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RESUMO 

 

Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota (Agaricaceae, Basidiomycota) em áreas de 

Mata Atlântica e Pampa: Contribuição ao conhecimento de sua diversidade e potencial 

enzimático 

 

A família Agaricaceae (Fr.) Chev. é constituída por macro fungos saprofíticos de 

ampla distribuição mundial, a qual abriga os gêneros Agaricus, Chlorophyllum e 

Macrolepiota. O presente estudo ampliou o conhecimento de suas diversidades e  potencial 

enzimático para as áreas de Mata Atlântica e do Pampa. Foram obtidas 123 espécimes, 

distribuídas nos três gêneros, sendo: 10 novas espécies de Agaricus (A. xanthovolvatus, A. 

lacaseus, A. reactivus, A. hirsutus, Agaricus sp1, Agaricus sp2, Agaricus sp3, Agaricus sp4, 

Agaricus sp5 e Agaricus sp6); um primeiro registro para o Brasil (A. tollocanensis) e duas 

espécies já conhecidas, (A. porphyrizon e A. silvaticus); cinco novas espécies de Macrolepiota 

(M. cianolamellata, M. sabulosa, Macrolepiota sp1, Macrolepiota sp2 e Macrolepiota sp3), 

além de três espécies conhecidas (M. bonaerensis, M. kerandi e M. pulchella); três espécies 

de Chlorophyllum (C. hortense, C. molybdites e C. lilaceum) e uma nova combinação de 

Leucoagaricus lilaceus. Foram geradas 116 novas sequências para os três gêneros, 47 de 

nrITS, 37 de nrLSU, 29 de rpb2 e três de tef1. A maior parte representa as primeiras 

sequências dos gêneros de material brasileiro. Um estudo enzimático quali-quantitativo e 

quantitativo foi realizado para identificação de lacases, peroxidases totais e manganês 

peroxidases em 15 isolados obtidos durante o estudo. Agaricus lacaseus se destacou na 

produção de lacases em cultivo submerso com produção de 357,9 U.mL-1, superando em mais 

que o dobro a do controle, Pleurotus albidus (88-F), evidenciando o potencial enzimático de 

espécies nativas brasileiras. 

 

Palavras-chave: Taxonomia, Agaricaceae, análises filogenéticas moleculares, análises 

enzimáticas, lacases, Brasil. 
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ABSTRACT  

 

Agaricus, Chlorophyllum and Macrolepiota (Agaricaceae, Basidiomycota) in areas of 

Atlantic Forest and Pampa: Contribution to the knowledge of their diversity and 

enzymatic potential 

 

The family Agaricaceae (Fr.) Chev. consists in saprophytic macro-fungi distributed 

worldwide, with more than 85 genera and 1,340 species. This work studied the genera 

Agaricus, Chlorophyllum and Macrolepiota in areas of Atlantic Forest and Pampa, increasing 

the knowledge of its diversity and enzymatic potential. A total of 123 specimens were 

obtained distributed in the three genera, being: 10 new species of Agaricus (A. 

xanthovolvatus, A. lacaseus, A. reactivus, A. hirsutus, Agaricus sp1, Agaricus sp2, Agaricus 

sp3, Agaricus sp4, Agaricus sp5 and Agaricus sp6); a first record for Brazil (A. tollocanensis) 

and two species already known, (A. porphyrizon and A. silvaticus); five new species of 

Macrolepiota (M. cianolamellata, M. sabulosa, Macrolepiota sp1, Macrolepiota sp2 and 

Macrolepiota sp3), in addition to three known species (M. bonaerensis, M. kerandi and M. 

pulchella); three species of Chlorophyllum (C. hortense, C. molybdites and C. lilaceum), and 

a new combination of Leucoagaricus lilaceus. 116 new sequences were generated among the 

three genera, 47 for nrITS, 37 for nrLSU, 29 for rpb2 and 3 for tef1. Most of them represent 

the first sequences for Brazilian collections of these genera. A qualitative-quantitative and 

quantitative enzymatic study was carried out to identify laccases, total peroxidases, and 

manganese peroxidases in 15 isolates achieved during the study. Agaricus lacaseus was 

observed producing laccases in submerged culture with production of 357.9 U.mL-1, 

surpassing the control Pleurotus albidus by more than twice (88-F), highlighting the 

enzymatic potential of native Brazilian species. 

 

Keywords: Taxonomy, Agaricaceae, molecular phylogenetic analyses, enzymatic 

laccases, Brazil. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. A família Agaricaceae 

A família Agaricaceae (Fr.) Chev. é constituída por macrofungos saprofíticos de 

ampla distribuição mundial, com uma grande diversidade de cores, formas, tamanhos de 

basidiomas e basidiósporos. Inclui aproximadamente 85 gêneros (Kirk et al., 2008), formando 

um grupo monofilético distribuído em três diferentes grupos morfológicos (Fig. 1): os 

agaricoides, que são pileados, conhecidos popularmente por cogumelos, que apresentam 

basidiomas com o himenóforo aberto (lamelas), expondo os basidiósporos antes da 

maturação; os gasteroides, onde os basidiomas permanecem fechados até a completa 

maturação dos basidiósporos; e os secotioides, forma intermediária entre gasteroides e 

agaricoides, que apresentam as lamelas imperfeitas ou anastomosadas (Moncalvo et al., 

2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 ï Tipos morfológicos de Agaricaceae: A ï agaricoide (Macrolepiota sp.1) Foto de Magnago, 

A.C.; B ï secotioide (M. turbinata), foto de Lebel e Syme (2012); C ï gasteroide (Morganella sp.) Foto de 

Fazolino E.P. Escala (A) 5 cm, (B e C) 1 cm. 
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São decompositores de matéria orgânica, encontrados em diferentes substratos, sendo 

frequentes no solo, húmus e algumas vezes em madeira. Não apresentam relações 

micorrízicas com vegetais (Singer, 1986; Vellinga, 2004).  

A base para a classificação dos fungos agaricoides e de outros basidiomicetos foi 

construída por Fries (1821), utilizando-se principalmente dos caracteres macroscópicos dos 

basidiomas. Seu sistema facilitou muito a identificação no campo, sendo amplamente 

utilizado (Kirk et al., 2008). Singer (1986) fez uma importante obra sobre a classificação da 

ordem Agaricales baseada em caracteres morfológicos (Tab. 1A), em boa parte utilizada até 

hoje (Kirk et al., 2008). Com a introdução das análises moleculares (Moncalvo et al., 2002; 

Vellinga et al., 2003) verificou-se uma grande mudança na classificação de Agaricaceae com 

a entrada de espécies secotioides e gasteroides que eram consideradas como outras famílias. 

Vellinga (2004) propôs uma nova classificação (Tab. 1B) com base em análises moleculares e 

morfológica e um grande rearranjo vem ocorrendo na posição dentro e mesmo fora da família. 

De qualquer modo, relacionamentos dentro de Agaricaceae continuam em grande parte não 

resolvidos, devido à pequena amostragem desta família tão diversa (Vellinga et al., 2003) e à 

carência de estudos moleculares. O que melhor se conhece atualmente são espécies de regiões 

do hemisfério norte, principalmente Ásia, Europa e América do Norte, com escassos estudos 

em ambientes tropicais como América Central e América do Sul. 

 

Tabela 1. A - Classificação baseada em análises morfológicas (inclui apenas espécies pileadas - agaricoides);   

B ï Classificação baseada em análises moleculares (inclui os morfotipos agaricoide, secotioides e gasteroide). 
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1.2. Caracterização dos Agaricaceae pileados 

Os representantes agaricoides de Agaricaceae, ou seja aqueles pileados e com o 

himenóforo exposto, caracterizam-se por apresentarem hábito principalmente lepiotoide (Fig. 

2) com lamelas livres e anel persistente, algumas vezes pluteoides quando o anel é esvaesente 

ou efêmero e raramente amanitóide quando possuem volva (Largent, 1986). Os basidósporos 

podem ser hialinos, castanhos ou de outras colorações, de parede fina ou espessa, com ou sem 

poro germinativo visível, metacromáticos ou não, amiloides, inamilóides ou dextrinóides. 

