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RESUMO 

 

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

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

enzimático 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

espécies nativas brasileiras. 

 

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

enzimáticas, lacases, Brasil. 
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ABSTRACT 

 

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

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

enzymatic potential 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

enzymatic potential of native Brazilian species. 

 

Keywords: Taxonomy, Agaricaceae, molecular phylogenetic analyses, enzymatic 

laccases, Brazil. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. A família Agaricaceae 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Tipos morfológicos 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) 5 cm, (B e C) 1 cm. 
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São decompositores de matéria orgânica, encontrados em diferentes substratos, sendo 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

em ambientes tropicais como América Central e América do Sul. 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

relações micorrízicas com vegetais (Singer 1986).  

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

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

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

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

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

1.3. Importância Ecológica e Econômica 

Os fungos desempenham um papel fundamental dentro dos ecossistemas como 

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

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

apresentam grande importância econômica como agentes de biocontrole e produtores de 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Informações relativas à produção de enzimas ligninolíticas por parte dos fungos 

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

As principais enzimas ligninolíticas produzidas pelas espécies de Agaricaceae já analisadas 

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

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

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

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

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

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

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

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

alimentos, oxidação de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, e transformação de 

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

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

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

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

detergentes (Arora & Sharma, 2010). 

 

1.4. Os gêneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota  

Neste trabalho foram estudados os gêneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota 

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

gasteroide e secotioide não possuem registros para o Brasil.  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2016). 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

potencial de intoxicações. 

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

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

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

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

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

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

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

Putzke, 2014; Suaza Blandón, 2016). 

 

1.4.1 Agaricus L. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

menores que 10 μm. Os basídios clavados, principalmente tetrasporados, podendo ser 

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

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

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

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

fíbulas.  

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

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

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

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

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

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

brasileiras baseados unicamente em análises morfológicas. 

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

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

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

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

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

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

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

(Tab.1). 

Estudos para o Brasil 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Pegler. 

 

1.4.2 Chlorophyllum Mass. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

apresentam queilocistídios, mas não pleurocistídios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

cm. Fotos Fazolino E.P. 

Foi considerado por muito tempo um gênero monoespecífico com Chlorophyllym 

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

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

mostraram que Chlorophyllum molybdites formava um clado com Macrolepiota, seção 

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

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

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

(Tab. 1). 

 

Estudos para o Brasil 

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

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

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

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

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

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

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

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

utilização de análises moleculares. 
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Tabela 2. Classificação infragenérica dos gêneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota. 

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

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

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

2010, 2012; Lebel & Syme, 2012).  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

mas não pleurocistídios. 

Inúmeras modificações foram feitas na classificação desde o seu estabelecimento por 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

Estudos para o Brasil 

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

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

al., 2018). 

Diferentes pesquisadores contribuíram para o conhecimento da diversidade de 

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

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

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

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

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

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

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

Wasser, M. kerandi (Speg.) singer, M. mastoidea (Fr.) Singer, M. procera (Scop.) Singer, M. 



35 

 

 

 

procera var. vulpina (Rick) Raithelh., M. pulchella de Meijer & Vellinga, M. stercoraria 

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

 

2.1. Objetivo geral 

Ampliar o conhecimento sobre a diversidade e aplicabilidade de espécies de 

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

morfológicas, moleculares e bioquímicas. 

 

2.2. Objetivos específicos 

Conhecer as espécies dos gêneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota 

presentes nas áreas de estudo; 

Elaborar descrições e ilustrações para identificação das espécies encontradas; 

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

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

micélio de espécies selecionadas. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

3.1. Área de estudo  

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

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

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

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

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

Chlorophyllum e Macrolepiota possuírem espécies bem adaptadas ao ambiente antropizado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

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

 

Excursões e coletas 

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

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

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

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

excursões realizadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

As coletas foram realizadas preferencialmente nos períodos chuvosos de cada região 

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

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

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

pastagens devido à adaptabilidade dos gêneros estudados com ambientes antrópicos. 

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

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

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

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

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

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

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

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

 

 

 

 

 

 

Secagem e preservação 

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

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

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

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

análises. 

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

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

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

 

3.3. Análises morfológicas 

 

Análise macroscópica 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

e Wright & Albertó (2002). 

Análise microscópica 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

os basidiósporos. 

 

 

 

 

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

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

Congo. Escala 20 µm. 

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

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

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

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

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

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

(1986) e Wright & Albertó (2002). 

 

3.4. Análises moleculares 

Isolamento e amplificação do DNA 

O DNA genômico foi extraído de amostras secas conforme protocolo de 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 μL de solução CTAB; aguarda-se 12–24 horas em 

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

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

DNA; adiciona-se mais CTAB para completar 500 μL; o homogenizado é incubado a 65 ˚C 

por 30 minutos a 1 h; então adiciona–se 500 μL de clorofórmio: álcool isoamílico (24: 1); 

mistura–se delicadamente por aproximadamente 5 minutos; logo após 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 clorofórmio: álcool isoamílico 

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

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

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

misturado suavemente e colocado em refrigeração – 10˚C durante durante 12–24 horas; após 

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

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

pellet duas a três vezes com 50–100 μL 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 

μL TE 1x (Tampão Tris) ou mq H2O e aquece-se a 45˚C por 2 horas (ou durante a noite a 

4˚C); coloca-se 1–2 μL de RNAse; realiza-se uma eletroforese em gel de agarose para 

certificar-se do sucesso da extração e então estoca-se em refrigeração de – 10˚C.  

Reação em cadeia da polimerase – PCR 

As seguintes regiões foram amplificadas: nuc-rDNA ITS1–5.8S–ITS2 (ITS) usando os 

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

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

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

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

contendo 1 unidade de DNA polimerase Taq, 3,0 μL de tampão de reação 10 x Taq 

polimerase (Applied Biological Material Inc., Vancouver, Canadá), 3,0 μL de solução de 

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

de cada um dos dois primers e 1–2 μL de DNA total. A amplificação por PCR de ITS foi 

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

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

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

Matheny (2005), respectivamente.  

 

Sequenciamento de DNA 

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

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

sequenciamento e para 28S foram usados LR0R e LR5. 

Alinhamento e análises filogenéticas 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

ITS1 + 5.8S + ITS2 + 28S + RPB2-1ª, –2ª, –3ª posições de codon; o intron RPB2 (quarto) foi 

excluído. Os alinhamentos foram depositados no TreeBASE. 

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

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

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

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

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

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

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

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

verossimilhança e inferência bayesiana.  

Análise de máxima verossimilhança – ML 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

suporte moderado. 

Análise de Inferência Bayesiana – BI 

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

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

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

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

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

ITS1; JC para 5.8S; GTR + G para ITS2 e 28S; SYM + G para RPB2-1st, –2nd, –3rd). Foram 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3.5. Identificação do material 

Para a identificação do material foi utilizada bibliografia especializada, principalmente 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Thiers (2017). 

 

3.6. Análises enzimáticas 

Isolados 

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

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

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

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

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

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

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

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

refrigeração de 4°C. 

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

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

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

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

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

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

placas. 

Meio ágar corante –AC 

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

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

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

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

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

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

Análise quali-quantitativa de fenol-oxidases dos isolados  

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

com AEM por um período de 20–30 dias conforme o desenvolvimento de cada espécie. Após 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Para as análises quantitativas foram considerados os isolados que apresentaram os 

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

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

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

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

totais e proteínas totais. 

 

Meio de cultivo submerso – CSM 

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

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

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

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

destilada q.s.p. 100 ml. 

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

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

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

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

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

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

Todos os testes foram realizados em triplicata. 

