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RESUMO

Agaricus Chlorophyllum e Macrolepiota(AgaricaceagBasidiomycota em areas de
Mata Atlantica e Pampa: Contribuicdo ao conhetnento de sua diversidade e potencial

enzimatico

A familia Agaricaceae(Fr.) Chev.é constituida pomacro fungos saprofiticos de
ampla distrilmicdo mundial, a qual abriga os génerdgaricus Chlorophyllum e
Macrolepiota O presente estudo ampliou o ceaimento de suas diversidades e potencial
enzimatico para as areas de Mata Atlantica e do PaRgram obtida 123 espécimes,
distribuidas nodrés géneros, sendo: 10 novas espécieAgieicus (A. xanthovolvatusA.
lacaseusA. reactivus A. hirsutus Agaricusspl, Agaricussp2, Agaricussp3,Agaricussp4,
Agaricussp5 eAgaricussp6); um primeiro registro paxaBrasil (A. tollocanensiy e dus
espécies ja conhecidds\,. porphyrizore A. silvaticug; cinco novas espécies Macrolepiota
(M. cianolamelata, M. sabulosaMacrolepiotaspl, Macrolepiotasp2 eMacrolepiotasp3),
além de trés espécies conhecidds ljonaerensisM. kerandie M. pulchdla); trés espécies
de Chlorophyllum(C. hortense C. molybditese C. lilaceun) e uma nova combinacédo de
Leucagaricus lilaceus Foramgeradas 116 novas sequéncias para os trés géneros, 47 de
nriTS, 37 de nrLSU, 29 de bR e trés de tefl. A maior partegesenta as primeiras
sequéncias dos géneros de material brasilélm. estudo enzimético quajuantitativo e
guantitativo foi realizado para identificacdo de lacases, peroxidases totais e manganés
peroxidases em 15 isolos obtidos durante o estudAgaicus lacaseuse destacou na
producéo de lacases em cultivo submerso com producédo de 357,9, dupkrando emais
que o dobro a do controlBJeurotus albidug88-F), evidenciando o potencial enzimatico de

espécies natas brasileiras.

Palavraschave Taxonomia, Agaricaceae, analises filogenéticas moleculares, analises

enzimaticas, 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 matuagi distributed
worldwide, with more than 85 genera and 1,340 species. This work studied the genera
Agaricus, ChloophyllumandMacrolepiotain areasof Atlantic Forest and Pampa, increasing
the knowledge of its diversity and enzymatic potential. A total of §@8cimens were
obtained distributed in the three genera, beid®. new species ofAgaricus (A.
xanthovolvatusA. lacaseusA. reactivus A. hirsuus, Agaricusspl, Agaricussp2,Agaricus
sp3,Agaricussp4,Agaricussp5 andAgaricussp6); a first record foBrazil (A. tollocanensis
and two species already knowr. (porphyrizonand A. silvaticug; five new speas of
Macrolepiota (M. cianolamelléa, M. sabulosa Macrolepiota spl, Macrolepiota sp2 and
Macrolepiotasp3), in addition to three known specids. ponaerensisM. kerandiand M.
pulchelld; three species dhlorophyllum(C. hortense C. molybditesandC. lilaceum), and
a new combinatiof Leucoagaricus lilaceusl16 new sequences were generated among the
three genera, 47 for nriTS, 37 for nrLSRY for rpb2 and 3 for tefl. Most of them represent
the first sequences for Brazilian collections of theseage®\ qualitativequantitative and
guantitative enzymatic study was carried out to identify laccases, total peroxidases, and
manganese peroxidases 15 isolates achieved during the studygaricus lacaseuswas
observed producing laccases in submergedureulwith production of 357.9 U.mL,
surpassing the controPleurotus albidusby more than twice (8&), highlighting the

enzymatic potential ofative Brazilian species.

Keywords: Taxonomy, Agaricaceag¢ molecular phylogenetic analyses, enzymatic

laccass, Brazil.
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1.INTRODUCAO
1.1. A familia Agaricaceae

A familia Agaricaceae(Fr.) Chev. é constituida pormacrofungos sapfibticos de
ampla dstribuicdo mundial, com uma grande diversidade de cores, formas, tamanhos de
basidiomas e batiésporos. Inclui aproximaamente 85 géneros (Kigt al.,2008), formando
um grupo monofilético disibuido em trés diferentes grupos morfolégs (Fig. 1): os
agaricoides, que sdo pileados, conhecidos popularmente por cogumelos, que apresentam
basidioma com o himenoforo aberto gmelas), expondo os basidiésporos antes da
maturacdo; os gasteroides, ends basliomas permanecem fechados até anmeta
maturacdo ds basidiésporos; e os secotioides, forma intermediaria entre gasteroides e
agaricoides, quepresatam as lamelas impeifas ou anastomosadéi$loncalvo et al.,
2002).

. s W -
Figura 11 Tipos morblégicos deAgaricaceae A i agarcoide (Macrolepiotasp.1l) Foto de Magnago,
A.C.; B secotioide . turbinatg), foto de Lebel e Syme (2012);iCyasteroide Nlorganella sp.) Foto de
Famlino E.P. Escala (A) 5cm, (Be C) 1 cm.
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Sao decompositorete matéi organica, encontradesn diferemes substratos, sdo
frequentes no solo, hiumus e algumas vezes em madéfra apresentam relacdes

micorrizicascom vegetais (Sger, 1986; Vellinga, @04).

A base para a classificacdo dos fungos agaricoides euttosbasidiomicetos foi
construida pofries (1821), utikandese principalmente dos caracteraacroscopicoslos
basidiomas.Seu sistema facilitou nito a identificacd no campo, sendo anaphente
utilizado (Kirk et al.,2008).Singer (1986) fez umarnportanteobra sobre a classificacdo da
ordem Agaricalesbaseda em caracteres morfologicos (Tab. 1A), em boa parte utilizada até
hoje (Kirk et al.,2008).Com a introducaalas anélises molecu&s (Moncalveet al., 2002;
Vellinga et al.,2003) verificouse uma grade mudanca na classificacaoAlgaricaceaecom
a entada de espécies secotioides e gasteroides que eram consideradas como outras familias.
Vellinga (2004) propbésma nova classificagd@ab. 1B) com base em analises moleculares e
morfolégica e ungrande earranjo vem ocorrendo na posigimtro e mesmo forda familia.

De qualquer modo, relacionamentos dentréAdaricaceaecontinuam em grande parhao
resolvidosdevido a pequena amosgjem desta familia tdo diversa (Vellingaal.,2003) e a
caréncia @ estudos moleculares. O que meld® conhece atuabnte sdo espécies de regides
do hemisfério norte, principalmente Asia, Europa e América dteNcom escass@studos

em ambientegdpicais como América Central e América do Sul.

Tabela 1. A- Classifcacdo baseada em analises modaas(inclui apena espécies pileadasagaricoides);
B i Classificacdo baseada em analises moleculardsi(os morfotiposagaricoide, secotioidee gasteroide).

A Singer, 1986 B Vellinga, 2004
Tribos Géneros Clados Clados

Agariceae Pat. Agaricus 1 1 Agaricus
Melonophyllum 5 2 Chlorophyllum

Lepioteae Fayod Lepiota 5 3 Macrolepiota
Cystolepiota 5 4 Leucoagaricus / Leucocopriniis
Chamaemyces 8 5 Lepiota
Smithiomyces 6 Podaxis

Leucocoprineae Sing.  Leucoagaricus 4 7 Lycoperdaceae
Leucocoprinus 4 8 Chamaemyces
Chlorophyllum 2 9 Tulostomataceae
Macrolepiota 2-3 10 Coprinus comatus
Volvolepiota 3

Cystidermateae Sing.
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1.2. Caracterizacado dosAgaricacaepileados

Os representantes agaricoid#s Agaricaceae ou seja aqueles pileados e com o
himendforo exposto, caracterizesa por apresentarem habitonaipalmente lepiotide (Fig.
2) com lameds livres e anel persistente, algumas vezes pluteoidesaqaarttlé esvaesente
ou efémero e raramenaimanitdide quandeossuem volva (Largent, 1986). Os basidosporos
podem ser hialinos, castanhos ou de outrbsagdesde pareddina ou espessapmou sem
poro germinativo visivelmetacromaticos ou nao, awoides, iramildides ou dextrindides
Basidis geralmente tetrperados com algumas excec¢des. Cistidios presentes ou ausentes. A
esporada, deposicdo em madsa basididsporo®, muito variada, poaelo ser branca, creme,
ocracea, verde, rosa, castanha, woleu séf. (Singer 1986, Kirk et al 2008Nright &
Alberto, 2002. Estipite central, fibroso, e algumas vezes mais alargado na base, facilmente
separaveto pileo. Véu memianoso ou cortindide em muitos casos efémero, podendo ser
mével em alguns génesoVolvageralmente ausente, apresentarigaraas excecoes. Iiilas
ausentes ou presentes. Encontrados em diferentes substratos, sendo freqientemente no so
(terra ou areig)humus e madeira, tdodm em estufas, desertos e campos. Nao apresentam
relacdes rcorrizicas com vegetais (Singer 1986).
Algumas caracteriséis importantes, que em conjunto separanfAgaricaceaede outros
grupos e podem ser reconldas ainda no campdurante as coletas (i2) presenca de

anel;lamelas sempre livres;aaséncia d volva €om algumas excecdes).

Himenoforo
, lamelas livres
Pileo
Anel
Estipite

Lamelas nao tocam o estipite
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Figura 2 1 Caraderisticas do morfotipo agaricoide da familiggaricaceae A i cogumelo tipico
(Leucoagaricusleucothites (Vittad.) Wasser; Bi himendéfao com detalhe mostando as lamelas livres

(Macrolepiotasp.). Fotogle Fazolino E.P.

1.3. Importancia Ecoldgica e Econiica

Os fungosdesempenhanum papel fundamental dentro dogcossistemasomo
decompositoresnutualistase/ou agetes patogénicgsnasna maioriados caso® potencial
individual dos fungos na natureza @inda pouco conhecido. Cabe leabtambémque
apregntam grande importancieconémicacomo agentes de biocontrole e produtodes
metabolitogpara o setor industriglAlexopouloset al.,1996). Sdo importantes como fonte de
alimento,muito apreciados nBuropa, Asia e América do NorteoMBrasil, o consumainda
€ bastante restrito, com um mercado promissor ainda pouco expl@admgumelosao
alimentos com caragtisticas nutricionai®excelentes, com alto teor de proteinas e fibras
alimentares, alémadbaixo teor de lipidios, sem ceterol e fonte conderavel de fésforo
(Furlani & Godoy, 2007Colak, 2009Cheung, 2013).

Mesmo sendo conhecido imenso potencial ab fungos e dos repedantes da
familia Agaricaceage as pesquisadrala sdo poucas entésido focadas preferencialmenta n
descoberta de pcessodiotecnoldgicos e ligados a gastronomidém dovalor nutriciona)
0s cogumelos s&onte decompostos biativos, utilizados com medicamentos, e de enzimas

ligninoliticas compotencial industria(Balaet al.,2011).