Basídios geralmente tetrasporados com algumas exceções. Cistídios presentes ou ausentes. A 

esporada, deposição em massa dos basidiósporos, é muito variada, podendo ser branca, creme, 

ocrácea, verde, rosa, castanha, violeta ou sépia. (Singer 1986, Kirk et al 2008, Wright & 

Albertó, 2002). Estípite central, fibroso, e algumas vezes mais alargado na base, facilmente 

separável do píleo. Véu membranoso ou cortinóide e em muitos casos efêmero, podendo ser 

móvel em alguns gêneros. Volva geralmente ausente, apresentando algumas exceções. Fíbulas 

ausentes ou presentes. Encontrados em diferentes substratos, sendo freqüentemente no solo 

(terra ou areia), húmus e madeira, também em estufas, desertos e campos. Não apresentam 

relações micorrízicas com vegetais (Singer 1986).  

Algumas características importantes, que em conjunto separam as Agaricaceae de outros 

grupos e podem ser reconhecidas ainda no campo durante as coletas (Fig. 2): presença de 

anel; lamelas sempre livres; e ausência de volva (com algumas exceções). 
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Figura 2 ï Características do morfotipo agaricoide da família Agaricaceae. A ï cogumelo típico 

(Leucoagaricus leucothites (Vittad.) Wasser; B ï himenóforo com detalhe mostando as lamelas livres 

(Macrolepiota sp.). Fotos de Fazolino E.P.  

1.3. Importância Ecológica e Econômica 

Os fungos desempenham um papel fundamental dentro dos ecossistemas como 

decompositores, mutualistas e/ou agentes patogênicos, mas na maioria dos casos o potencial 

individual dos fungos na natureza é ainda pouco conhecido. Cabe lembrar também que 

apresentam grande importância econômica como agentes de biocontrole e produtores de 

metabólitos para o setor industrial (Alexopoulos et al., 1996). São importantes como fonte de 

alimento, muito apreciados na Europa, Ásia e América do Norte. No Brasil, o consumo ainda 

é bastante restrito, com um mercado promissor ainda pouco explorado. Os cogumelos são 

alimentos com características nutricionais excelentes, com alto teor de proteínas e fibras 

alimentares, além do baixo teor de lipídios, sem colesterol e fonte considerável de fósforo 

(Furlani & Godoy, 2007; Colak, 2009; Cheung, 2013). 

Mesmo sendo conhecido o imenso potencial dos fungos e dos representantes da 

família Agaricaceae, as pesquisas ainda são poucas e têm sido focadas preferencialmente na 

descoberta de processos biotecnológicos e ligados à gastronomia. Além do valor nutricional, 

os cogumelos são fonte de compostos bioativos, utilizados como medicamentos, e de enzimas 

ligninolíticas com potencial industrial (Bala et al., 2011). 

Informações relativas à produção de enzimas ligninolíticas por parte dos fungos 

degradadores de serrapilheira ainda são escassas (Durrant et al., 1991; Steffen et al., 2000). 

As principais enzimas ligninolíticas produzidas pelas espécies de Agaricaceae já analisadas 

são manganês peroxidase e lacases (Hatakka, 2001; Steffen, 2003). Como exemplos, temos 

espécies de Agaricus e Coprinus que produzem diferentes tipos de lacases e uma peroxidase 

funcional e estruturalmente semelhante a bem conhecida peroxidase de Rábano Silvestre, 

utilizada como marcador histoquímico em microscopia óptica e eletrônica, e também, como 

antígeno em experimentos de imunologia (Morita et al., 1988; Baunsgaard et al., 1993; 

Heinzkill et al., 1998) e antitumorais (Sovrani et al., 2017). As fenol oxidases são enzimas 

ligninolíticas de interesse industrial com uma série de aplicações, tais como: branqueamento 

de polpa de celulose, descoloração de corantes têxteis, remoção de fenóis, tratamento de 
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efluentes, degradação dos herbicidas (que são potenciais poluentes do solo), tratamento de 

alimentos, oxidação de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, e transformação de 

antibióticos e esteroides. As celulases hidrolisam a celulose e seus derivados, sendo 

responsáveis pela biodegradação de componentes de indústrias de polpa de celulose e de 

papel (Queiroz et al., 2002). As lacases também apresentam capacidade ligninolítica e já 

foram descritas para outros basidiomicetos, sendo estas aplicadas na indústria têxtil e de 

detergentes (Arora & Sharma, 2010). 

 

1.4. Os gêneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota  

Neste trabalho foram estudados os gêneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota 

do morfotipo agaricoide, conhecidos popularmente por cogumelos, uma vez que o morfotipos 

gasteroide e secotioide não possuem registros para o Brasil.  

Eles são encontrados em diferentes substratos, sendo frequentes no solo (terra ou 

areia), húmus, também em estufas, pastagens, jardins, praças, dunas e campos (Singer, 1986). 

São de grande interesse por serem utilizados como alimento, por apresentar espécies tóxicas 

para os seres humanos e animais ou ainda por produzirem metabólitos de interesse industrial 

(Singer, 1986; Durrant et al. 1991; Steffen et al. 2000; Wright & Albertó, 2002; Vellinga, 

2004; Furlani & Godoy, 2007; Bala et al, 2011; ). 

No Brasil, Agaricus bisporus (J.E. Lange) Imbach , conhecido como champignon de 

Paris, ou simplesmente champignon, é o principal cogumelo cultivado e também o mais 

consumido. Algumas espécies nativas de Agaricus (A. argentinus Speg., A. campestris L., A. 

silvicola Bohus & Locsmándi, entre outros.), Chlorophyllum (C. rhacodes.Vittad.) e 

Macrolepiota (M. bonaerensis (Speg.) Singer, M. colombiana Franco-Mol., M. kerandi 

(Speg.) Singer) também são nativos e consumidos aqui, especialmente na Região Sul, onde 

existem pesquisadores que divulgam o conhecimento da micobiota local (Meijer, 2001, 2006, 

2008; Rother & Silveira, 2008; Putzke et al., 2014; Putzke & Putzke, 2017; Alves et al., 

2016). 

Alguns são utilizados pela indústria, quer para obtenção de fármacos como o 

cogumelo do Sol, Agaricus blazei Murrill , ou em testes de toxidade com A. Silvaticus Schaeff. 

(Bach et al., 2008), ou ainda como produtores de enzimas e utilizados em processos 

industriais ou de biorremediação de ambientes contaminados (Espinosa-Ortiz et al., 2016). 
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Diversos estudos sobre o potencial enzimático em Agaricaceae vêm sendo realizados 

incluindo os gêneros Agaricus (Lincy & Gnanadoss, 2014; Valle et al., 2015), Chlorophyllum 

(Kumari et al., 2012) e Macrolepiota (Rosa L.O., 2013). 

Dentro das espécies tóxicas encontramos, em Agaricus, a seção Xanthodermatei Sing., 

que é reconhecida pela mudança de coloração ao se cortar, quebrar ou raspar os basidiomas, e 

também por um odor fenólico característico. Wright & Albertó (2002) citam A. 

xanthodermus, A. placomyces Peck. e Agaricus heinemannii Albertó & G. Moreno para a 

região pampeana da Argentina, o que sugere que temos essa espécie no Brasil e o risco 

potencial de intoxicações. 

Em Chlorophyllum, a espécie C. Molybdites (G. Mey.) Massee é tóxica e C. rhacodes 

é comestível. Essas duas espécies são muitas vezes confundidas, causando graves 

intoxicações alimentares (Wright & Albertó, 2002; de Meijer, 2001, 2007). 

Em Macrolepiota não há registros de espécies tóxicas, se bem que para várias das 

espéies conhecidas ainda não se tem estudos sobre a comestibilidade. Muitas espécies nativas 

de Macrolepiota são comestíveis como M. bonaerensis, M. kerandi, M. procera (Scop.) 

Singer , M. gracilenta (Krombh.) Wasser, entre outras (Wright & Albertó, 2002; Putzke & 

Putzke, 2014; Suaza Blandón, 2016). 

