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Resumo projeto de pós-doutorado, Proc. FAPESP #2020/12423-7 

Resumo: As formigas da subtribo Attina (Formicidae: Myrmicinae), as attinas, estão distribuídas 

no Continente Americano, com a maioria das espécies na América do Sul. Ocorrem em 15 gêneros 

e mais de 250 espécies, que dependem, para sua nutrição, de fungos mutualistas que digerem uma 

variedade de substratos nos “jardins de fungos” nos seus ninhos. As formigas cortadeiras são as 

mais derivadas entre as attinas e o jardim de fungo de uma delas, Atta bisphaerica, degrada 

monocotiledôneas em monossacarídeos e polióis, dois deles com altíssimo valor econômico. 

Além das cortadeiras, que digerem folhas frescas, existem outros quatro grupos de formigas 

attinas especialistas em digerir diferentes biomassas: sementes vegetais, carcaças de insetos, fezes 

de insetos, folhas e flores murchas que caem das plantas, monocotiledôneas, dicotiledôneas. As 

enzimas e os produtos gerados nestes processos permanecem desconhecidos para a Ciência e não 

se sabe se esses quatro especialistas geram também polióis, que podem ser estocados em grandes 

quantidades sem causar alterações osmóticas relevantes, não são facilmente assimiláveis por 

microrganismos invasores, podem estabilizar exoenzimas digestórias dos jardins e são fontes 

nutricionais para as formigas. Vantagens como estas fazem da produção de polióis uma importante 

inovação para o mutualismo entre as formigas e fungos, cuja origem e evolução permanecem 

desconhecidas. Adicionalmente, os polióis podem representar um importante meio de 

comunicação química direcionando a preferência das formigas, o que é um fenômeno chave na 

origem do mutualismo. Buscando testar estas hipóteses e responder àquelas questões, o presente 

projeto de pós-doutorado tem os seguintes objetivos: (1) Determinar a diversidade, abundância e 

evolução da produção de polióis nas attíneas; (2) Determinar a participação dos polióis como 

mediadores da comunicação química entre os mutualistas. 

Projeto FAPESP no qual se insere a presente proposta 

O presente projeto de pós-doutorado se enquadra especificamente no Objetivo 3 “Aim 3: 

Determine the chemical ecology mediating interactions in the fungus-farming ant symbiosis”, 

proposto no seguinte projeto temático: 2019/03746-0 Auxílio Pesquisa - Programa Biota – Projeto 

Temático: Pesquisa Colaborativa: Dimensions US-São Paulo: Integrando filogenia, genética e 

ecologia química para desvendar a emaranhada simbiose multipartida das formigas cultivadoras 

de fungos. Pesquisadores Principais: André Rodrigues (Unesp, Rio Claro) e Bryn Dentinger 

(University of Utah). 

Os desdobramentos, que embasam a solicitação de prorrogação da bolsa de pós-doutorado, são 

parte integrante do “Work Pack 4 - Microbiome diagnosis for natural and sustainable solutions” 

do Projeto PAPESP 2021/0639-5 – CEPID, intitulado Center for Research on Biodiversity 

Dynamics and Climate Change”, recentemente aprovado pelo professor Dr. Maurício Bacci Jr 

como Co-PI e que passou a ter associado o presente projeto de pós-doutorado. Para atuar no 

CEPID, pedimos a prorrogação de 12 meses da bolsa de Diego Santana Assis. 

  



Introdução 

Attinas: As formigas apresentam grande sucesso ecológico e ocupam a maioria dos 

habitats terrestres (Hölldobler & Wilson, 1990). As formigas da subtribo Attina (Formicidae: 

Myrmicinae), ou attinas, estão distribuídas no Continente Americano, com a maioria das espécies 

na região neotropical (Hölldobler & Wilson, 1990). Ocorrem em 15 gêneros e 253 espécies 

(Bolton, 2014), todas dependentes, para sua nutrição, de fungos mutualistas que cultivam em uma 

variedade de substratos no interior de seus ninhos (Weber, 1972; Hölldobler & Wilson, 1990; 

Schultz & Brady, 2008). As Attini são divididas em basalmente ou apicalmente derivadas (Schultz 

& Meier, 1995), em filogenias utilizando sequências de DNA mitocondrial e morfologia das 

larvas, ou em Paleoattini ou Neoattini (Schultz & Brady, 2008), com base em análises de 

sequências de genes nucleares. Cinco sistemas de agricultura (fungiculturas), definidos de acordo 

com a afiliação filogenética dos fungos mutualistas (Schultz & Brady, 2008), estão distribuídos 

entre as duas principais linhagens da tribo Attini: (A) agricultura das cortadeiras, (B) derivada, 

(C) de leveduras, (D) basal, (E) de fungos corais (Fig. 1). 

Figura 1. Filogenia das formigas Attini e os cinco tipos de agricultura. Os tipos de agricultura 

estão separados por retângulos coloridos, cada um correspondendo a um grupo filogeneticamente 

distinto de fungos mutualistas. (A) Agricultura das cortadeiras: jardim de fungo de Atta (Wild, 

2001); (B) Agricultura derivada: jardim de fungo de Trachymyrmex (Wild, 2001); (C) Agricultura 

tipo levedura: jardim de fungo de Cyphomyrmex (Wild, 2001); (D) Agricultura basal: jardins de 

fungo de Mycocepurus, Mycetarotes e Cyphomyrmex (Wild, 2001); (E) Agricultura tipo coral: 

jardim de fungo de Apterostigma (Schultz & Brady, 2008). Figura adaptada por Ana Carolina 

Marchiori a partir da original produzida por Mehdiabadi & Schultz, 2010 

Produção de polióis como inovação estratégica para o mutualismo: As formigas 

cortadeiras são as mais derivadas entre as attinas e o jardim de uma delas, Atta bisphaerica, 

degrada monocotiledôneas em monossacarídeos e polióis (Somera et al., 2015), dois produtos de 

altíssimo valor econômico. Os fungos produzem e acumulam compostos de baixo peso molecular 

para lidar com situações de estresse. Estes compostos são chamados de "solutos compatíveis", 

por não inibirem o metabolismo, ainda que presentes em altas concentrações intracelulares. 

Solutos compatíveis incluem álcoois derivados de açúcares (polióis), compostos de amônio 

quaternário, prolina e compostos sulfônicos terciários. Os álcoois derivados de açúcares (tais 

como glicerol, manitol, arabitol e sorbitol) correspondem à forma quimicamente reduzida de uma 

aldose ou de uma cetose, acumulam energia livre e mantêm uma esfera de hidratação ao redor de 



moléculas. Eles podem ainda agir como sequestradores de espécies reativas de oxigênio (ROS), 

prevenindo peroxidação de lipídios que poderiam causar danos celulares (Stoop et al., 1996; Saha 

& Racine, 2011). Nosso grupo de pesquisa (Somera et al., 2015) mostrou que ao menos 70% da 

biomassa vegetal em ninhos da formiga cortadeira praga Atta bisphaerica, notadamente amido e 

hemicelulose, são transformados por micro-organismos em monossacarídeos e polióis. Em 

laboratório, a produção pode ser canalizada preferencialmente para gerar os monossacarídeos 

glicose e xilose ou os polióis manitol e arabitol (Fig. 3).  

Sistemas attíneos inspiram a biotecnologia: O consumo microbiano dos produtos 

acima mencionados é mínimo (Somera et al., 2015) e as enzimas envolvidas no processo não são 

submetidas à severa repressão catabólica (Silva et al., 2006), provavelmente porque o processo 

microbiano produtivo presente nos ninhos evoluiu para estocar carbonos que servem à nutrição 

das formigas (Bacci et al, 2013). Esta característica é muito útil para fins biotecnológicos, pois a 

hidrólise de polissacarídeos vegetais é uma limitação no processo de produção de biocombustíveis 

a partir de biomassa vegetal. Isto porque a hidrólise química é economicamente dispendiosa e a 

hidrólise microbiana pode ser pouco rentável, devido ao consumo de parte dos produtos gerados 

pelos micro-organismos (Lynd et al., 2002). 

Figura 2: Fluxo de carbonos nos jardins de fungos de formigas cortadeiras e manipulação deste fluxo para 

gerar produtos de valor econômico. No setor periférico dos jardins, os polissacarídeos vegetais são 

degradados em monossacarídeos, e alguns destes monossacarídeos são reduzidos a polióis. O fungo 

mutualista Leucoagaricus gongylophorus produz a maioria dos polióis, enquanto sorbitol (*) é produzido 

por um micro-organismo ainda não identificado. As setas mais grossas indicam os passos metabólicos 

prevalentes quantitativamente. Alguns polióis sustentam o crescimento lento da biomassa microbiana no 

setor interno dos jardins. Porções de hifas de L. gongylophorus, estocadas no setor interno, são transferidas 

pelas formigas para crescer rapidamente nos fragmentos de folhas recentemente incorporados no setor 

periférico. As formigas alimentam-se de biomassa fúngica, monossacarídeos e polióis. A remoção artificial 

das formigas dos ninhos de laboratório bloqueia o fluxo de carbonos que ocorreria para a biomassa dos 

insetos (linhas tracejadas), induzindo o rápido acúmulo de monossacarídeos, polióis e biomassa microbiana. 

A inibição da respiração microbiana induzida por azida sódica bloqueia a produção de polióis (linha 

pontilhada), causando o rápido acúmulo de monossacarídeos. A manipulação laboratorial dos fluxos de 

carbonos nos jardins de fungos das formigas cortadeiras podem ser úteis para processos biotecnológicos 

para gerar tanto polióis como monossacarídeos, estes últimos úteis para a geração de biocombustíveis. 

Tanto estes como os polióis têm alto valor de mercado (figura extraída de Somera et al. (2015)). 

  



Os polióis gerados nos ninhos das formigas são valiosos para o mercado, com manitol 

e arabitol alcançando valores de 100 e 500 milhões de dólares anuais, respectivamente (Bhatt et 

al., 2013). De maneira geral, os polióis apresentam várias aplicações na indústria alimentícia, 

farmacêutica, médica e química, como aditivos de alimentos, agentes texturizantes, adoçantes de 

baixa caloria, agentes para formulação de fármacos, na produção de fluídos intravenosos e 

precursores de muitas resinas e polímeros sintéticos (Chen et al., 2010; Saha e Racine, 2010). 

Atualmente, a produção industrial da maior parte do polióis ocorre por redução catalítica de 

açúcares em alta temperatura e pressão, o que requer açúcares altamente puros e dispendiosos 

passos de purificação cromatográficos (Kumdam et al., 2013; Zhang et al., 2014). Ultimamente, 

os processos de bioconversão ou biotransformação utilizando bactérias e leveduras têm sido uma 

alternativa eficiente e de baixo custo para a produção de polióis (Monedero et al., 2010; 

Kordowska-Wiater, 2015). Em nosso trabalho caracterizando a produção de polióis em Atta 

bisphaerica (Somera et al., 2015), técnicas analíticas foram direcionadas para determinar 

produtos de hidrólise de polissacarídeos vegetais e alguns polióis, não acessando outros produtos 

que possam ter sido formados e, consequentemente, não avaliando completamente as aplicações 

biotecnológicas dos jardins de fungos destas cortadeiras. 

Polióis e usos na indústria: Os polióis, também conhecidos como álcoois de açúcar, 

são compostos orgânicos polihídricos comumente produzidos por fungos como parte de seus 

processos metabólicos (Reynolds, 2009; Somera et al., 2015). Essas substâncias desempenham 

um papel fundamental na adaptação dos fungos a diferentes condições ambientais e no 

armazenamento de carbono, o que lhes confere vantagens adaptativas significativas (Patel & 

Williamson, 2016; Solomon et al., 2007). Dentre os polióis produzidos por fungos, destacam-se 

o Manitol, Inositol, Sorbitol, Arabitol e Xylitol, cada um com funções específicas e propriedades 

que contribuem para a sobrevivência e prosperidade desses microrganismos. 

Manitol: O Manitol tem uma função importante na fisiologia dos fungos, pois atua 

como um osmoprotetor, ou seja, um composto que ajuda os organismos a se adaptarem a 

condições de estresse osmótico, como a seca, o sal ou o frio (Patel & Williamson, 2016). O 

Manitol regula a pressão osmótica dentro das células fúngicas, garantindo que elas não percam 

água em ambientes secos ou hipertônicos. Isso é crucial para a sobrevivência dos fungos, 

especialmente em habitats desafiadores, como desertos, solos salinos ou superfícies de plantas 

(Meena et al., 2015). Além disso, o Manitol também pode ter outras funções nos fungos, como 

proteger as enzimas da desnaturação, atuar como antioxidante, regular o pH celular e participar 

de vias metabólicas (Meena et al., 2015; Solomon et al., 2007). 

Inositol: Outro poliol comum em fungos e desempenha um papel importante no 

metabolismo do fósforo (Michell, 2008; Reynolds, 2009). Os fungos podem utilizar o Inositol 

como fonte de fósforo, o que é vantajoso em ambientes onde esse elemento é escasso ou limitante. 

Para isso, os fungos possuem enzimas que podem quebrar o Inositol, liberando fósforo e glicose 

(Li et al., 2016; Saiardi et al., 2018). O fósforo é utilizado pelos fungos para a síntese de moléculas 

importantes, como os fosfolipídios, o ATP e os ácidos nucleicos. Além disso, o Inositol está 

envolvido na regulação do crescimento celular e na diferenciação em fungos, tornando-o um 

composto chave para a biologia fúngica. O Inositol é um precursor de vários fosfoinositídeos, que 

são lipídios que atuam como mensageiros intracelulares e modulam diversas vias de sinalização 

(Michell, 2008). Essas vias regulam processos como a divisão celular, a morfogênese, a resposta 

ao estresse e a patogenicidade dos fungos. 

Sorbitol: Este é utilizado como umectante e funciona como um regulador osmótico 

do protoplasma do fungo (Mani-López et al., 2021). Além disso, o sorbitol também pode ser 

utilizado como uma fonte de carbono para o crescimento fúngico, pois ele pode ser convertido 

em frutose e glicose por meio de enzimas específicas (Rice et al., 2020).  

Arabitol: Este é um dos polióis mais comuns encontrados em fungos (Jennings, 1985; 

Rice et al., 2020), sendo produzido a partir da redução da ribulose ou da arabinose (Huang et al., 

2022; Rice et al., 2020). 



Xylitol: O Xylitol é um poliol interessante que pode ser encontrado em alguns fungos 

que decompõem a lignina, uma substância presente na madeira (Ur-Rehman et al., 2015). Este 

poliol atua como uma fonte de energia para esses fungos, permitindo que eles decomponham 

materiais lignocelulósicos de difícil digestão (Ur-Rehman et al., 2015). O xylitol pode ser obtido 

por meio da bioconversão de xilose em xilitol por leveduras (Jennings, 1985; Ur-Rehman et al., 

2015). A xilose é um açúcar presente na hemicelulose, um componente da parede celular das 

plantas (Ur-Rehman et al., 2015). 

Metodologia 

Análise de polióis: Foram coletadas porções do jardim de fungo com exsudatos foram lavados 

em 5 ml de acetato de amônio 0,1 M (Somera et al., 2015) à temperatura ambiente com agitador 

vórtex durante um minuto. Após centrifugação (8000 rpm por 20 minutos), o sobrenadante foi 

filtrado (membrana Polietersulfona, Kasvi® de 0,22) µm e o filtrado foi liofilizado e armazenado 

a -20 ºC. Os monossacarídeos e polióis presentes em cada extrato foram determinados por meio 

de análises cromatográfica líquida. Foi utilizado um cromatógrafo líquido de alta eficiência 

(HPLC) Shimadzu Prominence (Shimadzu, Kyoto – Japão) equipado com um detector de índice 

de refração (RID-10A, Shimadzu) e uma coluna Phenomenex Rezex RPM – Monosaccharide 

Pb+2 (8%) (Phenomenex, Torrance, CA – EUA). As condições de análise foram as seguintes: 

temperatura da coluna a 85 ºC, volume de injeção de 5 µL em uma fase móvel isocrática (0,4 

mL.min-1) de água. Para identificar os compostos-alvo e suas concentrações, foram preparadas 

curvas padrão de arabitol, inositol, manitol, sorbitol e xilitol da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO – 

EUA). Uma análise de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) foi realizada para confirmar a 

presença de monossacarídeos e elucidar compostos com tempos de retenção semelhantes na 

análise cromatográfica. Foi utilizado um instrumento Bruker (Billerica, MA – EUA) DRX-400 

operando a 400 MHz. O RMN 1H foi realizado com as amostras dissolvidas em água. Ao total 

mais de 200 colônias de attinas foram coletadas (Tabela 1A). A maioria não possuía quantidade 

de jardim de fungos necessária para extração dos polióis e então algumas formigas dessas colônias 

foram coletadas e armazenadas em RNALater ou DNA/RNAShield para posterior análise das 

expressões dos genes odoríferos. 

