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RESUMO

Interacdes entre insetos e microrganismos sdo comuns na natureza. As formigas pertencentes a
tribo Attini interagem com uma complexa comunidade de microrganismos, alguns mediando a
nutricdo das formigas, outros causando infecgdes e outros protegendo as formigas de tais infecgoes.
Além do fungo basidiomiceto mutualistico obrigatério que medeia a nutricdo das formigas,
procariotos Diazotroficos das Ordens Enterobacteriales presentes no jardim de fungos e
Rhizobiales intestinais foram propostos por mediar a incorporagao de nitrogénio atmosférico em
proteinas de formigas. Entomoplasmatales também foram propostos para alimentar o metabolismo
energético das formigas com acetato. Assim, as cortadoras de folhas parecem depender de uma
comunidade microbiana para acessar os carbonos e o nitrogénio necessarios a produgdo de milhdes
de individuos encontrados em uma Unica col6nia. No presente trabalho, utilizamos técnicas
independentes de cultivo assim como isolamento em meios de cultura para analisar microrganismos
presentes nos abdomens de formigas do género Atta € Acromyrmex. Para abordagem independente
de cultivo analisamos a classificagdo taxondmica dos amplicons gerados pelo sequenciamento de
nova geracdo (NGS) das regides V3 e V4 do gene ribossomal 16S bacteriano, que revelaram a
diversidade na composi¢do das comunidades bacterianas. J4 em cultura encontramos trés novos
candidatos a parceiros, isolando frequentemente Rhizobiales, Burkholderiales e Pseudomonadales
fixadores de nitrogénio quase idénticos do abdomen de diferentes géneros e espécies de formigas
cortadeiras. Esses isolados continham o gene nif e apresentaram capacidade de crescer em meios
de cultivo a partir de nitrogénio molecular. Esses resultados apontam para multiplas estratégias de
nutricdo de formigas para acessar o nitrogénio atmosférico. Este estudo destaca a importancia das
comunidades bacterianas associadas a formigas e fornece bases para estudos futuros sobre

processos ecoldgicos que impulsionam o sucesso de formigas cultivadoras de fungos.

PALAVRAS-CHAVE Attini, Alphaproteobacteria, diversidade microbiana, Mollicutes, nifH, gene
16S rRNA.



ABSTRACT

Interactions between insects and microorganisms are common in nature. Ants belonging to Attini
tribe interact with a complex community of microorganisms, some mediating ants nutrition, others
causing infections and others protecting ants from such infections. In addition to mandatory
mutualistic basidiomycete fungus that mediates nutrition of ants, Diazotrophic prokaryotes from
Enterobacterial Orders present in fungal garden and intestinal Rhizobiales have been proposed to
mediate incorporation of atmospheric nitrogen into ant proteins. Entomoplasmatales have also been
proposed to feed ants energy metabolism with acetate. Thus, leaf cutters seem to depend on a
microbial community to access carbons and nitrogen needed to produce millions of individuals
found in single colony. In present work, we used independent cultivation techniques as well
isolation in culture media from of ants abdomen of Atfa and Acromyrmex genera. For culture-
independent approach, we analyzed taxonomic classification of amplicons generated by Next
Generation Sequencing (NGS) of V3 and V4 regions of bacterial 16S ribosomal gene, which
revealed the diversity in composition of bacterial communities. In culture, we found three new
candidates for partners, often isolating Rhizobiales, Burkholderiales or Pseudomonadales nitrogen
fixers almost identical to abdomen of leaf-cutting ants. These results point to multiple nutrition
strategies for ants with atmospheric nitrogen. This study highlights importance of bacterial
communities associated with ants and provides basis for future studies on ecological processes that

drive success of fungus-growing ants.

KEYWORDS Attini, Alphaproteobacteria, microbial diversity, Mollicutes, nifH, 16S rRNA gene.