Informacdesrelativas a produip de enzimas ligninoliticapor parte dosfungos
degradadores de serrapilheaiada sdesassagDurrantet al, 1991, Steffenet al, 2000)
As principais enzimaBgninoliticas produzidas pelas esgiés deAgaricaceagd analisadas
sdomanganégeroxidasee lacasesHatakka,2001; Steffen 2003). Como exemplos, temos
espécies dAgaricuse Coprinus que produzemitérentes tipos de lases e uma peroxidase
funcional e estruturalmém semelhante a bewonhecida peroxidase de Rabanové&itre,
utilizadacomo marcador histoquimico em microscopia Optica e eletrbnica, e também, como
antigeno em expenentos de imunologi (Morita et al., 1988 Baunsgaarcet al., 1993;
Heinzkill et al., 1998) e antitumoraisSovraniet al, 2017). As fenol oxlases sdo enzimas
ligninoliticas de interesse industrial com uma série de aplica¢des, tais como: branqueamento

de polpa de celuloselescoloracdo de coras téxteis, remoc¢do de fendis, tratamento de
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efluentes, degradacados herbicidas (que sdo potensigoluentes do solptratamento de
alimentos, oxidagdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, e transfornde
antibidticos e esteroides. As celwas hidrolisam a celulose e seus derivadosdosen
responsaveis pelaiodegradacdo de componentes deustrias de polpae celulose e de
papel (Queirozet al., 2002). As lacasestambém apresentam capacidade liglitica e ja
foram descritas para outros b@iomicetos, sendo estas aplicadas na in@uséxtil e de
detergntes (Arora & Sharma, 2010).

1.4. Os génerosigaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota

Neste trabalho foram estudados os génAgericus, Chloropyllum e Macrolepiota
do morfotipoagaricode, conhecidos popularmente por cogumelos, uaraque o morfotipos

gasteroide e secotioide ndo passuregistros paraBrasil.

Eles sdo encontrados em diferentes substratos, sendo frequentes no solo (terra ou
areia), humus, tambéem estufas, pastageferdins, pracas, dunas e campos (Singer, 1986)
Sédo degrande inteesse por serem utilizados comorednto, por apresésr espécies toxicas
para os seres humanos e animais ou ainda por produzirem metabdlitterekse industrial
(Singer, 1986; Durrangt al. 1991; Stefferet al. 2000; Wright & Albetd, 2002; Vellinga,
2004; Furlani & Godoy, 2007; Ba&t al,2011; )

No Brasil, Agaricus bisporugJ.E. Lange) Imbach conhecido com@hampignonde
Paris, ou simgsmentechampignon é o principal cogumelccultivado e também o mais
consumido. Algumas pgécies nativas dagaricus (A. argentinusSpeg.,A. canpestrisL., A.
silvicola Bohus & Locsmandi, entre outros.I hlorophyllum (C. rhacodesvittad.) e
Macrolepiota (M. bonaerensis(Speg) Singer, M. colombiaa FranceMol., M. kerandi
(Speg.) Singer) tandm sdo nativos e ceamidos aqui, especialmente na RegSul, onde
exisempesquisadores que divulgam o conhecimento da micobiota local (Meijer, 2001, 2006,
2008; Raher & Silveira, 2008 Putzkeet al, 2014;Putzke & Putzke, 2017; Alvest al,
2016).

Alguns séo utilizadogela industria, quer para obtenc@le farmacos como o
cogumelo do SolAgaricus blazeMurrill, ou em testes de toxidade cémSilvaticusSchaeff
(Bach et al, 2008) ou ainda como prodotes de enzimas e utilizados em processos
indudriais ou de biorremdiacdo de ambientes contamina@@spinoseaOrtiz et al., 2016)
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Diversos ewidos sobre o potencial enzimatico ehgaricaceaevém sendo realizados
incluindo os géneroAgaricus(Lincy & Gnanadoss, 2014; Vallet al, 2015),Chlorophyllumn
(Kumariet al, 2012) eMacrolepiota(Rosa L.O., 203).

Dentro das espges toxicas encontramos, ékgaricus a secaXanthodermatesing,
gue é reconhecida pelaudanca de coloracdo &e cortar, quebrauaaspar os basidiomas, e
também por um odor Mdlico caracteristm. Wright & Albertd (2002) citam A.
xanthodermusA. placomycesPeck.e Agaricus heinemanniflbert6 & G. Morenopara a
regido pampeana da Argem 0 que sugere quemos essa espécie Bwasil e 0 risco

potencial de intoxicacoes.

Em Chlorophyllum a esgcieC. MolybditeG. Mey.) Masse é toxica eC. rhacodes
€ comestivel. Essas duas espécies sdo muitas vezes confundidas, causando graves
intoxicacOes alimentarg¥Vright & Alberto, 2002 de Meijer, 2001, 2007).

Em Macrolepiotando haregistros de espéadodxicas, se bem que para variks
espéies conheatas ainda ndo se tem estudos sobre a comestibilidade. Muitas espécies nativas
de Macrolepiota sdo comestiveis combl. bonaerensisM. keandi, M. procera (Scop.)

Singer, M. gracilenta (Krombh.) Wasserentre outras (Wright & Albertd, 22; Putzke &
Putzke 2014; Suaza Blandon, 2016).

1.4.1AgaricusL.

O génercAgaricusfoi descrito porLinnaeus em 17% com cerca de 20Kirk et al.,
2008) a 400 espécies (Karunarathred al., 2016) de distbuicdo cosmopolitaApresenta
hébito predominantemén lepiotoide, combasidioma carnoso, anel membranoso e uma
esporada bastante caracteristica variandecadtanb a marrorrescuro (Fj. 3). A superficie
pode ser glabra, fibrilosa, escamulosa a escamdsaformato que ver de convexo a
hemisférico tornamo-se plano a plaroonvexo na maturidade, algumas vezes umbonado. As
lamelas sédo proximas e sempre livres, deracdo branca a rada, tornandse castahas a
marromescuras conforme amadurecem. @pée € central, am superficie lisa a escamulosa,
com base regular ouutbosa, raramente apresenta volva. O anel sstApre presente,
geralmente membranoso, podenmbnter escamas napeerficie inferior, (inemann, 1956;
Singer, 1986; Zhaet al., 2016. Em algumas espés o contexto do pileo e estipdea

superficie do feeo podem sofrer alteracbes na cor quando cortadas, quebradas ou raspadas.
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Os basidioporos &o lisos, de paredesgessa ou simples, carnloracdo castanha a marrom

escura em KOH, senporo germinativo, namiloides, ndo metacromaticos, rgeente
menores gg 10 & m. Os bas2di os clavados, prinec
biesporados. Camadartical do pileo fanada geralmente porfas paralelas prostradas. Nao
apresentam pleuctstidios, com umaxeecao,A. globocystidiatu®rewinski & M.A. Neves
(Drewinski et al, 2017), queilocistidios quando presentes sdo largos e vesiculosos ou
clavados a piriformes. Tramhimenoforal regular devemente irregular. Nado apresenta

fibulas.

A identificacdo morfadgica ao nivel de género é fagih entanto, para sshegar as
espécies € bastante dificil e requer exames em materiais frescos com a observacédo de
mudancas na colagdo do basidioma quandocado, raspado ou cortado, odor, sabor, e
reacfes quimicas, miascopia, além de analises moleceta o que dificudt o trabalho de
taxonomistas, especialmente com materiais de herbario, onde essas caracteristicas ja foram

perdida ou em coletas pequesicom apenas um ou dois exemplares.

Figura 3 Agaricusspp.i Vista geral do$asidiomas (A), regio ao corte (B e C), e esporada (D). Escala 5
cm. Fotos Fazolino E.P.
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Muitos nomes de espécies européias tém sidoogsatdoneamente parapecies
brasileiras baseados unicamenteagrélises morfologas.

A utilizacdo da biologia moledar e do aperfei@mento dos estudos filogenéticos tém
ajudado na delimitacdo de espécies e na compreensdo das relacbes entre osetaxons d
diferentes regideZhaoet al. (2016) fizeram uma grande rg@ip taxondmica pam género
utilizando dados molecules e morfologicosEles analisaram sequéncias de ITS de 745
colecdes, sendo 600 novas extraidas por eles, e nesse montante foram ega6itiads de
diverse herbarios, além de uma anélise multigénitilizando ITS, BU, rpb2e TeflJ. Com
esse trab&l eles propuseram a separacdoAdaricusem cinco subgéneros e 20 sec¢bes
(Tab.1).

Estudos para o Brasil

Diversos pesquisadores tém cdnifdo para os estuda género no Brasil: Rick
(1939, 1961), ger (1953), Heineann (1962, 1993), Putzke (1994), Pegler (1997), de
Meijer (2006, 2008), Rother e Silveira (2008), Wartchetval., (2008), Rosa e Capelari
(2009), Alveset al., (2012),Drewinski (2017), Drewink et al., (2017),entre outrosPutzke
& Putzke (2017) fizeranuma revisao bibliografica do género levantando 32 espécies para o
Brasil, além de apresentar uma chave e descri¢cdes para as principais espécies, s&ndo elas
argentinusSpeg,A. argyropotamica Speg.A. bisporugJ. Lange) ImbachA. brunneostictus
Heinem., A. cf. bugandensiPegler, A. campestrisL. Ex Fr., A. cheilotulusHeinem., A.
dennisii Heinem, A. dicystisHeinem, A. dulcidulusSchulzer.,A. purpurellusHeinem.,A.
endoxanthu8erk., A. fiardii Pegler A. cf. fuscofibrilosugMoeller) Pilat,A. horneiMurr., A.
junquitensisHeinem, A. cf. litoralis (Wakef. E A. Pearson) Pil&. martineziensisieinem.,

A. mediofuscugMoeller) Pilat, A. meijeri Heinem, A. nigrescentulusHeinem, A. cf.

nivescens A. cf. ochrascendHeinem., A. ochraceosquamulas Heinem, A. pampeanus
Speg.,A. parasilvaticusHeinem, A. porosporusHeinem, A. porphyrizonP.D. Orton,A.

pseudoargentinudlberté e J.E. WrightA. purpurellus(Moeller) Moeller, A. puttenansii

Pegler.

1.4.2Chlorophyllum Mass.

O géneo Chlorophyllumfoi proposto por Massee em 1898, apresenta distribuicao

cosmopolita e conta atualmente com aproximadamente 18 espécies, tanto em regides
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temperadas, da América do Norte, AsiEuropa como em regi8 tropicais no hemisfério Sul

(Kirk et al, 2008;Geet al.,2018).E um grupo monofilético de habito que varia de agaricoide

(a grande maioria) a secotioide. (Ge & Yang 2006; Vellinga 2003a; Vebinglg 2003). As
espécies comiimendforo aberto @esntam habito lepiotoide, com basidiomanoeo, anel
simples @ duplo, podendo ficar solto na maturidade e esporada que varia de tons de verde,
castanho creme a brandleig. 4). Apresenta a cobertura do pileo himenodermal, mas com
algumas espécies tricoaral (Geet al.,2018). O estipite, se pe#e, pequeno em eglao ao

pileo. Outra caracteristica marcante é a mudanca de coloracdo do basidioma quando cortado
ou quebrado (Fig. 4B), que pode variar de vermelho vivo a laranja e ad¢omsarrom
(Vellinga, 2006; Geet al.,2018). Seus basidiésporeariam de pequenasgrandes, podendo

ser hialinos a levemente castanhos ou esverdeados em KOH, dextrinoides, congofilos,
metacromaticos em azul de cresil e o poro germinativo pode estanteresi ausente, mas
quando presente nunca coberto por uma daipbina. Trama da flaela é trabecular e

apresentam queilocistidios, mas nao pleurocistidios.