Extração de compostos dos jardins de fungos: Extratos dos jardins de fungo de Acromyrmex 

lundii, Atta sexdens e Mycocepurus goeldii. foram obtidos com acetato de amônio (0,5 mol/L), 

com o mesmo procedimento utilizado para a análise de polióis. Resumidamente, o jardim foi 

agitado gentilmente em vórtex por 1 min, centrifugado (20 minutos a 8000 rpm). Para outros 

experimentos a quantidade de acetato de amônio foi ajustada de maneira que o volume do 

composto sempre fosse maior que a quantidade do fungo extraído, deixando o fungo sempre 

submergido no composto para total liberação dos compostos solúveis.  

Para entender como a concentração de manitol variou entre os fungos cultivados pelas 

espécies de formigas (Acromyrmex lundii, Atta sexdens e Mycocepurus goeldii), nós utilizamos a 

porcentagem de área do pico da cromatografia do HPLC correspondente ao manitol relativa à 

soma total das áreas de todos os picos. O manitol foi escolhido como composto chave pois o 

composto desempenha diversas funções e pode ser usado como um composto com forte potencial 

biotecnológico. As funções até agora conhecidas e desempenhadas pelo manitol como composto 

de alto valor biotecnológico são: eliminar excesso de fluídos do corpo, tratamento de doenças dos 

rins, prevenção de falhas renais (após cirurgias), tratamento de inchaço do cérebro e diminuição 

da pressão globo ocular (glaucoma) (Chen et al., 2020; Solomon et al., 2007).  

Figura 3. Extrato de polióis com acetato de amônio (0,1 mol/L). A) jardim 

de fungo de Mycocepurus goeldii inserido na solução. Pequenas 

quantidades (aproximadamente 0,5 g) eram inseridas em 5 ml de solução. 

B) Extração do jardim de fungo de Acromyrmex subterraneus. À esquerda 

a quantidade de solutos extraídos de 10 g de jardim de fungo, de 

aproximadamente 3,5 g de solutos extraídos após a liofilização do extrato. 

Em contraste, à direita, o jardim de fungo liofilizado (aproximadamente 2,9 

g de jardim de fungo). Esses “aproximadamente” não vão complicar as 

comparações quantitativas? 



Atratividade: Uma arena experimental foi montada em uma bandeja forrada com papel filtro 

(Figura 1) (Billen et al., 1992; Richard et al., 2004). As formigas foram retiradas das colônias e 

acondicionadas em um pote plástico por 10 minutos, para reduzir o stress da manipulação (Assis 

et al., 2021). A seguir, cada formiga foi individual e gentilmente colocada sobre o ponto de início 

da trilha e observada por 10 minutos. Para as trilhas foram utilizadas 15 formigas por composto 

analisado e 200 µL do extrato do fungo ou das soluções de polióis foram utilizados para montar 

as trilhas (Ponto A até B e Ponto B até C). Os pontos A, B e C receberam 50 µL cada. Os 

compostos analisados foram: extrato de jardim de fungo (cada espécie de formigas teve seu 

extrato feito com o seu fungo simbionte, da sua colônia respectivamente); polióis (Fig. 1). Não 

houve teste estatístico porque as formigas ignoraram as trilhas, mas apenas andaram 

aleatoriamente ou se limparam. 

Polióis como fonte nutricional para as formigas: Os compostos foram oferecidos 

simultaneamente e ad libidum para as formigas, a três distâncias da entrada do ninho: 10 (perto), 

12 (intermediário) ou 15 cm (longe). Foram utilizadas 20 colônias de Atta sexdens com duas 

repetições para cada colônia e placas de cultivo de células de 24 poços, cada poço sendo 

preenchido com 2 mL de um determinado poliol ou de glicose, todos a 0,1 ou 1,0 mol/L. As 

posições dos diferentes compostos variaram aleatoriamente em cada réplica experimental. Como 

controle, foi também ofertada água ultrapura (utilizada para diluição dos polióis) ou água de 

torneira. Após 24 h, o volume restante em cada poço foi coletado com uma pipeta e determinado 

com o auxílio de uma proveta com graduação de 0,1 mL. Após 24 horas, o número de formigas 

vivas ou mortas em cada poço foi anotado. 

Estatística: Foi realizada no ambiente R software versão 4.3.0 (2023-04-21 ucrt). A distribuição 

do erro foi analisada com a função descdist do pacote fitdistriplus (versão 1.1) e as quantidades 

consumidas de compostos se ajustaram à distribuição beta (contínua) de erros. As quantidades 

consumidas foram transformadas em proporções de zero a 1 e foi aplicado um modelo 

considerando o consumo como resposta e o tipo e a concentração de composto como explicativas. 

Para a quantidade de formigas visitando um poço (resposta) foi utilizado o modelo de distribuição 

‘poisson’ zero inflated, uma vez que muitos poços não apresentaram visitas. As quantidades foram 

também transformadas em proporções e o modelo foi testado pela função fitdistriplus (versão1.1). 

Para ambas as análises foram utilizados modelos mistos, nos quais as colônias foram consideradas 

como variável aleatória. Para analisar a diferença entre a preferência dos compostos na distância 

que foram alocados, foi utilizado um modelo linear onde as variáveis explicativas foram uma 

concatenação de concentração, composto e distância. O modelo gerado foi analisado via critério 

de seleção de AIC e resíduos, e as médias anotadas foram as marginais estimadas (EMMs). Ao 

final da análise, foi realizado o contraste entre os resultados de cada composto, posição e 

consumo. Para analisar se a distância do recurso influencia no consumo e quantidade de formigas 

nos poços, nós isolamos as variáveis consumo e quantidade formigas, não discriminando os 

compostos. Com isso conseguimos visualizar as diferenças entre as distâncias. Um modelo linear 

foi criado onde foram relacionados à distância e quantidade de formigas, e distância e consumo. 

Para o teste ‘pairwise’ utilizamos a correção de ‘fdr’ pela robustez.  

Crescimento de fungos em polióis: O fungo mutualista das cortadeiras, Leucogaricus 

gongylophorus, e os fungos parasitas/oportunistas destas formigas, Escovopsis sp., 

Figura 4. Diagrama esquemático da arena de teste de escolhas em trilha. 

Linhas cheias significam a trilha contínua e linha tracejada a ausência 

de trilha; A: local de adição das formigas; B: encruzilhada; N: nenhum 

composto adicionado; C: adição do composto teste (50 µL de extratos 

de jardins de fungos; manitol, arabitol, inositol ou sorbitol 1 mol/L). A 

distância entre os pontos foi de 15 cm, os halos formados pelos pontos 

de concentração, entretanto não foram medidos (tanto em diâmetro 

quanto em circunferência). 



Syncephalastrum sp., Trychoderma sp. e Cladosporum sp. foram obtidos a partir da coleção do 

Laboratório de Ecologia e Sistemática de Fungos (LESF), da Unesp, em Rio Claro. Cada fungo 

foi inoculado em placas com meio sólido (ágar) acrescidas de polióis, celulose ou um extrato 

diretamente do fungo de uma colônia com a mesma espécie. Os substratos utilizados foram: 

extrato de jardim de fungos – coletado diretamente da parte periférica do jardim, onde ocorre a  

maior produção de polióis (Somera et al. 2015) - (2,6 gramas de extrato liofilizado, obtido a partir 

de 10 g de jardim de fungo) ou 0,5 mol/ de manitol, sorbitol, Inositol e xylitol, glicose ou celulose. 

Como controle utilizamos apenas ágar (1,5%) para o crescimento dos fungos conforme protocolo 

estabelecido pelo Laboratório de Ecologia e Sistemática de Fungos (LESF). As culturas foram 

mantidas por 12 dias a 25º C e, após este período, as placas foram fotografadas e o crescimento 

fúngico foi mensurado por meio do diâmetro ocupado pelas hifas nas placas (a amplitude variando 

de 0, quando não houve crescimento a 8 cm, totalizando o diâmetro total da placa de Petri). Todos 

os experimentos foram feitos em tréplicas os fungos utilizados estão sendo mantidos no 

Laboratório de Ecologia e Sistemática de Fungos (LESF) na universidade estadual Paulista no 

campus Rio Claro. Os mesmos fungos que foram utilizados serão a posteriori tratados para 

crescimento em solução líquida de YNB (Yeast Nitrogen Base) para extração das hifas e análises 

transcriptômica.  

 
Estatística: Para o crescimento dos fungos oportunistas/parasitas em polióis ou extrato do jardim 

de fungo, foi utilizado um modelo linear, onde o tamanho do halo de crescimento (de 0 a 8 cm) 

do fungo foi a variável resposta e o composto foi a variável explicativa. Após a análise, foi 

realizado um teste de contraste da análise, utilizado um fator de correção de Tukey para os 

contrastes. Também foi feito um teste de médias marginais estimadas (EMMs), com o pacote 

emmeans (versão 1.8.6) (Searle et al., 1980). Este último teste foi feito para corroborar o modelo 

e mostrar possíveis tendência dos dados. 

 

Análise das rotas metabólicas para produção de polióis nos fungos mutualistas: Para análise 

das rotas metabólicas dos fungos, utilizamos transcriptomas de Leocoagaricus gongylophorus, 

fungo mutualista de neoattinas (gêneros Atta, Acromyrmex e Mycetomollerius) e um fungo 

cultivado por uma paleoattina, Mycocepurus goeldii. Os transcritos utilizados foram obtidos por 

Kakazu S, Ferro M. e Bacci, M. via cultivo em meio líquido (YNB) e amido como fonte de 

carbono, o que induziu a produção de polissacaridases. As sequências de transcritos foram 

inicialmente avaliadas quanto à qualidade usando o software FASTQC, que oferece análises 

estatísticas abrangentes para identificar tanto a qualidade quanto a presença de sequências super-

representadas. Posteriormente, as sequências de alta qualidade foram montadas com o software 

Trinity, amplamente reconhecido para montagem de transcriptomas. Para otimizar o processo de 

montagem, foi empregada a técnica de normalização digital, reduzindo a redundância das 

sequências e garantindo eficiência na montagem dos transcritos. Além disso, para minimizar 

ainda mais a redundância das sequências geradas pelo software Trinity, utilizou-se o software 

CD-HIT-EST, que agrupa as sequências com base em sua identidade, aplicando um limite de 

90%. Com os dados de transcritos obtidos, as buscas foram focadas em palavras-chaves relativas 

às enzimas relacionadas às rotas metabólicas de produção dos polióis, que foram feitas 

manualmente, nas listas de genes dos transcritos das duas espécies de fungos. Para saber quais 

enzimas são responsáveis pela produção dos polióis, foi feita uma busca na literatura sobre rotas 

metabólicas dos polióis (Tabela 1 e bibliografia). As rotas encontradas foram então estudadas 

para ver a viabilidade de produção pelos fungos, observando os quesitos: 1) é rota de alguma 

espécie de fungo?; 2) utiliza amido, celulose ou hemicelulose para início da metabolização. Ao 

final da busca na literatura encontramos rotas para os polióis encontrados nos fungos mutualistas 

de formigas cultivadoras.  

 



Selecionamos esses cinco polióis porque encontramos seus genes nos transcritos dos 

fungos, exceto para o arabitol. Entretanto, incluímos o arabitol, descrito por Somera e 

colaboradores (2015) como um dos principais polióis nas amostras de Atta bisphaerica. 

Análise dos genes ORCO’s nas formigas: Os genes odoríficos desempenham um 

papel fundamental na vida das formigas, uma vez que esses insetos sociais altamente organizados 

dependem fortemente da comunicação química para coordenar suas atividades dentro da colônia 

(Holman et al., 2019). A importância do conjunto de genes odoríficos nas formigas é notável, 

uma vez que esses genes codificam os receptores de odor que permitem que as formigas percebam 

e respondam a uma miríade de substâncias químicas em seu ambiente (Blomquist & Bagnères, 

2010). Este sistema de genes odoríficos é complexo e altamente diversificado, refletindo a 

necessidade de detectar uma ampla gama de odores que são vitais para a sobrevivência da colônia 

(Yan et al. 2020). Os genes odoríficos funcionam da seguinte maneira: quando uma formiga entra 

em contato com uma substância química, como um feromônio de trilha deixado por um membro 

da colônia, seus receptores de odor, codificados por esses genes, reconhecem a substância química 

específica. A ativação desses receptores desencadeia uma resposta comportamental apropriada, 

seja seguindo a trilha de feromônio em busca de alimento, defendendo o ninho ou identificando 

a presença de intrusos (Yan et al. 2017). Além disso, os genes odoríficos desempenham um papel 

crucial na identificação de membros da colônia e na diferenciação entre formigas de colônias 

estranhas, evitando conflitos e promovendo a cooperação entre indivíduos aparentados (Yan et 

al. 2020). Para entender se a evolução dos genes ORCO, e se este gene pode estar relacionado 

com a identificação e possível sinalização dos fungos através dos polióis, foi feita uma análise 

evolutiva do gene em algumas espécies de attíneas. Como toda a informação de identificação 

química passa pelos genes ORCO (Wicher & Miazzi, 2021), entender a evolução deste é de suma 

importância para o entendimento do ‘universo’ químico dentro da colônia. Para a busca dos genes 

odoríferos, foram utilizados transcriptomas de cinco espécies de formigas cultivadoras de fungos 

de Neoattines (Attini: Formicidae) - Atta sexdens e Atta robusta; Acromyrmex heyeri e 

Acromyrmex balzani; e Trachymyrmex fuscus (Mycetomollerius fuscus, em recente mudança). Os 

transcriptomas foram sequenciados por Bacci e colaboradores e estão na ‘biblioteca’ do 

Laboratório de Evolução Molecular (LEM – UNESP Rio Claro). As sequências foram alinhadas 

usando o algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004). Após o alinhamento as sequências foram testadas 

para o modelo de evolução do gene ORCO, e análises comparativas foram realizadas para 

entender a dinâmica deste gene no grupo de Attinas, ao final foi construída uma árvore 

filogenética com 999 permutações e utilizando apenas o gene ORCO. Todas as análises foram 

realizadas no software MEGA X (Kumar et al., 2018). 
 

Resultados e Discussão 

Tabela1. Literatura estudada para identificação das enzimas responsáveis pela produção dos polióis 

pelos fungos.  

Inositol 
Fujisawa, T., Fujinaga, S., & Atomi, H. (2017). An in vitro enzyme system for the production of 

myo-inositol from starch. Applied and environmental microbiology, 83(16), e00550-17. 

Sorbitol 

Rice, T., Zannini, E., K. Arendt, E., & Coffey, A. (2020). A review of polyols–biotechnological 

production, food applications, regulation, labeling and health effects. Critical Reviews in Food 

Science and Nutrition, 60(12), 2034-2051. 

Arabitol 

Huang, Jiaqi, Yingfeng An, Hossain M. Zabed, Yuvaraj Ravikumar, Mei Zhao, Junhua Yun, 

Guoyan Zhang, Yufei Zhang, Xiaolan Li, and Xianghui Qi. (2022). Enhanced biosynthesis of D-

arabitol by Metschnikowia Reukaufii through optimizing medium composition and fermentation 

conditions. Applied Biochemistry and Biotechnology 194, no. 7: 3119-3135. 

Manitol 

Meena, M., Prasad, V., Zehra, A., Gupta, V. K., & Upadhyay, R. S. (2015). Mannitol metabolism 

during pathogenic fungal–host interactions under stressed conditions. Frontiers in Microbiology, 

6, 1019. 

Xylitol 
Umai, D., Kayalvizhi, R., Kumar, V., & Jacob, S. (2022). Xylitol: Bioproduction and applications-

A review. Frontiers in Sustainability, 3, 826190. 



Identificação de polióis:  

A análise de HPLC (Figura 5) mostrou 9 picos. Porém, os polióis utilizados como 

compostos padrões (inositol, sorbitol, arabitol, xylitol, manitol) não corresponderam aos tempos 

de retenção dos picos encontrados nas amostras. Apenas o tempo de retenção de arabitol e de 

manitol, que eluiram juntos, foi coincidente com o pico 9 dos extratos. Esta ocorrência e o fato 

de o cromatógrafo líquido utilizado não estar acoplado a um espectômetro de massas dificultaram 

a determinação da identidade dos picos. Além disso, a coluna utilizada não se ajustava para a 

operação em cromatógrafos adicionais e três outros laboratórios com cromatógrafos mais 

modernos não puderam estabelecer parceria ou prestação de serviços, devido à indisponibilidade 

do equipamento. 

A despeito da identificação incompleta, foi possível caracterizar uma impressão digital 

cromatográfica particular para cada uma das espécies de formigas analisadas (Figura 5): picos 

1,2,3,5,6,7,8,9 para Atta sexdens; 1,2,4,7,9 para Acromyrmex lundii; 2,6,9 para Mycocepurus 

goeldii. Assim, a diversidade de metabólitos secretados nos jardins de fungos aumentou com a 

evolução das formigas. Os picos 2, 7 e 9 estiveram presentes nos jardins de fungos das três 

espécies de formigas; o pico 1 somente nos jardins das duas espécies de formigas cortadeiras; os 

picos 3 e 5 foram exclusivos de Atta sexdens; e o pico 4 foi exclusivo de Acromyrmex lundii. 

