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RESUMO

Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota (Agaricaceae, Basidiomycota) em areas de
Mata Atlantica e Pampa: Contribuicdo ao conhecimento de sua diversidade e potencial

enzimatico

A familia Agaricaceae (Fr.) Chev. é constituida por macro fungos saprofiticos de
ampla distribuicdo mundial, a qual abriga os géneros Agaricus, Chlorophyllum e
Macrolepiota. O presente estudo ampliou o conhecimento de suas diversidades e potencial
enzimatico para as areas de Mata Atlantica e do Pampa. Foram obtidas 123 espécimes,
distribuidas nos trés géneros, sendo: 10 novas espécies de Agaricus (A. xanthovolvatus, A.
lacaseus, A. reactivus, A. hirsutus, Agaricus spl, Agaricus sp2, Agaricus sp3, Agaricus sp4,
Agaricus sp5 e Agaricus sp6); um primeiro registro para o Brasil (A. tollocanensis) e duas
espécies ja conhecidas, (A. porphyrizon e A. silvaticus); cinco novas espécies de Macrolepiota
(M. cianolamellata, M. sabulosa, Macrolepiota spl, Macrolepiota sp2 e Macrolepiota sp3),
além de trés espécies conhecidas (M. bonaerensis, M. kerandi e M. pulchella); trés espécies
de Chlorophyllum (C. hortense, C. molybdites e C. lilaceum) e uma nova combinacdo de
Leucoagaricus lilaceus. Foram geradas 116 novas sequéncias para os trés géneros, 47 de
nrITS, 37 de nrLSU, 29 de rpb2 e trés de tefl. A maior parte representa as primeiras
sequéncias dos géneros de material brasileiro. Um estudo enzimético quali-quantitativo e
quantitativo foi realizado para identificacdo de lacases, peroxidases totais e manganés
peroxidases em 15 isolados obtidos durante o estudo. Agaricus lacaseus se destacou na
producéo de lacases em cultivo submerso com producéo de 357,9 U.mL™, superando em mais
que o dobro a do controle, Pleurotus albidus (88-F), evidenciando o potencial enzimatico de

espécies nativas brasileiras.

Palavras-chave: Taxonomia, Agaricaceae, andlises 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 macro-fungi distributed
worldwide, with more than 85 genera and 1,340 species. This work studied the genera
Agaricus, Chlorophyllum and Macrolepiota in areas of Atlantic Forest and Pampa, increasing
the knowledge of its diversity and enzymatic potential. A total of 123 specimens were
obtained distributed in the three genera, being: 10 new species of Agaricus (A.
xanthovolvatus, A. lacaseus, A. reactivus, A. hirsutus, Agaricus spl, Agaricus sp2, Agaricus
sp3, Agaricus sp4, Agaricus sp5 and Agaricus sp6); a first record for Brazil (A. tollocanensis)
and two species already known, (A. porphyrizon and A. silvaticus); five new species of
Macrolepiota (M. cianolamellata, M. sabulosa, Macrolepiota spl, Macrolepiota sp2 and
Macrolepiota sp3), in addition to three known species (M. bonaerensis, M. kerandi and M.
pulchella); three species of Chlorophyllum (C. hortense, C. molybdites and C. lilaceum), and
a new combination of Leucoagaricus lilaceus. 116 new sequences were generated among the
three genera, 47 for nrITS, 37 for nrLSU, 29 for rpb2 and 3 for tefl. Most of them represent
the first sequences for Brazilian collections of these genera. A qualitative-quantitative and
guantitative enzymatic study was carried out to identify laccases, total peroxidases, and
manganese peroxidases in 15 isolates achieved during the study. Agaricus lacaseus was
observed producing laccases in submerged culture with production of 357.9 U.mL-1,
surpassing the control Pleurotus albidus by more than twice (88-F), highlighting the

enzymatic potential of native Brazilian species.

Keywords: Taxonomy, Agaricaceae, molecular phylogenetic analyses, enzymatic

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

A familia Agaricaceae (Fr.) Chev. é constituida por macrofungos saprofiticos de
ampla distribuicdo mundial, com uma grande diversidade de cores, formas, tamanhos de
basidiomas e basididsporos. Inclui aproximadamente 85 géneros (Kirk et al., 2008), formando
um grupo monofilético distribuido em trés diferentes grupos morfolégicos (Fig. 1): os
agaricoides, que sao pileados, conhecidos popularmente por cogumelos, que apresentam
basidiomas com o himendforo aberto (lamelas), expondo os basidiésporos antes da
maturagdo; os gasteroides, onde os basidiomas permanecem fechados até a completa
maturacdo dos basididsporos; e os secotioides, forma intermedidria entre gasteroides e
agaricoides, que apresentam as lamelas imperfeitas ou anastomosadas (Moncalvo et al.,
2002).

Figura 1 — Tipos morfoldgicos de Agaricaceae: A — agaricoide (Macrolepiota sp.1) Foto de Magnago,
A.C.; B — secotioide (M. turbinata), foto de Lebel e Syme (2012); C — gasteroide (Morganella sp.) Foto de
Fazolino E.P. Escala (A) 5cm, (Be C) 1 cm.
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Sao decompositores de matéria orgénica, encontrados em diferentes substratos, sendo
frequentes no solo, hiumus e algumas vezes em madeira. Nao apresentam relacGes

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

A base para a classificacdo dos fungos agaricoides e de outros basidiomicetos foi
construida por Fries (1821), utilizando-se principalmente dos caracteres macroscopicos dos
basidiomas. Seu sistema facilitou muito a identificagdo no campo, sendo amplamente
utilizado (Kirk et al., 2008). Singer (1986) fez uma importante obra sobre a classificacdo da
ordem Agaricales baseada em caracteres morfologicos (Tab. 1A), em boa parte utilizada até
hoje (Kirk et al., 2008). Com a introducdo das analises moleculares (Moncalvo et al., 2002;
Vellinga et al., 2003) verificou-se uma grande mudanca na classificacdo de Agaricaceae com
a entrada de espécies secotioides e gasteroides que eram consideradas como outras familias.
Vellinga (2004) propbs uma nova classificacdo (Tab. 1B) com base em analises moleculares e
morfoldgica e um grande rearranjo vem ocorrendo na posic¢ao dentro e mesmo fora da familia.
De qualquer modo, relacionamentos dentro de Agaricaceae continuam em grande parte ndo
resolvidos, devido a pequena amostragem desta familia tdo diversa (Vellinga et al., 2003) e a
caréncia de estudos moleculares. O que melhor se conhece atualmente sdo espécies de regies
do hemisfério norte, principalmente Asia, Europa e América do Norte, com escassos estudos

em ambientes tropicais como América Central e América do Sul.

Tabela 1. A - Classificacdo baseada em analises morfoldgicas (inclui apenas espécies pileadas - agaricoides);
B — Classificacdo baseada em analises moleculares (inclui os morfotipos agaricoide, secotioides e 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. Caracterizacao dos Agaricaceae pileados

Os representantes agaricoides de Agaricaceae, ou seja aqueles pileados e com o
himendforo exposto, caracterizam-se por apresentarem héabito principalmente lepiotoide (Fig.
2) com lamelas livres e anel persistente, algumas vezes pluteoides quando o anel é esvaesente
ou efémero e raramente amanitdide quando possuem volva (Largent, 1986). Os basiddsporos
podem ser hialinos, castanhos ou de outras coloracdes, de parede fina ou espessa, com ou sem
poro germinativo visivel, metacromaticos ou ndo, amiloides, inamildides ou dextrindides.
Basidios geralmente tetrasporados com algumas excec@es. Cistidios presentes ou ausentes. A
esporada, deposicdo em massa dos basididésporos, é muito variada, podendo ser branca, creme,
ocracea, verde, rosa, castanha, violeta ou sépia. (Singer 1986, Kirk et al 2008, Wright &
Alberto, 2002). Estipite central, fibroso, e algumas vezes mais alargado na base, facilmente
separavel do pileo. Véu membranoso ou cortindide e em muitos casos efémero, podendo ser
maovel em alguns géneros. Volva geralmente ausente, apresentando algumas excec¢oes. Fibulas
ausentes ou presentes. Encontrados em diferentes substratos, sendo freqiientemente no solo
(terra ou areia), humus e madeira, também em estufas, desertos e campos. Ndo apresentam
relagBes micorrizicas com vegetais (Singer 1986).

Algumas caracteristicas importantes, que em conjunto separam as Agaricaceae de outros
grupos e podem ser reconhecidas ainda no campo durante as coletas (Fig. 2): presenca de

anel; lamelas sempre livres; e auséncia de volva (com algumas excecdes).

Himenoforo
, lamelas livres
Pileo
Anel
Estipite

Lamelas nao tocam o estipite
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Figura 2 — Caracteristicas do morfotipo agaricoide da familia Agaricaceae. A — cogumelo tipico
(Leucoagaricus leucothites (Vittad.) Wasser; B — himen6foro com detalne mostando as lamelas livres

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

1.3. Importancia Ecoldgica e Econdmica

Os fungos desempenham um papel fundamental dentro dos ecossistemas como
decompositores, mutualistas e/ou agentes patogénicos, mas na maioria dos casos o potencial
individual dos fungos na natureza é ainda pouco conhecido. Cabe lembrar também que
apresentam grande importancia econdmica como agentes de biocontrole e produtores de
metabolitos para o setor industrial (Alexopoulos et al., 1996). Sdo importantes como fonte de
alimento, muito apreciados na Europa, Asia e América do Norte. No Brasil, 0 consumo ainda
é bastante restrito, com um mercado promissor ainda pouco explorado. Os cogumelos sdo
alimentos com caracteristicas nutricionais excelentes, com alto teor de proteinas e fibras
alimentares, além do baixo teor de lipidios, sem colesterol e fonte consideravel de fosforo
(Furlani & Godoy, 2007; Colak, 2009; Cheung, 2013).

Mesmo sendo conhecido o imenso potencial dos fungos e dos representantes da
familia Agaricaceae, as pesquisas ainda sdo poucas e tém sido focadas preferencialmente na
descoberta de processos biotecnoldgicos e ligados a gastronomia. Além do valor nutricional,
0s cogumelos sdo fonte de compostos bioativos, utilizados como medicamentos, e de enzimas

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

Informacgdes relativas a producdo de enzimas ligninoliticas por parte dos fungos
degradadores de serrapilheira ainda sdo escassas (Durrant et al., 1991; Steffen et al., 2000).
As principais enzimas ligninoliticas produzidas pelas espécies de Agaricaceae ja analisadas
sdo manganés peroxidase e lacases (Hatakka, 2001; Steffen, 2003). Como exemplos, temos
espécies de Agaricus e Coprinus que produzem diferentes tipos de lacases e uma peroxidase
funcional e estruturalmente semelhante a bem conhecida peroxidase de Rabano Silvestre,
utilizada como marcador histoquimico em microscopia dptica e eletronica, e também, como
antigeno em experimentos de imunologia (Morita et al., 1988; Baunsgaard et al., 1993;
Heinzkill et al., 1998) e antitumorais (Sovrani et al., 2017). As fenol oxidases séo enzimas
ligninoliticas de interesse industrial com uma serie de aplicagdes, tais como: branqueamento

de polpa de celulose, descoloracdo de corantes téxteis, remoc¢do de fenois, tratamento de
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efluentes, degradacdo dos herbicidas (que s&o potenciais poluentes do solo), tratamento de
alimentos, oxidacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, e transformacdo de
antibioticos e esteroides. As celulases hidrolisam a celulose e seus derivados, sendo
responsaveis pela biodegradacdo de componentes de industrias de polpa de celulose e de
papel (Queiroz et al., 2002). As lacases também apresentam capacidade ligninolitica e ja
foram descritas para outros basidiomicetos, sendo estas aplicadas na industria téxtil e de
detergentes (Arora & Sharma, 2010).

1.4. Os géneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota

Neste trabalho foram estudados os géneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota
do morfotipo agaricoide, conhecidos popularmente por cogumelos, uma vez que o morfotipos

gasteroide e secotioide ndo possuem registros para o Brasil.

Eles sdo encontrados em diferentes substratos, sendo frequentes no solo (terra ou
areia), humus, também em estufas, pastagens, jardins, pragas, dunas e campos (Singer, 1986).
Sdo de grande interesse por serem utilizados como alimento, por apresentar espécies toxicas
para 0s seres humanos e animais ou ainda por produzirem metabdlitos de interesse industrial
(Singer, 1986; Durrant et al. 1991; Steffen et al. 2000; Wright & Albertd, 2002; Vellinga,
2004; Furlani & Godoy, 2007; Bala et al, 2011; ).

No Brasil, Agaricus bisporus (J.E. Lange) Imbach , conhecido como champignon de
Paris, ou simplesmente champignon, é o principal cogumelo cultivado e também o mais
consumido. Algumas espécies nativas de Agaricus (A. argentinus Speg., A. campestris L., A.
silvicola Bohus & Locsmandi, entre outros.), Chlorophyllum (C. rhacodes.Vittad.) e
Macrolepiota (M. bonaerensis (Speg.) Singer, M. colombiana Franco-Mol., M. kerandi
(Speg.) Singer) também sdo nativos e consumidos aqui, especialmente na Regido Sul, onde
existem pesquisadores que divulgam o conhecimento da micobiota local (Meijer, 2001, 20086,
2008; Rother & Silveira, 2008; Putzke et al., 2014; Putzke & Putzke, 2017; Alves et al.,
2016).

Alguns sdo utilizados pela industria, quer para obtengdo de farmacos como o
cogumelo do Sol, Agaricus blazei Murrill, ou em testes de toxidade com A. Silvaticus Schaeff.
(Bach et al., 2008), ou ainda como produtores de enzimas e utilizados em processos
industriais ou de biorremediacdo de ambientes contaminados (Espinosa-Ortiz et al., 2016).
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Diversos estudos sobre o potencial enzimatico em Agaricaceae vém sendo realizados
incluindo os géneros Agaricus (Lincy & Gnanadoss, 2014; Valle et al., 2015), Chlorophyllum
(Kumari et al., 2012) e Macrolepiota (Rosa L.O., 2013).

Dentro das espécies toxicas encontramos, em Agaricus, a se¢cdo Xanthodermatei Sing.,
que é reconhecida pela mudanca de coloragdo ao se cortar, quebrar ou raspar os basidiomas, e
também por um odor fendlico caracteristico. Wright & Albertd (2002) citam A.
xanthodermus, A. placomyces Peck. e Agaricus heinemannii Albertd & G. Moreno para a
regido pampeana da Argentina, 0 que sugere que temos essa espécie no Brasil e 0 risco

potencial de intoxicagdes.

Em Chlorophyllum, a espécie C. Molybdites (G. Mey.) Massee € toxica e C. rhacodes
€ comestivel. Essas duas espécies sdo muitas vezes confundidas, causando graves
intoxicacOes alimentares (Wright & Albert6, 2002; de Meijer, 2001, 2007).

Em Macrolepiota ndo ha registros de espécies toxicas, se bem que para varias das
espéies conhecidas ainda ndo se tem estudos sobre a comestibilidade. Muitas espécies nativas
de Macrolepiota sdo comestiveis como M. bonaerensis, M. kerandi, M. procera (Scop.)
Singer , M. gracilenta (Krombh.) Wasser, entre outras (Wright & Albertd, 2002; Putzke &
Putzke, 2014; Suaza Blandon, 2016).

1.4.1 Agaricus L.

O género Agaricus foi descrito por Linnaeus em 1753, com cerca de 200 (Kirk et al.,
2008) a 400 especies (Karunarathna et al., 2016) de distribuicdo cosmopolita. Apresenta
habito predominantemente lepiotoide, com basidioma carnoso, anel membranoso e uma
esporada bastante caracteristica variando de castanho a marrom-escuro (Fig. 3). A superficie
pode ser glabra, fibrilosa, escamulosa a escamosa, de formato que varia de convexo a
hemisférico tornando-se plano a plano-convexo na maturidade, algumas vezes umbonado. As
lamelas sdo proximas e sempre livres, de coloracdo branca a rosada, tornando-se castanhas a
marrom-escuras conforme amadurecem. O estipite € central, com superficie lisa a escamulosa,
com base regular ou bulbosa, raramente apresenta volva. O anel esta sempre presente,
geralmente membranoso, podendo conter escamas na superficie inferior, (Heinemann, 1956;
Singer, 1986; Zhao et al., 2016). Em algumas espéecies o contexto do pileo e estipite e a

superficie do pileo podem sofrer alteracbes na cor quando cortadas, quebradas ou raspadas.
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Os basididporos sdo lisos, de parede espessa ou simples, com coloragdo castanha a marrom-
escura em KOH, sem poro germinativo, inamiloides, ndo metacromaticos, geralmente
menores que 10 pum. Os basidios clavados, principalmente tetrasporados, podendo ser
biesporados. Camada cortical do pileo formada geralmente por hifas paralelas prostradas. Nao
apresentam pleurocistidios, com uma excecdo, A. globocystidiatus Drewinski & M.A. Neves
(Drewinski et al., 2017), queilocistidios quando presentes sdo largos e vesiculosos ou
clavados a piriformes. Trama himenoforal regular a levemente irregular. Ndo apresenta

fibulas.

A identificacdo morfoldgica ao nivel de género é facil, no entanto, para se chegar as
espécies é bastante dificil e requer exames em materiais frescos com a observacdo de
mudancas na coloracdo do basidioma quando tocado, raspado ou cortado, odor, sabor, e
reacGes quimicas, microscopia, além de analises moleculares, o que dificulta o trabalho de
taxonomistas, especialmente com materiais de herbario, onde essas caracteristicas ja foram

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

Figura 3. Agaricus spp. — Vista geral dos basidiomas (A), reacdo 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 sido usados erroneamente para espécies

brasileiras baseados unicamente em analises morfoldgicas.

A utilizacdo da biologia molecular e do aperfeicoamento dos estudos filogenéticos tém
ajudado na delimitacdo de espécies e na compreensdo das relacGes entre os taxons de
diferentes regides. Zhao et al. (2016) fizeram uma grande revisdo taxondmica para 0 género
utilizando dados moleculares e morfologicos. Eles analisaram sequéncias de ITS de 745
colecdes, sendo 600 novas extraidas por eles, e nesse montante foram examinados 86 tipos de
diversos herbarios, além de uma analise multigénica utilizando ITS, LSU, rpb2 e Tefl-a. Com
esse trabalho eles propuseram a separagdo de Agaricus em cinco subgéneros e 20 secoes
(Tab.1).

Estudos para o Brasil

Diversos pesquisadores tém contribuido para os estudos do género no Brasil: Rick
(1939, 1961), Singer (1953), Heinemann (1962, 1993), Putzke (1994), Pegler (1997), de
Meijer (2006, 2008), Rother e Silveira (2008), Wartchow et al., (2008), Rosa e Capelari
(2009), Alves et al., (2012), Drewinski (2017), Drewinsk et al., (2017), entre outros. Putzke
& Putzke (2017) fizeram uma revisdo bibliografica do género levantando 32 espécies para o
Brasil, além de apresentar uma chave e descrigdes para as principais espécies, sendo elas A.
argentinus Speg, A. argyropotamicus Speg., A. bisporus (J. Lange) Imbach, A. brunneostictus
Heinem., A. cf. bugandensis Pegler, A. campestris L. Ex Fr., A. cheilotulus Heinem., A.
dennisii Heinem., A. dicystis Heinem., A. dulcidulus Schulzer., A. purpurellus Heinem., A.
endoxanthus Berk., A. fiardii Pegler, A. cf. fuscofibrilosus (Moeller) Pilat, A. hornei Murr., A.
junquitensis Heinem., A. cf. litoralis (Wakef. E A. Pearson) Pilat, A. martineziensis Heinem.,
A. mediofuscus (Moeller) Pilat, A. meijeri Heinem., A. nigrescentulus Heinem., A. cf.
nivescens, A. cf. ochrascens Heinem., A. ochraceosquamulosus Heinem., A. pampeanus
Speg., A. parasilvaticus Heinem., A. porosporus Heinem., A. porphyrizon P.D. Orton, A.
pseudoargentinus Albertd e J.E. Wright, A. purpurellus (Moeller) Moeller, A. puttemansii
Pegler.

1.4.2 Chlorophyllum Mass.

O género Chlorophyllum foi proposto por Massee em 1898, apresenta distribuicéo

cosmopolita e conta atualmente com aproximadamente 18 espécies, tanto em regides
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temperadas, da América do Norte, Asia e Europa como em regides tropicais no hemisfério Sul
(Kirk et al., 2008; Ge et al., 2018). E um grupo monofilético de habito que varia de agaricoide
(a grande maioria) a secotioide. (Ge & Yang 2006; Vellinga 2003a; Vellinga et al., 2003). As
espéecies com himendforo aberto apresentam habito lepiotoide, com basidioma carnoso, anel
simples ou duplo, podendo ficar solto na maturidade e esporada que varia de tons de verde,
castanho creme a branco (Fig. 4). Apresenta a cobertura do pileo himenodermal, mas com
algumas espécies tricodermal (Ge et al., 2018). O estipite, se presente, pequeno em relacdo 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 a tons de marrom
(Vellinga, 2006; Ge et al., 2018). Seus basidiosporos variam de pequenos a grandes, podendo
ser hialinos a levemente castanhos ou esverdeados em KOH, dextrinoides, congdfilos,
metacromaticos em azul de cresil e 0 poro germinativo pode estar presente ou ausente, mas
quando presente nunca coberto por uma capa hialina. Trama da lamela € trabecular e

apresentam queilocistidios, mas ndo pleurocistidios.

+ S

Figura 4. Chlorophyllum — Vista geral dos basidiomas (A e D), reacdo ao corte (B), e esporada (C). Escala 5
cm. Fotos Fazolino E.P.

Foi considerado por muito tempo um género monoespecifico com Chlorophyllym
molybdites, um cogumelo toxico, facilmente reconhecido por sua esporada verde quando
maduro. No entanto, estudos realizados por Vellinga (2002, 2003) baseados em ITS e LSU,
mostraram que Chlorophyllum molybdites formava um clado com Macrolepiota, secdo
Laevistipedes, juntamente com Leucoagaricus hortensis (Murrill) Pegler e Endoptychum
agaricoides Czern. uma espécie secotioide. Recentemente, Ge et al., (2018), com base em um
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abrangente estudo para o género, incluindo espécies tropicais com dados moleculares
multigénicos, propuseram uma nova classificagcdo para o grupo, dividindo-o em seis secoes
(Tab. 1).

Estudos para o Brasil

Estudos realizados para o Brasil registram apenas trés espécies: C. hortense (Murrill)
Vellinga, C. molybdites (G. Mey.) Massee e C. rhacodes (Vittad.) Vellinga (Rick, 1906, 1907,
1961; Singer, 1953; Raithelhuber, 1987; Albuquerque, 2006; de Meijer et al., 2007; Rother &
Silveira, 2008; Nascimento e Alves; 2014, Alves et al., 2016).

Suaza Blandén (2016) em seu trabalho sobre a biodiversidade de fungos lepiotaceos
na Argentina encontrou trés novas espécies (ainda ndo publicadas), e Ge et al. (2018)
apresentaram duas espécies novas para a regido tropical, o que sugere que existam ainda
muitas espécies desconhecidas, além de outras identificadas em outros géneros, antes da

utilizacdo de analises moleculares.
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Tabela 2. Classificacdo infragenérica dos géneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota.

Abaixo do nome dos géneros, 0 nome dos autores das secoes.

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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Continuacéo 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. Macrolepiota Sing.

O género Macrolepiota foi estabelecido por Singer em 1948. Conta atualmente com
aproximamdamente 36 espécies de distribuicdo cosmopolita (Kirk et al., 2008; Ge et al.,
2010, 2012; Lebel & Syme, 2012).

As espécies de himendforo aberto (Fig. 4) possuem hébito lepiotoide, tamanho grande
a médio, pileo recoberto por escamas tricodérmicas, normalmente umbonado com uma calota
central mais escura. O contexto € carnoso, lamelas livres e afastadas do estipite, esporada que
varia de branca, creme, amarelada, esverdeada até levemente rosada. O estipite recoberto por
uma camada de hifas que se rompe com o crescimento formando bandas zebradas, possui anel
proeminente simples ou duplo que pode soltar-se quando maduro e ficar mével, a base
bulbosa podendo apresentar volva em algumas espécies. Os basididsporos sdo grandes,
geralmente maiores que 10 um, hialinos a levemente esverdeados em KOH, dextrinoides,
congéfilos, metacromaticos em azul de cresil, apresentam poro germinativo que sdo sempre
cobertos por uma capa hialina. A trama lamelar é do tipo trabecular, apresenta queilocistidios,

mas ndo pleurocistidios.

Inimeras modificacdes foram feitas na classificacdo desde o seu estabelecimento por
Pazmany (1985), Singer (1986), Bellu & Lanzoni (1987), Bon (1993). Com o inicio dos
estudos moleculares associados a morfologia, Johnson & Vilgalys (1998) e Johnson (1999)
concluiram que o género Macrolepiota era polifilético. Vellinga et al. (2003a), avaliaram
Macrolepiota ao nivel genérico e transferiram as espécies da se¢do Laevistipes para 0 género
Chlorophyllum. Vellinga & Yang (2003) incluiram as espécies com volva, antes no género
Volvolepiota Singer, em Macrolepiota, pois verificaram que a presenca de volva ndo
justificava a separacdo dos dois géneros. Ge et al. (2010) realizaram um estudo filogenético
abrangente do género, identificando trés clados: Macrolepiota e Macrosporae, que
correspondem respectivamente a secdo Macrolepiota e Macrosporae e um terceiro clado que
denominaram Volvatae, para incluir as espécies com volva (Tab. 1). Com a atual classificacao
e a exclusdo da secdo Laevistipes, Macrolepiota € um género monofilético com uma boa

resolucdo morfologica.
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SR

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

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

Estudos para o Brasil

Existem poucos estudos de Macrolepiota para os trépicos e, no Brasil, foram
registradas 16 espécies, embora a maioria tenha sido citada com nomes europeus (Fazolino et
al., 2018).

Diferentes pesquisadores contribuiram para o conhecimento da diversidade de
Macrolepiota para o Brasil: Rick, 1907, 1961; Bononi et al., 1984; Grandi et al., 1984; Rosa
& Capelari, 2009; Raithelhuber, 1988; Sobestiansky, 2005 , Heinemann & de Meijer, 1996;
Vellinga & Yang, 2003, Ferreira & Cortez, 2011; Putzke et al., 2014; e Alves et al., 2016
entre outros. Foram citadas um total de 16 espécies para o Brasil: M. bonaerensis (Speg.)
Singer, M. brasiliensis (Rick) Raithelh., M. brunnescen Vellinga, M. colombiana Franco -
Mol., M. dolichaula (Berk. & Broome) Pegler & R.W. Rayner, M. excoriata (Schaff.)
Wasser, M. fornica Raithelh., M. fuligineosquarrosa Malencon, M. gracilenta (Kombh.)
Wasser, M. kerandi (Speg.) singer, M. mastoidea (Fr.) Singer, M. procera (Scop.) Singer, M.
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procera var. vulpina (Rick) Raithelh., M. pulchella de Meijer & Vellinga, M. stercoraria
(Rick) Raithelh., e M. zeyeri Heinem.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

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

morfoldgicas, moleculares e bioquimicas.

2.2. Objetivos especificos

Conhecer as espécies dos géneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota
presentes nas areas de estudo;

Elaborar descric@es e ilustracBes para identificacdo das espécies encontradas;
Utilizar caracteres morfoldgicos e moleculares para a identificacdo das espécies; e

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

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

A éarea de estudo deste trabalho abrangeu regides de Mata Atlantica e Pampa,
compreendendo quatro estados: Rio Grande do Norte (RN), na regido Nordeste, e os estados
do Parand (PR), Rio Grande do Sul (RS) e Santa Catarina (SC), na regido Sul (Fig. 5). As
coletas foram realizadas em Unidades de Conservacao (UC), além de &reas urbanas e rurais,
como pragas, ruas, parques, pastos entre outras, devido ao fato dos géneros Agaricus,
Chlorophyllum e Macrolepiota possuirem espécies 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 mostrando os biomas Mata Atlantica e Pampa. Os pontos em destaque representam 0s
principais pontos de coleta. Modificado de Morrone e shapefile de Lowenberg-Neto.
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3.2. Coleta e preservacgado dos espécimes

Excursoes e coletas

Foram realizadas 61 excursdes de coleta 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 matérias de herbarios de ambas as regides.

Tabela 3. Relagdo dos municipios onde foram realizadas coletas mostrando as UF, o Bioma e o ndmero de
excursdes 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 diferentes localidades citadas. Autorizacfes de coletas (anexo X) foram obtidas junto aos
6rgdos responsaveis (Tab. 3). Para a coleta nas UCs buscou-se percorrer trilhas no interior da
mata, em locais preservados. Também ocorreram coletas em areas urbanas ou rurais de

pastagens devido a adaptabilidade dos géneros estudados com ambientes antropicos.

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 em seguida acomodados em
recipientes individuais ou caixas compartimentadas para evitar a mistura dos basididsporos de
diferentes exemplares, bem como a desidratacdo e a perda de caracteristicas como coloragéo e
aspecto geral. Um pequeno fragmento de cada colecédo foi preservado em 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 trazidos por colaboradores.
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Tabela 4. Unidades de Conservacdo (UC), localizagdo municipio / 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 preservacéao

Apos a coleta dos dados em material fresco, os basidiomas foram colocados em um
desidratador elétrico com aquecimento em torno de 45 C e ventilagdo constante até completa
secagem. O material seco entdo foi acondicionado em sacos de papel, acomodados em caixa
plastica com tampa e levado ao freezer por pelo menos 72 horas e depois a bancada para

analises.

O material identificado foi incorporado ao acervo de Herbario ICN, do Instituto de
Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, e algumas exsicatas no Herbario
UFRN-Fungos, da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

3.3. Analises morfoldgicas

Andlise macroscopica

Algumas caracteristicas morfoldgicas e de reacdes ao toque e exposicdo do contexto
dos basidiomas foram registradas no local de coleta. Assim que chegado ao laboratério e/ou
ponto de apoio em UCs, os espécimes passaram por uma analise macroscépica a olho nu e
com auxilio de um microscépio estereoscopico ou lupa manual, antes do processo de
desidratacdo, para que ndo fossem perdidas caracteristicas importantes para a identificagéo.
As anotagdes de cores indicadas nas descrigdes seguiram Kornerup e Wanscher (1978). As
descricdes da macromorfologia foram baseadas nas notas de campo e nas fotografias do

material fresco. Sempre que possivel, foi retirada a esporada com auxilio de uma camara
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Umida. Fichas de andlise macroscopica foram especialmente confeccionadas para os fungos
deste grupo (anexo 1). Fotos e/ou esquemas dos basidiomas foram incluidos. A nomenclatura
e metodologia utilizadas seguiram as propostas de Fidalgo & Fidalgo (1967), Largent (1977)
e Wright & Alberto (2002).