Figura 4.Chlorophyllumi Vista geral dos basidiomas (A e D), reagéo ao corte (B), eags®pdC). Escala 5
cm. Fotos Fazolino E.P.

Foi considerado por nito tempo um géneranonoespecifico conChlorophyllym
molybdites um cogumelo toxico, facilmente reconhecido por sua esporada verde quando
maduro. No entanto, estudos realizados por Vellin@@Z22003) baseados difS e LSU,
mostraram queChlorophyllum mdybdites formava umclado com Macrolepiota secéo
Laevistipedes juntamente comlieucoagaricus hortensigMurrill) Pegler e Endoptychum
agaricoidesCzern. uma espécie secotioide. Recentem@&sef al.,(2018), combase em um
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abrangente estudo para o gé@pemcluindo espécg tropicais com dados moleculares
multigénicos, propuseram uma nova classificacdo para o grupo, divliadoseis secdes
(Tab. 1).

Estudos para o Brasil

Estudos realizaws para o Brasil regimm apenas trés espéci€s:hortensgMurrill)
Vellinga, C. molybditeG. Mey.) Massee €. rhacodegVittad.) Vellinga (Rick, 1906, 1907,
1961; Singer, 1953; Raithelhuber, 1987; Albuquerque, 2006; de Meigr,2007; Rother &
Silveira, 2008; Nasciento e Alves; 2014, Alvest al.,2016).

Suaza Blandén (2016m seu trabalho sobre a biodiversidade de fungos lepiotaceos
na Argentina encontrou trés novas espécies (ainda ndo publicadas).ee aG€2018)
apresentaram duas espécigvas para a regidoopical, 0 que sugere que existam ainda
muitas espécies degtrecidas, além de outras identificadas em outros géneros, antes da

utilizacdo de anélises moleculares.
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Tabela 2. Classificacdo infragenérica dos généwaricus Chlorophyllum e Macrolepiota.

Abaixo donome dos géneros, o nome dos egaa secds

Géneros Subgéneros Secoes
Agaricus L. Agaricus L.
Flavoagaricus Wasser Arvenses Konrad & Maubl.

. Leucocarpi Linda J. Chen & Callac
Minores (Fr.) R.L. Zhao & Moncalvo .
Minores (Fr.) Henn.

Minoriopsis Linda J. Chen, L.A. Parra,
Callac, Angelini & Raspé

Bivelares (Kauffman) L.A. Parra
Bohusia (L.A. Parra) L.A. Parra & R.L. Zhao
Brunneopicti Heinem.
Chitonioides Romagn.

Crassispori R.L. Zhao
Flocculenti Linda J. Chen, K.D. Hyde & R.L. Zhao

Pseudochitonia Konrad & Maubl. Hondenses R.L. Zhao & L.A. Parra

Nigrobrunnescentes K.R. Peterson, Desjardin &
Hemmes

Rubricosi R.L. Zhao

Sanguinolenti Jul. Schaff. & F.H. Maller ex L.A.
Parra

Trisulphurati Heinem.

Agaricus L.

Xanthodermatei Singer

Amoeni Callac & R.L. Zhao

Spissicaules (Heinem.) R.L. Zhao & Rarolentes Kerrigan
Moncalvo Spissicaules (Heinem.) Kerrigan

Subrutilescentes Kerrigan

Continua 1/2
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Continuagéo 2/2

Géneros

Subgéneros Secoes

Chlorophyllum Massee

Chlorophyllum Massee
Parvisporum ZW. Ge
Ellipsoidospororum Z.W. Ge
Rhacodium Z.W. Ge
Endoptychorum (Czern.) Z.W. Ge
Sphaerospororum Z.W. Ge

Macrolepita Singer

Macrolepita Singer
Macroporae Singer
Volvatae Z.W. Ge, Zhu L. Yang & Vellinga
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1.4.3.MacrolepiotaSing.

O géneroMacrolepiotafoi estabelecido por Singer em 1948. Conta atualmesite c
aproximamdamente 36 espécies de distribuicdo cosmopolitk éKal., 2008; Ge et al.,
2010, 2012; Lebel & Syme, 2012).

As espécies de himenoforo aberto (Fig. 4) possuem habito lepiotoide, tamanho grande
a médio, pileo recoberto por escamas tricodgasiinormalmente umbonado com uma calota
central mais escura. @nteto écarneso, lamelas livres e afastadas do estipite, esporada que
varia de branca, creme, amarelada, esverdeada até levemente rosada. O estipite recoberto po
uma camada de hifas quersenpe com o crescimento formando bandas zebradas, possui anel
proemnente simples ou duplo que pode soksg quando maduro e ficar movel, a base
bulbosa podendo apresentar volva em algumas espécies. Os basididosporos sdo grandes,
geralmente maiores que 10n, hialinos a levemente esverdeados em KOH, dextrinoides,
congdbfilos, metacrométicos em azul de cresil, apresentam poro germinativo que sao sempre
cobertos por uma capa hialina. A trama lamelar € do tipo trabecular, apresenta queilocistidios,

mas nao plerocistidios.

Inimeras modificacdes foram feitas na classifioad@sle o seu etabelecimento por
Pazmany (1985), Singer (1986), Bellu & Lanzoni (1987), Bon (1993). Com o inicio dos
estudos moleculares associados a morfologia, Johnson & Vilgalys (196Bhsod (1999)
concluiram que o génendacrolepiotaera polifiléico. Vellinga et al. (2003a), avaliaram
Macrolepiotaao nivel genérico e transferiram as espécies da segitstipegpara o género
Chlorophyllum Vellinga & Yang (2003) incluiram as espéc@sn volva, antes no género
Volvolepiota Singer, emMacrolepiotg pois verficaram que a presenca de volva nao
justificava a separacdo dos dois géneroseiGa. (2010) realizaram um estudo filogenético
abrangente do género, identificando trés cladé@sicrolepiota e Macrosporage que
correspondem respectivamente a eddacrolepiota e Macrosporaee um terceiro clado que
denominaranVolvatae para incluir as espécies com volva (Tab. 1). Com a atual classificacao
e a exclusao da secd@evistipes Macrolepiot € um género monofilético com uma boa

resolucdo morfologica.
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SR

Figura 5.Macrolepiota spp.i Vista geral dos basidiomas (A e E), superficie do pileo (B), detalhe do

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

Estudos para o Brasil

Existem poucos estudos ddacrolepiota para & trpicos e, no Brasil, foram
registradas 16 espécies, embora a maioria tenha sido citada com nomes europeus €éEazolino
al., 2018).

Diferentes pesquisadores contribuiram para o conheciméataiversidade de
Macrolepiotapara o Brasil: Rick, 1907, 196Bpnai etal., 1984; Grandet al.,1984; Rosa
& Capelari, 2009; Raithelhuber, 1988; Sobestiansky, 2005 , Heinemann & de Meijer, 1996;
Vellinga & Yang, 2003, Ferreira & Cortez, 2011; Putzkel., 2014; e Alveset al., 2016
entre outros. Foram citadas uotd de 16 esgciespara o Brasil:M. bonaerensigSpeg.)
Singer M. brasiliensis(Rick) Raithelh, M. brunnescerVellinga, M. colombianaFranco-
Mol., M. dolichaula (Berk. & Broome) Pegle & R.W. Rayner,M. excoriata (Schaff.)
Wasser,M. fornica Raithelh., M. fuligineosquarrosaMalencon, M. gracilenta (Kombh.)
WasserM. kerandi(Speg.) singemM. mastoidegFr.) Singer M. procera(Scop.) SingerM.
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procera var. vulpina (Rick) Raithelh, M. pulchellade Meijer & Vellinga M. stercoraria
(Rick) Raitheh., e M. zyeriHeinem.
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2.OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Ampliar o conhecimento sobre a diversidade e aplicabilidade de espécies de
Agaricaceae(Basidiomycota em aras de Mata Atlantica e Pampa, utilizando analises

morfolégicasmoleculres e boquimicas.

2.2. Objetivos especificos

Conhecer as espécies dos géneAagricus Chlorophyllum e Macrolepiota
presentes nas areas de estudo;

Elaborar descricdes e ilustraciesa identificacdo das espécies encontradas;
Utilizar caracteremorfologicos emoleculares para a identificacdo das espécies; e

Analisar quakquantitativamente a producdo de fenol oxidases em cultivos de

micélio de espécies selecionadas.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Area de estudo

A area de estudo desteaballo @rangel regibes de Mata Atlantica e Pampa,
compreendendo quatro estados: Rio Grande do Norte (RN), na regido Nordeste, e os estados
do Parana (PR), Rio Grande do Sul (RS) e SantariGat(SC), na regido Sul (Fig. 5). As
coletas foram realizadasn Unidades de @nservacédo (UC), além de areas urbanas e rurais,
como pracas, ruas, parques, pastos entre outras, devido ao fato dos é€Reinss
Chlorophyllume Macrolepiotapossuirem gecies bem adaptadas ao ambiente antropizado.

.......

Legenda

® Coordenadas dos locais de coleta

DivisGes politicas

0 Provincia Caatinga

I Provincia Cerrado

I Provincia Floresta Parana

M Provincia Atlantica

[0 Provincia Floresta de Araucaria
Provincia Pampeana

100 0 100200300400 km
I

Figura 6. Mapa nostrando os biomas Mata Atlantica e Pampa. Os pontos em destaque representam 0s
principais pontos de coleta. Modificado de Morrone e shapefile de LoweNe&ng
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3.2. Coleta epreservacao dos espécimes

Excursoes e coletas

Foram realizada61 excursdes decoleta abrangendo 15 municipios, sendo 13 em
Mata Atlantica e dois no Pampa, no periodo de marco de 2014 a setembro de 2017 (tab. 2),
além da visita e analise de matériahddarios de ambas as regides.

Tabela 3. Relacdo dos municipiosde faamrealizadas coletas mostrando as UF, o Bioma e o namero de
excursoes realizadas.

Municipio Estado Bioma Excursoes

Arroio do Sal RS MA 2
Bandeirantes PR MA 1
Canoas RS MA 13
Cornélio Procépio PR MA 2
Florianépolis SC MA 3
Lajeado RS PA 1
Natal RN MA 3
Nova Santa Rita RS MA 3
Porto Alegre RS MA 15
Rio Grande RS PA 3
Santa Mariana PR MA

Sao Francisco de Paula RS MA 10
Viamao RS MA 3

As coletas foram realizadas preferencialmente nos periodos chuvosos de cada regido
nas difeentes localidades citadas. Autorizacdes de coletas (anexoaK) ébidas juntoaos
orgaos responsaveis (Tab. 3). Para a coleta nas UCs ksespeucorrer trilhas no interior da
mata, em locais preservados. Também ocorreram coletas em &reas urbanessoder

pastagens devido a adaptabilidade dos géneros estuadasbientes atropicos.

