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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O presente estudo explorou interacdes entre leveduras e insetos, apoiando-se em dois
modelos: os jardins de fungo de formigas atineas e besouros associados aos frutos de pau-ferro.
Identificamos leveduras presentes nos jardins de fungo que produzem toxinas de natureza
antifungica e que apresentam atividade contra diferentes patdgenos humanos de importancia clinica.
Futuramente, tais toxinas podem ser exploradas como alternativas a moléculas antifungicas
sintéticas no controle de infeccdes fungicas, principalmente, em decorréncia do surgimento de
patbgenos humanos resistentes aos medicamentos empregados atualmente. Além disso,
apresentamos uma nova interacdo inseto-levedura, entre uma espécie de Cyberlindnera e um
besouro que infesta frutos de pau-ferro. Considerando a distribuicdo dessa arvore em territorio
brasileiro, consideramos que esse pode ser um modelo primordial para estudo dessas interacdes no
Brasil. Foi observado que a levedura produz atrativos volateis, que futuramente poderdo ser
estudados em armadilhas entomoldgicas de insetos de importancia econdmica, em manejos
integrados que mitiguem os danos causados nas lavouras. Em conclusdo, o estudo além de elucidar
a ecologia e evolucdo dessas interacdes, avanca em linhas de pesquisa com impacto comercial e de

interesse publico.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This study explored insect-yeast interactions relying on two models: the fungus gardens of
attine ants and beetles associated with "pau-ferro” fruits. We identified that yeasts present in fungus
gardens produce antifungal toxins against human pathogens of clinical importance. In the future,
such toxins may be explored as alternatives to synthetic antifungal molecules to control fungal
infections, an emerging field considering the human pathogens' resistance to the current available
drugs. Furthermore, we present a new insect-yeast interaction between a species of Cyberlindnera
and a beetle that infests "pau-ferro” fruits. Considering the distribution of this tree in the Brazilian
territory, we consider that this could be a primordial model for studying these interactions in Brazil.
We observed that the yeast produces volatile attractants, which eventually could be studied in
entomological traps for economically important insects, in an integrated management to mitigate
crop damage. In conclusion, the study elucidates the ecology and evolution of these interactions and

advances on research lines with commercial and public interest.
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Remember when you were young, you shone like the sun.
Shine on you crazy diamond.
Now there's a look in your eyes, like black holes in the sky.”

Pink Floyd

Wish You Were Here (1975)

“Eu medi os céus, agora, as sombras eu meco.

Para o firmamento viaja a mente, na terra descansa o corpo.”

Johannes Kepler (1571-1630)



RESUMO

Leveduras estdo frequentemente associadas a insetos e seus ambientes. Beneficios muatuos
foram observados em interacOes insetos-leveduras e incluem, dentre outros, o uso das leveduras
como fonte de alimento e sua dispersdo por insetos atraidos por seus volateis. Nesse cenario, as
interacdes inseto-levedura s&o modelos interessantes para entendimento da ecologia e evolugéo de
mutualismos. Formigas atineas sdo componentes importantes da fauna do continente americano,
pois praticam uma fungicultura de fungos basidiomicetos, desempenhando importantes papeis
ecoldgicos. Leveduras foram reportadas nos jardins de fungo de formigas atineas, porém, até o
momento, pouco foi explorado sobre a diversidade de leveduras em diferentes fungiculturas. Nosso
estudo indica que os jardins sdo ricos em leveduras, entretanto, sdo dissimilares em relacdo a
composicao. Além disso, algumas leveduras do jardim produzem toxinas antifingicas, com amplo
espectro de atividade, incluindo contra patégenos humanos de importéncia clinica. Nosso estudo
identificou elementos codificadores gendmicos de uma nova toxina, que futuramente poderdo ser
empregados no estudo e busca de novas toxinas em leveduras. Além disso, apresentamos uma nova
interacdo inseto-levedura, entre uma espécie de Cyberlindnera e um besouro que infesta frutos de
pau-ferro, sendo essa, uma arvore nativa e acessivel em territorio brasileiro. Por fim, demonstramos
que a levedura Cyberlindnera possui rearranjos em genes ribossomais, como a primeira evidéncia
desse fenbmeno em leveduras desse clado. Nossa hipdtese é que esse fendmeno pode ser um
resultado da interacdo com os besouros. Em conclusdo, insetos e seus ambientes apresentam uma
grande diversidade de leveduras de interesse biotecnoldgico, e seu estudo pode elucidar sobre a
ecologia e evolugdo de mutualismos, um campo ainda inexplorado considerando a vasta diversidade

de insetos.

Palavras-chave: Mutualismo. Formigas cultivadoras de fungos. Toxinas killer. Cyberlindnera.

Libidibia ferrea



ABSTRACT

Yeasts are often associated with insects and their environments. Mutual benefits have been
reported in different insect-yeast interactions including, among others, the use of yeasts as
nutritional sources and their dispersal by insects attracted to their volatiles. Therefore, insect-yeast
interactions are interesting models for understanding the ecology and evolution of mutualisms.
Attine ants are key players in the American fauna, performing a fungiculture of basidiomycete fungi
with important ecological roles. Yeasts have been reported in fungus gardens of attine ants; to date,
the diversity of yeasts in different fungicultures is elusive. Our study indicates that fungus gardens
are rich yeast environments, but dissimilar in terms of community composition. In addition, some
yeasts from fungus gardens produce antifungal toxins with a broad spectrum of activity, including
towards human pathogens of clinical importance. Our study identified a new toxin encoded by
genomic elements, which in the future could be used in the study and search for new toxins from
yeasts. Furthermore, we present a new insect-yeast interaction, between a species of Cyberlindnera
and a beetle that infests "pau-ferro” fruits, a native and accessible tree in the Brazilian territory.
Finally, we demonstrated that the associated yeast Cyberlindnera has rearrangements in ribosomal
genes, the first evidence of these characteristics in this clade. We hypothesize that it may be a result
of the interaction with the beetles. In conclusion, insects and their environments harbor a diversity
of yeasts of biotechnological interest. The study of these yeasts can shed light on the evolution and
ecology of mutualisms, which is still an unexplored field considering the vast diversity of insects.

Keywords: Mutualism. Fungus-growing ants. Killer toxins. Cyberlindnera. Libidibia ferrea
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BREVE CONTEXTO

A natureza é repleta de formas de vida complexas que interagem entre si e
competem por recursos importantes em seus habitats, com pressdes seletivas que regem
os ciclos de vida das espécies e sua ascendéncia ao longo das gerac6es. O resultado sdo
adaptacdes e comportamentos que aumentam em frequéncia nas populagdes, uma vez
que conferem vantagens na disputa por recursos. Simbiose € uma associagcdo entre
organismos distintos que compartilham o mesmo habitat, um importante modo de vida
para o surgimento de adaptacdes e conquista de novos habitats. Alguns insetos sociais
ganham destaque pelo uso de fungos como recurso nutritivo, transmitindo-os ao longo
de novas geracOes e habitats, em processo similar a agricultura humana, como é o caso
do mutualismo das formigas cultivadoras de fungos. Em outros casos, dois organismos
distintos podem compartilham o mesmo nicho, porém sem interacdo fisica, ou com
associacao limitada pela geografia, distribuicdo ou ciclo de vida. Esse é o caso de
muitas associacgdes entre leveduras e insetos, que aqui denominamos como mutualismos
ndo simbioticos, uma vez que, beneficios mituos da associacdo sdo evidentes.
Usualmente as leveduras contribuem para a nutrigdo, detoxificacdo e sinalizacdo de
recursos aos insetos, inclusive modulando comportamentos, a0 passo que esses,
contribuem para sua dispersdo e por fornecimento de um ambiente propicio para que as
leveduras possam interagir, e eventualmente, se reproduzir. Uma série de outros
beneficios foi evidenciada em outros modelos, ainda carecendo de maiores
esclarecimentos, como protecdo no combate de patdgenos, por exemplo. A
complexidade dessas interacOes é refletida na diversificacdo das associa¢des ao longo
da historia de vida dos insetos, sendo que alguns mantém associacbes com
predominancia de taxons, enquanto outros possuem multiplas espécies compondo uma

complexa comunidade.



Neste estudo, nos dedicamos a investigar duas dessas interacdes, a primeira entre
leveduras associadas a jardins de fungo de formigas cultivadoras, e a segunda, a
interacdo entre leveduras associadas a frutos de pau-ferro e o besouro que os infesta. As
formigas cultivadoras de fungos mantém em seus jardins uma diversa comunidade de
leveduras, com poucas assinaturas de especificidade, que potencialmente reflete a
diversidade de leveduras nos substratos forrageados pelas formigas e outras fontes,
como o solo. Isso caracteriza a comunidade associada de leveduras como um elemento
do holobionte das formigas cultivadoras de fungos. Nosso estudo explorou a
diversidade de leveduras em jardins de diferentes formigas, que praticam diferentes
estilos de fungicultura, sendo o maior esforco amostral realizado nesse ambiente até o
momento. Constatamos que os jardins sdo complexos e que nenhum taxon comum entre
todas as amostras foi encontrado, sendo as comunidades diferentes mesmo entre jardins
da mesma espécie e localidade.