Esses resultados indicam especializações metabólicas características de cada espécie de formiga 

cortadeira e, como não houve pico exclusivo na attina basal M. goeldii, indicam a condição 

primitiva é menos especializada. 

 

Figura 5. Cromatograma de extratos de jardins de três colônias de espécies diferentes de 

formiga. Atta sexdens e Acromyrmex lundii cultivam a mesma espécie de fungo 

(Leucoagaricus gongylophorus), e Mycocepurus goeldii cultiva uma espécie distinta e 

ainda não caracterizada taxonomicamente. Os tempos de retenção dos picos não 

identificados foram: 11,580 min; 12,144 min; 17,387 min; 18,063 min; 20,609 min; 

26,196 min; 26,695 min; 28,627 min; e manitol/arabitol = 37,030 min. Os tempos de 

retenção dos compostos padrões foram: Inositol = 29.522 min; manitol/arabitol = 36.977 

min; xylitol = 45.185 min; sorbitol = 49.028 min. 
 



Figura 6: A) Espectro de RMN de 1H obtido da fração de jardins 

de fungos de Mycocepurus goeldii, Acromyrmex lundii e Atta 

sexdens em D2O; B) Espectro de RMN 1H de amostra de líquen 

obtido em D2O, por Alcantara et al., 2007. 

 
Na análise de RMN, entre os cinco polióis de interesse, foram examinadas apenas as 

regiões correspondentes ao arabitol e manitol, devido à predominância na produção destes 

compostos no jardim de fungo (Somera et. al., 2015) e à disponibilidade de dados específicos 

para essas duas substâncias. Essa abordagem nos permite obter informações mais detalhadas e 

significativas sobre esses polióis específicos. Embora nosso foco tenha sido prioritariamente o 

poliol manitol, o arabitol elui em um tempo de retenção muito próximo, o que possibilitou a 

identificação do composto juntamente com o manitol. 

A análise de RMN de jardins de fungos resultou em espectros distintos para as três 

espécies de formigas (Figura 6A). Comparando com os espectros de Alcantara (2007) (Figura 

6B), foi possível verificar que o jardim de fungo de Atta sexdens apresenta manitol em sua 

composição, com sinal (e, portanto, porcentagem) menor do que o observado no jardim de 

Acromyrmex lundii e este menor do que no jardim de M. goeldii. Portanto, a evolução das 

formigas foi acompanhada da diminuição da porcentagem de manitol nos jardins de fungos. 

Chama a atenção a grande diferença na porcentagem de manitol nos jardins de Atta e de 

Acromyrmex, pois ambas as formigas são cortadeiras de folhas e ambas cultivam a mesma espécie 

de fungo, Leucoagaricus gongylophorus. Adicionalmente, o jardim de Atta sexdens apresentou 

um sinal não identificado que não foi observado nas outras duas espécies. Este sinal não é 

característico de inositol, sorbitol, arabitol ou xylitol. 

Estes dados, e a presença de picos nos cromatogramas dos jardins de Atta que não estão 

presentes nos jardins de Acromyrmex, vão ao encontro à nossa prévia proposta (Somera et al., 

2015) da presença de outros parceiros microbianos além de L. gongylophorus atuando na 

produção de polióis nos jardins de fungos. 

Entretanto, não foi possível quantificar as amostras a partir da integralização dos sinais, 

pois na região onde estão os sinais do manitol há a presença de mais sinais (em menor proporção) 

provavelmente de algum poliol que pode estar na amostra em menor quantidade. Com essa 

interferência nos sinais do manitol, não é possível integrá-los de forma precisa a garantir uma 

quantificação confiável. 

 

Identificação de vias metabólicas de síntese de polióis 

Foram analisadas as vias de síntese dos polióis inositol, sorbitol, arabitol, manitol e xilitol, 

em dois fungos cultivados por formigas distintos: Leucoagaricus gongylophorus, que é mutualista 

das formigas cortadeiras (derivadas), e o fungo mutualista Mycocepurus goeldii (primitiva). Os 



transcriptomas desses fungos estavam disponíveis em nosso laboratório, permitindo uma análise 

das enzimas envolvidas nos processos de biossíntese desses importantes compostos. 

Para avaliar o potencial de produção de polióis, nós buscamos por rotas metabólicas nos 

transcriptomas dos fungos mutualistas de Atta sexdens (uma formiga cortadeira (derivada), que 

cultiva o fungo Leucoagaricus gongylphorus), e no fungo mutualista de Mycocepurus goeldii 

(uma formiga primitiva) e conseguimos identificar enzimas necessárias para produção dos polióis. 

Para a produção de inositol, foram encontradas três enzimas-chave: Glicocinase, Inositol-

3-fosfato sintase e Inositol monofosfatase. No caso do sorbitol, as enzimas identificadas foram a 

Aldose redutase e a Sorbitol desidrogenase. Para a síntese de arabitol, encontramos as enzimas 

Glucocinase (no fungo de Mycocepurus goeldii), hexocinase (em Leucoagaricus gongylophorus 

e no fungo de Mycocepurus goeldii) e, para a produção de manitol, foram encontradas as enzimas 

glucocinase (exclusivamente no fungo de Mycocepurus goeldii), hexocinase (presente tanto em 

L. gongylophorus quanto no fungo de Mycocepurus goeldii), Phosphoglucose isomerase no fungo 

de Mycocepurus goeldii e Glucose-6-fosfato isomerase em L. gongylophorus, Manitol-1-P 

desidrogenase e Manitol-1-Fosfatase. Por fim, para a síntese de xilitol foram encontradas as 

enzimas arabitol redutase, Arabitol desidrogenase e xilulose redutase. 

Apenas para sorbitol, parece haver uma rota alternativa da presente na literatura, muito 

provavelmente utilizando frutose como substrato. A rota tradicional do sorbitol, que se utiliza da 

enzima Aldose Redutase para produção de sorbitol via glicose, não foi encontrada em 

Leucoagaricus gongylophorus, porém a enzima Sorbitol Desidrogenase foi encontrada. Esta 

enzima se utiliza de sorbitol para produção de frutose. Entretanto, alguns estudos mostram que 

ela pode catalisar a reação inversa e auxiliar na transformação de frutose em sorbitol (He et al., 

2014). Outro dado interessante foi a diferença entre as rotas apresentadas por L. gongylophorus, 

que é o fungo cultivado por uma espécie de Neoattina, e aquela apresentada pelo fungo cultivado 

por Mycocepurus goeldii: ambos apresentaram a rota para produção de manitol, como citado 

acima, porém a enzima responsável para adição do Fosfato no carbono 6 da glicose foi diferente 

nos dois grupos. Para o L. gongylophorus, encontramos a enzima Hexocinase (Hk) enquanto para 

o fungo mutualista de M. goeldii a responsável foi a Glicocinase (Gk). Hexocinase é uma enzima 

generalista que incorpora o grupo fosfato no carbono 6 das hexoses (Arora et al., 1991), porém 

não é específica, diferentemente da glicocinase, que apenas acrescenta o fosfato em glicoses. 

Nossos resultados mostram que pode ter havido uma pressão evolutiva sobre as neoatinas 

favorecendo uma maior generalização, uma enzima fosforilando mais de um composto, enquanto 

para as menos derivadas (paleoatinas) foi mantida a Gk, uma enzima específica para glicose. 

 

Atratividade: 

Foi conduzida uma análise da atratividade das formigas Atta sexdens, Acromyrmex 

subterraneus e Mycocepurus goeldii em relação a diversos polióis de interesse, incluindo inositol, 

sorbitol, arabitol, manitol e xilitol, bem como o extrato proveniente do jardim de fungo de 

Acromyrmex subterraneus. Todavia, não houve atratividade, pois as formigas de ambas as 

espécies não seguiram qualquer uma das trilhas. Quando feromônios são utilizados, provocam 

uma resposta de atração, o que gera nas formigas um gatilho de seguir a trilha deixada pelas 

companheiras de colônia (Carroll and Janzen, 1973; Sumpter and Beekman, 2003). Os polióis ou 

os extratos dos jardins de fungos, por outro lado, não devem gerar este gatilho nas formigas. Desta 

forma, os substratos energéticos produzidos pelo fungo mutualista (Somera et al., 2015) não 

elicitam atração tal como o fazem os feromônios. 

 
Polióis como fonte nutricional: 

 

Foram analisados os consumos de cada um dos polióis (inositol, sorbitol, arabitol, manitol 

e xilitol) e de glicose, ambos em diferentes concentrações (1 mol/L e 0,1 mol/L). Como esperado, 

houve predileção por glicose 1,0 mol/L em relação aos polióis ou glicose 0,1 mol/L (p < 0.01) e 

não houve diferença significativa entre as demais condições experimentais (Fig. 7). Os desvios 

padrões obtidos foram muito altos (entre 0,778 e 0,455 para glicose 0,1 mol/L e xilitol 0,1 mol/L, 

respectivamente), mascarando a detecção de eventuais diferenças, mas um teste estatístico menos 

estrito utilizando um modelo linear generalizado com uma distribuição ‘quasipoison’ para dados 



contínuos, indicou o inositol a 1,0 mol/L como o segundo composto mais consumido pelas 

formigas e visualmente foi detectado um maior número de visitas ao poço contendo este composto 

(Fig. 7). 

 

As distâncias e o consumo foram inicialmente analisados sem categorização dos 

compostos. Nos poços próximos, houve mais visitas (p<0,01) e mais consumo (p<0,01), mas não 

houve diferenças entre os poços intermediários ou distantes (p>0,05) (Fig. 8). Nossos dados estão 

de acordo com a Teoria do Forrageamento Ótimo (TFO) (Pianka & MacArthur, 1966) onde diz 

que espécies tendem a maximizar a energia obtida dos recursos pelo tempo gasto. Compostos 

próximos à entrada da colônia foram mais consumidos, corroborando o modelo da TFO. Muito 

provavelmente as forrageiras consumiam os recursos próximos com alto valor (exemplo glicose), 

enquanto outras saiam em busca de outros recursos. 

O trade-off entre qualidade do recurso e distância é muito estudado (revisado por Carroll 

& Janzen, 1973). Por exemplo, Atta cephalotes pode aumentar a distância de forrageio se os 

recursos próximos a colônia forem ‘pobres’ (Rockwood, & Hubbell, 1987). Isso corrobora nossos 

dados quando analisamos os polióis e a glicose. Nossos dados mostram que a glicose é um 

composto de alto valor para as formigas cultivadoras de fungos. Silva e colaboradores (2003) 

mostram que a glicose aumenta a sobrevivência das operárias, e quando em altas concentrações a 

sobrevivência também tende a aumentar. A média de concentração de glicose que os autores 

encontraram no jardim de fungos foi de 27,7 mg/g de fungo, enquanto nossa menor concentração 

foi de 0,1 mol/L (ou seja, nossos poços continham aproximadamente 36 mg de glicose na menor 

concentração), muito similar ao encontrado por Silva e coautores. Nossos dados mostram que 

mesmo a glicose mais distante da entrada da colônia ainda é um recurso que vale o trade-off entre  

Figura 7. A) Modelo da arena onde foram realizados os testes comportamentais de atratividade por 

polióis; B) Imagem demonstrando a quantidade e formigas nos poços, os poços com glicose e inositol, 

ambos a 1 mol/L. C) Escolha da água mais coletada no experimento (em verde água MilliQ®, mesma 

utilizada para as soluções e em azul, água oriunda da torneira, a qual geralmente é oferecida às 

colônias, houve uma diferença significativa na escolha da água da torneira (p < 0,01). 



distância e qualidade do recurso.  

Figura 8. Quantidade de compostos consumidos (A) e de formigas (B) após 24 h nos poços em diferentes 

distâncias a entrada dos ninhos. Barras de erro são representadas pelo erro padrão. Há uma diferença significativa 

entre os poços próximos, e os demais, porém, não houve diferença significativa para os poços intermediários e 

distantes. 

Soluções a 1 mol/L quando adicionadas próximas à entrada das colônias, a solução de 

glicose foi mais consumida do que todos os polióis. Adicionalmente, inositol foi mais consumido 

que os demais polióis, exceto xilitol e não houve diferença significativa entre os consumos de 

arabitol, manitol, sorbitol ou xilitol (Fig. 9). As análises com distâncias longas ou com soluções 

0,1 mol/L foram menos informativas para diferenciar o consumo desses substratos (Fig. 10). O 

maior consumo de glicose está de acordo com a destacada importância deste nutriente para a 

sobrevivência das formigas (Silva et al., 2003). 

Apesar de consumirem mais glicose, as formigas visitaram igualmente os poços 

contendo glicose e os demais polióis, exceto arabitol, quando esses compostos estavam próximos 

à entrada dos ninhos e a 1 mol/L (Fig. 10). Em menor concentração, 0,1 mol/L, os poços com 

xilitol e manitol foram menos visitados do que os poços com os demais compostos (Fig. 10). As 

análises em médias ou longas distâncias foram menos informativas para diferenciar o consumo 

desses substratos (Fig. 10). 

Figura 9. Quantidade consumida de compostos adicionados a diferentes distâncias da entrada da colônia. Barras 

indicam erro padrão e barras sobrepostas indicam ausência de diferença (p>0,05). 



 

Para a glicose em altas concentrações, houve problemas para quantificação, uma vez 

que em muitos poços, a solução já tinha sido totalmente consumida, não havendo formigas nestes 

poços (n = 3, um poço perto, outro intermediário e outro longe). Muito provavelmente, após a 

coleta da glicose, caso alguma formiga tivesse morrido no poço, ela tenha sido removida para o 

lixo da colônia, uma vez que é um comportamento higiênico das formigas retirar carcaças 

próximas a fontes de alimento (Pereira et al., 2020). 

Figura 10. Quantidade de formigas nos poços a diferentes distâncias e contendo diferentes 

compostos a 1 ou 0,1 mol/L. 

 

Crescimento de fungos em polióis: 

 

Dos cinco polióis de interesse foi analisado o crescimento fúngico nos polióis manitol, 

sorbitol e inositol. Essa seleção baseou-se na presença de seus genes associados nos 

transcriptomas do fungo Leucoagaricus gongylophorus e em análises conduzidas por Somera e 

colaboradores (2015), onde houve congruência apenas nestes três polióis. Além disso, utilizamos 

extratos do jardim de fungo de Acromyrmex subterraneus, bem como celulose e glicose como 

controles, a fim de investigar a capacidade de fungos parasitas/oportunistas de metabolizar esses 

substratos diretamente, sem a intervenção do fungo mutualista das formigas-cortadeiras (L. 

gongylophorus). 

O diâmetro de crescimento das hifas variou de 0 a 8 cm. O fungo Syncephalastrum sp. 

foi o que mais cresceu em todos os compostos, desde 2,2 cm em celulose até 8 cm em manitol. 

Escovopsis sp. não cresceu em celulose, mas alcançou 8 cm em manitol (Fig 11). 

O parasita Syncephalastrum sp. (Barcoto et al., 2017) cresceu no extrato de jardim do 

hospedeiro L. gongylophorus (𝑥̅ = 5,13 cm), indicando utilização de produtos do hospedeiro. O 

parasita cresceu em celulose (𝑥̅ = 2,9 cm), glicose (𝑥̅ = 7,5 cm) e manitol (𝑥̅ = 8,0 cm), indicando 

também competição com L. gongylophorus e com as formigas por estes nutrientes. Manitol é um 

composto descrito como relevante para diversos aspectos da vida do fungo, como reserva de 

carbonos, proteção contra o estresse osmótico e oxidativo, útil na esporulação, na regulação de 

coenzimas e no armazenamento de energia redutora (Meena et al., 2015; Patel & Williamson, 

2016).  

Escovopsis sp. cresceu pouco no extrato do jardim de L. gongylophorus (𝑥̅ = 0,67 cm), 

em celulose (zero) ou em glicose (𝑥̅ = 0,77 cm), indicando pouca ou nenhuma competição por 

estes substratos. Entretanto, cresceu bem em manitol (𝑥̅ =6, 83 cm). 



 
Figura 11. Crescimento dos fungos parasitas/oportunistas em diferentes compostos. As cores representam diferentes 

fungos parasitas/oportunistas. 

 
Houve diferença no crescimento das espécies de fungos (p = 0,002). A espécie 

Trychoderma sp. foi a que mais cresceu em todos os substratos. Quando inoculada sobre os 

polióis, ela teve crescimento total na placa, o que mostra que utiliza destes polióis como fonte de 

carbono para o crescimento. O fungo Syncephalastrum sp. teve um total crescimento quando 

inoculado em manitol e demonstrou uma ótima esporulação. Este resultado mostra que 

Syncephalastrum sp. é um potencial competidor com as demais espécies testadas quanto ao 

manitol. Nossos resultados mostram que o manitol é importante para esporulação deste e de outros 

fungos. Em contrapartida, Escovopsis sp. não cresceu em celulose, sorbitol e nem no controle 

(apenas ágar 1,5%), isso pode representar um erro metodológico (que está sendo testado), ou que 

o controle não teria fonte de carbono suficiente e utilizável pelo fungo. Para sanar tal 

questionamento, outra leva de testes está sendo feita utilizando outra cepa. Escovopsis sp. cresceu 

mais em manitol (p<0,005), e mostrou uma ótima esporulação. Cladosporum apresentou 

crescimento mediano em quase todos os polióis testados (variação de crescimento de 4 cm a 6,5 

cm), e houve pouca esporulação (Figura 12). 