 

1.4.1 Agaricus L . 

O gênero Agaricus foi descrito por Linnaeus em 1753, com cerca de 200 (Kirk et al., 

2008) a 400 espécies (Karunarathna et al., 2016) de distribuição cosmopolita. Apresenta 

hábito predominantemente lepiotoide, com basidioma carnoso, anel membranoso e uma 

esporada bastante característica variando de castanho a marrom-escuro (Fig. 3). A superfície 

pode ser glabra, fibrilosa, escamulosa a escamosa, de formato que varia de convexo a 

hemisférico tornando-se plano a plano-convexo na maturidade, algumas vezes umbonado. As 

lamelas são próximas e sempre livres, de coloração branca a rosada, tornando-se castanhas a 

marrom-escuras conforme amadurecem. O estípite é central, com superfície lisa a escamulosa, 

com base regular ou bulbosa, raramente apresenta volva. O anel está sempre presente, 

geralmente membranoso, podendo conter escamas na superfície inferior, (Heinemann, 1956; 

Singer, 1986; Zhao et al., 2016). Em algumas espécies o contexto do píleo e estípite e a 

superfície do píleo podem sofrer alterações na cor quando cortadas, quebradas ou raspadas. 
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Os basidióporos são lisos, de parede espessa ou simples, com coloração castanha a marrom-

escura em KOH, sem poro germinativo, inamiloides, não metacromáticos, geralmente 

menores que 10 ɛm. Os bas²dios clavados, principalmente tetrasporados, podendo ser 

biesporados. Camada cortical do píleo formada geralmente por hifas paralelas prostradas. Não 

apresentam pleurocistídios, com uma exceção, A. globocystidiatus Drewinski & M.A. Neves 

(Drewinski et al., 2017), queilocistídios quando presentes são largos e vesiculosos ou 

clavados a piriformes. Trama himenoforal regular a levemente irregular. Não apresenta 

fíbulas.  

A identificação morfológica ao nível de gênero é fácil, no entanto, para se chegar às 

espécies é bastante difícil e requer exames em materiais frescos com a observação de 

mudanças na coloração do basidioma quando tocado, raspado ou cortado, odor, sabor, e 

reações químicas, microscopia, além de análises moleculares, o que dificulta o trabalho de 

taxonomistas, especialmente com materiais de herbário, onde essas características já foram 

perdidas ou em coletas pequenas com apenas um ou dois exemplares.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Agaricus spp. ï Vista geral dos basidiomas (A), reação ao corte (B e C), e esporada (D). Escala 5 

cm. Fotos Fazolino E.P. 
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Muitos nomes de espécies européias têm sido usados erroneamente para espécies 

brasileiras baseados unicamente em análises morfológicas. 

A utilização da biologia molecular e do aperfeiçoamento dos estudos filogenéticos têm 

ajudado na delimitação de espécies e na compreensão das relações entre os táxons de 

diferentes regiões. Zhao et al. (2016) fizeram uma grande revisão taxonômica para o gênero 

utilizando dados moleculares e morfológicos. Eles analisaram sequências de ITS de 745 

coleções, sendo 600 novas extraídas por eles, e nesse montante foram examinados 86 tipos de 

diversos herbários, além de uma análise multigênica utilizando ITS, LSU, rpb2 e Tef1-Ŭ. Com 

esse trabalho eles propuseram a separação de Agaricus em cinco subgêneros e 20 seções 

(Tab.1). 

Estudos para o Brasil 

Diversos pesquisadores têm contribuído para os estudos do gênero no Brasil: Rick 

(1939, 1961), Singer (1953), Heinemann (1962, 1993), Putzke (1994), Pegler (1997), de 

Meijer (2006, 2008), Rother e Silveira (2008), Wartchow et al., (2008), Rosa e Capelari 

(2009), Alves et al., (2012), Drewinski (2017), Drewinsk et al., (2017), entre outros. Putzke 

& Putzke (2017) fizeram uma revisão bibliográfica do gênero levantando 32 espécies para o 

Brasil, além de apresentar uma chave e descrições para as principais espécies, sendo elas A. 

argentinus Speg, A. argyropotamicus Speg., A. bisporus (J. Lange) Imbach, A. brunneostictus 

Heinem., A. cf. bugandensis Pegler, A. campestris L. Ex Fr., A. cheilotulus Heinem., A. 

dennisii Heinem., A. dicystis Heinem., A. dulcidulus Schulzer., A. purpurellus Heinem., A. 

endoxanthus Berk., A. fiardii Pegler, A. cf. fuscofibrilosus (Moeller) Pilát, A. hornei Murr., A. 

junquitensis Heinem., A. cf. litoralis (Wakef. E A. Pearson) Pilát, A. martineziensis Heinem., 

A. mediofuscus (Moeller) Pilát, A. meijeri Heinem., A. nigrescentulus Heinem., A. cf. 

nivescens, A. cf. ochrascens Heinem., A. ochraceosquamulosus Heinem., A. pampeanus 

Speg., A. parasilvaticus Heinem., A. porosporus Heinem., A. porphyrizon P.D. Orton, A. 

pseudoargentinus Albertó e J.E. Wright, A. purpurellus (Moeller) Moeller, A. puttemansii 

Pegler. 

 

1.4.2 Chlorophyllum Mass. 

O gênero Chlorophyllum foi proposto por Massee em 1898, apresenta distribuição 

cosmopolita e conta atualmente com aproximadamente 18 espécies, tanto em regiões 
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temperadas, da América do Norte, Ásia e Europa como em regiões tropicais no hemisfério Sul 

(Kirk et al., 2008; Ge et al., 2018). É um grupo monofilético de hábito que varia de agaricoide 

(a grande maioria) a secotioide. (Ge & Yang 2006; Vellinga 2003a; Vellinga et al., 2003). As 

espécies com himenóforo aberto apresentam hábito lepiotoide, com basidioma carnoso, anel 

simples ou duplo, podendo ficar solto na maturidade e esporada que varia de tons de verde, 

castanho creme a branco (Fig. 4). Apresenta a cobertura do píleo himenodermal, mas com 

algumas espécies tricodermal (Ge et al., 2018). O estípite, se presente, pequeno em relação ao 

píleo. Outra característica marcante é a mudança de coloração do basidioma quando cortado 

ou quebrado (Fig. 4B), que pode variar de vermelho vivo a laranja e a tons de marrom 

(Vellinga, 2006; Ge et al., 2018). Seus basidiósporos variam de pequenos a grandes, podendo 

ser hialinos a levemente castanhos ou esverdeados em KOH, dextrinoides, congófilos, 

metacromáticos em azul de cresil e o poro germinativo pode estar presente ou ausente, mas 

quando presente nunca coberto por uma capa hialina. Trama da lamela é trabecular e 

apresentam queilocistídios, mas não pleurocistídios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Chlorophyllum ï Vista geral dos basidiomas (A e D), reação ao corte (B), e esporada (C). Escala 5 

cm. Fotos Fazolino E.P. 

Foi considerado por muito tempo um gênero monoespecífico com Chlorophyllym 

molybdites, um cogumelo tóxico, facilmente reconhecido por sua esporada verde quando 

maduro. No entanto, estudos realizados por Vellinga (2002, 2003) baseados em ITS e LSU, 

mostraram que Chlorophyllum molybdites formava um clado com Macrolepiota, seção 

Laevistipedes, juntamente com Leucoagaricus hortensis (Murrill) Pegler e Endoptychum 

agaricoides Czern. uma espécie secotioide. Recentemente, Ge et al., (2018), com base em um 
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abrangente estudo para o gênero, incluindo espécies tropicais com dados moleculares 

multigênicos, propuseram uma nova classificação para o grupo, dividindo-o em seis seções 

(Tab. 1). 

 

Estudos para o Brasil 

Estudos realizados para o Brasil registram apenas três espécies: C. hortense (Murrill) 

Vellinga, C. molybdites (G. Mey.) Massee e C. rhacodes (Vittad.) Vellinga (Rick, 1906, 1907, 

1961; Singer, 1953; Raithelhuber, 1987; Albuquerque, 2006; de Meijer et al., 2007; Rother & 

Silveira, 2008; Nascimento e Alves; 2014, Alves et al., 2016). 

Suaza Blandón (2016) em seu trabalho sobre a biodiversidade de fungos lepiotáceos 

na Argentina encontrou três novas espécies (ainda não publicadas), e Ge et al. (2018) 

apresentaram duas espécies novas para a região tropical, o que sugere que existam ainda 

muitas espécies desconhecidas, além de outras identificadas em outros gêneros, antes da 

utilização de análises moleculares. 

 

 

 

 

 



31 

 

 

 

Tabela 2. Classificação infragenérica dos gêneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota. 