Apesar das leveduras nos jardins terem sido historicamente exploradas para
diversidade taxondmica, alguns estudos fizeram avangos acerca da ecologia de
leveduras nesse ambiente. Um desses estudos identificou que leveduras de jardins
secretam toxinas antifungicas que poderiam ter um papel protetivo nesse mutualismo,
dessa forma, em um segundo estudo exploramos esse fendtipo denominado “killer’ em
leveduras obtidas desse ambiente. Constatamos que os jardins abrigam tais leveduras, e
mesmo em casos de auséncia, podem estar associados a outros fatores relacionados aos
métodos de expressdo do fendtipo. E importante ressaltar, que nosso estudo evidenciou
que as toxinas produzidas por essas leveduras possuem acéo inibitoria contra diferentes
leveduras patogénicas humanas, podendo ser futuramente exploradas para
descobrimentos de novas drogas de interesse clinico, mitigando infec¢des fungicas em

humanos e outros organismos. Nosso estudo resultou no descobrimento do que pode ser
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uma nova toxina ‘killer’, de estrutura e acdo semelhante a uma toxina previamente
conhecida e mobilizada em elementos citoplasmaticos.

Em um segundo momento, dedicamo-nos ao estudo de uma nova associacéo
entre leveduras, frutos de pau-ferro e besouros que infestam os frutos. Nesse estudo,
identificamos que uma nova espécie de levedura, que momentaneamente acomodamos
no género Cyberlindnera, € o componente predominante da comunidade. Tal levedura
possui a habilidade de produzir compostos volateis a partir dos extratos dos frutos, que
sdo atrativos e distinguiveis pelos besouros. Essa levedura, que habita os frutos, tém na
atividade de construcdo de galerias pelos besouros um apoio, potencializando sua
densidade no fruto. Uma vez que em alguns casos ndo encontramos essa levedura
associada aos frutos infestados, e a levedura também estar presente nos frutos sadios,
mesmo que em baixas quantidades, postulamos essa interagdo até 0 momento, como um
mutualismo ndo simbidtico. Demais interagdes entre o besouro e a levedura sdo
discutidas adiante. Curiosamente, tal levedura também apresenta rearranjos em genes
ribossomais, que apesar de normalmente estarem associados a pressoes seletivas de
purificacdo, em outros casos podem estar sujeitos a outros eventos e pressoes
evolutivas, como reticulagcdo, homoplasias e mecanismos de evolucéo ‘birth-and-death’.
Nossos resultados indicaram que a levedura em questdo mantém cépias diferentes de
regides ribossomais, resultando em alteracdes estruturais dessas moléculas de &cido
ribonucleico. Nossa hipotese € que a interacdo com os besouros nos frutos potencializa
0s rearranjos de genes nessa levedura, devido a atuagédo de outras pressoes seletivas que
ndo as de purificacdo. Os resultados estimulam a investigacdo sobre evolucdo dos genes
ribossomais em leveduras e outros organismos.

No geral, o estudo explora dois modelos complexos de interagdes inseto-

levedura, em contexto diferentes, com alta diversidade e auséncia de especificidade,
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além de predominancia de um taxon. As interagdes foram investigadas sob a ética de
outras interacOes inseto-levedura e as avaliacOes deste estudo podem ser futuramente
exploradas em outros modelos. A tese central é que as intera¢cbes mutualisticas com

insetos desempenham um papel central na ecologia e evolugédo de leveduras.
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Capitulo 1

Explorando a comunidade de leveduras associada a jardins de fungo de formigas

cultivadoras de fungos®

1. Introdugéo

As leveduras sdo amplamente distribuidas nos ecossistemas, estabelecendo
comunidades em substratos ricos em nutrientes (BUZZINI et al., 2017). Frequentemente
transportadas por insetos (BRYSCH-HERZBERG, 2004; DA COSTA NETO;
MORAIS, 2020; GANTER, 1988; LACHANCE et al., 2001), as leveduras encontram
neles, ambientes adequados para sua sobrevivéncia (STEFANINI, 2018) e,
eventualmente, para se reproduzir sexualmente e hibridizar (REUTER et al., 2007;
SEIKE et al., 2021; STEFANINI et al., 2016). As formigas cultivadoras de fungos
(Hymenoptera: Attini: Attina, doravante denominadas formigas “atineas”) mantém um
mutualismo com parceiros flngicos utilizados como alimento (MOLLER, 1893;
WEBER, 1972). Tal mutualismo originou ha cerca de 55-65 milhdes de anos
(BRANSTETTER et al., 2017; NYGAARD et al., 2016; SCHULTZ; BRADY, 2008). A
ocorréncia de leveduras tem sido continuamente relatada em ninhos dessas formigas
(ANGELIS et al., 1983; CARREIRO et al., 1997; CRAVEN et al., 1970; FISHER et al.,
1996; PAGNOCCA et al., 1996), entretanto a biodiversidade de leveduras ainda é
inexplorada em diferentes fungiculturas (BIZARRIA et al., 2022).

Tradicionalmente, as formigas atineas agrupam-se em dois clados filogenéticos:
Paleoattina e Neoattina (SCHULTZ; BRADY, 2008; SCHULTZ et al., 2015). Esta
distincdo se da por diferencas na morfologia das formigas, nos tipos de fungos
cultivados e no comportamento de forrageamento. Os géneros de formigas Acromyrmex,
Amoimyrmex e Atta pertencem ao clado Neoattina (CRISTIANO et al., 2020;
SCHULTZ; BRADY, 2008) e sdo comumente conhecidas como formigas-cortadeiras
de folhas, forrageando material vegetal fresco como substrato para o parceiro fangico
(Agaricales: Agaricaceae: Leucoagaricus gongylophorus). O clado Neoattina também

inclui quatro géneros de formigas ndo cortadeiras de folhas: Mycetomoellerius,

1 0 texto a seguir foi publicado em Bizarria Jr, R., de Castro Pietrobon, T., & Rodrigues, A. (2023a).
Uncovering the yeast communities in fungus-growing ant colonies. Microbial Ecology, 86(1), 624-635.
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Paratrachymyrmex, Sericomyrmex e Trachymyrmex, que forrageiam folhas e galhos
secos para nutrir diferentes fungos agaricaceos (SCHULTZ; BRADY, 2008; SCHULTZ
et al., 2015). As formigas do clado Paleoattina (e algumas Neoattina, por exemplo,
Cyphomyrmex e Mycetophylax) forrageiam uma ampla gama de substratos para nutrir
diferentes fungos nas familias Agaricaceae e Pterulaceae, incluindo fezes e carcacas de
artrépodes, néctar e sementes (DE FINE LICHT; BOOMSMA, 2010; RONQUE et al.,
2019; SCHULTZ; BRADY, 2008).

As leveduras obtém acesso aos jardins de fungo das formigas atineas através do
forrageamento de substratos (BIZARRIA et al.,, 2022; CARREIRO et al., 1997,
FISHER et al., 1996). Solo das trilhas de forrageamento e da escavacdo dos ninhos
também sdo fontes do fluxo de levedura no sistema (ANGELIS et al., 1983; ARCURI et
al., 2014; RODRIGUES et al., 2009), que podem serem transportadas para dentro ou
para fora das colénias quando aderidas aos corpos das formigas (ARCURI et al., 2014;
FISHER et al., 1996; PAGNOCCA et al., 2008). Mecanismos adicionais para a
aquisicdo de leveduras nesse sistema ainda ndo foram estudados, como a possibilidade
de transmissdo por outros insetos ou artropodes visitantes.

Uma grande quantidade de leveduras foi encontrada em jardins de formigas-
cortadeiras, com uma abundancia de 10% a 10" unidades formadoras de colénia (UFC)
por grama de jardim (CRAVEN et al., 1970; PAGNOCCA et al., 1996; RODRIGUES
et al., 2009; PAGNOCCA et al., 2008). Esses numeros também indicam uma
diferenciacdo espacial dentro do mesmo jardim, pois as partes novas e velhas dos
jardins de fungo, assim como o material de descarte (lixo), apresentam diferencas na
abundancia de leveduras (CRAVEN et al., 1970; PAGNOCCA et al., 1996). Formigas-
cortadeiras sdo as formigas atineas mais estudadas em relacdo a diversidade de
leveduras (BIZARRIA et al., 2022). No entanto, devido a diversidade taxondmica das
formigas e a grande variedade de substratos forrageados pelas atineas, realizamos o
maior esforco de amostragem de leveduras neste ambiente até 0 momento, abrangendo
quatro das cinco fungiculturas praticadas por formigas cultivadoras de fungos. Nossos
resultados indicam que Saccharomycetales é a principal ordem encontrada nesse
ambiente, e que o jardim de fungo é um ambiente rico que abriga comunidades distintas

de leveduras, mesmo considerando coldnias de formigas da mesma espécie.