Sumario

PARTE 1
L INTRODUGAO. ...ttt 15
2. REVISAO DE LITERATURA .....ccoooiiiieeieeceeeeee e 17
2.1 SIMDIOSE €M INSELOS ...evveutienrieiieriieteeiteettet ettt ettt et et e sbeesbesstesaeesbeesbesbeenaeeatesaeenbeennes 17
2.2 AS fOrmMIZas ALLINA....c.eieiuiiiiiieitieiie ettt ettt e ettt e et rtee et e esaeeeabeesteesabeebeesnbeeseesnseenseeenns 17
2.3 As Formigas Attina e suas associagdes MUtUaliStICAS ........cecveeruireiieerienieeiie e 18
2.4 Principais bactérias encontradas em fOrmigas............eceevieeiiierieeiiienienieeee e 21
2.5 Fixagdo Biolodgica de Nitrogénio (FBIN) .....cccieiiiiiiiiiiiieceeeee e 24
2.6 Andlise de diversidade microbiana através de técnicas dependentes e independentes de
CUITIVOL ettt ettt et a bttt s h et e st e s bt e bt e it e s bt et e ea e sbe et e et e sbeebesaeen 27
2.6.1 A dificuldade do CUltiVo 71 VItFO. .......ccooueviiiiiiiiiiiiiiiieceeee e 28
2.7 Sequenciamento de DINA .......oociiiiiiiiieie ettt ettt st e enee 28
2.7.1 Gene 16S TRINA ettt et 29
3. OBIETIVOS ettt ettt et st b et et s bttt sae e bt et e e it e nbeebesanen 31

PARTE 2
AADSIIACE ...ttt b et e h e bbbt bt et bt e bt et ene b enees 32
1. INTRODUCGCTION ..ottt ettt bttt est et e et e benbe b e 34
2. MATERIAL AND METHODS ..ottt 35
2.1 Collection and identification Of @ntS ...........ccccueeviieriieiiierie e 36
2.2 Sanitization of ant SAMPIES ........ceviieiiiiriiiiieie et 36

2.3 DNA extraction, 16S libraries preparation, read preprocessing and diversity analyses

....................................................................................................................................................... 36
2.4 Dominant bacterial genera shared within ant SPECIES .........ccceeeevirrieriinieiienieneeeseeeenee, 37
2.5 Bacterial 1SOLation .........c.cceiiiiiiiiiiieiieeee et st 37
2.6 Molecular identification of bacterial iSOlates ...........cccevvieriiieriieiiieiieeieee e 38
2.7 PCR amplification of the 7ifH ZeNe .........ccccocvieiiiiiiiiiiieieeitee e 38
2.8 Analysis of NItrogen fIXAtION .......ccccieriiiiiiiiiieeiiee ettt et 39
2.9 Comparison between isolated colonies and 16S rRNA Iibraries .........cccceeevvenerveeneenennne. 39
2.10 Comparison of 16S rRNA libraries with 16S sequences from leafcutter symbionts ........ 39
3. RESULTS Lttt et h e b e et sht e bt et e a e e st e et e sate bt enteestenbeebesaeens 40
3.1 Species IdENITICALION ....c.eeevieriieeiieiie ettt ettt ettt e s e e beesibeenbeesaaeenseessseenseennns 40
3.2 Sequencing Of 16S IIDTATIES ......cccuieruiiiiiieiieeiieeie ettt ettt sttt e et e e enbee e 40
3.3 Rarefaction and PCOA ANALYSES .....c.eccuieriiiiiiiiiieeiieeie ettt et 40
3.4 BACETial AIVETSILY ..eocviiiiiieiieiie ettt ettt ettt et e st e e bee st eenbeesaseenseesnseenseennns 42
3.5 Taxonomic classification based on 16S rRNA libraries ..........ccceceevieriienieniieenienieeeeene, 44

3.6 Shared bacterial taXONOMIC ZENETA ......c.eerueeeiieriiieiieeiieeiieeteeiee e esreeseeebeesereeseesereenseennns 44



3.7 Comparing 16S rRNA libraries with 16S sequences from leafcutter symbionts ................ 45

3.8 Molecular and physiological analysis of bacterial iSolates ............ccccceeeveevierciienienciieieenne, 46
4. DISCUSSION ..ottt ettt ettt st h e eb e e st e st e st et e b e st e ebe e st eseeneentensensensenbentens 48
Data ACCESSIDILIEY ...eeviieiiiiiiieiie ettt ettt ettt ettt e et e et eeabe e beeenbe e beeenbeesaesabaens 53
ACKNOWIEAZEIMENLS .....eviiiiiiiieeie ettt ettt ettt e et e et eebeebeesabeeseesnbeeseaenseeseesnsaans 54
FUNAING ..ottt ettt et e et e et e et e ebeesabeeseeenbeenseesnseenseesnsaens 54
REFERENCES ...ttt sttt ettt b e b e st sttt e st ent e sensenbennentea 54
SUPPOTTING INFOTTNALION. ....ecutiiiiiiiieiie ettt ettt ettt e st e e bt e esbeeseesnbeenseessseenseas 61
PARTE 3
CONCLUSAD ...ttt 64
ANEXOS ettt h e a ettt b e bt bbbt nt et et etenbenbeetea 65