Meios de cultivo em estado sólido – CSL 

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

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

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

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

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

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

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

triplicata. 
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Obtenção do extrato enzimático 

Cultivo Submerso 

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

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

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

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

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

 

Cultivo em Estado Sólido 

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

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

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

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

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

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

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

Métodos analíticos 

Determinação do potencial hidrogeniônico – pH 

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

utilização de um pHmetro. 

Determinações enzimáticas 

Todas as atividades enzimáticas foram expressas em unidades internacionais por 

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

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

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

Lacases – Lac 

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

da quantificação do produto da oxidação 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 tampão 

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

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

(μ420 =3,6. 104 M-1cm–1) durante 90 segundos, a 25°C, em uma placa de 96 poços. 

Peroxidases totais – Per 

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

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

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

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

atividades detectadas para lacases. 

Manganês peroxidases – MnP 

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

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

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

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

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

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

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

absorbância em espectrofotômetro (μ610 = 4,46x104 M-1cm-1) através de 0,3 mL colocados 

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

de reação. 

pH ótimo da atividade de lacases 

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

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

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

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

Temperatura ótima da atividade de lacases 

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

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

45°C. 
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Termoestabilidade da atividade de lacases 

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

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

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

Zimograma de lacases 

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

de poliacrilamida (SDS–PAGE), segundo metodologia descrita por Laemmli (1970) e 

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

em 30 μL de tampão amostra. Foi um gel para empilhamento com concentração 4% (m/v) e 

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

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

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

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

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

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

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

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

Rad® com bandas de 10 a 250 kD. 

 

Análises estatísticas 

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

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

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

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

auxílio do programa GraphPad Prism. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Coletas 

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

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

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

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

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

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

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

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

em muito este trabalho. 

 

4.2. Análises moleculares 

Neste estudo fornecemos 116 novas sequências dos gêneros Agaricus, Chlorophyllum 

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

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

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

Manuscritos I, II e III. 

 

4.3. Revisão de herbários 

Herbário PACA 

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

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

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

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

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

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

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

herbários, no século passado. 

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

UFRN-Fungos 
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A revisão demonstrou que os gêneros Chlorophyllum e Macrolepiota estavam 

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

registro para a região Nordeste. 

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

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

revisado devido ao mal estado de conservação do material. 

ICN 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

do DNA de C. lilaceum do material deste herbário. 

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

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

êxito nas análises moleculares dessas coleções. 

HBEI 

Toda coleção de Agaricaceae estava em péssimo estado de conservação, 

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

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

microscópicas do material foi identificado como do gênero Macrolepiota. 

HBC 

As coleções de Agaricaceae também estavam em péssimas condições de conservação 

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

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

possível a extração de DNA do material. 

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

sendo 



52 

 

 

 

TABELA 5 – Espécies identificadas 
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Continuação (2/7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Continua (2/7) 
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Continuação (3/7) 
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Continuação (4/7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Continua (4/7) 
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Continuação (5/7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

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

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

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

possível a extração de DNA para as análises moleculares. 

 

4.4. Análises enzimáticas 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Chlorophyllum hortense e Macrolepiota sp4. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

biotecnológica de espécies nativas da família Agaricaceae.  
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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 & Albertó, 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 Paraná 

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 × 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 desidratação??? 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 (Góes-Neto et al. 2005). We amplified the nuc rDNA internal 

transcribed spacer region ITS1-5.8S-ITS2 (ITS) using primers ITS1F and ITS4 (White et al., 

1990); the nuclear large subunit 28S nuc rDNA (28S) using primers LR0R and 105 LR7 

(Vilgalys and Hester 1990); the region located between domains 6 and 7 of the second largest 

RNA polymerase II (RPB2) using primers bRPB2-6F and bRPB2-7.1R (Frøslev 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 μL containing 

20 μL of 2X PCR Taq MasterMix (Applied Biological Material Inc., Vancouver, Canada), 0.8 

μL of 10 μM each of the two primers, H2O q.s.q. to 40 μL and 1–2 μL of total DNA. ITS 

amplification was performed with 2 min initial denaturation at 95° C, followed by 35 cycles 

of 30 s at 95° C, 1 min and 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 μL 

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA), 1.75 μL 5x Buffer, 1 μL primer, H2O q.s.p. to 10 μL, up to 2 μL of the amplification 

product. For sequencing, we used the primers LR0R 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: ITS1, 

5.8S, and ITS2. The second dataset was for combined analyses, which was subdivided into 11 

data partitions: ITS1, 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+28S+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-ITS2 (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 -lnL 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 -lnL 27815.668043. The two 

Bayesian runs converged to stable likelihood values (−lnL = 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. Tucumán, Parque Avellaneda (Herb. LIL, Singer T306–holotype). 

Description from Brazilian material (Fig. 3) 

 

Specimens examined: BRAZIL, Paraná State: Santa Mariana, Parque Estadual Mata de 

São Francisco, in the soil among dry leaves, 23 Dez 2015, Marcelino F002 (ICN 199161), 

Campo Mourão, 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 (1A1). Stipe cylindrical, central, 8.7‒12.4 × 0.6‒0.8 cm, reddish white to reddish 

gray (9A2‒9B2), smooth; base abruptly bulbous 1.6‒2.0 cm. Context reddish white (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) × (3.6) 3.8–5.0 (5.5) 

μm, Q = 1.47, ellipsoid, thick walled, smooth, hyaline, dextrinoid, metachromatic in Cresyl 

blue, without germinative pore. Basidia 19.8–30.2 × 6.0–10.2 μm, clavate, thin-walled, 

hyaline to pigmented, 4-spored. Cheilocystidia 17.6–68.4 × 7.4–23.0 μm, 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 μm, thin walled. Squamules on stipe similar to those on the pileus 13.6–112.0 × 

3.3–9.0 μm. 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; 

Paraná, Marcelino, F003 (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 

Z.W. 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 posição da espécie na filogenia, comparar com espécies próximas etc. O que 

caracteriza a seção 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 posição das coleções brasileiras na filogenia, comparar com espécies 

próximas... O que caracteriza a seção Chlorophyllum? 

Creio que o seu material deve ser descrito.  

Incluir material examinado, habitat e distribuição...  

 

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 posição das coleções brasileiras na filogenia, comparar com espécies 

próximas... O que caracteriza a seção Ellipsoidosporum? 

Creio que o seu material deve ser descrito.  

Incluir material examinado, habitat e distribuição... 

 

Chave para identificação 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 μm, b, 

c, e and f 20 μm  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. Vouchers? 
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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 classificação proposta para Agaricus. 

Cinco espécies foram descritas, sendo um primeiro registro para América do Sul, A. 

tollocalensis, e quatro novidades taxonômicas, A. hirsutus, A. lacaseus, A. reactivus e A. 

xanthovolvatus, todos pertencentes ao subgênero Pseudochitonia, seção Xanthodermatei, 

coletados em áreas de Mata Atlântica. Foram realizadas análises filogenéticas moleculares de 

nuc rDNA ITS1-5.8S-ITS2 (ITS) e de dados combinados [ITS + nuclear large subunit rDNA 

(28S)]. Descrições detalhadas e ilustrações de seus caracteres macro e microscópicos são 

fornecidas. 

Keywords: Agaricaceae, Taxonomy; Phylogeny; Neotropical fungi; ITS; 28S; TEF1-𝛼 

 

INTRODUÇÃO 

Agaricus é o gênero de cogumelo mais conhecido, com muitas de suas espécies 

comestíveis, algumas com propriedades medicinais (Kües & Liu, 2000) e umas poucas 

tóxicas, essas últimas principalmente pertencendo à seção Xanthodermatei autores, causando 

distúrbios gastrointestinais em humanos (Zhao et al., 2012). O gênero foi estabelecido por 

Linneu em 1753, possui distribuição cosmopolita, e conta atualmente com cerca de 400 

espécies (Zhao et al., 2011; Karunarathna et al., 2016; Zhao et al., 2016). Para melhor 

compreender o gênero, Heinemann (1956) e Singer (1986) propuseram classificações infra-

genéricas dividindo-o em subgêneros e seções, baseadas principalmente em espécies 

europeias e de clima temperado, as quais têm sido amplamente utilizadas em todo o mundo. 