Analise microscopica

Para as observagdes da micromorfologia, foram feitos cortes manuais dos basidiomas
com auxilio de laminas de ago e montados em solugdo aquosa de hidroxido de potassio a 5%
(KOH) (Fig.6 A) e vermelho Congo 2% para estudo das estruturas de importancia
taxondmica: superficie pilear (pileipelis), basididsporos, basidios, queilocistidios e superficie
do estipite. Foram observados ao microscopio optico em 100, 400 e 1.000 x de amplia¢do. O
reagente de Melzer foi utilizado para testar a reacdo dextrinoide dos basidiosporos (Fig. 6 B).
Também foram verificadas as reacBes da parede de basidiosporos em azul de cresil e
vermelho Congo (Fig. 6 C e D). Os cédigos abreviados utilizados [n / m / p] significam o
namero de basidiésporos (n) medidos a partir do nimero de basidiomas (m) do nimero de
colecdes (p) em solucdo de KOH a 5%. As dimensdes dos basididsporos sdo dadas usando a
notacdo da forma (a) b—c (d). O intervalo b—c contém um minimo de 90% dos valores
medidos. Os valores extremos (a e d) sdo entre parénteses. Q refere-se a "relacdo
comprimento / largura™ de um basidiosporo em vista lateral; Qm significa média Q de todos
0s basididsporos.

Figura 6. Basidiosporos evidenciando diferentes reacdes conforme reagentes quimicos utilizados. ;\ — hialinos
em KOH; B — dextrinoides em Melzer; C — metacromaticos em azul de cresil; e D — cong6filos em vermelho
Congo. Escala 20 pm.

Para cada especime, foi preenchida uma ficha de anélise microscopica (anexo 2), com
espaco para observacGes da morfologia e anotacdo das medi¢Oes das microestruturas,
especialmente elaborada para fungos dessa familia. Foram feitas medi¢fes (minimo de 25
para cada elemento) e ilustracbes e/ou fotografias das microestruturas de importancia

taxonémica, férteis e estéreis, como basidios, basidiosporos, hifas da trama e superficie pilear
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(pileipelis), com o auxilio de uma ocular micrometrada e do programa Zeiss acoplado ao
microscopio optico. A nomenclatura das microestruturas foi baseada na obra de Largent et al.
(1986) e Wright & Alberté (2002).

3.4. Andlises moleculares
Isolamento e amplificagdo do DNA

O DNA gendmico foi extraido de amostras secas conforme protocolo de Goes—Neto et
al. (2005), modificado: um pequeno fragmento da amostra (0,1-0,05 g) é colocado num tubo
eppendorf de 1,5 ml contendo 50-100 uL de solugdo CTAB; aguarda-se 12-24 horas em
repouso a temperatura ambiente; ap0s repouso a amostra € macerada manualmente com
auxilio de um pistilo de polietileno até fragmentacdo, tomando cuidado para ndo degradar o
DNA; adiciona-se mais CTAB para completar 500 pL; o homogenizado ¢ incubado a 65 °C
por 30 minutos a 1 h; entdo adiciona—se 500 puL de cloroférmio: alcool isoamilico (24: 1),
mistura—se delicadamente por aproximadamente 5 minutos; logo apos centrifuga—se a 12.200
rpm por 10 minutos (resfriamento a cada 5 minutos); o sobrenadante é transferido para um
novo tubo eppendorf de 1,5 ml; adiciona—se igual volume de cloroférmio: alcool isoamilico
(24: 1); novamente € misturado delicadamente por aproximadamente 5 minutos; entdo
centrifugado a 12.200 rpm por 10 minutos (resfriamento a cada 5 minutos); o sobrenadante
transferido para um novo eppendorf de 1,5 ml; € adicionado igual volume de isopropanol e
misturado suavemente e colocado em refrigeracdo — 10°C durante durante 12—-24 horas; ap0s
refrigeracdo centrifuga-se a 12.200 rpm por 10 minutos a 4°C (resfriamento a cada 5
minutos); o sobrenadante é despejado cuidadosamente para ndao perder o pellet; lava-se o
pellet duas a trés vezes com 50-100 pL etanol 70% (EtOH) e centrifuga-se a 12.200 rpm por
5 minutos; leva-se a estufa a 50°C até completa secagem do etanol e ressuspende-se em 20-50
puL TE 1x (Tampdo Tris) ou mq H20 e aquece-se a 45°C por 2 horas (ou durante a noite a
4°C); coloca-se 1-2 ul. de RNAse; realiza-se uma eletroforese em gel de agarose para
certificar-se do sucesso da extragéo e entdo estoca-se em refrigeracdo de — 10°C.

Reacdo em cadeia da polimerase — PCR

As seguintes regides foram amplificadas: nuc-rDNA ITS1-5.85-I1TS2 (ITS) usando os
primers ITS1F e ITS4 (White et al., 1990); nuc-rDNA 28S de subunidade grande nuclear
(28S) utilizando os iniciadores LROR e LR7 (Vilgalys & Hester, 1990); e quando possivel a
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regido localizada entre os dominios seis e sete da segunda maior RNA polimerase 11 (RPB2),
primers bRPB2-6F e bRPB2-7.1R (Frgslev et al., 2005; Matheny, 2005).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em um volume total de 30 uL
contendo 1 unidade de DNA polimerase Taq, 3,0 uL de tampdo de reagao 10 x Taq
polimerase (Applied Biological Material Inc., Vancouver, Canadd), 3,0 pL de solucdo de
albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich, Missouri), 50 uM de dNTP mix, 0,75 pL de 10 uM
de cada um dos dois primers e 1-2 uLL de DNA total. A amplificagao por PCR de ITS foi
realizada com 2 min de desnaturacao inicial a 95, seguida por 35 ciclos de 30 sa 95, 1 min e
30 sa 57,30 s a 72, comuma extensdo final de 10 min 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 purificagdo e o sequenciamento de DNA foram realizados por Macrogen Inc,
Geumcheon-gu, Coreia. Para RPB2 e ITS, foram usados 0s 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 o0 MAFFT 7 (Katoh & Standley, 2013)
sob o modo automatico. O alinhamento foi ajustado manualmente quando necessario com 0
MEGA 7.0.20 (Kumar et al., 2016). Potenciais segmentos ambiguamente alinhados a ITS1-
ITS2 foram detectados por Gblocks 0,91b (Castresana, 2000) através dos seguintes
parametros, o nimero minimo de sequéncias para posi¢es conservadas foi de 53% das
sequéncias totais, o numero minimo de sequéncias para posi¢oes de flanco foi de 55% das
sequéncias totais, 0 nimero maximo de posi¢Ges 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 particdes de dados:
ITS1 +5.8S + ITS2 e as analises combinadas foram subdivididas em sete parti¢cbes de dados:
ITS1 +5.8S + ITS2 + 28S + RPB2-1? 22 —32 posi¢Oes de codon; o intron RPB2 (quarto) foi
excluido. Os alinhamentos foram depositados no TreeBASE.

Foram realizadas analises 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 sequéncias de Chlorophyllum, Macrolepiota e Agaricus usadas
neste estudo estdo disponiveis no GenBank. Os grupos externos de cada género foram
designados com base nos trabalhos de Ge et al. (2010, 2012), Ge & Yang, (2006), Vellinga,
(2003, 2006), Zhao et al. (2016). Todos os materiais e sequéncias usados neste estudo estéo

listados na Tabela 3. A abreviacao de paises seguiu o cddigo ISO 3166.

As analises filogenéticas foram todas realizadas on-line no CIPRES Science Gateway
(Miller et al., 2011). Analisamos o0s conjuntos de dados separadamente com maxima

verossimilhanca e inferéncia bayesiana.
Analise de maxima verossimilhanca — ML

A andlise de maxima verossimilhanca foi realizada em RAxXML 8.2.9 (Stamatakis,
2014). A analise envolveu primeiramente 100 pesquisas ML, cada uma iniciando a partir de
uma arvore de parcimbnia de adicdo passo a passo randomizado sob um modelo
GTRGAMMALI, com todos os parametros estimados pelo software. Fornecemos um arquivo
de particéo para forcar o software RAXML a procurar um modelo de evolucdo separado para
cada conjunto de dados. Para acessar a confiabilidade dos nds, réplicas de bootstrapping
rdpidas 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 alto) e acima de 70 foram considerados de

suporte moderado.
Andlise de Inferéncia Bayesiana — Bl

A andlise de Inferéncia Bayesiana foi realizada em MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al.,
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 parti¢cdo foram implementados como modelos
especificos de particdo dentro de andlises de modelos mistos particionados (HKY + G para
ITS1; JC para 5.8S; GTR + G para ITS2 e 28S; SYM + G para RPB2-1st, —2nd, —3rd). Foram
estabelecidas analises bayseianas com duas séries independentes, cada uma com quatro
cadeias simultdneas por 107 geracGes, amostrando &rvores a cada milésima geracdo. O
diagndstico de convergéncia foi calculado a cada 10* geracdes, e seu valor critico foi ajustado

para interromper a analise automaticamente quando o desvio padrédo das frequéncias divididas
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atingiu o valor definido pelo comando stopval (stoprule = yes, stopval = 0.01). Em todas as
andlises, os primeiros 25% das arvores de cada corrida foram descartados como burnin. As
arvores resultantes das duas corridas independentes foram entdo agrupadas para produzir uma
arvore de consenso de regra majoritaria de 50% 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. Identificacdo do material

Para a identificacdo 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 colecdes dos seguintes herbarios:
PACA do Instituto Anchieta da UNISINOS; UFRN-Fungos da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte; ICN da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, HBEI da Universidade
Federal do Pampa; e HBC da Universidade de Santa Cruz do Sul. Foram solicitados também
exemplares dos herbarios FLOR e do JBRJ, com a finalidade de esclarecer possiveis davidas
taxondmicas e confirmar a identificacdo das espécies. A abreviacdo dos herbéarios seguiu
Thiers (2017).

3.6. Analises enzimaticas
Isolados

Para o isolamento dos macrofungos e/ou manutengéo dos isolados foi utilizado o meio
AEM (Agar extrato de malte) que foi formulado segundo Imbiv - Conicet (2010): extrato de
malte 2%, agar 1,5% e H,O destilada q.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
cultura foram adicionados os antibidticos tetraciclina 0,1775 mg/100 mL de meio e ampicilina
0,05 mg/100 mL de meio. Apos vertido e resfriado o meio recebeu os basididsporos e/ou
fragmentos dos diferentes espécimes coletados. Foram mantidos em estufa a 25°C para
posterior isolamento. Apos isolados, foram estocados em AEM sem antibioticos em tubos sob

refrigeracdo de 4°C.

Meio agar &cido galico — AG
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O meio AG foi formulado segundo Davidson et al. (1938): extrato de levedura 0,3%,
extrato de Malte 0,3%, peptona 0,5%, glicose 1%, agar 2%, acido 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 estufa a 25°C, sendo acompanhado o crescimento e a oxidagéo do
acido gélico 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 modificacdes: Reactive Blue
220 0,01%, peptona 0,2%, glicose 1%, agar 2%, solu¢cdo MTV (10X) 10mL e H20O destilada
g.s.p. 90 mL. O pH do meio foi acertado para 5,5+0,5 e 0 meio foi autoclavado a 1atm por 15
minutos. Neste meio foram inoculados os diferentes isolados cultivados em meio AEM.
Foram mantidos em estufa a 25°C, sendo acompanhado o crescimento e o halo de degradacéo
do corante a cada 24 h por 4 dias. O procedimento foi realizado em triplicata, em duas placas.

Andlise quali-quantitativa de fenol-oxidases dos isolados

Para as andlises quali-quantitativas, os isolados em estoque foram repicados em placas
com AEM por um periodo de 20-30 dias conforme o desenvolvimento de cada espécie. Apos
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 Queiroz et al. (2002), Gomes
(2007) e Rosa et 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 didmetro das
colonias e dos halos. No meio AG verificou-se a presenca de halo &mbar ao redor da colénia,
indicando a oxidacdo do acido galico e, consequentemente, a presenca de fenol-oxidases. No
meio AC verificou-se halo de descoloracao do corante Reactive Blue 220 também indicando a
presenca de fenol-oxidases. Com os dados obtidos diariamente das medidas do halo e da
colonia, foi calculada a relagdo halo/colonia (cm). A linhagem 88F.13 de Pleurotus albidus
(Berk.) Pegler foi utilizada como referéncia nas analises, por ser bem conhecida e apresentar
alta capacidade de secrecdo de enzimas ligninoliticas (Rosa et al.,2008) para comparagdo da
relacdo halo/coldnia, onde a relagdo igual a 1 significa didametro da colbnia igual ao didmetro

do halo, relagéo superior a 1 diametro do halo superior.
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Analises quantitativas de fenol-oxidases dos isolados

Para as analises quantitativas foram considerados os isolados que apresentaram 0s
resultados mais promissores pelo indice de halos selecionados pela analise quali-quantitativa e
que com rapidez de crescimento micelial viavel para o estudo, sendo a linhagem P. albidus
(88-F) utilizada como referéncia nas analises. As amostras selecionadas foram submetidas a
ensaios submersos e sélidos para a verificagdo de lacases, manganés peroxidases, peroxidases

totais e proteinas totais.

Meio de cultivo submerso — CSM

Para o cultivo submerso utilizou-se 0 meio Potato Dextrose (PD) suplementado com
50 mL/L de solucdo 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%,
MnSO4.H20 0,00156%, FeSO4.7H20 0,005%, ZnSO4 0,0014%, CoCl2 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, contendo 100 mL de meio CSM, sendo autoclavados a 1 atm por 15 min. O
indculo consistiu em trés discos de 1,5 cm de diametro retirados das placas de Petri dos
isolados selecionados e da linhagem de P. albidus. Os frascos foram fechados com algodéo e
gaze estéreis, e 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, obtendo-se o caldo enzimatico de cada uma.

Todos os testes foram realizados em triplicata.
Meios de cultivo em estado solido — CSL

O meio CSL foi elaborado conforme Silva (2004): serragem de Pinus 94%, farelo de
trigo 5%, CaCO3 1%, e H20 q.s.p. até a obtencdo 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. Apds resfriamento, foram inoculados com 1 disco de 1,5 cm
de didmetro retirado das placas de Petri dos isolados selecionados e da linhagem de P.
albidus. As diferentes linhagens foram mantidas em estufa com umidade saturada a 25°C + 3°
C, e acompanhado o crescimento a cada 48h por 12 dias. O procedimento foi realizado em

triplicata.
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Obtencao do extrato enzimatico
Cultivo Submerso

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

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

Cultivo em Estado Sélido

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°C. Os solidos
foram removidos por filtracdo com papel filtro e centrifugacdo a 805 x g e 4°C, durante 30
minutos. O extrato enzimatico obtido foi utilizado para as determinagdes enzimaticas (Lac,
Per e MnP), de pH, proteinas sollveis totais e caracterizacdo de lacases (massa molecular,
termo estabilidade, temperatura étima 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.
Meétodos analiticos
Determinacéo do potencial hidrogenionico — pH

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

utilizacdo de um pHmetro.
Determinagdes enzimaticas

Todas as atividades enzimaticas foram expressas em unidades internacionais por
grama de massa seca (U.g?l), para o cultivo sélido e em unidades internacionais por mL
(U.mL?), para cultivo submerso; definidas como a quantidade de enzima que libera um pmol

do produto por mL, por minuto (U = pmol.min}).
Lacases — Lac

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

da quantifica¢do do produto da oxidagao do 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato),
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ABTS, utilizado como substrato. A mistura reacional (0,4mL) continha: 0,18mL de tampdao
acetato de sddio 0,2 M, pH 5,0; 0,18mL de extrato enzimatico adequadamente diluido e 0,04
mL do substrato ABTS 5mM. A oxidacdo do ABTS foi monitorada em espectrofotémetro

(1420 =3,6. 104 M-1cm-1) durante 90 segundos, a 25°C, em uma placa de 96 pocos.
Peroxidases totais — Per

As peroxidases totais foram dosadas empregando-se a mesma metodologia das
determinac®es 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 (Heinzkill et al., 1998). As atividades de peroxidases foram descontadas das
atividades detectadas para lacases.

Manganés peroxidases — MnP

A atividade de manganés-peroxidase foi determinada pelo método proposto por
Kuwahara et al. (1984), utilizando-se o vermelho de fenol como substrato. A mistura
reacional (2mL) continha: 1mL de tampédo succinato de sddio 20 mM, pH 4,5; 0,1mL de
vermelho de fenol 0,1 % (m/v); 0,1 mL de lactato de s6dio 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 amostra. Apds 5 min a 30°C, as rea¢des foram interrompidas pela adicdo de 0,04
mL de NaOH 2M. A formacdo do produto de oxidacdo foi quantificada pela variacdo da
absorbancia em espectrofotometro (u610 = 4,46x104 M-1cm-1) através de 0,3 mL colocados
em uma placa de 96 pocos, sendo considerado um branco para cada amostra com tempo zero

de reacéo.
pH 6timo da atividade de lacases

Para verificar a influéncia do pH na atividade enzimética de lacases foi realizada a
mensuracdo desta enzima, utilizando ABTS como substrato, conforme exposto acima, porém
utilizando trés diferentes tampBes com pHs variando de 2,5 a 8. As anélises foram realizadas

com tampdo Mcllvaine, acetato de sddio e citrato de sddio.
Temperatura 6tima da atividade de lacases

Para verificagdo da temperatura Otima utilizando-se 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, 50°C e 60°C.
Aliquotas das amostras foram coletadas nos tempos 0, 3, 6, 12, 24, 36 e 48h. A determinacgéo

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

A determinagdo da massa molecular das lacases foi realizada por eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE), segundo metodologia descrita por Laemmli (1970) e
modificada por Camassola et al. (2013). Inicialmente, 50 uL foi liofilizado e ressuspendido
em 30 pL de tampao amostra. Foi um gel para empilhamento com concentragdo 4% (m/v) e
0,05 mL de dodecil sulfato de s6dio (SDS) 10%; e um gel para separagdo com concentracao
12% (m/v) e 0,1 mL SDS 10%. Para isto foi utilizado o sistema Mini-PROTEAN Tetra da
Bio-Rad®. Para coloracdo, o SDS foi removido por lavagem do gel em temperatura ambiente
em solucdo A (Triton X100® 2,5%) e solugdo B (tampdo acetato de sodio, pH 5,0) por 10
minutos cada uma. O gel foi transferido para uma placa de vidro e uma camada de ABTS-agar
(0,02 g de ABTS, 0,4 g de agar, 40 mL de &gua aquecida até dissolver agar) foi colocada
sobre o gel. Poucos minutos apds, em temperatura ambiente, houve o surgimento de bandas
com coloragdo verde. O marcador utilizado foi o Precision Plus ProteinTM Standards da Bio-
Rad® com bandas de 10 a 250 kD.

Analises estatisticas

Neste trabalho, a partir dos resultados da anélise das triplicatas das amostras, foram
calculadas as médias e os desvios padroes da média. Em alguns casos, também foram
realizados testes estatisticos de andlise de variancia (one-way ANOVA) e pds-teste de Tukey,
como também o teste-t, 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 colecGes (Tabela 4), distribuidas nos géneros:
Agaricus com 33 colecGes, sendo 4 espécies propostas como novas (Cap. 3) e outras 6 em
processo de identificacdo; Chlorophyllum com 33 cole¢es distribuidas em 3 espécies, sendo
uma nova combinacao (Cap. 2); e Macrolepiota com 55 colecGes distribuidas em 8 espécies,
das quais 2 foram propostas como novas e outras 3 em processo de identificacéo.

Diversas coletas foram realizadas em areas urbanas como pracas, jardins de canteiros
de ruas e rurais com predominio de gramineas e de locais 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. Analises moleculares
Neste estudo fornecemos 116 novas sequéncias dos géneros Agaricus, Chlorophyllum
e Macrolepiota do Brasil; destas, 47 de ITS, 37 de LSU, 29 de RPB2 e 3 de TEF1. A maior
parte representa as primeiras sequéncias dos géneros de material brasileiro. Maiores detalhes
de como as sequéncias estdo distribuidas entre as espécies podem ser encontrados nos

Manuscritos I, 11 e 111.

4.3. Revisdo de herbarios

Herbario PACA

Todo o material dos géneros Chlorophyllum e Macrolepiota que estava em condigdes
razoaveis foi examinado e comparado, quando possivel, as nossas cole¢fes. Foram
confirmadas as espécies de C. molybdites, M. bonaerensis, M. pulchella. Chlorophyllum
rhacodes estava identificado como M. rhacodes (PACA 20764) e foi corrigido.

N&o foi possivel a extragdo de DNA dos materiais tipo examinados de M. brasiliensis,
M. pulchella, e M. stercoraria e outros materiais devido as condi¢bes do material que datam
de 1907 a 1940 e provavelmente eram preservados em naftalina o que era habitual nos
herbarios, no século passado.

O género Agaricus néo foi revisado devido ao mal estado de conservacdo do material.

UFRN-Fungos
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A revisdo demonstrou que os géneros Chlorophyllum e Macrolepiota estavam
misturados, o que foi corrigido. Foi encontrada e identificada M. pulchella, da qual ndo havia
registro para a regidao Nordeste.

Uma nova espécie de Macrolepiota foi descrita a partir de coleta e de material do
Herbario UFRN-Fungos, M. sabulosa (Cap. 1). Também neste herbario Agaricus nao foi
revisado devido ao mal estado de conservagdo do material.

ICN

A revisdo confirmou a presenca dos géneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota.
A comparagdo do material com nossas colecGes possibilitou a identificagdo das seguintes
espécies: C. molybdites e Leucoagaricus lilaceus Singer que foi combinado para C. lilaceum
conforme descrito no Manuscrito I, Capitulo 3 deste trabalho e as colecdes de L. lilaceus
foram corrigidas para C. lilaceum. Também foi confirmada M. bonaerensis e M. pulchella.
Foram encontradas 2 colecfes de Macrolepiota spl que estava identificada como M. cf.
colombiana que estdo sendo analisadas, uma vez que confirmamos ndo se tratarem de M.
colombiana. As colecdes identificadas como M. procera pertencem também a Macrolepiota
spl. Foi extraido o DNA das colecBes de Macrolepiota spl, mas ndo foi possivel a extracdo
do DNA de C. lilaceum do material deste herbario.

Na comparagdo morfoldgica do material do género Agaricus do herbario com nossas
colecdes foi possivel identificar A. porphyrizon e A. silvaticus, no entanto ndo obtivemos
éxito nas analises moleculares dessas colecdes.

HBEI

Toda colecdo de Agaricaceae estava em péssimo estado de conservacdo,
impossibilitando qualquer andlise. Apenas uma exsicata foi recuperada: F124 HBEI-026
citada como Chlorophyllum rhacodes por Alves et al. (2006); no entanto, apds analises
microscopicas do material foi identificado como do género Macrolepiota.

HBC

As colecdes de Agaricaceae também estavam em péssimas condigdes de conservacao
neste herbario. Algumas exsicatas foram trazidas para andalise. Espécies identificadas como L.
lilaceus e Leucoagaricus sp. foram identificadas e corrigidas para C. lilaceum. Nao foi
possivel a extracdo de DNA do material.

Adicionalmente foram examinadas duas cole¢cdes de C. hortense do Herbario FLOR,

sendo
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TABELA 5 — 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 —_ - = —

Continua (1/7)
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Continuacdo (2/7)

Chlorophyllum
Chlorophyllum
Chlorophyllum
Chlorophyllum

Chlorophyllum
Chlorophyllum

Chlorophyllum
Chlorophyllum
Chlorophyllum

Chlorophyllum

Chlorophyllum
Chlorophyllum

Chlorophyllum
Chlorophyllum

Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota

Macrolepiota

hortense
hortense
hortense

hortense
hortense
hortense

hortense
hortense

lilaceum

lilaceum

lilaceum
lilaceum

lilaceum
lilaceum

cianollameta
cianollameta
sabulosa
sabulosa

pulchella

627
645
663
698

712

713

732
751
Carol F002

Carol FOO3

Carol 031
GAS 1045

GAS 1081
GAS 1228
516

ACM 1165

689

MDX 70

683

ICN 199181
ICN 199182
ICN 199183
ICN 199184

ICN 199185

ICN 199186

ICN 199187

ICN 199161

ICN 199162

ICN 199163
ICN 199158

ICN 199159
ICN 199160
ICN 187662

ICN 187663

UFRN-F 2693

UFRN-F 2694

UFRN-Fungos
2690

Viamio
Porto Alegre

Rio Grande
Nova Santa
Rita

Nova Santa
Rita

Nova Santa
Rita

Nova Santa
Rita
Viamao
Santa Mariana

Santa Mariana

Bandeirantes
Fénix
Campo
Mourao

Derrubadas

Porto Alegre
Porto Alegre
Natal
Natal

Natal

RS
RS
RS
RS

RS

RS

RS
RS
PR

PR

PR
PR

PR
PR
RS

RS

RN

RN

RN

ZRAntr
ZRAntr
ZRAntr
AUrb

AUrb

AUrb

AUrb
ZRAntr
UCMat

UCMat

UCMat
UCMat

UCMat
UCMat
UCMat

UCMat

UCMat

UCMat

UCMat

xooxX X X

>
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>
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Continuacao (3/7)

Macrolepiota

Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota

Macrolepiota
Macrolepiota

Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota

Macrolepiota

Macrolepiota
Macrolepiota

Macrolepiota

Macrolepiota

pulchella

pulchella
kerandi
kerandi
bonaerensis
bonaerensis
bonaerensis

bonaerensis
bonaerensis

bonaerensis
bonaerensis
bonaerensis

bonaerensis

684

685
321
362
148
503
752

753
754

Gumboski 5293

737

738

739

563

612

ACM 1167

755
SCF 2850

720

721

UFRN-Fungos
2691
UFRN-Fungos
2692

ICN 199583
ICN 199585
ICN 199586
ICN 199587
ICN 199588
ICN 199589

ICN 199590

ICN 199591

ICN 199592

ICN 199593

ICN 199594

ICN 199595
ICN 188002

ICN 199596
ICN 199597

ICN 199598

ICN 199599

Natal

Natal
Canoas

Sédo Francisco
de Paula

Rio Grande
Canoas
Viamio
Viamaio
Viamao
Rio Negrinho
Nova Santa
Rita

Nova Santa
Rita

Nova Santa
Rita

Porto Alegre
Porto Alegre

Porto Alegre

Lajeado
Sarandi

Porto Alegre

Porto Alegre

RN

RN
RS
RS
RS
RS
RS

RS
RS

SC

RS

RS

SC

RS

RS

RS

RS
RS

RS

RS

UCMat

UCMat
AUrb
UCAntr
UCAntr
AUrb
ZRAntr

ZRAntr
ZRAntr

ZRAntr

ZRAntr

ZRAntr

ZRAntr

UCMat

UCMat

UCMat

ZRAntr
UCMat

UCMat

UCMat
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Continuacéo (4/7)

Macrolepiota
Macrolepiota

Macrolepiota

Macrolepiota

Macrolepiota

Macrolepiota

Macrolepiota

Macrolepiota

Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota

Macrolepiota

Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota

361
363

229

234

235

314

S

322

335
365
366
430

498

519
520
521
528
529
546
547

ICN 199600
ICN 199601

ICN 199602

ICN 199603

ICN 199603

ICN 199604

ICN 199605

ICN 199606
ICN 199607
ICN 199608
ICN 199584
ICN 199609

ICN 199610
ICN 199611
ICN 199612
ICN 199613
ICN 199614
ICN 199615
ICN 199616
ICN 199617

Canoas
Canoas

Sao Francisco
de Paula

Sdo Francisco
de Paula

Sao Francisco
de Paula

Sao Francisco
de Paula

Sao Francisco
de Paula

Sao Francisco
de Paula

Canoas
Canoas
Canoas
Canoas

Porto Alegre

Canoas
Canoas
Canoas
Canoas
Canoas
Canoas
Canoas

RS
RS

RS

RS

RS

RS

RS

RS

RS
RS
RS
RS

RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS

AUrb
AUrb

UCAntr

UCAntr

UCAntr

UCAntr

UCMat

UCAntr

AUrb
AUrb
AUrb
AUrb

AUrb

AUrb
AUrb
AUrb
AUrb
AUrb
AUrb
AUrb

=

=
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Continuacéo (5/7)

Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota

Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota
Macrolepiota

Macrolepiota
Agaricus
Agaricus

Agaricus
Agaricus

Agaricus
Agaricus
Agaricus
Agaricus

Agaricus

tollocanensis
hirsutus

reativus
lacaseus

xathovolvatus

xathovolvatus

xathovolvatus

xathovolvatus

cf. porphyrizon

640
641
642
643
SCF 2851

ACM 423

ACM 578

ACM 887

ACM 1334

ACM 1343

368
549
492

506
551

377

383

397

631

401

ICN 199618
ICN 199619
ICN 199620
ICN 199621
ICN 199622

ICN 199623

ICN 199624

ICN 199625

ICN 199626

ICN 199627

ICN 198978
ICN 198975

ICN 198976
ICN198977

ICN 198971

ICN 198972

ICN 198397

ICN 198974

ICN 199557

Rio Grande
Rio Grande
Rio Grande
Rio Grande
Sarandi

Floriandpolis
Florian6polis
Florianépolis
Porto Alegre
Porto Alegre

Porto Alegre
Canoas
Porto Alegre
Viamio
Canoas

Porto Alegre
Porto Alegre
Porto Alegre
Porto Alegre

Porto Alegre

RS
RS
RS
RS
RS

SC

RS

RS

RS
RS
RS

RS
RS

RS

RS

RS

RS

RS

UCAntr
UCAntr
UCAntr
UCAntr
UCMat

AUrb

AUrb

AUrb

UCMat

UCMat

AUrb
UCMat
UCMat

UCMat
UCMat

UCMat

UCMat

UCMat

UCMat

UCMat

PA
PA
PA
PA
MA
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Continuacao (6/7)

Agaricus
Agaricus
Agaricus
Agaricus
Agaricus
Agaricus
Agaricus
Agaricus

Agaricus

Agaricus
Agaricus
Agaricus
Agaricus
Agaricus
Agaricus

Agaricus
Agaricus
Agaricus

Agaricus

cf. porphyrizon
cf. porphyrizon
cf. porphyrizon
cf. porphyrizon
cf. silvaticus
cf. silvaticus
cf. silvaticus
cf. silvaticus

cf. silvaticus

419

447

571

621

207

209

467

735

736

371
379
382
647
654
670

409

412

586

ICN 199558

ICN 199559

ICN 199560

ICN 199561

ICN 199563
ICN 199564
ICN 189232
ICN 189233
ICN 199568
ICN 199569
ICN 199570
ICN 199571
ICN 199572
ICN 199573
ICN 199574
ICN 199575

ICN 199576

Porto Alegre
Porto Alegre
Porto Alegre
Porto Alegre
Porto Alegre

Porto Alegre

Comnélio
Procépio

Caxias do Sul

Caxias do Sul

Canoas
Canoas
Canoas
Rio Grande
Rio Grande
Rio Grande

Porto Alegre
Porto Alegre
Porto Alegre

Porto Alegre

RS

RS

RS

RS

RS

RS

RS

RS
RS
RS
RS
RS
RS

RS

RS

RS

RS

UCMat

UCMat

UCMat

UCMat

UCMat

UCMat

ZRAntr

ZRAntr

ZRAntr

AUrb
AUrb
AUrb
ZRAntr
ZRAntr
ZRAntr

UCMat

UCMat

UCMat
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MA
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MA

MA
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Continuacéo (7/7)

Agaricus

Agaricus

Agaricus

Agaricus

Agaricus

sp4
sp4

spS
sp5

spb

488

621

660
669

E. Gumboski
5294

ICN 199577

ICN 199561

ICN 199579
ICN 199580

ICN 199581

Porto Alegre RS
Porto Alegre RS

Porto Alegre RS
Rio Grande RS

Siao Francisco
do Sul L

UCMat

UCMat

UCMat
ZRAntr

UCMat

MA

MA

MA
PA

MA

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

Zona rural antropizada —ZRAntr; Pampa — PA; Mata Atlantica - MA
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que de uma delas foi extraido o DNA com sucesso e incluido nas analises moleculares do
género. Outras trés colecbes do Herbéario JBRJ, duas de Chlorophyllum e uma de
Macrolepiota foram examinadas, sendo uma confirmada com M. pulchella, mas néo foi

possivel a extracdo de DNA para as analises moleculares.

