UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BOTANICA
PROPOSTA DE PROJETO DE TESE DE DOUTORADO

Titulo: Macrolepiota, Chlorophyllum e Agaricus (Agaricaceae,Basidiomycota) em areas de
Mata Atlantica e Pampe Contribuicdo ao conhecimento da diversidade e potencial
enzimatico

Doutorando: Eduardo Fazolino Perez
Orientadora: Dra. Rosa Mara Borges da Silveirapddamento de Botanica / UFRGS
Co-orientadora: Dra. Marli Camassadldniversidade de Caxias do Sul (UCS)

1. INTRODUCAO

A familia Agaricaceae(Fr.) Chev. é constituida por macrofungos sapoofitide ampla
distribuicdo mundial, com uma enorme diversidadecaes, formas, tamanhos de basidiomas e
basididsporos. Inclui aproximadamente 85 génerosk (€t al. 2008) formando um grupo
monofilético que abrange desde fungos agaricOidss,cogumelos, como também fungos
secotidides e gasteroides (Moncaleb al. 2002). Sdo decompositores de matéria organica,
encontrados em diferentes substratos, sendo frexueon solo, himus e madeira (Singer, 1986;
Vellinga, 2004). Espécies de alguns géneros sfipagihs como alimento. Cogumelos comestiveis
comumente utilizados na alimentagéo aqui no Brissiym estudados por Furlani e Godoy (2007),
e mostraram ser um alimento com caracteristicas nutricionais excelentes, com alto teor de proteinas
e fibras alimentares, além do baixo teor de lipidios e fonte consideravel de fésforo. Outros, no
entanto, sdo toxicos podendo causar danos a homens e animais (Wrigihh&to, 2002).

A base para classificacdo dos fungos agaricoOidks autros basidiomicetos foi construida por
Fries (1821), utilizando-se principalmente dos cir@s macroscopicos dos basidiomas. Seu
sistema facilitou em muito a identificacdo no camgemdo amplamente utilizado (Kiek al 2008).
Singer (1986) em sua importante obra sobre a fimso da ordem Agaricales baseada em
caracteres morfolégicos aceita quatro tribAgariceat« Pat., Cystodermate: Sing., Lepioteae
Fayod e Leucocoprinea Sing. Trabalhos subsequentes baseados em anatiskulares
suportaram o conceito morfolégico de Singer, cogeedo da tribo Cistodermatae que foi excluida
e a familia Lycoperdaceae foi incluida (Kirk e2801, Moncalvo et al 2002, Velinga et al 2003).
De qualquer modo, relacionamentos dentro de Agasama continuam em grande parte néo
resolvidos, devido a pequena amostragem destaidat@d diversa\elinga et al 200:, estimada
conservadoramente cccerca de 1340 espécies (k et al 2008)

Os estudos em sistematica molecular em Agaricatassformaram radicalmente as
interpretacdes da evolucédo e classificacao do giMpocalvoet al, 2000). A esmagadora maioria
das espécies produz basidiomas com lamelas, mas dadjemos que, evolutivamente, estas
surgiram varias vezes nos Agaricomycetes (Hibkétal 1997). Da mesma forma, segundo
Peintneret al. (2001) varias linhagens estudadas de Gasteronsycegpécies que produzem
esporos num basidioma fechado, evoluiram de fondependente entre os Agaricales e estudos
realizados por Larssoet al (2004) e Bindeet al. (2005) tém mostrado que alguns fungos néo
lamelados, incluindo as formas cifeléides e resmdas, partilham as suas histérias evolutivas com
numerosas linhagens de Agaricales.

1.1 Caracterizacdo dos génercAgaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota (Agaricaceae)

Os génerosAgaricus L., Chlorophyllun Mass. eMacrolepioté Sinc. sdo macorfungos de
grande interesse humano, uma vez séo largamelitadas como alimento, podem ser toxicos ou



ainda Uteis na industria. No BraAgaricus bisport € o principal cogumelo cultivado e também o
mais consumidcAgaricus xanthoderm, Chlorophyllum molybditee Macrolepiota venenattséao
toxicos e provocam problemas gastrointestinais. Alguns wgdizados pela inddstria, quer para
obtencdo de farmacos como o cogumelo do Agaricus brasiliensi: ou como produtores de
enzimas e utilizados em processos industriais audrediacdo de ambientes contaminados.