BIBLIOGRAFIA CITADA ..ottt st 70



Lista de Figura

PARTE 1

Figura 1. Associacdo mutualistica entre microrganismos € INSELOS ........c.eeeveerveerveerreerveesieennens 17
Figura 2. Filogenia das formigas Attini € 0s tipos de agricultura .............cocevevveveininiieneenennene 20
Figura 3. Reacdo realizada pela enzima nitrogeNnase...........coeevuerieriienieeiienienienieneeieeeesieenee s 25
Figura 4. Estrutura do compleXo NItrOZENASE .......cccueeriieriieiieiieeiieeieeiee e et e steeieesveeseeesaaeens 26
Figura 5. Gene 16S rRNA desenhado com base na sequéncia de E.coli..........ccccoceevvvviinienennen. 30
Figura 6. Diagrama de Venn relacionando a diferenciacdo taxondmica baseada nas regides V3,
V4 e V6 baseados nos filos detectados nas sequéncias disponiveis em bancos de dados.............. 30
PARTE 2

Figure 1. Rarefaction CUIVE ........cocooiiiiiiiiiiiieieectee ettt st 41
Figure 2. Principal coordinate analysis (PCoA) based on bacterial genus associated with ant
] 151 (TP P TP PTRPRRR 41
Figure 3. Taxonomic classification based on bacterial genus associated with the ants ............... 44

Figure 4. Venn diagrams showing shared or exclusive bacterial genera found in ant samples.
Liberibacter, Terasakiella, Bartonella and Rhodovulum predominated within the 54 genera shared
by sanitized samples; Liberibacter, Bartonella, Terasakiella, Rodovulum and Wolbachia
predominated within the 69 shared genera in non-sanitized samples ..........ccccoeveeveriienienenienenn. 45

PARTE 3 - ANEXOS

Figura 1. Espécies de formigas Atta e Acromyrmex utilizadas para estudos de associagdes

DACLETIANAS ...ttt ettt sa e s bt bt ettt et et ae s bbbt ettt naesnenae 65
Figura 2. Localizag¢des de coleta para Atta e Acromyrmex na cidade de Rio Claro...................... 65
Figura 3. Localizacdo de coleta para Atta laevigata na cidade de Itirapina........c..ccccevveriernennee. 66
Figura 4. Microrganismos cultivados em placa de petri nos meios YMA e DIGS e seus respectivos
esfregacos corados pela técnica de Grami...........ccceeeiieiiiiiiieiiienie et 67

Figura 5. Fixa¢do de nitrogénio observada pela formacdo da pelicula em NFb .........cccccoeeienene 69



LISTA DE TABELAS

PARTE 1

Tabela 1. Sistemas de agricultura (ou fungicultura), de acordo com a afiliagdo filogenética dos
TUNZOS MULUALISTAS ....eeeneieeiiieiie et ettt e bt estte et e e saaeenbeessbeenseassbeenseesnseens 19

PARTE 2
Table 1. Bacteria identified in the leafcutter abdomen by 16S sequencing or isolation methods. #

Read %: percentage of library reads mapped on a given 16S sanger read as obtained by BOWTIE2

Table S1. Number and percentage of sequences in bacterial genera found in all sanitized ant
samples. Liberibacter, Terasakiella, Bartonella and Rhodovulum corresponded to 98.11% of
SEQUETICES ...vveeevteesutreesutteesutteesuseeesuseesuseesnseesanseesnsteeensaeaansaeeansaeasseeansseeensseeansseesnsseesnsseesnseessnseesnnnes 61
Table S2. Number and percentage of sequences in bacterial genera found in all not sanitized ant
samples. Liberibacter, Bartonella, Terasakiella, Rhodovulum and Wolbachia corresponded to
O7.65%0 OF SEQUETICES .....eeeuvieeieeiiieiie et eiee ettt e et e stee e bt e st e e bt e ssteebeessbeenseeesseenseesaseenseassseeseesnsaans 62