Figura 12. Imagem do crescimento dos fungos Syncephalastrum sp. (a-c), e Escovopsis sp. (d-f). As 

imagens a e d representam o crescimento dos fungos no extrato extraído do fungo mutualista de 



Acromyrmex subterraneus; as imagens b e e são do crescimento dos fungos em glicose a 0,5 mol/L; e 

finalmente c e f representa o crescimento do fungo no manitol (0,5 mol/L). 

 

Durante o experimento foram observadas esporulações dos fungos 

parasitas/oportunistas, sendo a esporulação mais proeminente em Syncephalastrum sp (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Esporulação dos fungos inoculados em diferentes tipos de compostos. -: sem esporulação. A 

análise qualitativa foi feita visualmente, ao observar a homogeneidade e quantidade de esporos formados. 
ESPÉCIE DE FUNGO COMPOSTOS ESPORULAÇÃO ANÁLISE 

QUALITATIVA 

SYNCEPHALASTRUM SP. 

Extrato do jardim Sim Ótima 

Celulose Sim Ótima 

Glicose Sim Boa 

Manitol Sim Boa 

Inositol Sim Boa 

Sorbitol Sim Boa 

Controle Sim Boa 

ESCOVOPSIS SP. 

Extrato do jardim Não - 

Celulose Não - 

Glicose Não - 

Manitol Sim Boa 

Inositol Não - 

Sorbitol Não - 

Controle Não - 

TRICODERMA SP. 

Extrato do jardim Não - 

Celulose Não - 

Glicose Não - 

Manitol Não - 

Inositol Não - 

Sorbitol Não - 

Controle Não - 

CLADOSPORUM SP. 

Extrato do jardim Sim Ótima 

Celulose Não - 

Glicose Não - 

Manitol Não - 

Inositol Sim Boa 

Sorbitol Não - 

Controle Não - 

 

Solomon e colaboradores (2007) mostraram que o manitol foi um composto obrigatório 

para esporulação assexual de Stagonospora nodorum, responsável pela doença de ‘Mancha da 

Glumas’ em plantações de trigo. Este fungo produz manitol a partir de glicose ou frutose, que é 

produzida pela planta (Meena et al., 2015). No sistema attíneo, os fungos parasitas/oportunistas 

dispõem de manitol, uma vez que o composto já é produzido nos jardins das formigas, 

representando uma esporulação mais econômica do que a de S. nodorum. Assim, a produção e 

uso de manitol faz parte da teria de interações ecológicas nutricionais entre os múltiplos atores 

dos jardins. Tais interações favorecem os fungos parasitas e oportunista, que tendem a esporular 



na presença de manitol e que utilizam compostos presentes nos jardins do fungo cultivado pelas 

formigas. 

Manitol recentemente foi descrito como um metabólito que auxilia na proteção do fungo 

parasita contra as defesas químicas de plantas que são parasitadas (Patel & Williamson, 2016). 

Entretanto, o manitol foi utilizado por ambos os fungos, oportunista e parasita, para o crescimento. 

Este resultado levanta duas questões para serem testadas mais adiante: 1) Se ambos os fungos, 

Escovopsis sp. e Syncephalastrum sp, são considerados parasitas, e se utilizam do manitol para 

esporulação, o manitol seria um componente essencial para ambos os fungos, e eles utilizariam 

obrigatoriamente o manitol para propagação? 2) No sistema fúngico parasita/hospedeiro, dentro 

da colônia de formigas cultivadoras de fungo, existe alguma batalha química que envolva uma 

disputa pelos polióis? 

 

Rotas metabólicas via transcriptômica: 

Dos cinco polióis de interesse, analisamos apenas as vias metabólicas do manitol, 

sorbitol, inositol e xilitol. A via metabólica do arabitol não foi encontrada nos transcriptomas das 

duas espécies de fungo, a principal enzima da via metabólica, a enzima arabitol-desidrogenase, 

não foi encontrada. Essa enzima catalisa a conversão da ribulose em arabitol, ou, 

alternativamente, a produção de arabitol via xilitol. (Hang et al. 2022). 

As buscas foram realizadas manualmente com base na literatura sobre enzimas 

envolvidas. Foram identificados caminhos para todos os polióis encontrados em fungos 

mutualísticos associados a formigas cultivadoras. Conseguimos identificar enzimas das rotas 

anabólicas para quatro polióis (manitol, sorbitol, inositol e xilitol) (Figura 1A, no apêndice) em 

jardins de fungos, tanto de neoattinas quanto de paleoattinas. Todas as enzimas da via metabólica 

foram encontradas, começando pela celulase e levando até à responsável pela produção do poliol. 

Apenas para o manitol, houve uma diferença em uma enzima ao comparar paleoatíneos com 

neoatíneos. Nos neoatíneos, a enzima responsável pela fosforilação da glicose foi a hexocinase, 

enquanto nos paleoatíneos, era a glicocinase. Uma hipótese que propomos para essa diferença é 

que, para os neoatíneos, que formam colônias maiores e produzem mais compostos (Aguilar-

Colorado & Rivera-Chávez, 2023), a presença de uma enzima mais 

generalizada pode ser evolutivamente vantajosa, pois uma única 

enzima pode fosforilar vários compostos. Em contraste, ao observar 

a glicocinase no fungo mutualístico associado aos paleoatíneos, a 

especificidade parece ter sido mantida neste grupo, e talvez seja um 

caractere plesiomórfico (Figura 13).  

Adicionalmente, em contraste com as descobertas de 

Somera e colaboradores (2015), não constatamos a presença de 

alguns genes para produção de arabitol nos nossos transcritos. 

Contudo, ao examinarmos os dados sob uma perspectiva química 

por meio de técnicas como HPLC e RMN, observamos a presença 

de picos correspondentes ao poliol arabitol. A possível explicação 

para esta presença nos dados químicos pode residir na abordagem 

metodológica empregada na coleta desses dados. Enquanto os dados 

químicos foram obtidos a partir do jardim completo do fungo 

(região periférica), os dados genéticos foram obtidos 

exclusivamente do fungo mutualista associado às formigas, através 

da metodologia de isolamento e posterior cultivo em amido como 

fonte de carbono.  

É plausível considerar que o arabitol possa ser produzido 

por outros microrganismos presentes no jardim de fungos. Essa 

hipótesse encontra respaldo nas descobertas de Aguilar-Colorado e 

Rivera-Chávez (2023), os quais evidenciaram que diversos 

microrganismos podem sintetizar compostos distintos dentro das 

colônias nos jardins de fungos associados às formigas. Contudo, 

permanece incerto qual dos microrganismos poderia ser responsável por produzir arabitol, bem 

Figura 13. Sequência metabólica 

dos fungos de paleo e neoattina 

na produção de Manitol. Gk – 

Glicoknase, e Hk- Hexokinase 



como se o composto é gerado por meio de uma rota metabólica distinta daquelas até então 

conhecidas. 
Portanto, os fungos das attíneas basais ou das derivadas apresentam capacidade de 

sintetizar polióis, uma descoberta corroborada tanto por análises químicas quanto por estudos 

transcriptômicos. Esses achados são significativos, pois demonstram que, apesar da produção 

desses compostos ser um fenômeno comum entre os fungos estudados, existem variações nas 

enzimas envolvidas no mesmo processo metabólico. Especificamente, observamos diferenças nas 

enzimas que catalisam a fosforilação da glicose para formar Glicose-6-Fosfato. Essa etapa é 

crucial na via glicolítica e sua eficiência pode ter implicações diretas na produtividade e adaptação 

metabólica dos fungos. Portanto, a identificação dessas enzimas não apenas enriquece nosso 

entendimento das vias metabólicas envolvidas, mas também pode fornecer “insights” valiosos 

sobre as estratégias adaptativas desses fungos em seus respectivos nichos ecológicos. 

Evolução do ORCO, grupo de genes, responsável pela captação de odores em formigas attinas: 

Após o alinhamento da sequência gênica o comprimento foi de 4308 nucleotídeos e 1436 

proteínas traduzidas, e o melhor modelo de evolução do gene foi Tomura 1992 (t92), baseado no 

critério de informação bayesiano. As frequências de nucleotídeos foram 24,71% (a), 29,49% (t/u), 

20,96% (c) e 24,84% (g) para as cinco espécies. As razões de taxa de transição/transversão dentro 

de nossas espécies foram k1 = 20,853 (purinas) e k2 = 20,280 (pirimidinas), e o viés geral de 

transição/transversão foi r = 10,134 entre as espécies. Encontramos uma diversidade de 

nucleotídeos de 1,155% e 276 sítios segregantes. Para identificar se os genes orco são um bom 

gene para análise filogenética, usamos Daceton armigerum (Dacetini: Formicidae) como grupo 

raiz e realizamos uma análise de máxima verossimilhança para construir uma árvore filogenética.  

Nossa análise mostrou que o gene ORCO pode ser usado para análise evolutiva em 

filogenética, e a filogenia gerada foi a mesma encontrada quando usados outros genes, como COI 

e UCE. O gene ORCO é um dos genes mais importantes na evolução da comunicação nos insetos.  

Yan e colaboradores (2017) mostraram que o gene ORCO é responsável pela detecção 

de diversos tipos de odores. E que quando silenciado formigas tendem a criar um comportamento 

solitário. Como essas detecções são feitas pelas proteínas codificadas pelos genes, que em sua 

grande maioria está presente nas sensilas (Wicher & Miazzi, 2021), o entendimento por completo 

deste grupamento de genes é de suma importância para o entendimento por completo do 
mecanismo de detecção destes compostos. Nosso próximo passo será a análise dos genes 

gustatórios (Grs) das formigas atíneas e incrementação de dados aos já coletados e analisados. Já 

estamos com diversas espécies novas coletadas e prontas para enviar para sequenciamento do 

transcriptoma. Além disso, muitas amostras já voltaram e estão em fase de processamento e 

anotação de genes para posterior trabalho com expressões gênicas e receptores gustativos e 

olfativos. 



Esta parte do projeto não foi proposta, porém é vital para o entendimento de como a 

evolução do sistema olfativo das formigas cultivadoras de fungo. Sabendo sobre a evolução deste 

sistema podemos, no futuro, fazer inferências sobre quantidade e tipos de odores, e como estes 

podem estar relacionados aos fungos e, consequentemente, à interação dentro da colônia. 

Identificando se a complexidade dos compostos dentro da colônia pode ser oriunda de uma 

pressão evolutiva ou corroborando a hipótese da rainha vermelha. 

Figura 14. Filogenia construída baseada nas sequencias de genes Orco de 

formigas cultivadoras de fungo. Daceton armigerum foi utilizada como 

espécie root na filogenia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Objetivos respondidos até agora 

(1) Quais polióis estão presentes nos jardins de fungos em cada um dos cinco tipos de 

agricultura? 

Infelizmente não foi ainda possível coletar e analisar todos os tipos de jardins fungo. Nas 

nossas coletas conseguimos apenas encontrar jardins fungos mutualistas das formigas 

basais (Mycocepurus, Mycetophylax), uma colônia de formigas que cultivam leveduras 

(Cyphomyrmex sp.) e colônias de neolatinas (Atta e Acromyrmex). A extração e 

identificação de polióis dos fungos mutualistas de Mycocepurus goeldii e neoatinas (Atta 

e Acromyrmex) foi realizada como mostrado no relatório. Porém, as leveduras produzidas 

pelo gênero Cyphomyrmex mostraram uma quantidade ínfima de jardim de fungo. Por 

esta razão, ainda não conseguimos extrair os polióis ou cultivar as leveduras em placas 

de petri. Porém para o próximo ano teremos viagens de coleta, planejadas para localizar 

mais destas colônias e tentar realizar a extração de micélios para transcriptômica e 

metatranscriptômica. Como mostrado no presente documento, esta pode ser uma 

alternativa viável para responder às questões de produção e rotas metabólicas. 

(2) Entre eles, há os que apresentem valor econômico? 

Sim, tanto em Paleoatina quanto em Neoatina foram encontrados diversos polióis com 

alto valor agregado. Foram encontrados sorbitol, manitol, inositol e xylitol.  

 

(3) Há assinaturas químicas distintas para grupos de formigas filogeneticamente 

distintas? 

Sim, a proporção de compostos produzidos pelos jardins de fungo é diferente. Mesmo 

colônias de mesma espécie produzem quantidades diferentes de compostos. Nossos 

resultados mostram que há uma relação entre tamanho da colônia e quantidade de Manitol 

produzido, por exemplo. Espécies com grande quantidade de indivíduos geralmente 

acumulam menos Manitol que espécies com poucos indivíduos. 

(4) Há respostas espécie-específicas aos diferentes tipos de polióis? 

Como mostrado aqui no nosso relatório não há uma resposta espécie-específica para os 

polióis pelas formigas. Nossa hipótese é que mesmo podendo haver consumo dos 

polióis eles não são a fonte energética principal para as formigas. Muito provavelmente 

os polióis produzidos pelos fungos são utilizados por outros microrganismos, bactérias e 

outros fungos.  

 

  



Conclusão e futuros direcionamentos 

Nos jardins de fungos da formiga cortadeira Atta bisphaerica, o fungo mutualista 

Leucoagaricus gongylophorus produz os polióis manitol, arabitol e inositol, enquanto outro 

microrganismo não identificado produz o poliol sorbitol (Somera et al. 2015). Na época, não era 

claro o significado dessa produção, principalmente porque a maioria dos carboidratos simples 

gerados a partir da degradação dos polissacarídeos não era imediatamente consumida pelas 

formigas, mas sim convertida em polióis. Nosso grupo de trabalho levantou várias hipóteses sobre 

as possíveis utilidades do acúmulo de polióis, tais como preservação da meia vida das exoenzimas 

despolimerases fúngicas responsáveis pela digestão da matéria vegetal coletada pelas formigas 

ou mesmo a conservação da energia excedente, pois os polióis são compostos reduzidos e ricos 

em elétrons (Somera et al. 2015), que seriam utilizados como reserva para as formigas 

consumirem em tempos de escassez de alimentos. Também na época surgiu uma questão se tal 

estratégia de acumular polióis era exclusiva das formigas cortadeiras ou se ela estaria também 

presente em formigas mais primitivas da subtribo Attina.  

No presente projeto de pós-doutorado, nós identificamos que os jardins de fungos da 

neoattinea cortadeira Acromyrmex lundii produzem manitol, enquanto os jardins da paleoattínea 

primitiva Mycocepurus goeldii produzem manitol e arabitol. Além disso, demonstramos que os 

fungos mutualistas de Atta sexdens ou de Mycocepurus goeldii expressam todas as enzimas 

necessárias para a conversão de glicose em manitol. Esses dados indicam que a produção de 

manitol e arabitol pelos fungos mutualistas é um fator comum entre as attíneas derivadas e 

primitivas. Adicionalmente, nosso estudo complementa o trabalho realizado por Somera e 

coautores (2015), ao mostrar diferenças entre as composições e quantidades dos polióis 

produzidos por fungos.  

Os polióis gerados pelos fungos mutualistas de attíneas apresentam um amplo espectro 

de aplicações no campo da biotecnologia. Entre as aplicações mais notáveis, podemos citar a 

produção de xylitol, que é de grande importância para indivíduos com diabetes; manitol, que tem 

relevância para pacientes com glaucoma; e sorbitol, que é amplamente utilizado na indústria 

alimentícia. As rotas metabólicas propostas em nosso projeto demonstram a viabilidade da 

produção desses compostos em um número reduzido de etapas. Um exemplo notável é a produção 

de sorbitol. Conforme elucidado por Sauzem e colaboradores (2019), a maior parte do sorbitol 

consumido pela indústria brasileira é importada, o que ressalta a necessidade de desenvolver 

métodos de produção doméstica. Ao analisar a rota de produção do sorbitol pelos fungos 

mutualistas, observamos que a produção do composto via glicose em apenas uma etapa é 

altamente viável, especialmente com a utilização da enzima aldose redutase. A produção desses 

compostos por fungos, através de uma rota metabólica simplificada – com um número mínimo de 

passos –, representa uma alternativa viável para a indústria brasileira na produção desses polióis. 

Portanto, acreditamos que a continuação de nossa pesquisa nesse campo pode trazer benefícios 

significativos para a indústria biotecnológica, contribuindo para a autossuficiência na produção 

desses compostos essenciais. 

A produção de polióis não é exclusiva dos fungos mutualistas, mas está amplamente 

distribuída entre muitos fungos e bactérias de vida livre (Rice et al. 2020). Em nosso estudo, 

identificamos que as formigas consomem os polióis produzidos nos jardins de fungos. No entanto, 

descobrimos que os polióis não pouco consumidos pelas formigas quanto comparados à glicose, 

que se mostrou uma fonte de carbono preferencial. Assim, a preferência por glicose, que já havia 

sido demonstrada frente a outros carboidratos (Silva et al. 2015), também ocorreu quando 

comparada aos polióis. Adicionalmente, nosso projeto demonstrou que a atratividade das 

formigas por polióis é inferior àquela apresentada por glicose. 