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 auxilio de faca ou pa de jardinagem e logo endaegtonodados em
recipientes individuais ou caixas compartimentadas para evitar a mistura dos basidiésporos de
diferentes exemplares, bem como a desidratacdo e a perda de caracteristicasocagém e
aspecto geral. Um pequeno fragmento de cada colecpeesevado en silica para posterior
analise molecular. Sempre que possivel o material foi levado no mesmo dia ao laboratério ou

ponto de apoio nas UCs. Alguns espécimes foram trazidam|adnoradores.
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Tabelad. Unidades de Conservacéo (UC), locaiiio muiicipio / UF, nome, tipo e autorizacdes.

Municipio Estado uc Tipo Autorizacoes
Rio Grande RS ESEC do Taim Federal SISBIO 42315-7
Séo Francisco de Paula RS FLONA de Sdo Francisco de Paula Federal SISBIO 42315-7
Florianopolis SC  Parque Estadual Serra do Tabuleiro Federal FATMA 0013/2014
Natal RN Parque Estadual Dunas de Natal Estadual ~ Lab. Mic. UFRN
Cornélio Procopio PR Parque Estadual Mata Sdo Francisco Estadual  IAP 12.15
Canoas RS  Parque Municipal Getillio Vargas Municipal SISBIO 15814-2
Porto Alegre RS  Area de proteciio ambiental Morro Santana Municipal TLab. MiC. UFRGS
Viamio RS Parque Municipal Saint Hylaire Municipal  SISBIO 15814-2

Secagem e preservacao

Apés a coleta dos dados em material fresco, os basidiomas foram colocados em um
desidratador elétrico com aquecimeem torno de 3 C.e ventilagcdo constante até completa
secagemO mateial seco entdo foi acondicionado em sacos de papel, acomodadox@m ca
plastica com tampa e levado ao freezer por pelo menos 72 horas e depois a bancada para

analises.

O material idetificado foi incorporado ao acervo de Herbério ICN, do Instituto de
Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, e algumeataxsio Herbario

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

3.3. Andlises morfoldgicas

Andlisemacroscopica

Algumas caracteristicas morfoldgicas e de reacfes ao €guposicao do contexto
dos basidiomas foram registradas no locataleta. Assim que chegado ao laboratério e/ou
ponto de apoio em UCs, 0s espécimes passaram por uma analise maaasaho nu e
com auxilio de um microscéopio estereoscopico ou lu@amual, antes do processo de
desidratacdo, para que ndo fossem pesdddaacteristicas importantes para a identificacao.
As anotacgdes de cores indicadas nas descricbes seguiram Kanéfapscher (1978). As
descricbes da macromorfologia foram baseadasnotss de campo e nas fotografias do

material fresco. Sempre que piess, foi retirada a esporada com auxilio de uma camara



40

Uumida. Fichas de andlise macroscépica foram especialmanfecconadas para os fungos
deste grupo (anexo 1). Fotos e/ou esquatnasasidiomas foram incluidos. A nomenclatura

e metodologia utilizaas seguiram as propostas de Fidalgo & Fidalgo (1967), Largent (1977)
e Wright & Alberto (2002).

Andlise microscoépica

Para as observagdes da micromorfologia, foram feitos cortes mansdasidiomas
com auxilio de laminas de aco e montadossetucdo aqusa de hidroxido de potassio a 5%
(KOH) (Fig.6 A) e vermelho Congo 2% para estudo das estruturas de importancia
taxordbmica: superficie pilear (pileipelishasididosporos, basidios, queiki@ios e superficie
do estipite. Foram observados ao microscéptedmm 100, 400 e 1.000de ampliacdo. O
reagente de Melzer foi utilizado para testar a reacdo dextrinoide do®$@sros (Fig. 6 B).
Também foram verificadas as reacdes da paredbadaliosporos em azul de cresil e
vermelho Congo (Fig. 6 C e D). @®digos abreviados utilizados [n / m / p] significam o
namero de basidiésporos (n) medidos a partir do niUmero ddidmags (m) do numero de
colecBes (p) em solucdo de KOH a 5%. As dirbieasdos basididésporos sdo dadas usando a
notacdo da forma (a)ib (d). O intervalo Ibc contém um minimo de 90% dos valores
medidos. Os valores extremos (a e d) sdo entre paréntesesfei®@se a "relacdo
comprimento / largura" de um basidiésporo em Mataral; Qm significa média Q de todos

os basididsporos.

o

Figura6. Basidiésporos evidenciando diferentes rea¢ces conforme reagentes quimicos utﬁiiduiaﬁnés
em KOH; Bi dextrinoides em Melzer; € metacromaticos em azul de cresil; & bongdilos em vermelho
Congo. Escala 20 um.

Para cada espécime, foi preleiga uma ficha de analise microscépica (anexo 2), com
espaco para observacbes da morfologia e anotagcdo das medagdanicroestruturas,
especialmente elaborada para fungos dessa famdiam feitas medi¢cdes (minimo de 25
para cada elemento) e ilustragbe/ou fotografias das microestruturas de importancia
taxondmica, férteis e estéreis, como basidios, basidiosiias da trama e superficie pilear
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(pileipelis), com o auxilio de umacolar micrometrada e do programa Zeiss acoplado ao
microscépio OpticoA nomenclatura das microestruturas foi baseada na obra de Letrgént
(1986) e Wright & Alberto (2002).

3.4. Andlises moleculares
Isolamento e amplificagdo do DNA

O DNA gendmico foextraido de amostras secas conforme protocolo de Setset
al. (2005), modificado: um pequeno fragmento da amostra @M% g) € colocado num tubo
eppendorf de 1,5 ml contendoi30 0 e L de sol u-seol2ZThé&ds;em agu a
repouso a temperatur@mbiente; ap0s repouso a amostra € macerada manualmente com
auxilio de um pistilo de polietileno até fragmentacdo, tomando cuidado para ndo degradar o
DNA; adicionase mais CTAB paracop | et ar 500 ¢ L; o0 homogeni z
por 30 minutos a 1 lentdo adicioness e 500 €L de c¢cl orof -r mi o:
misturd se delicadamente por aproximadamente 5 minutos; logo apisugginse a 12.200
rom por 10 minutos (resfmaento a cada 5 minutos); o sobrenadante é transferido para um
novo tuboeppendorf de 1,5 ml; adicioise igual volume de cloroférmio: alcoloamilico
(24: 1); novamente € misturado delicadamente por aproximadamente 5 minutos; entédo
centrifugado a 12.20€pm por 10 minutos (resfriamento a cada 5 minutos); o sobrenadante
trarsferido para um novo eppendorf de 1,5 ml; é adicionado igual volensogropanol e
misturado suavemente e colocado em refrigeraCB® e C d u r a nit24 hoihs) apédsn t e
refrigerac@ centrifugas e a 12. 200 rpm por 10 minutos
minutos); o sobrenadante é despejado cuidadosamente para ndoopeetlet lavase o
pelletduas a trés vezescomi300 0 e L et anol 7 0 %e 4 12.200 Kbn poe cC e |
5minutos;leves e a estufa a 50eC at ® c ondesdemt2@b0 sec a
eL TE 1x (Tamp«o Tr isse) ao ot Brigo@s b2 durarde aangite @ c e
4eC); se®d och de H2Ad8eswna eletrefaaese em gel de agarose para
certificarse do sucesso da extragédo e entdo esmem refrigeracédei 1 0 e C.

Reacao em cadeia da polimeras®CR

As seguintes regi@foram amplificadas: nud®NA ITS1i5.83 ITS2 (ITS) usando os
primers ITS1F e ITS4 (Whitet al, 1990); nueeDNA 28S de subunidade grande nuclear
(28S) utilizando os iniciadores LROR &L (Vilgalys & Hester, 1990); e quando possivel a
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regido localizadardgre os dominios seis e sete da segunda maior RNA polimerase 1l (RPB2),
primers bRPB&BF e bRPBZ/.1R (Frgsleet al, 2005; Matheny, 2005).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) fdinez ada em um vol ume to

contendo 1 unidade de DNA polimer@& Tagq, 3,0 €L de tamp«o de
poli merase (Applied Biological Materi al Il nc.
albumina sérica bovina (Sigafal d r i ¢ h, Mi seodWNITP, mb&,eMd, 75 €L
de cada um dos dois primersi 21 ¢ L de DNA total. A amplifica

realizada com 2 min de desnaturacéao 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 extensdo findladmin a 72. C seguindo o ultimo ciclo. A
amplificacdo por PCR de 28S e RPB2 foi feita de acordo com Vilgalys & Hester (1990) e
Matheny (2005), respectivamente.

Sequenciamento de DNA

A purificacdo e o sequenciamento de DNA foram realizados por Macrogen
Geumcheorgu, Coreia. Para RPB2 e ITS, foram usados o0s mesmos primers para

sequenciamento e para 28S foram usados LROR e LR5.
Alinhamento e andlises filogenéticas

As sequéncias 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 0 modo automatico. O alinhamento foi ajustado manualmente quando necessario com o
MEGA 7.0.20 (Kumaret al, 2016). Potenciais segmentos ambiguamente alinhados a ITS1
ITS2 foram detectados por Gblocks 0,91b (Castresana, 2000) através dos seguintes
parametros, o numero minimo de sequéncias para posi¢cdes conservadas foi de 53% das
sequéncias totais, o niumero minimo de sequéncias para posi¢cdes de flanco foi de 55% das
sequéncia totais, 0 numero maximo de posi¢cdes ndo conservadas contiguas foi de 8%, o
comprimento minimo de um bloco foi de 2%, a posicdo de intervalo permitida foi com
metade. O conjunto de dados nas analises de ITS foi subdividido em trés particbes de dados:
ITS1+ 5.8S + ITS2 e as analises combinadas foram subdivididas em sete particdes de dados:
ITS1 + 5.8S + ITS2 + 28S + RPH2,1 23,1 32 posi¢cdes de codon; o intron RPB2 (quarto) foi

excluido. Os alinhamentos foram depositados no TreeBASE.

Foram realizadas angés filogenéticas de conjuntos de dados separados e combinados
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com sequéncias ITS e ITS + 28S + RPB2. As matrizes 28S foram construidas para o dominio
D3 (primer LR5). Todas as sequénciasGidorophyllum Macrolepiotae Agaricususadas

neste estudo estadisponiveis no GenBank. Os grupos externos de cada género foram
designados com base nos trabalhos detGe. (2010, 2012), Ge & Yang, (2006), Vellinga,
(2003, 2006), Zhaet al. (2016). Todos os materiais e sequéncias usados neste estudo estao
listadosna Tabela 3. A abreviacdo de paises seguiu o cédigo ISO 3166.