14



2. Material e Métodos

2.1. Amostragem de jardins de fungos

Para avaliar a comunidade de leveduras em jardins de fungo de formigas atineas
que praticam diferentes fungiculturas, um total de 42 coldnias de formigas foram
amostradas em quatro locais (Tabela S1). Foram amostrados jardins de fungo da
formiga-cortadeira Acromyrmex coronatus (n= 10 colbnias, Fig. 1A), das formigas
neoatineas nao cortadeiras, Mycetomoellerius tucumanus (n= 8, Fig. 1B) e
Mycetophylax sp. (n= 8, Fig. 1C), e das formigas paleoatineas: Apterostigma sp. (n= 2;
fungicultura de Pterulaceae, fungos coral) e Mycocepurus goeldii (n= 14, Fig. 1D).
Foram amostrados ninhos de A. coronatus que ocorrem em galhos de arvores ou em
ninhos rasos no solo, os quais foram abertos com a remocdo de material vegetal
utilizado pela formiga para cobrir o ninho (com excecdo de um ninho que se encontrava
dentro de um tronco em decomposicdo). No caso de jardins de A. coronatus, as
amostras incluiram o jardim velho e novo de oito coldnias e apenas jardim antigo ou
novo de outras duas colbnias (Tabela S1). Ninhos de Mycetophylax sp. foram
encontrados em troncos de madeira em decomposic¢do. Ninhos de M. tucumanus e M.
goeldii, foram amostrados por escavacdo de uma trincheira com cerca de 0,2-1 m de
profundidade (de acordo com a profundidade dos jardins) proximo das entradas dos
ninhos. Por ultimo, os ninhos de Apterostigma sp. foram localizados em barrancos de
solo, e portanto, a escavacdo lateral foi realizada para obtencdo do jardim de fungo.
Todas as amostras, que incluiram jardins de fungo com formigas operarias e crias,
foram transportadas assepticamente, armazenadas em recipientes plasticos estéreis e

encaminhadas ao laboratério para isolamento das leveduras.

2.2. lIsolamento das leveduras

Para obtencdo das leveduras de jardins de fungo utilizamos uma abordagem
dependente de cultivo, a partir de diluicdo seriada, suspendendo 1 g de jardim de fungo
em solucdo salina 0,85%, suplementada com 0,05% Tween 80. Nos casos de jardins
que ndo atingiram um grama, as suspensdes foram ajustadas mantendo as mesmas

proporcdes entre as amostras. As amostras foram agitadas por 5 min e 100 pL de cada
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diluicdo seriada foram espalhados na superficie dos meios Yeast Malt Agar (YMA:
extrato de levedura 3,0 g L™, extrato de malte 3,0 g L™, peptona 5,0 g L™}, dextrose 10 g
L™ e 4gar 15 g L™) e Sabouraud Dextrose Agar (SDA: dextrose 40 g L™; peptona 10 g
L e 4gar 15 g L™). Ambos os meios foram suplementados com 150 pg mL™ de
cloranfenicol, com o pH ajustado para 4,5 (com HCI 0,1 N). O pH das suspensdes
contendo os jardins de fungo em solugdo salina foram mensurados com pHmetro
(Tecnal, TEC-11).

As placas foram incubadas a 20 °C, no escuro, e monitoradas diariamente para a
presenca de colbnias de levedura com auxilio de estereomicroscopio (Leica, EZ4). O
namero de UFCs por grama de jardins de fungo foi contabilizado e as leveduras foram
isoladas e purificadas em meio Yeast Peptone Dextrose Agar (YPD: extrato de levedura
10 g L™, peptona 20 g L™, dextrose 20 g L™ e 4gar 15 g L™, suplementado com 150 pg
mL™ de cloranfenicol). As culturas axénicas foram transferidas para tubos inclinados
com meio GYMP (extrato de levedura 5,0 g L™, extrato de malte 10 g L™, NaH,PO, 2,0
g L7, dextrose 20 g L™ e agar 15 g L™) e preservadas em glicerol 30% (suspensdo de

células em solucédo salina a 0,85%) a -80 °C.

2.3. Extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento

O DNA gendmico foi extraido de todos os isolados de leveduras seguindo o
protocolo proposto por Sampaio et al. (2001), com alteracdes nas etapas de incubacdo e
centrifugacdo. Duas alcadas de leveduras cultivadas em YPD-agar (24-48 h) foram
suspensas em 500 pL de tampdo de lise estéril (Tris 50 mM, EDTA 50 mM, NaCl 250
mM, SDS 0,3%; pH 8) com esferas de vidro (425-600 pm, Sigma). Os tubos foram
agitados em vortex durante 4 min e incubados por 1 h a 65 °C. Este procedimento foi
repetido duas vezes e depois o0s tubos foram centrifugados a 15.871 x g durante 15 min.
Uma quantidade de 400 pL foi transferida para novos microtubos estéreis e mantida a
20 °C.

Para cada isolado, realizamos uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) por
microssatélites (MSP-PCR), seguindo o protocolo proposto por Meyer et al. (1993) com
modifica¢fes. O DNA foi diluido (1:750 pL) em &gua ultrapura estéril e MSP-PCR foi
realizado em volumes de 25 pL com o oligonucleotideo sintético (GTG)s. As reacdes
incluiram 4 pL dNTPs (1,25 mM cada), 5 uL. Tampéo 5%, 2 uL. 25 mM MgCl,, 1,5 pL
10 uM (GTG)s primer, 7,3 pL &gua estéril ultrapura, 0,2 uL 5U p L™ Taq polimerase, 5
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uL DNA diluido (1:750). As condi¢bes de MSP-PCR foram as seguintes: 95 °C por 3
min, 40 ciclos a 93 °C por 45 s, 50 °C por 1 min, 72 °C por 1 min e uma etapa de
extenséo final a 72 °C por 6 min. Os amplicons foram separados por eletroforese em gel
de agarose 1,4% (p/v) com tampdo TBE (Tris-Borate-EDTA) 0,5% por 3h. DNA
Ladder 1Kb (Promega) foi usado como marcador de tamanho de referéncia. Os géis de
agarose foram corados com solugéo GelRed (16 pL 10.000 x GelRed, 0,56 g NaCl, 100
mL H,0) e os padrdes das bandas foram visualizados sob UV. Pelo menos duas cepas
representativas de cada padrdo foram selecionadas para barcoding, exceto pela
ocorréncia de singletons nas amostras.

Amplificamos a regido D1/D2 do gene de RNA ribossomico de subunidade grande
(LSU) para as leveduras representativas usando o par de oligonucleotideos NL1 e NL4
(KURTZMAN; ROBNETT, 1998). As reac6es de amplificacdo (volume final de 25 pL)
incluiram: 4 uL dNTPs (1,25 mM cada), 5 uLL Tampéo 5x, 2 uL 25mM MgCl,, 1 uL 10
uM NL1 primer, 1 pL 10 uM NL4 primer, 6,8 pL 4gua estéril ultrapura, 0,2 pL 5U L™
Taq polimerase, 5 uL. DNA diluido (1:750). As condic¢des do PCR foram as seguintes:
96 °C por 3 min, 35 ciclos a 96 °C por 30 s, 61 °C por 45 s e uma etapa de extensdo
final a 72 °C por 1 min. Realizamos a purificacdo dos amplicons com o Kit Wizard™ SV
Gel and PCR Clean-Up System, e a reacdo de sequenciamento foi realizada usando o kit
BigDye® Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing (ThermoFisher Scientific), de acordo com
os protocolos do fabricante. Em seguida, os amplicons foram injetados no sequenciador
ABI 3500 Series Genetic Analyzer (ThermoFisher Scientific).

As sequéncias foward e reverse foram montadas no software BioEdit v.7.0.5.3
(HALL, 1999) e depositadas no GenBank sob o numero de acesso ON493906—
ON494016. As sequéncias foram comparadas com sequéncias tipo similares
depositadas no GenBank (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/) utilizando anélise de
BLASTN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

2.4. Andlises filogenéticas

Para determinar o posicionamento filogenético das espécies, os contigs foram
alinhados as sequéncias similares no software MAFFT v.7. (KATOH et al., 2019) em
dois conjuntos de dados, para Ascomicetos e Basidiomicetos, utilizando as
configuracgdes padrdes de alinhamento fornecidas pelo software, segundo o tamanho das
sequéncias. As arvores filogenéticas foram reconstruidas da seguinte forma: maxima
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verossimilhangca (ML-L) com aproximacdo ultrarrapida bootstrap, no IQ-TREE2
(Nguyen et al., 2015), maxima verossimilhanca (ML), em RAXML-NG (KOZLOV et
al., 2019), e inferéncia Bayesiana (Bl), em MrBayes v .3.2.7 (RONQUIST et al., 2012).
Para BI, usamos os recursos fornecidos pelo CIPRES Science Gateway (MILLER et al.,
2010). O modelo SYM+FQ+I+G4 foi selecionado para ambos os conjuntos de dados
usando o critério de informacdo bayesiano (BIC) gerado no IQ-TREE2
(KALYAANAMOORTHY et al., 2017). Para a reconstrucdo ML-L, foram definidas
10.000 réplicas para bootstrap ultrarrapido com 20.000 iteracdes. Para a reconstrucao
ML, foram definidas 1000 réplicas bootstrap. Para a reconstrucdo Bl, o método Monte
Carlo cadeia de Markov (MCMC) foi realizado na analise até que o desvio padrdo das
frequéncias fosse menor que 0,01. Os primeiros 25% das MCMC foram descartadas e a
biblioteca Beagle foi usada para acelerar a execucdo das quatro cadeias. As arvores
finais foram editadas em FigTree v.1.4.3 (RAMBAUT, 2016) e TreeGraph2 (STOVER;
MULLER, 2010), usando a topologia da reconstru¢do ML-L como arvore de suporte,
incluindo os valores dos nos das reconstrugdes ML e Bl (Fig. S1 e S2).