Membros desses géneros sao predominantemente Gidgsic comumente conhecidos por
cogumelos e se caracterizam-se por apresentareiiobass com habito plutedide, raramente
colibidide ou micendide, com a superficie do pisczamosa, escamulosa, fibrilosa ou glabra.
Margem normalmente lisa. Contexto carnoso. Lamleless, proximas e afastadas da insercédo do
estipite. Trama trabecular ou regular. Basidiosalg@mnte tetrasporados, mas podendo ser
biesporados. Queilocistidios presentes, raramemsenées em algurAgaricus. Pleurocistidios
sempre ausentes. Basididsporos variando de hialeodes, castanhos a marrons, lisos, de parede
espessada, com ou sem poro germinativo visiveloredp muito variada, podendo ser branca,
creme, ocreacea, verde, rosa, castanha ou marstipit&central, carnoso a fibroso, algumas vezes
mais alargado na base, facilmente separavel do.pAleel presente e bem desenvolvido. Volva
geralmente ausente. Fibulas ausentes ou presé&mesntrados em diferentes substratos, sendo
frequentes no solo (terra ou areia), hiumus e rarsay@am madeira, também em estufas, desertos e
campos. Muito comuns em areas urbanizadas ou roadiés pelo homem. Nao apresentam
relacbes micorrizicas com vegetais (Singer, 198&n&ndo um grupo monofilético de fungos
saprofiticos, amplamente distribuidos (Vellingad40

Agaricus L., caracteristicas gerais Agaricus L.: Fr. Emend Karst. é a espécie tipo do género
que caracteriza-se por apresentar basiomas quemnde pequeno a grande; pileo com coloracao
banca, amarelada, cinza a marrom; contexto carta®elas livres, na maioria das vezes afastada
da insercdo do estipete, cor variando de branoaaa@a quando jovem e marrom a morrom escura
nos maduros; estipete central, cilindrico, geratmeom base alargada, anel presente e contexto
carnoso; esporada marrom a marrom escura; baséliasporados; basidiésporos pequenos, com
parede espessada, sem poro germinativo, de calosianha a marrom em KOH; trama da
lamela regular; queilocistidio presente na grandmna e pleurocistidio ausente.

Chlorophyllum Masse, caracteristicas gerai Chlorophyllum molybdite (G. Mey. : Fr.)
Massee. é a espécie tipo do género que caracserigar apresentar basidiomas grandes e carnosos;
pileo convexo a aplanado, com coloracdo bancaraegreecoberto por escamas a partir do disco
central variando de castanho, cinza a marrom; gtmtarnoso; lamelas livres, sempre afastadas da
insercao do estipete, cor variando de branca aecgerando jovem e verde a levemente castanho
nos maduros; estipete central, cilindrico, de médiorto, com base regular a levemente alargada,
superficie lisa e sem bandas coloriodas na superfi@ramente apresentando apresentar volva,;
anel, muitas elaborado, duplo, que na maioria dass/se desprendem ficando soltos no estipete;
esporada verde, branca ou creme; basidios teteakoou biesporados; esporos médios a grandes,
de parede espessada, de coloracdo hialina, verdevemente ocre em KOH, com um poro
germinativo truncado (com uma depressao na pam@é@spbro) e descoberto, as veses sem o poro.
dextrindides, metacromaticos em azul de cresil mgéfilos. A trama lamela é trabecular;
queilocistidos presentes e pleurocistidios ausentes