As andlises filogenéticas foram todas realizadaknenno CIPRES Science Gateway
(Miller et al, 2011). Analisamos o0s conjuntos de dados separadamente com maxima

verossimilhanca e inferénciayesiana.
Analise de maxima verossimilhandgaML

A andlise de maxima verossimilhanca foi realizada em RAXML 8.2.9 (Stamatakis,
2014). A analise envolveu primeiramente 100 pesquisas ML, cada uma iniciando a partir de
uma arvore de parcimbnia de adicdo pass passo randomizado sob um modelo
GTRGAMMAI, com todos os parametros estimados pelo software. Fornecemos um arquivo
de particdo para forcar o software RAXML a procurar um modelo de evolucdo separado para
cada conjunto de dados. Para acessar a confadlidios nds, réplicas de bootstrapping
rapidas sob o mesmo modelo foram computadas, permitindo que o programa pare
automaticamente o bootstrapping pela op¢do autoMRE. Os valores de Bootstrap (BS) acima
de 80 foram considerados significativos (suporte @tarima de 70 foram considerados de

suporte moderado.
Andlise de Inferéncia Bayesiana Bl

A andlise de Inferéncia Bayesiana foi realizada em MrBayes 3.2.6 (Roetaikt
2012) e os modelos evolutivos para Bl foram estimados usando o Akaike Information
Criterion (AIC) para cada particdo, conforme implementado em MrModeltest 2.3 (Nylander,
2004). Os modelos de melhor ajuste para cada particdo foram implementados como modelos
especificos de particdo dentro de andlises de modelos mistos particionados (Bdra
ITS1; JC para 5.8S; GTR + G para ITS2 e 28S; SYM + G para RBB22nd,i 3rd). Foram
estabelecidas analises bayseianas com duas séries independentes, cada uma com quatre
cadeias simultdneas por 107 geracbes, amostrando arvores a cada miléagaa. ge
diagndstico de convergéncia foi calculado a cadayéfacdes, e seu valor critico foi ajustado

para interromper a analise automaticamente quando o desvio padrao das frequéncias divididas
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atingiu o valor definido pelo comando stopval (stoprulees, wtopval = 0.01). Em todas as
andlises, os primeiros 25% das arvores de cada corrida foram descartaddsigcomas

arvores resultantes das duas corridas independentes foram entdo agrupadas para produzir uma
arvore de consenso de regra majoritariab8& e as Probabilidades Posterior Bayesianas
(BPP) foram geradas para a arvore 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. ldentificacdo do material

Para dadentificacdo 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 & Albertd (2002). Foram feitas revisdes de cole¢des dos seguintes herbarios:
PACA do Instituto Anchieta da UNISINOS; UFRIIngos da Universidade Feedl 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 herbarios FLOR e do JBRJ, com a finalidade de esqimssiveis duvidas
taxonbmicas e confirmar a identificacdo das espécies. A abreviacdo dos herbarios seguiu
Thiers (2017).

3.6. Andlises enzimaticas
Isolados

Para o isolamento dos macrofungos e/ou manutencéo dos isolados foi utilizado o meio
AEM (Agar exrato de malte) que foi formulado segundo Imbi@onicet (2010): extrato de
malte 2%, agar 1,5% e-B destilada g.s.p.100 mL. O pH do meio foi ajustado para 7 a 25°C,
com HCI ou NaOH. Posteriormente foi autoclavado a latm por 15 minutos. Ao meio de
culturaforam adicionados os antibioticos tetraciclina 0,1775 mg/100 mL de meio e ampicilina
0,05 mg/100 mL de meio. Apoés vertido e resfriado 0 meio recebeu os basididsporos e/ou
fragmentos dos diferentes espécimes coletados. Foram mantidos em estufa a 25°C para
posterior isolamento. Apods isolados, foram estocados em AEM sem antibioticos em tubos sob

refrigeracédo de 4°C.

Meio agar acido gélica AG
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O meio AG foi formulado segundo Davidsehal. (1938): extrato de levedura 0,3%,
extrato de Malte 0,3%, peptona5®%, glicose 1%, agar 2%, &cido galico 0,5% e H20
destilada g.s.p. 100 mL. O pH do meio foi ajustado para 5,5+0,5 e 0 meio autoclavado a latm
por 15 minutos. Neste meio foram inoculados os diferentes isolados cultivados em meio
AEM. Foram mantidos em estude?5°C, sendo acompanhado o crescimento e a oxidacao do
acido galico a cada 24 h por 4 dias. O procedimento foi realizado em triplicata, em duas

placas.
Meio agar corante AC

O meio de cultivo foi baseado em Munari (2007) com modificageactive Blue
220 0,01%, peptona 0,2%, glicose 1%, agar 2%, solucdo MTV (10X) 10mL e H20 destilada
g.s.p. 90 mL. O pH do meio foi acertado para 5,5+0,5 e o meio foi autoclavado a latm por 15
minutos. Neste meio foram inoculados os diferentes isolados cultivados em Edio A
Foram mantidos em estufa a 25°C, sendo acompanhado o crescimento e o halo de degradacac
do corante a cada 24 h por 4 dias. O procedimento foi realizado em triplicata, em duas placas.

Andlise qualiquantitativa de fencloxidases dos isolados

Para as aises quakquantitativas, os isolados em estoque foram repicados em placas
com AEM por um periodo de P80 dias conforme o desenvolvimento de cada espécie. ApGs
o crescimento foram cortados discos de 0,5cm de @ dos respectivos cultivos e colocados em
triplicatas em duas placas de cada meio, AG e AC, segundo Qetiab2002), Gomes
(2007) e Rosat al. (2011), com modificacdes. Os isolados foram mantidos a 24°C + 1°C
durante 4 dias. A cada 24 horas, utilizando um paquimetro, foi mensurado o didasetro d
colonias e dos halos. No meio AG verifiees a presenca de halo ambar ao redor da col6nia,
indicando a oxidacdo do &cido gélico e, consequentemente, a presenca-dridasels. No
meio AC verificouse halo de descoloracao do cordRéactive Blu20também indicando a
presenca de fenalxidases. Com os dados obtidos diariamente das medidas do halo e da
colonia, foi calculada a relacéo halo/colénia (cm). A linhagem 88F. Raleotus albidus
(Berk.) Pegler foi utilizada como referéncia nas analigasser bem conhecida e apresentar
alta capacidade de secrecédo de enzimas ligninoliticas R@$£2008)para comparacado da
relacdo halo/colonia, onde a relagéo igual a 1 significa didmetro da col6nia igual ao diametro

do halo, relac&o superior a 1 dié&ro do halo superior.
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Analises quantitativas de fenalxidases dos isolados

Para as andlises quantitativas foram considerados os isolados que apresentaram 0s
resultados mais promissores pelo indice de halos selecionados pela analigeantitditiva e
gue com rapidez de crescimento micelial viavel para o estudo, sendo a linRagdiordus
(88-F) utilizada como referéncia nas analises. As amostras selecionadas foram submetidas a
ensaios submersos e sélidos para a verificacdo de lacases, manganéaspergerxidases

totais e proteinas totais.

Meio de cultivo submersbt CSM

Para o cultivo submerso utilizeae o0 meio Potato Dextrose (PD) suplementado com
50 mL/L de solu¢cdo mineral de macro e micronutrientes (MS 10x) (Mandels & Reese, 1957):
KH2PO4 2%, (NH4)2S04 1,4%, MgS04.7H20 0,3%, uréia 0,3%, CaCl2 0,4%,
MnS0O4.H20 0,00156%, FeS0O4.7H20 0,005%, ZnSO4 0,0014%, CoCI2 0,002%, H20
destilada g.s.p. 100 ml.

O experimento em meio submerso foi realizado em frascos Erlenmeyer de 500 mL
com colo longo, contendtD0 mL de meio CSM, sendo autoclavados a 1 atm por 15 min. O
in6culo consistiu em trés discos de 1,5 cm de didmetro retirados das placas de Petri dos
isolados selecionados e da linhagenPdalbidus Os frascos foram fechados com algodéao e
gaze estérei® mantidos sob agitacdo reciproca de 180 rpm a 28+2°C. As amostras foram
coletadas do O (zero) ao 12° dia a cada 48 horas, obdermlcaldo enzimatico de cada uma.

Todos os testes foram realizados em triplicata.
Meios de cultivo em estado solidldCSL

O meio CSL foi elaborado conforme Silva (2004): serrager®idas94%, farelo de
trigo 5%, CaCO3 1%, e H20 g.s.p. até a obtencéo de 66% de umidade (Tan & Wahab, 1997)
e acondicionados em recipientes de vidro de 100 mL, fechados com algoddo e gaze estéreis e
autoclavados a latm por 2 horas. Apoés resfriamento, foram inoculadosdisoo He 1,5 cm
de diametro retirado das placas de Petri dos isolados selecionados e da linha@em de
albidus As diferentes linhagens foram mantidas em estufa com umidade sa@%da + 3°
C, e acompanhado o crescimento a cada 48h por 12 dias. O procedimento foi realizado em

triplicata.
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Obtencéo do extrato enzimético
Cultivo Submerso

Todo o volume do frasco foi filtrado com papel filtro e na sequéncia as amostras
foram centritigadas a 805 g e 4°C, durante 30 minutos, sendo o sobrenadante utilizado para
as determinacfes enzimaticas (Lac, Per e MnP), de pH, de proteinas sollveis totais, de
acucares redutores e caracterizacdo de lacases (massa molecular) e o precipitado para &

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

Cultivo em Estado Soélido

O conteudo foi homogeneizado manualmente e 15 g foram suspensas em 30 mL de
agua destilada gelada, mantidas sob agitacdo por 30 minutos a 130 rpm, a 4°[@o®s s6
foram removidos por filtragdo com papel filtro e centrifugacéo a 89% ¥°C, durante 30
minutos. O extrato enzimético obtido foi utilizado para as determinacdes enzimaticas (Lac,
Per e MnP), de pH, proteinas sollUveis totais e caracterizacdoadesldmassa molecular,
termo estabilidade, temperatura 6tima e pH 6timo). Também foi verificado o teor de umidade

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

Métodos analiticos

Determinacéo do potencial hidrogenidnidopH

O pH de cadaamostra foi determinado diretamente no caldo enzimatico com a
utilizacdo de um pHmetro.

Determinagfes enzimaticas

Todas as atividades enzimaticas foram expressas em unidades internacionais por
grama de massa seca (Y.gpara o cultivo sélido e em unidadimternacionais por mL
(u.mLY para cultivo submerso; definidas com

do produto por mL, PHor minuto (U = egmol . min
Lacases Lac

A atividade de lacases foi determinada, segundo Wolfenden & Wilson (1982¢satrav

da quantifica-«o0o do -pzinohis{Betibbenzbitazolmss-sudoaatox o d o
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ABTS, utilizado como substrato. A mistura reacional (0,4mL) continha: 0,18mL de tampao
acetato de sédio 0,2 M, pH 5,0; 0,18mL de extrato enzimatico adequadalihgdb e 0,04

mL do substrato ABTS 5mM. A oxidacdo do ABTS foi monitorada em espectrofotdmetro
(€420 =3-1chil)ddrant 90Megundos, a 25°C, em uma placa de 96 pocos.

Peroxidases totais Per

As peroxidases totais foram dosadas empregaada mema metodologia das
determinacdes de lacase, utilizando ABTS como substrato, entretanto com a presenca de 0,04
m de H202 2 mM e somente 0,14 mL de tampéo acetato de sodio 0,2 M, pH 5,0, na mistura
reacional (Heinzkillet al, 1998). As atividades de perdases foram descontadas das
atividades detectadas para lacases.