2.5. Avaliacéo do fenotipo killer

As leveduras Saccharomycotina recuperadas dos jardins de fungo foram avaliadas
para a producdo de toxinas killer, para elucidar se a frequéncia dessas leveduras neste
substrato esta associada a prevaléncia do fendtipo killer. Para tal, os ensaios foram
realizados seguindo os protocolos descritos por Crabtree et al. (2019). Um total de 182
isolados de leveduras foram semeados em placas contendo YPD Kkiller assay (tampao
citrato-fosfato, 0,003% p/v azul de metileno, pH 4,6), previamente semeadas com 0s
isolados sensiveis a toxina killer: Saccharomyces cerevisiae 1006, Candida albicans
12A, Candida glabrata Y55, Pichia sp. CAY-15 e Cryptococcus neoformans HLS3, em
um total de 910 interacBes. As placas foram avaliadas durante 7 dias e fenotipos com
zonas de inibicdo de crescimento ou halo azul nas levedura sensiveis foram
considerados positivos para a produgdo de toxinas. Linhagens produtoras de toxinas:
Barnettozyma californica e Wickerhamomyces anomalus foram utilizadas nos ensaios

como controle positivo.
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2.6. Analise estatistica

Para descrever as comunidades de leveduras, indices de diversidade foram
calculados usando a funcdo diversityresult da biblioteca BiodiversityR (KINDT; COE,
2005) e pela funcéo specpool da biblioteca vegan (OKSANEN et al., 2020). A riqueza
de espeécies, abundancia, indice de Shannon, indice de Simpson, uniformidade (indice de
uniformidade de Shannon), estimadores Bootstrap, ACE, Chao, Jackknife foram
calculados para cada fungicultura. Calculamos curvas de rarefacdo para riqueza de
espécies com a biblioteca “INEXT” (CHAO et al., 2014; HSIEH et al., 2020) usando
dados de abundancia de cada fungicultura. Mapas de calor foram utilizados para
visualizar as espécies recorrentes dos jardins de fungo. Para tanto, utilizamos o método
de Ward como critério de aglomeracdo para os grupos hierarquicos e a fungdo hclust da
biblioteca stats (R CORE TEAM, 2021). Os dados nos mapas de calor foram
padronizados por: (X — ) / s; onde: "X" representa a abundancia de espécies, "y" a média
da abundancia das espécies na fungicultura e "s" o desvio padrdo da abundancia das
espécies na fungicultura. Para visualizar as intersecOes de espécies entre fungiculturas, a
funcdo venn da biblioteca venn (DUSA, 2021) foi utilizada.

Para comparar as fungiculturas, os dados de ocorréncias das espécies foram
padronizados com a func¢éo decostand da biblioteca vegan (OKSANEN et al., 2020), via
método de distancia euclidiana (LEGENDRE; GALLAGHER, 2001). Realizamos
analises de agrupamento usando a funcdo hclust da biblioteca stats (R CORE TEAM,
2021), definindo o método UPGMA (unweighted pair group method with aritmetic
average) como critério de aglomeracdo para agrupamento hierarquico. O coeficiente de
correlacdo cofenética foi calculado para garantir que o dendrograma representasse um
resumo adequado dos dados padronizados para a espécie, utilizando a biblioteca stats (R
CORE TEAM, 2021). Espécies indicativas das fungiculturas foram identificadas pelos
agrupamentos e pelo método Dufrene-Legendre, calculada usando a funcdo indval da
biblioteca labdsv (ROBERTS, 2019). Para ordenacdo, realizamos uma analise
Multidimensional Scaling (hMDS) ndo métrica com distancias Euclidianas e de Bray-
Curtis, usando a funcdo metaMDS da biblioteca vegan (OKSANEN et al., 2020) e
analise de coordenadas principais (PCoA) com distancias Euclidianas e Bray-Curtis,
usando a fungdo cmdscale da biblioteca stats (R CORE TEAM, 2021). Trés conjuntos
de dados foram usados em ambos os casos: (i) abundéncia total, (ii) dados sem

singletons e (iii) abundancia relativa. Para comparacdo das diferencas entre
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fungiculturas, foram utilizados testes de permutacdo e de variancia de analises
multivariadas usando a funcéo permutest da biblioteca vegan (OKSANEN et al., 2020),
posterior o célculo de distancias dos centrdides e medianas com a fungdo betadisper
(9999 permutacdes). Todas as analises foram realizadas no software RStudio (v.
1.4.1717) (RSTUDIO TEAM, 2021), no R v.4.1.0 (R CORE TEAM, 2021).

3. Resultados
3.1. Abundancia de leveduras em jardins de fungo e fenotipo killer

Obtivemos um total de 946 isolados de leveduras a partir de 50 amostras de jardim
de fungo (Tabelas S1 e S2), que correspondem a quatro das cinco fungiculturas
praticadas por formigas atineas. As leveduras foram abundantes em algumas amostras,
variando de 10* a 10" UFCs por grama de jardim de fungo (Tabela S3). Em quatro
amostras, ndo foi possivel recuperar leveduras. A abundancia também variou entre
jardins de fungo do mesmo tipo de fungicultura (Tabela S3, Material Suplementar 2).

Ao todo 111 espécies distribuidas em 57 géneros (Tabela S2) foram recuperadas, a
maioria pertencente ao filo Ascomycota (Fig. 1E), sendo Saccharomycetales a ordem
mais frequente, seguida de Tremellales (Basidiomycota, Fig. 1F). Aureobasidium,
Candida, Papiliotrema, Starmerella e Sugiyamaella foram os géneros mais frequentes
(Tabela S2). Possiveis novas espécies foram encontradas, tanto de ascomicetos (n= 23),
quanto de basidiomicetos (n= 15).

Em relacdo as leveduras do subfilo Sacharomycotina, apenas 5,2% apresentavam
fendtipo killer (47 de 910 interacGes; Fig. 2a, Tabela S4). Dentre os géneros mais
abundantes em jardins de fungo, apenas Candida (C. blattae, C. orthopsilosis, C.
railenensis, C. sinolaborantium; e Candida sp. relacionado a C. temnochilae) e
Starmerella meliponinorum tiveram representantes com fenétipo positivo para producéo
de toxinas killer (Tabela S4).

3.2. Cada fungicultura tem um conjunto Unico de leveduras

Todos os estimadores de diversidade indicam que maiores esforcos de amostragem

podem aumentar o nimero de espécies de leveduras recuperadas desse ambiente
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(Tabela S3). Os jardins mais ricos foram os de Mycetophylax sp., M. goeldii e os jardins
novos de A. coronatus (Fig. 2b, Tabela S3). Apesar da alta diversidade de leveduras, as
comunidades sdo heterogéneas, com baixa uniformidade e alta dissimilaridade (Tabela
S3). Os jardins de Apterostigma sp. apresentam a menor riqueza e abundancia, também
confirmada pelos demais estimadores de riqueza e diversidade (Tabela S3), o que pode
estar relacionado ao pequeno numero amostral de jardins dessa espécie. No geral,
apenas amostras de Apterostigma sp. e M. tucumanus apresentaram curvas de rarefagéo
com tendéncia de estabilizacdo assintdtica, se considerado a extrapolacdo da
amostragem (Fig. 2).

Poucas espécies sdo compartilhadas entre as fungiculturas (Fig. 3), exceto as
comunidades dos jardins velhos e novos de A. coronatus, e em alguns casos, entre
jardins de Apterostigma sp. e Mycetophylax sp., que foram amostrados no mesmo local
(Tabela S1). Em alguns casos, uma alta incidéncia de uma espécie particular de
levedura foi observada, como foi o caso de Candida orthopsilosis e Starmerella
etchellsii para A. coronatus, Wickerhamomyces ciferrii para M. tucumanus,
Scheffersomyces sp. para Mycetophylax sp., Sugiyamaella smithiae para M. goeldii e
Kurtzmaniella quercitrusa para Apterostigma sp. (Fig. 4).