4.4. Anélises enzimaticas

Das colegcdes que se obteve cultivos, quinze foram selecionados para as analises
enzimaticas. As linhagens estdo mantidas na colecdo de microrganismos do Laboratorio de
Enzimas e Biomassas do Instituto de Biotecnologia, Universidade de Caxias do Sul, Brasil.
Esses quinze isolados foram submetidos a analises quali-quantitativas para selecdo das cepas
mais promissoras nos meios acido galico (AG) e corante azul (AC) e comparados com 0
controle P. albidus (88-F) para a producédo de fenol-oxidases. Destas, dez apresentaram uma
relacdo superior ao controle em AG e onze foram superiores em AC. Pelo cruzamento dos
valores e pelas caracteristicas de crescimento dos fungos, quatro foram selecionados para as
analises qualitativas em cultivo solido e submerso: Agaricus lacaseus, A. xanthovolvatus,
Chlorophyllum hortense e Macrolepiota sp4.

Em relacdo aos resultados do cultivo solido, os isolados analisados ndo se mostraram
promissores, uma vez que a producao enzimatica ficou muito abaixo do controle (P. albidus).

Jé& nos resultados relativos ao cultivo submerso um dos isolados, A. lacaseus, produziu
uma grande quantidade de lacases, sendo pouco mais de duas vezes o valor do controle (357,9
U.mL? em relagdo ao controle que produziu 159,7 U.mL™)). Também houve producdo de
outras enzimas em menor quantidade por outros isolados, conforme detalhado no capitulo 4.
Com a variagéo de condicOes nutricionais, de pH e de temperatura essa produgdo pode ainda
ser bastante incrementada. Atualmente, poucas espécies sdo utilizadas como A. blazei (A.
brasiliensis) e A. subrufescens. Fica assim demonstrado a viabilidade da utilizacdo

biotecnoldgica de espécies nativas da familia Agaricaceae.
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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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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.



934 (&) FAZOLINO PEREZ ET AL: MACROLEPIOTA FROM BRAZIL

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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Figure 3. Microscopic features of Macrolepiota cyanolamellata from holotype (ICN 187662). A. Basidiospores. B. Basidia. C.
Cheilocystidia. D. Squamules on pileus. E. Squamules on stipe. Bars: A = 10 um; B-E = 20 um.

Raithelhuber 1988), M. fornica (Rick 1907;
Raithelhuber 1988), and M. kerandi (Raithelhuber
1988; Wright and Albert6 2002) differ by their whitish
pileus and stipe. Furthermore, M. stercoraria (Rick
1907; Raithelhuber 1988) differs by its brownish to
ochraceous pileus covered and yellowish annulus and
M. zeyheri (Rick 1907; Raithelhuber 1988) by its
brownish pileus covered with flakes and ocher-yellow-
ish lamellae. Phylogenetically, M. cyanolamellata is clo-
sely related to M. clelandii and M. subcitrophylla, which
are morphologically separated due to their whitish and
yellowish basidiomata, respectively. Macrolepiota cya-
nolamellata has a simple annulus like M. pulchella, but
the latter has a volva and yellowish lamellae (Rick 1938;
Heinemann and de Meijer 1996; Vellinga and Yang
2003) and does not have clamp connections.
Macrolepiota colombiana has brown squamules on
white background, double annulus, squamules on the
pileus with hyphae + catenulate, and cheilocystidia
clavate to cylindrical with pale brownish pigmentation
(Franco-Molano 1999; Ferreira and Cortez 2011).
Additional ~ specimen examined: BRAZIL. RIO
GRANDE DO SUL STATE: Porto Alegre, Morro

Santana, in the soil among dry leaves, 30°03'56.5"S,
51°07'28.3"W, 2 May 2015, A.C. Magnago 1165 (para-
type ICN 187663).

Macrolepiota sabulosa Fazolino & R.M. Silveira, sp.
nov. FIGS. 2D-F, 4
MycoBank MB825230

Typification: BRAZIL. RIO GRANDE DO NORTE
STATE: Natal, Parque Estadual Dunas de Natal, Trail
of Geologia, in the sandy soil among dry foliage, 05°50
28.0"S, 35°11'35.8"W, 6 Jun 2016, Fazolino 000689
(holotype UFRN 2693).

Diagnosis: Macrolepiota sabulosa has pileus coverage
with a distinct dark brown umbo at disc on brownish
gray background, covering formed by tiny scales with
the same brown to light brown squamules and a lightly
striate border, whitish to grayish lamellae, and cheilo-
cystidia clavate to cylindrical with pale brownish
pigmentation.

Etymology: The name refers to sabulosus: growing in
sandy places.

Macroscopic features: Basidiomata medium-sized.
Pileus 13.0-14.0 cm diam, fleshy, convex when young,
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Figure 4. Microscopic features of Macrolepiota sabulosa from holotype (UFRN 2693). A. Basidiospores. B. Basidia. C. Cheilocystidia. D.

Squamules on pileus. E. Squamules on stipe. Bars: A =

plano-convex when mature with a distinct dark brown
(6F4, 6F5) umbo at disc on brownish gray (5C3) back-
ground, at first smooth and continuous, then gradually
breaks up into irregular patches covered with brown
(6E7, 6F7) to light brown (5D4, 5E4) squamules, scat-
tered toward the margin, margin slightly striate and
appendiculate. Lamellae free, crowded, white to grayish
white (1A2, 1B1) with lamellae. Stipe 16.5-17.5 x 1.1-
1.2 cm, cylindrical, central, attenuating upwards, gray-
ish white (1B2), covered with tiny light brown (6D4)
squamules; base slightly enlarged. Context grayish
white (1B2), not changing color when cut. Annulus
ascending, simple, fixed, with the lower border in the
same color as the scales of the stipe, membranous.
Fungal odor.

Microscopic features: Basidiospores [80/2/2], (8.5)
9.5-13.0(15.0) x (5.0)5.5-7.5(11.5) um, Q = 1.49-1.98
um, avQ = 1.16 + 0.15 ellipsoid to oblong in side view,
ellipsoid in front view, thick-walled, smooth, hyaline,
dextrinoid, congophilous, metachromatic, with a germ
pore, covered with a hyaline cap in KOH. Basidia 25.5-
37.5 x 9.5-13.0 um, clavate, thin-walled, hyaline to
pigmented, 4-spored. Cheilocystidia 21.5-47.5 x 6.0~

10 pm; B-E = 20 pum.

10.5 um, clavate to cylindrical, some with secondary
septa, pale brownish pigmentation in KOH, 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 28.0-63.5 x 5.5-8.5 pm, cylindrical, thin-
walled. Squamules on stipe similar to those on the
pileus, terminal elements 28.5-82.5 x 5.5-9.5 um.
Clamp connections observed at the base of basidia,
basidiole, and cheilocystidia, also at the hyphae of the
stipe context.

Habitat and known distribution: Seasonal semidecid-
uous lowland forest. Terrestrial and saprotrophic, soli-
tary. In the sandy soil among dry foliage. Distributed in
northeastern Brazil.

Comments: Macrolepiota sabulosa is characterized by
medium-sized basidiomata, dark brown umbo on
brownish gray background, with brown to light brown
squamules from center to margin. Microscopically, it is
characterized by dextrinoid, congophilous, and meta-
chromatic basidiospores of elliptic to oblong shapes,
basidia 4-spored, clavate, cheilocystidia clavate, some
with pale brownish pigmentation and clamp
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connections. It resembles M. cyanolamellata, mainly by
the shape of its basidiomata, annulus with the lower
border the same color as the scales of the stipe.
However, M. sabulosa differs by its brown to light
brown squamules on brownish gray background and
whitish to grayish lamellae. Macrolepiota bonaerensis,
M. brasiliensis, M. excoriata (Rick 1907; Raithelhuber
1988), M. fornica (Rick 1907; Raithelhuber 1988), and
M. kerandi differ by the whitish pileus and stipe (Rick
1907; Raithelhuber 1988; Wright and Alberté 2002).
Macrolepiota stercoraria (Rick 1907; Raithelhuber
1988) can be separated from M. sabulosa by its brown-
ish to ochraceous pileus cover and yellowish annulus,
and M. zeyheri (Rick 1907; Raithelhuber 1988) differs
by its brownish pileus covered with flakes and ocher-
yellowish lamellae. Phylogenetically, M. sabulosa is the
sister lineage of M. cyanolamellata and closely related
to M. clelandii and M. subcitrophylla. Morphologically,
M. sabulosa can be easily separated from M. clelandii
and M. subcitrophylla by their whitish and yellowish
basidiomata, respectively. Macrolepiota sabulosa has a
simple annulus like M. pulchella, but the latter has a
volva and yellowish lamellae (Rick 1938; Heinemann
and de Meijer 1996; Vellinga and Yang 2003) and does
not present clamp connections. Macrolepiota colombi-
ana has brown squamules on a white background, a
double annulus, squamules on the pileus with hyphae +
catenulate, and cheilocystidia clavate to cylindrical with
pale brownish pigmentation (Franco-Molano 1999;
Ferreira and Cortez 2011).

Additional specimen examined: BRAZIL. RIO
GRANDE DO NORTE STATE: Natal, Parque
Estadual Dunas de Natal, Ubaia Doce Trail, in sandy
soil among dry foliage, 05°48'41.3"S, 35°11'17.5"W, 20
Jan 2016, Xavier M.D. 70 (paratype UFRN 2694).

DISCUSSION

The two new species described herein are highly sup-
ported by morphological and molecular data. They are
easily recognized in the field due to the particular color
characteristics of their pileus and stipe, which separate
them from other species in the genus.

In our study, the ITS data set was more inclusive,
whereas the ITS+28S+RPB2 data set represented a nar-
rower sampling. However, two distinct clades
(Volvateae and Macrosporae) were recovered in both
analyses. The topology of our trees corroborated with
previous studies (Vellinga 2003a; Ge et al. 2010, 2012).
Ge et al. (2010) found the Macrolepiota clade with no
support (MP BS = 51) and that the first splitting in this
clade was M. clelandii, as previously evidenced by
Vellinga (2003a, 2003b) and Vellinga et al. (2003),
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where M. clelandii was recovered as sister to the M.
dolichaula-M. colombiana clade. Our analyses sup-
ported the Macrolepiota clade (89/1) and the first split-
ting was M. clelandii (93/1), along with three other
lineages (M. cyanolamellata, M. sabulosa, and M.
subcitrophyla).

The sequences provided in this study are the first for
Macrolepiota from Brazil and were placed as five dis-
tinct lineages. Two new species are described here: M.
cyanolamellata and M. sabulosa. Another species was
recovered in the clade Volvateae, and the last two
species were closely related to M. colombiana. Many
specimens collected from Brazil resemble M. colombi-
ana, as published by Ferreira and Cortez (2011). In
GenBank, only M. colombiana and M. procera repre-
sent Macrolepiota species from South America.
Volvolepiota albida (AF482858) cannot represent M.
brunnescens, as we expected, but represents a
Leucoagaricus specimen (BLAST sequence matching).

The type material of M. bonaerensis and that of M.
kerandi were very degraded; it was possible to analyze
only the basidiospores. However, Singer’s descriptions
(Singer and Digilio 1952) confirm the differences between
these two aforementioned species and our new species. The
type material of M. brasiliensis and that of M. stercoraria
were very old and also could not be recovered. The basi-
diospores were observed and were smaller than those in the
new species. Furthermore, Rick’s original descriptions
(Rick 1907, 1937) also differ in color and aspects of the
pileus covering. The type of M. pulchella was also very
degraded, but it was obviously different due to the absence
of volva in M. cyanolamellata and M. sabulosa.
Additionally, the basidiospores are smaller and the lamellae
have a yellowish coloration (Rick 1938; Raithelhuber 1988).
Sequences from the type material of M. colombiana and
our material were clearly separated. In addition, M.
colombiana differs by the white background of the pileus,
white lamellae, and the double annulus, as well as by the
format of the cheilocystidia and pileipellis elements
(Franco-Molano 1999).

Neotropical and Paleotropical regions are highly
diverse and unexplored areas. In this study, we
described two new species of Macrolepiota from
Brazil. In addition, we have several collections from
Argentina and Brazil with interesting and distinct mor-
phological features that lack molecular data. Therefore,
there are many species still to be described. In our
study, we found that Brazilian species of Macrolepiota
clearly differ from the European species, even though
they share morphological characteristics. Therefore, we
must be careful when studying Neotropical species,
since they represent different evolutionary histories. In
order to increase knowledge about Macrolepiota



species, we need to apply morphological, molecular,
and ecological approaches, conduct extensive sampling,
and make critical morphological revisions, especially
regarding taxonomic misidentifications caused by the
application of species names from the Northern
Hemisphere and Oceania to Neotropical specimens.
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Abstract

Chlorophyllum is a poorly known genus in Brazil, with only three species recorded. In
order to extend this knowledge, we reviewed the genus from the Brazilian Atlantic Forest and
Pampa. Molecular phylogeny of nuc rDNA ITS1-5.8S-ITS2 (ITS) and combined data set [ITS
+ nuclear large subunit rDNA (28S) + TEF1-alpha + RPB2] and morphological analyses were
performed. Leucoagaricus lilaceus was combined with Chlorophyllum based on
morphological and molecular studies. Mais espécies? Mais resultados?

INTRODUCTION

The genus Chlorophyllum Massee (Agaricaceae, Basidiomycota) includes macrofungi
species with cosmopolitan distribution, which currently consists of 18 species (Kirk et al.,
2008; Give et al., 2018). This genus is of great interest, since some species are edible, as C.
rhacodes (Vittad.) Linga and C. olivieri (Barla) Vellinga (Wright & Albertd, 2002; Suaza
Blandon, 2016), while others are toxic, C. agaricoides (Czern.) Vellinga, C. neomastoideum
(Hongo) Vellinga, and C. venenatum (Bon) C. Lange & Vellinga, which may cause
intoxications in humans and animals (fonte?). Many of these species grow in urban
environments, such as vegetable gardens, flo, small in relation to the ridge and basidiospores
that may or may not present germinative pore, and when stipe is present, it is not covered by
hyaline layer (?). The basidiospores may be hyaline or present yellowish, greenish, or
brownish tones. The habit varies from agaricoid, the great majority, to secotioid. (Ge & Yang
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2006; Vellinga 2003a; Vellinga et al., 2003). Another striking feature is the change in
basidiome coloration when cut, broken or scraped, which varies from bright red to reddish
orange (Vellinga, 2006).

In Brazil, only three species have been registered: C. hortense, C. molybdites and C.
rhacodes. Only the first two have been morphologically characterized. In this study we
present a revision of Chlorophyllum specimens from Brazilian collections of the Atlantic

Forest and Pampa, a short morphological description, and the phylogeny of the group.

MATERIALS AND METHODS

Sampling and morphological analysis—The materials examined were collected in Parana
and Rio Grande do Sul, southern Brazil, between April 2014 and June 2017. Color notations
indicated in the descriptions followed Kornerup and Wanscher (1978). Macromorphology
descriptions were based on the field notes and color slides of the material. For
micromorphological observations, free-hand sections of the basidiomata were mounted in 5 %
KOH, and pileal/stipe structure, cheilocystidia, basidiospores and basidia were observed
under a light microscope at 1,000 x magnification. Melzer’s reagent was used to test the
dextrinoid reaction of the basidiospores. Spore wall reactions to Cresyl blue were also
checked. The abbreviation codes used [n/m/p] mean n basidiospores measured from m
basidiomata of p collections. Dimensions of basidiospores are given using notation of 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 mean "length/width ratio” of a
basidiospore in side view. Processo de desidratacdo??? The materials were deposited at ICN

Herbarium. Herbarium codes followed Thiers [continuously updated].

DNA isolation and amplification—Genomic DNA was extracted from dried specimens
using the CTAB method (Goes-Neto et al. 2005). We amplified the nuc rDNA internal
transcribed spacer region ITS1-5.8S-1TS2 (ITS) using primers ITS1F and ITS4 (White et al.,
1990); the nuclear large subunit 28S nuc rDNA (28S) using primers LROR and 105 LR7
(Vilgalys and Hester 1990); the region located between domains 6 and 7 of the second largest
RNA polymerase Il (RPB2) using primers bRPB2-6F and bRPB2-7.1R (Frgslev et al. 2005;
Matheny 2005); and a fragment between exons 4 and 8 (Wendland and Kothe 1997) from
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TEF1 gene coding for translation elongation factor EF1-alpha using the primer pair 983F and
2212R (Rehner and Buckley 2005).

Polymerase chain reaction (PCR) was performed at a total volume of 40 uL containing
20 pL of 2X PCR Taq MasterMix (Applied Biological Material Inc., Vancouver, Canada), 0.8
uL of 10 uM each of the two primers, H20 g.s.q. to 40 pL and 1-2 pL of total DNA. ITS
amplification was performed with 2 min initial denaturation at 95° C, followed by 35 cycles
of 30 sat 95° C, 1 minand 30 s at 57° C, 30 s at 72° C, with a final extension of 10 min at 72°
C following the last cycle. PCR amplification of 28S, RPB2, and TEF1 followed Vilgalys and
Hester (1990), Matheny (2005), and (Rehner and Buckley 2005), respectively. All PCR
products were purified with PEG 20% [Poly (ethylene glycol) 8,000 plus NaCl 2.5M], and
sequencing reactions of PCR products were prepared with a mix composed of 0.5 uL
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), 1.75 pL 5x Buffer, 1 uL primer, H20 g.s.p. to 10 pL, up to 2 uL of the amplification
product. For sequencing, we used the primers LROR and LR5 for LSU; ITS1F and ITS4 for
ITS; 1567R and 2212R for TEF1 and fRPB2-6F and bRPB2-7.1R for RPB2. Sequencing
reaction and sequencing were performed at the “Centro de Pesquisas René Rachou” at

FIOCRUZ (Belo Horizonte, Brazil).

Phylogenetic analysis.—Sequences were assembled and manually corrected with
Geneious 9.1.4 (Kearse et al., 2012), then automatically aligned with MAFFT 7 (Katoh &
Standley, 2013) under the auto mode for strategy. When necessary, the alignment was
manually adjusted with MEGA 7.0.20 (Kumar et al., 2016). Two data sets were provided, the
first was more inclusive for ITS single analyses, subdivided into three data partitions: 1TS1,
5.8S, and ITS2. The second dataset was for combined analyses, which was subdivided into 11
data partitions: 1TS1, 5.8S, ITS2, 28S, RPB2-1st, -2nd, -3rd codon positions, TEF1-1st, -2nd,
-3rd codon positions, and TEF1 introns. The alignments were deposited in TreeBASE
(submission ID: ).

Single-gene and combined phylogenetic analyses were carried out with ITS and
ITS+285+RPB2+TEF1 sequences. For ITS phylogenetic analyses, a total of 123 specimens
were included, of these 110 were Chlorophyllum, and Pseudolepiota zangmuii autores
(KY768928) designed as outgroup. For combined phylogenetic analyses, we included 58
specimens, of these 21 were not Chlorophyllum, being 19 another genera from Agaricaceae

and two from Boletales, Gomphidius roseus and Suillus pictus, which were designated as
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outgroup. All additional Chlorophyllum sequences used in this study are available in
GenBank and were taken mainly from Johnson (1999) and Ge et al. (2018). All the materials
and sequences used in this study are listed in SUPPLEMENTARY TABLE 1 (ITS data set)
and SUPPLEMENTARY TABLE 2 (combined data set). Country abbreviations follow
International Organization for Standardization (ISO) 3166 code. The methodologies and
parameters for running phylogenetic analyses are described in detail in Fazolino et al. (2018).
Sequence data and statistical analysis are provided in SUPPLEMENTARY TABLE 3.

RESULTS

Phylogenetic analyses.—DNA sequence details. In this study, we provided 19 new
sequences of Chlorophyllum from Brazil, of which 10 were from ITS, six from 28S, one from
RPB2, and two from TEF1 (SUPPLEMENTARY TABLE 2). In single analysis, the ITS-5.8S
region ranged from 507 (C. rhacodes, KM609407) to 806 nucleotides (C. hortense,
KR154963). The final aligned matrix of the ITS1-5.8S-1TS2 (ITS) region was 818 bp long. In
the concatenated matrix, regarding Chlorophyllum species, the 28S region ranged from 798
(C. lilaceum, to_be_provided) to 1,293 (C. molybdites, to_be_provided) nucleotides and the
final matrix was 972 bp long. The partial RPB2 ranged from 667 (C. brunneum, HM488804)
to 735 (C. lilaceum, to_be_provided) nucleotides, with final matrix 756 bp long. Regarding
the TEF1 fragment, sequences ranged from 484 (C. rhacodes, KC884736) to 1,150 (C.
lilaceum, to_be_provided) nucleotides, final matrix was 519 bp long. Counting all data
partitions, the combined matrix, including TEF1 introns, was 2,905 bp long. Additionally, in
single-gene analysis, the ITS was from 380 (C. demangei, MG741964) to 765 (C. molybdites,
to_be_provided) nucleotides, with final matrix 777 bp long.

Single-gene analysis. In the RAXML analysis, ITS alignment had 540 distinct patterns
with a proportion of gaps and undetermined characteristics of 16.43%, the bootstopping
criteria indicated that 600 replicates were sufficient to access the internal branch support, and
final ML Optimization Likelihood was -InL 6727.021202. Best-scoring ML tree is shown in
the SUPPLEMENTARY FIG. 1. Six clades were recovered and named, as previously
presented by Ge et al. (2018). Phylogenetic placement of our species was identical (figures) in
both single-gene and combined data set analysis, as described below.

Combined data set analysis. In the RAXML analysis, concatenated matrix presented
1,525 distinct patterns with a proportion of gaps and undetermined characteristics of 13.02%.

The bootstopping criteria indicated that 354 replicates were sufficient to access the internal
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branch support, and final ML Optimization Likelihood was -InL 27815.668043. The two
Bayesian runs converged to stable likelihood values (—InL = 28504.29, 28505.41) after
6,120,000 generations, and 45,901 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 tree topology and
were mostly congruent, which allowed us to combine them (FIG. 1).

Chlorophyllum genus was greatly supported (97/1) among Agaricaceae genera. Six
clades were recovered according to previous studies (Ge et al. 2018). The relationships among
them lacked support. Clorophyllum globosum, C. paleotropicum, and C. molybdites were
placed in the Chlorophyllum core (100/1), where two or four specimens were retrieved as
well. In Ellipsoidosporum clade (100/1), the species C. africanum, C. demangei, and C.
hortense (two from this study) were recovered. Additionally, Sphaerospororum, Parvisporum,
Endoptychorum, and Rhacodium were retrieved. Our specimens were placed as unknown
Chlorophyllum species in Endopytchorum and Rhacodium, proposed herein as C. lilaceum

comb. nov., based in these results and critical review of Leucoagaricus lilaceus type material.

Morphological analysis

Twenty collections of C. molybdites were examined, with 17 from the Atlantic Forest and
three from the Pampa. These five datasets (two within combined data set) were included in
the molecular analyses encompassing both biomes. Morphological characteristics are similar
to those of European, Australian and Chinese species (Vellinga, 2003a, 2003b, 2006; Ge et
al., 2006). Illustrations of the spores and cystidia are presented (Fig. 2a \ u2012c). Twelve
collections of C. hortense were examined, nine from the Atlantic Forest and three from the
Pampa. Of these, five (two within combined data set) were included in the molecular analyses
of both biomes. Morphological characteristics are similar to European, Australian, and
Chinese species. Illustrations of the spores and cystidia are presented (Fig. 2d \ u2012e). Two
collections registered as C. rhacodes (PACA 20764 and HBEI 026) were examined, and were
verified by analyzing the basidiospores of species in the genus Macrolepiota.

Fifteen collections of Leucoagaricus lilaceus were examined, with 12 from the
Atlantic Forest and three from the Pampa. Of these, two were included in the molecular
analyses. The molecular analyses confirmed the species to belong to Chlorophyllum, which

led to its detailed morphological analysis. Rother and Silveira (2009) carried out the study of
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type material, Singer T 396 (HOLOTYPUS), as well as Singer T 1504 (SYNTYPUS), Singer
1450, and Singer T 2164, which were all deposited at LIL herbarium. Based on this type
study and from comparisons with our collections, we confirmed the species identification.
The UNISC collections 14737, 17053, 42117 were also studied, and identified as L. lilaceus.
Based on the analyses, it was possible to confirm the classification of these specimens in
Chlorophyllym.

According to the classification of Ge et al. (2108), the Brazilian species were distributed
as follows: section Chlorophyllum with C. molybdites; section Rhacodium with C. lilaceum;
section Ellipsodosporium with C. hortense. In this study, three species of Chlorophyllum were
confirmed for the Brazilian Atlantic Forest and Pampa: C. hortense and C. molybdites, well-
known species worldwide distributed, and Chlorophyllum lilaceum comb. nov. from

Leucoagaricus lilaceus, as proposed below.

TAXONOMY

Chlorophyllum lilaceum (Singer) Fazolino, comb. nov. Figs. 3 and 4.

Basionym: Leucoagaricus lilaceus Singer, in Singer & Digilio, Lilloa 25: 274 (1952)
[1951]

MycoBank No: to_be provided

Type. Argentina. Tucuman, Parque Avellaneda (Herb. LIL, Singer T306-holotype).
Description from Brazilian material (Fig. 3)

Specimens examined: BRAZIL, Parana State: Santa Mariana, Parque Estadual Mata de
Sdo Francisco, in the soil among dry leaves, 23 Dez 2015, Marcelino FO02 (ICN 199161),
Campo Mouréo, Parque Estadual do Lago Azul, in the soil among dry leaves, 25 Feb 2017,
Alves-Silva, G. 1081 (ICN 199159), Rio Grande do Sul State, Derrubadas, Parque Estadual do
Turvo, in the soil among dry leaves, 30 Oct 2017, Alves-Silva, G. 1228 (ICN 199160).

Macroscopic features: Basidiomata medium sized. Pileus 4.8-10.8 cm diam., fleshy,
plan-convex when mature with a discrete umbo on the disk, reddish brown (9F5-9F6), then
gradually separates into irregular scales with vinaceus coloring tones (D4-9E4) on reddish

white (8A2) background, margin slightly irregular. Lamellae free, crowded, white to reddish
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white (§8A1-8A2) and olive brown (4F4) when dry, with lamelullae and sublamellulae. Spore
print white (LA1). Stipe cylindrical, central, 8.7-12.4 x 0.6-0.8 cm, reddish white to reddish
gray (9A2-9B2), smooth; base abruptly bulbous 1.6-2.0 cm. Context reddish white (8§8B2),
change to orange brown (7C3, 7C4) when cut or damaged. Annulus ascending, simple, white
to reddish white (8B1, 8B2), with a border in vinaceus color like scales of the pileus (KW
9E4), membranous, can be moved along the stipe. Odor fungi.

Microscopic features: Basidiospores [103/3/5], (5.2) 5.6-7.2 (9.2) x (3.6) 3.8-5.0 (5.5)
um, Q = 1.47, ellipsoid, thick walled, smooth, hyaline, dextrinoid, metachromatic in Cresyl
blue, without germinative pore. Basidia 19.8-30.2 x 6.0-10.2 um, clavate, thin-walled,
hyaline to pigmented, 4-spored. Cheilocystidia 17.6-68.4 x 7.4-23.0 um, clavate-vesiculose,
some napiform, very abundant, usually with a moderately long pedicel, hyaline, thin-walled,
some septate, in bunches, forming a sterile edge. Pleurocystidia absent. Pileipellis a
trichoderm made up of filamentous or cylindrical, ventricose-rostrate or sometimes, clavate
hyphae, with greenish pigmentation in KOH; terminal elements hyphae measuring 17.2-90.8
% 6.0-20.7 pum, thin walled. Squamules on stipe similar to those on the pileus 13.6-112.0 x
3.3-9.0 um. Clamp connections not observed.