No entanto, em um estudo realizado com espécies tropicais da Ásia, África e Américas, Zhao 

et al., 2011 demonstraram que cerca de 2/3 das espécies tropicais não se enquadram nas 
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classificações de Heinemann e Singer. Este fato levou Zhao et al., (2016) a proporem uma 

nova classificação infra-genérica para o gênero Agaricus, considerando o tempo de 

divergência das espécies para estabelecer os níveis taxonômicos, através de uma robusta 

análise multigênica (ITS, LSU, tef-1α e rpb2) com centenas de espécies de todas as regiões, 

incluindo 86 espécies “typus”, dividindo o gênero em cinco subgêneros (Agaricus, 

FlavoAgaricus, Minores, Pseudochitonia e Spissicaules) e 20 seções. Zhen et al. (2017), na 

mesma direção, ampliaram a classificação incluindo mais um subgênero (Minoriopsis). 

Com o intuito de ampliar o conhecimento do gênero, focamos nossos estudos no 

subgênero Pseudochitonia, na seção Xanthodermatei, conhecida por apresentar espécies 

tóxicas e pela coloração amarela do contexto dos basidiomas quando expostos. A seção é 

caracterizada por reação positiva em KOH e reação negativa de Schäffer, reação do contexto 

quando exposto tornando-se fortemente amarelo, especialmente na base do estipe, odor de 

iodo ou fenólico. Incluir mais referências na introdução. 

Com base em estudos morfológicos e moleculares, levando em conta a nova classificação, 

apresentamos a descrição de quatro novas espécies para a ciência e um novo registro de 

Agaricus, seção Xanthodermatei da Mata Atlântica do Sul do Brasil. 

  

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Coletas e análises morfológicas. - Os materiais examinados foram coletados no Estado 

do Rio Grande do Sul, Brasil, em áreas de Mata Atlântica e Pampa durante os anos de 2015 e 

2016. Todo material estudado foi depositado no Herbário ICN. Os códigos de herbário 

seguiram Thiers (2017). Notações de cores nas descrições seguiram Kornerup e Wanscher 

(1978). Descrições morfológicas foram baseadas em notas de campo e fotos do material. Para 

observações da micro-morfologia, foram montados cortes à mão livre em KOH a 3% e 

vermelho do Congo dos basidiomas. 

Pileipélis, estipitipélis, queilocistídios e basidiósporos foram observados em 

microscópio ótico em 1.000 × de magnitude. Reagente de Melzer foi usado para testar a 

reação de amiloidia dos basidiósporos. A abreviação [n/m/p] representa “n” basidiósporos 

medidos de “m” basidiomas de “p” coleções em solução de KOH 3%. Dimensões dos 

basidiósporos são apresentadas na forma de (a)b‒c(d). O intervalo b‒c contém um mínimo de 

90 % dos valores medidos. Os valores extremos (a e d) são dados entre parênteses. Qm indica 
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a média da razão do comprimento/largura dos basidiósporos. 

Extração de DNA e PCR—O DNA foi extraído de amostras secas com o método CTAB 

(Góes-Neto et al., 2005 modificado). Foi amplificado do DNA ribossomal nuclear o 

espaçador interno transcrito 1 e 2, além do 5.8S [ITS1-5.8S-ITS2 (ITS)] utilizando dos 

primers ITS1F e ITS4 (White et al., 1990); e para a região parcial (D1-D3) da subunidade 

maior (28S) foram os primers LR0R e LR7 (Vilgalys & Hester, 1990). Para a região gene 

codificante de proteína, um fragmento entre os exons 4 e 8 (Wendland & Kothe, 1997) do 

gene TEF1, no qual codifica o fator de elongação EF1-𝛼, utilizando do par de primers 983F e 

2212R (Rehner and Buckley, 2005). A reação de polimerase em cadeia (PCR) foi conduzida 

com um volume total de 40 μL, dos quais 20 μL foram de 2X PCR Taq MasterMix (Applied 

Biological Material Inc., Vancouver, Canada), 0,8 μL de 10 μM de cada primer, H2O q.s.q. 

até 40 μL e 1–2 μL do DNA total. A região ITS foi amplificado com a seguinte configuração 

do termociclador, 2 min inicial de desnaturação a 95 °C, seguido por 35 ciclos de 30 s a 95 

°C, 1 min e 30 s a 57 °C, 30 s a 72 °C, e extensão final de 10 min a 72 °C. A amplificação 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 reações de sequenciamento e sequenciamento foram 

conduzidas no Centro de Pesquisas René Rachou da FIOCRUZ (Belo Horizonte, Brazil). Os 

primers de sequenciamento foram LR0R e LR5 para 28S; ITS1F e ITS4 para ITS; e 1567R e 

2212R para o TEF1. 

 

Alinhamento e reconstruções filogenéticas - As sequências foram montadas e 

corrigidas manualmente com Geneious 9.1.4 (Kearse et al., 2012), depois alinhadas 

automaticamente com o MAFFT 7 (Katoh & Standley, 2013) com a estratégia de modo 

automático. Quando necessário, o alinhamento foi ajustado manualmente com o MEGA 

7.0.20 (Kumar et al., 2016). Três conjuntos de dados foram analisados, (1) sequências de ITS 

dos últimos trabalhos realizados com Agaricus (Zhao et al. 2011, 2016; Callac & Guinberteau 

2017; Drevinski et al. 2017; Parra et al. 2018), também buscamos sequências do Brasil  no 

GenBank, (TABELA SUPLEMENTAR 1); (2) sequências de ITS mais proximamente 

relacionadas às nossas amostras, seção Xanthodermatei (Zhao et al. 2016 e Parra et al. 2018), 

são apresentadas na TABELA SUPLEMENTAR 2; e (3) para as análises de sequências 

combinadas, foram utilizadas as sequências do conjunto de dados 2, que também tinham 28S 

e TEF1 (TAB. 1). Todas as análises de ITS foram conduzidas com três partições: ITS1, 5.8S e 
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ITS2. E para as análises com os dados combinados (3), subdividimos em oito partições: ITS1, 

5.8S, ITS2, 28S, codons TEF1-1st, -2nd, -3rd e íntrons do TEF1. 

Reconstruímos as relações filogenéticas com os três 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 análises de ITS com maior foco na 

seção Xanthodermatei, onde se posicionaram as nossas amostras. Um total de 103 espécimes 

foram incluídos nas análises do ITS. Agaricus campestris (KT951322 e KM657927) foi 

designado como grupo externo com base em estudos anteriores (Parra et al. 2018). 

Abreviações de países seguiram o código ISO 3166. Para a reconstrução das relações em 

Xanthodermatei, com os conjuntos de dados ITS, 28S e TEF1, foram utilizados 63 espécimes, 

com dois espécimes de A. campestris (seção Agaricus) como grupo externo. Os métodos e 

parâmetros para a reconstrução das filogenias são descritas detalhadamente por Fazolino et al. 

(2018). Informações sobre modelos evolutivos do conjunto de dados 3 são dados na TABELA 

SUPLEMENTAR 3. Todas as análises foram depositadas no TreeBASE (submission ID: será 

providenciado). 