Comunidades de leveduras sdo diferentes mesmo entre jardins de fungos da mesma
espécie de formiga (Fig. 5), mesmo considerando analises sem a presenca de singletons
e de abundancia relativa (Fig. S3-S5). As analises de ordenacdo nMDS indicam poucas
semelhancas entre as colénias da mesma fungicultura com agrupamentos entre espécies
diferentes de formigas, resultados semelhantes foram observados para ordena¢des PCoA
(apesar da baixa representatividade de variancia explicada em cada eixo, Fig. S3). A
maioria dos agrupamentos entre jardins da mesma fungicultura foi detectada para A.
coronatus (grupos 5, 7, 9 e 12), M. tucumanus (grupo 1) e M. goeldii (grupos 10 e 14,
Fig. 5a). Aureobasidium leucospermi, Candida orthopsilosis, Candida railenensis,
Candida sinolaborantium, Candida sp. YA59 (relacionada a C. vrieseae), Coniochaeta
sp. YA110, Hannaella kunmingensis, Hyphopichia burtonii, Kurtzmaniella quercitrusa,
Saitozyma podzolica, Vexillomyces sp. YA6, Wickerhamomyces ciferrii, Yamadazyma
sp. YAS8 e Yarrowia lipolytica foram identificadas como espécies indicadoras para 0s
agrupamentos (ou seja, espécies abundantes em uma fungicultura especifica e

possivelmente aos substratos/ambiente forrageados pelas formigas; Fig. 5a).
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4. Discussao

Os jardins de fungo de formigas atineas possuem uma comunidade de leveduras
diversa e dissimilar, mesmo entre col6nias da mesma fungicultura. Inicialmente
observadas por Craven et al. (1970), a abundancia de leveduras em jardins de atineas
tém sido ocasionalmente exploradas por outros estudos (CARREIRO et al., 1997;
MELO et al., 2021; RODRIGUES et al., 2009), e o forrageamento das formigas
cultivadoras e a grande amplitude de substratos forrageados (RONQUE et al., 2019;
SCHULTZ; BRADY, 2008) possuem um papel na diversidade de leveduras nesse
ambiente (BIZARRIA et al., 2022; FISHER et al., 1996). Estudando jardins de formigas
derivadas cortadeiras e ndo cortadeiras de folhas, que foram os mais estudados
anteriormente (CRAVEN et al., 1970; MELO et al., 2021; PAGNOCCA et al., 1996,
2008; RODRIGUES et al., 2009), encontramos altas contagens de leveduras (em alguns
casos com 10" UFC g*), o que é esperado devido a maior quantidade de material
vegetal forrageado, como previamente identificado em Atta sp. (BLANTON; EWEL,
1985; MUELLER, RABELING, 2008). As abundancias de leveduras observadas em
outras fungiculturas, refletem observacdes em diferentes grupos de insetos, incluindo
Coleoptera, Neuroptera, e outros insetos (NGUYEN et al., 2007; SUH et al., 2005,
2008; URBINA et al., 2013).

Apesar dos jardins de fungo hospedarem uma grande quantidade de leveduras, a
estrutura das comunidades é muito diferente, mesmo entre jardins da mesma
fungicutura. Essa dissimilaridade pode ser um resultado do nicho ecoldgico da espécie
de formiga, em funcdo da sua distribuicdo geogréfica, escolhas de forrageamento, e
espécie de fungo cultivado, o que também foi observado para a diversidade de fungos
filamentosos (RODRIGUES et al., 2011). A influéncia do nicho ecoldgico pode
particularmente ser mais importante para formigas paleoatineas, que coletam uma ampla
variedade de substratos como fezes e carcacas de artropodes, pedacos de madeira e
galhos, néctar e sementes, e que cultivam uma grande variedade de fungos
Leucocoprinus spp. € Myrmecopterula spp. (DE FINE LICHT; BOOMSMA, 2010;
LEAL-DUTRA et al., 2020; RONQUE et al., 2019; SCHULTZ; BRADY, 2008). Por
outro lado, essa influéncia também pode afetar mesmo formigas neoatineas, que
utilizam diferentes substratos vegetais em grande quantidade para o cultivo de
diferentes espécies de Leucoagaricus spp. (SCHULTZ; BRADY, 2008; SCHULTZ et
al., 2015).
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Apenas em quatro das cinquenta amostras de jardins de fungo, ndo foram
recuperadas leveduras. Observacdes semelhantes também foram documentadas por
Rodrigues et al. (2009) estudando jardins de fungo da formiga-cortadeira Atta texana.
Acreditamos que a auséncia de leveduras em alguns jardins de fungo possa ser resultado
da competicdo microbiana no jardim, ou no meio de cultivo durante o isolamento,
especialmente em casos onde fungos filamentosos de crescimento rapido estavam
presentes, pois dificultam o isolamento de demais taxa. Assim como em outras
observacbes no mutualismo de formigas atineas (BIZARRIA et al., 2022),
Saccharomycetales foi a ordem mais frequente de leveduras; e Ascomicetos foram mais
frequentemente recuperados que Basidiomicetos. Futuramente, esforgos para elucidar a
ocorréncia de leveduras por técnicas que permitam o acesso da comunidade ndo
cultivavel, ou abordagens mais sensiveis, como a reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (QPCR) e o sequenciamento de proxima geracdo (NGS),
poderdo fornecer avancos importantes na deteccdo e quantificacdo de leveduras
especificas na matriz dos jardins de fungo.

Apenas algumas espéecies de leveduras sdo compartilhadas entre diferentes
fungiculturas (Fig. 3) e mesmo entre coldonias da mesma espécie (Tabela S2). A
prevaléncia de alguns taxas pode revelar sua abundancia no ecossistema natural ao qual
as formigas estdo situadas, devido a transferéncia de leveduras pelo forrageamento das
formigas. Entre as leveduras Saccharomycetales algumas espécies sdo amplamente
conhecidas como habitantes de substratos vegetais e insetos, incluindo Wickerhamiella
spp. (LACHANCE et al 2001, 1998), Sugiyamaella spp. (SENA et al., 2017; SHI et al.,
2021), e Yamadazyma spp. (KURTZMAN et al., 2011). Leveduras basidiomicéticas sao
usualmente abundantes em diversos substratos, e particularmente em solos (YURKQOV
et al, 2018), que podem ser fontes de Trichosporonaceae e Sporidiobolales também
encontradas em jardins de fungo. A abundancia particular de Aureobasidium
leucospermi em alguns jardins de M. goeldii pode estar associada ao substrato
forrageado, uma vez que espécies de Aureobasidium sdo comuns habitantes de madeira
(LEE et al., 2017), um substrato comumente forrageados pelas formigas.

A ocorréncia Unica de algumas espécies pode estar associada a sua ocorréncia em
substratos vegetais € em ambientes visitados e habitados por outros insetos, como
Candida railenensis em frutos de Quercus robur (ISAEVA et al., 2009), Candida
blattae em intestino de Corydalus cornutus (astern dobsonfly) e em uma espécie nédo

identificada de barata (NGUYEN et al., 2007), Schwanniomyces vanrijiae em coldnias
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de Formica aquilonia (MAKSIMOVA et al., 2016), Kurtzmaniella quercitrusa em
flores de Passiflora edulis e besouros Conotelus sp. (SANTOS et al., 2020), assim como
intestino de Macrotermes bellicosus (ARREY et al., 2021). Coletivamente, essas
ocorréncias podem revelar a conexdo entre a diversidade de fungos nos jardins e a
distribuicdo natural de leveduras no ecossistema.

Algumas leveduras, conhecidas como killers (SOMERS; BEVAN, 1969; WOODS;
BEVAN, 1968), produzem toxinas proteicas ou glicoproteicas que sdo Uteis para matar
células susceptiveis. As toxinas killers podem levar células a morte interferindo na
permeabilidade da membrana (MAGLIANI et al., 1997; MARQUINA et al., 2002;
SCHMITT; BREINIG, 2006), na sintese de acidos nucléicos e pela interferéncia no
ciclo celular (SCHMITT et al., 1989, 1996; SCHMITT; REITER, 2008). A ocorréncia
de leveduras killers foi previamente explorada em jardins de formigas (CARREIRO et
al., 2002; ROBLEDO-LEAL et al., 2016; RODRIGUES et al., 2009) e em nosso estudo.
Encontramos que 5.2% das leveduras Saccharomycetales sdo positivas para o fenotipo
killer, entretanto, a distribuicdo real desse fendtipo em leveduras ambientais ainda é
elusiva, especialmente o jardim de fungo que foi superficialmente explorado. Uma vez
que as toxinas killer apresentam condicdes 6timas de atividade (MAGLIANI et al.,
1997; MARQUINA et al., 2002), o método de triagem com meio tamponado com
acréscimo de azul de metileno, pode subestimar a ocorréncia dessas leveduras. Além
disso, outros mecanismos de interferéncia podem induzir falsos positivos por inibi¢do
de isolados sensiveis (SIPICZKI et al., 2020). Futuramente, novos esforcos devem ser
empregados para identificar os elementos genéticos que codificam as toxinas nas
leveduras isoladas de jardins de fungo, além de novos ensaios frente a uma ampla gama
de isolados sensiveis e condi¢cOes para evitar subestimacdes.

As toxinas killer sdo mecanismos importantes de competicdo, inibindo células
vizinhas sensiveis (BOYNTON, 2019), que pode ser uma importante estratégia quando
0s recursos se sobrepdem a competidores (CASE; GILPIN, 1974). O rico micobioma de
leveduras em jardins de fungo e a manutencé&o realizada pelas formigas (i.e. no controle
do pH, temperatura e umidade do jardim) e os diferentes substratos forrageados, geram
um cendrio propicio para competicdo por interféncia e ocorréncia de leveduras killer. As
observacOes de Carreiro et al. (2002) devam ser cuidadosamente avaliadas, por se
tratarem de observacGes em colbnias de A. sexdens mantidas em condicdes de
laboratorio, utilizando folhas de Eucalyptus alba como substrato. Nossas observacdes

diferem pela origem ambiental das amostras e, apesar de apenas 5,2% das leveduras
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avaliadas serem Killers, nossas observacdes devem ser revistas frente a uma ampla
variedade de leveduras sensiveis e outras condi¢des de cultivo.