Habitat and known distribution: Argentina and Brazil in the Atlantic Forest and Pampa.
Terrestrial and saprotrophic, growing solitary or in small groups on soil inside the forest
among abundant dry foliage.

Additional specimen examined: Brazil, Rio Grande do Sul, UNISC 14737, 17053, 42117
Parana, Marcelino, FOO3 (ICN 199162), F 031 (ICN 199163) e Alves-Silva, G. 1045 (ICN
199158).

Comments:

The definition of Leucoagaricus was not clear in Singer (1986) and the diagnostic
characters for the genus are shared with other genera, especially Chlorophyllum and Lepiota.
Using molecular analyzes, several species have already been combined in Chlorophyllum
(Vellinga 2002, Vellinga & De Cok, 2002, Ge et al., 2018). Clorophyllum palaeotropicum
ZW. Ge and A. Jacobs have squamules composed of a trichodermal layer similar to C.
lilaceum, and the same happens with C. bharatense Sathe & S.M. Kulk, while for most

species the structure of pileus squamules are considered to be a hymeniform layer.
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Comentar a posicdo da espécie na filogenia, comparar com espécies préximas etc. O que

caracteriza a se¢do Rhacodium?

Chlorophyllum molybdites (G. Mey.) Massee, Bull. Misc. Inf., Kew: 136 (1898) Figs...
Description: Meijer, A. A. R. et al. (2007)

Comments: Chlorophyllum molybdites is mainly characterized by its green spore print,
whitish basidiomata with brown scales on the pileus and complex annulus. Its spores are
large, truncated and have a germ pore. Cheilocystidia pyriform is clavate or
spheropedunculate.

Comentar a posicdo das colegdes brasileiras na filogenia, comparar com espécies
préximas... O que caracteriza a se¢cdo Chlorophyllum?

Creio que o seu material deve ser descrito.

Incluir material examinado, habitat e distribuig&o...

Chlorophyllum hortense (Murrill) Vellinga, Mycotaxon 83: 416 (2002) Figs...
Description: Vellinga (2003a)

Comments: Chlorophyllum hortense is characterized by its small to medium basidiomata,
whitish pileus with yellowish scales, which become reddish when broken or bruised, simple
to double annulus, white spore print, basidiospores without germinative pore, clavate 2-
sporate basidia, cylindrical cheilocystidia, clamp connections present.

Comentar a posicdo das colecBes brasileiras na filogenia, comparar com espécies
préximas... O que caracteriza a secao Ellipsoidosporum?

Creio que o seu material deve ser descrito.

Incluir material examinado, habitat e distribuicdo...

Chave para identificacdo das espécies de Chlorophyllum?

DISCUSSION

The taxonomic history of Chlorophyllum reflects the overlapping of morphological

features among the closer genera. From about 30 species listed in Index Fungorum, 18 species

have its basionym mostly in Lepiota spp. Vellinga (2002) argued that the morphological


http://www.indexfungorum.org/names/Names.asp?strGenus=Chlorophyllum
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definition of species needs to be reconsidered and combined Chlorophyllum from
Leucoagaricus hortense, Lepiota brunnea, among others. Recently, Ge et al. (2018) also
combined Lepiota demangei to Chlorophyllum demangei. With the combination of
Leucoagaricus lilaceus to Chlorophyllum lilaceum, a broad revision of the genera
Leucoagaricus, Leucocoprinus and Lepiota is obviously needed, with an integrative approach,
combining morphological, biogeographical and molecular phylogenetic analyses to better
understand the circumscription of genera and relations among them.

Morphological and molecular analyses of C. hortense and C. molybdite confirm their
identities with the literature, as well as the global distribution of these species. Although C.
rhacodes have been previously recorded (Rick, 1961; Putzke et al., 2014; Alves et a., 2016),
its occurrence was not confirmed in this study, even with exhaustive collections carried out
for four years and collaboration with other researchers. In indexed Brazilian herbaria, there
are only two records of C. rhacodes, collected by Rick, deposited at PACA herbarium (Paca
20764) and identified by A. B. Pereira. After analysis, we concluded that this specimen
corresponds to Macrolepiota, due to the hyaline ridge covering the germinative pores of
basidiospores; another specimen, URM 16315, an European material from Poland. Alves et
al. (2016) published the species from the Pampa, deposited in the HBEI (G Alves, 2011,
F124, HBEI 026), which we also identified as Macrolepiota. Since they were in bad
conservation conditions and had many contaminants, it was not possible to extract the DNA
from the collections examined. Other publications refer to C. rhacodes (Putzke et al., 2014),
however, there are no vouchers for confirmation. In the light of this, new efforts should be
made to clarify whether the specimens of Brazil, identified as C. rhacodes, are indeed in

Chlorophyllum genus.

The sequences produced in this study represent the first of Chlorophyllum in Brazil.
They corroborate with studies carried out by Vellinga (2003, 2006), Ge et al. (2018) and,
along with morphological analyses, help to elucidate the genus classification. According to
the classification by Ge et al. (2018), the Brazilian species, based on phylogeny, were
distributed in the section Chlorophyllum with C. molybdites, in the section Rhacodium with C.
lilaceum, and in the section Ellipsodosporium with C. hortense. Regarding the morphology,
C. lilaceum radically diverges from diagnostic features of section Rhacodium (Ge et al.,
2018), which is characterized by robust basidiomata with plaque-shaped scales on pileus,

white lamellae, basidiospores with ample germinative pore and pileipellis composed by a
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hymenoderm with cylindrical elements to discreetly nailed or lageniformes. Chlorophyllum
lilaceum features medium-sized basidiomata, pileus covered with fibrillary scales that do not
form plaques (Fig. 3), basidiospores do not have germinative pores, lamellae are whitish when
young and olive brown when dried, pileipellis is composed of trichodermic elements. These
differences demonstrate the fragility of infrageneric classification definitions for
Chlorophyllum, since there are still many sub-areas represented in the tropics, especially
Central and South America, which holds a large part of the world biodiversity and it is still
poorly studied. This calls for a global effort to expand cooperation to understand and describe
this diversity, thus building a secure database in which may be possible to elucidate the
evolutionary history and dispersion of species globally, and then, offer tools for more stable

classification.
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Figure 1. Phylogenetic tree of Chlorophyllum species from ITS, 28S, RPB2, and TEF1
sequences, inferred by Maximum Likelihood analysis. 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. New sequences generated in this work are in bold.
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Figure 2. Microscopic features: a-c C. molybdites, d-f C. hortense; (a and d)
basidiospores, (b and e) basidia and (c and f) cheylocistidia. Bars a and d 10 um, b,
c, eand f 20 um

Figure 3. Chlorophyllum lilaceum. Fresh basidiomata. a) overview, b) reaction in the context,
c) reaction in the lamellae e d) mobile annulos. Bars 5 cm. VVouchers?
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il

Figure 4. Chlorophyllum lilaceum: microscopic features. a) basidiospores, b) basidia, c)
cheilocystidia, d) pileipellis col. GAS 1181, e) pileipellis col. GAS 1228.
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Abstract

Um estudo foi conduzido levando em conta a nova classificagcdo proposta para Agaricus.
Cinco espécies foram descritas, sendo um primeiro registro para América do Sul, A.
tollocalensis, e quatro novidades taxondmicas, A. hirsutus, A. lacaseus, A. reactivus e A.
xanthovolvatus, todos pertencentes ao subgénero Pseudochitonia, secdo Xanthodermatei,
coletados em areas de Mata Atlantica. Foram realizadas andlises filogenéticas moleculares de
nuc rDNA ITS1-5.8S-ITS2 (ITS) e de dados combinados [ITS + nuclear large subunit rDNA
(28S)]. Descricbes detalhadas e ilustracBes de seus caracteres macro e microscopicos sao

fornecidas.

Keywords: Agaricaceae, Taxonomy; Phylogeny; Neotropical fungi; ITS; 28S; TEFl-a

INTRODUCAO

Agaricus € o0 género de cogumelo mais conhecido, com muitas de suas espécies
comestiveis, algumas com propriedades medicinais (Kles & Liu, 2000) e umas poucas
toxicas, essas Ultimas principalmente pertencendo a se¢do Xanthodermatei autores, causando
disturbios gastrointestinais em humanos (Zhao et al., 2012). O género foi estabelecido por
Linneu em 1753, possui distribuicdo cosmopolita, e conta atualmente com cerca de 400
espécies (Zhao et al., 2011; Karunarathna et al., 2016; Zhao et al., 2016). Para melhor
compreender 0 género, Heinemann (1956) e Singer (1986) propuseram classificagdes infra-
genericas dividindo-o em subgéneros e secdes, baseadas principalmente em espécies
europeias e de clima temperado, as quais tém sido amplamente utilizadas em todo o mundo.
No entanto, em um estudo realizado com espécies tropicais da Asia, Africa e Américas, Zhao

et al., 2011 demonstraram que cerca de 2/3 das espécies tropicais ndo se enguadram nas
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classificacOes de Heinemann e Singer. Este fato levou Zhao et al., (2016) a proporem uma
nova classificacdo infra-genérica para o género Agaricus, considerando o tempo de
divergéncia das espécies para estabelecer os niveis taxonémicos, através de uma robusta
analise multigénica (ITS, LSU, tef-1a e rpb2) com centenas de espécies de todas as regides,
incluindo 86 espécies “typus”, dividindo o género em cinco subgéneros (Agaricus,
FlavoAgaricus, Minores, Pseudochitonia e Spissicaules) e 20 sec¢des. Zhen et al. (2017), na

mesma direcdo, ampliaram a classificacdo incluindo mais um subgénero (Minoriopsis).

Com o intuito de ampliar o conhecimento do género, focamos nossos estudos no
subgénero Pseudochitonia, na se¢do Xanthodermatei, conhecida por apresentar espécies
toxicas e pela coloracdo amarela do contexto dos basidiomas quando expostos. A secdo €
caracterizada por reacao positiva em KOH e reacdo negativa de Schaffer, reacdo do contexto
guando exposto tornando-se fortemente amarelo, especialmente na base do estipe, odor de
iodo ou fendlico. Incluir mais referéncias na introdugéo.

Com base em estudos morfolégicos e moleculares, levando em conta a nova classificacgéo,
apresentamos a descricdo de quatro novas espécies para a ciéncia e um novo registro de

Agaricus, secdo Xanthodermatei da Mata Atlantica do Sul do Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Coletas e analises morfoldgicas. - Os materiais examinados foram coletados no Estado
do Rio Grande do Sul, Brasil, em areas de Mata Atlantica e Pampa durante os anos de 2015 e
2016. Todo material estudado foi depositado no Herbario ICN. Os codigos de herbario
seguiram Thiers (2017). NotacOes de cores nas descri¢cbes seguiram Kornerup e Wanscher
(1978). Descricdes morfologicas foram baseadas em notas de campo e fotos do material. Para
observacBes da micro-morfologia, foram montados cortes a mdo livie em KOH a 3% e
vermelho do Congo dos basidiomas.

Pileipélis, estipitipélis, queilocistidios e basidiésporos foram observados em
microscopio Otico em 1.000 x de magnitude. Reagente de Melzer foi usado para testar a
reacdo de amiloidia dos basididsporos. A abreviacdo [n/m/p] representa ‘“n” basididsporos
medidos de “m” basidiomas de “p” colecdes em solucdo de KOH 3%. Dimensdes dos
basididsporos sdo apresentadas na forma de (a)b—c(d). O intervalo b—c contém um minimo de

90 % dos valores medidos. Os valores extremos (a e d) sdo dados entre parénteses. Qm indica
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a média da razdo do comprimento/largura dos basididsporos.

Extracdo de DNA e PCR—O DNA foi extraido de amostras secas com o método CTAB
(GoOes-Neto et al., 2005 modificado). Foi amplificado do DNA ribossomal nuclear o
espacador interno transcrito 1 e 2, além do 5.8S [ITS1-5.8S-1TS2 (ITS)] utilizando dos
primers ITS1F e ITS4 (White et al., 1990); e para a regido parcial (D1-D3) da subunidade
maior (28S) foram os primers LROR e LR7 (Vilgalys & Hester, 1990). Para a regido gene
codificante de proteina, um fragmento entre os exons 4 e 8 (Wendland & Kothe, 1997) do
gene TEF1, no qual codifica o fator de elongacdo EF1-«a, utilizando do par de primers 983F e
2212R (Rehner and Buckley, 2005). A reacdo de polimerase em cadeia (PCR) foi conduzida
com um volume total de 40 pL, dos quais 20 puL foram de 2X PCR Taq MasterMix (Applied
Biological Material Inc., Vancouver, Canada), 0,8 pL de 10 uM de cada primer, H20 q.s.q.
até¢ 40 uL e 1-2 pL do DNA total. A regido ITS foi amplificado com a seguinte configuragdo
do termociclador, 2 min inicial de desnaturacéo a 95 °C, seguido por 35 ciclos de 30 s a 95
°C,1mine30sab7°C,30sa72°C, e extensao final de 10 min a 72 °C. A amplificacdo do
28S e TEF1 foi de acordo com Vilgalys & Hester (1990) e (Rehner & Buckley 2005)
respectivamente. Todos os produtos da PCR foram purificados com PEG 20% [Poly(ethylene
glycol) 8,000 plus NaCl 2.5M], e as reacGes de sequenciamento e sequenciamento foram
conduzidas no Centro de Pesquisas René Rachou da FIOCRUZ (Belo Horizonte, Brazil). Os
primers de sequenciamento foram LROR e LR5 para 28S; ITS1F e ITS4 para ITS; e 1567R e
2212R para o TEF1.

Alinhamento e reconstrucdes 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) com a estratégia de modo
automatico. Quando necessario, o alinhamento foi ajustado manualmente com o MEGA
7.0.20 (Kumar et al., 2016). Trés conjuntos de dados foram analisados, (1) sequéncias de ITS
dos ultimos trabalhos realizados com Agaricus (Zhao et al. 2011, 2016; Callac & Guinberteau
2017; Drevinski et al. 2017; Parra et al. 2018), também buscamos sequéncias do Brasil no
GenBank, (TABELA SUPLEMENTAR 1); (2) sequéncias de ITS mais proximamente
relacionadas as nossas amostras, se¢cdo Xanthodermatei (Zhao et al. 2016 e Parra et al. 2018),
sdo apresentadas na TABELA SUPLEMENTAR 2; e (3) para as analises de sequéncias
combinadas, foram utilizadas as sequéncias do conjunto de dados 2, que também tinham 28S
e TEF1 (TAB. 1). Todas as andlises de ITS foram conduzidas com trés parti¢des: ITS1, 5.8S e
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ITS2. E para as analises com os dados combinados (3), subdividimos em oito parti¢ces: ITS1,
5.8S, ITS2, 28S, codons TEF1-1st, -2nd, -3rd e introns do TEF1.

Reconstruimos as relacGes filogenéticas com os trés conjuntos de dados. O primeiro,
mais inclusivo, incluiu 314 espécimes, com Heinemannomyces sp. (KT951346) como grupo
externo. Com o segundo conjunto de dados, realizamos as analises de ITS com maior foco na
secdo Xanthodermatei, onde se posicionaram as nossas amostras. Um total de 103 espécimes
foram incluidos nas andlises do ITS. Agaricus campestris (KT951322 e KM657927) foi
designado como grupo externo com base em estudos anteriores (Parra et al. 2018).
Abreviacbes de paises seguiram o codigo ISO 3166. Para a reconstrugdo das relacfes em
Xanthodermatei, com os conjuntos de dados ITS, 28S e TEF1, foram utilizados 63 especimes,
com dois espécimes de A. campestris (secdo Agaricus) como grupo externo. Os métodos e
parametros para a reconstrucao das filogenias sdo descritas detalhadamente por Fazolino et al.
(2018). Informagdes sobre modelos evolutivos do conjunto de dados 3 séo dados na TABELA
SUPLEMENTAR 3. Todas as analises foram depositadas no TreeBASE (submission ID: sera

providenciado).

RESULTADOS

Anélises filogenéticas—No primeiro conjunto de dados, a matriz final foi de 703 pb. Foi
possivel observar nossas amostras em Xanthodermatei e ndao foi encontrada nenhuma amostra
do Brasil proximamente relacionada (FIGURA SUPLEMENTAR 1); muitas das relacGes
interespecificas ndo foram suportadas. A matriz final alinhada do conjunto de dados 2, regido
ITS, foi de 718 bp. Na analise de RAXML, o alinhamento teve 379 padrdes distintos com uma
proporcdo de gaps e caracteres indeterminadas de 5.96%, o critério de bootstopping indicou
que 300 réplicas foram suficientes para estimar o suporte de ramo interno, e a probabilidade
final de otimizacdo ML foi -LnL 6967.75. A arvore ML de melhor scoring com os valores de
bootstrap anotados é apresentada na FIG. 1. As andlises do conjunto de dados combinados foi
a partir da matriz final de 2076 pb. Na analise de Méaxima Verossimilhanca o alinhamento
teve 719 padrdes distintos com uma proporcao de gaps e caracteres indeterminados de 9.84%,
0 critério auto-MRE indicou 702 réplicas como suficientes para estimar o suporte, e a
probabilidade final de otimizacdo ML foi —LnL 13852.423. Na analise Bayesiana, depois de
850 000 geragoes, as corridas convergiram a valores estaveis de likelihood (—InL = 13439.68,
13439.95) e 1278 arvores foram utilizadas para calcular a arvore consenso e estimar 0s

valores BPP dos ramos. Nenhum conflito significante dos ramos suportados foi encontrado,
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assim a melhor &rvore ML e a arvore consenso foram combinadas (FIG. 2)

Em ambas as analises, 0s espécimes estudados posicionaram-se com alto suporte,
proximamente relacionados as linhagens dos ramos mais internos do clado/secédo
Xanthodermatei, no qual conforme estudos prévios (Parra et al., 2018), foi nomeado como
Xanthodermatei |. As principais diferengas entre os dois conjuntos de dados foram o0s
clados/secbes que se posicionaram diferentemente. Porém, tratando-se das relagdes de
proximidade com as mostras deste estudo, ndo houve divergéncias significativas. Devido a
auséncia de algumas amostras que continham somente ITS e ndo foram observadas nas
andlises de dados combinados, o detalhamento sobre as proximidades filogenéticas sdo dados
a seguir com base na andlise de ITS.

No ingroup quatro clados principais foram recuperados, 0s quais representam as
secdes Chitonioides, Bivelares, Crassipori e Xanthodermatei, além de Agaricus campestris da
secdo Agaricus, como outgroup. Seis espécimes deste estudo foram recuperados em
Xanthodermatei, juntamente as linhagens mais internas desse clado, com 78 BS ML. Neste
clado, ICN 198975 aparece no clado (89) externo do primeiro split e foi posicionado
proximamente a A. californicus (DQ182509), com 91 BS ML, descrito abaixo como A.
hirsutus sp. nov. Ainda distante do restante, no clado (99) com A. melanocarpus
(KM657881), Agaricus sp. (JF514527) e A. aff. volvatulus (JF727848), ICN 198977, abaixo
proposto como A. lacaseus sp. nov., foi posicionado (99) juntamente ao Gltimo, no qual
ambos podem representar a mesma espécie. Por fim, os ultimos quatro espécimes foram
encontrados no mesmo clado (96). ICN 198978 foi encontrado altamente suportado (100) com
A. tollocanensis (AY703913) do México, espécie que representa 0 primeiro registro para a
América do Sul. J& ICN 198976 é proposto aqui como A. reactivus sp. nov., encontrado
proximamente relacionado a A. pocillator (U85308) e ICN 198972 juntamente com ICN
198973, no mesmo clado (69) desses dois ultimos, sdo descritos aqui como A. xanthovolvatus

Sp. Nov.

Analises Morfologicas. Todas as cole¢bes estudadas apresentaram as caracteristicas
distintivas da se¢do Xanthodermatei: odor fenodlico, reacdo positiva para KOH, negativa para
Schéffer (embora as anélises foram realizadas em espécimes secos) e contexto tornando-se
amarelo quando exposto. Das cinco especies analisadas, uma nédo apresentou queilocistidios,
Agaricus tollocanensis, primeiro registro para América do Sul, e outras quatro novas espécies

que sé@o apresentadas a seguir.
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Taxonomia

Agaricus reactivus Fazolino sp. nov. Fig 3,4

MycoBank:

Diagnose: Reconhecido pela forte reacdo, tornando-se amarelo intenso quando raspado,
cortado ou danificado, observada por todo o basidioma, inclusive nas lamelas, pelo pequeno
porte, disco central levemente papilado, anel com duas camadas, basidiésporos pequenos com

média de 4.1-4.9 x 3.0-3.6 um ¢ hifas da pileipélis com pigmentagdo vacuolar marrom.

Etimologia: O nome “reactivus” refere-se a forte reacdo sofrida pelo basidioma quando
raspado ou quebrado.

Hol6tipo: Brasil. Rio Grande do Sul: Viamao, Parque Natural Municipal Saint' Hilaire,
crescendo no solo entre folhas secas sob vegetacdo arbdrea, 4-V-2015, Fazolino E.P. 506
(ICN 198976).

Pileo 21-56 mm diam., carnoso, convexo quando jovem, plano-convexo quando maduro,
ligeiramente deprimido e papilado no centro, castanho no centro (7E4—7E5) a cinzento
acastanhado (7B2, 7C2, 7D3) na margem, sobre um fundo levemente acinzentado (7B2),
tornando-se intensamente amarelado quando raspado, margem lisa. Contexto do pileo 2—3
mm de espessura no centro e 1 mm na margem, branco (7A1l) tornando-se amarelado quando
exposto, carnoso, superficie do pileo amarelada quando raspada. Lamelas livres, brancas no
inicio, depois rosadas e finalmente marrons quando maduras, tornando-se fortemente
amareladas quando danificadas, proximas, com lamélulas. Estipite 2765 x 4—6 mm (meio) /
7-9 mm (na base), cilindrico, central, levemente bulboso, superficie lisa; contexto branco
(7A1), mudando fortemente para amarelo vivo quando cortado. Anel superior, membranoso,

com duas camadas, branco (7Al). Odor fendlico. Esporada marrom.

Reacdo em KOH 3% positivo, amarelo intenso, Schéffer negativo.

Basididsporo [50/3/1] (3.9-) 4.1-4.9 (-5.0) x (2.9-) 3.0-3.6 (-3.9) um, Qm = 1.37,
elipsoide a ovoide, castanho, liso, de parede espessa, com apiculo conspicua, sem poro
germinativo. Basidios (14.6-) 18.0 (-21.7) x (-4.9) 6.4 (—7.3) um, clavados, hialinos, lisos, 4-
esporado. Pleurocistidios ausentes. Queilocistidios (17.2-) 26.5 (-38.3) x (-9.8) 14.2 (-17.7)
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um, vesiculosos, alguns piriformes, hialinos, de paredes finas, cobrindo toda a borda da
lamela. Trama da lamela regular. Pileipélis uma cutis composta de hifas cilindricas a
fusiformes, algumas infladas, de paredes finas, pigmentadas de marrom, ramificadas, (4.7-)
8.5 (-21.2) um de diam., sobre um contexto de hifas infladas, cilindricas, hialinas, de paredes
finas. Estipitipélis uma cutis, composta por hifas cilindricas, prostradas, de paredes finas,
hialinas, (3.8-) 6.6 (—10.2) um de diam.

Habito e habitat: gregario, terrestre, crescendo no solo entre as folhas secas no bosque.

Material examinado: Brazil. Rio Grande do Sul: Viamdo, Parque Natural Municipal
Saint' Hilaire, crescendo no solo entre folhas secas sob vegetacao arbérea, 4-V-2015, Fazolino
E.P. 506 (ICN 198976).

Notas: Agaricus reactivus distingue-se de outras espécies conhecidas devido a forte
reacdo da exposicdo do contexto, lamelas e superficie do pileo quando danificados ou
cortados. Estd proximamente relacionado com A. pocillator, no entanto este possui
basidiomas maiores, coloracdo branca no pileo, esquamulas flocosas no disco e anel simples
(Murrill, 1941), além de ndo sofrer mudanca na coloracdo quando o contexto é exposto, ao
contrério do que acontece com A. reactivus.

Comentar o posicionamento dessa espécie no clado... 0 que caracteriza o clado onde esta
espécie estd. O que aproxima as espécies xanthovolvatus, pocillator, reactivus (na arvore esta

outro nome), tollocanensis, sp (néo se abrevia A. sp.).

Agaricus lacaseus Fazolino sp. nov. Fig 5, 6

MycoBank:

Diagnose: caracterizado por basidiomas grandes, pela superficie do pileo coberta com
esquamulas fibrilosas castanhas sobre um fundo cinza-acastanhado, hifas da pileipélis com
conteudo citoplasmatico marrom, anel simples, basididsporos elipsoides com média entre
5.5-7.8 x 3.4-4.5 e forte odor fendlico.

Etimologia: O nome “lacaseus” refere-se a significativa producao de lacase.
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Holo6tipo: Brazil. Rio Grande do Sul: Canoas, Parque Municipal Getulio Vargas, solitério,
terrestre, crescendo no solo entre folhas secas no bosque, 14-V1-2015, Fazolino E.P. 551 (ICN
198977).

Pileo 71-78 mm diam., carnoso, hemisférico para convexo ou plano-convexo, disco
aplanado; superficie coberta com esquamulas fibrilosas, castanho a castanho amarelado no
centro (5F4, 5F5), cinzento acastanhado (5C2, 5D2) em direcdo a margem, sobre fundo cinza
esbranquicado, margem levemente crenada. Contexto do pileo 5 mm de espessura no centro e
1 mm na margem, branco (5A1) tornando-se levemente amarelado quando exposto, carnoso;
superficie do pileo torna-se amarelada quando raspada, depois tornando-se escurecida.
Lamelas livres, brancas a principio, depois rosadas e finalmente marrons quando maduras,
tornam-se levemente amareladas quando danificadas, margem regular, proximas, com
lamélulas. Estipite 99—-111 x 9—11 mm, cilindrico, central, fistuloso, superficie glabra,
concolor com o estipe, contexto branco (5A1), muda para amarelado quando cortado,
principalmente na base. Anel stpero, pendente, membranoso, branco (5A1). Odor fendlico.

Esporada marrom.

Reacéo em KOH 3% positivo, amarelo forte, Schéffer negativo.

Basidiosporos [60/1/1] (5.4-) 5.5-7.8 (-8.0) x (3.3-) 3.4-4.5 (-4.6) um, Qm = 1.64,
elipsoide a ovoide, castanho, liso, de parede espessa, com apiculo conspicuo, sem poro
germinativo. Basidios (12.3-) 17.3 (-24.7) x (5.3-) 6.1 (-7.1) um, clavados, hialinos, lisos, 4-
esporados. Pleurocistidios ausentes. Queilocistidios (6.9-) 14.6 (—20.1) x (5.6-) 8.3 (-12.0)
um, vesiculosos, claviformes ou piriformes, hialinos, de paredes finas, cobrindo a borda da
lamela. Trama da lamela regular, com hifas oleiferas. regular. Pileipélis uma cutis composta
de hifas cilindricas a fusiformes, algumas piriformes de paredes finas, pigmentadas de
marrom em KOH, ramificadas, (4.2-) 7.8 (—17.0) um de diam., sobre um contexto de hifas
infladas, cilindricas, hialinas, de paredes finas. Estipitipélis uma cutis, composta por hifas
cilindricas de paredes finas, pigmentadas de marrom como na pileipélis em KOH, (2.9-) 4.4
(-8.4) um de diam.

Habito e habitat: solitario, terrestre, crescendo no solo entre as folhas secas no interior do

bosque.
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Material examinado: Brasil, Rio Grande do Sul: Rio Grande do Sul: Canoas, Parque
Municipal Getulio Vargas, solitario, terrestre, crescendo no solo entre folhas secas, 14-VI-
2015, Fazolino E.P. 551 (ICN 198977).

Notas: Agaricus lacaseus é morfologicamente semelhante a A. melanocarpus (Zhou et al.,
2016), no entanto, A. lacaseus possui queilocistidios, diametro do pileo quase duas veze
maior, além dos basididsporos que também sdo maiores. Agaricus lacaseus ficou junto na
sequéncia de ITS de Agaricus aff. volvatulus (espécime F2767), uma espécie ainda ndo
descrita. Também difere de A. volvatulus, que é caracterizado por ter uma dobra na base do
estipe em forma de volva (Vrinda et al., 1999), o que ndo acontece com A. lacaseus.

Comentar o posicionamento dessa espécie no clado... 0 que caracteriza o clado onde esta

espécie esta...

Agaricus xanthovolvatus Fazolino sp. nov. Fig 7, 8

MycoBank:

Diagnose: Basidiomas grandes, pileo ligeiramente depresso no disco central, com fibrilas
castanho acinzentadas e estipite com uma base dobrada em forma de volva, basidiésporos
5.0-7.0 x 3.24.1 um, queilocistidios grandes, vesiculiformes a piriformes, pileipélis com
hifas cilindricas a fusiformes com conteddo vacuolar marrom, odor fenélico.

Etimologia: O nome “xanthovolvatus” refere-se as caracteristicas da segdo
Xanthodermatei e a dobra na base do estipe semelhante a uma volva.

Holotipo: Brasil. Rio Grande do Sul: Porto Alegre, Morro Santana, solitario a gregario,
terrestre, crescendo no solo entre folhas secas na floresta, 24-V1-2014, Fazolino 383 (ICN
198972).

Pileo 46-127 mm diam., carnoso, convexo quando jovem, plano-convexo quando maduro,
disco central ligeiramente depresso nos maduros, coberto por finas fibrilas acinzentadas (1D1,
1D2) e o disco central castanho amarelado (2D4, 2E4), adquirindo tons réseos avermelhados
com a idade, margem variando de lisa a apendiculada, torna-se amarelada quando raspada.
Contexto do pileo 7 mm de espessura no centro e Imm na margem, branco (1Al) torna-se

levemente amarelado quando exposto, carnoso. Lamelas livres, branca no inicio, depois
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rosada e finalmente marrom quando madura, tornando-se rosada a avermelhada quando
danificada; margem regular, proxima, com lamélulas. Estipite 55—122 x 6—10 mm, cilindrico,
central, fistuloso, base do estipe 13—24 mm larg. x 8—9 mm alt., mais alargada ¢ dobrada
semelhante a uma volva, superficie lisa, branca a levemente amarelada, contexto branco
(1A1), muda para fortemente amarelo quando cortado, descolore com o decorrer do tempo.
Anel supero, membranoso, pendente, com a superficie inferior branca com escamas

piramidais acastanhadas (2C2). Odor fendlico. Esporada marrom.