Além de serem uma importante fonte de carbono para o crescimento e esporulação de 

fungos oportunistas ou parasitas, os polióis são amplamente distribuídos entre muitos fungos e 

bactérias de vida livre. Neste relatório, demonstramos que, em relação aos fungos Cladosporum 

e Trichoderma, a importância dos polióis rivaliza com a da glicose. O poliol manitol mostrou-se 

mais efetivo do que a glicose para a promoção do crescimento e indução da esporulação de 

Escovopsis e de Syncephalastrum. A esporulação é um fator importante para a rápida 



disseminação dos fungos e, dessa forma, é provável que a alta produção de manitol pelos fungos 

mutualistas tenha aberto uma porta para a disseminação de fungos contaminantes no interior dos 

jardins de fungos das formigas, estimulando o rápido crescimento e a esporulação desses fungos. 

Do ponto de vista evolutivo, os resultados do presente relatório também indicam que (a) 

a diversidade de metabólitos secretados nos jardins de fungos aumentou com a evolução das 

formigas; (b) há especializações metabólicas características de cada espécie de formigas 

cortadeira; (c) as attíneas primitivas são menos especializadas na produção de polióis do que as 

attíneas derivadas; (d) a evolução das formigas foi acompanhada da diminuição da porcentagem 

de manitol nos jardins de fungos; (e) há outros parceiros microbianos além de L. gongylophorus 

atuam na produção de polióis nos jardins de fungos. 

Embora os avanços do presente projeto de pós-doutorado tenham sido importantes para 

elucidar esses aspectos, muitas dúvidas ainda restam com relação a este assunto. Por esta razão, 

propomos uma extensão da bolsa, de modo a complementar os resultados com as seguintes 

atividades: 

1. Coletar e analisar jardins de fungos de formigas nos gêneros Cyphomyrmex, 

Apterostigma e Trachymyrmex, para abranger os cinco grupos evolutivos de fungos já 

caracterizados pela literatura. 

2. Analisar os jardins de fungos e fungos isolados já disponíveis em nosso laboratório, mas 

ainda não caracterizados (Apêndices, Tabela 1A). 

 

 

  



Apêndices 

 

Figura 1A. Rotas metabólicas propostas baseadas na análise dos transcritos em ambos os fungos de Paleoattina e Neoattina. A) Rota proposta para o 

poliol sorbitol, nesta rota o sorbitol funciona como substrato para produção da frutose; B) Rota proposta para o inositol, com diversas enzimas e substratos 

para formação do poliol; C) Rota proposta para o poliol xylitol, diferentemente dos outros polióis este utiliza como substrato primário a hemicelulose, 

enquanto os demais glicose, para produção, apenas duas enzimas são necessárias para produção do xylitol pelos fungos. 

 

 



Tabela 1A. Colônias coletadas durante o projeto. A impossibilidade de analisar muitas das amostras se deveu ao reduzido tamanho da colônia 

ou à morte das colônias mantidas em laboratório, o que resultou quantidade insuficiente de amostras de jardins de fungos. Outras coletas 

serão realizadas durante o ano de 2024, para aumentar o tamanho amostral. * Espécies já analisadas; demais espécies serão utilizadas para as 

análises nos próximos 12 meses de projeto (prorrogação solicitada). 

 
Espécies  Quantidade de 

Colônias 

Formigas 

preservadas 

Fungos para 

extração química 

Fungos em placa para 

cultivo em YNB 
Acromyrmex bruneus 1 Sim Sim (1 colônia) Sim 
Acromyrmex lundii* 45 Sim Sim (20 colônias) Sim 
Acromyrmex rugosus 2 Sim Sim (1 colônia) Sim 
Acromyrmex sp 1 1 Sim Não Sim 
Acromyrmex sp 2. 3 Sim Não ( Sim 
Acromyrmex subterraneus 1 Sim Sim (1 colônia) Sim 
Atta cephalotes 2 Sim Sim Sim 
Atta laevigata 2 Sim Sim (1 colônia) Sim 
Atta sexdens* 10 Sim Sim (3 colônias) Sim 
Cyphomyrmex sp 1 1 Sim Não Não 
Mycetophylax morshi 8 Sim Não Sim 
Mycocepurus goeldii* 40 Sim Sim (20 colônias) Sim 
Total  116    
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Abstract 

Ants, an ecologically successful and numerically dominant group of animals, play key 

ecological roles as soil engineers, predators, nutrient recyclers, and regulators of plant 

growth and reproduction in most terrestrial ecosystems. Further, ants are widely used as 

bioindicators of the ecological impact of land use. We gathered information of ant species 

in the Atlantic Forest of South America. The ATLANTIC ANTS data set, which is part of 

the ATLANTIC SERIES data papers, is a compilation of ant records from collections 

(18,713 records), unpublished data (29,651 records), and published sources (106,910 

records; 1,059 references), including papers, theses, dissertations, and book chapters 

published from 1886 to 2020. In total, the data set contains 153,818 ant records from 

7,636 study locations in the Atlantic Forest, representing 10 subfamilies, 99 genera, 1,114 

ant species identified with updated taxonomic certainty, and 2,235 morphospecies codes. 

Our data set reflects the heterogeneity in ant records, which include ants sampled at the 

beginning of the taxonomic history of myrmecology (the 19th and 20th centuries) and 

more recent ant surveys designed to address specific questions in ecology and biology. 

The data set can be used by researchers to develop strategies to deal with different 

macroecological and region‐wide questions, focusing on assemblages, species 

occurrences, and distribution patterns. Furthermore, the data can be used to assess the 

consequences of changes in land use in the Atlantic Forest on different ecological 

processes. No copyright restrictions apply to the use of this data set, but we request that 

authors cite this data paper when using these data in publications or teaching events. 
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Nascimento, F. S. (2021). Juvenile hormone affects age polyethism, ovarian 

status and cuticular hydrocarbon profile in workers of the wasp Polybia 

occidentalis. Journal of Experimental Biology, 224(13), jeb240200. 

Abstract 

Division of labor is one of the most striking features in the evolution of eusociality. 

Juvenile hormone (JH) mediates reproductive status and aggression among nestmates in 

primitively eusocial Hymenoptera (species without morphologically distinct castes). In 

highly social species it has apparently lost its gonadotropic role and primarily regulates 

the division of labor in the worker caste. Polybia occidentalis, a Neotropical swarm-

founding wasp, is an ideal model to understand how JH levels mirror social context and 

reproductive opportunities because of the absence of a clear morphological caste 

dimorphism. In this study, we tested the hypothesis that JH influences division of labor, 

ovary activation and cuticular hydrocarbon profiles of workers. Our observations 

confirmed that a JH analog (methoprene) and an inhibitor of JH biosynthesis (precocene) 

https://doi.org/10.1002/ecy.3580


affected the cuticular chemical profile associated with age polyethism. Also, Methoprene 

and precocene-I treatment of females influenced ovarian activation differently 

(individuals treated with methoprene expressed more activated ovaries while precocene 

treatment did not have significant effect). These results suggest that different hormonal 

levels induce a differential expression of cuticular chemicals associated with workers’ age 

polyethism, which may be essential for keeping the social cohesion among workers 

throughout their lives in the colony. Furthermore, JH is likely to play a gonadotropic role 

in P. occidentalis. JH has apparently undergone certain modifications in social 

Hymenoptera, presenting multifaceted functions in different species. 
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Resumo Projeto 

As formigas da subtribo Attina (Formicidae: Myrmicinae), conhecidas como Formigas cortadeiras estão 

distribuídas no Continente Americano, com a maioria das espécies na América do Sul. Ocorrem em 15 

gêneros e mais de 250 espécies. As formigas cortadeiras durante sua história evolutiva desenvolveram uma 

relação mutualista com fungos Basidiomycetos (Leucocoprineae: Agaricaceae). Os fungos digerem uma 

variedade de substratos proporcionados pelas formigas dentro dos seus ninhos, formando o chamado 

“Jardim de fungos”, e as formigas se alimentam desses fungos. Durante o processo de digestão dos 

substratos os fungos produzem diversos metabolitos secundários. No caso específico de Atta bisphaerica, 

o fungo degrada monocotiledôneas em monossacarídeos e diversos polióis. Os polióis dois deles com 

altíssimo valor econômico. Além dos fungos de formigas cortadeiras, que digerem folhas frescas, existem 

outros quatro grupos de fungos associados a attinas que são especialistas em digerir diferentes tipos de 

biomassa: sementes, carcaças de insetos, fezes de insetos, folhas e flores que caem das plantas, 

monocotiledôneas, dicotiledôneas. As enzimas e os produtos destes processos metabólicos não são 

conhecidos, não se sabe se esses quatro especialistas geram também polióis, que podem ser estocados em 

grandes quantidades sem causar alterações osmóticas relevantes, não são facilmente assimiláveis por 

microrganismos invasores, podem estabilizar exoenzimas digestórias dos jardins e são fontes nutricionais 

para as formigas. Vantagens como estas fazem da produção de polióis uma importante inovação para o 

mutualismo entre as formigas e fungos, cuja origem e evolução permanecem desconhecidas. 

Adicionalmente, os polióis podem representar um importante meio de comunicação química direcionando 

a preferência das formigas, o que é um fenômeno chave na origem do mutualismo. Buscando testar estas 

hipóteses e responder àquelas questões, o presente projeto de pós-doutorado tem os seguintes objetivos: (1) 

Determinar a diversidade, abundância e evolução da produção de polióis nas attíneas; (2) Determinar a 

participação dos polióis como mediadores da comunicação química entre os mutualistas.  

Projeto FAPESP no qual se inseriu a presente proposta O presente projeto de pós-doutorado se enquadrou 

especificamente no Objetivo 3 “Aim 3: Determine the chemical ecology mediating interactions in the 

fungus-farming ant symbiosis”, proposto no seguinte projeto temático: 2019/03746-0 Auxílio Pesquisa - 

Programa Biota – Projeto Temático: Pesquisa Colaborativa: Dimensions US-São Paulo: Integrando 

filogenia, genética e ecologia química para desvendar a emaranhada simbiose multipartida das formigas 

cultivadoras de fungos. Pesquisadores Principais: André Rodrigues (Unesp, Rio Claro) e Bryn Dentinger 

(University of Utah). E este projeto faz parte do projeto CEPID (2021/10639-5) dentro da área: “Work Pack 

4 - Microbiome diagnosis for natural and sustainable solutions” – CEPID, intitulado Center for Research 

on Biodiversity Dynamics and Climate Change; sob comando dos pesquisadores Drª. Patrícia Morellato e 

Dr. Maurício Bacci Jr., ambos da Unesp Rio Claro. 

  



Introdução 

Attinas: As formigas apresentam grande sucesso ecológico e ocupam a maioria 

dos habitats terrestres (Hölldobler & Wilson, 1990). Dentro desse grupo as formigas da 

subtribo Attina (Formicidae: Myrmicinae), ou attinas, estão distribuídas no Continente 

Americano, com a maioria das espécies na região neotropical (Hölldobler & Wilson, 

1990). Atualmente existem 17 gêneros e 253 espécies (Schultz, 2022), todas dependentes, 

para sua nutrição, de fungos mutualistas que cultivam em uma variedade de substratos no 

interior de seus ninhos (Hölldobler & Wilson, 1990; Schultz & Brady, 2008; Weber, 

1972). Filogeneticamente, as Attini são divididas em: basalmente ou apicalmente 

derivadas com base em analises de DNA mitocondrial e morfologia larval (Schultz & 

Brady, 2008), ou em Paleoattini ou Neoattini (Schultz & Brady, 2008), com base em 

sequências de genes nucleares. Dentro desses grupos, identificam-se cinco sistemas de 

agricultura (fungiculturas), definidos de acordo com a afiliação filogenética dos fungos 

mutualistas (Schultz & Brady, 2008): (A) agricultura das cortadeiras, (B) agricultura 

derivada, (C) agricultura de leveduras, (D) agricultura basal, (E) agricultura de fungos 

corais (Fig. 1). A relação simbiótica entre formigas attinas e seus fungos cultivados 

possibilita a sobrevivência e o sucesso ecológico dessas formigas, resultando em 

interações bioquímicas complexas dentro dos ninhos. 

Figura 1. Filogenia das formigas Attini e os cinco tipos de agricultura. Os tipos de agricultura 

estão separados por retângulos coloridos, cada um correspondendo a um grupo filogeneticamente 

distinto de fungos mutualistas. (A) Agricultura das cortadeiras: jardim de fungo de Atta (Wild, 

2001); (B) Agricultura derivada: jardim de fungo de Trachymyrmex (Wild, 2001); (C) Agricultura 

tipo levedura: jardim de fungo de Cyphomyrmex (Wild, 2001); (D) Agricultura basal: jardins de 

fungo de Mycocepurus, Mycetarotes e Cyphomyrmex (Wild, 2001); (E) Agricultura tipo coral: 

jardim de fungo de Apterostigma (Schultz & Brady, 2008). Figura adaptada por Ana Carolina 

Marchiori a partir da original produzida por Mehdiabadi & Schultz, 2010 

 

Polióis dentro da colônia de formigas: Os polióis, também conhecidos como 

álcoois de açúcar, são metabólitos secundários, de grande relevância biológica e 



industrial, produzidos por uma ampla variedade de fungos (Jennings, 1985). Além de 

atuar como intermediários metabólicos, os polióis são elementos-chave para a adaptação 

dos fungos a diferente condições ambientais (Calmes et al., 2013; Jennings, 1985), 

funcionando como fontes de energia e osmoprotetores, protegendo contra estresses 

osmóticos decorrentes de variações hídricas (Jennings, 1985; Kosugi et al., 2013; Rice et 

al., 2020), o que contribui para sua sobrevivência e adaptabilidade em habitats diversos 

(Patel & Williamson, 2016; Rice et al., 2020). 

No contexto da simbiose entre fungos e formigas cortadeiras, a produção de 

polióis assume um papel estratégico. Fungos cultivados por formigas, como 

Leucoagaricus gongylophorus e Leucocoprinus sp., sintetizam polióis que não apenas 

sustentam seu próprio metabolismo, mas também influenciam a nutrição e o 

comportamento das formigas hospedeiras. Estudos recentes têm demonstrado que a 

capacidade de síntese de polióis varia entre espécies de fungos mutualistas, refletindo 

adaptações específicas aos seus respectivos hospedeiros e ambientes (Assis et al. 2025 no 

prelo). Por exemplo, Leucocoprinus sp. expressa uma gama ampla de enzimas envolvidas 

na produção de xilitol e arabitol, enquanto L. gongylophorus se especializa nas sínteses 

de sorbitol, manitol e inositol (Assis et al. 2025 no prelo). Essas variações metabólicas 

podem estar relacionadas à estabilidade ambiental garantida pelas formigas cortadeiras e 

à especialização desses fungos em nichos ecológicos distintos ou a diferenças fisiológicas 

e evolutivas dos fungos. 

Produção de polióis como inovação estratégica para o mutualismo: As 

formigas cortadeiras são as mais derivadas entre as attinas e seus ninhos apresentam um 

sistema altamente eficiente para a degradação de material vegetal (Somera et al., 2015). 

Em Atta bisphaerica, por exemplo, os fungos degradam monocotiledôneas em 

monossacarídeos e polióis (Somera et al., 2015), dois produtos de altíssimo valor 

econômico. Os fungos cultivados por formigas produzem e acumulam compostos de 

baixo peso molecular para lidar com situações de estresse (Meena et al., 2015). Estes 

compostos são chamados de "solutos compatíveis", por não inibirem o metabolismo, 

ainda que presentes em altas concentrações intracelulares. Solutos compatíveis incluem 

álcoois derivados de açúcares (polióis), compostos de amônio quaternário, prolina e 

compostos sulfônicos terciários (Seekles et al., 2023). Os álcoois derivados de açúcares 

(tais como glicerol, manitol, arabitol e sorbitol) correspondem à forma quimicamente 

reduzida de uma aldose ou de uma cetose, acumulam energia livre e mantêm uma esfera 

de hidratação ao redor de moléculas. Eles podem ainda agir como sequestradores de 

espécies reativas de oxigênio (ROS), prevenindo peroxidação de lipídios que poderiam 

causar danos celulares (Stoop et al., 1996; Saha & Racine, 2011).  

Nos ninhos de Atta bisphaerica ao menos 70% da biomassa vegetal, composta 

principalmente por amido e hemicelulose, é transformada em monossacarídeos e polióis 

pelos microorganismos simbiontes. Em laboratório, a produção pode ser canalizada 

preferencialmente para a produção de glicose e xilose ou dos polióis manitol e arabitol 

(Fig. 2).  