Macrolepiota Singer, caracteristicas gerais:Macrolepiota procer (Scop.) Sing € a espécie
tipo do género que caracteriza-se por apresentaditdaas grandes e carnosos; pileo convexo a
aplanado e umbonado, com coloragéo banca, crenagrammclaro recoberto por escamulas a partir
do disco central variando de alaranjado, cinza aamg contexto carnoso; lamelas livres, sempre
afastadas da insercdo do estipete, cor variandorateea a creme quando jovem e creme nos
maduros; véu universal himenidermal ou trichoderqued se divide em escamulas grossas a finas
no pileo; estipete central, cilindrico, delgadorggb com base abrutamente alargada, com presenca
de escamulas, muitas vezes visiveis como bandesdas nos espécimes adultos (Vellinga 2003



Vellinga et al., 2003), podendo apresentar volveajumas espécies; anel, muitas vezes elaborado,
duplo, que na maioria das vezes se desprendentddicsoitos no estipete; esporada branca, creme
ou ocreacea; basidios tetrasporados e ou biesgpradporos médios a grandes, de parede
espessada, de coloracéo hialina a levemente ockalgn com um poro germinativo recoberto por
uma capa hialina, dextrindides, metacromaticos eah de cresil e congdfilos. A trama lamela é
trabecular; Queilocistidos presentes e pleurogistigusentes.

1.2. Taxonomia

Os génerosAgaricus L., Chlorophyllun Mass. eMacrolepiot: Sing. pertencem a familia
Agaricacea (Fr.) Chev., ordem Agaricales, subclasse Agaricatigae, classe Agaricomycetes,
subfilo Agaricomycotina, filo Basidiomycota, reifkoingi (Kirk et al.2008).

A familia tem sido foco de varios estudos com dadoteculares (Johnson & Vilgalys 1998;
Vellinga, 2004), tendo a sua circunscricdo e actar@aacdo de alguns géneros, consideravelmente
alteradas (Moncalvet al. 2000, 2002; Vellinga, 2002, 200Velinga et al 2003, Velinga & Yang,
2003; Kerrigaret al. 2006). Vellinga (2004) em trabalho de circunsaida familia Agaricaceae,
concluiu que esta apresenta 10 cladoggaricus Chlorophyllum Macrolepiota
Leucoagaricuh_eucocoprinusLepiota Podaxis LycoperdaceaeChamaemycesTulostomataceae
e Coprinus comatusNo entanto ainda € cedo para uma definicdo nreisiga, sendo imperioso
ampliar os trabalhos de campo e revisfes de cdeg®pecialmente para a regido tropical para
poder aprofundar os estudos moleculares.

1.3. Importancia Ecolégica e Econémica

Os fungos desempenham um papel importante densrectissistemas como decompositores,
mutualistas e/ou agentes patogénicos, mas na maosi casos o potencial individual dos fungos
na natureza é desconhecido. Cabe lembrar tambérapgesentam grande importancia econdmica
como agentes de biocontrole e produtores de qusnpaca o setor industrial (Alexopoulesal.
1996). Também sdo importantes como fonte de alopemuito apreciada na Europa, Asia e
América do Norte. No Brasil, o consumo ainda é orestrito.

Mesmo sendo conhecido o imenso potencial dos fuagiss representantdos géneros em
estudo, as pesquisas tém sido focadas prefereecimna descoberta de processos
biotecnoldgicos, e ligados a gastronomia. Além dtorvnutricional, os cogumelos sdo fonte de
compostos bioativos, utilizados como medicamentode eenzimas lignoliticas com potencial
industrial (Balaet al,2011).

Informacdes relativas a producao de enzimas liioadi por parte dos fungos degradadores de
serrapilheira ainda séo escassas (Durearatl. 1991; Stefferet al. 2000). As principais enzimas
lignoliticas produzidas pelas espécies de Agaramga analisadas sdo manganés peroxidase e
lacases (Hatakka, 2001; Steffen, 2003). Como ex@npemos espécies égaricuse Coprinus
que produzem diferentes tipos de lacases e umaigase funcional e estruturalmente semelhante
a bem conhecida peroxidase de Rabano Silvestlizadd como marcador histoquimico em
microscopia Optica e eletrbnica, e também, comigand em experimentos de imunologia (Morita
et al.1988; Baunsgaarekt al. 1993; Heinzkillet al. 1998).