Atualmente, o papel ecoldgico das leveduras nos jardins de fungos somente foi
explorado para formigas cortadeiras de folhas (BIZARRIA et al., 2022) e supde-se que
as leveduras contribuam para (i) a degradacdo da biomassa vegetal no jardim de fungo
(ARCURI et al., 2014; CARREIRO, 2000; MELO et al., 2021; MENDES et al., 2012),
(if) a imunidade do jardim contra antagonistas microbianos (RODRIGUES et al., 2009)
e (ii) a desintoxicacdo do &cido galacturénico (ARCURI et al., 2014; MENDES et al.,
2012), um subproduto da hidrolise da pectina que afeta a sobrevivéncia de operarias em
Atta sexdens (SILVA et al., 2003). Entretanto, todas as hipdteses em relacdo aos papéis
ecoldgicos das leveduras nesse ambiente carecem de evidéncias empiricas para suporte
das premissas. Em especial, como as toxinas killer também afetam outros organismos
(CAPPELLI et al., 2014, 2019; PEREZ et al., 2016; POLONELLI; MORACE, 1986), 0
potencial das leveduras killer no jardim, afetando sua imunidade e/ou salde, ainda é um
caminho inexplorado. De forma geral, nossos resultados apoiam que os jardins de fungo
(ndo apenas os de formigas cortadeiras) sdo uma fonte emergente para estudo de

diversidade e ecologia de leveduras.
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5. Figuras

Figura 1. Saccharomycetales foi a ordem de leveduras mais frequentemente obtida dos
jardins de fungo de diferentes espécies de formigas atineas. As amostras correspondem
a jardins de quatro das cinco fungiculturas praticadas por atineas: A. Acromyrmex
coronatus (formiga-cortadeira de folhas). B. Mycetomoellerius tucumanus (atinea
derivada ndo cortadeira). C. Mycetophylax sp. (atinea basal). D. Mycocepurus goeldii
(atinea basal). E. Abundancia relativa de filos classificados por espécie de formiga. F.
Abundancia relativa de ordens classificadas por espécie de formiga. AcN. Jardim novo
de A. coronatus, AcO. Jardim velho de A. coronatus, Mt. Mycetomoellerius tucumanus,
Ms. Mycetophylax sp., Mg. Mycocepurus goeldii, Apto. Apterostigma sp. (Fungicultura

basal de Pterulaceae).
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Figura 2. Jardins de fungo de formigas atineas abrigam uma rica comunidade de
leveduras. A. Fendtipo killer observado em algumas leveduras isoladas de jardins de
fungo. Da esquerda para a direita: Candida blattae (1000), Candida blattae (1001),
Candida sp. (relacionado a C. temnochilae), Candida sinolaborantium, Starmerella
meliponinorum. As zonas azuis sdo células mortas coradas com azul de metileno na
presenca de toxinas Killer. B. Curvas de rarefacdo interpoladas e extrapoladas (linhas
tracejadas indicam riqueza extrapolada de espécies). AcN. Jardim novo de Acromyrmex
coronatus, AcO. Jardim velho de A. coronatus, Mt. Mycetomoellerius tucumanus, Ms.
Mycetophylax sp., Mg. Mycocepurus goeldii, Apto. Apterostigma sp. (Fungicultura
basal de Pterulaceae).
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Figura 3. Poucas espécies de leveduras sdo compartilhadas entre fungiculturas.
Diagrama de Venn indica a auséncia de uma espécie comum entre todas as
fungiculturas. A maior similaridade foi observada na fungicultura de Acromyrmex
coronatus, e entre Apterostigma sp. e Mycetophylax sp., que foram amostrados no
mesmo local, sugerindo um componente geografico da comunidade recuperada. AcN.
Jardim novo de A. coronatus, AcO. Jardim velho de Acromymerx coronatus, Mt.
Mycetomoellerius tucumanus, Ms. Mycetophylax sp., Mg. Mycocepurus goeldii, Apto.
Apterostigma sp. (Fungicultura basal de Pterulaceae). OTU3: Vishniacozyma
alagoana; OTUS: Papiliotrema sp.; OTUG: Vexillomyces sp.; OTU9: Rhodotorula
mucilaginosa; OTU14: Candida ortopsilose; OTUL17: Yarrowia lipolytica; OTU18:
Meyerozyma caribbica; OTUZ20: Wickerhamiella occidentalis; OTU21: Candida
railenensis; OTU22: Hanseniaspora thailandica; OTUZ23: Trichosporon insectorum;
OTU26: Trichosporon coremiiforme; OTU27: Cutaneotrichosporon jirovecii; OTU31:
Hannaella phetchabunensis; OTU39: Vishniacozyma sp.; OTUA47: Aureobasidium
leucospermi; OTUS0: Candida blattae; OTUS4: Kurtzmaniella quercitrusa; OTUS58:
Yamadazyma sp.; OTU59: Candida sp. (relacionada a C. vrieseae); OTU70:
Papiliotrema sp.; OTU72: Saitozyma podzolica; OTU74: Schwanniomyces vanrijiae;
OTU76: Sugiyamaella carassensis.
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Figura 4. Mapas de calor das vinte espécies de leveduras mais recorrentes, agrupadas
por espécies de formigas (sem e com padronizacao dos dados; por: (X —y) / s; onde: "X"
representa a abundancia de espécies, "y" a média da abundéncia das espécies na
fungicultura e "'s" o desvio padrdo da abundancia das espécies na fungicultura). Apesar
das diferencas observadas nos agrupamentos das fungiculturas, poucas diferencas foram
observadas nos mapas de calor padronizados e ndo padronizados pela média da
abundancia das espécies. O critério de agrupamento de Ward foi aplicado para o
agrupamento de espeécies de formigas. AcN. Jardim novo de Acromyrmex coronatus,
AcO. Jardim velho de A. coronatus, Mt. Mycetomoellerius tucumanus, Ms.
Mycetophylax sp., Mg. Mycocepurus goeldii, Apto. Apterostigma sp. (Fungicultura

basal de Pterulaceae).
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Figura 5. As comunidades de leveduras s&o dissimilares entre colonias da mesma
fungicultura. A. Critéerio UPGMA formam agrupamentos entre col6nias de formigas de
diferentes fungiculturas, exceto por alguns grupos formados por Acromyrmex coronatus
(grupos 5, 7, 9 e 12), Mycetomoellerius tucumanus (grupo 1) e Mycocepurus goeldii
(grupo 10) . A maioria dos agrupamentos é compartilhada entre colénias de diferentes
fungiculturas. As seguintes espécies foram consideradas indicativas para os grupos (P <
0,05): Hyphopichia burtonii e Wickerhamomyces ciferrii (grupo 1), Saitozyma
podzolica (grupo 2), Candida sinolaborantium, Candida sp. (relacionada a C. vrieseae)
e Yamadazyma sp. (grupo 3), Kurtzmaniella quercitrusa (grupo 4), Candida
orthopsilosis e Yarrowia lipolytica (grupo 7), Coniochaeta sp. (grupo 8), Vexillomyces
sp. (grupo 9), Hannaella kunmingensis (grupo 10), Aureobasidium leucospermi (grupo
14) e Candida railenensis (grupo 15). B. A analise de ordenacdo nMDS (estresse:
0,155) mostra a dissimilaridade entre colonias da mesma fungicultura. Homogeneidade
multivariada foi observada para ambas as distancias (para ambos, mediana e centroide;
P> 0,05), entretanto, nenhuma evidéncia suporta diferencas entre fungiculturas (P=
0,19). C. Uma segunda analise de ordenacdo nMDS (estresse: 0,228) foi realizada
excluindo as colonias mais diferentes (mantendo as colonias do quadrado tracejado na
primeira ordenacdo). AcN. Jardim novo de Acromyrmex coronatus, AcO. Jardim velho
de A. coronatus, Mt. Mycetomoellerius tucumanus, Ms. Mycetophylax sp., Mg.
Mycocepurus goeldii, Apto. Apterostigma sp. (Fungicultura basal de Pterulaceae).
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Capitulo 2

Leveduras Killer em jardins de atineas: mineracdo de genoma em busca de novas

toxinas’

1. Introdugéo

Algumas leveduras e fungos leveduriformes secretam toxinas antiflingicas,
levando & morte de células vizinhas suscetiveis (CASTILLO; CIFUENTES, 1994;
GOLUBEV et al. 2002; KOLTIN; DAY, 1976; PFEIFFER et al. 2004; WOOD;
BEVAN, 1968), com potencial notavel como novos antifingicos no combate a
infeccbes fungicas (ALLEN et al., 2011; FREDERICKS et al., 2021b; KABIR et al.,
2011; PEREZ et al., 2016; POLONELLI et al., 1991; VALZANO et al., 2016). Essas
toxinas proteicas tem uma faixa de atividade variando de estreita até ampla, afetando
células de espécies filogeneticamente préximas ou distantes (BOYNTON, 2019;
GOLUBEYV, 1998; GOLUBEV, 2006). Desde a sua primeira descricdo em
Saccharomyces cerevisiae na década de 60 (BEVAN; MAKOWER, 1963;
MAKOWER; BEVAN, 1963; WOOD; BEVAN, 1968), as leveduras foram
classificadas de acordo com seus fenotipos como produtoras de toxinas (killers),
resistentes (ndo produzindo toxinas, mas imune a elas) e suscetiveis (vulneravel a
toxina). As toxinas killers podem ser codificadas por diferentes elementos genéticos,
incluindo regides cromossémicas, satélites de RNA de fita dupla (dSRNA) de totivirus
dsRNA ou elementos lineares de DNA de fita dupla (dsDNA) (BEVAN et al., 1973;
MAGLIANI et al., 1997; ROWLEY, 2017; SOMERS; BEVAN, 1969). A frequéncia
desses elementos em diferentes linhagens de Saccharomycotina e fungos
leveduriformes, no entanto, ainda é pouco esclarecida, e apenas em casos singulares
observou-se que as toxinas de leveduras Saccharomyces codificadas por dsRNA
possuem homdlogos gendbmicos em diferentes linhagens de leveduras
Saccharomycotina (FREDERICKS et al. 2021a).