Manganés peroxidasesMnP

A atividade de manganggroxidase foi determinada pelo método proposto por
Kuwaharaet al. (1984), utilizandese o vermelho de fenol como substrato. A mistura
reaconal (2mL) continha: 1mL de tampao succinato de sédio 20 mM, pH 4,5; 0,1mL de
vermelho de fenol 0,1 % (m/v); 0,1 mL de lactato de sodio 250 mM; 0,2 mL de albumina
bovina 0,5% (m/v); 0,05 mL de MnSO4 2mM; 0,05 mL de H202 2mM, sendo adicionados
0,5 mL de amstra. Apés 5 min a 30°C, as rea¢Bes foram interrompidas pela adicao de 0,04
mL de NaOH 2M. A formacdo do produto de oxidacao foi quantificada pela variagcdo da
absorb©ncia em espectr o-lcorl)’atraees de®d,3 flecdldcQdos= 4, 4 6
em uma plaa de 96 pocos, sendo considerado um branco para cada amostra com tempo zero

de reacéo.
pH étimo da atividade de lacases

Para verificar a influéncia do pH na atividade enzimética de lacases foi realizada a
mensuracao desta enzima, utilizando ABTS comotsatbs conforme exposto acima, porém
utilizando trés diferentes tampdes com pHs variando de 2,5 a 8. As andlises foram realizadas

com tampao Mcllvaine, acetato de sddio e citrato de sédio.
Temperatura Otima da atividade de lacases

Para verificacdo da temp@ura Otima utilizandse ABTS como ja descrito
anteriormente, sendo avaliadas cinco diferentes temperaturas de analise: 25, 30, 35, 40 e
45°C.
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Termoestabilidade da atividade de lacases

A termoestabilidade de lacases foi avaliada em 20°C, 30°C, 40°C, &G@®C.
Aliguotas das amostras foram coletadas nos tempos 0, 3, 6, 12, 24, 36 e 48h. A determinacao

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

A determinacédo da massa molecular das lacasesdlizada por eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDSPAGE), segundo metodologia descrita por Laemmli (1970) e
modificada por Camasso&t al.( 201 3) . I nicial ment e, 50 ¢L f
em 30 €L de tamp«o a miharemtoacom drentragam4%g(env) ep ar
0,05 mL de dodecil sulfato de sédio (SDS) 10%; e um gel para separacdo com concentracao
12% (m/v) e 0,1 mL SDS 10%. Para isto foi utilizado o sistema-NROTEAN Tetra da
Bio-Rad®. Para coloracéo, o SDS foi removiadw [avagem do gel em temperatura ambiente
em solucao A (Triton X100® 2,5%) e solucdo B (tampdo acetato de sddio, pH 5,0) por 10
minutos cada uma. O gel foi transferido para uma placa de vidro e uma camada dégaBTS
(0,02 g de ABTS, 0,4 g de agar, 40 dk agua aquecida até dissolver agar) foi colocada
sobre o gel. Poucos minutos apés, em temperatura ambiente, houve o surgimento de bandas
com coloragao verde. O marcador utilizado foi o Precision Plus ProteinTM Standards da Bio
Rad® com bandas de 10 a 24D.

Analises estatisticas

Neste trabalho, a partir dos resultados da andlise das triplicatas das amostras, foram
calculadas as médias e os desvios padrdes da média. Em alguns casos, também foram
realizados testes estatisticos de andlise de variamaavey ANOVA) e posteste de Tukey,
como também o teste utilizando nivel de probabilidade (P) inferior a 5% (p < 0,05), com o

auxilio do programa GraphPad Prism.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Coletas

Foram coletadas e analisadas 123 cole¢Bes (T@)eldistibuidas nos géneros:
Agaricuscom 33 colecdes, sendo 4 espégiegpostas como novas (Cap. 3p@ras 6 em
processo de identificaca@hlorophyllumcom 33 cole¢bes distribuidas em 3 espécies, sendo
uma nova combinacéo (Cap. 2)Macrolepiotacom 55 cdegdes distribuidas em 8 espécies,
das quais 2 foram propostas como novas e outras 3 em processo de identificacao.

Diversas coletas foram realizadas em areas urbanas como pracas, jardins de canteiros
de ruas e rurais com predominio de gramineaslecdés de pastagens. Do total de colecdes
obtidas 26 foram trazidas por colaboradores de UCs, area urbana e rural o que incrementou
em muito este trabalho.

4.2. Andlises moleculares
Neste estudo fornecem46 novas sequéncias dos génexgaricus Chlorophylum
e Macrolepiotado Brasil; destas, 47 de ITS, 37 de LSU, 29 de RPB2 e 3 de TEF1. A maior
parte representa as primeiras sequéncias dos géneros de material bidsilerss detalhes

de como as sequéncias estdo distribuidas entre as espécies podemoseai@s nos

Manuscritos I, Il e Ill.

4.3. Revisdo de herbarios
Herbéario PACA
Todo o material dos géner@hlorophyllume Macrolepiotaque estava em condi¢des
razoaveis foi examinado e comparado, quando possivel, as nossas colecdes. Foram
confirmadas as espiés deC. molybdites M. bonaerensisM. pulchella Chlorophyllum
rhacodesestava identificado cond. rhacodegPACA 20764) e foi corrigido.
N&o foi possivel a extracdo de DNA dos materiais tipo examinadds lblasiliensis
M. pulchellg e M. stercoraia e ouros materiais devido as condicdes do material que datam
de 1907 a 1940 e provavelmente eram preservados em naftalina o que era habitual nos
herbérios, no século passado.
O génercAgaricusnéao foi revisado devido ao mal estado de conservacao doahate
UFRN-Fungos
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A revisdo demonstrou que os géner@hklorophyllum e Macrolepiota estavam
misturados, o que foi corrigido. Foi encontrada e identifidddpulchellg da qual ndo havia
registro para a regido Nordeste.

Uma nova espécie ddacrolepiotafoi descrit apartir de coleta e de material do
Herbario UFRNFungos,M. sabulosa(Cap. 1). Também neste herbaAgaricus ndo foi
revisado devido ao mal estado de conservagao do material.

ICN

A revisao confirmou a presenca dos géné&mwgaricus Chlorophyllume Macrolepiota.

A comparagdo do material com nossas colecdes possibilitou a identificacdo das seguintes
espéciesC. molybdites Leucoagaricus lilaceuSinger que foi combinado pa€a lilaceum
conforme descrito no Manuscrito Il, Capitulo 3 deste traballascolecdes dd.. lilaceus

foram corrigidas par&. lilaceum.Também foi confirmaddl. bonaerensie M. pulchella.

Foram encontradas 2 colecdes Macrolepiota splque estava identificada comid. cf.
colombianaque estdo sendo analisadas, uma vez quérmamos ndo se tratarem del.
colombiana As colec¢Bes identificadas conmvb procerapertencem também Macrolepiota

spl. Foi extraido o DNA das colecdesMacrolepiotaspl, mas nao foi possivel a extracao

do DNA deC. lilaceumdo material deste herbéri

Na comparacdo morfolégica do material do géné&garicusdo herbario com nossas
colecdes foi possivel identificak. porphyrizone A. silvaticus no entanto ndo obtivemos
éxito nas analises moleculares dessas colecoes.

HBEI

Toda colecdo deAgaricaceae estava en péssimo estado de conservacgao,
impossibilitando qualquer andlise. Apenas uma exsicata foi recuperada: F12402BEI|
citada comoChlorophyllum rhacodegor Alves et al. (2006); no entanto, apdés analises
microscopicas do material foi identificadoneo do gneo Macrolepiota

HBC

As colecbes dégaricaceagambém estavam em péssimas condi¢cdes de conservagao
neste herbario. Algumas exsicatas foram trazidas para andlise. Espécies identificadas como
lilaceus e Leucoagaricussp. foram identificadas eomigidas para C. lilaceum.N&o foi
possivel a extracdo de DNA do material.

Adicionalmente foram examinadas duas colecbfe<déortensedo Herbario FLOR,

sendo
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TABELA 517 Espécies identificadas

Molecular

Género Espécie n’ Coletor n°tombo Municipio UF Local Bioma ITS LSU RPB2 TEF1
Chlorophyllum  molybidites Fernada 900 ICN 199174  Viamio RS AUrb PA X X X —
Chlorophyllum  molybidites 182 ICN 199177 Rio Grande @RS UCAntr PA —_ = = —
Chlorophyllum  molybidites 657 ICN 199171 Rio Grande RS ZRAntr PA X X X —
Chlorophyllum — molybidites 696 ICN 199172 me_ SEIA we AU MA 0 — — — —
Chlorophyllum  molybidites 606 ICN 199169  Canoas RS AUrb MA —_ = = —
Chlorophyllum  molybidites 230 ICN 199168  Porto Alegre RS AUrb MA —_— = —_—
Chlorophyllum  molybidites 696 ICN 199172 m“% SElA po AUD MA 09— — — —
Chlorophyllum  molybidites 217 ICN 199165  Porto Alegre RS AUrb MA —_ = = —
Chlorophyllum  molybidites 632 ICN 199170  Porto Alegre RS AUrb MA —_ = = —
Chlorophyllum  molybidites 156 ICN 199164  Canoas RS AUrb MA —_ = = —
Chlorophyllum  molybidites 309 ICN 199166  Canoas RS AUrb MA —_ - - —
Chlorophyllum  molybidites 357 ICN 199167  Canoas RS AUrb MA —_ - = —
Chlorophyllum  molybidites ACM 562 ICN 199175  Florianépolis RS AUrb MA = = —
Chlorophyllum  molybidites 687 UFRN-F 2695 Natal RN AU MA X — — —
Chlorophyllum  molybidites 688 UFRN-F 2696 Natal RN AUrb MA X — - —
Chlorophyllum  molybidites 731 ICN 199173  Porto Alegre RS AUrb MA _ = = —
Chlorophyllum  hortense 149 ICN 199176  Rio Grande RS UCAntr PA X — — —
Chlorophyllum  hortense 617 ICN 199178  Porto Alegre RS ZRAntr MA _ - - —
Chlorophyllum  hortense 622 ICN 199179  Porto Alegre RS ZRAntr MA — e e —
Chlorophyllum  hortense 626 ICN 199180  Viamio RS ZRAntr MA —_ - = —
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que de uma elas foi extraido o DNA com sucesso elufmdo nas aélises moleculares do
género. Outras trés colecOe Herbario JBRJ, duas d€hlorophyllum e urma de
Macrolepiota foram examinadas, sendo uma confirmada ddmpulchella mas néo foi

possivel a extracd@dNA para as analises moleculares.