As fenol oxidases sdo enzimas lignoliticas de @st&# industrial com uma série de aplicagdes,
tais como: branqueamento de polpa de celulosepldeacédo de corantes téxteis, remocédo de
fendis, tratamento de efluentes, degradacédo ddmcldas (que sdo potenciais poluentes do solo),
tratamento de alimentos, oxidagdo de hidrocarbgngtticiclicos aromaticos, e transformacédo de
antibioticos e esteroides. Aselulasestambém apresentam capacidade lignolitica e ja foram
descritas para outros basidiomicetos, sendo egladsa@as na industria téxtil e de detergentes
(Arora & Sharma, 2010).



1.4. Estudos no Brasil e Regiao Sul

Diferentes pesquisadores contribuiram para o camieeto da diversidade de Agaricaceae no
Brasil (Albuquerqueet al. 2006; Heinemann, 199 Heinemann & Meijer, 199 Meijer, 2001,
2006 Pereira, 1982, 1998, 201 2001; Pereira & Putzke, 19¢ Raithelhuber 1987a, 1987b, 1987c;
Rick 1906, 1907, 1920, 1926, 1930, 1937, 1938a8193938c, 1939, 1961; Rother & Silveira,
2009; Singer, 195 Sobestiansky, 2005 e Spielmann & Putzke, 1998)s &studos basearam-se
em coletas esporadicas, inventarios em areas éspsaiu revisdo de espécimes depositados em
herbérios. Para a Mata Atlantica podemos @lguns estudos recentes: para o estado de Sao Paulo
(Capelari e Rosa 200Agaricus abruptibulbus, A. arvensis, A. bisporusc@mpestris, A. lanipes,
A. maskae, A. martineziensis, A. semotus, A. @id/id.. Xanthoderma, Chlorophyllum brunne em
(Gimenes 200" C. pulchellum, Macrolepiota bonaeriense M. Mastoidea para Minas Gerais
(Capelari e Rosa 200C€Agaricus cf. brunneostictus, A. junquitensis, Agrescentulus, A.
parasilvaticus, A. purpurellus, A. silvaticus, Aageri, A. trinitatensis, A. cf. Violaceosquamulssu
para 0 Rio de Janeiro (Albuquerque et al. 20Agaricus subrufescens, A. dulcidu para
Pernambuco (Wartchow et al. 200¢Agaricus aff. parasilvaticus, A. purpurellus, A.
rufoaurantiacu; para o Ceara (Nascimento e Alves 2(Agaricus stijvei, Chlorophyllum horter;se
para o Parana (Meijer 200Agaricus cf.dicystis, A. mediofuscus, A. meijericfAochrascens, A.
parasilvaticus, A. cf. riberaltensis, A. stijvei, ®olvatulus, Macrolepiota aff mastoidea e M.
pulchelle, (Meijer et al. 2007 Chlorophyllum molybdit¢, (Ferreira e Cortez 201:Macrolepiota
colombiani; para o Rio Grande do Sul (Rother e Silveira 20Agaricus porphyrizon, A.
pseudoargentinus, A. aff. silvaticus, A. cf. biicg, Chlorophyllum molybditee Macrolepiota
procera. Para o Pampa, no Brasil: (Alves et al. 20Agaricus endoxanth; na Argentina:
Agaricus abruptibulbus, A. alabamensis, A. angsli@l annae, A. argentinus, A. argyropotamicus,
A. arvensis, A. augustus, A. bisporus, A. brucdhiiprunneolus, A. campestris, A. Cinereus, A.
comtulus, A. devoniensis, A. farinosus, A. fariscvar. gracilis, A. farinosusvar. laevipes, A.
fiardii, A. ficophilus, A. fulveolus, A. heinnemianA. horakii, A. litoralis, A. lividus, A.
luteomaculatus, A. luteotactus, A. martineziensispsecanus, A. pampeanus, A. phaeocyvars
pucatrihnuensis, A. phaleopidotwvar. minimus, A. pilatianus, A. placomyces, A. plagna.
porosporus, A. porphyrizon, A. pseudoargentinus,r@salamellatus, A. santacatalinensis, A.
semotus, A. singeri, A. spegazzinianus, A. suloffus; A. subrufescens, A. subperonatus, A.
valdiviae, A. valdiviaevar. saturatus, A. xanthodermus, A. xanthodermvar. croceus,
Chlorophyllum molybdites, C. rachodes, Macrolepibtanaerensis, M. gracilenta, M. kerare M.
procere (Niveiro & Alberté 2013).