Diferentes mecanismos de acdo foram relatados para toxinas killer, incluindo
ruptura de membranas citoplasmaticas (BREINIG et al., 2002; MARTINAC et al.,
1990), inibicdo da sintese de DNA e sintese de B-glucano (SCHMITT et al., 1996;

? Trabalho realizado na Universidade de Idaho (EUA), sob a modalidade de apoio ‘Bolsas no Exterior -
Estégio de Pesquisa — Doutorado’, processo FAPESP n. 2021/09980-4.
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YAMAMOTO et al., 1986), fragmentacdo e dano de &cidos nucleicos (KAST et al.,
2014; KLASSEN et al., 2004), retardo do ciclo celular (KLASSEN et al., 2004;
SCHMITT et al., 1996) e morte celular programada (ou seja, apoptose; BREINIG et al.,
2006). Devido aos seus mecanismos de inibicdo, as toxinas killer sdo frequentemente
investigadas como antimicrobianos naturais, promissores contra fungos patégenos de
humanos e de plantas (ALLEN et al., 2011; FREDERICKS et al., 2021b; PEREZ et al.,
2016; VALZANO et al., 2016; WALKER et al., 1995).

E frequentemente relatado que toxinas killer desempenham um papel importante
na competicdo de interferéncia entre espécies (BUSSEY et al.,, 1988; GANTER;
STARMER, 1992; PIECZYNSKA et al., 2016), especialmente em ambientes que
reforcam a interacdo entre células produtores de toxinas e suscetiveis (BOYNTON et
al., 2019). Além disso, sabe-se que a coexisténcia dos diferentes fenotipos é afetada por
parametros ambientais, incluindo disponibilidade de nutrientes (PINTAR; STARMER,
2003; WLOCH-SALAMON et al., 2008), densidade celular (GREIG; TRAVISANO,
2008; VADASZ et al., 2003), pH e temperatura (BUSSEY et al., 1988; MAGLIANI et
al.,, 1997, MCBRIDE et al., 2008). Na natureza, a prevaléncia de leveduras killer
geralmente varia em torno de 6,12 a 23,5% (ABRANCHES et al., 1997; CHANG et al.,
2015; PHILLISKIRK; YOUNG, 1975; PIECZYNSKA et al., 2013; STUMM et al.,
1977; TRINDADE et al., 2002; WOJCIK; KORDOWSKA-WIATER, 2015).

As implicacdes ecologicas das toxinas killer em comunidades de leveduras sao
frequentemente exploradas por interacfes cruzadas entre produtores de toxinas e células
suscetiveis (BOYNTON, 2019; WOOD; BEVAN, 1968). At¢é o momento, apenas
alguns relatos indicaram a presenca de leveduras killer associadas a organismos modelo
(como é o caso de Drosophila spp., BUSER et al., 2021; STARMER et al., 1987).
Comunidades de leveduras killer foram inicialmente relatadas no ambiente de formigas
cultivadoras de fungos (Hymenoptera: tribo Attini: subtribo Attina, doravante
denominadas ‘formigas atineas') (BIZARRIA et. al., 2023a; CARREIRO et al., 2002;
ROBLEDO-LEAL et al., 2016), principalmente associados a jardins de fungo, corpos
de formigas e folhas coletadas pelas formigas (fendtipos killer variando de 3,3 a 13,4%
das interacOes, BIZARRIA et. al., 2023a; CARREIRO et al., 2002; ROBLEDO-LEAL
et al., 2016). As formigas atineas estabeleceram um mutualismo obrigatério com fungos
basidiomicetos ha cerca de 55-65 milhfes de anos (BRANSTETTER et al., 2017;
NYGAARD et al., 2016; SCHULTZ; BRADY, 2008), usando fungos como fonte

primaria de alimento para seus colbnias (i.e., fungos das familias Agaricaceae e
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Pterulaceae; MOLLER, 1893; SCHULTZ; BRADY, 2008; WEBER, 1972). Esses
insetos praticam diferentes fungiculturas (ou seja, de acordo com seus cultivares e 0s
substratos forrageados; SCHULTZ; BRADY, 2008; SCHULTZ et al., 2015), sendo
considerado um sistema modelo para estudo de mutualismos. Além disso, as formigas
atineas sdo agentes ecoldgicos nos Neotropicos, sendo herbivoros dominantes
(CORREA et al., 2010; MEYER et al., 2011), promovendo a ciclagem de nutrientes e a
fertilidade do solo (FARJI-BRENER; WERENKRAUT, 2015; STERNBERG et al.,
2007) e em alguns casos, a dispersao e germinacdo de sementes (LEAL; OLIVEIRA,
1998).

O comportamento de forrageamento das formigas atineas agrega uma grande e
complexa comunidade de leveduras nos jardins de fungo (ARCURI et al., 2014;
BIZARRIA et al., 2022; CRAVEN et al., 1970; FISHER et al., 1996; PAGNOCCA et
al., 2008). Os jardins sdo, em teoria, um ambiente adequado para a ocorréncia de
leveduras killer, com alto nivel de aglcares disponiveis (SILVA et al., 2003, 2006) e
grande densidade de microrganismos (BIZARRIA et al., 2023a; CRAVEN et al., 1970;
FISHER et al., 1996; PAGNOCCA et al., 1996; RODRIGUES et al., 2008), elementos-
chave para a competicdo de espécies, que € um dos pilares do uso ecoldgico das toxinas
killers. Nesse estudo, realizamos uma avaliacdo abrangente do fendtipo killer em
diferentes isolados de Saccharomycotina associados as fungiculturas de formigas
atineas. As avaliacbes foram realizadas frente a um grande conjunto de isolados
sensiveis, incluindo patdgenos humanos, que frequentemente sdo resistentes a
medicamentos antifungicos (por exemplo, Candida albicans, C. glabrata e C. auris,
BOHNER et al., 2022; BONGOMIN et al., 2017; FISHER et al., 2022; SANGLARD et
al., 1998). Os resultados revelam que os jardins hospedam diferentes leveduras killer, de
atividade especifica ou ampla, mas com auséncia de elementos citoplasmaticos para
codificacdo. Em especial, um isolado da espécie Candida sinolaborantium, que produz
toxinas com acdo de amplo espectro, incluindo patégenos, foi submetido a
sequenciamento genémico e mineramento por regiBes semelhantes as toxinas.
Constatamos via expressdo heterdloga uma nova toxina com similaridade a toxinas
previamente descritas e codificadas por satélites de dsSRNA. No geral, demonstramos
que os jardins de fungo podem hospedar leveduras produtoras de toxinas Killer, Gteis

para uso futuro como novos antifungicos de interesse clinico.
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2. Material e Métodos
2.1. Origem das leveduras e anélise filogenética

Para investigar a prevaléncia de leveduras killer nos jardins de fungo, uma colegéo
representativa de leveduras previamente caracterizada por Bizarria et al. (2023a) foi
examinada (Tabela S1). A identificacdo das leveduras envolveu a analise de
amplificacdo de microssatélite (MSP-PCR) e sequenciamento da regido D1/D2 do gene
que codifica 0 RNA ribossémico da subunidade maior (LSU; Bizarria et al., 2023a).
Selecionamos um total de 180 leveduras para os ensaios de producdo de toxinas killer.
As leveduras sdo provenientes de jardins de fungo da formiga-cortadeira Acromyrmex
coronatus (n = 91), da formiga ndo cortadeira Mycetomoellerius tucumanus (n = 13),
das formigas basais Mycetophylax aff. auritus (n = 42) e Mycocepurus goeldii (n = 25),
que cultivam fungos Agaricaceae; e Apterostigma goniodes (n = 9), que cultiva fungos
Pterulaceae.

Para avaliar a relacdo filogenética entre os isolados de leveduras, realizamos uma
analise com espécies representativas e seus parentes mais proximos (sequéncias
utilizadas na andlise filogenética estdo listadas na Tabela S2). As sequéncias foram
alinhadas com MAFFT v.7. (KATOH et al., 2019) e modelos de substituicdo de
nucleotideos foram gerados usando o critério de informagdo Bayesiano (BIC), no 1Q-
TREE2. SYM+I+G4 foi selecionado como o modelo de substituicdo de nucleotideos.
Arvores filogenéticas de maxima verossimilhanca (ML) foram reconstruidas no
IQTREE2 (NGUYEN et al., 2015), com 10.000 réplicas de bootstrap ultrarrapido
(&rvore concluida ap6s 262 iteracdes, LogL: -14980,772). As arvores finais foram
editadas no FigTree v.1.4.3 (RAMBAUT, 2016).