Sistemas attíneos inspiram a biotecnologia: O consumo microbiano dos 

polióis gerados nos ninhos é mínimo (Somera et al., 2015) o que indica que as enzimas 

envolvidas no processo não são submetidas à severa repressão catabólica (Silva et al., 

2006). Este mecanismo provavelmente evoluiu garantir o estoque de carbonos que servem 

à nutrição das formigas (Bacci et al., 2013). Esta característica tem um enorme potencial 

biotecnológico, especialmente para a produção sustentável de biocombustíveis. A 

hidrólise de polissacarídeos vegetais é uma limitação no processo de produção de 



biocombustíveis a partir de biomassa vegetal. Isto porque a hidrólise química é 

economicamente dispendiosa e a hidrólise microbiana pode ser pouco rentável, devido ao 

consumo de parte dos produtos gerados pelos micro-organismos (Lynd et al., 2002). 

Figura 2: Fluxo de carbonos nos jardins de fungos de formigas cortadeiras e manipulação deste fluxo para gerar 

produtos de valor econômico. No setor periférico dos jardins, os polissacarídeos vegetais são degradados em 

monossacarídeos, e alguns destes monossacarídeos são reduzidos a polióis. O fungo mutualista Leucoagaricus 

gongylophorus produz a maioria dos polióis, enquanto sorbitol (*) é produzido por um micro-organismo ainda não 

identificado. As setas mais grossas indicam os passos metabólicos prevalentes quantitativamente. Alguns polióis 

sustentam o crescimento lento da biomassa microbiana no setor interno dos jardins. Porções de hifas de L. 

gongylophorus, estocadas no setor interno, são transferidas pelas formigas para crescer rapidamente nos fragmentos de 

folhas recentemente incorporados no setor periférico. As formigas alimentam-se de biomassa fúngica, monossacarídeos 

e polióis. A remoção artificial das formigas dos ninhos de laboratório bloqueia o fluxo de carbonos que ocorreria para 

a biomassa dos insetos (linhas tracejadas), induzindo o rápido acúmulo de monossacarídeos, polióis e biomassa 

microbiana. A inibição da respiração microbiana induzida por azida sódica bloqueia a produção de polióis (linha 

pontilhada), causando o rápido acúmulo de monossacarídeos. A manipulação laboratorial dos fluxos de carbonos nos 

jardins de fungos das formigas cortadeiras podem ser úteis para processos biotecnológicos para gerar tanto polióis como 

monossacarídeos, estes últimos úteis para a geração de biocombustíveis. Tanto estes como os polióis têm alto valor de 

mercado (figura extraída de Somera et al. (2015)). 

 

Os polióis produzidos nos ninhos das formigas são altamente valorizados no 

mercado. O manitol e arabitol alcançam valores de 100 e 500 milhões de dólares anuais, 

respectivamente (Bhatt et al., 2013). Estes compostos têm diversas aplicações industriais; 

Indústria alimentícia: aditivos de alimentos, adoçantes de baixa caloria, agentes 

texturizantes; Industria farmacêutica:   formulação de fármacos e produção de fluídos 

intravenosos; Industria química:  precursores de resinas e polímeros sintéticos (Chen et 

al., 2010; Saha e Racine, 2010). Atualmente, a produção industrial da maior parte do 

polióis ocorre por redução catalítica de açúcares em alta temperatura e pressão, o que 

requer açúcares altamente puros e dispendiosos passos de purificação cromatográficos 

(Kumdam et al., 2013; Zhang et al., 2014). Ultimamente, os processos de bioconversão 

ou biotransformação utilizando bactérias e leveduras têm sido uma alternativa eficiente e 

de baixo custo para a produção de polióis (Monedero et al., 2010; Kordowska-Wiater, 

2015). Em nosso trabalho sobre a caracterização da produção de polióis em Atta 

bisphaerica (Somera et al., 2015), as técnicas analíticas foram direcionadas para 

identificar os produtos de hidrólise de polissacarídeos vegetais e alguns polióis. No 

entanto, ainda não foram avaliados outros possíveis produtos gerados nos ninhos das 



formigas, o que limita a análise completadas potenciais aplicações biotecnológicas dos 

jardins de fungos. 

 

Metodologia 

Rota metabólica da produção utilizando transcritos  

Os fungos L. gongylophorus e Leucocoprinus sp. foram cultivados em meio 

Yeast Nitrogen Base (Thermo Fischer Scientific, Q30009) contendo 1,0 g/100 mL de 

amido como única fonte de carbono. Os dados transcriptômicos foram gerados pela 

Macrogen Inc. utilizando a plataforma HiSeq 2000, com leituras pareadas de 100 pb. A 

qualidade das sequências e a identificação de sequências super-representadas foram 

determinadas utilizando o FASTQC 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Para o processamento das 

leituras o Fastx_trimmer (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html) foi 

utilizado para remover os primeiros 15 nucleotídeos de todas as leituras, e o SeqyClean 

(https://github.com/ibest/seqyclean) foi empregado para eliminar leituras brutas de baixa 

qualidade (pontuação Phred Q < 30). 

Após o pré-processamento, a montagem de sequências de alta qualidade foi 

realizada com Trinity, aplicando normalização digital para reduzir a redundância e 

melhorar a qualidade de montagem dos transcritos, com cobertura mínima de 20X. A 

completude da montagem foi avaliada pelo BUSCO, utilizando bancos de dados de 

ortólogos universais de cópia única Fungi_odb10 (OrthoDB). Para minimizar a 

redundância, o CD-HIT-EST foi aplicando usando um limiar de similaridade de 90%. 

A anotação dos genes foi realizada com o OmicsBox utilizando BlastX, com um 

valor de E de 1e-05 contra o banco de dados não redundante do NCBI. A classificação 

funcional dos genes foi realizada de acordo com os termos do Gene Ontology, 

categorizados em: Processos Biológicos, Função Molecular e Componentes Celulares. 

Além disso, O software InterProScan foi utilizado para identificar domínios proteicos, 

enquanto o OmicsBox atribuiu termos da Comissão de Enzimas (EC). Para identificar 

enzimas envolvidas na produção de polióis, realizamos: buscas manuais por palavras-

chave em listas de genes de ambas as espécies de fungos, com base em revisões da 

literatura sobre vias metabólicas de polióis, e Busca BlastN utilizando sequências 

fúngicas conhecidas (Tabela 1) com um valor de E de corte de 1e-05, contra o banco de 

dados não redundante do NCBI, para identificar transcritos enzimáticos. Os transcritos 

enzimáticos identificados de vias biossintéticas completas de polióis indicaram a 

capacidade dos fungos de produção desses compostos. Por fim, utilizamos o OmicsBox 

para mapear os transcritos dos fungos mutualistas contra dados genômicos de L. 

gongylophorus cultivados por Atta colombica e Atta mexicana. 

 

Crescimento dos mutualistas em diferentes meios 

Os fungos mutualistas de formigas cultivadoras, Leucoagaricus gongylophorus 

(Singer, 1986), Leucocoprinus atinorum (Urrea-Valência et al., 2023) e Myrmecopterula 

sp. (Leal-Dutra et al., 2020), foram primeiramente isolados dos respectivos jardins. Após 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html
https://github.com/ibest/seqyclean


a identificação taxonômica realizada pelos especialistas do Laboratório de Ecologia e 

Sistemática de Fungos (LESF), da Unesp em Rio Claro, os fungos foram armazenados 

em placas de Petri com meio de cultivo PDA (Potato Dextrose Agar, Neogen®) em BOD 

a 25 ºC, sendo replicados mensalmente para os trabalhos. Para avaliar o crescimento dos 

fungos, foram utilizados meios de cultura em placas com diferentes compostos (0,1 

mol/L):  1) Manitol (selecionado com base em resultados prévios que indicaram o 

aumento da esporulação em fungos oportunistas com esse poliol), 2) Celulose, 3) Frutose, 

4) Glicose e 5) Controle (sem suplementação). Os meios foram preparados com ágar 

(1,5%) e com a suplementação dos compostos citados acima. O crescimento dos fungos 

foi monitorado por 45 dias, com medições do raio do crescimento a cada 3 dias. Para a 

estatística, os dados do último dia de crescimento dos fungos (Dia 45) foram analisados 

com um teste de análise de variância (ANOVA), seguido por um teste post-hoc 

EMMEANS (Searle et al., 1980) com a correção de taxa de falsa descoberta (fdr). Além 

disso, foi criado um gráfico para demonstrar o crescimento dos fungos durante o período 

analisado (Fig. 8), e a análise de crescimento dos fungos foi feita com o auxílio do pacote 

“nparLD” para análises não paramétricas com medidas repetida, para os modelos 

significativos uma análise pairwise com o auxílio do pacote “nparcomp” com o método 

de Tukey foi realizada. As análises foram feitas no software R (v 4.3.3) (R Core Team, 

2023). 

Detecção de Manitol no fungo mutualista isolado 

Para a detecção da produção de manitol, foram selecionados fungos de três 

diferentes espécies, cada um associado a um tipo distinto de cultivo: Leucoagaricus 

gongylophorus, fungo mutualista de Atta sexdens (neoattina); Leucocoprinus atinorum, 

fungo mutualista de Mycocepurus goeldii (paleoattina), e Myrmecopterula sp., fungo 

mutualista de Apterostigma sp. – (paleoattina). 

 Os fungos foram cultivados em meio líquido Potato Dextrose Broth (PDB, 

Neogen® Culture Media, Lansing, MI, EUA), em tréplicas. Para cada cultura: Três discos 

contendo hifas de fungo crescidos em PDA (Potato Dextrose Agar, Neogen®, meio 

sólido) de 8 mm de diâmetro foram retirados de culturas com crescimento fúngico 

vigoroso (aproximadamente 0,13 g cada). Os discos foram transferidos para frascos 

contendo 200 mL de meio líquido PDB. Os frascos foram incubados por 15 dias em 

agitador orbital, sobre condições controladas (25 °C e 110 RPM).  

Após o período de incubação, os meios de cultivo foram sequencialmente filtrados 

a vácuo utilizando membranas de diferentes porosidades: 0,95; 0,7e 0,45 µm. O filtrado 

recuperado foi centrifugado a 10.000 RPM por 10 minutos e armazenado a -20 °C até a 

realização das análises de produção de manitol.  

A análise dos filtrados foi conduzida por espectrofotometria, utilizando o kit D-

Manitol (Megazyme, Bray, Co. Wicklow, Irlanda), seguindo o protocolo estabelecido pelo 

fabricante. O kit é composto por uma solução tampão (pH 9), NAD+, suspensão de 

manitol desidrogenase e solução padrão de manitol. A concentração de manitol foi 

determinada com base no coeficiente de extinção do NADH, medido pelo aumento da 

absorbância a 340 nm. Inicialmente, foram pipetados em cubetas 2 mL de água destilada, 

0,10 mL do filtrado da cultura fúngica, 0,10 mL do tampão e 0,10 mL de NAD+ [Solução 

A1]. A absorbância da Solução A1 foi avaliada após 2 minutos sob luz monocromática. 



Em seguida, 0,02 mL da suspensão de manitol desidrogenase foi adicionado à Solução 

A1, que passou a ser denominada Solução A2. A leitura da absorbância da Solução A2 foi 

realizada ao final da reação (4 minutos). Cada amostra foi acompanhada de um branco 

(sem o filtrado da cultura). A diferença de absorbância entre a amostra e o branco foi 

utilizada para calcular o valor de ΔA-D-manitol, necessário para a determinação da 

concentração de manitol. O cálculo foi realizado utilizando a equação proposta pelo 

fabricante do Kit de detecção (Equação 1): 

𝑐 =  
𝑉×𝑀𝑊×𝛥𝐴

𝜀×𝑑×𝑣
     (Equação 1) 

Onde: 
V = volume final [mL] 
MW = peso molecular da substância a ser analisada [g/mol] 
ε = coeficiente de extinção do NADH a 340 nm = 6300 [L⋅mol−1⋅cm−1] 
d = caminho óptico [cm] 
v = volume da amostra [mL] 

 

Para facilitar o cálculo, foi utilizada a planilha disponibilizada pelo fabricante 

(pode ser acessada via https://www.megazyme.com/documents/Data_Calculator/K-

MANOL_CALC.xlsx). A solução padrão de manitol foi empregada para verificar a 

precisão do espectrofotômetro e para confirmar a ausência de inibição da absorbância por 

substâncias presentes na amostra.  

Após o crescimento em meio líquido, a massa do fungo foi mensurada. Para isso 

o fungo foi transferido para quadrados de papel filtro de 10x10 cm e deixados a 

temperatura ambiente por 5 minutos, para que houvesse perda da umidade, tanto pelo 

fator de tempo quanto pelo fator de absorção do papel filtro. Em seguida, a massa dos 

fungos foi determinada e a diferença no crescimento do fungo foi analisada por meio de 

um teste ANOVA com nível de significância de 5% (alfa=0,05). Os discos de crescimento 

foram separados das amostras e pesados, essa diferença foi extraída do peso final do 

fungo. 

Crescimento dos fungos oportunistas no extrato de Leucoagaricus gongylophorus e 

produção de Manitol 

Para determinar se o extrato do jardim do fungo mutualista de Leucoagaricus 

gongylophorus poderia servir como uma fonte de carbono para o crescimento dos fungos 

oportunistas/parasitas, foi realizada uma extração com água destilada, como uma espécie 

de lavagem superficial do fungo. O extrato foi preparado na proporção de 5 g de jardim 

de fungo para um litro de água destilada. O jardim de fungo foi coletado de uma colônia 

de Atta sexdens no campus da Universidade Estadual Paulista, Rio Claro, São Paulo 

(Figura 3). Após a coleta o jardim foi mantido em laboratório por dois dias para que as 

operárias realizassem uma limpeza, removendo terra e outras impurezas presentes. Após 

este período, o jardim foi deixado durante 2 horas a 4 ºC para que as operárias entrassem 

em estado de hibernação. As operárias foram gentilmente removidas do jardim com 

auxílio de pinças entomológicas. Foram pesados 10 gramas de jardim e a massa foi 

transferida para um frasco Scott de um litro para extração. O frasco foi agitado 

manualmente por cinco minutos. Após a agitação, o volume foi filtrado em filtro de papel 

https://www.megazyme.com/documents/Data_Calculator/K-MANOL_CALC.xlsx
https://www.megazyme.com/documents/Data_Calculator/K-MANOL_CALC.xlsx


filtro de porosidade 0,9 µm em um Becker de dois litros e foi adicionado um litro de água 

para obter a concentração de 5 gramas de jardim por litro de solvente (5g/L de água). 

Além do extrato do jardim de fungo, também foi preparado o controle com utilização do 

composto PDB (Potato Dextrose Broth, Neogen®), que é utilizado para o crescimento de 

fungos em laboratório em meio líquido, na proporção pedida pelo fabricante de 24 gramas 

por litro de água.  

Nós utilizamos os fungos 

oportunistas de L. gongylophorus, Escovopsis 

sp. e Trichoderma sp., que são atualmente os 

mais estudados dentro do mutualismo entre 

formigas cultivadoras e fungos (Birnbaum & 

Gerardo, 2016; Rocha et al., 2017) como 

oportunistas/parasitas do sistema de formigas 

cultivadoras de fungos. Os fungos 

oportunistas/parasitas foram obtidos da 

coleção do Laboratório de Ecologia e 

Sistemática de Fungos da Unesp em Rio 

Claro. Os fungos foram reativados e 

inoculados em meio de PDA (Potato Dextrose 

Agar, Neogen ®) e mantidos a 25 ºC por 10 

dias; quando obtivemos um crescimento 

vigoroso nas placas de cultura, foram retirados pequenos círculos de 8 mm de diâmetro, 

que foram transferidos para as soluções de crescimento. A solução de PDB foi esterilizada 

em autoclave seguindo o protocolo estabelecido pelo Laboratório de Ecologia e 

Sistemática de Fungos da Unesp Rio Claro, porém o extrato obtido da lavagem do fungo 

não foi autoclavado para evitar possíveis mudanças na composição dos açúcares presentes 

na solução. Os fungos foram cultivados em meio líquido a 25 ºC por 10 dias, após este 

período a solução foi filtrada para separar as hifas dos discos iniciais. A massa das hifas 

foi seca por 24h em estufa a 50ºC e então pesadas em balança de precisão.  

O líquido foi filtrado seguindo a metodologia descrita na seção anterior 

(Detecção de Manitol no fungo mutualista isolado) para quantificar a produção de manitol 

por parte dos fungos, e armazenado em freezer -20ºC até a data da quantificação. Por fim, 

as massas dos fungos foram analisadas estatisticamente, utilizando análises de variância 

(ANOVA) para possíveis diferenças na produção de manitol nos diferentes meios.  

 

‘Fingerprint’ de Manitol no jardim de fungos via LC-RID  

A identificação dos monossacarídeos e polióis presentes em cada extrato 

realizada por meio de análises cromatográfica líquida de alta eficiência (HPLC) com 

deteção por índice de refração (LC-RID). As análises foram conduzidas em um LC-RID 

(Liquid Chromatography Refractive Index Detection) (Agilient 1200 series) equipado 

com a coluna Phenomenex Rezex RPM – Monosaccharide Pb+2 (8%) (Phenomenex, 

Torrance, CA – EUA). As condições de análise foram: temperatura da coluna: 85 ºC, 

volume de injeção: 5 µL em uma fase móvel isocrática (1 mL.min-1) de água como 

Figura 3. Jardim de fungo de Atta sexdens coletado 

para preparação dos extratos. 



proposta por Somera et al. (2015). As análises foram realizadas na Universidade de 

Campinas (Unicamp) no Departamento de Química na Central Analítica.  



