Reagentes para determinacao de macrofungos

Aplicacao

Amanita

Reagente de Melzer: esporos amildides subgénero Lepidella

KOH: reaccao amarela no chapéu

Hygrophorus
KOH: reac¢ao amarela no chapéu

Humidicutis
KOH: descora o chapéu

Laccaria
Floxina B: medicao dos esporos

Tricholomataceae
Reagente de Henry: rosa a lilas, ou verde
Floxina B: coloragdo dos esporos

Tricholomatae (Tricholoma, Tricholomopsis)
Sulfoformol: reacgdo positiva verde

Tricholoma
Azul de cresilo: metacromatismo dos basidios.

Clitocybe
Guaiaco: as espécies toxicas do grupo de C dealbata dao
reacgdo positiva.

Clitocybe s.l1. e Lepista
Azul de anilina: esporos

Melanoleuca
Azul de cresilo: metacromatismo das paredes dos
cistideos.

Marasmius, Crinipellis, Cystoderma

Reagente de Melzer: trama dextrinéide nalgumas espécies
de Marasmius e Crinipellis.

KOH (ou NaOH) diluido a 3-5%: dermatocistos de
Crinipellis acinzentados, hifas da cuticula (ou antes, véu)
castanho-avermelhadas nalguns Cystoderma.

Lyophylloideue (Lyophyllum, Tephrocybe, Calocybe, Hypsizygus,
Termitomyces, Asterophora,Rugosomyces)
Granulacgao siderofila dos basidios com carmim acético

Mycena

Reagente de Melzer: esporos amiléides nalguns grupos;
trama dextrinéide.

Lugol: carne vinescente na maior parte dos casos

Azul de cresilo: metacromatismo das hifas do pé de
algumas espécies

Xeromphalina
KOH: trama castanho avermelhado em algumas espécies

Lepioteue (Melanophyllum, Cystolepiota, Echinoderma, Lepiota)
Reagente de Melzer: enddsporo dextrindide

Leucocoprineue (Chlorophyllum, Sericeomyces, Leucoagaricus,
Leucocoprinus, Macrolepiota, Cystolepiota)

Azul de cresilo (Cresyl Blue): endésporo com
metacromatismo vermelho violaceo

Leucoagaricus
NH,: esverdeado nalgumas espécies (laminas)

Agaricus

Oleo de anilina (+HNO, diluido da reaccao de
Schaeffer): s6é um dos grupos cora de amarelo a laranja
Reagente de Henry: discriminagéo entre espécies cuja
trama muda para amarelo

Strophariaceae (mas também algumas Panaeoleae)

NH, (também KOH), ou com azul de cresilo (Cresyl
Blue) lactico: crisocistideos (respectivamente, reaccio
amarela ou azul dos corpos internos).

Bolbitiaceae
NH,: amarelo dourado ou olividceo nalgumas espécies;
esporos escurecem

Agrocybe
Azul de cresilo: metacromatismo da trama nalgumas
espécies.

Cortinariaceae
Azul de cresilo: metacromatismo de certos gleocistideos
AgNO;: coloracdo negra

Cortinarius

KOH ou NaOH a 20%: vermelho a castanho muito
escuro no subgénero Cortinarius.

Estes mesmos reagentes (ou NH,), e lugol: outras
reacgdes diagnosticantes das sec¢des do subgénero
Phlegmacium, e ainda em Dermocybe e Telamonia.

KOH a 2-5%: contrastacao das ornamentagoes dos
esporos

Reagente de Melzer: reacgdo dextrindide em espécies de
Telamonia.

Sulfovanilina: cistideos laranja-acastanhado (sobre fundo
rosa) em algumas espécies (v. reagentes semelhantes)
FeCl, detecta a presenca de orelanina (mancha escura
com auréola roxa)

HCl a 37% cora alguns elementos terminais de vermelho
ou verde

Reagente de Henry: reacgdo positiva rosado ou tijolo
nalgumas espécies.

Guaiaco: reaccdo vermelho a grena

Agua de anilina

Fenoanilina: intensidade e cor (rosa, violeta...)

Inocybe
FeCl, a 20%: cores verdes no chapéu e nas laminas

Hebeloma e Galerina
Reagente de Melzer: esporos dextrindides em varias sp.

Chroogomphus
Reagente de Melzer: hifas




Paxillaceae
NH;: rosa ou roxo em algumas espécies

Boletaceae
Reagente de Melzer: endésporo dextrindide, trama do pé

amiloide nalguns Boletus (incubar a trama dissociada 3' no corante,
enxaguar e lavar 2x com hidrato de cloral e observar a lupa; a reacgdo
positiva é violeta-azulado, se mais fraca azul acinzentado, a negativa é
amarelo, esverdeado ou pardo)

Reagente de Henry: reacc¢do azul a violeta.