2.2. Ensaios de determinacdo do fenétipo Killer

Para confirmar a producdo de toxinas killer, avaliamos os fenotipos por ensaios de
co-cultivo, seguindo os procedimentos descritos em Crabtree et al. (2019). Os 180
isolados de leveduras foram semeados em placas de agar YPD 4.6 dextrose “killer
assay” (extrato de levedura 10 g L™, peptona 20 g L™, dextrose 20 g L™, citrato de sédio
29,9 g L™, suplementado com 0,003% p/v azul de metileno e pH ajustado para 4,6 com
HCI). As placas foram previamente semeadas com suspensdo de 10° células mL™ com

um dos 49 isolados selecionados como suscetiveis (i.e., de jardins de fungo e de fontes
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ndo relacionadas ao ambiente das formigas atineas, Tabela S3), em um total de 8.820
interagOes. Nove isolados que codificam toxinas conhecidas foram utilizados como
controle positivo. As leveduras também foram avaliadas em um segundo ensaio frente a
21 leveduras patogénicas como isolados suscetiveis (Tabela S3). A producéo de toxinas
foi registrada apos cinco dias de incubacéo a temperatura ambiente, seja por uma zona
de inibicéo ou por coloracéo de células sensiveis com azul de metileno. A severidade da
atividade foi pontuada de acordo com Fredericks et al. (2021a), pela zona de inibigéo
com ou sem halo azul de metileno, ou por halo de azul de metileno forte ou fraco sem

zona de inibicéo.

2.3. Extracéo de elementos codificantes de dsRNA

Para determinar se os isolados de leveduras codificam toxinas via elementos de
dsRNA, realizamos a extracdo dos elementos de dsRNA de todas as leveduras, seguindo
os protocolos estabelecidos por Okada et al. (2015), com modificagdes. As leveduras
foram cultivadas em caldo de levedura-peptona-dextrose (YPD: extrato de levedura 10
g L™, peptona 20 g L, dextrose 20 g L™), centrifugadas a 3000 x g por 5 min, e o caldo
foi removido por aspiracdo. As células foram suspensas em agua estéril, centrifugadas a
8.000 x g e a agua aspirada. Um total de 450 pL de 2x Sodium chloride-Tris-EDTA
buffer (STE: NaCl 200 mM; Tris-HCI 20 mM, pH 8,0; EDTA 30 mM) e 0,5 pL de B-
Mercaptoetanol foram adicionados e as células rompidas em um disruptor celular
(Digital Disruptor Genie, Scientific Industries) por 3 min a 3.000 rpm. Em seguida, 50
pL de solucdo de 10% dodecil sulfato de sodio (SDS) e 350 pL de fenol-cloroférmio-
alcool isoamilico (25:24:1) foram adicionados aos extratos brutos, que foram
homogeneizados e centrifugados a 10.000 x g para 5 min. Em seguida, 500 pL de
sobrenadante foram misturados com etanol absoluto (5:1), e o volume final de 600 uL
foi transferido para colunas de celulose (i.e., 0,05 g de celulose D em tubo de 0,6 mL
perfurado e colocado em tubos coletores de 2 mL). As colunas foram centrifugadas a
10.000 x g durante 30 s e o fluxo foi descartado. Em seguida, 350 pL de tampéo de
lavagem (1x STE contendo 16% v/v de etanol absoluto) foram adicionados a coluna e
centrifugados a 10.000 x g por 30 s, seguido pelo descarte por fluxo.

As colunas foram transferidas para um novo tubo coletor, adicionando-se 350 pL de
1x STE e centrifugados a 10.000 x g por 30 s. A fragdo eluida foi coletada e 1 mL de
etanol absoluto com 40 pL de 3 M acetato de sodio aquoso (pH 5,2) foi adicionado. Os
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tubos foram invertidos 10 vezes e centrifugados a 20.000 x g durante 15 min. A mistura
de etanol foi entdo aspirada sem perturbar o pellet precipitado, que foi entdo seco em
temperatura ambiente e suspenso em 15 pL de &gua estéril. A presenca dos elementos
foi examinada por eletroforese em gel de agarose TAE 0,8%, com brometo de etidio
(carregando 5 uL de cada amostra), a 130 V por 30 min em tampdo 1% TAE. Como
referéncia de peso molecular, foi utilizado um DNA Ladder de 1 kb. O isolado
YJIM1307 de Saccharomyces cerevisiae, conhecido por hospedar totivirus e satélites de

dsRNA foi usado como controle positivo.

2.4. Extracéo de plasmideos lineares de dsDNA

Para determinar se plasmideos lineares de dsDNA codificam as toxinas Killer,
extraimos os elementos de dsDNA das leveduras caracterizadas como killers. As
culturas foram cultivadas em YPD e 200 pL foram centrifugados a 3000 x g durante 5
min, removendo o caldo por aspiracdo. As células de levedura foram suspensas em 10
uL de solucdo de Zymolase (5% de Tris-HCI 50 mM, pH 8; 10% de EDTA 5 mM e
85% de 4gua estéril) e 7,2 pL de 10 mg mL™ de Zymolase (United States Biological
Life Sciences, Swampscott, MA), seguidas por incubacdo a 30°C por 1 h. Apéds a
incubacdo, 1 pL de 10% SDS e 3 pL de proteinase K (New England Biolabs, Ipswich,
MA) foram adicionados a suspensao, seguido de uma incubacdo de 1 h a 65 °C. Apos a
incubacédo, foram adicionados 5 pL de loading dye e a suspensdo foi centrifugada a
3000 x g por 5 min. A presenca de plasmideos de dsDNA foi examinada em
eletroforese em gel de agarose 0,6% TAE, com brometo de etidio (carregando 10 pL de
cada amostra), a 130 V por 60 min em tampdo 1% TAE. Como referéncia de peso
molecular, foi utilizada um DNA Ladder de 1 kb. Isolados das espécies Kluyveromyces
lactis AWJ137 e Pichia acaciae NRRL Y-18665, conhecidas por hospedarem

plasmideos de dsDNA, foram utilizadas como controle positivo.

2.5. Precipitacéo e estabilidade das toxinas

Para investigar a estabilidade das toxinas produzidas por C. sinolaborantium LESF
1467, este foi cultivado em 10 mL de meio YPD (pH 4,6) a 25 °C com agitacdo de 150
rpm. A cultura foi centrifugada a 3.100 x g por 5 min e filtrada com membrana de 0,45
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um. Ao extrato filtrado (2,5 mL) foi adicionado 1:1 etanol absoluto e, apds misturar por
inversdo, o extrato foi incubado em gelo por 24 h. A mistura foi centrifugada a 20.000 x
g por 20 min, o sobrenadante foi removido e as proteinas precipitadas foram suspensas
em 10 uL de YPD 4.6. Para confirmar a atividade dos precipitados, 4 pL das proteinas
suspensas foram utilizadas em ensaios killer contra o isolado suscetivel Kodamaea
ohmeri LESF 1474 devido ao fenotipo de fécil distincdo. Ceélulas do isolado C.
sinolaborantium LESF 1467 foram utilizadas como controle positivo do fenotipo killer,
nas mesmas condicdes. Para avaliar a termoestabilidade, as toxinas precipitadas foram
incubadas a temperatura ambiente ou inativadas por calor a 60 e 98 °C, durante 2 min, e
a atividade conferida frente a K. ohmeri LESF 1474. A atividade Kkiller também foi
avaliada em relacdo a estabilidade em diferentes pHs, em ensaios de fenotipo killer
contra o isolado LESF 1474, com pH do meio ajustado para 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5 e 6 com
HCI 12N, e diferentes temperaturas, 17, 20, 25, 30 e 35°C. A area de atividade da toxina
foi medida em cm2 apds quatro dias com ImageJ 1.53t (SCHNEIDER et al., 2018).

2.6. Producéo de pseudohifas de Kodamaea ohmeri frente as toxinas

Observou-se que a levedura Kodamaea ohmeri LESF 1474 produz pseudohifas na
presenca de toxinas de C. sinolaborantium LESF 1467 e seus precipitados. Esse
fenotipo também foi confirmado em uma estirpe patogénica de K. ohmeri. O fenotipo
foi investigado submetendo o isolado LESF 1474 a leveduras killer canénicas (i.e., que
produzem toxinas conhecidas), bem como frente a cultura tipo de C. sinolaborantium
CBS 9940. Esse fendtipo foi investigado coletando as células na zona de interacdo e
suspendendo-as em PBS 1x (NaCl 8 g L™*; KCI 0,2 g L™; Na;,HPO, 1,44 g L™!; KH,PO,
0,24 g L™ suplementado com 0,05% de Tween 20, e com pH ajustado para 7,4 com
HCI) e observando a morfologia celular em microscopio.

Células de brotamento e pseudo-hifas nas zonas de interacdo foram
contabilizadas com uma camara de Neubauer e comparadas com o crescimento axénico
de K. ohmeri LESF 1474 nas mesmas condi¢cdes de ensaio. Para confirmar a
sobrevivéncia das células na interacdo, estas foram recuperadas, suspensas em PBS 1x,
a concentraco ajustada para 10° células mL™, e 100 pL foram semeados em YPD. As
coldnias foram contabilizadas apds trés dias de incubagdo, em temperatura ambiente.

Uma vez que um fenotipo semelhante foi confirmado na presenca de S.

cerevisiae DSM-70459 que s