Abaixo do nome dos gêneros, o nome dos autores das seções. 
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Continuação 2/2 
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1.4.3. Macrolepiota Sing. 

O gênero Macrolepiota foi estabelecido por Singer em 1948. Conta atualmente com 

aproximamdamente 36 espécies de distribuição cosmopolita (Kirk et al., 2008; Ge et al., 

2010, 2012; Lebel & Syme, 2012).  

As espécies de himenóforo aberto (Fig. 4) possuem hábito lepiotoide, tamanho grande 

a médio, píleo recoberto por escamas tricodérmicas, normalmente umbonado com uma calota 

central mais escura. O contexto é carnoso, lamelas livres e afastadas do estípite, esporada que 

varia de branca, creme, amarelada, esverdeada até levemente rosada. O estípite recoberto por 

uma camada de hifas que se rompe com o crescimento formando bandas zebradas, possui anel 

proeminente simples ou duplo que pode soltar-se quando maduro e ficar móvel, a base 

bulbosa podendo apresentar volva em algumas espécies. Os basidiósporos são grandes, 

geralmente maiores que 10 µm, hialinos a levemente esverdeados em KOH, dextrinoides, 

congófilos, metacromáticos em azul de cresil, apresentam poro germinativo que são sempre 

cobertos por uma capa hialina. A trama lamelar é do tipo trabecular, apresenta queilocistídios, 

mas não pleurocistídios. 

Inúmeras modificações foram feitas na classificação desde o seu estabelecimento por 

Pázmány (1985), Singer (1986), Bellu & Lanzoni (1987), Bon (1993). Com o início dos 

estudos moleculares associados à morfologia, Johnson & Vilgalys (1998) e Johnson (1999) 

concluíram que o gênero Macrolepiota era polifilético. Velli nga et al. (2003a), avaliaram 

Macrolepiota ao nível genérico e transferiram as espécies da seção Laevistipes para o gênero 

Chlorophyllum. Vellinga & Yang (2003) incluíram as espécies com volva, antes no gênero 

Volvolepiota Singer, em Macrolepiota, pois verificaram que a presença de volva não 

justificava a separação dos dois gêneros. Ge et al. (2010) realizaram um estudo filogenético 

abrangente do gênero, identificando três clados: Macrolepiota e Macrosporae, que 

correspondem respectivamente à seção Macrolepiota e Macrosporae e um terceiro clado que 

denominaram Volvatae, para incluir as espécies com volva (Tab. 1). Com a atual classificação 

e a exclusão da seção Laevistipes, Macrolepiota é um gênero monofilético com uma boa 

resolução morfológica. 
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Figura 5. Macrolepiota spp. ï Vista geral dos basidiomas (A e E), superfície do píleo (B), detalhe do 

himenóforo e anel (C), e esporada (D). Escala 5 cm. Fotos Fazolino E.P. 

 

Estudos para o Brasil 

Existem poucos estudos de Macrolepiota para os trópicos e, no Brasil, foram 

registradas 16 espécies, embora a maioria tenha sido citada com nomes europeus (Fazolino et 

al., 2018). 

Diferentes pesquisadores contribuíram para o conhecimento da diversidade de 

Macrolepiota para o Brasil: Rick, 1907, 1961; Bononi et al., 1984; Grandi et al., 1984; Rosa 

& Capelari, 2009; Raithelhuber, 1988; Sobestiansky, 2005 , Heinemann & de Meijer, 1996; 

Vellinga & Yang, 2003, Ferreira & Cortez, 2011; Putzke et al., 2014; e Alves et al., 2016 

entre outros. Foram citadas um total de 16 espécies para o Brasil: M. bonaerensis (Speg.)  

Singer, M. brasiliensis (Rick) Raithelh., M. brunnescen Vellinga, M. colombiana Franco - 

Mol., M. dolichaula (Berk. & Broome) Pegler & R.W. Rayner, M. excoriata (Schaff.) 

Wasser, M. fornica Raithelh., M. fuligineosquarrosa Malençon, M. gracilenta (Kombh.) 

Wasser, M. kerandi (Speg.) singer, M. mastoidea (Fr.) Singer, M. procera (Scop.) Singer, M. 
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procera var. vulpina (Rick) Raithelh., M. pulchella de Meijer & Vellinga, M. stercoraria 

(Rick) Raithelh., e M. zeyeri Heinem. 
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2. OBJETIVOS   

 

2.1. Objetivo geral 

Ampliar o conhecimento sobre a diversidade e aplicabilidade de espécies de 

Agaricaceae (Basidiomycota) em áreas de Mata Atlântica e Pampa, utilizando análises 

morfológicas, moleculares e bioquímicas. 

 

2.2. Objetivos específicos 

Conhecer as espécies dos gêneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota 

presentes nas áreas de estudo; 

Elaborar descrições e ilustrações para identificação das espécies encontradas; 

Utilizar caracteres morfológicos e moleculares para a identificação das espécies; e 

Analisar quali-quantitativamente a produção de fenol oxidases em cultivos de 

micélio de espécies selecionadas. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

3.1. Área de estudo  

A área de estudo deste trabalho abrangeu regiões de Mata Atlântica e Pampa, 

compreendendo quatro estados: Rio Grande do Norte (RN), na região Nordeste, e os estados 

do Paraná (PR), Rio Grande do Sul (RS) e Santa Catarina (SC), na região Sul (Fig. 5). As 

coletas foram realizadas em Unidades de Conservação (UC), além de áreas urbanas e rurais, 

como praças, ruas, parques, pastos entre outras, devido ao fato dos gêneros Agaricus, 

Chlorophyllum e Macrolepiota possuírem espécies bem adaptadas ao ambiente antropizado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Mapa mostrando os biomas Mata Atlântica e Pampa. Os pontos em destaque representam os 

principais pontos de coleta. Modificado de Morrone e shapefile de Löwenberg-Neto. 
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3.2. Coleta e preservação dos espécimes  

 

Excursões e coletas 

Foram realizadas 61 excursões de coleta abrangendo 15 municípios, sendo 13 em 

Mata Atlântica e dois no Pampa, no período de março de 2014 a setembro de 2017 (tab. 2), 

além da visita e análise de matérias de herbários de ambas as regiões. 

Tabela 3. Relação dos municípios onde foram realizadas coletas mostrando as UF, o Bioma e o número de 

excursões realizadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

As coletas foram realizadas preferencialmente nos períodos chuvosos de cada região 

nas diferentes localidades citadas. Autorizações de coletas (anexo X) foram obtidas junto aos 

órgãos responsáveis (Tab. 3). Para a coleta nas UCs buscou-se percorrer trilhas no interior da 

mata, em locais preservados. Também ocorreram coletas em áreas urbanas ou rurais de 

pastagens devido à adaptabilidade dos gêneros estudados com ambientes antrópicos. 

No momento da coleta, os basidiomas foram fotografados e anotados os dados 

referentes ao ambiente e substrato no caderno do coletor. Os espécimes foram removidos do 

substrato com auxílio de faca ou pá de jardinagem e logo em seguida acomodados em 

recipientes individuais ou caixas compartimentadas para evitar a mistura dos basidiósporos de 

diferentes exemplares, bem como a desidratação e a perda de características como coloração e 

aspecto geral. Um pequeno fragmento de cada coleção foi preservado em sílica para posterior 

análise molecular. Sempre que possível o material foi levado no mesmo dia ao laboratório ou 

ponto de apoio nas UCs. Alguns espécimes foram trazidos por colaboradores. 
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Tabela 4. Unidades de Conservação (UC), localização município / UF, nome, tipo e autorizações. 

 

 

 

 

 

 

Secagem e preservação 

Após a coleta dos dados em material fresco, os basidiomas foram colocados em um 

desidratador elétrico com aquecimento em torno de 45↔ C e ventilação constante até completa 

secagem. O material seco então foi acondicionado em sacos de papel, acomodados em caixa 

plástica com tampa e levado ao freezer por pelo menos 72 horas e depois à bancada para 

análises. 

O material identificado foi incorporado ao acervo de Herbário ICN, do Instituto de 

Biociências da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, e algumas exsicatas no Herbário 

UFRN-Fungos, da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. 