Resultado e Discussão 

Rota metabólica para produção de polióis: Os dados obtidos foram tratados e permitiram 

a construção de uma montagem genômica de alta qualidade tanto para Leucocoprinus sp. 

quanto para Leucoagaricus gongylophorus, uma vez que a maioria das sequências gênicas 

correspondia a sequências fúngicas completas (Fig. 4, A). A análises transcriptômica 

resultou na recuperação de mais de 150 milhões de leituras filtradas (Tabela 1), o que é 

necessário para detectar genes expressos. Com base na literatura sobre metabolismo 

fúngico, reconstruímos as vias biossintéticas de polióis e identificamos transcritos para a 

biossíntese de xilitol, arabitol, sorbitol, manitol e inositol em culturas de Leucocoprinus 

sp. cultivadas em amido. Por outro lado, em culturas de Leucoagaricus gongylophorus 

sobre as mesmas condições, encontramos apenas transcritos para a biossíntese de sorbitol, 

manitol e inositol (Fig. 4, B). Isso indica que L. gongylophorus não expressou muitas das 

enzimas para a biossíntese de xilitol e arabidol, como ALR, XDH, AR2DH e AR4DH, 

que estavam presentes em Leucocoprinus sp. (Fig. 4, B). Por fim, no genoma de L. 

gongylophorus, mutualista com Atta colombica ou Atta mexicana, identificamos a 

presença dos genes ALR, XDH, AR2DH e AR4DH, indicando que essa espécie possui 

potencial genético para a biossínteses de xilitol e arabitol, apesar de sua ausência de 

expressão nas culturas 

analisadas (Tabela 2). 

Figura 4. Resultados da avaliação 

BUSCO para os fungos mutualistas 

Paleoattina (Leucocoprinus sp.) ou 

Neoattina (Leucoagaricus 

gongylophorus) (A). Vias metabólicas 

de polióis em fungos mutualistas 

Paleoattina ou Neoattina com base em 

dados transcriptômicos (B). 

Montamos as vias metabólicas de 

polióis fúngicos e buscamos os 

transcritos de cada enzima nos fungos 

mutualistas. O círculo indica a 

ausência de transcrito no fungo 

mutualista Paleoattina Leucocoprinus 

sp. (vermelho) ou no mutualista 

Neoattina Leucoagaricus 

gongylophorus (azul). Xilanase 

[Endo-1,4-β-xilanase (EC:3.2.1.8)]; 

Xilitol desidrogenase, XDH 

(EC:1.1.1.9); Celulase [Endocelulases 

(EC:3.2.1.4); β-Glicosidases (EC:3.2.1.21); Celulose 1,4-beta-celobiosidase (EC:3.2.1.91)]; Redutase de aldose, ALR 

(EC:1.1.1.21); Sorbitol desidrogenase, SDH (EC:1.1.1.14); Manitol desidrogenase, MtDH (EC:1.1.1.138); Manitol 1-

fosfatase, M1Pase (EC:3.1.3.22); Manitol 1-fosfato 5-desidrogenase, M1PDH (EC:1.1.1.17); Glucose 6-fosfato 

isomerase, PGI (EC:5.3.1.9); Hexoquinase, HK (EC:2.7.1.1); Inositol monofosfatase, IMPase (EC:3.1.3.25); Inositol 

3-fosfato sintase, MIPs (EC:5.5.1.4); Via das Pentoses Fosfato não oxidativa (PPP) [Transcetolase, TKL (EC:2.2.1.1); 

Ribulose-fosfato 3-epimerase, RPE (EC:5.1.3.1)]; Via das Pentoses Fosfato oxidativa [UDP-glucose 6-desidrogenase, 

UDGH (EC:1.1.1.22); 6-Fosfogluconolactonase, 6PGL (EC:3.1.1.31); Fosfogluconato desidrogenase (dependente de 

NADP+, descarboxilante), 6PDGH (EC:1.1.1.44)]; Ribulocinase, RK (EC:2.7.1.16); Ribulose fosfato 3-epimerase, 

RPE (EC:5.1.3.1); Xilulocinase, XK (EC:2.7.1.17); Arabitol-4 desidrogenase, Ar4DH (EC:1.1.1.11); Arabitol-2 

desidrogenase, Ar2DH (EC:1.1.1.250). Observe que Leucoagaricus gongylophorus, o fungo mutualista com cortadeiras 

mais derivadas, não expressou ALR, XDH, Ar2DH e Ar4DH, necessários para a produção de xilitol e arabitol 

(destacados em azul). No entanto, Leucocoprinus sp., o fungo simbionte da Paleoattina Mycocepurus goeldii, expressou 

esses quatro genes. 



Tabela 1. Dados transcriptômicos obtidos a partir de culturas laboratoriais de fungos mutualistas 

de formigas. 

Parâmetro 
Isolado simbionte fúngico: 

Leucoagaricus gongylophorus 

Isolado simbionte fúngico: 

Leucocoprinus sp. 

Pares de bases 16.661.050.092 15.682.369.384 

Leituras filtradas 164.960.892 155.270.984 

Q30 (%) 89,28 88,35 

Contigs 56.725 90.451 

Tamanho médio do 

contig 
2.062,89 1.653,88 

Conteúdo GC (%) 46,87 48,95 

Contigs acima de 

300 pb 
53.718 82.940 

 

Conseguimos montar as vias metabólicas para produção de polióis pelos fungos 

mutualistas das formigas (Figura 4, B), identificando transcritos relacionados a enzimas 

envolvidas nas vias anabólicas de xilitol, sorbitol, manitol, arabitol e inositol em culturas 

de fungos mutualísticos isolados dos jardins de fungos de paleoattinas. Essa identificação 

permitiu traçar vias metabólicas completas que conduzem os átomos de carbono 

provenientes da celulose e hemicelulose das plantas até os polióis nesses fungos (Figura 

4, B), elucidando os mecanismos bioquímicos subjacentes à conversão de carboidratos 

vegetais em compostos de importância simbiótica. 

 No entanto, observamos que culturas de fungos mutualísticos associados a 

neoattinas não expressam enzimas cruciais para a biossíntese de xilitol e arabitol. A 

ausência dessa expressão enzimática pode refletir uma supressão transcricional 

específica, uma vez que os genes correspondentes estão presentes no genoma de 

Leucoagaricus gongylophorus (Tabela 2). Isso sugere uma regulação genética 

diferenciada, que pode afetar a capacidade metabólica e adaptativa desses fungos no 

ambiente simbiótico.  

Além disso, é possível que essa supressão transcricional também ocorra no 

ambiente do ninho das formigas, já que o arabitol não foi detectado nos jardins de fungos, 

conforme aos resultados obtidos nas análises de ressonância magnética nuclear – RMN) 

(Relatório anterior). A ausência de arabitol nos jardins sugere que fatores ecológicos ou 

interacionais presentes no ninho podem influenciar a expressão gênica e, 

consequentemente, a via biossintética desse poliol. Essa descoberta abre perspectivas para 

investigar como as interações ecológicas dentro do ninho afetam a fisiologia fúngica e a 

dinâmica da simbiose entre formigas e fungos. 

  



“Fingerprint” dos espectros dos jardins de fungos mutualistas: A análise das amostras por 

LC-RID revelou que apenas os picos de manitol e arabitol (Figura 5, A e B, 

respectivamente) estavam presentes, porém eluiram juntos no tempo de 15,6 minutos. 

Nossos resultados anteriores, obtidos por HPLC e RMN, já haviam confirmado a presença 

desses dois polióis nos jardins de fungos. Embora tenham sido detectados outros picos 

nas amostras de LC-RID, a quantidade foi menor em comparação com os dados obtidos 

durante a execução do relatório anterior, e esses picos não puderam ser identificados.  

Especificamente, o jardim de 

fungos da formiga Atta sexdens, 

apresentou quatro picos principais nas 

análises LC-RID (Figura 5, D), sendo que 

apenas o pico de 15,6 min coincidiu com 

os padrões de referência (Anexo, Figura 

13). Já no caso do jardim de fungo da 

espécie Mycocepurus goeldii (Figura 5 C) 

foram detectados apenas dois picos 

principais: um correspondendo ao 

manitol/arabitol e outro ainda não 

identificado.  

A análises do jardim de fungos 

de Mycocepurus goeldii revelou que 54% 

da área total de picos correspondem a 

produção de manitol/arabitol 

evidenciando que o jardim funciona como 

uma fábrica desse composto. Nossos 

resultados transcriptômicos indicam que o 

fungo mutualista, Leucocoprinus 

atinorum, possui as rotas metabólicas para 

produção de diversos tipos de polióis 

como sorbitol, inositol, xylitol e arabitol. 

No entanto, a ausência desses compostos 

nas análises pode estar relacionada a sua 

baixa produção, que pode ter sido 

mascarada pela alta produção de 

manitol/arabitol e pela presença de outros 

compostos não classificados como 

polióis.  

Além da baixa produção dos demais polióis, o jardim de fungos é composto por 

diversos fungos oportunistas/parasitas (Birnbaum & Gerardo, 2016) e bactérias 

(Martiarena et al., 2023). Um estudo recente, realizado em colaboração entre o 

Laboratório de Ecologia e Sistemática de Fungos e o Laboratório de Evolução Molecular, 

demostrou que fungos oportunistas/parasitas produzem quantidades significativas de 

manitol (Figura 6), superando até mesmo a produção de Leucoagaricus gongylophorus. 

Como nossas análises não distinguem a origem do manitol entre fungos mutualista e 

oportunistas, os resultados refletem a produção total de manitol na colônia.  

Figura 5. Espectros obtidos do A) Manitol; B) Arabitol; 

C) Leucocoprinus attinorum, mutualista de 

Mycocepurus goeldii; D) Leucoagaricus 

gongylophorus, mutualista de Atta sexdens. É possível 

observar que em fungos mais derivados há uma presença 

maior de compostos, que em basais. Porém, para os 

demais picos não foi possível a identificação. O 

composto Manitol pode ser visualizado em 15,6 min em 

ambos os jardins de fungos, de Atta sexdens e 

Mycocepurus goeldii. 



De acordo com Assis et al. (2025 no prelo), o manitol desempenha um papel 

fundamental na esporulação dos fungos oportunistas dentro da colônia de formigas 

cultivadoras de fungo. A produção de manitol pelos fungos oportunistas desempenha um 

papel importante na dinâmica de fungos oportunistas e os mutualistas das formigas dentro 

do jardim de fungos. A produção deste poliol pode conferir vantagens para os 

oportunistas/parasitas, aumentando a esporulação e permitindo que estes organismos 

proliferem na colônia o que pode, em alguns casos, levar a morte da colônia como um 

todo (Heine et al. 2018). No entanto, o crescimento excessivo de fungos 

oportunistas/parasitas na colônia pode comprometer a estabilidade do mutualismo com 

as formigas (Heine et al. 2018). Isso pode levar à seleção de mecanismos evolutivos 

defensivos por parte das formigas para mitigar sua proliferação (como a remoção seletiva 

de esporos ou modificações no jardim de fungos) (Little et al. 2006).  

Nossos dados reforçam essa ideia, mostrando que, embora a formiga atue como 

cuidadora do fungo mutualista, a produção de manitol pelo fungo mutualista não favorece 

a própria formiga (Assis et al. 2025 no prelo). Nossa hipótese sugere que o fungo 

mutualista produz manitol, o qual, combinado com o manitol produzido pelos fungos 

oportunistas, pode ser utilizado para a esporulação dos oportunistas. Isso pode intensificar 

a atividade dos fungos oportunistas/parasitas que se utilizam de manitol para esporulação 

(Assis et al. 2025). Assim, existe uma dinâmica evolutiva entre o fungo mutualista e a 

formiga, que a formiga oferece cuidado constante para o fungo retirando quaisquer fungos 

oportunistas/parasitas que apareçam no jardim de fungos e que venham a se beneficiar de 

metabólitos secundários produzidos pelos fungos mutualistas.  

 



Crescimento dos mutualistas em diferentes meios: Nossos resultados indicaram que 

Leucocoprinus attinorum apresenta crescimento em todos os substratos testados, sendo o 

fungo que mais se desenvolveu em quatro dos cinco substratos analisados (Figura 7). Esse 

fungo é cultivado pela formiga Paleoattina Mycocepurus goeldii, que utiliza uma ampla 

variedades de materiais como substrato, incluindo frutas, carcaças de insetos, fezes de 

outros insetos (como lagartas) e flores 

(De Fine Licht & Boomsma, 2010). Essa 

diversidade de fonte de nutrientes sugere 

que este fungo tenha evoluído para 

crescer de maneira eficiente 

independentemente do substrato 

disponível. Por outro lado, 

Leucoagaricus gongylophorus, fungo 

mutualista de formigas cortadeiras 

(neoattinas), apresentou seu maior 

crescimento quando inoculado em 

celulose, o que corresponde ao principal 

substrato oferecido pelas formigas, 

geralmente folhas verdes recém 

cortadas. Isso reforça as observações 

feitas por De Fine Licht e Boomsma 

(2010), que demostraram que a maioria 

das formigas cortadeiras oferece ao 

fungo mutualista (L. gongylophorus) 

predominantemente folhas jovens 

recém-cortadas, porém outros substratos 

Figura 6. Quantidade de manitol produzida por fungos associados a Leucoagaricus gongylophorus, 

fungo mutualista de formigas cultivadoras de fungos. 1) Escovopsis weberi; 2) Escovopsioides nivea; 3) 

Cladosporium sp.; 4) Trichoderma sp.; 5) Syncephalastrum sp.; 6) Wickerhamiela sp.; 7) Trichoderma 

viriens; 8) Candida margiris; 9) Nigrospora sp.; 10) Escovopsis sp.; 11) Starmerella etchellsii; 12) 

Cunninghamella elegans e 13) Controle. Imagem do relatório de iniciação científica de Maria Izabela 

Tavares dos Santos. As barras em verde escuro são leveduras e em verde claro fungos filamentosos, as 

linhas (11, 12 e 13, 11) Starmerella etchellsii, Cunninghamella elegans e Controle, respectivamente não 

demonstraram a presença de Manitol. 

Figura 7. Crescimento fúngico dos mutualistas 

de formigas cultivadoras. Em verde, 

Myrmecopterula sp., mutualista de Apterostigma 

sp. (paleoattina); em vermelho, Leucoagaricus 

gongylophorus, mutualista de Atta sexdens (e 

outras neoattinas – Neoattina); e, em amarelo, o 

fungo Leucocoprinus attinorum, mutualista de 

Mycocepurus goeldii (paleoattina). As barras de 

erro representam o erro padrão da média e as 

letras representam a diferença estatística entre os 

crescimentos (letras iguais crescimento igual 

estatisticamente)  



como frutas, sementes e carcaças também foram observados sendo levados e adicionados 

ao mutualista, em menor quantidade (De Fine Licht & Boomsma,2010). Por sua vez, o 

fungo mutualista da formiga Apterostigma sp. (Myrmecopterula sp) apresentou um 

crescimento menor em tamanho do raio em comparação a quase todos os demais fungos. 

No entanto, foi observado um crescimento vertical significativo durante as medições 

(observação pessoal). O crescimento vertical acontece quando as hifas não crescem 

apenas no substrato, mas sim crescendo verticalmente em direção à parte superior da 

placa de Petri. Esse fungo é cultivado por Paleoattinas, que utilizam uma dieta semelhante 

ao Leucocoprinus attinorum com substratos sortidos (folhas secas, sementes, frutas, fezes 

e carcaças de insetos). 

Ao analisar os fungos no decorrer do tempo, verificamos que, quando inoculado 

em celulose, L. gongylophorus apresentou um crescimento rápido, um padrão de não 

observado nos demais fungos (Figura 8) (p< 0,001). Esses resultados corroboram a 

especialização do fungo L. gongylophorus em degradação de celulose, enquanto o 

crescimento do fungo não se diferenciou nos demais substratos em que foram inoculados 

(p > 0,050). As taxas de crescimento mostram que a maioria dos fungos crescem 

aproximadamente 0,15 mm.dia-1. Os dados podem ser vistos na tabela 3 logo abaixo. 

O substrato nenhum representa a inoculação dos discos de PDA no ágar (sem 

suplementação de quaisquer outros substratos). O crescimento neste substrato pode ser 

devido ao halo de PDA que foi inoculado, provavelmente este crescimento deve ter 

exaurido a fonte de carbono presente no halo, e por isso não houve um crescimento tão 

alto (Myrmecopterula sp.: 0,064cm; Leucoagaricus gongylophorus: 0,092cm; e 

Leucocoprinus attinorum: 0,167cm) (Tabela 3, Figura 8). O fungo Leucocoprinus 

attinorum, mutualista de Mycocepurus goeldii, teve o maior crescimento dentro da 

inoculação apenas em ágar (0,167cm), porém quando comparado com os demais 

substratos onde Leucocoprinus attinorum foi inoculado não houve diferença estatística 

na taxa de crescimento (p>0,050).  