 

RESULTADOS 

Análises filogenéticas—No primeiro conjunto de dados, a matriz final foi de 703 pb. Foi 

possível observar nossas amostras em Xanthodermatei e não foi encontrada nenhuma amostra 

do Brasil proximamente relacionada (FIGURA SUPLEMENTAR 1); muitas das relações 

interespecíficas não foram suportadas. A matriz final alinhada do conjunto de dados 2, região 

ITS, foi de 718 bp. Na análise de RAxML, o alinhamento teve 379 padrões distintos com uma 

proporção 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 otimização ML foi -LnL 6967.75. A árvore ML de melhor scoring com os valores de 

bootstrap anotados é apresentada na FIG. 1. As análises do conjunto de dados combinados foi 

a partir da matriz final de 2076 pb. Na análise de Máxima Verossimilhança o alinhamento 

teve 719 padrões distintos com uma proporção de gaps e caracteres indeterminados de 9.84%, 

o critério auto-MRE indicou 702 réplicas como suficientes para estimar o suporte, e a 

probabilidade final de otimização ML foi −LnL 13852.423. Na análise Bayesiana, depois de 

850 000 gerações, as corridas convergiram a valores estáveis de likelihood (−lnL = 13439.68, 

13439.95) e 1278 árvores foram utilizadas para calcular a árvore consenso e estimar os 

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

Em ambas as análises, os espécimes estudados posicionaram-se com alto suporte, 

proximamente relacionados às linhagens dos ramos mais internos do clado/seção 

Xanthodermatei, no qual conforme estudos prévios (Parra et al., 2018), foi nomeado como 

Xanthodermatei I. As principais diferenças entre os dois conjuntos de dados foram os 

clados/seções que se posicionaram diferentemente. Porém, tratando-se das relações de 

proximidade com as mostras deste estudo, não houve divergências significativas. Devido à 

ausência de algumas amostras que continham somente ITS e não foram observadas nas 

análises de dados combinados, o detalhamento sobre as proximidades filogenéticas são dados 

a seguir com base na análise de ITS. 

No ingroup quatro clados principais foram recuperados, os quais representam as 

seções Chitonioides, Bivelares, Crassipori e Xanthodermatei, além de Agaricus campestris da 

seção Agaricus, como outgroup. Seis espécimes deste estudo foram recuperados em 

Xanthodermatei, juntamente às 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 último, no qual 

ambos podem representar a mesma espécie. Por fim, os últimos quatro espécimes foram 

encontrados no mesmo clado (96). ICN 198978 foi encontrado altamente suportado (100) com 

A. tollocanensis (AY703913) do México, espécie que representa o primeiro registro para a 

América do Sul. Já 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 últimos, são descritos aqui como A. xanthovolvatus 

sp. nov. 

 

Análises Morfológicas. Todas as coleções estudadas apresentaram as características 

distintivas da seção Xanthodermatei: odor fenólico, reação positiva para KOH, negativa para 

Schäffer (embora as análises foram realizadas em espécimes secos) e contexto tornando-se 

amarelo quando exposto. Das cinco espécies analisadas, uma não apresentou queilocistídios, 

Agaricus tollocanensis, primeiro registro para América do Sul, e outras quatro novas espécies 

que são apresentadas a seguir. 
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Taxonomia 

 

Agaricus reactivus Fazolino sp. nov. Fig 3,4 

MycoBank: 

Diagnose: Reconhecido pela forte reação, 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, basidiósporos pequenos com 

média de 4.1–4.9 × 3.0–3.6 μm e hifas da pileipélis com pigmentação vacuolar marrom. 

 

Etimologia: O nome “reactivus” refere-se à forte reação sofrida pelo basidioma quando 

raspado ou quebrado.  

Holótipo: Brasil. Rio Grande do Sul: Viamão, Parque Natural Municipal Saint' Hilaire, 

crescendo no solo entre folhas secas sob vegetação arbórea, 4-V-2015, Fazolino E.P. 506 

(ICN 198976). 

 

Píleo 21−56 mm diâm., 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 píleo 2−3 

mm de espessura no centro e 1 mm na margem, branco (7A1) tornando-se amarelado quando 

exposto, carnoso, superfície do píleo amarelada quando raspada. Lamelas livres, brancas no 

início, depois rosadas e finalmente marrons quando maduras, tornando-se fortemente 

amareladas quando danificadas, próximas, com lamélulas. Estípite 27−65 × 4−6 mm (meio) / 

7−9 mm (na base), cilíndrico, central, levemente bulboso, superfície lisa; contexto branco 

(7A1), mudando fortemente para amarelo vivo quando cortado. Anel superior, membranoso, 

com duas camadas, branco (7A1). Odor fenólico. Esporada marrom. 

 

Reação em KOH 3% positivo, amarelo intenso, Schäffer negativo. 

 

Basidiósporo [50/3/1] (3.9–) 4.1–4.9 (–5.0) × (2.9–) 3.0–3.6 (–3.9) μm, Qm = 1.37, 

elipsoide a ovoide, castanho, liso, de parede espessa, com apículo conspícua, sem poro 

germinativo. Basídios (14.6–) 18.0 (–21.7) × (–4.9) 6.4 (–7.3) μm, clavados, hialinos, lisos, 4-

esporado. Pleurocistídios ausentes. Queilocistídios (17.2–) 26.5 (–38.3) × (–9.8) 14.2 (–17.7) 
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μm, vesiculosos, alguns piriformes, hialinos, de paredes finas, cobrindo toda a borda da 

lamela. Trama da lamela regular. Pileipélis uma cutis composta de hifas cilíndricas a 

fusiformes, algumas infladas, de paredes finas, pigmentadas de marrom, ramificadas, (4.7–) 

8.5 (–21.2) μm de diâm., sobre um contexto de hifas infladas, cilíndricas, hialinas, de paredes 

finas. Estipitipélis uma cutis, composta por hifas cilíndricas, prostradas, de paredes finas, 

hialinas, (3.8–) 6.6 (–10.2) μm de diâm. 

 

Hábito e habitat: gregário, terrestre, crescendo no solo entre as folhas secas no bosque. 

 

Material examinado: Brazil. Rio Grande do Sul: Viamão, Parque Natural Municipal 

Saint' Hilaire, crescendo no solo entre folhas secas sob vegetação arbórea, 4-V-2015, Fazolino 

E.P. 506 (ICN 198976). 

 

Notas: Agaricus reactivus distingue-se de outras espécies conhecidas devido à forte 

reação da exposição do contexto, lamelas e superfície do píleo quando danificados ou 

cortados. Está proximamente relacionado com A. pocillator, no entanto este possui 

basidiomas maiores, coloração branca no píleo, esquâmulas flocosas no disco e anel simples 

(Murrill, 1941), além de não sofrer mudança na coloração quando o contexto é exposto, ao 

contrário do que acontece com A. reactivus. 

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

espécie está. O que aproxima as espécies xanthovolvatus, pocillator, reactivus (na árvore está 

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

 

Agaricus lacaseus Fazolino sp. nov. Fig 5, 6 

MycoBank: 

Diagnose: caracterizado por basidiomas grandes, pela superfície do píleo coberta com 

esquâmulas fibrilosas castanhas sobre um fundo cinza-acastanhado, hifas da pileipélis com 

conteúdo citoplasmático marrom, anel simples, basidiósporos elipsoides com média entre 

5.5–7.8 × 3.4–4.5 e forte odor fenólico. 

 

Etimologia: O nome “lacaseus” refere-se à significativa produção de lacase. 
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Holótipo: Brazil. Rio Grande do Sul: Canoas, Parque Municipal Getúlio Vargas, solitário, 

terrestre, crescendo no solo entre folhas secas no bosque, 14-VI-2015, Fazolino E.P. 551 (ICN 

198977). 

