

> ab6<-c(20, 1, 6, 12, 12,9, 16, 8, 5, 29, 7, 3, 2, 2, 31, 26, 21, 60, 2)

> rarefy(t(as.data.frame(ab6)), 157)

#Diagrama de Venn
> library(venndiagram)
Diagrama 1

> venn.plot<- draw.quad.venn(areal = 18, area2 = 19, area3 = 22, area4 = 13,n12=3,nl3 =7,
nl4 =5,n23=6,n24 =5,n34=5,n123 =2,n124 =2,n134 = 4, n234 = 3,n1234 = 2, category
=rep("™,4), lwd =rep(2, 4), Ity = rep("'solid", 4), col = rep("black", 4), fill = NULL, alpha = rep(
0.5, 4),label.col = rep("black", 15), cex = rep(1, 15), fontface = rep("plain”, 15), fontfamily = re
p(“serif", 15), cat.pos = ¢(-15, 15, 0, 0), cat.dist = ¢(0.22, 0.22, 0.11, 0.11), cat.col = rep("black",
4), cat.cex = rep(1, 4), cat.fontface = rep("plain”, 4), cat.fontfamily = rep("serif", 4), cat.just =re
p(list(c(0.5, 0.5)), 4), rotation.degree = 0, rotation.centre = ¢(0.5, 0.5), ind = TRUE, cex.prop =
NULL, print. mode = "raw", sigdigs = 3, direct.area = FALSE, area.vector = Q)

Diagrama 2

>venn.plot<- draw.pairwise.venn(areal=7, area2=19,cross.area=2, categry = rep("", 2),euler.d =
TRUE, scaled = TRUE, inverted = FALSE, ext.text = TRUE, ext.percent = rep(0.05, 3), lwd =re
p(2, 2), Ity = rep("solid", 2), col = rep("black",2), fill = NULL, alpha = rep(0.5, 2), label.col =re
p("black", 3), cex = rep(1, 3), fontface = rep("plain”, 3), fontfamily = rep("serif", 3), cat.pos = ¢(
-50, 50), cat.dist = rep(0.025, 2), cat.cex = rep(1, 2), cat.col = rep("black", 2), cat.fontface = rep(
"plain”, 2), cat.fontfamily = rep("serif", 2),cat.just = rep(list(c(0.5, 0.5)), 2), cat.default.pos = "o
uter"”, cat.prompts = FALSE, ext.pos = rep(0, 2), ext.dist = rep(0, 2), ext.line.Ity = "solid", ext.le
ngth = rep(0.95, 2), ext.line.lwd = 1, rotation.degree = 0, rotation.centre = ¢(0.5, 0.5),ind = TRU
E, sep.dist = 0.05, offset = 0, cex.prop = NULL, print. mode = "raw", sigdigs = 3)
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