Reacdo em KOH 3% positivo, amarelo forte, Schaffer negativo.

Basididsporos [59/2/3] (4.6-) 5.0-7.0 (-7.6) x (3.1-) 3.2-4.1 (-4.3) um, Qm= 1.6,
elipsoide a ovoide, marrom, liso, de parede espessa, com apiculo conspicuo, sem poro
germinativo. Basidios (14.5-) 17.8 (-21.4) x (-5.5) 6.5 (-8.1) um, clavados, hialinos, lisos, 4-
esporados. Pleurocistidios ausentes. Queilocistidios (12.6-) 23.1 (-50.6) x (-8.0) 12.7 (-
20.2) vesiculiformes a piriformes, hialinos, paredes finas. Trama da lamela regular.
Pileipélis uma cutis composta de hifas cilindricas a fusiformes, algumas piriformes de paredes
finas, pigmentadas de castanho em KOH, ramificadas, (4.2-) 7.8 (—17.0) um de diam., sobre
um contexto de hifas infladas, cilindricas, hialinas, de paredes finas. Muitas hifas oleiferas de
coloragdo castanho a esverdeado em KOH séo observadas no contexto do pileo, na trama das
lamelas e raramente na estipitipélis. Estipitipélis uma cutis, composta por hifas cilindricas de

paredes finas, levemente esverdeadas em KOH, [3.2 5.6 (-9.5)] um de diam.

Habito e habitat: solitario a gregario, terrestre, crescendo em solo no interior da mata.

Materiais examinados: Brasil, Rio Grande do Sul: Porto Alegre, Morro Santana,
crescendo no solo entre folhas secas no interior da mata, 26-V1-2014, Fazolino E.P 377 (ICN
198971); 3-V11-2014, 397 (ICN 198973 ISOTIPO); ,10V2017, 631 (ICN 198974).

Notas: Agaricus xanthovolvatus tem a morfologia muito semelhante a A. volvatulus, no
entanto A. xanthovolvatus tem os basidiomas, basididsporos e basidios maiores e a presenca
de grandes queilocistidios vesiculosos a piriformes, enquanto que em A. volvatulus, uma
espécie da Africa tropical, os queilocistidios estdo ausentes ou muito raros de se encontrar,

conforme revisdo do tipo por Chen et al. (2016). Agaricus xanthovolvatus estd proximamente
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relacionado com A. pocillator. Agaricus pocillator possui basidiomas e basidiosporos
menores (Murrill, 1941) e A. lacaseus difere por ndo possuir a base do estipe dobrada em
forma de volva.

Comentar o posicionamento dessa espécie no clado... 0 que caracteriza o clado onde esta
espécie esta..

Incluir materiais adicionais examinados para enriquecer a discussao.

Agaricus hirsutus Fazolino sp. nov. Fig 9,10

MycoBank:

Diagnose: Basidiomas pequenos, superficie do pileo coberta por uma espessa camada de
escamulas fibrilosas marrons, hifas da pileipélis entrelacadas com dimensdes superiores a 50
um, com conteido vacuolar marrom, basidosporos 4.9-8.6 x 3.5-6.0 e queilocistidios
predominantemente clavados.

Etimologia: O nome “hirsutus” refere-se a pileipélis formada por uma camada espessa de
hifas emaranhadas, formando abundantes escamulas na superficie do pileo, o que d& um
aspecto piloso a espécie.

Holotipo: Brasil. Rio Grande do Sul: Porto Alegre, Morro Santana, gregario, terrestre,
crescendo no solo entre folhas secas no interior da floresta, 28-1V-2015, Fazolino 492 (ICN
198975).

Pileo 17-40 mm diam., carnoso, convexo quando jovem, plano-convexo quando maduro,
disco central ligeiramente umbonado, coberto por finas e abundantes esquamulas marrons
(7E3, 7F3) concentradas no centro e dispondo-se longitudinalmente até a margem sobre um
fundo cinza (7B2), margem variando de lisa a crenada, tornando-se amarelada quando
raspada. Contexto do pileo 4 mm de espessura no centro e 1 mm na margem, branco (1Al),
tornando-se levemente amarelado quando exposto, carnoso. Lamelas livres, brancas no
inicio, depois rosadas e finalmente marrons quando maduras, margem regular, proxima, com
lamélulas. Estipe 28—72 x 3—6 mm, cilindrico, central, fistuloso, com a base levemente
alargada, superficie lisa, branca a castanho claro nos mais velhos, contexto branco (7Al),
mudando para amarelo intenso quando cortado, especialmente na base. Anel supero,

membranoso, branco (7A1). Odor fendlico. Esporada marrom.
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Reacdo em KOH 3% positivo, amarelo forte, Schaffer negativo.

Basididsporos [77/1/4] (4.9-) 5.0-7.9 (-8.6) x (3.5-) 3.6-4.7 (-6.0) um, Qm= 1.47,
elipséide a ovoide, marrom, liso, de parede espessa, com apicula conspicua, sem poro
germinativo. Basidio (12.5-) 15.8 (-19.8) x (-5.3) 6.6 (—7.8) um, clavado, hialino, liso, 4-
esporado. Pleurocistidios ausente. Queilocistidios (8.8-) 21.8 (-36.6) x (-6.2) 7.8 (-10.5)
um, claviformes a vesiculosos, hialinos, de paredes finas, cobrindo a borda da lamela. Trama
da lamela regular. Pileipélis composta de hifas cilindricas a fusiformes, algumas infladas, de
paredes finas, ramificadas e enoveladas, com cerca de 50 um a partir da base das hifas,
pigmentadas de marrom em KOH, (3.6-) 8.9 (-19.4) um de diam., sobre um contexto de hifas
infladas, cilindricas, hialinas, de paredes finas. Estipitipélis uma cutis, composta por hifas

cilindricas, prostradas, de paredes finas, hialinas, (3.5-) 6.8 (-12.0) um de diam.

Habito e habitat: solitario a gregério, terrestre, crescendo em solo no interior da mata.

Materiais examinados: Brasil. Rio Grande do Sul: Porto Alegre, Morro Santana,
gregario, terrestre, crescendo no solo entre folhas secas no interior da mata, 28-1\V-2015,
Fazolino 490.

Nota: Agaricus hirsutus esta proximamente relacionado a A. californicus. Diferem entre
si, pois A. hirsutus apresenta o pileo coberto com escamulas espessas de coloracdo marrom,
enquanto A. californicus possui o pileo liso a levemente fibriloso e de coloracdo purplrea a
marrom purpurea, além de apresentar os basidiomas maiores (Kerrigan et al., 2005). Agaricus
laskibarii também esta proximamente relacionado, mas difere por apresentar basidiomas
maiores com cobertura do pileo fibriloso de coloragdo cinza a castanho acinzentado
(Anabitarte, 2004).

Discutir as outras espécies dentro desse clado: xanthodermatulus, parvitigrinus, caribaeus.
Agaricus tollocanensis Callac & G. Mata Fig 11, 12
Pileo 22—-80 mm diam., carnoso, glabro, hemisférico a convexo ou convex0 plano-

convexo quando jovem, plano-convexo, branco (30A1l) a levemente amarelado (30B2),

margem lisa a ligeiramente crenada. Contexto do pileo 8mm de espessura no centro € 1 mm
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na margem, branco (1Al) tornando-se levemente rosado quando exposto, carnoso; a
superficie do pileo fica amarelada quando raspada. Lamelas livres, brancas a principio,
depois rosadas e finalmente marrons quando maduras; margem regular, proximas, com
lamélulas. Estipe 57-86 x 7—15mm, cilindrico, mais alargado na base, fistuloso, central,
superficie glabra, branco nos mais jovens (30A1) a castanho avermelhado nos mais velhos
(7TA2, 7B2) contexto branco (1A1l), tornando-se amarelo intenso, especialmente na base,
posteriormente fica com alguns tons de rosa. Anel stpero, pendente, membranoso, branco

(1A1). Odor fendlico. Esporada marrom.

Reacdo em KOH 3% positivo, amarelo, Schéffer negativo.

Basididsporo [70/1/3] (5.0-) 5.0-6.5 (-6.7) x (3.5-) 3.7-4.5 (-4.8) um, Qm= 141,
elipsoide a ovoide, marrom em KOH, liso, de parede espessa, com apicula conspicua, sem
poro germinativo. Basidio (13.8-) 17.7 (-23.5) x (-5.9) 7.1 (-9.0) um, clavado, hialino, liso,
4-esporado. Pleurocistidios ausente. Queilocistidios ausente. Trama da lamela regular, com
hifas oleiferas. Pileipélis uma cutis composta de hifas cilindricas, prostradas, de paredes finas
(3.9-) 6.0 (-11.2) um de diam., sobre um contexto de hifas infladas, cilindricas, hialinas de
paredes finas. Muitas hifas oleiferas de coloragdo castanho a esverdeado é observado no
contexto do pileo. Estipitipélis uma cutis, composta por hifas cilindricas prostradas, hialinas,
de paredes finas (4.7-) 7.0 (-11.8) um de diam.

Habito e habitat: gregario, terrestre, crescendo entre abundante serrapilheira sob

vegetacdo arborea no bosque.

Material examinado: Brasil. Rio Grande do Sul: Canoas, Parque Municipal Getulio
Vargas, solitario, terrestre, crescendo no solo entre folhas secas no bosque, 14-VI-2015,
Fazolino E.P. 549 (ICN 198978).

Nota: Agaricus tollocanensis € uma espécie originaria da regido subtropical do México,
sendo agora o primeiro registro para a América do Sul. As descricdes morfoldgicas ficaram
muito proximas entre 0s espécimes brasileiro e os mexicanos (Callac & Mata, 2004), ambas

nédo apresentam queilocistidios.
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Discussao

As espécies estudadas ficaram muito bem suportadas no subgénero Pseudochitonia na
secdo Xanthodermatei em ambas as arvores, combinada (FIG. 2) e de ITS (FIG. 1). As
especies em estudo ficaram separadas de espécies conhecidas de outros continentes, o que
reforca as hipoteses de existir nas Americas Central e do Sul linhagens muito diversas das ja
bem conhecidas de clima temperado.

Agaricus tollocanenis que foi descrito originalmente para a América do Norte, regido
centro sul do México, estava em uma faixa de clima subtropical. Nossas espécies também se
diferenciaram de espécies tropicais de outros continentes como a Africa e a Asia. Outras
espécies brasileiras encontram-se com sequéncias no GenBank em outras sec¢@es distintas de
Xanthodermatei (Fig. Supl. 1).

Vérias novas espécies de Agaricus vem sendo publicadas recentemente para regides
tropicais (Zhao et al., 2011; Thongklang et al., 2014; Karunarathna et al., 2016; Drewinski et
al., 2017; Parra et al., 2018), o que evidencia a necessidade de se incrementar investimentos
em pesquisas taxondmicas para essa faixa climatica, onde se encontra a maior biodiversidade

do planeta, e ainda muito pouco estudada, especialmente na Ameérica do Sul.

ACKNOWLEDGMENTS

Financial support was received from Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico — CNPq (process 440445/2015-9) and Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — CAPES. The authors thank PPGBOT-UFRGS for partial
financing of the research; and Aristételes Goes-Neto for the primers provided. Our thanks to
Professor Tatiana T. S. Chies of the Laboratory of Molecular Phylogeny, Taxonomy of
Vascular Plants, Departament of Botany, of UFRGS for their collaboration.

Referéncias bibliogréaficas
Anabitarte PA. 2004. Guia de los champifiones del pais Vasco y su entorno, estudio
eel género Agaricus L.:Fr. Aranzadi socieedad de ciéncias 197pp.
Callac P, Mata G. 2004. Agaricus tollocanensis, une nouvelle espece de la section
Xanthodermatei trouvée au Mexique. Documents Mycologiques Tome XXXIII F 132: 31-35.
Callac P, Guinberteau J. 2017. Morphological and molecular characterization of two
novel species of Agaricus section Xanthodermatei. Mycologia 97(2) 416—424.



104

Chen J, Parra LA, Kesel A, Khalid AN, Qasim T, Ashraf A, Bahkali AH, Hyde KD,
Zhao rl, Callac F. 2016. Inter- and intra-specific diversity in Agaricus endoxanthus Phytotaxa
252 (1): 001-016.

Chen J, Callac P, Parra LA, Karunarathna SC, He MQ, Moinard M, Kesel AD, Rapé
O, Wisitrassameewong K, Hide KD, Zhao RL. 2017. Study in Agaricus subgenus Minores
and allied clades reveals a new American subgenus and contrasting phylogeneticpatterns in
Europe and Greater Mekong Subregion. Personia 38, 2017: 170 —196.

Drewinski MP, Menolli NJ, Neves MA. 2017. Agaricus globocystidiatus: a new
neotropical species with pleurocystidia in Agaricus subg. Minoriopsis. Phytotaxa 314 (1):
064-072.

Fazolino EP, Suaza Blandon SC, Alves-Silva G, Lechner BE, Silveira RMB. 2018.
Taxonomy and phylogeny of Macrolepiota: two new species from Brazil. Mycologia -
https://doi.org/10.1080/00275514.2018.1500848

Goes-neto A, Loguercio-Leite C, Guerrero RT. 2005. DNA extraction from frozen
field- collected and dehydrated herbarium fungal basidiomata: performance of SDS and
CTAB-based methods. Biotemas 18: 19-32.

Heinemann, P. (1956) Champignons récoltés au Congo Belge par madame M.
Goossens-Fontana. Il. Agaricus Fries s.s. Bulletin du Jardin Botanique National de Belgique.
26(1):1-127

Karunarathna SC, Chen J, Mortimer P, et al. 2016. Mycosphere essay 8: A review of
genus Agaricus in tropical and humid subtropical regions of Asia. Mycosphere 7: 417-439.

Katoh K, Standley DM. 2013. MAFFT. Multiple sequence alignment software 7:
improvements in performance and usability. Mol Bio Evol 30: 772—780.

Kearse M, Moir R, Wilson A, Stones-Havas S, Cheung M, Sturrock S, Buxton S,
Cooper A, Markowitz S, Duran C, Thierer T, Ashton B, Mentjies P & Drummond A. 2012.
Geneious Basic: an integrated and extendable desktop software platform for the organization
and analysis of sequence data. Bioinformatics 28(12): 1647—1649.

Kerrigan RW, Callac P, Guinberteau J, Challen MP, Parra LA. 2005. Agaricus section
Xanthodermatei: a phylogenetic reconstruction with commentary on taxa. Mycologia 97
(6),1292-1315.

Kornerup A, Wanscher JH. 1978. Methuen handbook of colour, 3rd edn. Eyre
Methuen Ltd., London. 252 p.


http://www.cybertruffle.org.uk/cyberliber/59350/index.htm

105

Kies U, Liu Y. 2000. Fruiting body production in Basidiomycetes. Applied
Microbiology and Biotechnology 54:141-152.

Kumar S, Stecher G, Tamura G. 2016. MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis Version 7.0 for Bigger Datasets. Mol. Biol. Evol. 33 (7):1870-1874.

Murrill, W.A. 1941. More Florida novelties. Mycologia 33 (4) 446-447

Singer R. 1986. The Agaricales in Modern Taxonomy. 4" ed. Koenigstein: Koeltz
Scientific Books.

Parra LA, Angelini C, Ortiz-Santana B, Mata G, Billette C, Rojo C, Chen J, Callac P.
2018. The genus Agaricus in the Caribbean. Nine new taxa mostly based on collections from
the Dominican Republic. Phytotaxa 345 (3): 219-271.

Rehner SA, Buckley E. 2005.A Beauveria phylogeny inferred from nuclear ITS and
EF1-a sequences: evidence for cryptic diversification and links to Cordyceps teleomorphs.
Mycologia, 97(1), pp. 84-98.

Schneider SS. 2016. Agaricus dulcidulus (Agaricales, Basidiomycota): um estudo de
caso sobre a ocorréncia de nomes de cogumelos europeus no Brasil — TCC, 63 p.

Singer R. 1986. The Agaricales in modern taxonomy. 42 ed. Koenigstein, Germany.
Koeltz Scientific Books. 981 p.

Thiers B. 2017. Index Herbariorum: A global directory of public herbaria and
associated staff. New York Botanical Garden’s Virtual Herbarium. http://sweetgum.nybg.org/
ih/

Thongklang N, Nawaz R, Khalid AN, Chen J, Hyde KD, Zhao R, Parra LA, Hanif M,
Moinar M, Callac P. 2014. Morphological and molecular characterization of three
Agaricusspecies from tropical Asia (Pakistan, Thailand) reveals a new group in section
Xanthodermatei. Mycologia 106 (6): 1220-1232.

Vilgalys R, Hester M. 1990. Rapid genetic identification and mapping of
enzymatically amplified ribosomal DNA from several Cryptococcus species. J. Bacteriol.
172: 4238-4246.

Vrinda KB, Pradeep CK, Mathew S, Abraham TK. 1999. Agaricales from Western
Ghats-V1. Indian Phytopathology Journal52 (2): 198-200.

Wendland, J., and E. Kothe. 1997. Isolation of tefl encoding translation elongation
factor EFla from the homobasidiomycete Schizophyllum commune. Mycological
Research101:798-802.

White TJ, Bruns T, Lee S, Taylor J. 1990. Amplification and direct sequencing of



106

fungal ribosomal RNA genes for phylogenies. In: Innis PCR protocols: a guide to methods
and applications (MA, Gelfand DH, Sninsky JJ, White TJ, eds): 315-322. Academic Press,
San Diego. USA.

Zhao RL, Karunarathna S, Raspé O, et al. 2011. Major clades in tropical Agaricus.
Fungal Diversity 51: 279-296.

Zhao RL, Desjardin DE, Callac P, Parra LA, Guinbereau J, Soytong K, Karunarathna
S, Zhang Y, Hyde KD. 2012. Two species of Agaricus sect. Xanthodermatei from Thailand.
Mycotaxon 122:187-195.

Zhao RL, Zhou JL, Chen J, et al. 2016. Towards standardizing taxonomic ranks using
divergence times — a case study for reconstruction of the Agaricus taxonomic system. Fungal
Diversity 78: 239-292.

Zhou JL, Su SY, Su HY, Wang B, Callac J, Guinberteau, Hyde KD, Zhao RL. 2016. A
description of eleven new species of Agaricus sections Anthodermatei and Hondenses
collected from Tibet and the surrounding areas. Phytotaxa 257 (2): 099-121.



107

Crassispori

[ A trisuiphuratas complex SwK079 KTUS1343 MYS
L— A wisuiphuratus complex 1APAFT KM657924 TGO

A sp. Swk0ld
L A zro0ime kmosises ciny

x 20020004

A, sylvaticus ZR12012013 KT9S1360 THA
| - 7 TL A sylvticus LAPAG3S2 KM657929 ESP

A sylvaticus ALGO? 213 KT951307 CAN

1 A yhatins zR02012568 KTos1371 o
A sp. ZRL20I0099.
* THA

(A
L— A pallidobrunneus ZRL2012358 KT9S1370 CHN.

0 0 A kumningensis ZRL2012015 KTSS1361 CIIN
A dolihopus ZRL2012715 KTSSI362 CIIN
rlﬁ A padnis WZR2012903 KM6S7903 CHN
Atiber L
Wi

_(—Adsj-dﬁ.wnzmmmmsmam

A crssiquumosss ZRL2012607 A, KT9S1376 CIIN

0 D
A. campestris LAPAG370 KM657927 ESP 003

AL THA

Figura 1. Filograma de Agaricus a partir de ITS, por analise de Méaxima
Verossimilhanca. Os valores de suporte acima e abaixo dos ramos séo ML
BS = 80 ou maior (alto suporte) e ML BS de 70 ou maior (suporte
moderado). As novas sequéncias geradas aqui estdo em negrito.



108

003

Figura 2. Filograma de Agaricus a partir de ITS, 28S, e TEF1, por analise de Maxima
Verossimilhanca. Os valores de suporte acima e abaixo dos ramos séo ML BS/BPP =
80/0.99 ou maior (alto suporte) e ML BS/BPP de 70/0.95 ou maior (suporte moderado).

As novas sequéncias geradas aqui estdo em negrito.
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Figura 3. Agaricus reactivus. (A) visdo geral dos basidiomas; (B e C) reacdo ao

corte ou dano; (D) reacdo ao KOH. Escala 4 cm.

Figura 4. Agaricus reactivus - Caracteristicas microscopicas. (A) basididsporos,
escala 10 um; (B) pileipélis, cada intervalo da escala corresponde a 1 pum
(aumento de 1000 vezes); (C) basidios, escala 20 um; (D) queilocistidios, escala

20 pm.
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Figura 5. Agaricus lacaseus. (A e B) visdo geral do basidioma; (C) reacdo ao dano;
(D) reacao ao KOH. Escala 4 cm.

Figura 6. Agaricus lacaseus reactivus - Caracteristicas microscopicas. (A)
basididsporos; (B) basidios; (C) queilocistidios; (D) pileipélis. Cada
intervalo da escala corresponde a 1 pm (aumento de 1000 vezes).
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Figura 7. Agaricus xanthovolvatus. (A) visdo geral do basidioma; (B) detalhe da

base do estipete; (C) reacdo ao dano; (D) reacdo ao KOH. Escala 4 cm.

Figura 8. Agaricus xanthovolvatus - Caracteristicas microscopicas. (A)
basidiosporos, escala 10 um; (B) basidios; (C) queilocistidios; (D) pileipélis; (E)
Hifas modificadas. Escala de B-D 20 um.
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Figura 9. Agaricus hirsutus. (A) visdo geral do basidioma; (B) detalhe da

base do pileo. Escala 3 cm.

Figura 10. Agaricus hirsutus - Caracteristicas microscopicas. (A) basidiosporos;
(B) basidios; (C) queilocistidios; (D e E) detalhes da pileipélis; (E) Hifas
modificadas. Escalas— A e B 10 um, C ¢ E 20 pm e D 50 pm.
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Figura 11. Agaricus tollocanensis. (A) visdo geral dos basidiomas;

(B) reagdo a raspagem do pileo; (D) reacdo ao corte; (E) reacdo ao
KOH. Escala 4 cm.

Figura 12. Agaricus tollocanensis -  Caracteristicas
microscépicas. (A) basididsporos; (B) basidios; (C) hifas
modificadas; (D) pileipélis. Escalas — A 10 um, B-D 20 pm.
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Tabela 1. Informacédo dos espécimes utilizados neste estudo, na analise de dados

combinados.
Sections Species Collection Number GenBank

LSU ITS Tefl-alpha
Xanthodermatei [ Agaricus lacaseus sp. nov. ICN 198977 to_be_provided to_be_provided ND
Xanthodermatei [ Agaricus sp. RP32 ND KT951340 KT951652
Xanthodermatei | Agaricus sinoplacomyces ZR1.2012008 KR006620 KM657883 KR006648
Xanthodermatei | Agaricus sp. ZRL2012616 KR0O06630 KM657896 KR006660
Xanthodermatei I Agaricus xanthodermus LAPAG387 KR006609 KM657923 KR006638
Xanthodermatei [ Agaricus malangelus ZR12012628 KR006626 KM657892 KR006655
Xanthodermatei I Agaricus sp. ZRL2012582 KR006623 KM657894 KR006651
Xanthodermatei I Agaricus tibetensis ZRL2012585 a KR006633 KM657895 KR006658
Xanthodermatei I Agaricus sp. ZR1.2012474 KR006622 KM657893 KR006650
Xanthodermatei I Agaricus daliensis 511Y2011071706 KR006615 KM657877 KR006643
Xanthodermatei I Agaricus atrodiscus LD2012185a KT951473 KT284912 KT951653
Xanthodermatei [ Agaricus xanthovolvatus sp. nov ICN 198972 to_be_provided to_be_provided ND
Xanthodermatei I Agaricus xanthovolvatus sp. nov ICN 198973 to_be_provided  to_be_provided ND
Xanthodermatei I Agaricus tollocanensis ICN 198978 to_be_provided to_be_provided ND
Xanthodermatei I Agaricus reactivicus sp. nov. ICN 198976 to_be_provided to_be_provided ND
Xanthodermatei I Agaricus hirsutus sp. nov. ICN 198975 to_be_provided to_be_provided ND
Xanthodermatei I Agaricus sp. ZR1.2012629 KR006627 KM657890 KR006656
Xanthodermatei | Agaricus flavidodiscus LAPAM17 MF511152 MF511116 MF511153
Xanthodermatei IT Agaricus tytthocarpus ZRLWXH3077 a KR006618 KM657889 KR006645
Xanthodermatei IT Agaricus sp. ZRLWXH3092 KR006619 KM657891 KR006646
Xanthodermatei IT Agaricus brunneogracilis ZRL258 KR006628 KM657876 KR006657
Xanthodermatei I Agaricus microvolvatulus LD201271 KT951508 KJ575614 KT951651
Xanthodermatei I Agaricus bisporiticus LD2012111 KT951507 KJ575611 KT951650
Xanthodermatei I1 Agaricus gregariomyces ZR1.2012624 KR006625 KM657880 KR006653
Incertae Sedis Agaricus nigrogracilis ZR1.2012014 KR006621 KM657882 KR006647
Hondenses Agaricus pusillobulbosus ZRL2012627 ND KM657888 KRO006654
Hondenses Agaricus grandiomyces ZRL2012611 a KR006624 KM657879 KR006652
Chitonioides Agaricus nevoi LAPAGS535 ND KT951330 KT951574
Chitonioides Agaricus bernardiformis CA433 AVM917 KT951467 KT951321 KT951577
Chitonioides Agaricus cf.bernardi CA383 KT951469 KT951319 KT951576
Chitonioides Agaricus gennadii CA339 ND KT951318 KT951575
Chitonioides Agaricus nevoi LAPAG257 KR006606 KM657922 KR006635
Bivelares Agaricus cupressicola LAPAGS889 KT951465 KT951334 KT951649
Bivelares Agaricus sinodeliciosus WZR2012822 KT951518 KM657907 KT951648
Bivelares Agaricus bitorquis WZR2012827 KT951492 KM657916 KT951647
Bivelares Agaricus bitorquis CA427 KT951491 KT951320 KT951646
Bivelares Agaricus bisporus LAPAG446 KR0O06611 KM657920 KR006640
Trisulphurati Agaricus trisulphuratus complex Swk079 KT951472 KT951343 KT951561
Trisulphurati Agaricus trisulphuratus complex LAPAF7 KR006605 KM657924 KR006634
Crassispori Agaricus variicystis LD201228 ND KT951426 ND
Crassispori Agaricus variicystis LD201234 a KT951517 KT951339 KT951562
Incertae Sedis Agaricus sp. ZRL2010099 KT951479 KT951349 KT951564
Brunneopicti Agaricus sp. ZRL2012267 KT951504 KT951368 KT951655
Brunneopicti Agaricus sp. ZRLI133 KT951505 KT951344 KT951656
Brunneopicti Agaricus sp. Swk014 KT951482 KT951342 KT951654
Incertae Sedis Agaricus sp. LD2012162 KT951493 KT951337 KT951563
Flocculenti Agaricus pallidobrunneus ZRL2012358 KT951471 KT951370 KT951566
Flocculenti Agaricus erectosquamosus LD2012165 KT951509 KT951338 KT951565
Bohusia Agaricus crassisquamosus ZRL2012607 a KT951510 KT951376 KT951645
Bohusia Agaricus bohusii LAPAG562 KR006613 KM657928 KR006641
Sanguinolenti Agaricus sylvaticus ALGO7 213 ND KT951307 KT951567
Sanguinolenti Agaricus dilutibrunneus ZRL2012010 a KT951512 KT951358 KT951569
Sanguinolenti Agaricus sylvaticus ZR1.2012013 KT951500 KT951360 KT951570
Sanguinolenti Agaricus sylvaticus ZR12012568 KT951501 KT951371 KT951568
Sanguinolenti Agaricus sylvaticus LAPAG382 KR006608 KM657929 KR006637
Nigrobrunnescentes Agaricus desjardinii WZR2012907 KT951474 KM657901 KT951644
Nigrobrunnescentes Agaricus biberi LAPAG687 KR006614 KM657919 KR006642
Nigrobrunnescentes Agaricus padanus WZR2012903 KR006616 KM657903 KR006644
Rubricosi Agaricus kunmingensis ZRL2012015 KT951506 KT951361 KT951642
Rubricosi Agaricus dolichopus ZRL2012715 KT951502 KT951382 KT951573
Outgroup sect. Agaricus Agaricus campestris LAPAG370 KR006607 KM657927 KR006636
Outgroup sect. Agaricus Agaricus campestris CA637 KT951468 KT951322 KT951633

Continua 1/4
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Species Collection_Number Location ISO  ITS GenBank
Agaricus aridicola LAPAG589 Castellon, Spain ESP KT951331
Agaricus arrillagarum LAPAGS10 Asturias, Spain ESP KF447900
Agaricus callacii AH_42929 a Canarias, Spain ESP KF447899
Agaricus comtulus LAPAGT724 Burgos, Spain ESP KT951332
Agaricus edmondoi LAPAG412 Segovia, Spain ESP KT951326
Agaricus friesianus LAPAGS592 Pyrenees Atlantiques, France FRA KT951316
Agaricus gemlii AH_44510_a Canarias, Spain ESP KF447891
Agaricus huijsmanii LAPAG639 Navarra, Spain ESP KF447889
Agaricus kerriganii AH_44509_a Leon, Spain ESP KF447893
Agaricus kerriganii LAPAGS08 Madrid, Spain ESP KT951306
Agaricus matrum AH_44506_a La Rioja, Spain ESP KF447896
Agaricus matrum LAPAGS55 Asturias, Spain ESP KT951310
Agaricus pallens LAPAG926 Lapland, Sweden SWE KT951315
Agaricus pseudolutosus LAPAG454 Burgos, Spain ESP KT951329
Agaricus sp. ZRL2012012 Yunnan, China CHN KT951359
Agaricus sp. ZR1.2012004 Yunnan, China CHN KT951355
Agaricus sp. ZRLWXH3076 Fujian, China CHN KT951388
Agaricus sp. ZRLLDO13 Thailand THA KT951384
Agaricus sp. CAB848 Thailand THA JF727864
Agaricus sp. CA921 KT951323
Agaricus sp. ZRL2011156 Yunnan, China CHN KT951352
Agaricus sp. ZRLWXH3150 Guangdong, China CHN KT951390
Agaricus sp. CAB846 Thailand THA JF727865
Agaricus sp. ZRL.2012357 Yunnan, China CHN KT951369
Agaricus sp. ZRL2012199 Yunnan, China CHN KT951367
Agaricus sp. ZRLWXH3067 Jiangxi, China CHN KT951387
Agaricus sp. ZRL2012576 Tibet, China CHN KT951372
Agaricus sp. ZR1.2012714 Tibet, China CHN KT951381
Agaricus sp. ZRL2011039 Yunnan, China CHN KT951351
Agaricus rufoaurantiacus LAPAMI15 Sosua, Dominican Republic DOM KT951313
Agaricus candidolutescens LD2012129_a Thailand THA KT951335
Agaricus sp. ZRLWXH3161 Guangdong, China CHN KT951391
Agaricus sp. LAPAM14 Sosua, Dominican Republic DOM KT951312
Agaricus abruptibulbus ZR1.2012005 Yunnan, China CHN KT951356
Agaricus arvensis MA_Fungi_80999_b Burgos, Spain ESP KF114474
Agaricus augustus ZRL.2012598 Tibet, China CHN KT951373
Agaricus cf essettei ZR1.2012026 Yunnan, China CHN KT951363
Agaricus essettei ZR1.2012599 Tibet, China CHN KT951374
Agaricus flocculosipes ZRL2012105 Yunnan, China CHN KT951365
Agaricus flocculosipes JA_03_193 Thailand THA KT951325
Agaricus gemellatus ZRL2012631 Tibet, China CHN KT951380
Agaricus subrufescens CA276 KT951317
Agaricus subrufescens ZR1.2012722 Yunnan, China CHN KT951383
Agaricus sp. ZRL2012630 Tibet, China CHN KT951379
Agaricus sp. ZR1L.2012030 Yunnan, China CHN KT951364
Agaricus sp. ZR1L.2012608 Tibet, China CHN KT951377
Agaricus sp. ZRL.2012002 Yunnan, China CHN KT951354
Agaricus sp. ZRL2012604 Tibet, China CHN KT951375
Agaricus sp. SHY2011073117 Yunnan, China CHN KT951407
Agaricus parasubrutilescens ZRL2011027 Yunnan, China CHN KT951350
Agaricus parasubrutilescens ZRL.2012025 Yunnan, China CHN KT951362
Agaricus linzhiensis ZR1.2012618_a Tibet, China CHN KT951378
Agaricus brunneopileatus ZRL2012115_a Yunnan, China CHN KT951404
Agaricus subrutilescens ZRLWXH3276 China CHN KT951392
Agaricus sp. ZRL160 Thailand THA KT951345
Agaricus sp. SHY2012070604 Yunnan, China CHN KT951341
Agaricus amoenus ZRL.2010072_a Yunnan, China CHN KT951348
Agaricus gratolens ZRL.3093_a Thailand THA JF691548

Continua 2/4
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Agaricus albosquamosus
Agaricus leucolepidotus
Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus litoralis
Agaricus lanipedisimilis
Agaricus litoraloides
Agaricus sp.