 

3.3. Análises morfológicas 

 

Análise macroscópica 

Algumas características morfológicas e de reações ao toque e exposição do contexto 

dos basidiomas foram registradas no local de coleta. Assim que chegado ao laboratório e/ou 

ponto de apoio em UCs, os espécimes passaram por uma análise macroscópica a olho nu e 

com auxílio de um microscópio estereoscópico ou lupa manual, antes do processo de 

desidratação, para que não fossem perdidas características importantes para a identificação. 

As anotações de cores indicadas nas descrições seguiram Kornerup e Wanscher (1978). As 

descrições da macromorfologia foram baseadas nas notas de campo e nas fotografias do 

material fresco. Sempre que possível, foi retirada a esporada com auxílio de uma câmara 
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úmida. Fichas de análise macroscópica foram especialmente confeccionadas para os fungos 

deste grupo (anexo 1). Fotos e/ou esquemas dos basidiomas foram incluídos. A nomenclatura 

e metodologia utilizadas seguiram as propostas de Fidalgo & Fidalgo (1967), Largent (1977) 

e Wright & Albertó (2002). 

Análise microscópica 

Para as observações da micromorfologia, foram feitos cortes manuais dos basidiomas 

com auxílio de lâminas de aço e montados em solução aquosa de hidróxido de potássio a 5% 

(KOH) (Fig.6 A) e vermelho Congo 2% para estudo das estruturas de importância 

taxonômica: superfície pilear (pileipelis), basidiósporos, basídios, queilocistídios e superfície 

do estípite. Foram observados ao microscópio óptico em 100, 400 e 1.000 × de ampliação. O 

reagente de Melzer foi utilizado para testar a reação dextrinoide dos basidiósporos (Fig. 6 B). 

Também foram verificadas as reações da parede de basidiósporos em azul de cresil e 

vermelho Congo (Fig. 6 C e D). Os códigos abreviados utilizados [n / m / p] significam o 

número de basidiósporos (n) medidos a partir do número de basidiomas (m) do número de 

coleções (p) em solução de KOH a 5%. As dimensões dos basidiósporos são dadas usando a 

notação da forma (a) bïc (d). O intervalo bïc contém um mínimo de 90% dos valores 

medidos. Os valores extremos (a e d) são entre parênteses. Q refere-se à "relação 

comprimento / largura" de um basidiósporo em vista lateral; Qm significa média Q de todos 

os basidiósporos. 

 

 

 

 

Figura 6. Basidiósporos evidenciando diferentes reações conforme reagentes químicos utilizados. A ï hialinos 

em KOH; B ï dextrinoides em Melzer; C ï metacromáticos em azul de cresil; e D ï congófilos em vermelho 

Congo. Escala 20 µm. 

Para cada espécime, foi preenchida uma ficha de análise microscópica (anexo 2), com 

espaço para observações da morfologia e anotação das medições das microestruturas, 

especialmente elaborada para fungos dessa família. Foram feitas medições (mínimo de 25 

para cada elemento) e ilustrações e/ou fotografias das microestruturas de importância 

taxonômica, férteis e estéreis, como basídios, basidiósporos, hifas da trama e superfície pilear 
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(pileipelis), com o auxílio de uma ocular micrometrada e do programa Zeiss acoplado ao 

microscópio óptico. A nomenclatura das microestruturas foi baseada na obra de Largent et al. 

(1986) e Wright & Albertó (2002). 

 

3.4. Análises moleculares 

Isolamento e amplificação do DNA 

O DNA genômico foi extraído de amostras secas conforme protocolo de GoesïNeto et 

al. (2005), modificado: um pequeno fragmento da amostra (0,1ï0,05 g) é colocado num tubo 

eppendorf de 1,5 ml contendo 50ï100 ɛL de solu­«o CTAB; aguarda-se 12ï24 horas em 

repouso a temperatura ambiente; após repouso a amostra é macerada manualmente com 

auxílio de um pistilo de polietileno até fragmentação, tomando cuidado para não degradar o 

DNA; adiciona-se mais CTAB para completar 500 ɛL; o homogenizado ® incubado a 65 ęC 

por 30 minutos a 1 h; então adicionaïse 500 ɛL de clorof·rmio: §lcool isoam²lico (24: 1); 

misturaïse delicadamente por aproximadamente 5 minutos; logo após centrifugaïse a 12.200 

rpm por 10 minutos (resfriamento a cada 5 minutos); o sobrenadante é transferido para um 

novo tubo eppendorf de 1,5 ml; adicionaïse igual volume de clorofórmio: álcool isoamílico 

(24: 1); novamente é misturado delicadamente por aproximadamente 5 minutos; então 

centrifugado a 12.200 rpm por 10 minutos (resfriamento a cada 5 minutos); o sobrenadante 

transferido para um novo eppendorf de 1,5 ml; é adicionado igual volume de isopropanol e 

misturado suavemente e colocado em refrigeração ï 10ęC durante durante 12ï24 horas; após 

refrigeração centrifuga-se a 12.200 rpm por 10 minutos a 4ęC (resfriamento a cada 5 

minutos); o sobrenadante é despejado cuidadosamente para não perder o pellet; lava-se o 

pellet duas a três vezes com 50ï100 ɛL etanol 70% (EtOH) e centrifuga-se a 12.200 rpm por 

5 minutos; leva-se a estufa a 50ęC at® completa secagem do etanol e ressuspende-se em 20ï50 

ɛL TE 1x (Tamp«o Tris) ou mq H2O e aquece-se a 45ęC por 2 horas (ou durante a noite a 

4ęC); coloca-se 1ï2 ɛL de RNAse; realiza-se uma eletroforese em gel de agarose para 

certificar-se do sucesso da extração e então estoca-se em refrigeração de ï 10ęC.  

Reação em cadeia da polimerase ï PCR 

As seguintes regiões foram amplificadas: nuc-rDNA ITS1ï5.8SïITS2 (ITS) usando os 

primers ITS1F e ITS4 (White et al., 1990); nuc-rDNA 28S de subunidade grande nuclear 

(28S) utilizando os iniciadores LR0R e LR7 (Vilgalys & Hester, 1990); e quando possível a 
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região localizada entre os domínios seis e sete da segunda maior RNA polimerase II (RPB2), 

primers bRPB2-6F e bRPB2-7.1R (Frøslev et al., 2005; Matheny, 2005). 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em um volume total de 30 ɛL 

contendo 1 unidade de DNA polimerase Taq, 3,0 ɛL de tamp«o de rea­«o 10 x Taq 

polimerase (Applied Biological Material Inc., Vancouver, Canad§), 3,0 ɛL de solu­«o de 

albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich, Missouri), 50 ɛM de dNTP mix, 0,75 ɛL de 10 ɛM 

de cada um dos dois primers e 1ï2 ɛL de DNA total. A amplifica­«o por PCR de ITS foi 

realizada com 2 min de desnaturação inicial a 95, seguida por 35 ciclos de 30 s a 95, 1 min e 

30 s a 57, 30 s a 72, com uma extensão final de 10 min a 72. C seguindo o último ciclo. A 

amplificação por PCR de 28S e RPB2 foi feita de acordo com Vilgalys & Hester (1990) e 

Matheny (2005), respectivamente.  

 

Sequenciamento de DNA 

A purificação e o sequenciamento de DNA foram realizados por Macrogen Inc, 

Geumcheon-gu, Coreia. Para RPB2 e ITS, foram usados os mesmos primers para 

sequenciamento e para 28S foram usados LR0R e LR5. 

Alinhamento e análises filogenéticas 

As sequências foram montadas e corrigidas manualmente com Geneious 9.1.4 (Kearse 

et al., 2012), depois alinhadas automaticamente com o MAFFT 7 (Katoh & Standley, 2013) 

sob o modo automático. O alinhamento foi ajustado manualmente quando necessário com o 

MEGA 7.0.20 (Kumar et al., 2016). Potenciais segmentos ambiguamente alinhados a ITS1-

ITS2 foram detectados por Gblocks 0,91b (Castresana, 2000) através dos seguintes 

parâmetros, o número mínimo de sequências para posições conservadas foi de 53% das 

sequências totais, o número mínimo de sequências para posições de flanco foi de 55% das 

sequências totais, o número máximo de posições não conservadas contíguas foi de 8%, o 

comprimento mínimo de um bloco foi de 2%, a posição de intervalo permitida foi com 

metade. O conjunto de dados nas análises de ITS foi subdividido em três partições de dados: 

ITS1 + 5.8S + ITS2 e as análises combinadas foram subdivididas em sete partições de dados: 

ITS1 + 5.8S + ITS2 + 28S + RPB2-1ª, ï2ª, ï3ª posições de codon; o intron RPB2 (quarto) foi 

excluído. Os alinhamentos foram depositados no TreeBASE. 