4.4. Andlises enzimétas

Das colegbes que se obteve cultivos, quinzanfoselecionados para as analises
enzimatica. As linhagens estdo mantidas na colecdo de microrganismos do Laboratério de
Enzimas e Biomassas do Institude Biotecnologia, Universidade de Gaxido Sul, Basil.
Esses quinze isolados foram submetidos &ismsagualiquantitativas para selecdo dapes
mais promissoras nos meios acido galico (AG) e corante azul (AC) e comparados com o
controleP. albidus(88-F) para a producao de fermtidases Destas, de apresentaram uma
relacdo superior ao controle ek@& e onze foram superiores em AC. Pelo cnogdo dos
valores e pelas caracteristicas de crescimento dos fungos, quatro foram selecionados para as
andlses qualitativas em cultivo sélido e suBo: Agaricus lacaseusA. xanthovolvatus
Chlorophyllum hortasee Macrolepiotasp4.

Em relacdo aos regatlos do cultivo sélido, os isolados analisados ndo se mostraram
promissores, uma vez que a producao eniaétou muito abaixo do control® (abidus.

Ja ros resultados relativos ao cultivo submerso umistdadosA. lacaseusproduziu
uma grande wpntidade de lacases, sendo pouco mais de duas vezes o valor do controle (357,9
U.mL?! em relagdo ao cont®lque produziu 159,7 U.mi). Também howe produciade
outras enzimas em menor quantidade por outmades, conforme detalhado no capitulo 4.
Com avariacao de condi¢des nutricionais, de pH e de temperatura essa producao pode ainda
ser bastante increm&da. Atualmente, poucas espécies sdizadas com A. blazei(A.
brasiliensi9 e A. subrufescensFica assim demonstrado a viabilidade da @D

biotecnoldgica de espécies nativas da famitjaricaceae
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ABSTRACT

Macrolepiota is a poorly known genus in the Neotropics. In order to increase knowledge about this
group, we collected specimens from the Atlantic Forest in southern and northeastern Brazil.
Macrolepiota cyanolamellata and M. sabulosa from subtropical and tropical regions, respectively,
are proposed as new species. We performed molecular phylogenetic analyses of the nuc rDNA
internal transcribed spacer region ITS1-5.85-ITS2 (ITS) and the combined data set ITS + nuclear
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KEYWORDS
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large subunit rDNA (28S) + RNA polymerase Il second largest (RPB2), as well as morphological
analyses. Two lineages with unique morphotypes were found. The species proposed were strongly
supported as the sister lineage closely related to M. clelandii and M. subcitrophylla. Detailed
descriptions and illustrations of their macro- and microscopic characters are provided.

INTRODUCTION

Macrolepiota, a genus within Agaricaceae (Agaricales,
Basidiomycota), was established by Singer (1948).
Currently, there are about 35 species worldwide
(Kirk et al. 2008; Ge et al. 2010, 2012; Lebel and
Syme 2012) and the genus is classified into three
sections: Macrolepiota (Singer 1948), Macrosporae
(Bon 1981), and Volvatae (Ge et al. 2010).
Macrolepiota contains secotioid species, although
most are agaricoid (Lebel and Syme 2012). Several
Macrolepiota species are used for cooking, such as M.
procera (Ayaz et al. 2011), M. bonaerensis (Wright
and Albert6 2002), and M. kerandi (Wright and
Alberté 2002). The agaricoid species are macroscopi-
cally characterized by medium- to large-sized, fleshy
basidiomata, free lamellae remote from the stipe,
pileus covered by trichodermic scales, spore print
white to cream, a prominent, simple to complex
annulus, which is eventually mobile, stipe often cov-
ered by colored bands in full-grown specimens, and
volva present in some species.

Microscopically, they have large basidiospores, gen-
erally larger than 10 pm, thick-walled, with germ pore
covered by a hyalinous cap (Vellinga 2003b), congophi-
lous, metachromatic, and dextrinoid; clamp connec-
tions present in most species; with cheilocystidia, but
never with pleurocystidia.

Although Macrolepiota is well known in Europe,
China, and Australia, the genus has been scarcely stu-
died in tropical and subtropical areas, especially in
South America, where there are few well-defined spe-
cies that lack molecular studies. Currently, 15
Macrolepiota species have been recorded from South
America: M. bonaerensis (Rick 1961; Wright and
Alberté 2002; Rosa and Capelari 2009; Suaza Blandén
2016); M. brasiliensis (Rick 1961; Raithelhuber 1988);
M. brunnescens (Heinemann and de Meijer 1996;
Vellinga and Yang 2003); M. colombiana (Franco-
Molano 1999; Ferreira and Cortez 2011); M. dolichaula
(Grandi et al. 1984); M. excoriata (Rick 1907); M. for-
nica (Raithelhuber 1988); M. fuligineosquarrosa (Alves
et al. 2016); M. gracilenta (Capelari et al. 2015); M.
kerandi (Wright and Albert6 2002; Putzke et al. 2014;
Suaza Blanddn 2016); M. mastoidea (Grandi et al. 1984;
Rosa and Capelari 2009); M. procera (Rick 1961;
Bononi et al. 1984); M. pulchella (Vellinga and Yang
2003); M. stercoraria (Rick 1961; Raithelhuber 1988);
and M. zeyheri (Rick 1961). Brazil holds records for all
of the aforementioned species, except for M. fornica.
However, most of these records use European or Asian
names, and thus far such records have not been
reviewed and have very little molecular information.

In order to better understand the Macrolepiota spe-
cies from Brazil, we made several field collections from
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Atlantic Forest areas. As a result, two new species of
Macrolepiota are proposed herein, based on morpholo-
gical and molecular phylogenetic analyses.

MATERIALS AND METHODS

Sampling and morphological analysis.—The materials
examined were collected from Rio Grande do Sul State,
southern Brazil, and Rio Grande do Norte State,
northeastern Brazil, between May 2015 and June 2016,
and were deposited in the herbaria ICN and UFRN. The
herbarium codes followed Thiers (continuously updated).
Color notations in the descriptions followed Kornerup
and Wanscher (1978). Macromorphological descriptions
were based on field notes and color slides of the material.
For micromorphological observations, free-hand sections
of the basidiomata were mounted in 5% KOH and Congo
red. Pileal/stipe structure, cheilocystidia, basidiospores,
and basidia were observed under a light microscope at
1000x magnification. Melzer’s reagent was used to test the
dextrinoid reaction of the basidiospores. We also checked
spore wall reactions to cresyl blue and Congo red. The
abbreviation codes used [n/m/p] represent n
basidiospores measured from m basidiomata of p
collections in 5% KOH solution. Dimensions of
basidiospores are presented in the form (a)b-c(d). The
range b-c contains a minimum of 90% of the measured
values. Extreme values (a and d) are given in parentheses.
Q refers to the length/width ratio of a basidiospore in side
view; avQ means average Q of all basidiospores + sample
standard deviation.

DNA isolation and amplification.—Genomic DNA
was extracted from dried specimens. We amplified the
following regions: nuc rDNA internal transcribed
spacer region ITS1-5.8S-ITS2 (ITS) using primers
ITSIF and ITS4 (White et al. 1990); nuclear large
subunit 28S nuc rDNA (28S) using primers LROR and
LR7 (Vilgalys and Hester 1990); and the region located
between domains 6 and 7 of the RNA polymerase II
second largest (RPB2) using primers bRPB2-6F and
bRPB2-7.1R (Froslev et al. 2005; Matheny 2005).
Polymerase chain reaction (PCR) was performed
with a total volume of 30 pL containing 1 unit Taq
DNA polymerase, 3.0 uL of 10x Taq polymerase reac-
tion buffer (Applied Biological Material, Vancouver,
Canada), 3.0 pL of bovine serum albumin solution
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri), 50 uM of dNTP
mix, 0.75 pL of 10 uM each of the two primers, and 1-2
pL of total DNA. PCR amplification of ITS was per-
formed with 2 min initial denaturation at 95 C, fol-
lowed by 35 cycles of 30 s at 95 C, 1 min and 30 s at 57
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C, and 30 s at 72 C, with a final extension of 10 min at
72 C following the last cycle. PCR amplification of 285
and RPB2 followed Vilgalys and Hester (1990) and
Matheny (2005), respectively. Purification and DNA
sequencing  were  performed by  Macrogen
(Geumcheon-gu, Korea). For RPB2 and ITS, we used
the same primers as for amplification, and for 28S,
LROR and LR5.

Alignment and phylogenetic reconstructions.—
Sequences were assembled and manually corrected
with Geneious 9.1.4 (Kearse et al. 2012), then
automatically aligned with MAFFT 7 (Katoh and
Standley 2013) under the auto mode for strategy.
When necessary, the alignment was manually adjusted
with MEGA 7.0.20 (Kumar et al. 2016). Potential
ambiguously aligned segments of ITSI1-ITS2 were
detected by Gblocks 0.91b (Castresana 2000) through
block parameters: the minimum number of sequences
for conserved positions was 53% from total sequences,
the minimum number of sequences for flank positions
was 55% from total sequences, the maximum number
of contiguous nonconserved positions was 8, the
minimum length of a block was 2, and the allowed
gap position was half. The data set in the ITS analyses
was subdivided into three data partitions: ITS1, 5.8S,
and ITS2, and combined analyses were subdivided into
seven data partitions: ITS1, 5.8S, ITS2, 28S, and RPB2-
Ist, -2nd, and -3rd codon positions; the RPB2 intron
(the fourth) was excluded. The alignments were
deposited into TreeBASE (submission ID: §21091).

We carried out single-gene and combined data set
phylogenetic analyses with ITS and ITS+28S+RPB2
sequences. A total of 97 specimens (two outgroup spe-
cies) were included in the ITS phylogenetic analyses; of
these, 30 were included in the combined data analysis.
The 28S matrix was built up to domain D3 (LR5 pri-
mer). All Macrolepiota sequences used in this study are
available in GenBank and were primarily taken from
Vellinga et al. (2003) and Johnson (1999).
Leucoagaricus barssii and L. meleagris were designated
as outgroup based on previous studies (Ge et al. 2010,
2012). All materials and sequences used in this study
are listed in SUPPLEMENTARY TABLE 1. Country
abbreviations follow International Organization for
Standardization (ISO) 3166 code.

All phylogenetic analyses were performed online
using the CIPRES Science Gateway (Miller et al.
2010). We analyzed the data sets separately with max-
imum likelihood and Bayesian inference. Maximum
likelihood (ML) analysis was carried out in RAXML
8.2.9 (Stamatakis 2014). The analysis first involved
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100 ML searches, each starting from one randomized
stepwise addition parsimonious tree under a
GTRGAMMALI model, with all parameters estimated
by the software. We provided a partition file to force
RAXML software to search for a separate evolution
model for each data set. To access the reliability of
the nodes, we computed the rapid bootstrapping repli-
cates under the same model, allowing the program to
halt bootstrapping automatically by extended majority
rule (MRE)-based bootstopping criterion (Pattengale
et al. 2010). Bootstrap (BS) values above 80 were con-
sidered significant (high support), and above 70 were
considered moderately supported.