Agaricus bernardiformis
Agaricus cf bernardi
Agaricus gennadii
Agaricus nevoi

Agaricus nevoi

Agaricus bisporus
Agaricus bitorquis
Agaricus bitorquis
Agaricus sinodeliciosus
Agaricus cupressicola
Agaricus grandiomyces
Agaricus atrodiscus
Agaricus bisporiticus
Agaricus microvolvatulus
Agaricus tibetensis
Agaricus tytthocarpus
Agaricus xanthodermus
Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus trisulphuratus complex
Agaricus trisulphuratus complex
Agaricus variicystis
Agaricus variicystis
Agaricus dilutibrunneus
Agaricus sylvaticus
Agaricus sylvaticus
Agaricus sylvaticus
Agaricus sylvaticus
Agaricus bohusii
Agaricus crassisquamosus
Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus erectosquamosus
Agaricus pallidobrunneus
Agaricus biberi

Agaricus desjardinii
Agaricus padanus
Agaricus dolichopus
Agaricus kunmingensis
Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus nigrogracilis
Agaricus campestris
Agaricus campestris
Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.
Heinemannomyces sp
Agaricus reactivicus sp. nov.
Agaricus lacaseus sp. nov.

Continuagdo 3/4

LD2012192_a
LD201214_a
AW 145

JH105
LAPAG420
ZRL2012151
ZRL2011249
ZRLQHY43
CA433__AVMO17
CA383

CA339
LAPAG535
LAPAG257
LAPAG446
WZR2012827
CA427
WZR2012822
LAPAGS89
ZR1.2012611_a
LD2012185a
LD2012111
LD201271
ZRL2012585_a
ZRLWXH3077_a
LAPAG387
RP32
ZRL2012629
LAPAF7
Swk079
LD201228
LD201234_a
ZRL2012010_a
ALGO7_213
LAPAG382
ZRL2012013
ZRL2012568
LAPAGS562
ZR1.2012607_a
Swk014
ZRL2012267
ZRL133
LD2012165
ZR1.2012358
LAPAG687
WZR2012907
WZR2012903
ZRL2012715
ZRL2012015
LD2012162
ZRL2010099
ZRL2012014
CA637
LAPAG370
ZRL.2010010
ZRLLD026
ZR1.2012006
ZRL185

ICN 198976
ICN 198977
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Thailand

Thailand

Awenda, Canada

Jokers Hill, ON, Canada
Burgos, Spain

Yunnan, China

Yunnan, China
Shandong, China

Teruel, Spain
Burgos, Spain
Burgos, Spain
Xingjiang, China

Xingjiang, China
Roma, Italy

Tibet, China
Thailand

Thailand

Thailand

Tibet, China

Fujian, China

Soria, Spain

Rogers Park, Canada
Tibet, China
Plateaux, Togo
Lanjak-Entimau, Malaysia
Thailand

Thailand

Yunnan, China
Algonquin,ON, Canada
Burgos, Spain
Thailand

Tibet, China
Madrid, Spain

Tibet, China
Lanjak-Entimau, Malaysia
Yunnan, China
Thailand

Thailand

Yunnan, China
Hungary

Xinjiang, China
Xingjiang, China
Tibet, China
Yunnan, China
Thailand

Yunnan, China
Yunnan, China

Madrid, Spain
Thailand
Thailand
Yunnan, China
Thailand
Brazil

Brazil

THA
THA
CAN
CAN
CHN
CHN
CHN
CHN

ESP
ESP
ESP
CHN

CHN
ITA
CHN
THA
THA
THA
CHN
CHN
ESP
CAN
CHN
TGO
MYS
THA
THA
CHN
CAN
ESP
THA
CHN
ESP
CHN
MYS
CHN
THA
THA
CHN
HUN
CHN
CHN
CHN
CHN
THA
CHN
CHN

ESP
THA
THA
CHN
THA
BRA
BRA

KT951394
KT951336
KT951308
KT951324
KT951327
KT951366
KT951353
KT951386
KT951321
KT951319
KT951318
KT951330
KM657922
KM657920
KM657916
KT951320
KM657907
KT951334
KM657879
KT284912
KJ575611
KJ575614
KM657895
KM657889
KM657923
KT951340
KM657890
KM657924
KT951343
KT951426
KT951339
KT951358
KT951307
KM657929
KT951360
KT951371
KM657928
KT951376
KT951342
KT951368
KT951344
KT951338
KT951370
KM657919
KM657901
KM657903
KT951382
KT951361
KT951337
KT951349
KM657882
KT951322
KM657927
KT951347
KT951385
KT951357
KT951346
to_be_provided
to_be_provided
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Continuacao 4/4
Agaricus hirsutus sp. nov. ICN 198975 Brazil BRA  to_be_provided
Agaricus xanthovolvatus sp. nov ICN 198972 Brazil BRA  to_be_provided
Agaricus xanthovolvatus sp. nov ICN 198973 Brazil BRA  to_be_provided
Agaricus tollocanensis ICN 198978 Brazil BRA  to_be_provided
Agaricus globocystidiatus MPD19 Brazil BRA MF188253
Agaricus globocystidiatus EC31 Brazil BRA MF188252
Agaricus globocystidiatus MPD71 Brazil BRA MF188251
Agaricus globocystidiatus MPD29 Brazil BRA MF188247
Agaricus globocystidiatus MPDO3 Brazil BRA MF188248
Agaricus globocystidiatus MPD128 Brazil BRA MF188249
Agaricus globocystidiatus MPD02 Brazil BRA MF188244
Agaricus globocystidiatus MPD04 Brazil BRA MF188245
Agaricus sp. B77 Brazil BRA KR812271
Agaricus sp. B161 Brazil BRA KR812260
Agaricus sp. JSP 30 Brazil BRA KR093941
Agaricus fiardii ISP 1 Brazil BRA KR093888
Agaricus sp. LAPAM66 Brazil BRA KX671702
Agaricus subrufescens WC837 Brazil BRA KU557350
Agaricus sp. LAPAM4 Brazil BRA JF797185
Agaricus blazei u22 Brazil BRA KF281111
Agaricus blazei u21 Brazil BRA KF281110
Agaricus sp. De Meijer1904 Brazil BRA JF797196
Agaricus brasiliensis Brazil BRA AJ884654
Agaricus brasiliensis 91 Brazil BRA AJ884651
Agaricus brasiliensis 631 Brazil BRA AJ884650
Agaricus sp. TR130 Brazil BRA HQ608135
Agaricus subrufescens CA487 S42 Brazil BRA KJ541800
Agaricus subrufescens CA487 S100 Brazil BRA KJ541799
Agaricus subrufescens CA918 Brazil BRA KJ541798
Agaricus subrufescens WC837 S04 Brazil BRA KJ541796
Agaricus blazei u717 KJ010888
Agaricus sp. u76 KJ010887
Agaricus bisp.orus KJ010878
Agaricus sp. U238 KJ010862
Agaricus blazei U26 KJ010861
Agaricus subrufescens WC837 S43 KJ541797
Agaricus brasiliensis HAI 978 AJ884652
Agaricus martineziensis SP307818 JF896227
Agaricus pallens LAPAG 580 KF447897
Agaricus pallens LAPAG 441 KF447898
Agaricus luteomaculatus CA331 KF447901
Agaricus heinemannianus AH 19381 KF447905
Agaricus arrillagarum AH 44508 KF447908
Agaricus gemloides ZRL2014084 KT633271
Agaricus gemloides 2rl2014009 KT633272
Agaricus comtulus LAPAG303 KU975078
Agaricus gemlii LAPAG286 KU975079
Agaricus matrum LAPAGI16 KU975080
Agaricus sp. MFLU16 979 KU975104
Agaricus sp. ZRL3101 JF691544
Agaricus sp. ZRL3102 JF691545
Agaricus coccyginus 275416 KU245979
Agaricus coccyginus 254484 KU245980
Agaricus sp. MFLUI11 1334 KU975091
Agaricus sp. ADK3580 KU975097
Agaricus sp. NT62 JF727845
Agaricus sp. MFLU12 868 KU975118
Agaricus sp. LD2012159 KP715161

Agaricus sp. LD2011029 KP715160
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Resumo

Os macrofungos apresentam grande importancia biotecnoldgica pela sua composicao e
producdo de metabolitos, que sdo utilizados em diferentes setores das industrias téxtil,
alimenticia, farmacéutica, papeleira e energética. Diante da grande diversidade de espécies e
aplicacdes destes macrofungos destaca-se a necessidade de identificagdo e avaliagdo de
enzimas produzidas. Diante disso, linhagens nativas de Agaricus, Chlorophyllum hortense e
Macrolepiota sp. foram avaliadas para a producdo de enzimas fenol-oxidases, em cultivo
submerso e em estado sélido, bem como algumas caracteristicas dos caldos enzimaticos
produzidos. Agaricus lacaseus destacou-se com a producdo de 357,9 U.mL™ (10 dias) de
lacases em meio submerso. Comparando a atividade enzimatica total em relacdo a Pleurotus
albidus, destaca-se como 0 mais promissor para a exploracdo do potencial biotecnoldgico de

producdo de lacases.
Palavras-chave: lacases; Basidiomycetes; Agaricaceae.
INTRODUCAO

O estudo de espécies nativas de macrofungos tem aberto novas e grandes
possibilidades para obtencdo de metabolitos de interesse industrial com aplicacdes nas
indUstrias de alimentos, medicamentos, biorremediacdo, industrias quimicas, biologicas entre
outras (Valle, 2012; Rosa 2013; Espinosa-Ortiz et al., 2016; Schneider et al., 2018). No

entanto, menos de 10% das espécies estimadas de fungos foram descritas até o momento



120

(Kirk et al., 2008). Com o avanco do desmatamento e a depredagdo dos recursos naturais
muito se tem perdido da riqueza natural e, provavelmente, espécies desaparecerdo sem ao
menos serem conhecidas pela ciéncia, levando com elas, seu grande potencial biotecnolégico,
que poderia ser revertido em beneficio da industria, do meio ambiente, enfim, do planeta

como um todo.

A producédo de enzimas por macrofungos, especialmente os Basidiomycetes, tem sido
estudada principalmente com os degradadores de madeira pela alta producdo de enzimas
ligninoliticas. Ja a familia Agaricaceae, que é composta principalmente por macrofungos
saprofiticos terricolas, tem poucas espécies bem estudadas. S&o0 bem conhecidas algumas
espécies de Agaricus, notadamente A. blazei, A. brasiliensis e A. subrufescens, espécies
nativas do Brasil, com significativos indices de producdo de lacases (Brum, 2005; Ullrich et
al., 2005; Valle, 2012; Valle et al., 2014, 2015). Rosa (2013) também demonstrou uma

eficiente producgéo enzimética em uma espécie de Macrolepiota.

Estudos taxondmicos recentes realizados com a familia Agaricaceae tém descrito
diversas novas espécies na Mata Atlantica e Pampa brasileiros (Albuquerque & Victoria,
2012; Drewinski, 2017; Drewinski et al., 2017; Fazolino et al., 2018a, 2018b, 2018c), das

quais nada se conhece de seu potencial enzimatico.

Com o intuito de estudar espécies nativas brasileiras e conhecer o seu potencial
enzimatico, este trabalho avaliou a producdo de enzimas fenol-oxidases em meios de cultivo
submerso e em estado sélido em espécies dos géneros Agaricus, Chlorophyllum e
Macrolepiota, bem como algumas caracteristicas cataliticas, especialmente de lacases,
presentes nos caldos enzimaticos produzidos por fungos em compara¢do com o ja bem

conhecido Pleurotus albibus.

Materiais e Métodos
Isolados

Para o isolamento dos macrofungos e/ou manutencdo dos isolados foi utilizado 0 meio
AEM (Agar extrato de malte) que foi formulado segundo Imbiv - Conicet (2010): extrato de
malte 2%, &gar 1,5% e H,O destilada q.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
cultura foram adicionados os antibioticos tetraciclina 0,1775 mg/100 mL de meio e ampicilina

0,05 mg/100 mL de meio. Apds vertido e resfriado 0 meio recebeu 0s basididésporos e ou
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fragmentos dos diferentes espécimes coletados. Foram mantidos em estufa a 25°C para
posterior de isolamento. Apoés isolados foram estocados em AEM sem antibidticos em tubos
sob refrigeracdo de 4°C. Foram obtidos 15 isolados de espécies nativas da familia
Agaricaceae (Tabela 1) a partir de coletas realizadas em areas de Mata Atlantica e Pampa do
Rio Grande do Sul. A partir do material fresco coletado foram feitos os isolados e a prévia
identificacdo taxondmica morfolégica e molecular conforme Fazolino et al. (2018a). As
linhagens analisadas estdo mantidas na colecdo de microrganismos do Laboratorio de

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

Tabela 1. Isolados selecionadas para a avaliacdo da producao de fenol-oxidases.

N° Identificacao Cédigo Localidade Licenca

1 Macrolepiota cf. bonaerensis 519 Canoas/RS SISBIO 15814-2
2 Macrolepiota sp.1 Pd-3 Viamao/RS SISBIO 15814-2
3 Macrolepiota sp.2 361 Canoas/RS SISBIO 15814-2
4 Macrolepiota sp.3 641 Rio Grande/RS SISBIO 42315-7
5 Macrolepiota sp.4 720 Porto Alegre/RS  SISBIO 15814-2
6 Chlorophvllum hortense Pd-2 Viamao/RS SISBIO 15814-2
7 Chlorophvllum hortense 622 Porto Alegre/RS ~ SISBIO 15814-2
8 Chlorophvllum hortense 713 Nova Santa Rita/RS  SISBIO 15814-2
9 Agaricus lacaseus 551 Canoas/RS SISBIO 15814-2
10 Agaricus xanthovolvatus 631 Porto Alegre/RS ~ SISBIO 15814-2
11 Agaricus sp.1 427 Porto Alegre/RS ~ SISBIO 15814-2
12 Agaricus sp.3 447 Porto Alegre/RS ~ SISBIO 15814-2
13 Agaricus sp.2 618 Porto Alegre/RS ~ SISBIO 15814-2
14 Agaricus sp.4 660 Porto Alegre/RS ~ SISBIO 15814-2
15 Agaricus sp.5 669 Rio Grande/RS SISBIO 42315-7

Meios para selecdo e producao de enzimas

Para selecionar isolados com potencial de producdo de fenol-oxidases (analise quali-
quantitativa) foram utilizados os meios agar acido galico (AG) e o meio agar corante (AC). O
AG foi formulado segundo Davidson et al. (1938): extrato de levedura 0,3%, extrato de Malte
0,3%, peptona 0,5%, glicose 1%, agar 2%, acido galico 0,5% e H20 destilada g.s.p. 100 mL.
O meio AC foi baseado em Munari (2007) com modificaces: Reactive Blue 220 0,01%,
peptona 0,2%, glicose 1%, agar 2%, solu¢cdo MTV (10X) 10mL e H20 destilada g.s.p. 90 mL.
O pH dos meios foi ajustado para 5,5+0,5 e 0s meios foram autoclavados a latm por 15

minutos.

Para as analises quali-quantitativas, os isolados em estoque foram repicados em placas
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com AEM por um periodo de 20-30 dias conforme o desenvolvimento de cada espécie. Apos
o0 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 Queiroz et al. (2002), Gomes
(2007) e Rosa et al. (2011), com modifica¢bes. Os isolados foram mantidos a 24°C + 1°C
durante 4 dias. A cada 24 horas, utilizando um paquimetro, foi mensurado o didmetro das
coldnias e dos halos. No meio AG verificou-se a presenca de halo &mbar ao redor da coldnia,
indicando a oxidacgdo do acido galico e, consequentemente, a presenca de fenol-oxidases. No
meio AC verificou-se halo de descoloracao do corante Reactive Blue 220 também indicando a
presenca de fenol-oxidases. Com os dados obtidos diariamente das medidas do halo e da
coldnia, foi calculada a relacdo halo/colonia (cm). A linhagem 88F.13 de Pleurotus albidus
foi utilizada como referéncia nas analises, por ser bem conhecida e apresentar alta capacidade
de secrecdo de enzimas ligninoliticas (Rosa et al., 2008). A relacdo halo/col6nia igual a 1
significa diametro da colonia igual ao didmetro do halo, relagéo superior a 1 didmetro do halo

superior.

Para a producdo de enzimas em cultivo submerso e em estado solido foram utilizados
os isolados que obtiveram os resultados mais promissores pelo indice de halos selecionados
pela andlise quali-quantitativa e que obtiveram rapidez de crescimento micelial vidvel para o
estudo, sendo a linhagem P. albidus (88-F) utilizada como referéncia nas andlises. Para o
cultivo submerso utilizou-se 0 meio composto por caldo proveniente de 200g/L de batata,
suplementado com 20g/L de glicose e 50 mL/L de solucdo mineral de macro e
micronutrientes (MS 20x) (Mandels & Reese, 1957): KH2PO4 2%, (NH4)2S04 1,4%,
MgS0O4.7H20 0,3%, uréia 0,3%, CaCl2 0,4%, MnSO4.H20 0,00156%, FeSO4.7H20
0,005%, ZnSO4 0,0014%, CoCl2 0,002%, H20 destilada g.s.p. 100 ml. O meio de cultivo
solido (CSL) foi elaborado conforme Silva (2004): serragem de Pinus 94%, farelo de trigo
5%, CaCO3 1%, e H20 qg.s.p. até a obtencdo de 66% de umidade (Tan & Wahab, 1997) e
acondicionados em recipientes de vidro de 100 mL, fechados com algod&o e gaze estéreis e
autoclavados a latm por 2 horas.

Obtencdo do extrato enzimatico

O experimento em meio submerso (CSM) foi realizado em frascos Erlenmeyer de 500
mL, contendo 100 mL , sendo autoclavados a 1 atm por 15 min. O indculo consistiu em trés
discos de 1,5 cm de didmetro retirados das placas de Petri dos isolados selecionados e da
linhagem de P. albidus. Os frascos foram fechados com algoddo e gaze estéreis. Os frascos

foram mantidos sob agitacéo reciproca de 180 rpm a 28+2°C. As amostras foram coletadas em
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4, 6, 8, 10 e 12 dias, centrifugadas por 30 min a 3220g e mantidas sob refrigeracdo para

posterior analise. Todos os testes foram realizados em triplicata.

Os frascos contendo o meio sélido foram inoculados com 1 disco de 1,5 cm de
diametro retirado das placas de Petri dos isolados selecionados e da linhagem de P. albidus.
As diferentes linhagens foram mantidas em estufa com umidade saturada a 25°C £ 3° C, e as
amostras coletadas em 4, 6, 8, 10 e 12 dias. O contedo foi homogeneizado manualmente, 15
g de meio e 30 mL de agua foi utilizado para a extracdo das fenol-oxidases. A mistura foi
mantida sob agitacdo por 30 minutos, 130 rpm e 4°C. Em seguida as amostras foram
centrifugadas a 3220g durante 30 minutos. O extrato enzimético obtido foi utilizado para as
determinacOes enzimaticas (Lac, Per e MnP), de pH, proteinas sollveis totais e caracterizacao
de lacases (massa molecular, termo estabilidade, temperatura 6tima e pH 6timo). Também foi
verificado o teor de umidade onde 1 g do meio foi mantido em estufa (90°C) até peso

constante.

Métodos analiticos
Determinacao do potencial hidrogeniénico — pH

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

utilizacdo de um pHmetro.

Determinacdes enzimaticas

Todas as atividades enzimaticas foram expressas em unidades internacionais por grama
de massa seca (U.g), para o cultivo sélido e em unidades internacionais por mL (U.mL™Y),
para cultivo submerso; definidas como a quantidade de enzima que libera um pmol do

produto por mL, por minuto (U = umol.min™%).
Lacases — Lac

A atividade de lacases foi determinada, segundo Wolfenden & Wilson (1982), através
da quantifica¢do do produto da oxidagao do 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato),
ABTS, utilizado como substrato. A mistura reacional (0,4mL) continha: 0,18mL de tampéo
acetato de sodio 0,2 M, pH 5,0; 0,18mL de extrato enziméatico adequadamente diluido e 0,04
mL do substrato ABTS 5mM. A oxidacdo do ABTS foi monitorada em espectrofotdmetro
(420 nm =3,6. 104 M-tcm™) durante 90 segundos, a 25°C, em uma placa de 96 pogos.



124

Peroxidases totais — Per

As peroxidases totais foram dosadas empregando-se a mesma metodologia das
determinac®es de lacase, utilizando ABTS como substrato, entretanto com a presenca de 0,04
m de H202 2 mM e somente 0,14 mL de tampdo acetato de sodio 0,2 M, pH 5,0, na mistura
reacional (Heinzkill et al., 1998). As atividades de peroxidases foram descontadas das

atividades detectadas para lacases.
Manganés peroxidases — MnP

A atividade de manganés-peroxidase foi determinada pelo método proposto por
Kuwahara et al. (1984), utilizando-se o vermelho de fenol como substrato. A mistura
reacional (2 mL) continha: 1mL de tamp&o succinato de sédio 20 mM, pH 4,5; 0,AdmL de
vermelho de fenol 0,1 % (m/v); 0,1 mL de lactato de sédio 250 mM; 0,2 mL de albumina
bovina 0,5% (m/v); 0,05 mL de MnSO4 2mM; 0,05 mL de H20, 2mM, sendo adicionados 0,5
mL de amostra. Apos 5 min a 30°C, as rea¢des foram interrompidas pela adicdo de 0,04 mL
de NaOH 2M. A formacgdo do produto de oxidacdo foi quantificada pela variagdo da
absorbancia em espectrofotdmetro (nm610 = 4,46x104 M-tcm™) através de 0,3 mL colocados
em uma placa de 96 pocos, sendo considerado um branco para cada amostra com tempo zero

de reacéo.
pH 6timo da atividade de lacases

Para verificar a influéncia do pH na atividade enzimatica de lacases foi realizada a
mensuracdo desta enzima, utilizando ABTS como substrato, conforme exposto acima, porém
utilizando trés diferentes tampdes com pHs variando de 2,5 a 8. As analises foram realizadas

com tampdo Mcllvaine, acetato de sddio e citrato de sddio.

Temperatura 6tima da atividade de lacases

Para verificacdo da temperatura O6tima utilizando-se ABTS como ja descrito
anteriormente, sendo avaliadas cinco diferentes temperaturas de analise: 25, 30, 35, 40 e
45°C.

Termoestabilidade da atividade de lacases

A termoestabilidade de lacases foi avaliada em 20°C, 30°C, 40°C, 50°C e 60°C.
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Aliquotas das amostras foram coletadas nos tempos 0, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 72 e 96h. A
determinacdo da atividade enzimatica de lacases foi feita conforme descrito acima, utilizando
ABTS.

Zimograma de lacases

A determinacdo da massa molecular das lacases foi realizada por eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE), segundo metodologia descrita por Laemmli (1970) e
modificada por Camassola et al. (2013). Inicialmente, 50 puL da amostra foi liofilizada ¢
ressuspensa em 30 pL. de tampao amostra. O gel de empilhamento tinha a concentracao de 4%
(m/v) e 0,05 mL de dodecil sulfato de sodio (SDS) 10%; e um gel para separagdo com
concentracdo 12% (m/v) e 0,1 mL SDS 10%. Para isto foi utilizado o sistema Mini-
PROTEAN Tetra da Bio-Rad®. Para coloracdo, o SDS foi removido por lavagem do gel em
temperatura ambiente em solugdo A (Triton X100® 2,5%) e solucdo B (tampdo acetato de
sodio, pH 5,0) por 10 minutos cada uma. O gel foi transferido para uma placa de vidro e
contendo uma camada de ABTS-agar (0,02 g de ABTS, 0,4 g de agar, 40 mL de agua
aquecida até dissolver agar). Apds alguns minutos, sdo observadas as bandas com coloragédo
verde. O marcador utilizado foi o Precision Plus ProteinTM Standards da Bio-Rad® com
bandas entre 10 e 250 kD.

Andlises estatisticas

Neste trabalho, a partir dos resultados da analise 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 variancia (one-way ANOVA) e pds-teste de Tukey,
como também o teste-t, utilizando nivel de probabilidade (P) inferior a 5% (p < 0,05), com o

auxilio do programa GraphPad Prism.
Resultados e Discussao

Na analise realizada entre os 15 isolados, 10 obtiveram uma relacdo superior ao
controle em AG e 11 foram superiores em AC (Figura 1). Dentre os que obtiveram a relagéo
halo/colénia igual ou superior ao controle entre os dois meios utilizados, 4 foram selecionados
pelo cruzamento dos melhores resultados entre AG e AC e também pela capacidade de
crescimento nos respectivos meios. Os isolados Pd-2, 427, 447, 618 e 669 tiveram um
crescimento de halo significativo, no entanto ndo ocorreu crescimento micelial, além de

apresentarem um lento crescimento no meio de isolamento e manutencdo (AEM),
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inviabilizando o uso nas analises. Com base na analise dos dados, os isolados 551, Agaricus
lacaseus; 631, A. xanthovolvatus; 713, Chlorophyllum hortense e 720, Macrolepiota sp4,

foram selecionados para as analises quantitativas.

As atividades de lacases, peroxidases totais e manganés peroxidases foram verificadas
nas duas condigdes de cultivo: em meio sélido (Fig. 2 A, B e C); e em cultivo submerso (Fig.
2 D, E e F). A producdo de lacases em meio sélido ndo foi significativa em comparacéo ao
controle. Enquanto o isolado de Pleorotus albidus (88-F) teve sua atividade méaxima em
2613,8 U.g' (12 dias), o melhor resultado das espécies de Agaricaceae estudadas,
Clhorophyllum hortense (713), ficou em apenas 193,8 U.g? (10 dias). Para a producdo de
peroxidases totais, o isolado 713 produziu 224,1 U.g? (10 dias), superando levemente o
controle com 147,0 U.g*}(8 dias), seguido depois pelo isolado 720, Macrolepiota sp4, com
89,2 U.mL™ (10 dias). Os demais isolados ficaram abaixo de 15 U.g?. Na producdo de
manganés peroxidase o controle (88-F) atingiu 10,7 U.g! (8 dias), seguido por Agaricus
xanthovolvatus (631) com 10,2 U.g? (4 dias), A. lacaseus (551) com 4,9 U.g? (8 dias), e
Macrolepiota sp4 com 3,4 U.g™* (6 dias) e 713 com 3,2 U.g* (8 dias) (Figura 2).

Com relacgéo ao cultivo submerso A. lacaseus (551) se destacou na producéo de lacases
com 357,9 U.mL"* (10 dias) em relacdo ao controle, 88-F, com 159,7 U.mL (8 dias), seguido
de A. xanthovolvatus (361) com 159,2 U.mL™? (12 dias), Macrolepiota sp4 (720) com 63,4
U.mL? (8 dias) e Clhorophyllum hortense (713), ficou em apenas 22,7 U.g? (12 dias). Na
producéo de peroxidases totais, o controle (88-F) atingiu 315,7 U.mL™ (10 dias), seguido pelo
Chlorophyllum hortense (713) com 25,6 U.mL™ (8 dias), e A. xanthovolvatus com 14,2 U.mL"
1 (4 dias). Os demais isolados ficaram proximos de 2,0 U.mL™. Na producio de manganés
peroxidase o controle (88-F) produziu 3,8 U.mL™ (8 dias), os demais ficaram abaixo de 5,0
U.mL? (Figura 2).

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados gerais para a atividade de lacases,

peroxidases totais e manganés peroxidases do cultivo submerso e de diferentes trabalhos.
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Tabela 2. Producdo de enzimas por diferentes espécies de Agaricaceae em cultivos

submersos.