Foram realizadas análises filogenéticas de conjuntos de dados separados e combinados 
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com sequências ITS e ITS + 28S + RPB2. As matrizes 28S foram construídas para o domínio 

D3 (primer LR5). Todas as sequências de Chlorophyllum, Macrolepiota e Agaricus usadas 

neste estudo estão disponíveis no GenBank. Os grupos externos de cada gênero foram 

designados com base nos trabalhos de Ge et al. (2010, 2012), Ge & Yang, (2006), Vellinga, 

(2003, 2006), Zhao et al. (2016). Todos os materiais e sequências usados neste estudo estão 

listados na Tabela 3. A abreviação de países seguiu o código ISO 3166. 

As análises filogenéticas foram todas realizadas on-line no CIPRES Science Gateway 

(Miller et al., 2011). Analisamos os conjuntos de dados separadamente com máxima 

verossimilhança e inferência bayesiana.  

Análise de máxima verossimilhança ï ML  

A análise de máxima verossimilhança foi realizada em RAxML 8.2.9 (Stamatakis, 

2014). A análise envolveu primeiramente 100 pesquisas ML, cada uma iniciando a partir de 

uma árvore de parcimônia de adição passo a passo randomizado sob um modelo 

GTRGAMMAI, com todos os parâmetros estimados pelo software. Fornecemos um arquivo 

de partição para forçar o software RAxML a procurar um modelo de evolução separado para 

cada conjunto de dados. Para acessar a confiabilidade dos nós, réplicas de bootstrapping 

rápidas sob o mesmo modelo foram computadas, permitindo que o programa pare 

automaticamente o bootstrapping pela opção autoMRE. Os valores de Bootstrap (BS) acima 

de 80 foram considerados significativos (suporte alto) e acima de 70 foram considerados de 

suporte moderado. 

Análise de Inferência Bayesiana ï BI  

A análise de Inferência Bayesiana foi realizada em MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al., 

2012) e os modelos evolutivos para BI foram estimados usando o Akaike Information 

Criterion (AIC) para cada partição, conforme implementado em MrModeltest 2.3 (Nylander, 

2004). Os modelos de melhor ajuste para cada partição foram implementados como modelos 

específicos de partição dentro de análises de modelos mistos particionados (HKY + G para 

ITS1; JC para 5.8S; GTR + G para ITS2 e 28S; SYM + G para RPB2-1st, ï2nd, ï3rd). Foram 

estabelecidas análises bayseianas com duas séries independentes, cada uma com quatro 

cadeias simultâneas por 107 gerações, amostrando árvores a cada milésima geração. O 

diagnóstico de convergência foi calculado a cada 104 gerações, e seu valor crítico foi ajustado 

para interromper a análise automaticamente quando o desvio padrão das frequências divididas 
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atingiu o valor definido pelo comando stopval (stoprule = yes, stopval = 0.01). Em todas as 

análises, os primeiros 25% das árvores de cada corrida foram descartados como burnin. As 

árvores resultantes das duas corridas independentes foram então agrupadas para produzir uma 

árvore de consenso de regra majoritária de 50% e as Probabilidades Posterior Bayesianas 

(BPP) foram geradas para a árvore resultante. Um valor de BPP acima de 0,99 foi considerado 

significativo (suporte alto) e acima de 0,95 foi considerado suporte moderado. 

3.5. Identificação do material 

Para a identificação do material foi utilizada bibliografia especializada, principalmente 

os trabalhos de Bon (1981), Breitenbach & Kranzlin (1995), Candusso & Lanzoni (1990), 

Cappelli (1984), Dennis (1952, 1961, 1970), Heinemann (1977, 1986, 1990, 1993), Pegler 

(1972, 1977, 1983, 1986, 1997), Rick (1961), Singer (1986), Singer & Digilio (1951), Wasser 

(1993) e Wright & Albertó (2002). Foram feitas revisões de coleções dos seguintes herbários: 

PACA do Instituto Anchieta da UNISINOS; UFRN-Fungos da Universidade Federal do Rio 

Grande do Norte; ICN da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, HBEI da Universidade 

Federal do Pampa; e HBC da Universidade de Santa Cruz do Sul. Foram solicitados também 

exemplares dos herbários FLOR e do JBRJ, com a finalidade de esclarecer possíveis dúvidas 

taxonômicas e confirmar a identificação das espécies. A abreviação dos herbários seguiu 

Thiers (2017). 

 

3.6. Análises enzimáticas 

Isolados 

Para o isolamento dos macrofungos e/ou manutenção dos isolados foi utilizado o meio 

AEM (Agar extrato de malte) que foi formulado segundo Imbiv - Conicet (2010): extrato de 

malte 2%, ágar 1,5% e H2O destilada q.s.p.100 mL. O pH do meio foi ajustado para 7 a 25°C, 

com HCl ou NaOH. Posteriormente foi autoclavado a 1atm por 15 minutos. Ao meio de 

cultura foram adicionados os antibióticos tetraciclina 0,1775 mg/100 mL de meio e ampicilina 

0,05 mg/100 mL de meio. Após vertido e resfriado o meio recebeu os basidiósporos e/ou 

fragmentos dos diferentes espécimes coletados. Foram mantidos em estufa a 25°C para 

posterior isolamento. Após isolados, foram estocados em AEM sem antibióticos em tubos sob 

refrigeração de 4°C. 

Meio ágar ácido gálico ï AG 
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O meio AG foi formulado segundo Davidson et al. (1938): extrato de levedura 0,3%, 

extrato de Malte 0,3%, peptona 0,5%, glicose 1%, ágar 2%, ácido gálico 0,5% e H2O 

destilada q.s.p. 100 mL. O pH do meio foi ajustado para 5,5±0,5 e o meio autoclavado a 1atm 

por 15 minutos. Neste meio foram inoculados os diferentes isolados cultivados em meio 

AEM. Foram mantidos em estufa a 25°C, sendo acompanhado o crescimento e a oxidação do 

ácido gálico a cada 24 h por 4 dias. O procedimento foi realizado em triplicata, em duas 

placas. 

Meio ágar corante ïAC 

O meio de cultivo foi baseado em Munari (2007) com modificações: Reactive Blue 

220 0,01%, peptona 0,2%, glicose 1%, ágar 2%, solução MTV (10X) 10mL e H2O destilada 

q.s.p. 90 mL. O pH do meio foi acertado para 5,5±0,5 e o meio foi autoclavado a 1atm por 15 

minutos. Neste meio foram inoculados os diferentes isolados cultivados em meio AEM. 

Foram mantidos em estufa a 25°C, sendo acompanhado o crescimento e o halo de degradação 

do corante a cada 24 h por 4 dias. O procedimento foi realizado em triplicata, em duas placas. 

Análise quali-quantitativa de fenol-oxidases dos isolados  

Para as análises quali-quantitativas, os isolados em estoque foram repicados em placas 

com AEM por um período de 20ï30 dias conforme o desenvolvimento de cada espécie. Após 

o crescimento foram cortados discos de 0,5cm de Ø dos respectivos cultivos e colocados em 

triplicatas em duas placas de cada meio, AG e AC, segundo Queiroz et al. (2002), Gomes 

(2007) e Rosa et al. (2011), com modificações. Os isolados foram mantidos a 24ºC ± 1ºC 

durante 4 dias. A cada 24 horas, utilizando um paquímetro, foi mensurado o diâmetro das 

colônias e dos halos. No meio AG verificou-se a presença de halo âmbar ao redor da colônia, 

indicando a oxidação do ácido gálico e, consequentemente, a presença de fenol-oxidases. No 

meio AC verificou-se halo de descoloração do corante Reactive Blue 220 também indicando a 

presença de fenol-oxidases. Com os dados obtidos diariamente das medidas do halo e da 

colônia, foi calculada a relação halo/colônia (cm). A linhagem 88F.13 de Pleurotus albidus 

(Berk.) Pegler foi utilizada como referência nas análises, por ser bem conhecida e apresentar 

alta capacidade de secreção de enzimas ligninolíticas (Rosa et al.,2008) para comparação da 

relação halo/colônia, onde a relação igual a 1 significa diâmetro da colônia igual ao diâmetro 

do halo, relação superior a 1 diâmetro do halo superior. 
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Análises quantitativas de fenol-oxidases dos isolados 

Para as análises quantitativas foram considerados os isolados que apresentaram os 

resultados mais promissores pelo índice de halos selecionados pela análise quali-quantitativa e 

que com rapidez de crescimento micelial viável para o estudo, sendo a linhagem P. albidus 

(88-F) utilizada como referência nas análises. As amostras selecionadas foram submetidas a 

ensaios submersos e sólidos para a verificação de lacases, manganês peroxidases, peroxidases 

totais e proteínas totais. 