 

Píleo 71−78 mm diâm., carnoso, hemisférico para convexo ou plano-convexo, disco 

aplanado; superfície coberta com esquâmulas fibrilosas, castanho a castanho amarelado no 

centro (5F4, 5F5), cinzento acastanhado (5C2, 5D2) em direção à margem, sobre fundo cinza 

esbranquiçado, margem levemente crenada. Contexto do píleo 5 mm de espessura no centro e 

1 mm na margem, branco (5A1) tornando-se levemente amarelado quando exposto, carnoso; 

superfície do píleo torna-se amarelada quando raspada, depois tornando-se escurecida. 

Lamelas livres, brancas a princípio, depois rosadas e finalmente marrons quando maduras, 

tornam-se levemente amareladas quando danificadas, margem regular, próximas, com 

lamélulas. Estípite 99−111 × 9−11 mm, cilíndrico, central, fistuloso, superfície glabra, 

concolor com o estipe, contexto branco (5A1), muda para amarelado quando cortado, 

principalmente na base. Anel súpero, pendente, membranoso, branco (5A1). Odor fenólico. 

Esporada marrom. 

 

Reação em KOH 3% positivo, amarelo forte, Schäffer negativo. 

 

Basidiósporos [60/1/1] (5.4–) 5.5–7.8 (–8.0) × (3.3–) 3.4–4.5 (–4.6) μm, Qm = 1.64, 

elipsoide a ovoide, castanho, liso, de parede espessa, com apículo conspícuo, sem poro 

germinativo. Basídios (12.3–) 17.3 (–24.7) × (5.3–) 6.1 (–7.1) μm, clavados, hialinos, lisos, 4-

esporados. Pleurocistídios ausentes. Queilocistídios (6.9–) 14.6 (–20.1) × (5.6–) 8.3 (–12.0) 

μm, vesiculosos, claviformes ou piriformes, hialinos, de paredes finas, cobrindo a borda da 

lamela. Trama da lamela regular, com hifas oleíferas. regular. Pileipélis uma cutis composta 

de hifas cilíndricas a fusiformes, algumas piriformes de paredes finas, pigmentadas de 

marrom em KOH, ramificadas, (4.2–) 7.8 (–17.0) μm de diâm., sobre um contexto de hifas 

infladas, cilíndricas, hialinas, de paredes finas. Estipitipélis uma cutis, composta por hifas 

cilíndricas de paredes finas, pigmentadas de marrom como na pileipélis em KOH, (2.9–) 4.4 

(–8.4) μm de diâm. 

 

Hábito e habitat: solitário, 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 Getúlio Vargas, solitário, 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 queilocistídios, diâmetro do píleo quase duas veze 

maior, além dos basidiósporos que também são maiores. Agaricus lacaseus ficou junto na 

sequência de ITS de Agaricus aff. volvatulus (espécime F2767), uma espécie ainda não 

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 não acontece com A. lacaseus. 

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

espécie está... 

 

Agaricus xanthovolvatus Fazolino sp. nov. Fig 7, 8 

MycoBank: 

 

Diagnose: Basidiomas grandes, píleo ligeiramente depresso no disco central, com fibrilas 

castanho acinzentadas e estípite com uma base dobrada em forma de volva, basidiósporos 

5.0–7.0 × 3.2–4.1 μm, queilocistídios grandes, vesiculiformes a piriformes, pileipélis com 

hifas cilíndricas a fusiformes com conteúdo vacuolar marrom, odor fenólico.  

Etimologia: O nome “xanthovolvatus” refere-se às características da seção 

Xanthodermatei e a dobra na base do estipe semelhante a uma volva. 

Holótipo: Brasil. Rio Grande do Sul: Porto Alegre, Morro Santana, solitário a gregário, 

terrestre, crescendo no solo entre folhas secas na floresta, 24-VI-2014, Fazolino 383 (ICN 

198972). 

 

Píleo 46-127 mm diâm., 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 róseos avermelhados 

com a idade, margem variando de lisa a apendiculada, torna-se amarelada quando raspada. 

Contexto do píleo 7 mm de espessura no centro e 1mm na margem, branco (1A1) torna-se 

levemente amarelado quando exposto, carnoso. Lamelas livres, branca no início, depois 
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rosada e finalmente marrom quando madura, tornando-se rosada a avermelhada quando 

danificada; margem regular, próxima, com lamélulas. Estípite 55−122 × 6−10 mm, cilíndrico, 

central, fistuloso, base do estipe 13−24 mm larg. × 8−9 mm alt., mais alargada e dobrada 

semelhante a uma volva, superfície lisa, branca a levemente amarelada, contexto branco 

(1A1), muda para fortemente amarelo quando cortado, descolore com o decorrer do tempo. 

Anel súpero, membranoso, pendente, com a superfície inferior branca com escamas 

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

 

Reação em KOH 3% positivo, amarelo forte, Schäffer negativo. 

 

Basidiósporos [59/2/3] (4.6–) 5.0–7.0 (–7.6) × (3.1–) 3.2–4.1 (–4.3) μm, Qm= 1.6, 

elipsoide a ovoide, marrom, liso, de parede espessa, com apículo conspícuo, sem poro 

germinativo. Basídios (14.5–) 17.8 (–21.4) × (–5.5) 6.5 (–8.1) μm, clavados, hialinos, lisos, 4-

esporados. Pleurocistídios ausentes. Queilocistídios (12.6–) 23.1 (–50.6) × (–8.0) 12.7 (–

20.2) vesiculiformes a piriformes, hialinos, paredes finas. Trama da lamela regular. 

Pileipélis uma cutis composta de hifas cilíndricas a fusiformes, algumas piriformes de paredes 

finas, pigmentadas de castanho em KOH, ramificadas, (4.2–) 7.8 (–17.0) μm de diâm., sobre 

um contexto de hifas infladas, cilíndricas, hialinas, de paredes finas. Muitas hifas oleíferas de 

coloração castanho a esverdeado em KOH são observadas no contexto do píleo, na trama das 

lamelas e raramente na estipitipélis. Estipitipélis uma cutis, composta por hifas cilíndricas de 

paredes finas, levemente esverdeadas em KOH, [3.2 5.6 (–9.5)] μm de diâm. 

 

Hábito e habitat: solitário a gregário, 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-VI-2014, Fazolino E.P 377 (ICN 

198971); 3-VII-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, basidiósporos e basídios maiores e a presença 

de grandes queilocistídios vesiculosos a piriformes, enquanto que em A. volvatulus, uma 

espécie da África tropical, os queilocistídios estão ausentes ou muito raros de se encontrar, 

conforme revisão do tipo por Chen et al. (2016). Agaricus xanthovolvatus está proximamente 
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relacionado com A. pocillator. Agaricus pocillator possui basidiomas e basidiósporos 

menores (Murrill, 1941) e A. lacaseus difere por não possuir a base do estipe dobrada em 

forma de volva. 

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

espécie está.. 

Incluir materiais adicionais examinados para enriquecer a discussão. 

 

Agaricus hirsutus Fazolino sp. nov. Fig 9,10 

MycoBank: 

 

Diagnose: Basidiomas pequenos, superfície do píleo coberta por uma espessa camada de 

escâmulas fibrilosas marrons, hifas da pileipélis entrelaçadas com dimensões superiores a 50 

μm, com conteúdo vacuolar marrom, basidósporos 4.9–8.6 × 3.5–6.0 e queilocistídios 

predominantemente clavados.  

Etimologia: O nome “hirsutus” refere-se à pileipélis formada por uma camada espessa de 

hifas emaranhadas, formando abundantes escâmulas na superfície do píleo, o que dá um 

aspecto piloso à espécie. 