Table S3. Frequency of bacterial genera isolate in ant species. (RC) =Rio Claro and (IT) = Itirapina

PARTE 3

Tabela 1. Meios de cultura utilizados para crescimento de microrganismos (DIGS) e meio teste
para fixacao de nitrognio (INFD) ...c..cooiiiiiiiiiiieiiiee ettt 66

Tabela 2. Condicdes para reacdes de PCR e Sequenciamento ............ccoeeueeeieeriieniieniienieeniienieans 69



LISTA DE ABREVIATURAS

A. laevigata — Atta laevigata

A. sexdens — Atta sexdens

A. rugosus — Acromyrmex rugosus

A. coronatus — Acromyrmex coronatus
ATP - Adenosina trifosfato

% - por cento

°C - graus Celsius

CaCl; — Cloreto de calcio

COI/ COII - genes que codificam as subunidades I e II da citocromo oxidase
CuSOg4 — Sulfato de Cobre

BLAST- Basic Local Alignment Search Tool (Ferramenta de busca de alinhamento local
basica)

DNA - Acido desoxirribonucléico

EDTA - 4cido etilenodiamino tetra-acético
E.coli — Eschericia coli

FBN - Fixacdo Biologica de Nitrogénio
Fe - Ferro

GenBank - Genetic Sequence Database
H,0 — Agua

HCI — Acido Cloridrico

H3BO; — Acido Bérico

H»SO4 — Acido sulfarico

KOH - Hidréxido de potassio

K>HPO4 — Fosfato dipotassico

L- Litros

M - Molar

m — Metros

min - minutos

mL — mililitro

MgSO;4 - Sulfato de magnésio

MoFe - Proteina molibdénio-ferro

Mn — Manganés

NCBI - National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional de Informacao
Biotecnoldgica)

ng — nanogramas

N2 - Azoto atmosférico

NaCl — Cloreto de Sédio

NaOH - Hidréxido de Soédio

Na;MoO4 — Molibdato de Sodio



MnSO; — Sulfato de Manganés

NH3 - Amonia

NHs" - fon aménio

OTU - Operational Taxonomic Unit (Unidade taxondmica operacional)
pb - Pares de bases

PCoA - Anadlise de coordenadas principais

PCR - Polimerase Chain Reaction (Reagao da Polimerase em Cadeia)
pH — potencial hidrog6enio id6nico

RDP - Ribossomal Database project

RNA — Acido ribonucleico

rpm — rotagdes por minuto

g.s.p — quantidade suficiente para

rRNA Acido ribonucleico ribossomico

SDS — Dodecil sulfato de sodio

Tris - Hidroximetil) Aminometano

UM — micro molar

YMA — yeast extract mannitol medium

ZnSO4 — Sulfato de Zinco



15

PARIE 7

1. INTRODUCAO

Formigas cortadeiras, ou seja, aquelas nos géneros Atta ou Acromyrmex sao
conhecidas como sauvas e quenquéns, respectivamente, e apresentam um notavel sucesso
ecologico, colonizando uma vasta area geografica no continente americano. Seu
comportamento especializado e organizagdo social as tornam modelos de estudo notaveis
(RABELING; BROWN; VERHAAGH, 2008). Por serem importantes herbivoros, podem ser
consideradas como pragas, podendo causar danos irreversiveis e até a morte para as plantas
(ZANETTI et al., 2014).

O sucesso ecologico dessas formigas depende da associagdo com microrganismos,
sendo que a associa¢ao primaria ocorre quando usam matéria vegetal para cultivar um fungo
basidiomiceto mutualistico conhecido como Leucoagaricus gongylophorus. O fungo cresce
sobre o material vegetal, produzindo hifas e gongilideos dentro dos ninhos em um sistema
semelhante a fermentagcdo, denominado “jardim de fungos”. Este fungo medeia parte da
nutricdo de formigas pela hidrdlise dos polissacarideos vegetais (QUINLAN; CHERRETT;
1979; SILVA et al., 2003; SOMERA et al., 2015).

Além do fungo mutualistico, bactérias diazotroficas (capazes de fixar nitrogénio
atmosférico) também podem contribuir para a dieta das formigas, potencialmente mediando
a assimilagdo do nitrogénio. E o caso de Enterobacteriales que vivem no jardim de fungos
(PINTO-TOMAS et al., 2009) e Rhizobiales que vivem no intestino de formigas
(SAPOUNTZIS et al., 2015; ZHUKOVA et al., 2017).