Bayesian inference (BI) was performed in MrBayes
3.2.6 (Ronquist et al. 2012), and evolutionary models
for BI were estimated using the Akaike information
criterion (AIC) for each partition, as implemented in
MrModeltest 2.3 (Nylander 2004). The best-fit models
for each partition were implemented as partition-spe-
cific models within partitioned mixed-model analyses
(HKY+G for ITS1; JC for 5.85; GTR+G for ITS2 and
28S; SYM+G for RPB2-1st, -2nd, and -3rd). We set
Bayesian analyses with two independent runs, each
with four simultaneous chains for 107 generations,
sampling trees at every 1000th generation. The conver-
gence diagnostic was calculated every 10* generation,
and its critical value was set to stop the analysis auto-
matically when the standard deviation of the split fre-
quencies reached the value defined by the stopval
command (stoprule = yes, stopval = 0.01). In all ana-
lyses, the first 25% of trees from each run were dis-
carded as burn-in. Resulting trees from the two
independent runs were then pooled to produce one
50% majority-rule consensus tree, and Bayesian poster-
ior probabilities (BPPs) were generated for the resulting
tree. A BPP value above 0.99 was considered significant
(high support), and above 0.95 was considered moder-
ately supported.

RESULTS

Phylogenetic analyses.—DNA sequence details. In
this study, we provided 32 new sequences of
Macrolepiota from Brazil, of which 14 were from
ITS, 12 from 285, and 6 from RPB2
(SUPPLEMENTARY TABLE 1). The ITS ranged
from 333 (M. eucharis, ITS1 only, AF482854) to 747
(M. sabulosa, KY927715) bp. The final aligned matrix
of the ITS1-5.8S-ITS2 (ITS) region was 742 bp long;
of these, 76 bp were excluded by Gblocks. Contrary
to the other lineages, the Macrosporae shared the
463-473 positions (TCTAACTTTTG) in the ITS2
region. In the concatenated matrix, the 5' region of
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the 28S, including domains D1, D2, and D3, ranged
from 791 (M. orientiexcoriata, JN940278) to 820 (e.g.,
M. clelandii, AF482882) bp. In alignment, the partial
RPB2 region was 587 and 590 bp long, corresponding
to nucleotide positions 1050-1639 from M. dolichaula
AFTOL-ID 481 complete RPB2 (DQ385886).
Additionally, the ITS was from 502 (Macrolepiota
sp. 1, Faz643) to 652 (Macrolepiota sp. 2,
Rother126) bp long. The final aligned matrix of the
combined data set was 2063 bp long.

Single-gene analysis. In the RAXML analysis, ITS
alignment had 313 distinct patterns, with a proportion
of gaps and undetermined characteristics of 3.6%; the
bootstopping criteria indicated that 408 replicates were
sufficient to estimate the internal branch support, and
the final ML optimization likelihood was -InL =
3475.294357. The two Bayesian runs converged to
stable likelihood values (-InL = 3673.86, 3675.91)
after 510 000 generations, and 3826 (about 75% of the
sampled trees) stationary trees from each analysis were
used to compute a 50% majority-rule consensus tree to
calculate posterior probabilities. The best-scoring ML
tree and 50% majority-rule consensus tree did not show
major conflicts in the tree topology and were mostly
congruent, which allowed us to combine them (FIG. 1).

Three main clades were recovered, namely, clade 1:
Volvatae; clade 2: Macrosporae; and clade 3:
Macrolepiota. Clade 1 had ML BS/BPP 100/1 and
included three lineages: M. eucharis, M. velosa, and an
undescribed species. In clade 2 (86/1), three subclades
were recovered: M. mastoidea lineages, M. excoriata
lineages, and M. orientiexcoriata. In clade 3 (89/1), the
following species were retrieved: M. clelandii, M.
colombiana, M. detersa, M. dolichaula, M. fuliginosa,
M. permixta, M. procera, M. rhodosperma, M. subcitro-
phylla, M. turbinata, and four undescribed species. Two
of the four undescribed species are described below as
M. cyanolamellata (99/-) and M. sabulosa (100/1).

Combined data set analysis. In the Bayesian analysis,
after 180 000 generations, runs converged to stable
likelihood values (—InL = 6904.33, 6904.73) and 2702
stationary trees were used to compute a 50% majority-
rule consensus tree and to estimate BPPs of the
branches. In the RAXML, combined alignment pre-
sented 508 distinct patterns, with a proportion of gaps
and undetermined characters of 24.39%; the bootstop-
ping criteria indicated 252 replications as sufficient to
access the internal branch support, and the final ML
optimization likelihood was —InL = 6757.679061. No
conflict involving significantly supported nodes was
found; therefore, the best-scoring ML tree and the
50% majority-rule consensus tree were combined
(SUPPLEMENTARY FIG. 1).
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Figure 1. Phylogram showing the relationships of Macrolepiota based on nuc rDNA ITS sequences, inferred by maximum
likelihood analysis (log likelihood —InL = 3475.3). The numbers above and below branches are ML BS/BPP = 80/0.99 or
higher (high support) and ML BS/BPP of 70/0.95 or higher (moderate support), respectively. Strict consensus tree resulted in
the same topology. Support in nodes is indicated by thickened branches when bootstrap values are >80% and posterior
probabilities are 20.95. New sequences generated in this paper are marked in bold.
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Of the three clades recovered in the single analysis,
two (Volvateae and Macrosporae) were also retrieved in
the combined analysis. Macrolepiota clelandii was
placed as sister to the remaining species in the ML
tree and was recovered as closely related to
Macrosporae-Macrolepiota clade in the Bayesian tree
(data not shown). Macrolepiota cyanolamellata and M.
sabulosa were retrieved as sister to the remaining
Macrolepiota species in the BI tree (data not shown),
and as closely related to Volvateae (SUPPLEMENTARY
FIG. 1) in the ML tree. All these aforementioned phy-
logenetic relationships were not supported.

Morphological analysis.—In this study, we collected
and examined 67 specimens, preliminarily identified
as M. bonaerensis, M. kerandi, Macrolepiota sp. 1,
Macrolepiota sp. 2, and Macrolepiota sp. 3, as well
as the two new species described herein.
Furthermore, we examined the type material of M.
bonaerensis (LPS 15287), as Agaricus bonaerensis,
Buenos Aires, Argentina, 1880 (Spegazzini 1880); M.
brasiliensis (PACA 17151), as Lepiota permixta var.
brasiliensis, Sio Leopoldo, Rio Grande do Sul, Brazil,
1907 (Rick 1907); M. colombiana (Franco-M 1636),
La Ceja, Colombia, 1998 (Franco-Molano 1999); M.
pulchella (PACA 13897), as Lepiotella brunnea, Sao
Leopoldo, Rio Grande do Sul, Brazil, 1933 (Rick
1938); and M. stercoraria (PACA 17177), as Lepiota
stercoraria, Sao Leopoldo, Rio Grande do Sul, Brazil,
1933 (Rick 1937). Unfortunately, we did not
successfully extract DNA from the type materials
due to their preservation and contamination
conditions.

Given the results of the phylogenetic inferences that
placed two unknown lineages as closely related to M.
clelandii and M. subcitrophylla, and the morphological
data that defined them as unique morphotypes, these
lineages represent two distinct undescribed species.
Therefore, these species are proposed as follows.

TAXONOMY

Macrolepiota cyanolamellata Fazolino, Lechner &
Suaza Blandoén, sp. nov. FIGS. 2A-C, 3
MycoBank MB821449

Typification: BRAZIL. RIO GRANDE DO SUL
STATE: Porto Alegre, Morro Santana, in the soil
among dry leaves, 30°03'56.9"S, 51°7'28.9"W, 5 May
2015, Fazolino 000516 (holotype ICN 187662).

Diagnosis: Macrolepiota cyanolamellata is character-
ized by the bluish coloration of the lamellae, basidios-
pores with wide variation in size and shape, and the
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brown to reddish brown coverage of the pileus and
lightly striate edges.

Etymology: “cyanolamellata” refers to the coloration
of the lamellae in mature basidiomata.

Macroscopic features: Basidiomata medium-sized to
large. Pileus 8.5-10.0 cm diam, fleshy, convex when
young, plano-convex when mature with a distinct
umbo at disk, dark brown (6F2, 6F3) on reddish gray
background (10C2), at first smooth and continuous,
then gradually breaking up into irregular patches cov-
ered with reddish brown to brown (8D3, 8E3) squa-
mules scattered toward the margin; margin slightly
striate and appendiculate. Lamellae free, crowded,
white to grayish white (1A2, 1B1), becoming bluish
(21B1, 21B2) with age, mainly at the edges, with lamel-
lulae. Stipe 9.0-9.8 x 0.9-1.0 cm, cylindrical, central,
attenuating upwards, grayish (21Cl1), covered with tiny
brownish grey to reddish brown squamules (8E2, 8E3,
8E4); base slightly enlarged with white mycelium.
Context whitish (1B1), does not change color when
cut. Annulus ascending, simple, fixed, membranous,
with the lower border the same color as the scales of
the stipe. Fungal odor.

Microscopic features: Basidiospores [92/2/2], (7.5)
9.0-17.0(19.5) x (4.5)6.0-9.0(11.0) um, Q = 1.38-2.27,
avQ = 1.68 * 0.28 variable in size and shape, ellipsoid
to oblong, and some elongated and tapered, thick-
walled, smooth, hyaline, dextrinoid, congophilous,
metachromatic, with a germ pore covered with a hya-
line cap in KOH. Basidia 26.0-38.0 x 10.0-13.0 pm,
clavate, thin-walled, hyaline to pale orange, 4-spored.
Cheilocystidia 19.0-53.5 x 6.5-11.5 um, clavate, some
with secondary septa, pale brownish pigmentation in
KOH and small incrustations at the apex, in bunches,
forming a sterile edge. Pleurocystidia absent.
Squamules on pileus trichodermal, formed by cylindri-
cal hyphae, pale brownish pigmentation in KOH; term-
inal elements 11.5-75.5 x 7.5-12.5 pm, cylindrical to
narrowly clavate, thin-walled. Squamules on stipe simi-
lar to those on the pileus, terminal elements 29.5-71.0 x
6.5-10.5 pum. Clamp connections observed at the
hyphae of the stipe context and in base of basidia,
basidiole, and cheilocystidia.

Habitat and known distribution: Terrestrial and
saprotrophic, solitary, growing on soil, inside the forest
among dead leaves. Atlantic Forest, southern Brazil.

Comments: Macrolepiota cyanolamellata is charac-
terized by medium-sized basidiomata with reddish
gray pileus and brown to reddish brown squamules
and, mainly, by the bluish coloration of the lamellae
when mature. Microscopically, it is characterized by
dextrinoid, congophilous, and metachromatic basidios-
pores of variable size and irregular shape, basidia 4-
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Figure 2. A-C. Macrolepiota cyanolamellata, from holotype (ICN 187662). A. Pileus. B. Annulus. C. Lateral view. D-F. M. sabulosa, from
holotype (UFRN 2693). D. Pileus. E. Annulus. F. Lateral view. Bars = 25 mm.

spored, clavate, with clamp connections, cheilocystidia on the pileus and stipe, lamellae that are whitish to
clavate, some with pale brownish pigmentation and  grayish in M. sabulosa, and in the size and shape of
clamp connections. It resembles M. sabulosa in general  basidiospores. Macrolepiota brasiliensis, M. bonaerensis
appearance and size of basidiomata but differs from (Rick 1907; Singer and Digilio 1952; Raithelhuber 1988;
this species in the brown to reddish brown squamules =~ Wright and Alberté 2002), M. excoriata (Rick 1907;
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