Identificacao Lacases‘ Per. totais Mang. perox?dases Referéncia

(U/mL)* (U/mL)* (U/mL)*

Pleurotus albidus 88-F 159.7 (8) 315.7 3.8 neste trabalho
Agaricus lacaseus Faz-551 358.0 (10) 14,2 0,2 neste trabalho
Agaricus xanthovolvatus Faz-631 159.2 (12) <35 0 neste trabalho
Chlorophyvilum hortense Faz-713 22.7(12) 25,6 0 neste trabalho
Macrolepiota sp.4 Faz-720 63.4 (8) <5 0 neste trabalho
Macrolepiota 431.1 SE 1.7 (12) <1 1,34 Rosa L.O., 2013
Agaricus bisporis 102.0 (50) N N Woed, 2008
Agaricus blazei U2 43.8 (21) N N Valle er al, 2015
Agaricus sp. sp. LCJ262 254 (8) N N Lincy & Gnanadoss, 2014
Coprinus comatus 4,96 (16) N N Fenetal, 2014
Chlorophyllum rhacodes 39.2 (15) N N Kumari er al., 2012
Chlovophyvllum humei 20.8 (5) N N Kumari et al., 2012

* Atividade maxima atingida no tempo indicado (dias). “N” significa nao estudado no
trabalho referido.

Na Figura 3 sdo apresentados os resultados da variagdo do pH durante os cultivos
submerso e em estado sélido. Pode ser observado que em cultivo sélido houve pouca variagao
dos valores, entre 6,70 e 7,0, para os diferentes isolados avaliados. Para o cultivo submerso,
houve um decréscimo acentuado do pH a partir de 6 dias de cultivo, destacando o intenso
metabolismo do microrganismo.

Entre os isolados avaliados, A. lacaseus destacou-se para a producdo de lacases em
cultivo submerso e, desta forma, o seu extrato enzimatico foi utilizado na caracterizacdo
pH/temperatura de reacdo e termoestabilidade. Para os trés tampdes avaliados (tampéo
Mcllvaine, acetato de sddio e citrato de sodio), atividades superiores foram obtidas em pHs
mais &cidos (2,5 e 3,0). Para a temperatura de reacdo, uma faixa, entre 35 e 40°C resultou em
atividades superiores. As lacases de A. lacaseus quando mantidas em 20, 30, 40 e 50°C,
mantiveram a estabilidade de cerca de 70% da atividade até 24h, ap6s este periodo, um
decréscimo mais acentuado foi observado para a temperatura de 50°C. Quando as lacases
foram mantidas em 60°C, houve um decréscimo acentuado da atividade, sendo que em 24h ja
ndo foi detectada a atividade enzimatica (Figura 4).

No perfil eletroforético da lacase no extrato enzimatico obtido a partir de cultivo
submerso de Agaricus lacaseus observa-se uma banda de maior intensidade com massa

molecular relativa de aproximadamente 60 kDa (Figura 5).
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CONCLUSAO

Entre os isolados avaliados a maior atividade de lacases foi obtida em cultivo submerso
empregando o fungo Agaricus lacaseus Faz-551. Agaricus lacaseus, assim como A.
xanthodermatus e os demais fungos aqui estudados sdo espécies nativas, sendo estes
recentemente descritos, indicando um potencial promissor e desconhecido que precisa ser
avaliado. A tabela 2 indica bons resultados comparados com demais trabalhos, mas cabe
ressaltar que nao meios de cultivo padronizados.

Com relacéo aos baixos valores encontrados no cultivo em meio sélido provavelmente
foi causado pelo tipo de substrato utilizado no meio (serragem de pinnus), uma vez que todos
os fungos testados sdo encontrados no solo, principalmente entre gramineas ou serapilheira e
também pelo tempo examinado. Um estudo realizado por Picolli et al. (2017) utilizando
capim elefante pré-tratado obteve uma producéo de cerca de 300 U/g (15 dias) e 500 U/g (45
dias). Com a mudanca do substrato, espera-se uma maior produtividade.

Os valores encontrados no cultivo submerso de A. lacaseus demonstra a importancia e
a viabilidade de utilizacdo desse fungo em estudos avancados com diversificacdo de

condicdes e meios de cultivo para incrementar a producao de lacases e outros metabdlitos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A familia Agaricaceae tem sido estudada no Brasil desde o inicio do seculo XX com o
pesquisador austriaco erradicado no Brasil, o padre Johannes Evangelista Rick, que deixou
um grande legado para Micologia brasileira (Fidalgo, 1962), além de Augusto Chaves Batista
entre outros, o0 que gerou um razoavel nimero de registros de espécies. No entanto, os fungos
agaricoides desta familia sdo muito frageis e de dificil preservacao, especialmente no passado
onde as tecnicas de preservacdo ainda ndo estavam bem desenvolvidas aqui no Brasil e
mesmo nos dias atuais ainda encontramos muitas dificuldades em trabalhar com o material
herborizado. Somando-se a isto, pouquissimos pesquisadores tém se debrugado para
desvencilhar os problemas taxondmicos existentes em espécies nativas, que destoam das bem
conhecidas espécies europeias cujos nomes sdo aqui utilizados erroneamente, baseados em
sua maioria apenas em descri¢fes morfoldgicas.

Também sdo escassos 0s estudos que integram caracteres morfolégicos e moleculares,
que sao realizados principalmente com espécies de interesse econdémico como Agaricus blazei
e A. subrufescens.

Com este estudo apresentamos um consideravel incremento ao conhecimento da
diversidade de Agaricaceae nos géneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota com dados
morfoldgicos e moleculares. Um total de quatorze novas espécies e uma nova combinacao
foram acrescentados, das quais seis foram aqui nomeadas e descritas e outras oito ja
caracterizadas e em processo de publicacdo. Um total de 116 novas sequéncias dos géneros
Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota do Brasil foram acrescentadas, sendo 47 de ITS, 37
de LSU, 29 de RPB2 e 3 de TEF1, como detalhado no capitulo 3, manuscritos 3.1, 3.2 e 3.3.
A maior parte representa as primeiras sequéncias dos géneros para material brasileiro.

O estudo filogenético molecular tem se mostrado fundamental para o entendimento
das nossas espécies e sua diferenciacdo em relacdo as de outros continentes e também para
diferencia-las entre si. O Brasil possui uma mega biodiversidade e muito pouco se conhece de
sua micobiota, o que tem sido confirmado pelo expressivo nimero de publicagGes de novos
taxons nos ultimos anos. Esforcos devem ser realizados por instituicdes de pesquisas e
académicos com o intuito de ampliar os dados moleculares de espécies brasileiras.

A revisdo dos materiais typo de Macrolepiota brasileiros coletados por Rick e de

outras de suas colecdes, identificadas com nomes europeus néo foi suficiente para resolver os
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problemas de identificacdo devido as méas condi¢fes do material. Como comentado
anteriormente, as Agaricaceae do tipo agaricoide, os cogumelos, sdo de dificil preservacao e
restaram apenas basididsporos e poucas estruturas a serem reconhecidas na microscopia, além
de que ndo existem descricbes detalhadas do material, nem boas pranchas ou fotografias.
Soma-se a isto o fato de que muitas caracteristicas importantes para identificacdo de
Agaricaceae dependem da observacdo de caracteres em material fresco, e também néo foi
possivel a extracdo de DNA dos materiais citados. Esses fatos tém gerado um impasse para a
comparacdo com colecdes recentes, coletadas em regides proximas onde Rick coletou e que
ndo puderam ser comparadas. Essas cole¢Bes seriam de fato novas espécies ou poderiam ser
um destes materiais jé& coletados por Rick? Esse impasse deve ser superado e uma vez que ndo
se consegue ligar as novas espécies com as do acervo em questdo, nem morfologicamente por
falta de dados do material existente em boas condi¢Ges e nem por analises moleculares pela
impossibilidade de extracdo do DNA, deve-se sim ser propostas como novas espécies, ainda
que exista a possibilidade de ocorrer uma sobreposicao, mas que nao ¢ factivel de ser provada.
Isso resolveria o0 problema de espécies como Macrolepiota spl, Macrolepiota sp2 e
Macrolepiota sp3 citadas neste trabalho e outras que possam ser enquadradas na mesma
situacao.

Com respeito a capacidade de producdo de enzimas pelos géneros estudados fica
evidente que é promissora a busca por espécies com um arsenal enzimatico de interesse
biotecnoldgico. Basta ver que Agaricus lacaseus, nova espécie nativa descrita e estudada
neste trabalho (capitulo 3, manuscrito 3.8), destacou-se na producao de lacases superando em
mais que o dobro o ja consagrado Pleurotus albidus, um degradador de madeira, que produz
grandes quantidades dessa enzima, largamente utilizada pela industria.

A unido de esforcos e parcerias entre taxonomistas e biotecnélogos é muito
interessante e pode impulsionar as pesquisas em ambas as areas com possibilidades
inimaginaveis.

Em vista do exposto neste trabalho, considera-se que o presente estudo tenha
contribuido de forma significativa para o conhecimento da familia Agaricaceae em éareas de
Mata Atlantica e do Pampa brasileiros. Um pequeno passo, é verdade, quando se vislumbra a
imensiddo por se fazer, mas com certeza uma janela aberta para novas pesquisas e

pesquisadores.
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6.ANEXOS

6.1. Arquivos Suplementares do Manuscrito 11

Chlorophyllum lilaceum Fz98 GAS 1045 BRA to
Chlorophyllum lil
Chiorophyllum lusitanicum AHd6115 KY828146
% | Chiorophyllum lusitanicum AH46114 KY828147
%[] hlorophytium lusitanicum AH43927 ESP KR233483
100 | Chiorophyllum arizonicum AH31724 MEX KR233490

) Chlorophyllum arizonicum Trappe 11481 USA HQ020416

Chlorophyllum sp ZRL20151862 LT716031
Chiorophyllum sphaerosporum HMAS 66153 CHI MG742011
Chiorophyllum sphaerosporum HMAS 71683 CHI MG742012

Chlorophyllum hortense FLOR 56109 BRA to be provided
Chlorophyllum hortense FLOR56109 Fz15 BRA to be provided
Chiorophylium hortense HKAS 101317 CHI MG741967
Chiorophyllum hortense Z W Ge 3115 CHI MG741968
Chlorophyllum hortense 1 Il 2001 ER Boa BOL AY243613
Chiorophyllum hortense GDGM 57301 CHI HG976895
Chlorophyllum hortense Faz 698 BRA to be provided
Chlorophyllum alborubescens Maruyama JAP AY243610
Chlorophyllum hortense Faz 149 Fz11 BRA to be provided
Chlorophyllum hortense Faz 11 BRA to be provided
Chlorophyllum hortense NY EFM575 COL U85318

Il chiorophvilum hortense 140920 2 GHI KU757473

&

(Continua 1/2)

Chlorophylium sp JX434651 Sphaerospororum
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(Continuagéo 2/2)

T Chiorophylium hortense HKAS 90470 CHI MG741971
Chiorophyllum hortense ecv3622 THA HM488765
100 Chiorophyllum demangei Z W Ge 3112 CHI MG741965
cl flum h MRU090005 THA KJ524555
Chiorophylium demangei Z W Ge 3574 CHI MG741964
100, Chiorop afri PREM 62141 ZAF MG741963
1 Chiorophyllum africanum PREM 62140 ZAF MG7419%1

Chlorophyl l ley E4022 ALIS AYO83209
Chlorophyllum molybdites AM150 CUH IND KM190077
Chiorophyllum molybdites Z W Ge 3377 USA MG741992
Chiorophyllum molybdites Z W Ge 3381 USA MG741993
- Chlorophylium molybdites AY081243 USA AY081243

=

y 900 BRA

Chiorophyllum molybdites Fer900 Fz19 BRA to be provided

Chiorophyllum molybdites | States AEF1097 USA AF4S2836

Chiorophyllum molybdites MEL2382837 AUS KPO12712

Chiorophyllum molybdites Faz657 F220 BRA to be provided

Chlorophyllum molybites Z W Ge 3146 CHI MG741987

Chlorophyllum molybdites HKAS 45051 CHI MG741985

Chiorophytium molybdites HKAS 101322 ITA MG741988

Chlorophyllum molybdites MCJ000T USA MF773607

Chlorophyllum molybdies NY EFM891 COL UB5337 Chlorophyllum

Chlorophyllum molybdites DMSC09538 THA KP229775

B 1 Chiorophylium molybdites Faz 688 BRA

& Chlorophylkum molybdites DUKE J162 USA U8S309

Chiorophyllum molybdites 140703 1 CHI KU757474

Chlorophyllum molybdites BAB 4994 IND KR155082
Ch

P CUH AM155 IND NR 137967
Chlorophylium globosum MFLU121815 THA KJ524553
Chlorophyllum globosum PREM 62147 ZAF MG742002
] Chlorophylium globosum DMSC11138 THA KP229776
Chiorophyllum globosum DMSC09391 THA KU049671
Chiorophyllum globosum BAB 5234 IND KT186198
Chlorophyllum palaeotropicum PREM 62145 ZAF MG741982
Chiorophyllum palaeotropicum PREM 62142 ZAF MG741978
Chlorophyllum palaeotropicum HKAS 93747 BEM MG741983

Barcheria willisiana H7518 JF495037
100 Barcheria willisiana H7564 JF495038
Barcheria willisiana MEL269353 JF495035

57 Barcheria willisiana MEL2177563 JF495036
1

00 | Hymenagaricus sp ZRL3103 KM382450
% Hymenagaricus sp LD 186 KM982451
3 Hymenagaricus o kivuensis BR6089 KM982454

— 2 Heinemannomyces splendidissimus ec3586 THA HM488760
100 Clarkeinda trachodes ecv3550 THA HM488751
009 Clarkeinda trachodes HM488750
= Eriocybe chionea ecv3616 THA HM488753
Conidlepiota spongodes png012 THA HM488756

Pset iota zangmui Z W Ge 2175 CHI KY768928

15

100

SUPPLEMENTARY FIGURE 1. Phylogenetic tree of Chlorophyllum species from
nriTS sequences, inferred by Maximum Likelihood analysis. Above/below branches, ML

BS = 70 or higher (high support) and ML BS of 50 or higher (moderate support). New
sequences generated in this are in bold.
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SUPPLEMENTARY TABLE I. Specimen information for materials used in this
study, in the ITS analysis.

Espécie Voucher Location ISOcode GB nrITS
Chlorophyllum africanum PREM 62141 South Africa ZAF MG741963
Chlorophyllum africanum PREM 62140 South Africa ZAF MG741961
Chlorophyllum agaricoides ITA ITA JF908776
Chlorophyllum agaricoides AD3140 AUS AUS JF495079
Chlorophyllum agaricoides AFTOL ID 440 GRC GRC DQ200928
Chlorophyllum agaricoides AH42972 ESP ESP KR233485
Chlorophyllum agaricoides Ginns11170 AUS AUS JF495080
Chlorophyllum agaricoides H Knudsen 99 376 RUS RUS AY243615
Chlorophyllum agaricoides S Trudell 99 2337 USA USA AY245552
Chlorophyllum agaricoides X 1990 R Brotzu  ITA ITA AF482837
Chlorophyllum agaricoides HMAS 71678 China: Neimenggu CHI MG742004
Chlorophyllum agaricoides HKAS 101312 Russia RUS MG742003
Chlorophyllum alborubescens Maruyama JAP JAP AY243610
Chlorophyllum arizonicum AH31724 MEX MEX KR233490
Chlorophyltum arizonicum Trappe 11481 USA USA HQO020416
Chlorophyllum brunneum ecv1649 NLD NLD AY081225
Chlorophyllum brunneum ecv2361 USA USA AY081223
Chlorophyllum brunneum LG605 USA USA AY081222
Chlorophyllum brunneum MEL 2030616 AUS AUS AY083208
Chlorophyllum brunneum Wembley E5628  AUS AUS AY083205
Chlorophyllum brunneum HKAS 101315 Italy ITA MG742013
Chlorophyllum brunneum 36deg54 Australia AUS AY083206
Chlorophyllum demangei ZW Ge 3112 China: Yunnan CHI MG741965
Chlorophyllum demangei Z W Ge 3574 China: Yunnan CHI MG741964
Chlorophyllum globosum BAB 5234 IND IND KT186198
Chlorophyllum globosum DMSC09391 THA THA KU049671
Chlorophyllum globosum DMSCI11138 THA THA KP229776
Chlorophyllum globosum MFLU121815 THA THA KJ524553
Chlorophyllum globosum PREM 62147 South Africa ZAF MG742002
Chlorophyllum hortense 1 1112001 ER Boa BOL BOL AY243613
Chlorophyllum hortense 140920 1 CHI CHI KU757472
Chlorophyllum hortense 140920 2 CHI CHI KU757473
Chlorophyllum hortense BAB 4734 IND IND KR154963
Chlorophyllum hortense BAB 4973 IND IND KR155063
Chlorophyllum hortense DC Mossebo 165 CMR CMR AY243611
Chlorophyllum hortense DC Mossebo 269  CMR CMR AY243612
Chlorophyllum hortense EAHS USA USA MF773636
Chlorophyllum hortense ecv3622 THA THA HM488765
Chlorophyllum hortense Faz 11 BRA BRA to_be_provided
Chlorophyllum hortense Faz 698 BRA BRA to_be_provided
Chlorophyllum hortense FLOR 56109 BRA BRA to_be_provided
Chlorophyllum hortense GDGM 57301 CHI CHI HG976895
Chlorophyllum hortense LAH 10162012 PAK PAK KM350691
Chlorophyllum hortense MFLU121783 THA THA KJ524554
Chlorophyllum hortense MFU090005 THA THA KJ1524555
Chlorophyllum hortense NY EFMS575 COL COL U85318
Chlorophyllum hortense HKAS 90470 China: Yunnan CHI MG741971
Chlorophyllum hortense ZW Ge3ll5 China: Yunnan CHI MG741968
Chlorophyllum hortense HKAS 101317 China: Hainan CHI MG741967
Chlorophyllum hortense Faz 149 Fz11 Brazil BRA to_be_provided
Chlorophyllum hortense FLORS56109 Fz15 Brazil BRA  to_be_provided
Chlorophyllum lilaceum Fz98 GAS 1045 Brazil BRA  to_be_provided
Chlorophyltum lilaceum Fz135 GAS 1228  Brazil BRA  to_be_provided
Chlorophyllum lusitanicum AH43927 ESP ESP KR233483
Chlorophyllum lusitanicum AH46114 KY828147
Chlorophyllum lusitanicum AH46115 KY828146
Chlorophyllum molybdites 140703 1 CHI CHI KU757474
Chlorophyllum molybdites AM150 CUH IND IND KM190077

Continua 1/3
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Chlorophyllum molybdites AY081243 USA USA AY081243
Chlorophyllum molybdites BAB 4994 IND IND KR155082
Chlorophyllum molybdites DMSC09538 THA THA KP229775
Chlorophyllum molybdites DUKE JJ162 USA USA U85309
Chlorophyllum molybdites Faz 657 BRA BRA  to_be_provided
Chlorophyllum molybdites Faz 688 BRA BRA to_be_provided
Chlorophyllum molybdites Fernanda 900 BRA BRA  to_be_provided
Chlorophyllum molybdites J States AEF1097 USA USA AF482836
Chlorophyllum molybdites MCJ0001 USA USA MF773607
Chlorophyllum molybdites MEL2382837 AUS AUS KP012712
Chlorophyllum molybdites NY EFM891 COL COL U85337
Chlorophyllum molybdites Wembley E4022  AUS AUS AY083209
Chlorophyllum molybdites Z W Ge 3381 USA: Florida USA MG741993
Chlorophyllum molybdites Z W Ge 3377 USA: Florida USA MG741992
Chlorophyllum molybdites HKAS 101322 Italy ITA MG741988
Chlorophyllum molybdites Z W Ge 3146 China: Yunnan CHI MG741987
Chlorophyllum molybdites HKAS 45051 China: Hunan CHI MG741985
Chlorophyllum molybdites Fer900 Fz19 Brazil BRA  to_be_provided
Chlorophyllum molybdites Faz657 Fz20 Brazil BRA  to_be_provided
Chlorophyllum neomastoideum HKAS 83208 China: Zhejiang HCI MG741976
Chlorophyllum nothorachodes Lepp 1142 AUS AUS AF482855
Chlorophyllum nothorachodes HATFDI14 10 IND IND KU499925
Chlorophyllum olivieri AY081241 NLD NLD AY081241
Chlorophyllum olivieri ecv2649 USA USA AY081242
Chlorophyllum olivieri HKAS 53466 Germany: Marburg DEU MG742017
Chlorophyllum olivieri HKAS 31587 Germany: Marburg DEU MG742016
Chlorophyllum palaeotropicum HKAS 93747 Benin: Okpara BEM MG741983
Chlorophyllum palaeotropicum PREM 62145 South Africa ZAF MG741982
Chlorophyllum palaeotropicum PREM 62142 South Africa ZAF MG741978
Chlorophyllum pseudoglobosum CUH AM155 IND IND NR_137967
Chlorophyllum rhacodes 2X 1970 AY243608
Chlorophyllum rhacodes AY081234 GER GER AY081234
Chlorophyllum rhacodes AY081235 GER GER AY081235
Chlorophyllum rhacodes Champ 61 FRA FRA KX449465
Chlorophyllum rhacodes ecv2112 NLD NLD AY081236
Chlorophyllum rhacodes ecv2434 USA USA AY081232
Chlorophyllum rhacodes ecv2781 USA USA AY081233
Chlorophyllum rhacodes JFA5532 USA USA AY081237
Chlorophyllum rhacodes LE 257595 RUS RUS JQ683124
Chlorophyllum rhacodes strain H4 IND IND KM609407
Chlorophyllum rhacodes T Spillis UCB USA USA AY081240
Chlorophyllum rhacodes OKM19588 USA: Washington USA U85312
Chlorophyllum rhacodes ecv2106 Netherlands NLD AF482849
Chlorophyllum sp. JX434652
Chlorophyllum sp. JX434651
Chlorophyllum sp. ZRL20151862 LT716031
Chlorophyllum sphaerosporum HMAS 71683 China: Neimenggu CHI MG742012
Chlorophyllum sphaerosporum HMAS 66153 China: Neimenggu CHI MG742011
Chlorophyllum subrhacodes Z W Ge 3385 USA: Florida USA MG741972
Chlorophyllum subrhacodes Z W Ge 3242 USA: Florida USA MG741974
Chlorophyllum subrhacodes Z W Ge 3232 USA: Florida USA MG741973
Chlorophyllum subrhacodes Z W Ge 3411 USA: Florida USA MG741975
Agaricaceae, no Chlorophyllum

Barcheria willisiana H7518 JF495037
Barcheria willisiana H7564 JF495038
Barcheria willisiana MEL2177563 JF495036
Barcheria willisiana MEL269353 JF495035
Hymenagaricus cf. kivuensis BR6089 KM982454
Hymenagaricus sp. LD 186 KM982451

Continua 2/3
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Hymenagaricus sp. ZRL3103 KM982450
Heinemannomyces splendidissimus ecv3586 Thailand THA HM488760
Clarkeinda trachodes HM488750
Clarkeinda trachodes ecv3550 Thailand THA HM488751
Eriocybe chionea ecv3616 Thailand THA HM488753
Coniolepiota spongodes png012 Thailand THA HM488756
QOutgroup

Pseudolepiota zangmui Z W Ge 2175 China: Yunnan CHI KY768928
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SUPPLEMENTARY TABLE Il. Specimen information for materials used in this
study, in the ITS, LSU, TEF1 e RPB2 analysis.

Taxon Caollection Origin I50Cade nrlTS nrL5T TEF1-alpha RPE2
Agaricns campesiris LAPAG3ITO EM657927 ER006607 ER006636 KT951556
Agaricns ksrviganii LAPAGE0S Spain ESP KT951306 ET551442 ET951589 KET951528
Chlarophyllum afiicanum PREM 62141 South Africa ZAF MGT41963 MGT42042 MGT42099 MGT42071
Chlarophyllum afiicanum PREM 62140 South Africa ZAF MGT41961 MGT42041 MGT42098 MGT42070
Chlarephyllum agaricoidss HMAS 71678 Chma: Neimengzu CHI MGT42004 MGT42021 MGT42079 MGT42051
Chlarophyllum agaricoidss HEAS 101312 Fussia RUS MGT42003 MGT42020 MGT42078 MGT42050
Chiorophyllum brunneum HEAS 101315 Italy ITA MGT42013 MGT42022 MGT42080 MGT42052
Chiarephyllum brunneum I6deg54 Australia AUS AY083206 AF432886 HM458886 HM488804
Chisrophyllum demangei Z.W.Ge3l12 Chma: Yunnan CHI MGT41963 MGT42027 MGT42084 MGT42056
Chisrophyllum demangei Z.W. (3374 Chimma: Yunnan CHI MGT41964 MGT42025 MGT42083 MGT42055
Chiarephyllum globosum FREM 62147 South Africa ZAF MGT42002 MGT42024 MGT42081 MGT42053
Chlarephyllum hortense HEAS 90470 Chma: Yunnan CHI MGT741971 MGT42028 MGT42086 MGT42058
Chlarephyllum hortense Z.W.Ge3l115 Chma: Yunnan CHI MGT741968 MGT42028 MGT42085 MGT42057
Chlarophyllum hortense HEAS 101317 Chma: Hainan CHI MGT41967 MGT42026 MGT42082 MGT42054
Chlarophyllum molybdites Z.W.Ge 3381 USA: Flonida USA MGT741993 MGT42034 MGT42091 MGT42063
Chlarophyllum molybdites Z.W.Ge3377 USA: Florida Usa MGT41992 MGT42033 MGT42090 MGT42062
Chlarophyllum molybdites HEAS 101322 Ttaly ITA MGT41988 MGT42032 MGT42089 MGT42061
Chlarophyllum molybdites Z.W.Ge3l46 Chma: Yunnan CHI MGT41987 MGT42031 MGT42088 MGT42060
Chlarophyllum molybdites HEAS 45051 Chma: Hunan CHI MGT41985 MGT42030 MGT42087 MGT42059
Chlarephyllum neomastoidenm HEAS 83208 Chma: Zhejiang HCI MGT41976 MGT42035 MGT42092 MGT42064
Chlarophyllum olivieri HEAS 33466 Germany: Marburg  DEU MGT42017 MGT42037 MGT42094 MGT42066
Chlarophyllum olivieri HEAS 31587 Germany: Marburg  DEU MGT42016 MGT42036 MGT42093 MGT42065
Chlerophyllum palasetropicum HEAS 93747 Benin: Okpara BEN MGT41983 MGT42040 MGT42097 MGT42062
Chiarephyllum palasetrapicum PREM 62143 South Africa ZAF MGT41982 MGT42032 MGT42096 MGT42068
Chiarophyllum palasetropicum PREM 62142 South Africa ZAF MGT41978 MGT42038 MGT420935 MGT42067
Chisrophyllum rhacodss OEMI15588 USA: Washington USA Us5312 U8s277 ECB84736 HM488803
Chlarophyllum rhacodss ecv2106 Netherlands NLD AF482845 AY176345 HM488883 ND
Chlarophyllum sphasrosporum HMAS 71683 Chma: Neimengzu CHI MGT742012 MGT42044 MGT42101 MGT42073
Chlarophyllum sphasrosporum HMAS 66153 Chma: Neimengzu CHI MGT742011 MGT42043 MGT42100 MGT42072
Chlarephyllum subrhacodes Z.W.Ge 3383 USA: Flonida USA MGT741972 MGT42043 MGT42105 MGT42077
Chlarephyllum subrhacodes Z.W.Ge3242 USA: Florida Usa MGT41974 MGT42047 MGT42104 MGT42076
Chlarephyllum subrhacodes Z.W.Ge3232 USA: Florida Usa MGT41973 MGT42046 MGT42103 MGT42075
Chlarephyllum subrhacodes Z.W.Ge3411 USA: Florida Usa MGT41975 MGT42045 MGT42102 MGT42074
Chloraphyllum hortense ICN199176 Brazil BRA to_be_provided to_be_provided ND WD
Chlorephyllum hortense FLORS6109 Brazil BRA to_be_provided to_be_provided ND ND
Chlorophyllum molybdites ICH198174 Brazil BRA to_be_provided to_be_provided ND ND
Chilorophyllum molybdites ICN199171 Brazil BRA to_be provided to_be_provided ND ND
Chiarephyllum lilaceum ICN19215% Brazil BRA to_be_provided to_be_provided to_be provided to_be_provided
Chlorephyilum lilaceum ICN199160 Brazml BRA to_be_provided to_be_provided to_be_provided ND
Clarksinda mrachodss ecv3550 Thailand THA HM488751 ET418837 ND HM488802
Coniolspiota spongoades poz012 Thailand THA HM483756 HM433774 HM488383 HM488796
Eriocybe chionea ecv36l6 Thailand THA HM488753 HM488772 ND HM483300
Gomphidius roseus MB95 038 Germany: Bavana DEU DQ3534570 DQ534665 GU187702 GULETE18
Heinemammomyces splendidizsimus ecv3S86 Thailand THA HM488760 HM438769 ET951657 HM488793
Lepiota clypeolaria HEAS 45124 China CHI THN944093 TN940281 ND 993691
Lepiota cristata HEAS 45053 China CHI TH944091 TM940283 ND TH993659
Lepiota magnizpora HEAS 61622 Chma CHI THS44089 940285 ND TN993653
Leucoagaricus barssii AFTOL ID 1899 Usa Usa DQ911600 DQ%11601 GU187722 DQo11602
Leucocoprinus cepistipes xml2014128 LT716023 EY418838 KET419045 EY418990
Leucocoprinus fragilizsimus ZRI20151466 LT716029 ET418844 ET41904% EY418994
Lycoperdon sp. AFTOL-ID 480 AYE54075 ND AYSE83426 AY218495
Macrolspiota sabulosa UFEN-Fungos 2693 Type Brazl BRA EY927715 EY90T185 ND EY%64598
Macrolspiota procera HEAS 5722 Brazl BRA HM125513 TN940275 ND THS93656
Macrolspiota orientiexcoriata HEAS 45001 China CHI HMI123524 TN940278 ND 9936935
Macrolspiota dolichaula AFTOL ID 481 China CHI DQ221111 DiQ411337 DQ435785 DQ385886
Micrapsalliota globocysris ZR1.2013465 LT716024 ET41883% KET419046 EY418991
Pseudolepicta zangmui Z.W.Ge 2175 China: Yunnan CHI EY768928 MGT42049 MGT42106 EYT768929
Suillus pictus MB03-093 AYE54068 ATE54154 AVE53428 AYTRE066

SUPPLEMENTARY TABLE III Summary of nrITS, nrLSU, RBP2, and TEF-1a datasets.