2. JUSTIFICATIVA

Considerando a necessidade da ampliacdo do corgr@oimda micobiota brasileira,
especialmente paros génerosAgaricus, Chlorophyllun e Macrolepiota a possibilidade de
descobrimento de novos tAxons com novos arsenaim&@icos e motivado pelo (a):

- grande diversidade dos fungos agaricéides, eracedpde Agaricaceae, ja evidenciada em
estudos anteriores realizados na Regido Sul,

- escassez de estudos taxonémicos na sendo que em sua maior parte os realizados tiveram
enfoque apenas morfolégico;

- a caréncia de informacdes sobre as espéciesogueeim em regides tropicais e subtropicais,
0 que impossibilita conhecer melhor a filogeniagdapo;

- poucos trabalhos sobre o potencial enzimaticplieadbilidade das espécies ocorrentes na
regiao.

Propomos o estucdcs géneroAgaricus, Chlorophyllun e Macrolepiotaencontradaem areas
de Mata Atlantica e Pampa, através de uma abordag®fologica e bioquimica.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Ampliar o conhecimento sobre a diversidade e dplidade dos génerosAgaricus,
Chlorophyllun e Macrolepiote (AgaricaceaeBasidiomycota) em areas de Mata Atlantica e Pampa,
através da avaliacdo de dados morfologicos e bitgos.

3.2. Objetivos especificos
- Conhecer as espécidos géneroAgaricus, Chlorophyllun e Macrolepiot: presentes nem areas
de Mata Atlantica e Pampa;
- Descrever novas espécies para a ciéncia e negsros paras areas estudadas;
- Elaborar descricdes, ilustracdes e chaves pardifidacdo das espécies encontradas;
- Verificar a distribuicdo das espécies encontradas
- Utilizar caracteres morfolégicos e, quando padsiwnoleculares para a identificacdo das espécies
encontradas na area de estudo;
- Avaliar qualitativamente a atividade de fenoldases e celulases produzidas por espécies de
Agaricaceae; e
- Analisar quantitativamente a producdo de fenadlases e celulases em cultivos de micélio, em
estado solido e submersos, de espécies selecionadas

4. METODOLOGIA

4.1. Excursoes e coletas

Os espécimedos géneroAgaricus, Chlorophyllun e Macrolepiote (Agaricaceae, Agaricales,
Basidiomycota) serdo coletados em diferentes lbadés do Brasil, abrangendo areas de Mata
Atlantica com Floresta Ombroéfila Densa e Florestab@fila Mista e do Pampaercorrendo areas
bem conservadas em Unidades de Conservacéo. Agdie€ee coletas para as areas que as exigirem
serdo encaminhadas junto aos 6rgdos competentes.

No momento da coleta, os basidiomas serdo fotatpafae anotados dados referentes ao
ambiente e substrato. Os espécimes serdo remaodalssibstrato com auxilio de faca ou pa de
jardinagem e logo em seguida acomodados em rempi@mdividuais ou caixas compartimentadas
para evitar a mistura dos esporos de diferenten@aees.