 

Meio de cultivo submerso ï CSM 

Para o cultivo submerso utilizou-se o meio Potato Dextrose (PD) suplementado com 

50 mL/L de solução mineral de macro e micronutrientes (MS 10×) (Mandels & Reese, 1957): 

KH2PO4 2%, (NH4)2SO4 1,4%, MgSO4.7H2O 0,3%, uréia 0,3%, CaCl2 0,4%, 

MnSO4.H2O 0,00156%, FeSO4.7H2O 0,005%, ZnSO4 0,0014%, CoCl2 0,002%, H2O 

destilada q.s.p. 100 ml. 

O experimento em meio submerso foi realizado em frascos Erlenmeyer de 500 mL 

com colo longo, contendo 100 mL de meio CSM, sendo autoclavados a 1 atm por 15 min. O 

inóculo consistiu em três discos de 1,5 cm de diâmetro retirados das placas de Petri dos 

isolados selecionados e da linhagem de P. albidus. Os frascos foram fechados com algodão e 

gaze estéreis, e mantidos sob agitação recíproca de 180 rpm a 28±2ºC. As amostras foram 

coletadas do 0 (zero) ao 12º dia a cada 48 horas, obtendo-se o caldo enzimático de cada uma. 

Todos os testes foram realizados em triplicata. 

Meios de cultivo em estado sólido ï CSL 

O meio CSL foi elaborado conforme Silva (2004): serragem de Pinus 94%, farelo de 

trigo 5%, CaCO3 1%, e H2O q.s.p. até a obtenção de 66% de umidade (Tan & Wahab, 1997) 

e acondicionados em recipientes de vidro de 100 mL, fechados com algodão e gaze estéreis e 

autoclavados a 1atm por 2 horas. Após resfriamento, foram inoculados com 1 disco de 1,5 cm 

de diâmetro retirado das placas de Petri dos isolados selecionados e da linhagem de P. 

albidus. As diferentes linhagens foram mantidas em estufa com umidade saturada a 25°C ± 3º 

C, e acompanhado o crescimento a cada 48h por 12 dias. O procedimento foi realizado em 

triplicata. 
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Obtenção do extrato enzimático 

Cultivo Submerso 

Todo o volume do frasco foi filtrado com papel filtro e na sequência as amostras 

foram centrifugadas a 805 x g e 4°C, durante 30 minutos, sendo o sobrenadante utilizado para 

as determinações enzimáticas (Lac, Per e MnP), de pH, de proteínas solúveis totais, de 

açúcares redutores e caracterização de lacases (massa molecular) e o precipitado para a 

verificação da biomassa. Todos os testes foram realizados em triplicata. 

 

Cultivo em Estado Sólido 

O conteúdo foi homogeneizado manualmente e 15 g foram suspensas em 30 mL de 

água destilada gelada, mantidas sob agitação por 30 minutos a 130 rpm, a 4°C. Os sólidos 

foram removidos por filtração com papel filtro e centrifugação a 805 x g e 4°C, durante 30 

minutos. O extrato enzimático obtido foi utilizado para as determinações enzimáticas (Lac, 

Per e MnP), de pH, proteínas solúveis totais e caracterização de lacases (massa molecular, 

termo estabilidade, temperatura ótima e pH ótimo). Também foi verificado o teor de umidade 

onde 1 g do meio foi desidratado em estufa a 90°C por 24 horas. 

Métodos analíticos 

Determinação do potencial hidrogeniônico ï pH 

O pH de cada amostra foi determinado diretamente no caldo enzimático com a 

utilização de um pHmetro. 

Determinações enzimáticas 

Todas as atividades enzimáticas foram expressas em unidades internacionais por 

grama de massa seca (U.g-1), para o cultivo sólido e em unidades internacionais por mL 

(U.mL-1), para cultivo submerso; definidas como a quantidade de enzima que libera um ɛmol 

do produto por mL, por minuto (U = ɛmol.min-1). 

Lacases ï Lac 

A atividade de lacases foi determinada, segundo Wolfenden & Wilson (1982), através 

da quantifica­«o do produto da oxida­«o do 2,2ô-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato), 
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ABTS, utilizado como substrato. A mistura reacional (0,4mL) continha: 0,18mL de tampão 

acetato de sódio 0,2 M, pH 5,0; 0,18mL de extrato enzimático adequadamente diluído e 0,04 

mL do substrato ABTS 5mM. A oxidação do ABTS foi monitorada em espectrofotômetro 

(ɛ420 =3,6. 104 M-1cmï1) durante 90 segundos, a 25°C, em uma placa de 96 poços. 

Peroxidases totais ï Per 

As peroxidases totais foram dosadas empregando-se a mesma metodologia das 

determinações de lacase, utilizando ABTS como substrato, entretanto com a presença de 0,04 

m de H2O2 2 mM e somente 0,14 mL de tampão acetato de sódio 0,2 M, pH 5,0, na mistura 

reacional (Heinzkill et al., 1998). As atividades de peroxidases foram descontadas das 

atividades detectadas para lacases. 

Manganês peroxidases ï MnP 

A atividade de manganês-peroxidase foi determinada pelo método proposto por 

Kuwahara et al. (1984), utilizando-se o vermelho de fenol como substrato. A mistura 

reacional (2mL) continha: 1mL de tampão succinato de sódio 20 mM, pH 4,5; 0,1mL de 

vermelho de fenol 0,1 % (m/v); 0,1 mL de lactato de sódio 250 mM; 0,2 mL de albumina 

bovina 0,5% (m/v); 0,05 mL de MnSO4 2mM; 0,05 mL de H2O2 2mM, sendo adicionados 

0,5 mL de amostra. Após 5 min a 30°C, as reações foram interrompidas pela adição de 0,04 

mL de NaOH 2M. A formação do produto de oxidação foi quantificada pela variação da 

absorb©ncia em espectrofot¹metro (ɛ610 = 4,46x104 M-1cm-1) através de 0,3 mL colocados 

em uma placa de 96 poços, sendo considerado um branco para cada amostra com tempo zero 

de reação. 

pH ótimo da atividade de lacases 

Para verificar a influência do pH na atividade enzimática de lacases foi realizada a 

mensuração desta enzima, utilizando ABTS como substrato, conforme exposto acima, porém 

utilizando três diferentes tampões com pHs variando de 2,5 a 8. As análises foram realizadas 

com tampão McIlvaine, acetato de sódio e citrato de sódio. 

Temperatura ótima da atividade de lacases 

Para verificação da temperatura ótima utilizando-se ABTS como já descrito 

anteriormente, sendo avaliadas cinco diferentes temperaturas de análise: 25, 30, 35, 40 e 

45°C. 
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Termoestabilidade da atividade de lacases 

A termoestabilidade de lacases foi avaliada em 20ºC, 30°C, 40°C, 50°C e 60ºC. 

Alíquotas das amostras foram coletadas nos tempos 0, 3, 6, 12, 24, 36 e 48h. A determinação 

da atividade enzimática de lacases foi feita conforme descrito acima, utilizando ABTS. 