Holótipo: Brasil. Rio Grande do Sul: Porto Alegre, Morro Santana, gregário, terrestre, 

crescendo no solo entre folhas secas no interior da floresta, 28-IV-2015, Fazolino 492 (ICN 

198975). 

 

Píleo 17-40 mm diâm., carnoso, convexo quando jovem, plano-convexo quando maduro, 

disco central ligeiramente umbonado, coberto por finas e abundantes esquâmulas 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 píleo 4 mm de espessura no centro e 1 mm na margem, branco (1A1), 

tornando-se levemente amarelado quando exposto, carnoso. Lamelas livres, brancas no 

início, depois rosadas e finalmente marrons quando maduras, margem regular, próxima, com 

lamélulas. Estipe 28−72 × 3−6 mm, cilíndrico, central, fistuloso, com a base levemente 

alargada, superfície lisa, branca a castanho claro nos mais velhos, contexto branco (7A1), 

mudando para amarelo intenso quando cortado, especialmente na base. Anel súpero, 

membranoso, branco (7A1). Odor fenólico. Esporada marrom. 

 



101 

 

 

 

Reação em KOH 3% positivo, amarelo forte, Schäffer negativo. 

 

Basidiósporos [77/1/4] (4.9–) 5.0–7.9 (–8.6) × (3.5–) 3.6–4.7 (–6.0) μm, Qm= 1.47, 

elipsóide a ovóide, marrom, liso, de parede espessa, com apícula conspícua, sem poro 

germinativo. Basídio (12.5–) 15.8 (–19.8) × (–5.3) 6.6 (–7.8) μm, clavado, hialino, liso, 4-

esporado. Pleurocistídios ausente. Queilocistídios (8.8–) 21.8 (–36.6) × (–6.2) 7.8 (–10.5) 

μm, claviformes a vesiculosos, hialinos, de paredes finas, cobrindo a borda da lamela. Trama 

da lamela regular. Pileipélis composta de hifas cilíndricas a fusiformes, algumas infladas, de 

paredes finas, ramificadas e enoveladas, com cerca de 50 μm a partir da base das hifas, 

pigmentadas de marrom em KOH, (3.6–) 8.9 (–19.4) μm de diâm., sobre um contexto de hifas 

infladas, cilíndricas, hialinas, de paredes finas. Estipitipélis uma cutis, composta por hifas 

cilíndricas, prostradas, de paredes finas, hialinas, (3.5–) 6.8 (–12.0) μm de diâm. 

 

Hábito e habitat: solitário a gregário, terrestre, crescendo em solo no interior da mata. 

 

Materiais examinados: Brasil. Rio Grande do Sul: Porto Alegre, Morro Santana, 

gregário, terrestre, crescendo no solo entre folhas secas no interior da mata, 28-IV-2015, 

Fazolino 490.  

 

Nota: Agaricus hirsutus está proximamente relacionado a A. californicus. Diferem entre 

si, pois A. hirsutus apresenta o píleo coberto com escâmulas espessas de coloração marrom, 

enquanto A. californicus possui o píleo liso a levemente fibriloso e de coloração purpúrea a 

marrom purpúrea, além de apresentar os basidiomas maiores (Kerrigan et al., 2005). Agaricus 

laskibarii também está proximamente relacionado, mas difere por apresentar basidiomas 

maiores com cobertura do píleo fibriloso de coloração cinza a castanho acinzentado 

(Anabitarte, 2004). 

Discutir as outras espécies dentro desse clado: xanthodermatulus, parvitigrinus, caribaeus.  

 

Agaricus tollocanensis Callac & G. Mata Fig 11, 12 

 

Píleo 22−80 mm diâm., carnoso, glabro, hemisférico a convexo ou convexo plano-

convexo quando jovem, plano-convexo, branco (30A1) a levemente amarelado (30B2), 

margem lisa a ligeiramente crenada. Contexto do píleo 8mm de espessura no centro e 1 mm 
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na margem, branco (1A1) tornando-se levemente rosado quando exposto, carnoso; a 

superfície do píleo fica amarelada quando raspada. Lamelas livres, brancas a princípio, 

depois rosadas e finalmente marrons quando maduras; margem regular, próximas, com 

lamélulas. Estipe 57-86 × 7−15mm, cilíndrico, mais alargado na base, fistuloso, central, 

superfície glabra, branco nos mais jovens (30A1) a castanho avermelhado nos mais velhos 

(7A2, 7B2) contexto branco (1A1), tornando-se amarelo intenso, especialmente na base, 

posteriormente fica com alguns tons de rosa. Anel súpero, pendente, membranoso, branco 

(1A1). Odor fenólico. Esporada marrom. 

 

Reação em KOH 3% positivo, amarelo, Schäffer negativo. 

 

Basidiósporo [70/1/3] (5.0–) 5.0–6.5 (–6.7) × (3.5–) 3.7–4.5 (–4.8) μm, Qm= 1.41, 

elipsoide a ovoide, marrom em KOH, liso, de parede espessa, com apícula conspícua, sem 

poro germinativo. Basídio (13.8–) 17.7 (–23.5) × (–5.9) 7.1 (–9.0) μm, clavado, hialino, liso, 

4-esporado. Pleurocistidios ausente. Queilocistidios ausente. Trama da lamela regular, com 

hifas oleíferas. Pileipélis uma cutis composta de hifas cilíndricas, prostradas, de paredes finas 

(3.9–) 6.0 (–11.2) μm de diâm., sobre um contexto de hifas infladas, cilíndricas, hialinas de 

paredes finas. Muitas hifas oleíferas de coloração castanho a esverdeado é observado no 

contexto do píleo. Estipitipélis uma cutis, composta por hifas cilíndricas prostradas, hialinas, 

de paredes finas (4.7–) 7.0 (–11.8) μm de diâm. 

Hábito e habitat: gregário, terrestre, crescendo entre abundante serrapilheira sob 

vegetação arbórea no bosque. 

 

Material examinado: Brasil. Rio Grande do Sul: Canoas, Parque Municipal Getúlio 

Vargas, solitário, terrestre, crescendo no solo entre folhas secas no bosque, 14-VI-2015, 

Fazolino E.P. 549 (ICN 198978). 

 

Nota: Agaricus tollocanensis é uma espécie originária da região subtropical do México, 

sendo agora o primeiro registro para a América do Sul. As descrições morfológicas ficaram 

muito próximas entre os espécimes brasileiro e os mexicanos (Callac & Mata, 2004), ambas 

não apresentam queilocistídios. 
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Discussão 

As espécies estudadas ficaram muito bem suportadas no subgênero Pseudochitonia na 

seção Xanthodermatei em ambas as árvores, combinada (FIG. 2) e de ITS (FIG. 1). As 

espécies em estudo ficaram separadas de espécies conhecidas de outros continentes, o que 

reforça as hipóteses de existir nas Américas Central e do Sul linhagens muito diversas das já 

bem conhecidas de clima temperado. 

Agaricus tollocanenis que foi descrito originalmente para a América do Norte, região 

centro sul do México, estava em uma faixa de clima subtropical. Nossas espécies também se 

diferenciaram de espécies tropicais de outros continentes como a África e a Ásia. Outras 

espécies brasileiras encontram-se com sequências no GenBank em outras seções distintas de 

Xanthodermatei (Fig. Supl. 1). 