NH,: rosa ou roxo nalgumas espécies (ver Xerocomus)

Leccinum

FeSO,: coloragdo da carne do chapéu para verde-escuro,
amarelo, cinzento, etc.

Formaldeido: cora nalgumas espécies

KOH: conversao do azul-turqueza na base do pé quando
exposto em amarelo * esverdeado

Xerocomus s.1. e Phylloporus

FeSO,: nalgumas espécies, coloragdo verde-escuro no
contexto da base do pé e na superficie do chapéu.
NH,: no grupo Subtomentosus e em Phylloporus, reaccdao
azul-esverdeada no chapéu (vapores sdo suficientes;
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indispensavel exemplares frescos; pode ficar
avermelhada)

Russulaceae

Reagente de Melzer: ornamentagdes dos esporos
Fenoanilina: reacc¢do castanho a preto

Formaldeido: cora nalgumas espécies

Sulfovanilina ou sulfobenzaldeido: coloracdo azul ou
negra de pseudocistideos e macrocistideos

Russula

FeSO,: tons de verde ou de rosa-laranja, nalguns casos
cinzento ou sem cor.

NH,: carmim nas laminas de R. sardonia

Fenol: tons de carmim ou castanho

Sulfovanilina: tom de groselha preta na subseccao
Olivaceineae (secgao Alutaceae). Reacgdes microscépicas
(que podem ser com outros reagentes semelhantes) de
hifas lacticiferas, dermatocistideos, pseudocistideos, e
algumas hifas oleiferas.

Agua de anilina: reaccdo amarela.

Tintura de guaiaco: reaccdo verde azulada, azul a roxo
no pé.

1-naftol: anil escuro a roxo em material fresco

Fucsina carbdlica/acida (e lavagem no solvente):
coloracdo dos granulos dos dermatocistideos e hifas de
Melzer.

Hydnaceae
KOH: cor verde-azulada

Clavaria
Agua de anilina.

Poliporéides

Hifas generativas: vermelho de Congo para as paredes
(hifas de ligacao negativas), azul de anilina para o
citoplasma; hifas esqueléticas: alguns casos de reacgdes
amiléides, dextrinéides (lugol) ou ciandfilas (azul de
anilina), vermelho de Congo para as paredes.

Ascomycetes
Lugol e Reagente de Melzer: reac¢bes do ascos e das
paréfises

Formulario

Sem precisarem de preparacio especial

ou 3 gotas de H,50, diluido (facilita a dissolugdo e previne a oxidagao).

Nota: todos os desta secgdo tém fumos muito agressivos e causam queimaduras graves, proteger

respiragao.

I\H—I3 (ou NH4OH) a25% (Leucoagaricus, Strophariaceae, Paxillaceae, Boletaceae, Bolbitiaceae,

Cortinarius, Xerocomus, Russula)

HCl a 37% (Cortinarius), HNO,; a 65%, H,SO, a 95-98% — preparagdo de reagentes
Formaldeido a 40% (= sol. férmica, formalina, formol, metanal; Leccinum, Lactarius,

Russulu)

PeSO4 a 10% (Russula, Lactarius, Leccinum, Xerocomus)

10 mL: 1 g FeSO,.7H,O ou (mais estavel) FeSO,.(NH,),SO, + quase 10 mL 4dgua + 2

FeCl, em HCI 0,5 N (Inocybe, Cortinarius)

10 mL: 410 pL HCl a 37% (ou 5 mL a 1 N) para 10 mL com dgua, dissolver 2 g (20%)
ou 300 mg (3%) FeCl;.6H,O.

Reagente de Melzer (Amanita, Marasmius, Crinipellis, Mycena, Lepioteae, Chroogomphus,
Boletaceae. Cortinarius, Hebeloma, Galerina, Ascomycota, Russulaceae)

Para 15 mL final: stock de solugdo iodada com 0,125 g I, + 0,375 g KI + 7,5 mL 4gua.
Misturé-la 1:1 com hidrato de cloral 8 medida das necessidades, sem deixar

envelhecer mais que 1 més. Para evitar deterioracdo do reagente, tem de ser mantido
num recipiente de vidro e protegido da luz. Colora¢do amiléide e dextrinéide:
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misturar na ldmina de microscépio, com os esporos, 1 gota da solugdo iodada com 1
gota de hidrato de cloral, deixar reagir durante alguns minutos (pode ajudar
adicionar-se 1 gota de HCI concentrado), remover liquido em excesso e cobrir com a
lamela. Ha quem prefira a visualizagdo macroscépica, na margem duma massa de
esporos posta em contacto com o reagente.