Finalmente, tanto Entomoplasmatales intracelulares quanto extracelulares que vivem
no intestino foram propostos suplementar a dieta das formigas com acetato, fornecendo
energia extra para a produ¢do em larga escala, de biomassa das formigas cortadeiras em
comparagdo com outras formigas attineas desprovidas deste simbionte (SAPOUNTZIS et al.,
2018).

Na presente investigacdo, analisamos por meio de técnicas de Nova Geragdo,
utilizando MiSeq Illumina para regido V3-V4 do gene 16S rRNA, bactérias associadas ao

abdomen de formigas cortadeiras e descobrimos que Rhizobiales sempre foram o grupo
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bacteriano dominante, o que ¢ compativel com uma fun¢do mutualistica obrigatoria.
Encontramos também Entomoplasmatales que, dependendo da espécie, podem dominar ou
estar ausentes em colonias gigantes de formigas saudaveis, assemelhando-se a uma
associacdo parasitaria ou comensal fortuita. Além disso, o género Rhodovulum
(Rhodobacterales) e o género Wolbachia (Rickettsiales) também foram frequentemente
encontrados em grandes quantidades relativas.

Também acompanhamos quatro colonias de formigas cortadeiras por 24 meses (Atta
laevigatta, Atta sexdens, Acromyrmex rugosus € Acromyrmex coronatus), isolando
periodicamente representantes bacterianos do seu abdomen, e frequentemente encontramos
diazotréficos quase idénticos nos géneros Ralstonia (Burkholderiales) e Methylobacterium
(Rhizobiales). Esses isolados provavelmente vivem fortemente aderidos ao corpo das
formigas e sdo novos candidatos a integracdo da comunidade mutualistica microbiana,

facilitando o acesso das formigas ao nitrogénio atmosférico e outras funcdes.

A presente Tese foi redigida detalhando os aspectos mencionados acima e, para tanto, foi

estruturada em trés partes:

= Parte 1. Parte introdutéria escrita em lingua portuguesa, composta por resumo,
palavras-chave, Introdugdo, Revisdo da literatura e Objetivos.

= Parte 2. Consiste em um artigo (submetido) oriundo da Tese, escrito em lingua
inglesa, intitulado: New diazotrophic bacteria possibly mediating leaf-cutter ant
nutrition on atmospheric nitrogen.

= Parte 3. Parte final escrita em lingua portuguesa contendo as conclusdes e anexos.



PARTE 3

CONCLUSAO

Os métodos aplicados no presente estudo permitiram o conhecimento da diversidade

das comunidades bacterianas presentes no abdomen das formigas cortadeiras analisadas.

Utilizando técnicas moleculares foi possivel observar grupos de bactérias que sdo
compartilhadas entre os quatro géneros de formigas, sendo o grupo bacteriano predominante
formado por Rhizobiales, provavelmente mutualistas diazotroficas.  Porém,
Entomoplasmatales pode eventualmente predominar em um género de Acromyrmex, agindo
com parasita em infec¢cdes ocasionais. Baseado na comparagdo e similaridade de nossas
bibliotecas com sequéncias depositadas em bancos de dados de bactérias intestinais presentes
em cortadeiras sul-americanas, podemos supor que a associa¢do das cortadeiras com
bactérias em ambos os grupos ¢ geograficamente difundida assim como a estratégia proposta

para a suplementagdo de nitrogénio.

Isolamos e cultivamos dois representantes nos géneros bacterianos
Methylobacterium, a partir de formigas no género Atta, e Ralstonia, a partir de cortadeiras
nos géneros Atta e Acromyrmex. Estas bactérias sdo comprovadamente fixadoras de
nitrogénio, pois apresentam genes nifH e crescimento a partir de nitrogénio atmosférico.
Sendo assim, as formigas cortadeiras analisadas parecem depender de comunidades
bacterianas para a producdo de sua biomassa e nos parece que podem utilizar multiplas
estratégias, onde bactérias diazotrdficas (cultivaveis e ndo cultivaveis) presentes no abdomen

e no jardim de fungos podem fixar nitrogénio mediando a nutricdo destas formigas.
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