4.2. Estudo morfoldgico

4.2.1. Analise macroscopica

O material coletado passara por uma analise mapimsca olho nu e com auxilio de um
microscopio estereoscopico, logo apds o términocdéetas e antes do processo de desidratagao,
para que ndo sejam perdidas caracteristicas inmpestgpara a identificagdo. Fichas de andlise
macroscopica serdo especialmente confeccionada®pdinngos deste grupo. Fotos e/ou esquemas
dos basidiomas serao incluidos. A nomenclatura ®duokgia utilizadas seguirdo a proposta de
Largent (1977).

4.2.2. Analise microscopica

Para analise microscopica, serdo realizados amaesiais no basidioma, utilizando laminas de
aco. Os cortes serdo montados em solucdo agudsdrdgido de potassio a 5% (KOH), corante
vermelho congo a 2, azul de cresil a 2% e reagente de Melzer. Pada espécime, sera
preenchida uma ficha de analise microscopica, cepago para observacdes da morfologia e
anotacdo das medi¢cdes das microestruturas, espenial elaborada para fungos dessa familia.
Serdo feitas medi¢cdes (minimo de 25 para cada eteine ilustracdes e ou fotografias das
microestruturas, férteis e estéreis, como basidiasjdidsporos, cistidios, hifas da trama e
superficie pilear (pileipelis), com o auxilio deaimcular micrometrada e camara clara acoplada ao



microscépio oOptico. A nomenclatura das microestagusera baseada na obra de Largerdl.
(1986).

4.3. ldentificacdo do material

Para a identificacdo do material sera utilizaddidmbafia especializada, principalmente os
trabalhos de Bon (1981), Breitenbach & Kranzlin98Q Candusso & Lanzoni (1990), Cappelli
(1984), Dennis (1952, 1961, 1970), Heinemann (19886, 1990, 1993), Pegler (1972, 1977,
1983, 1986, 1997), Rick (1961), Singer (1986), 8in§ Digilio (1951), Vellinga (2001), Wasser
(1993) e Wright & Albert6 (2002).

4.4. Revisado de Herbarios

Serdo feitas revisdes de colecbes de herbarioonasi e internacionais que possuirem
exsicatas da familia em questdo, a fim de incresmemtlista das espécies ocorrenna Mata
Atlantica e Pampa, esclarecer possiveis duavidasntaricas e confirmar a identificacdo das
espécies.

4.5. Conservagéao dos basidiomas

Todo material, apos ter sido analisado e identificaera incorporado ao acervo do Herbario
do Instituto de Biociéncias da Universidade Fedel@lRio Grande do Sul (ICN) e, quando
possivel, duplicatas serdo enviadas a outros hesh#cionais e internacionais indexados.

4.6. Obtencéo de cultivos

A partir do material coletado serdo obtidos cukipolisp6ricos. Em laboratério, os basidiomas
serdo colocados em camara umida para a obtengéspdeada. Os esporos serao transferidos para
placas de Petri com meio Agar Extrato de Malte (ABgar 20,0g; extrato de malte 12,5g e agua
destilada 1000 mL; esterilizado em autoclave @21 1-1,5 atm, durante 20 minutos). As placas
serdo incubadas a 5, no escuro, até o desenvolvimento do micéliotécemepicadas para tubos
de ensaio com meio AEM. Estes tubos permanecerésstifa até o desenvolvimento do micélio e
depois, serdo conservados em geladeifdCapéra utilizacdo nas analises quimicas.

Também poderdo ser obtidos cultivos a partir dedlmasas frescos. Neste caso, serdo extrai-
dos pequenos fragmentos do contexto ou da zonamatas. Estes fragmentos serdo colocados em
placas de Petri com meio AEM. Os demais procediosesdio realizados da mesma forma como foi
descrito anteriormente para os cultivos polisp&i&era dada preferéncia a obtencéo dos cultivos a
partir da esporada porque a probabilidade de congmdo € menor.