Lugol (Mycena, Cortinarius, Ascomycetes, poliporéides)

15mlL: 0,1 g I, + 0,2 g KI + 15 mL agua, conservar em frasco escuro.

A reaccao hemiamil6ide (vermelho, que passa a azul se for feito prétratamento com KOH diluido) é atil
em Ascomycota, e em liquenes: Helotiales, Pyrenomycetes, alguns Pezizales v.

http:/ /www.gbif-mycology.de/HostedSites/Baral /IodineReaction.htm

KOH a 30 - 40% (Amanita, Cortinarius, Crinipellis, Cystoderma, Xeromphalina, Panaeolus,
Humidicutis, Hygrophorus, Russula, Strophariaceae, Hydnaceae)

10 mL: 4 g + pelo menos 8 mL de agua. Dissolve facilmente, mas cuidado, é
exotérmico.

Usar diluido a metade para as cortinariaceas (muito importante, porque sendo nao
se evidenciam as nuances de cor, que sdo diagnosticantes), e a perto de 1/10 para a
cuticula de Crinipellis e Cystoderma, assim como os esporos doutras cortinaridceas.
Uma gota descora o chapéu em Humidicutis, cora em certos Hygrophorus e
Hydnaceae.

Usar a 2-3% para re-hidratar espécimes de herbario, sendo necessério enxaguar
antes de proceder as colorac¢des. Este tratamento evidencia crisocistideos (amarelo)
nas Strophariaceae e parte de Panaeolus, e mostra as partes gelatinizadas com um
tom prateado.

NaOH a 30 - 40% (como KOH)

10 mL: 4 g + pelo menos 8 mL de 4gua. E necessario agitador magnético e algum
tempo para completar a dissolucao; é exotérmico.

Usar diluido em diversas situagdes (v. KOH)

Azul de cresilo/toluidina (Mycena, Leucocoprineae, Tricholoma, Melanoleuca, Strophariaceae,
Agrocybe, Cortinariaceae)

20 mL: 50-100 mg azul de toluidina em agua (100-200 mg no caso do azul de
cresilo). O stock de azul de metileno é a 2% em etanol 70%, e a solugdo de trabalho
prepara-se juntando, por cada 3 mL do stock, 10 mL de agua e 100 pL de KOH a 1%.
O azul de toluidina talvez dé melhor resolugdo que o de cresilo para visualizar
reac¢des metacromaticas.

Sulfo(cloro)vanilina/sulfobenzaldeido/sulfoformol (Russulales, Cortinarius, Tricholomateae)
Todos os casos: preparar q. b. para cada dia.
Sulfovanilina: dissolver 1 g de vanilina pura em acido sulftrico diluido (8 mL

dissolvidos em 3 mL de dgua H,50, a 70%; versao alternativa: 4 + 2 mL, isto é 65%),
coloracao tipica violeta (especifico; restantes células carmim).

Sulfobenzaldeido: misturar 5 mL de acido sulftrico concentrado em 1,5 mL de 4gua
e juntar 4 mL de benzaldeido, coloracdo castanho-negro. Ou: 1/1 com H,SO,

60-70%.

Clorovanilina: idem, mas usando acido cloridrico diluido (4 mL da solucdo a 37% em
2 mL de 4gua, dando HCl a 25%), coloragdo vermelha.

Sulfoformol: formaldeido a 40% e H,SO, a 60 - 70% em partes iguais, coloracao
castanha em Russulales, lilas em Cortinarius, verde em Tricholomatae.

Azul de anilina a 0,1% (reaccio cianéfila das paredes dos esporos e/ou das hifas; Clitocybe s.l.,
Lepista, poliporéides)

10 mL: 10 mg azul de anilina (Gurr) soltvel (Acid blue 22, colour index 42755, CAS
28631-66-5; Panreac 253708, Fisher Scientific 10556592) + 10 mL de acido lactico
concentrado (~ 85%). Alternativamente, 15 mg em 9 mL. Dissolve devagar, requer
pipetagem. Reaccdo: Fervura durante alguns segundos acelera a reacgdo, enquanto a
frio deixa-se durante varias horas ou mesmo dias. Uma variagdo deste corante é o
lactofenol, disponivel comercialmente (Merck 113741, Fluka 61335), ou podendo ser
preparado com 5 g fenol + 5 g acido lactico + 10 g glicerol + 10 mg azul de anilina
(concentracao final 0,05%); ou, seguindo outra férmula: 4 g fenol + 4 g acido lactico +
8 g glicerol + 4 mL 4dgua + 100 mg azul de metilo (concentracéo final 0,5%).
Adicionar os reagentes pela ordem indicada.