Zimograma de lacases 

A determinação da massa molecular das lacases foi realizada por eletroforese em gel 

de poliacrilamida (SDSïPAGE), segundo metodologia descrita por Laemmli (1970) e 

modificada por Camassola et al. (2013). Inicialmente, 50 ɛL foi liofilizado e ressuspendido 

em 30 ɛL de tamp«o amostra. Foi um gel para empilhamento com concentração 4% (m/v) e 

0,05 mL de dodecil sulfato de sódio (SDS) 10%; e um gel para separação com concentração 

12% (m/v) e 0,1 mL SDS 10%. Para isto foi utilizado o sistema Mini-PROTEAN Tetra da 

Bio-Rad®. Para coloração, o SDS foi removido por lavagem do gel em temperatura ambiente 

em solução A (Triton X100® 2,5%) e solução B (tampão acetato de sódio, pH 5,0) por 10 

minutos cada uma. O gel foi transferido para uma placa de vidro e uma camada de ABTS-ágar 

(0,02 g de ABTS, 0,4 g de ágar, 40 mL de água aquecida até dissolver ágar) foi colocada 

sobre o gel. Poucos minutos após, em temperatura ambiente, houve o surgimento de bandas 

com coloração verde. O marcador utilizado foi o Precision Plus ProteinTM Standards da Bio-

Rad® com bandas de 10 a 250 kD. 

 

Análises estatísticas 

Neste trabalho, a partir dos resultados da análise das triplicatas das amostras, foram 

calculadas as médias e os desvios padrões da média. Em alguns casos, também foram 

realizados testes estatísticos de análise de variância (one-way ANOVA) e pós-teste de Tukey, 

como também o teste-t, utilizando nível de probabilidade (P) inferior a 5% (p < 0,05), com o 

auxílio do programa GraphPad Prism. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Coletas 

Foram coletadas e analisadas 123 coleções (Tabela 4), distribuídas nos gêneros: 

Agaricus com 33 coleções, sendo 4 espécies propostas como novas (Cap. 3) e outras 6 em 

processo de identificação; Chlorophyllum com 33 coleções distribuídas em 3 espécies, sendo 

uma nova combinação (Cap. 2); e Macrolepiota com 55 coleções distribuídas em 8 espécies, 

das quais 2 foram propostas como novas e outras 3 em processo de identificação. 

Diversas coletas foram realizadas em áreas urbanas como praças, jardins de canteiros 

de ruas e rurais com predomínio de gramíneas e de locais de pastagens. Do total de coleções 

obtidas 26 foram trazidas por colaboradores de UCs, área urbana e rural o que incrementou 

em muito este trabalho. 

 

4.2. Análises moleculares 

Neste estudo fornecemos 116 novas sequências dos gêneros Agaricus, Chlorophyllum 

e Macrolepiota do Brasil; destas, 47 de ITS, 37 de LSU, 29 de RPB2 e 3 de TEF1. A maior 

parte representa as primeiras sequências dos gêneros de material brasileiro. Maiores detalhes 

de como as sequências estão distribuídas entre as espécies podem ser encontrados nos 

Manuscritos I, II e III. 

 

4.3. Revisão de herbários 

Herbário PACA 

Todo o material dos gêneros Chlorophyllum e Macrolepiota que estava em condições 

razoáveis foi examinado e comparado, quando possível, às nossas coleções. Foram 

confirmadas as espécies de C. molybdites, M. bonaerensis, M. pulchella. Chlorophyllum 

rhacodes estava identificado como M. rhacodes (PACA 20764) e foi corrigido. 

Não foi possível a extração de DNA dos materiais tipo examinados de M. brasiliensis, 

M. pulchella, e M. stercoraria e outros materiais devido às condições do material que datam 

de 1907 a 1940 e provavelmente eram preservados em naftalina o que era habitual nos 

herbários, no século passado. 

O gênero Agaricus não foi revisado devido ao mal estado de conservação do material. 

UFRN-Fungos 



51 

 

 

 

A revisão demonstrou que os gêneros Chlorophyllum e Macrolepiota estavam 

misturados, o que foi corrigido. Foi encontrada e identificada M. pulchella, da qual não havia 

registro para a região Nordeste. 

Uma nova espécie de Macrolepiota foi descrita a partir de coleta e de material do 

Herbário UFRN-Fungos, M. sabulosa (Cap. 1). Também neste herbário Agaricus não foi 

revisado devido ao mal estado de conservação do material. 

ICN 

A revisão confirmou a presença dos gêneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota. 

A comparação do material com nossas coleções possibilitou a identificação das seguintes 

espécies: C. molybdites e Leucoagaricus lilaceus Singer que foi combinado para C. lilaceum 

conforme descrito no Manuscrito II, Capítulo 3 deste trabalho e as coleções de L. lilaceus 

foram corrigidas para C. lilaceum. Também foi confirmada M. bonaerensis e M. pulchella. 

Foram encontradas 2 coleções de Macrolepiota sp1 que estava identificada como M. cf. 

colombiana que estão sendo analisadas, uma vez que confirmamos não se tratarem de M. 

colombiana. As coleções identificadas como M. procera pertencem também a Macrolepiota 

sp1. Foi extraído o DNA das coleções de Macrolepiota sp1, mas não foi possível a extração 

do DNA de C. lilaceum do material deste herbário. 

Na comparação morfológica do material do gênero Agaricus do herbário com nossas 

coleções foi possível identificar A. porphyrizon e A. silvaticus, no entanto não obtivemos 

êxito nas análises moleculares dessas coleções. 

HBEI 

Toda coleção de Agaricaceae estava em péssimo estado de conservação, 

impossibilitando qualquer análise. Apenas uma exsicata foi recuperada: F124 HBEI-026 

citada como Chlorophyllum rhacodes por Alves et al. (2006); no entanto, após análises 

microscópicas do material foi identificado como do gênero Macrolepiota. 

HBC 

As coleções de Agaricaceae também estavam em péssimas condições de conservação 

neste herbário. Algumas exsicatas foram trazidas para análise. Espécies identificadas como L. 

lilaceus e Leucoagaricus sp. foram identificadas e corrigidas para C. lilaceum. Não foi 

possível a extração de DNA do material. 

Adicionalmente foram examinadas duas coleções de C. hortense do Herbário FLOR, 

sendo 
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TABELA 5 ï Espécies identificadas 
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Continuação (2/7) 
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Continuação (3/7) 
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Continuação (4/7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Continua (4/7) 

 

 



56 

 

 

 

Continuação (5/7) 
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Continuação (6/7) 
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Continuação (7/7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda - UC no interior da mata - UCMat ; UC, local antropizado - UCAntr ; Área urbana - AUrb ; e 

Zona rural antropizada ïZRAntr ; Pampa ï PA; Mata Atlântica - MA 
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que de uma delas foi extraído o DNA com sucesso e incluído nas análises moleculares do 

gênero. Outras três coleções do Herbário JBRJ, duas de Chlorophyllum e uma de 

Macrolepiota foram examinadas, sendo uma confirmada com M. pulchella, mas não foi 

possível a extração de DNA para as análises moleculares. 

 

4.4. Análises enzimáticas 

Das coleções que se obteve cultivos, quinze foram selecionados para as análises 

enzimáticas. As linhagens estão mantidas na coleção de microrganismos do Laboratório de 

Enzimas e Biomassas do Instituto de Biotecnologia, Universidade de Caxias do Sul, Brasil. 

Esses quinze isolados foram submetidos a análises quali-quantitativas para seleção das cepas 

mais promissoras nos meios ácido gálico (AG) e corante azul (AC) e comparados com o 

controle P. albidus (88-F) para a produção de fenol-oxidases. Destas, dez apresentaram uma 

relação superior ao controle em AG e onze foram superiores em AC. Pelo cruzamento dos 

valores e pelas características de crescimento dos fungos, quatro foram selecionados para as 

análises qualitativas em cultivo sólido e submerso: Agaricus lacaseus, A. xanthovolvatus, 

Chlorophyllum hortense e Macrolepiota sp4. 

Em relação aos resultados do cultivo sólido, os isolados analisados não se mostraram 

promissores, uma vez que a produção enzimática ficou muito abaixo do controle (P. albidus). 

Já nos resultados relativos ao cultivo submerso um dos isolados, A. lacaseus, produziu 

uma grande quantidade de lacases, sendo pouco mais de duas vezes o valor do controle (357,9 

U.mL-1 em relação ao controle que produziu 159,7 U.mL-1,). Também houve produção de 

outras enzimas em menor quantidade por outros isolados, conforme detalhado no capítulo 4. 

Com a variação de condições nutricionais, de pH e de temperatura essa produção pode ainda 

ser bastante incrementada. Atualmente, poucas espécies são utilizadas como A. blazei (A. 

brasiliensis) e A. subrufescens. Fica assim demonstrado a viabilidade da utilização 

biotecnológica de espécies nativas da família Agaricaceae.  
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