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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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CONCLUSAO

Nesse estudo, exploramos dois modelos de interagdes inseto-levedura, os jardins
de fungo de formigas atineas e 0s besouros associados aos frutos de pau-ferro. Nossos
resultados indicam que os jardins de fungo abrigam uma grande diversidade de
leveduras oriundas do forrageamento das formigas, e que as comunidades de leveduras
sdo dissimilares mesmo entre coldnias da mesma espécie de formiga. Nos jardins de
fungo, identificamos que algumas leveduras produzem toxinas antiflngicas, com
atividade frente a uma colecdo de leveduras sensiveis, que incluem leveduras
patogénicas de interesse clinico. Em particular, em um isolado de Candida
sinolaborantium, identificamos elementos codificadores de uma nova toxina por
mineracdo genémica, que possui similaridade com toxinas codificadas por elementos de
dsRNA em Saccharomyces cerevisiae. Futuramente, as toxinas poderdo ser uma
alternativa aos medicamentos empregados no combate de infec¢bes fungicas, que por
vezes sao ineficazes frente a patdgenos resistentes. Durante a busca por leveduras
associadas a insetos, identificamos uma nova interacdo entre uma espécie endofitica de
Cyberlindnera e um besouro que infesta os frutos de pau-ferro. Observamos que a
levedura produz metabdlitos volateis atrativos e distinguiveis pelos besouros, e que
aumentam em densidade no fruto em decorréncia da escavacdo de galerias pelos
besouros. Além disso, observamos que a levedura possui rearranjos nos genes
ribossomais, e que acreditamos ser resultado da interacdo com os besouros. De modo
geral, expandimos nosso conhecimento sobre a ecologia e evolucdo de interagdes
inseto-levedura, e os resultados encorajam a investigagdo de novas interacdes na

prospeccdo de leveduras de interesse biotecnoldgico.
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