Vigueras e colaboradores (2017), mostraram que há um alto crescimento em 

massa seca de L. gongylophorus em celulose, por volta do dia doze no experimento. Em 

contraste, nossos resultados mostram que houve um aumento significativo da dispersão 

dos micélios já no dia seis do experimento. Uma possível explicação para essa diferença 

é que, enquanto nós usamos inoculação de meio sólido (PDA, Potato Dextrose Agar), 

aqueles autores utilizaram suspensão líquida para espalhar os micélios na placa. O meio 

sólido pode ter servido de substrato adicional para os fungos durante os primeiros dias do 

experimento, acelerando seu crescimento inicial. Siqueira e colaboradores (1988) 

mostram que L. gongylophorus teve um crescimento de massa maior quando inoculado 

em glicose, e um crescimento menor em celulose. Os dados de Siquera e coautores é 

contrastante com nossos achados. Uma possível explicação deve ser a diferença de 

metodologia e medida, enquanto nossos dados o crescimento foi realizado em placa com 

PDA (meio sólido) e raio de crescimento, Siqueira e colaboradores utilizaram YNB 

(Nitrogênio Levedura Base) e mediram a massa fúngica final. Nossos dados mostram que 

a taxa de crescimento foi maior em L. gongylophorus quando inoculado celulose, porém 

não quantificamos a massa fúngica. Tal crescimento em celulose pode se remeter a uma 

possível especialização do fungo para o substrato. Ao somarmos a inoculação em PDA 



(substrato rico em fonte de carbono) à celulose, temos um meio ótimo de crescimento o 

que pode proporcionar um crescimento rápido nas placas inoculadas. 

 

Tabela 3. Média e erro padrão da taxa de crescimento dos fungos nos substratos estudados. O substrato 

‘Nenhum’ representa apenas o meio com ágar. 

Substratos Espécies de fungos 
Taxa Média 

(cm/dia) 

Erro padrão 

(se) 

Celulose 

Myrmecopterula sp. 0,110 0,015 

Leucoagaricus gongylophorus 0,217 0,109 

Leucocoprinus attinorum 0,212 0,027 

Nenhum 

Myrmecopterula sp. 0,064 0,013 

Leucoagaricus gongylophorus 0,092 0,017 

Leucocoprinus attinorum 0,167 0,021 

Frutose 

Myrmecopterula sp. 0,157 0,012 

Leucoagaricus gongylophorus 0,119 0,012 

Leucocoprinus attinorum 0,191 0,015 

Glicose 

Myrmecopterula sp. 0,167 0,016 

Leucoagaricus gongylophorus 0,134 0,012 

Leucocoprinus attinorum 0,201 0,017 

Manitol 

Myrmecopterula sp. 0,142 0,011 

Leucoagaricus gongylophorus 0,114 0,015 

Leucocoprinus attinorum 0,216 0,022 

 

Figura 8. Crescimento dos fungos mutualistas em diferentes substratos. É possível ver o crescimento 

dos fungos mutualistas em diversos substratos, destacando o rápido crescimento de Leucoagaricus 

gongylophorus em celulose, enquanto os demais fungos apresentaram um crescimento moderado e mais 

uniforme em todos os substratos testados.  



Detecção de Manitol no fungo mutualista isolado: Os fungos mutualistas analisados 

foram capazes produzir manitol, ainda que em baixas concentrações. Todos os fungos 

responderam positivamente aos testes de produção. Dentre os três fungos estudados, o 

fungo mutualista de neoattinas, Leucoagaricus gongylophorus, apresentou a maior 

produção de manitol. No entanto, a produção mostrou uma alta amplitude, variando entre 

0,005 g/L e 0,051 g/L (𝑥̅ = 0,233; variância = 5,94 x 10-4; SD = 0,024). Em contraste os 

fungos de Paleoattines, 

Myrmecopterula sp. e Leucocoprinus 

atinorum, exibiram uma produção 

significativamente menor, variando 

entre 0 g/L e 0,001 g/L. Devido à baixa 

quantidade produzida não foi possível 

determinar diferença entre a produção 

de Manitol entre os fungos e o controle 

(F = 2,879; p = 0,133). Mesmo 

visivelmente diferente, a análises 

estadística não indicou uma diferença 

significativa na produção de manitol 

pelos fungos e o controle (Figura 9).  

Além de auxiliar na 

esporulação de fungos 

oportunistas/parasitas (Assis et al. 2025 

no prelo) o manitol também aumenta a 

resistência ao estresse térmico em 

fungos (Seekles et al., 2023), é fonte de 

carbono (Calmes et al., 2013; Meena et al., 2015) e osmoprotetor (Meena et al., 2015). O 

manitol foi o composto mais encontrado em conídios de fungos sob forte estresse térmico 

(Seekles et al., 2023); nossos fungos mutualistas (Leucoagaricus gongylophorus, 

Leucocoprinus attinorum e Myrmecopterula sp.) não possuem conídios como local de 

armazenamento de substâncias para resistência ao estresse térmico (Mateus Cruz pers. 

comm). Todo o manitol produzido pelos mutualistas provavelmente é liberado para o 

meio externo, e este manitol liberado é então utilizado pelos fungos oportunistas (Assis 

et al. 2025 no prelo), e provavelmente por bactérias (Mathis et al., 1986).  

Por outro lado, ao avaliar o crescimento do fungo no meio PDB, observamos 

uma diferença significativa na biomassa fúngica (F= 57,21; p <0,001). O fungo mutualista 

da formiga basal Apterostigma sp., Myrmecopterula sp., apresentou o maior crescimento 

em comparação com L. gongylophorus e Leucocoprinus attinorum. O crescimento foi 

visivelmente diferente, enquanto Myrmecopterula sp. formou um condensado fúngico 

denso (Figura 10); os demais fungos apresentaram um desenvolvimento 

consideravelmente menor. 

Figura 9. Quantidade de D-Manitol nas amostras de 

fungo. Barras significam a média e com o erro padrão. 

Não houve diferença estatística entre as quantidades de 

D-Manitol produzida pelos fungos com o controle (sem 

detecção).  



 

 

Crescimento dos fungos oportunistas no extrato de Leucoagaricus gongylophorus: 

Nossos resultados indicam diferenças significativas no crescimento em massa de 

Escovopsis sp. e Trichoderma sp. quando cultivados nos dois substratos: Extrato e PDB. 

Para Escovopsis sp. (Figura 12 A), o crescimento foi significativamente maior no meio 

PDB em comparação ao Extrato (Mistura de fungo com água destilada) (t = 3,47; p < 

0,001). Esse resultado sugere que Escovopsis sp. apresenta maior aptidão para crescer em 

substratos ricos em nutrientes solúveis, como os presentes no meio PDB, que contém 

maior disponibilidade de carboidratos e outros compostos orgânicos de fácil assimilação. 

O crescimento mais modesto no Extrato pode refletir limitações para metabolizar a fonte 

Figura 10. A) Peso úmido dos fungos após serem retirados do meio PDB e deixados secar 

por cinco minutos em papel filtro. Resultado do teste ANOVA mostra uma diferença entre 

os fungos de Apterostigma sp., de Atta sexdens e de Mycocepurus goeldii. As letras mostram 

diferença entre os crescimentos dos fungos dado pelo teste de Tukey. B) Condensado 

fúngico de Myrmecopterula sp. após 15 dias de crescimento. 

Figura 11. Soluções de crescimento do fungo em PDB (Potato Dextrose Broth) após 15 dias de incubação a 25 ºC e 110 rpm. A) Leucocoprinus 

attinorum, fungo mutualista de Mycocepurus goeldii; Myrmecopterula sp., fungo mutualista de Apterostigma sp.; e Leucoagaricus 

gongylophorus, fungo mutualista de Atta sexdens. Há uma evidente diferença entre a coloração dos meios após a inoculação e crescimento do 

fungo e liberação de metabólitos. B) Condensados fúngicos em evidência (as setas mostram os condensados fúngicos): é possível ver que o fungo 

Myrmecopterula sp. produz um condensado muito mais denso que os demais fungos.  

A) B) 



de carbono e nutrientes presentes no Extrato, porém mesmo com crescimento pequeno 

ainda se utiliza do extrato para crescimento e esporulação (Assis et al., 2025, no prelo). 

Escovopsis é um fungo especializado, conhecido por seu papel como 

micoparasita/oportunista nos jardins de formigas cultivadoras de fungos (Gotting et al. 

2022). Ele obtém nutrientes principalmente através da degradação necrotrófica do fungo 

cultivado pelas formigas (Gotting et al. 2022), demonstrando uma dependência 

metabólica significativa desse hospedeiro (Berasategui et al. 2023). Estudos genômicos 

revelaram que espécies como E. weberi possuem um genoma reduzido, com genes 

adaptados para metabolizar carboidratos simples, como α-glucanos (trealose e maltose), 

que são abundantes nos fungos cultivados pelas formigas (de Man et al. 2015). Apesar de 

ser capaz de crescer em meios com fontes orgânicas de carbono, o crescimento de 

Escovopsis é mais lento e limitado em comparação com outros fungos, reforçando a 

necessidade de um nicho específico (o jardim de fungos) e menor versatilidade 

metabólica para explorar substratos complexos (Berasategui et al. 2023), que podem ser 

obtidos diretamente pelo jardim de fungo Leucoagaricus gongilophorus. 

Por outro lado, Trichoderma sp. (Figura 12 B) também demonstrou um 

crescimento significativamente maior no meio PDB em relação ao Extrato (t = 2,70; p = 

0,022), mas com uma variação maior nos valores, conforme indicado pelo aumento da 

barra de erro (Figura 12 B). Essa variabilidade pode indicar uma resposta heterogênea ao 

substrato, possivelmente devido à ampla capacidade saprofítica de Trichoderma sp. (Yao 

et al. 2023), que lhe confere versatilidade no aproveitamento de diferentes fontes de 

carbono e nitrogênio (Yao et al. 2023). A maior biomassa alcançada por Trichoderma sp. 

em PDB reforça seu potencial competitivo em ambientes ricos em carboidratos, o que 

pode ser um fator determinante em interações ecológicas, especialmente em contextos de 

competição com outros fungos. Estudos mostram que o gênero Trichoderma possui um 

repertório genético extenso para a produção de enzimas degradadoras de parede celular 

vegetal (CAZymes) (Yao et al., 2023) e proteínas auxiliares, muitas das quais adquiridas 

Figura 12. Crescimento em massa dos fungos oportunistas/parasitas de Leucoagaricus gongilopohorus em azul 

crescimento da massa em gramas no extrato do fungo mutualista, e em laranja crescimento em gramas do fungo 

oportunista/parasita em meio rico (PDB). A) Crescimento de Escovopsis sp.; B) Crescimento de Trichoderma 

sp. Barras mostram o erro padrão e no canto superior esquerdo os valores da estatística do teste T realizado. 



por transferência lateral de genes ao longo da evolução (Druzhinina et al., 2018). Isso 

confere ao gênero uma capacidade explorar uma ampla gama de substratos, incluindo 

celulose e outros polímeros complexos (Druzhinina et al., 2018). Além disso, 

Trichoderma pode competir diretamente com outros organismos por nutrientes no solo, 

imobilizando-os em sua biomassa ou solubilizando fosfatos e outros minerais para 

disponibilizá-los às plantas (Druzhinina et al., 2018; Yao et al. 2023). 

Além disso, observa-se que Trichoderma sp. apresentou maior biomassa total do 

que Escovopsis sp. em ambos os substratos, o que pode ser atribuído à sua alta eficiência 

metabólica e à produção de enzimas extracelulares capazes de degradar substratos 

complexos (Yao et al., 2023). Em contraste, o crescimento mais limitado de Escovopsis 

sp. pode refletir adaptações a nichos ecológicos mais específicos ou menor eficiência na 

utilização de recursos diversificados (Berasategui et al. 2023). Enquanto Escovopsis 

demonstra alta especialização em nichos ecológicos restritos (dentro do jardim de fungo 

das formigas cultivadoras), dependendo principalmente de carboidratos simples 

fornecidos pelo fungo mutualista das formigas; Trichoderma exibe uma estratégia oposta, 

com ampla capacidade metabólica para explorar diferentes fontes nutricionais 

(Berasategui et al. 2023). Essa diferença explica os padrões observados com substratos 

PDB e Extrato fúngico: o crescimento mais limitado de Escovopsis reflete sua 

dependência por nutrientes facilmente assimiláveis, enquanto o desempenho superior de 

Trichoderma destaca sua capacidade adaptativa e competitiva em ambientes ricos ou 

pobres em recursos. 

Nossos resultados evidenciam que, embora ambas as espécies apresentem 

crescimento maior em meio PDB (meio rico em carboidratos), a magnitude e a 

variabilidade desse crescimento variam entre os táxons, refletindo diferenças adaptativas 

nas estratégias nutricionais e ecológicas de cada fungo.  

 

 

 



Tabela 2. Genes de fungos mutualistas codificando enzimas de vias metabólicas que convertem celulose e hemicelulose em polióis. 

Enzima Abrev. EC # 
Kegg 

Link 
GenBank # 

Link 

GenBank 

Transcriptoma 

(Leucocoprinus 

sp.) 

Transcriptoma 

(L. 

gongylophorus) 

Genoma (L. 

gongylophorus) 

XILANASE         

Endo-1,4-β-xilanase  EC:3.2.1.8 ✓ XM_036677610 ✓ Y Y N 

Celulases         

Endoglucanases  EC:3.2.1.4 ✓ NC_0282405.1 ✓ Y Y Y 

β-glicosidases  EC:3.2.1.21 ✓ NW_023503004.1 ✓ Y Y Y 

Celulase 1,4-beta-

celobiosidase 

 EC:3.2.1.91 ✓ XM_037352492 ✓ Y Y Y 

VIAS DE 

BIOSSÍNTESE DE 

POLIÓIS 

        

Redutase de aldose ALR EC:1.1.1.21 ✓ XM_046180420.1 ✓ Y N Y 

Xilitol desidrogenase XDH EC:1.1.1.9 ✓ XM_031386945 ✓ Y N Y 

Sorbitol 

desidrogenase 

SDH EC:1.1.1.14 ✓ XM_014328970 ✓ Y Y Y 

Manitol 

desidrogenase 

MtDH EC:1.1.1.138 ✓ XM_046180790 ✓ Y Y Y 

Manitol 1-fosfatase M1Pase EC:3.1.3.22 ✓ NZ_CP013018.1 ✓ N N Y 

Manitol-1-fosfato 5-

desidrogenase 

M1PDH EC:1.1.1.17 ✓ XM_03770098 ✓ Y Y Y 

Isomerase glicose-6-

fosfato 

PGI EC:5.3.1.9 ✓ XM_069349660 ✓ Y Y Y 

Hexoquinase Hk EC:2.7.1.1 ✓ XM_01878852.1 ✓ Y Y Y 

Monofosfatase de 

inositol 

IMPase EC:3.1.3.25 ✓ XM_0676709.1 ✓ Y Y Y 

Inositol-3-fosfato 

sintase 

MIPS EC:5.5.1.4 ✓ XM_062770731 ✓ Y Y Y 



PRODUÇÃO DE 

POLIÓIS NÃO 

OXIDATIVOS 

        

Transcetolase TKL EC:2.2.1.1 ✓ XM_062770731 ✓ Y Y N 

Ribulose-5-fosfato 3-

epimerase 

RPE EC:5.1.3.1 ✓ XM_069352554 ✓ N Y Y 

Produção oxidativa de 

polióis 

        

Desidrogenase UDP-

glicose-6 

UDGH EC:1.1.1.22 ✓ XM_06268098 ✓ Y Y Y 

6-

fosfogluconolactonase 

6PGL EC:3.1.1.31 ✓ XM_01873856 ✓ Y Y Y 

Fosfogluconato 

desidrogenase 

6PDH EC:1.1.1.43 ✓ XM_01711234 ✓ Y Y Y 

Ribulocinase RK EC:2.7.1.16 ✓ XM_025591120 ✓ N N N 

Xilulocinase XK EC:2.7.1.17 ✓ XM_016418222 ✓ Y Y Y 

Arabitol-4-

desidrogenase 

Ar4DH EC:1.1.1.11 ✓ - ✓ N N Y 

Arabitol-2-

desidrogenase 

Ar2DH EC:1.1.1.250 ✓ XM_064908036 ✓ Y N Y 

 

 



Anexo  

  Figura 13. Cromatogramas dos 

padrões de polióis buscados nos 

jardins de fungos de Atta sexdens e 

Leucocoprinus attinorum. Dentro 

das imagens estão presentes os 

tempos de retenção respectivos. A) 

Padrão do inositol, tempo de 

retenção de 12,200 min.; B) Padrão 

do arabitol, tempo de retenção de 

15,622 min.; C) Padrão do manitol, 

com o tempo de retenção de 15,654 

min.; D) Padrão do xylitol, tempo de 

retenção 19,527 min.; e E) Padrão do 

sorbitol, tempo de retenção 21,444 

min. 
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