4.7. Estudo Bioquimico

4.7.1. Andlise qualitativa de enzimas

Para a analise qualitativa, as linhagens isolagl@® sepicadas em placas de Petri com meio de
cultivo suplementado com &cido galico e meio supl#ado com o corantBeactive Blue220
(fenol oxidases) e meio celulose (celulases). (ades serdo mantidos a 28°C + 1°C e
acompanhados por 7 dias comecando no 2° dia. Beedvada a progresséo do halo e a intensidade
da cor, através do aparecimento de uma zona abadrao redor da coldnia, que indica a
oxidacdo do &cido galico e, consequentemente, semga de fenol oxidases. No mé&teactive
Blue 220 sera avaliado o halo de degradacdo de coeap#ea celulases, sera avaliado o halo de
degradacgédo da celulose. O procedimento sera réaleza triplicata, em duas placas. Com os dados
obtidos diariamente das medidas do halo e da @Karé calculada a relacéo halo/col6nia.

4.7.2. Producao de celulases e fenol oxidases ertivo submerso
Frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL d@ rpara producdo de celulases
(Camassola & Dillon, 2009) e do meio para produdaofenol oxidases em cultivo submerso



(Bettinet al, 2009), serdo inoculados com um disco de 1,5emi&metro de micélio das espécies
a serem avaliadas. Os frascos serdo mantidos stalgdagreciproca de 180 rpm, a 28°C, sendo
realizadas coletas de amostras a cada 3 dias.g@sragntos serdo realizados durante 15 dias. As
amostras serdo centrifugadas, sendo que do sohrdraderdo determinadas as atividades
enzimaticas.

4.7.3. Produgéo de celulases e fenol oxidases ertivol solido

Os experimentos em meio soOlido seréo realizadosamos de polipropileno de 1L, contendo
25g de substrato com umidade ajustada para 66 a@0%eio sera formulado com 94% serragem,
5% farelo de trigo e 1% CaG@ autoclavados a 121°C por 2 horas (Silva, 2004j)ndulo
consistira de um disco de 1,5 cm de didametro dasapl de Petri dos diferentes isolados e da
linhagem dePleurotus pulmonariu$®S-2001, que sera utilizada como referéncia. Qiersera
mantido em estufa a 25°C + 3°C. As amostras seofgtadas no 4° 8° 12° e 16° dias. Na
sequéncia, sera realizada a extracdo enzimatiocazaddo obtido utilizado para as determinacdes
enzimaticas de proteinas sollveis.

4.7.4. Obtencéo do extrato enzimético de cultivo®kdos

O conteudo sera homogeneizado manualmente e 2&8g saspensas em 50 mL de agua
destilada a 4°C, agitadas por 30 minutos a 160rppds, os sélidos serdo removidos por
centrifugacdo 4000 rpm durante 30 minutos. O exteaizimatico obtido sera utilizado para as
determinacdes enziméaticas e de proteinas soluveis.

4.7.5. Andlise dos Dados

Todas as andlises espectrofotométricas serdo aedatizem espectrofotdmetro Molecular
Devices, modelo Spectra Max 190. O pH de cada amastrd determinado em um pH-metro
PHTEK modelo PHS-3B. As proteinas solUveis presents amostras serdo determinadas pela
quantificacdo do complexo azul resultante da ligadgs proteinas do extrato enzimético ao corante
Comassie Brilliant BlugG-250, de acordo com Bradford (1976). A misturacienal ira conter:
0,5mL do reagente de Bradford e 1 mL de extratonektico devidamente diluido. As amostras
serdo agitadas e apos 10 minutos sera realizagltuealem espectrofotdbmetro a 595 nm, em uma
placa de 96 pocos. As concentracdes de proteinas teerdo estimadas correlacionando a
absorbancia das amostras a uma curva padrao deogtezgontos, com concentracdes de albumina
bovina variando entre 2 e 70 mg.L-1 .

4.7.6. Determinagdes enzimaticas

Todas as atividades enzimaticas serdo expressasniglades internacionais por grama de
massa seca (U.g-1), para o cultivo sélido e emaddsd internacionais por mL (U.mL-1), para
cultivo liquido. Seréao definidas como a quantidddesnzima que libera um pmol do produto por
mL, por minuto (U = pumol.min-1).