Floxina B a 1% (Laccaria, Tricholomataceae, corante intracelular geral)

3 mL: 30 mg + 3 mL de aménia diluida (~ 2%).

Vermelho de Congo a 1% (corante das paredes)
50 mL: 0,5 g em dgua. Ver outras formula¢des em Microscopia.zip

Eritrosina
Util para evidenciar o epispdrio em coprinéides, e citoplasma em geral.

Fenol a 2 - 3% (Russula)
40mL: 0,8 - 1,2 g + 40 mL de agua. Indispensavel guardar em frasco escuro.

Carmim acético (reacgio siderofilica, Lyophylloideae)

Versdo simples: em vidro de relégio contendo solugdo férrica (FeCl,-6H,0O a 5%, ou
Sulfato de amonio e ferro a 3%, em solvente contendo sulfato de amoénio a 3%, acido
acético glacial a 1% e H,SO, diluido a 1/1000), ferver o material 1'; transferir para
vidro de relégio 2 mL de carmim acético (1:1 da solucdo aquosa saturada com acido
acético glacial) e ferver também 1'; montar em algumas gotas de hidrato de cloral



http://www.gbif-mycology.de/HostedSites/Baral/IodineReaction.htm
http://materiais.dbio.uevora.pt/ectoiberica/GUME/Microscopia.zip
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diluido a 50%.

Versdo de Clemencon: enxugar a amostra e colocar num tubo de vidro em solucao
mordente (1 hora a 2 dias); enxugar de novo, transferir para tubo Eppendorf furado
na tampa com 300 pL carmim acético; ferver 5'; esvaziar para papel absorvente, fazer
esfregaco em hidrato de cloral.

Solugdo mordente: 1 volume FeCl, 10% em acido acético 50% + 1 vol. acetato de
Cobre 10% em acido acético 50% + 1 vol. acido picrico saturado em dgua + 1 vol.
formaldeido saturado; misturar, e depois juntar 1/5 vol. acetato de chumbo em
acido acético 50%, gota a gota.

Carmim acético: 1-1,5% (w/v) em acido acético 50%, ferver 2-3h, deixar a dissolver
durante 1 noite, e filtrar.

Reagente de Henry (Agaricus, Cortinarius, Tricholomataceae)

Aproximadamente 15 mL: 2 g de T1,O + 4 mL HCI concentrado + 1 mL de HNOj;;
depois de dissolvido, adicionar 1 g NaHCQO,, deixar passar a efervescéncia e juntar
10 mL de dgua. Deixar assentar 3-4 dias antes de comegar a usar. Aplicam-se 1 ou 2
gotas sobre a cuticula e espera-se o desenvolvimento da cor durante 1 a 2' (muita
precaucgdo com este reagente, é muito venenoso).

Tintura de guaiuco (Cortinarius, Russula, Clitocybe)

Resina de guaiaco saturada (20%) em etanol a 70%. - cerca de 1 g em 6 mL,
preparada de fresco v. tb. 1-naftol e d4gua de anilina).

Guaiacol (5% em etanol a 96% (Fluka 50880)), protegendo da luz. Ndo parece ser a
mesma coisa.

1-naftol a 5% (Russula)
2mL: 0,1 gem 2 mL de etanol absoluto.

Agua de anilina (Cortinarius, Clavaria, Russula)
Solugdo aquosa saturada, reac¢ao positiva para amarelo.

Fenoanilina (Cortinarius, Russulaceae)

Para 10 mL de fenol a 3%, adicionar 450 pL acido sulftirico concentrado, e finalmente
360 pL anilina (fenilamina, aminobenzeno). Reac¢des dentro de 20 minutos sdo
positivas.

Suddo III a 0,1%
Pode dissolver-se em acido lactico ou em hidrato de cloral a 50%. Alternativamente,
usar uma solucao saturada em etanol.

Fucsina carbdlica (Russula)
Dissolver (concentragdo?) em HCl a 10%.

AgNO; a 10% (Cortinarius)
10 mL: 1 g + 10 mL agua. Indispensavel guardar em frasco escuro.

H,SO, diluido (3:4 com dgua, aprox. 55%)
14 mL: 6 mL de agua + 8 mL de acido sulftrico concentrado (estritamente nesta
ordem!). A mistura aquece muito e deve ser preparada com cuidado e numa hotte.

Hidrato de cloral
Para 15 g do sélido deve fazer-se uma solugdo com 7,5 mL de agua (o sélido é muito
deliquescente).

Outros reagentes
Benzidina (1% em etanol absoluto)
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