Properties Datasets

ITS1 5.8 ITS2 nrLSU TEF1-1"  TEF1-2"  TEF1-3" TEFlintrons RPB2-1" RPB2-2™ RPB2-2"
Model selected TVM+G  TIM3ef  HKY+G TIM2+I+G TiN+I+G TPM2uf+G GTR+G HKY+l  TIM2+I+G  F81+G TPM2uf+1+G
Likelihood score 2,925.66 42436 2,033.62 -2,904.03 699.49 562.53 3,258.36 —1,924.53 779.92 488.36 ~5,093.39
Base frequencies
Freq. A = 0.2529 Equal 0.2547 0.2559 0.2964 0.3147 0.1484 0.2849 0.2684 0.3070 0.2019
Freq. C = 0.1829 0.1761 0.1935 0.1881 0.2509 0.3147 0.1853 0.2361 0.1829 0.1986
Freq. G = 0.2173 0.2062 0.2971 0.3769 0.1489 0.2367 0.1558 0.3509 0.2108 0.2984
Freq. T = 0.3469 0.3630 0.2536 0.1386 0.2855 0.3002 0.3739 0.1446 0.2994 0.3011
Proportion of invariable sites - 0.6600 0.7580 - - 0.1290 0.5120 - 0.0740

Gamma shape 0.7670 - 0.4010 0.7030 0.6790 0.0290 16.200 — 0.5720 0.0240 23,500
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7.2. Arquivos Suplementares do Manuscrito 111

Tabela suplementar 1. Informacdo dos espécimes utilizados neste estudo, na analise de ITS

do conjunto de dados 1.

Continua 1/5

Species Collection_Number Location ISO  ITS GenBank
Agaricus aridicola LAPAG589 Castellon, Spain ESP KT951331
Agaricus arrillagarum LAPAGS10 Asturias, Spain ESP KF447900
Agaricus callacii AH_42929 _a Canarias, Spain ESP KF447899
Agaricus comtulus LAPAGT724 Burgos, Spain ESP KT951332
Agaricus edmondoi LAPAG412 Segovia, Spain ESP KT951326
Agaricus friesianus LAPAG592 Pyrenees Atlantiques, France FRA KT951316
Agaricus gemlii AH_44510_a Canarias, Spain ESP KF447891
Agaricus huijsmanii LAPAG639 Navarra, Spain ESP KF447889
Agaricus kerriganii AH_44509_a Leon, Spain ESP KF447893
Agaricus kerriganii LAPAGS808 Madrid, Spain ESP KT951306
Agaricus matrum AH_44506_a La Rioja, Spain ESP KF447896
Agaricus matrum LAPAGS855 Asturias, Spain ESP KT951310
Agaricus pallens LAPAG926 Lapland, Sweden SWE KT951315
Agaricus pseudolutosus LAPAG454 Burgos, Spain ESP KT951329
Agaricus sp. ZRL2012012 Yunnan, China CHN KT951359
Agaricus sp. ZR1.2012004 Yunnan, China CHN KT951355
Agaricus sp. ZRLWXH3076 Fujian, China CHN KT951388
Agaricus sp. ZRLLDO13 Thailand THA KT951384
Agaricus sp. CAB848 Thailand THA JF727864
Agaricus sp. CA921 KT951323
Agaricus sp. ZRL2011156 Yunnan, China CHN KT951352
Agaricus sp. ZRLWXH3150 Guangdong, China CHN KT951390
Agaricus sp. CAB846 Thailand THA JF727865
Agaricus sp. ZRL2012357 Yunnan, China CHN KT951369
Agaricus sp. ZR1.2012199 Yunnan, China CHN KT951367
Agaricus sp. ZRLWXH3067 Jiangxi, China CHN KT951387
Agaricus sp. ZRL2012576 Tibet, China CHN KT951372
Agaricus sp. ZRL2012714 Tibet, China CHN KT951381
Agaricus sp. ZRL2011039 Yunnan, China CHN KT951351
Agaricus rufoaurantiacus LAPAMI15 Sosua, Dominican Republic DOM KT951313
Agaricus candidolutescens LD2012129_a Thailand THA KT951335
Agaricus sp. ZRLWXH3161 Guangdong, China CHN KT951391
Agaricus sp. LAPAM14 Sosua, Dominican Republic DOM KT951312
Agaricus abruptibulbus ZRL2012005 Yunnan, China CHN KT951356
Agaricus arvensis MA_Fungi_80999_b  Burgos, Spain ESP KF114474
Agaricus augustus ZRL.2012598 Tibet, China CHN KT951373
Agaricus cf essettei ZRL2012026 Yunnan, China CHN KT951363
Agaricus essettei ZRL.2012599 Tibet, China CHN KT951374
Agaricus flocculosipes ZRL2012105 Yunnan, China CHN KT951365
Agaricus flocculosipes JA_03_193 Thailand THA KT951325
Agaricus gemellatus ZRL2012631 Tibet, China CHN KT951380
Agaricus subrufescens CA276 KT951317
Agaricus subrufescens ZRL2012722 Yunnan, China CHN KT951383
Agaricus sp. ZR1L.2012630 Tibet, China CHN KT951379
Agaricus sp. ZR1.2012030 Yunnan, China CHN KT951364
Agaricus sp. ZRL2012608 Tibet, China CHN KT951377
Agaricus sp. ZRL2012002 Yunnan, China CHN KT951354
Agaricus sp. ZRL2012604 Tibet, China CHN KT951375
Agaricus sp. SHY2011073117 Yunnan, China CHN KT951407
Agaricus parasubrutilescens ZRL2011027 Yunnan, China CHN KT951350
Agaricus parasubrutilescens ZRL2012025 Yunnan, China CHN KT951362
Agaricus linzhiensis ZRL2012618_a Tibet, China CHN KT951378
Agaricus brunneopileatus ZRL2012115_a Yunnan, China CHN KT951404
Agaricus subrutilescens ZRLWXH3276 China CHN KT951392
Agaricus sp. ZRL160 Thailand THA KT951345
Agaricus sp. SHY2012070604 Yunnan, China CHN KT951341
Agaricus amoenus ZRL2010072_a Yunnan, China CHN KT951348
Agaricus gratolens ZRL3093_a Thailand THA JF691548
Agaricus albosquamosus LD2012192_a Thailand THA KT951394
Agaricus leucolepidotus LD201214_a Thailand THA KT951336
Agaricus sp. AW145 Awenda, Canada CAN KT951308
Agaricus sp. JH105 Jokers Hill, ON, Canada CAN KT951324
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Agaricus litoralis
Agaricus lanipedisimilis
Agaricus litoraloides
Agaricus sp.

Agaricus bernardiformis
Agaricus cf bernardi
Agaricus gennadii
Agaricus nevoi

Agaricus nevoi

Agaricus bisporus
Agaricus bitorquis
Agaricus bitorquis
Agaricus sinodeliciosus
Agaricus cupressicola
Agaricus grandiomyces
Agaricus atrodiscus
Agaricus bisporiticus
Agaricus microvolvatulus
Agaricus tibetensis
Agaricus tytthocarpus
Agaricus xanthodermus
Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus trisulphuratus complex
Agaricus trisulphuratus complex
Agaricus variicystis
Agaricus variicystis
Agaricus dilutibrunneus
Agaricus sylvaticus
Agaricus sylvaticus
Agaricus sylvaticus
Agaricus sylvaticus
Agaricus bohusii
Agaricus crassisquamosus
Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus erectosquamosus
Agaricus pallidobrunneus
Agaricus biberi

Agaricus desjardinii
Agaricus padanus
Agaricus dolichopus
Agaricus kunmingensis
Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus nigrogracilis
Agaricus campestris
Agaricus campestris
Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.
Heinemannomyces sp
Agaricus reactivicus sp. nov.
Agaricus lacaseus sp. nov.
Agaricus hirsutus sp. nov.
Agaricus xanthovolvatus sp. nov
Agaricus xanthovolvatus sp. nov
Agaricus tollocanensis
Agaricus globocystidiatus
Agaricus globocystidiatus
Agaricus globocystidiatus
Agaricus globocystidiatus

LAPAG420
ZR1.2012151
ZR1.2011249
ZRLQHY43
CA433_AVMOI17
CA383
CA339
LAPAGS535
LAPAG257
LAPAG446
WZR2012827
CA427
WZR2012822
LAPAG889
ZRL2012611_a
LD2012185a
LD2012111
LD201271
ZR1.2012585_a
ZRLWXH3077_a
LAPAG387
RP32
ZR1.2012629
LAPAF7
Swk079
LD201228
LD201234_a
ZRL2012010_a
ALGO7_213
LAPAG382
ZRL2012013
ZRL2012568
LAPAG562
ZR1.2012607_a
Swk014
ZR1.2012267
ZRL133
LD2012165
ZR1.2012358
LAPAGG687
WZR2012907
WZR2012903
ZRL2012715
ZRL2012015
LD2012162
ZRL2010099
ZRL2012014
CA637
LAPAG370
ZR1.2010010
ZRLLDO026
ZR1.2012006
ZRL185

ICN 198976
ICN 198977
ICN 198975
ICN 198972
ICN 198973
ICN 198978
MPDI19

EC31

MPD71
MPD29
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Burgos, Spain
Yunnan, China
Yunnan, China
Shandong, China

Teruel, Spain
Burgos, Spain
Burgos, Spain
Xingjiang, China

Xingjiang, China
Roma, Italy

Tibet, China
Thailand

Thailand

Thailand

Tibet, China

Fujian, China

Soria, Spain

Rogers Park, Canada
Tibet, China
Plateaux, Togo
Lanjak-Entimau, Malaysia
Thailand

Thailand

Yunnan, China
Algonquin,ON, Canada
Burgos, Spain
Thailand

Tibet, China
Madrid, Spain

Tibet, China
Lanjak-Entimau, Malaysia
Yunnan, China
Thailand

Thailand

Yunnan, China
Hungary

Xinjiang, China
Xingjiang, China
Tibet, China
Yunnan, China
Thailand

Yunnan, China
Yunnan, China

Madrid, Spain
Thailand
Thailand
Yunnan, China
Thailand
Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

Brazil

CHN
CHN
CHN
CHN

ESP
ESP
ESP
CHN

CHN
ITA
CHN
THA
THA
THA
CHN
CHN
ESP
CAN
CHN
TGO
MYS
THA
THA
CHN
CAN
ESP
THA
CHN
ESP
CHN
MYS
CHN
THA
THA
CHN
HUN
CHN
CHN
CHN
CHN
THA
CHN
CHN

ESP
THA
THA
CHN
THA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA

KT951327
KT951366
KT951353
KT951386
KT951321
KT951319
KT951318
KT951330
KM657922
KM657920
KM657916
KT951320
KM657907
KT951334
KM657879
KT284912
KI575611
KI575614
KM657895
KM657889
KM657923
KT951340
KM657890
KM657924
KT951343
KT951426
KT951339
KT951358
KT951307
KM657929
KT951360
KT951371
KM657928
KT951376
KT951342
KT951368
KT951344
KT951338
KT951370
KM657919
KM657901
KM657903
KT951382
KT951361
KT951337
KT951349
KM657882
KT951322
KM657927
KT951347
KT951385
KT951357
KT951346
to_be_provided
to_be_provided
to_be_provided
to_be_provided
to_be_provided
to_be_provided
MF188253
MF188252
MF188251
MF188247
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Agaricus globocystidiatus
Agaricus globocystidiatus
Agaricus globocystidiatus
Agaricus globocystidiatus
Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus fiardii
Agaricus sp.

Agaricus subrufescens
Agaricus sp.

Agaricus blazei
Agaricus blazei
Agaricus sp.

Agaricus brasiliensis
Agaricus brasiliensis
Agaricus brasiliensis
Agaricus sp.

Agaricus subrufescens
Agaricus subrufescens
Agaricus subrufescens
Agaricus subrufescens
Agaricus blazei
Agaricus sp.

Agaricus bisp.orus
Agaricus sp.

Agaricus blazei
Agaricus subrufescens
Agaricus brasiliensis
Agaricus martineziensis
Agaricus pallens
Agaricus pallens
Agaricus luteomaculatus
Agaricus heinemannianus
Agaricus arrillagarum
Agaricus gemloides
Agaricus gemloides
Agaricus comtulus
Agaricus gemlii
Agaricus matrum
Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus coccyginus
Agaricus coccyginus
Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus pseudolutosus
Agaricus sp.

Agaricus diminutivus

Agaricus viridopurpurascens

Agaricus sp.
Agaricus sp.
Agaricus sp.
Agaricus sp.
Agaricus sp.
Agaricus sp.
Agaricus sp.
Agaricus sp.

Continuacao 3/5

MPDO3
MPD128
MPDO02
MPD04
B77

Bl161

JSP 30
JSP 1
LAPAMG66
WC837
LAPAM4
U22

U21

De Meijer1904

91

631

TR130
CA487 S42
CA487 S100
CA918
WC837 S04
U717

u76

U28

U26

WC837 S43
HAI 978
SP307818
LAPAG 580
LAPAG 441
CA331

AH 19381
AH 44508
ZRL2014084
zr12014009
LAPAG303
LAPAG286
LAPAGI16
MFLU16 979
ZRL3101
ZRL3102
275416
254484
MFLU11 1334
ADK3580
NT62
MFLU12 868
LD2012159
LD2011029
AH 11488
MATA774

Horak68
TL2154
TL2307
MFLU16 977
MFLU16 976
MFLU16 975
CA935
MFLU12 964
ZRL1.2012270
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Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil
Brazil

BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA
BRA

MF188248
MF188249
MF188244
MF188245
KR812271
KR812260
KR093941
KR093888
KX671702
KU557350
JF797185
KF281111
KF281110
JF797196
AJ884654
AJ884651
AJ884650
HQ608135
KJ541800
KJ541799
KJ541798
KJ541796
KJ010888
KJ010887
KJ010878
KJ010862
KJ010861
KJ541797
Al884652
JF896227
KF447897
KF447898
KF447901
KF447905
KF447908
KT633271
KT633272
KU975078
KU975079
KU975080
KU975104
JF691544
JF691545
KU245979
KU245980
KU975091
KU975097
JF727845
KU975118
KP715161
KP715160
KF447890
JF727871
AF482831
JF514525
JF495059
JF495058
KU975112
KU975111
KU975113
KU975085
KU975117
KU975116
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Continuacao 4/5

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus luteofibrillosus
Agaricus luteofibrillosus
Agaricus luteofibrillosus
Agaricus luteofibrillosus
Agaricus luteofibrillosus
Agaricus sp.

Agaricus tollocanensis
Agaricus parvitigrinus
Agaricus xanthodermulus
Agaricus laskibarii
Agaricus californicus
Agaricus iodosmus
Agaricus malangelus
Agaricus berryessae
Agaricus placomyces
Agaricus pseudopratensis
Agaricus aff

Agaricus moelleri
Agaricus menieri
Agaricus bresadolianus
Agaricus sp.

Agaricus wariatodes
Agaricus xanthosarcus
Agaricus microvolvatulus
Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus comtulus
Agaricus sp.

Agaricus aff. Volvatulus
Agaricus johnstonii
Agaricus martinicensis
Agaricus caribaeus
Agaricus aff. Rufoaurantiacus
Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus langei
Agaricus aff. Rufoaurantiacus
Agaricus fiardii
Agaricus heinemannianus
Agaricus bisp.oriticus
Agaricus fuscopunctatus
Agaricus buckmacadooi
Agaricus kriegeri
Agaricus floridanus
Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus brunneogracilis
Agaricus daliensis
Agaricus gregariomyces
Agaricus melanocapus
Agaricus sinoplacomyces
Agaricus sp.

Agaricus deardorffensis
Agaricus sp.

Agaricus xilissimus
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MFLU12 869
MFLU16 982
CAB845
NTT72
MFLU16 974
MFLU16 980
MFLU16 978
254485
MFLU16 981
254487
BBH19490
BBH19545
NTT37
CA235 INRA
CA158 INRA
CA160 INRA
isolate LAPAGI115
RWK 1914
LAPAG 245
RWK 1972
ML 28e
RWK 28e
LAPAG 20
iodosmus CA215
CA209
CAl162
CA177

CB 2010
TWM1589
Goossens5415
Grinling70109
NTF58
ZRL3088
ZRL3044
LAPAG339
F2715

F2767

F1779

F2815

F2530
GUADOS
CJL09030205
MATAS816
LAPAG141
LAPAMI1
F2285 LIP
LAPAG 302
MRC25
LD2012115
B49

RWK 2079
JH1

RMC 1256
RMC 1257
ZRL258
SHY2011071706
ZR1.2012624
ZRL2011037
ZRL2012008
xhwang3092
ZRL2012582
LD2012116
MFLU12

KU975115
KU975114
KU975084
JF514539
KU975106
KU975107
KU975105
KU245974
KU975108
KU245972
KU975109
KU975110
JF514537
AY703913
AY899267
AY899273
AY943975
DQ182509
DQ182518
DQ182523
DQ182524
DQ182525
DQ182526
DQ185559
DQ185561
DQ185567
DQ185570
HQ322269
JF495052
JF514523
JF514524
JF514527
JF691543
JF691555
JF715065
JF727847
JF727848
JF727853
JF727855
JF727856
JF727857
JF727869
JF727870
JF797181
JF797183
JF797201
KF447906
KI575608
KI575612
KJ609484
KJ609500
KM349609
KM349611
KM349612
KM657876
KM657877
KM657880
KM657881
KM657883
KM657891
KM657894
KP715162
KT284910
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Agaricus litoralis LAPAG475 KT951393
Agaricus punjabensis AS KT985908
Agaricus endoxanthus LAPAG598 KU041653
Agaricus endoxanthus MFLU121008 KU041654
Agaricus endoxanthus LAPAM47 KU041655
Agaricus volvatulus LAPAF5 KU041657
Agaricus aff. volvatulus ADK4396 KU041658
Agaricus subrufescens CA487 C2 KU557351
Agaricus subrufescens CA487 C5 KU557352
Agaricus subrufescens CA487 C6 KU557353
Agaricus martinicensis CA742 KU975096
Agaricus sp. MFLU12 KU975101
Agaricus martinicensis JBSD123819 KX671699
Agaricus sp. JBSD126501 KX671700
Agaricus sp. JBSD127395 KX671701
Agaricus sp. JBSD126494 KX671703
Agaricus lodgeae PR4634 MF511107
Agaricus lodgeae PR6454 MF511108
Agaricus porphyropos STI314 MF511109
Agaricus porphyropos STI392 MF511110
Agaricus porphyropos JBSD126493 MF511111
Agaricus martinicensis JBSD121929 MF511112
Agaricus subrufescens JBSD123800 MF511113
Agaricus subrufescens JBSD123801 MF511114
Agaricus subrufescens JBSD126504 MF511115
Agaricus flavidodiscus JBSD126488 MF511116
Agaricus tephrolepidus JBSD123822 MF511117
Agaricus caribaeus JBSD123820 MF511118
Agaricus sp. JBSD127405 MF511119
Agaricus argenteopurpureus JBSD126500 MF511120
Agaricus rufoaurantiacus JBSD126470 MF511121
Agaricus rufoaurantiacus JBSD126471 MF511122
Agaricus rufoaurantiacus JBSD126472 MF511123
Agaricus rufoaurantiacus JBSD126473 MF511124
Agaricus rufoaurantiacus JBSD126474 MF511125
Agaricus sp. JBSD127404 MF511126
Agaricus rufoaurantiacus JBSD126476 MF511127
Agaricus subrufescens JBSD126481 MF511128
Agaricus flavidodiscus JBSD126487 MF511129
Agaricus caribaeus JBSD126485 MF511130
Agaricus martinicensis JBSD126495 MF511131
Agaricus martinicensis JBSD126496 MF511132
Agaricus martinicensis JBSD126497 MF511133
Agaricus sp. JBSD127406 MF511134
Agaricus rufoaurantiacus JBSD126479 MF511135
Agaricus rufoaurantiacus JBSD126477 MF511136
Agaricus argenteopurpureus JBSD126502 MF511137
Agaricus rufoaurantiacus JBSD126475 MF511138
Agaricus argenteopurpureus JBSD126503 MF511139
Agaricus martinicensis JBSD126499 MF511140
Agaricus candussoi JBSD126490 MF511141
Agaricus candussoi JBSD126491 MF511142
Agaricus rufoaurantiacus JBSD126478 MF511143
Agaricus flavidodiscus JBSD126489 MF511144
Agaricus sp. JBSD127407 MF511145
Agaricus candussoi JBSD126492 MF511146
Agaricus martinicensis JBSD126498 MF511147
Agaricus sp. JBSD127403 MF511148
Agaricus lodgeae JBSD126505 MF511149
Agaricus lodgeae JBSD126506 MF511150
Agaricus martinicensis CL/MARTO3 MF511151
Agaricus lodgeae PR6239 MF522806

Agaricus pocillator U85308
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Tabela suplementar 2. Informacdo dos espécimes utilizados neste estudo, na analise de ITS

do coniunto de dados 2.

Species Collec. Number ITS Location IsoCODE

Agaricus aff. volvatulus F2,767 JF727848 Martinique (France) FRA
Agaricus atrodiscus LD2012185a KT284912 Thailand THA
Agaricus bernardiformis CA433 AVMI17 KT951321

Agaricus berryessae ML5 DQ182524 USA USA
Agaricus biberi LAPAG687 KM657919 HUN HUN
Agaricus bisporiticus LD2012111 KJ575611 Thailand THA
Agaricus bisporiticus T MCR25 KJ575608 Pakistan PAK
Agaricus bisporus LAPAG446 KM657920 Espain ESP
Agaricus bitorquis WZR2012827 KM657916 China CHN
Agaricus bitorquis CA427 KT951320

Agaricus bohusii LAPAGS562 KM657928 Espain ESP
Agaricus brunneogracilis T ZRL258 KM657876 Thailandiland THA
Agaricus buckmacadooi T B-49 KJ609484 USA USA
Agaricus californicus RWK1914 DQ182509 USA USA
Agaricus campestris CA637 KT951322

Agaricus campestris LAPAG370 KM657927 Espain ESP
Agaricus candussoi LAPAMS7 MF511141 Dominican Republic DOM
Agaricus candussoi LAPAMSS MF511142 Dominican Republic DOM
Agaricus candussoi T LAPAM62 MF511146 Dominican Republic DOM
Agaricus caribaeus LAPAMI19 MF511118 Dominican Republic DOM
Agaricus caribaeus F2,530 JF727856 Martinique (France) MTQ
Agaricus caribaeus LAPAM41 MF511130 Dominican Republic DOM
Agaricus cf. bernardi CA383 KT951319

Agaricus crassisquamosus ZR1L2012607 a KT951376 China CHN
Agaricus cupressicola LAPAGS889 KT951334 Italy ITA
Agaricus daliensis SHY2011071706 KM657877 China CHN
Agaricus desjardinii WZR2012907 KM657901 China CHN
Agaricus dilutibrunneus ZRL2012010 a KT951358 China CHN
Agaricus dolichopus ZRL2012715 KT951382 China CHN
Agaricus endoxanthus LAPAM47 KU041655 Dominican Republic DOM
Agaricus endoxanthus LD2012183 KU041654 Thailandiland THA
Agaricus endoxanthus LAPAGS598 KU041653 Switzerland SWZ
Agaricus erectosquamosus LD2012165 KT951338 Thailand THA
Agaricus exilissimus T LD201254 KT284910 Thailandiland THA
Agaricus flavidodiscus LAPAM17 MF511116 Dominican Republic DOM
Agaricus flavidodiscus LAPAM39 MF511129 Dominican Republic DOM
Agaricus flavidodiscus T LAPAMG60 MF511144 Dominican Republic DOM

Continua 1/3
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Agaricus fuscopunctatus T
Agaricus gennadii
Agaricus grandiomyces
Agaricus gregariomyces T
Agaricus iodosmus
Agaricus kriegeri T
Agaricus kunmingensis
Agaricus lacaseus sp nov.
Agaricus laskibarii T
Agaricus malangelus
Agaricus melanocarpus T
Agaricus menieri

Agaricus microvolvatulus
Agaricus microvolvatulus T
Agaricus moelleri

Agaricus moelleroides T
Agaricus murinocephalus T
Agaricus nevoi

Agaricus nevoi

Agaricus nigrogracilis
Agaricus padanus

Agaricus pallidobrunneus
Agaricus parvitigrinus T
Agaricus placomyces
Agaricus pocillator
Agaricus pseudopratensis
Agaricus punjabensis T
Agaricus reactivicus sp. noy.
Agaricus sinodeliciosus
Agaricus sinoplacomyces T
Agaricus sylvaticus
Agaricus sylvaticus
Agaricus sylvaticus
Agaricus sylvaticus
Agaricus tephrolepidus
Agaricus tephrolepidus T
Agaricus tibetensis

Continua 2/3

LD2012115
CA339
ZRL2012611 a
ZR1.2012624
LAPAG245
RWK2079
ZR1.2012015
ICN 198977
LAPAGI15
RWK1972
ZRL2011037
CA162
LD201271
Grinling70109
CA209
CA215
ZRL3044
LAPAGS535
LAPAG257
ZRL2012014
WZR2012903
ZRL2012358
CA158
RWK1959
DUKEIJ173
LAPAG20
A4

ICN 198976
WZR2012822
ZRL1.2012008
ALGO7 213
LAPAG382
ZR1.2012013
ZR1.2012568
CA595
LAPAMI18
ZRL2012585 a
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KJ575612
KT951318
KM657879
KM657880
DQ182518
KJ609500
KT951361
To be provided
AY943975
DQ182523
KM657881
DQ185567
KJ575614
JF514524
DQ185561
DQ185559
JF691555
KT951330
KM657922
KM657882
KM657903
KT951370
AY899267
DQ182525
U85308
DQ182526
KT985908
To be provided
KM657907
KM657883
KT951307
KM657929
KT951360
KT951371
HQ322269
MF511117
KM657895

Thailand

China
China
Spain
USA
China
Brazil
France
USA
China
France
Thailand

Republic of Congo

France
France
Thailandiland
Espain
Espain
China
China
China
France
USA
USA
Spain
Pakistan
Brazil
China
China
CAN
Espain
Thailand
China
Mexico

Dominican Republic

China

THA

CHN
China
Spain
USA
CHN
BRA
FRA
USA
CHN
FRA
THA
COG
FRA
FRA
THA
ESP
ESP
CHN
CHN
CHN
FRA
USA
USA
ESP
PAK
BRA
CHN
CHN
CAN
ESP
THA
CHN
MEX
DOM
CHN
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Agaricus tollocanensis
Agaricus tollocanensis T
Agaricus trisulphuratus complex
Agaricus trisulphuratus complex
Agaricus tytthocarpus

Agaricus variicystis

Agaricus variicystis

Agaricus volvatulus

Agaricus xanthodermatulus T
Agaricus xanthodermus
Agaricus xanthosarcus T
Agaricus xanthovolvatus sp. nov.
Agaricus xanthovolvatus sp. nov.
Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus hirsutus sp. nov.
Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

Agaricus sp.

ICN 198978
MATAG688
LAPAF7
Swk079
ZRLWXH3077 a
LD201228
LD201234 a
LAPAF5
CA160
LAPAG387
Goossens5415
ICN 198972
ICN 198973
RP32
ZRL.2012629
Swk014
ZR1.2012267
ZRL133
LD2012162
ZRL.2010099
ICN 198975
ADK4396
ZR1.2012582
NTF58
F2,715
LAPAM20
LAPAMG61
LAPAM46
ZRLWXH3092
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To be provided
AY703913
KM657924
KT951343
KM657889
KT951426
KT951339
KU041657
AY899273
KM657923
JF514523

To be provided

To be provided
KT951340
KM657890
KT951342
KT951368
KT951344
KT951337
KT951349

To be provided
KU041658
KM657894
JF514527
JF727847
MF511119
MF511145
MF511134
KM657891

Brazil
Mexico
Togo
Malaysia
China
Thailand
Thailand
Togo
France
Espain
Dem. Rep. of the Congo
Brazil
Brazil
Canada
China
Malaysia
China
Thailand
Thailand
China
Brazil
Togo
China
Thailandiland
Martinique (France)
Dominican Republic
Dominican Republic
Dominican Republic
China

BRA
MEX
TGO
MYS
CHN
THA
THA
TGO
FRA
ESP
COG
BRA
BRA
CAN
CHN
MYS
CHN
THA
THA
CHN
BRA
TGO
CHN
THA
MTQ
DOM
SEG
TER
CHN
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Tabela suplementar 3. Dados sobre os modelos evolutivos para a analise de Bayesiana
dos dados combinados: ITS, 28S e TEF-1a.

SUPPLEMENTARY TABLE III Summary of niITS, nrLSU. RBP2, and TEF-la datasets

Properties Datasets

ITS1 5.88 ITS2 wlSU  RPR2-1° RPB2-2* RPB2-3rd TEF1-1" TEF1-2* TEF1-3® TEFlintrons
Model selected GTR+G SYM GTIR+G GTR++G GTIR+I+G GTR+I+G  GTR+I+G GTR+G  GTIR+HI+G HKYH+G HKY++G
Likelihood score —51735 37718 324224 365910 -122133 62394 —6.027.62 —45417 238538 51719 274786
Base frequencies
Freq. A= 0.2390 Equal 0.1632 0.2570 0.2535 0.3543 0.2017 0.3186 0.0917 0.2666 0.2634
Freq.C= 02222 Equal 0.2266 0.1948 0.2343 0.2108 0.2480 0.2288 0.3907 0.2065 02212
Freq. G= 0.2417 Equal 0.2882 0.2964 0.3576 0.1742 0.2432 0.1739 0.2148 0.3633 0.168
Freq. T= 0.2970 Equal 0.3220 0.2517 0.1527 0.2607 0.3071 0.2787 0.3028 0.1635 0.3474
Proportion of invariable sites - — - 0.5114 0.2989 0.74 0.0511 — 0.0292 0.4673 0.0708

Gamma shape 0.6998 — 0.5233 0.5514 0.3178 0.9494 2.7787 0.2272 4.0761 0.6943 3.2221