Várias novas espécies de Agaricus vem sendo publicadas recentemente para regiões 

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 taxonômicas para essa faixa climática, onde se encontra a maior biodiversidade 

do planeta, e ainda muito pouco estudada, especialmente na América do Sul. 
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Figura 1. Filograma de Agaricus a partir de ITS, por análise de Máxima 

Verossimilhança. Os valores de suporte acima e abaixo dos ramos são ML 

BS = 80 ou maior (alto suporte) e ML BS de 70 ou maior (suporte 

moderado). As novas sequências geradas aqui estão em negrito. 
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Figura 2. Filograma de Agaricus a partir de ITS, 28S, e TEF1, por análise de Máxima 

Verossimilhança. Os valores de suporte acima e abaixo dos ramos são ML BS/BPP = 

80/0.99 ou maior (alto suporte) e ML BS/BPP de 70/0.95 ou maior (suporte moderado). 

As novas sequências geradas aqui estão em negrito. 
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Figura 3. Agaricus reactivus. (A) visão geral dos basidiomas; (B e C) reação ao 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Agaricus reactivus - Características microscópicas. (A) basidiósporos, 

escala 10 μm; (B) pileipélis, cada intervalo da escala corresponde a 1 μm 

(aumento de 1000 vezes); (C) basídios, escala 20 μm; (D) queilocistídios, escala 

20 μm. 
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Figura 5. Agaricus lacaseus. (A e B) visão geral do basidioma; (C) reação ao dano; 

(D) reação ao KOH. Escala 4 cm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Agaricus lacaseus reactivus - Características microscópicas. (A) 

basidiósporos; (B) basídios; (C) queilocistídios; (D) pileipélis. Cada 

intervalo da escala corresponde a 1 μm (aumento de 1000 vezes). 
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Figura 7. Agaricus xanthovolvatus. (A) visão geral do basidioma; (B) detalhe da 

base do estípete; (C) reação ao dano; (D) reação ao KOH. Escala 4 cm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Agaricus xanthovolvatus - Características microscópicas. (A) 

basidiósporos, escala 10 μm; (B) basídios; (C) queilocistídios; (D) pileipélis; (E) 

Hifas modificadas. Escala de B–D 20 μm. 
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Figura 9. Agaricus hirsutus. (A) visão geral do basidioma; (B) detalhe da 

base do píleo. Escala 3 cm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Agaricus hirsutus - Características microscópicas. (A) basidiósporos; 

(B) basídios; (C) queilocistídios; (D e E) detalhes da pileipélis; (E) Hifas 

modificadas. Escalas – A e B 10 μm, C e E 20 μm e D 50 μm. 
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Figura 11. Agaricus tollocanensis. (A) visão geral dos basidiomas; 

(B) reação à raspagem do píleo; (D) reação ao corte; (E) reação ao 

KOH. Escala 4 cm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Agaricus tollocanensis - Características 

microscópicas. (A) basidiósporos; (B) basídios; (C) hifas 

modificadas; (D) pileipélis. Escalas – A 10 μm, B–D 20 μm. 
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Tabela 1. Informação dos espécimes utilizados neste estudo, na análise de dados 

combinados. 
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Resumo 

Os macrofungos apresentam grande importância biotecnológica pela sua composição e 

produção de metabólitos, que são utilizados em diferentes setores das indústrias têxtil, 

alimentícia, farmacêutica, papeleira e energética. Diante da grande diversidade de espécies e 

aplicações destes macrofungos destaca-se a necessidade de identificação e avaliação de 

enzimas produzidas. Diante disso, linhagens nativas de Agaricus, Chlorophyllum hortense e 

Macrolepiota sp. foram avaliadas para a produção de enzimas fenol-oxidases, em cultivo 

submerso e em estado sólido, bem como algumas características dos caldos enzimáticos 

produzidos. Agaricus lacaseus destacou-se com a produção de 357,9 U.mL-1 (10 dias) de 

lacases em meio submerso. Comparando a atividade enzimática total em relação a Pleurotus 

albidus, destaca-se como o mais promissor para a exploração do potencial biotecnológico de 

produção de lacases. 

Palavras-chave: lacases; Basidiomycetes; Agaricaceae. 

INTRODUÇÃO 

O estudo de espécies nativas de macrofungos tem aberto novas e grandes 

possibilidades para obtenção de metabólitos de interesse industrial com aplicações nas 

indústrias de alimentos, medicamentos, biorremediação, indústrias químicas, biológicas 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 
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(Kirk et al., 2008). Com o avanço do desmatamento e a depredação dos recursos naturais 

muito se tem perdido da riqueza natural e, provavelmente, espécies desaparecerão sem ao 

menos serem conhecidas pela ciência, levando com elas, seu grande potencial biotecnológico, 

que poderia ser revertido em benefício da indústria, do meio ambiente, enfim, do planeta 

como um todo.  

A produção de enzimas por macrofungos, especialmente os Basidiomycetes, tem sido 

estudada principalmente com os degradadores de madeira pela alta produção de enzimas 

ligninolíticas. Já a família Agaricaceae, que é composta principalmente por macrofungos 

saprofíticos terrícolas, tem poucas espécies bem estudadas. São bem conhecidas algumas 

espécies de Agaricus, notadamente A. blazei, A. brasiliensis e A. subrufescens, espécies 

nativas do Brasil, com significativos índices de produção de lacases (Brum, 2005; Ullrich et 

al., 2005; Valle, 2012; Valle et al., 2014, 2015). Rosa (2013) também demonstrou uma 

eficiente produção enzimática em uma espécie de Macrolepiota. 

Estudos taxonômicos recentes realizados com a família Agaricaceae têm descrito 

diversas novas espécies na Mata Atlântica 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 enzimático. 

Com o intuito de estudar espécies nativas brasileiras e conhecer o seu potencial 

enzimático, este trabalho avaliou a produção de enzimas fenol-oxidases em meios de cultivo 

submerso e em estado sólido em espécies dos gêneros Agaricus, Chlorophyllum e 

Macrolepiota, bem como algumas características catalíticas, especialmente de lacases, 

presentes nos caldos enzimáticos produzidos por fungos em comparação com o já bem 

conhecido Pleurotus albibus. 

 

Materiais e Métodos  

Isolados 

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

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

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

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

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

0,05 mg/100 mL de meio. Após vertido e resfriado o meio recebeu os basidiósporos e ou 
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fragmentos dos diferentes espécimes coletados. Foram mantidos em estufa a 25°C para 

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

sob refrigeração de 4°C. Foram obtidos 15 isolados de espécies nativas da família 

Agaricaceae (Tabela 1) a partir de coletas realizadas em áreas de Mata Atlântica e Pampa do 

Rio Grande do Sul. A partir do material fresco coletado foram feitos os isolados e a prévia 

identificação taxonômica morfológica e molecular conforme Fazolino et al. (2018a). As 

linhagens analisadas estão mantidas na coleção de microrganismos do Laboratório de 

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

Tabela 1. Isolados selecionadas para a avaliação da produção de fenol-oxidases. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Meios para seleção e produção de enzimas 

Para selecionar isolados com potencial de produção de fenol-oxidases (análise quali-

quantitativa) foram utilizados os meios ágar ácido gálico (AG) e o meio ágar 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%, ágar 2%, ácido gálico 0,5% e H2O destilada q.s.p. 100 mL. 

O meio AC foi baseado em Munari (2007) com modificações: Reactive Blue 220 0,01%, 

peptona 0,2%, glicose 1%, ágar 2%, solução MTV (10X) 10mL e H2O destilada q.s.p. 90 mL. 

O pH dos meios foi ajustado para 5,5±0,5 e os meios foram autoclavados a 1atm por 15 

minutos.  

Para as análises quali-quantitativas, os isolados em estoque foram repicados em placas 
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com AEM por um período de 20–30 dias conforme o desenvolvimento de cada espécie. Após 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

foi utilizada como referência nas análises, por ser bem conhecida e apresentar alta capacidade 

de secreção de enzimas ligninolíticas (Rosa et al., 2008). A relação halo/colônia igual a 1 

significa diâmetro da colônia igual ao diâmetro do halo, relação superior a 1 diâmetro do halo 

superior. 