4.7.6.1.Fenol oxidases

A atividade de lacases sera determinada, segundizitfen & Wilson (1982), através da
quantificacdo do produto da oxidacdo do 2,2’-atiigg§3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato), ABTS,
utilizado como substrato.

A determinacdo da atividade de manganés peroxidasasealizada de acordo com o método
proposto por Kuwaharet al. (1984).

A atividade especifica de fenol oxidases dos erpartos serd calculada utilizando a seguinte
formula: AE Fenol Oxidases = U / [PS] Onde: AE Hedridases = atividade especifica de lacases



ou fenol oxidases (U.mg-1) e U = unidades enzimtide lacases (U.mL-1) ou (U.g-1)[PS] =
concentracao de proteinas soluveis (mg.L-1).

Os resultados serdo expressos em unidades enzamdtclacases ou manganés peroxidases
produzidas por mg de proteinas sollveis totais ¢lin

4.7.6.2. Enzimas do complexo celulases

Para a dosagem de celulases totais sera utilizadalse de atividade enzimatica sobre papel
filtro (FPA), conforme Mandelst al. (1976).

As atividades sobre papel filtro presentes nas aasserdo determinadas através de curva de
calibracdo construida com solucdes de glicose enpda citrato de sodio 0,05M pH 4,8 com
concentracbes de 0, 0,2, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 my.mar meio de regressdo linear, utilizando o
programa Microsoft Office Excel 2007.

As unidades de FPA serdao assumidas como a quamtttaenzima capaz de liberar 1uM de
acucar redutor por minuto (Miller, 1959).

Determinacdo de endoglicanases

A determinacdo da atividade de endoglicanases reatzada segundo Ghose (1987) com
modificagOes, empregando-se carboxi metil celulose como substraéio leitura, em
espectrofotdmetro, e a determinacédo da atividadendeglicanases procederam-se tal como para
FPA. As unidades de endoglicanases foram assunoimla® a quantidade de enzima capaz de
liberar 1uM de acucar redutor por minuto (Mille®59).

Determinacdo dg-glicosidases

Para a determinacéo da atividadgdagicosidases serdo utilizados dois substratogisalep-
nitrofenil-p-D-glicopiranosideo NPG). Para o primeiro, sera empregada a metodoltegarita
por Chahal (1985) com adaptacdes. A determinacatiddade sera realizada tal como para FPA.
As unidades d@-glicosidases foram assumidas como a quantidaéezima capaz de liberar 1uM
de acucar redutor por minuto (Miller, 1959). A detmmacao da atividade deglicosidases também
sera realizada empregando-se a metodologia adageadzaroitet al (2008). Uma unidade de
atividade deB-glicosidase utilizando-se como substrataN#*G foi definida como a quantidade de
enzima requerida para a hidrolise gélde p-nitrofenol por minuto.

4.7.7. Andlises estatisticas
Neste trabalho, os testes estatisticos serdo adalizpela analise de variancia (one-way
ANOVA) e pos-teste de Tukey, utilizando nivel delmbilidade (P) inferior a 5% (p < 0,05).

5. RESULTADOS ESPERADOS
- Confirmar as espécidos géneroAgaricus, Chlorophyllun e Macrolepiote (Agaricaceae)
presentes na Mata Atlantica e Pampa,
- Acrescentar novas espécies para a ciéncia e megs$ros para as regides estudas;
- Fornecer chaves dicotdmicas, descri¢des e i@sapara identificacdo das espécies encontradas;
- Detectar e quantificar a producéo de fenol oxadas celulases pelas espécies de Agaricaceae
encontradas.

6. CRONOGRAMA
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Revisao bibliografic X X X X X X X X
Obtencéo dos créditos do P X X X X
Proficiéncia em lingua estrange X
Revisao de herbari X X X X X




Coleta de materi X X X X

Obtencao de cultiv X X X X

Analise morfolégic X X X X X X

Andlise bioguimica / enzim X X

Analise dos dadt X X X X
Discusséao dos resultac X X X
Exame de qualificaci X
Elaboracéo dos artig X X X
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