Para a produção de enzimas em cultivo submerso e em estado sólido foram utilizados 

os isolados que obtiveram os resultados mais promissores pelo índice de halos selecionados 

pela análise quali-quantitativa e que obtiveram rapidez de crescimento micelial viável para o 

estudo, sendo a linhagem P. albidus (88-F) utilizada como referência nas análises. Para o 

cultivo submerso utilizou-se o meio composto por caldo proveniente de 200g/L de batata, 

suplementado com 20g/L de glicose e 50 mL/L de solução mineral de macro e 

micronutrientes (MS 20×) (Mandels & Reese, 1957): KH2PO4 2%, (NH4)2SO4 1,4%, 

MgSO4.7H2O 0,3%, uréia 0,3%, CaCl2 0,4%, MnSO4.H2O 0,00156%, FeSO4.7H2O 

0,005%, ZnSO4 0,0014%, CoCl2 0,002%, H2O destilada q.s.p. 100 ml. O meio de cultivo 

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

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

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

autoclavados a 1atm por 2 horas.  

Obtenção do extrato enzimático 

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 inóculo consistiu em três 

discos de 1,5 cm de diâmetro retirados das placas de Petri dos isolados selecionados e da 

linhagem de P. albidus. Os frascos foram fechados com algodão e gaze estéreis. Os frascos 

foram mantidos sob agitação recíproca de 180 rpm a 28±2ºC. 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 refrigeração para 

posterior análise. Todos os testes foram realizados em triplicata. 

Os frascos contendo o meio sólido foram inoculados com 1 disco de 1,5 cm de 

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

As diferentes linhagens foram mantidas em estufa com umidade saturada a 25°C ± 3º C, e as 

amostras coletadas em 4, 6, 8, 10 e 12 dias. O conteúdo foi homogeneizado manualmente, 15 

g de meio e 30 mL de água foi utilizado para a extração das fenol-oxidases. A mistura foi 

mantida sob agitação por 30 minutos, 130 rpm e 4°C. Em seguida as amostras foram 

centrifugadas a 3220g durante 30 minutos. O extrato enzimático obtido foi utilizado para as 

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

de lacases (massa molecular, termo estabilidade, temperatura ótima e pH ótimo). Também foi 

verificado o teor de umidade onde 1 g do meio foi mantido em estufa (90°C) até peso 

constante. 

 

Métodos analíticos 

Determinação do potencial hidrogeniônico – pH 

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

utilização de um pHmetro. 

 

Determinações enzimáticas 

Todas as atividades enzimáticas foram expressas em unidades internacionais por grama 

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

para cultivo submerso; definidas como a quantidade de enzima que libera um µmol do 

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

Lacases – Lac 

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

da quantificação do produto da oxidação do 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato), 

ABTS, utilizado como substrato. A mistura reacional (0,4mL) continha: 0,18mL de tampão 

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

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

(420 nm =3,6. 104 M-1cm–1) durante 90 segundos, a 25°C, em uma placa de 96 poços. 
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Peroxidases totais – Per 

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

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

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

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

atividades detectadas para lacases. 

Manganês peroxidases – MnP 

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

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

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

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

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

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

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

absorbância em espectrofotômetro (nm610 = 4,46x104 M-1cm-1) através de 0,3 mL colocados 

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

de reação. 

pH ótimo da atividade de lacases 

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

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

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

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

 

Temperatura ótima da atividade de lacases 

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

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

45°C. 

 

Termoestabilidade da atividade de lacases 

A termoestabilidade de lacases foi avaliada em 20ºC, 30°C, 40°C, 50°C e 60ºC. 
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Alíquotas das amostras foram coletadas nos tempos 0, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 72 e 96h. A 

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

ABTS. 

 

Zimograma de lacases 

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

de poliacrilamida (SDS–PAGE), segundo metodologia descrita por Laemmli (1970) e 

modificada por Camassola et al. (2013). Inicialmente, 50 μL da amostra foi liofilizada e 

ressuspensa em 30 μL de tampão amostra. O gel de empilhamento tinha a concentração de 4% 

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

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

PROTEAN Tetra da Bio-Rad®. Para coloração, o SDS foi removido por lavagem do gel em 

temperatura ambiente em solução A (Triton X100® 2,5%) e solução B (tampão acetato de 

sódio, pH 5,0) por 10 minutos cada uma. O gel foi transferido para uma placa de vidro e 

contendo uma camada de ABTS-ágar (0,02 g de ABTS, 0,4 g de ágar, 40 mL de água 

aquecida até dissolver ágar). Após alguns minutos, são observadas as bandas com coloração 

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

bandas entre 10 e 250 kD. 

Análises estatísticas 

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

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

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

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

auxílio do programa GraphPad Prism.  

Resultados e Discussão 

Na análise realizada entre os 15 isolados, 10 obtiveram uma relação superior ao 

controle em AG e 11 foram superiores em AC (Figura 1). Dentre os que obtiveram a relação 

halo/colônia 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 não ocorreu crescimento micelial, além de 

apresentarem um lento crescimento no meio de isolamento e manutenção (AEM), 
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inviabilizando o uso nas análises. Com base na análise dos dados, os isolados 551, Agaricus 

lacaseus; 631, A. xanthovolvatus; 713, Chlorophyllum hortense e 720, Macrolepiota sp4, 

foram selecionados para as análises quantitativas. 

As atividades de lacases, peroxidases totais e manganês peroxidases foram verificadas 

nas duas condições de cultivo: em meio sólido (Fig. 2 A, B e C); e em cultivo submerso (Fig. 

2 D, E e F). A produção de lacases em meio sólido não foi significativa em comparação ao 

controle. Enquanto o isolado de Pleorotus albidus (88-F) teve sua atividade máxima em 

2613,8 U.g-1 (12 dias), o melhor resultado das espécies de Agaricaceae estudadas, 

Clhorophyllum hortense (713), ficou em apenas 193,8 U.g-1 (10 dias). Para a produção de 

peroxidases totais, o isolado 713 produziu 224,1 U.g-1  (10 dias), superando levemente o 

controle com 147,0 U.g-1(8 dias), seguido depois pelo isolado 720, Macrolepiota sp4, com 

89,2 U.mL-1 (10 dias). Os demais isolados ficaram abaixo de 15 U.g-1. Na produção de 

manganês peroxidase o controle (88-F) atingiu 10,7 U.g-1 (8 dias), seguido por Agaricus 

xanthovolvatus (631) com 10,2 U.g-1 (4 dias), A. lacaseus (551) com 4,9 U.g-1 (8 dias), e 

Macrolepiota sp4 com 3,4 U.g-1 (6 dias) e 713 com 3,2 U.g-1 (8 dias) (Figura 2).  

Com relação ao cultivo submerso A. lacaseus (551) se destacou na produção de lacases 

com 357,9 U.mL-1 (10 dias) em relação ao controle, 88-F, com 159,7 U.mL-1 (8 dias), seguido 

de A. xanthovolvatus (361) com 159,2 U.mL-1 (12 dias), Macrolepiota sp4 (720) com 63,4 

U.mL-1 (8 dias) e Clhorophyllum hortense (713), ficou em apenas 22,7 U.g-1 (12 dias). Na 

produção de peroxidases totais, o controle (88-F) atingiu 315,7 U.mL-1 (10 dias), seguido pelo 

Chlorophyllum hortense (713) com 25,6 U.mL-1 (8 dias), e A. xanthovolvatus com 14,2 U.mL-

1 (4 dias). Os demais isolados ficaram próximos de 2,0 U.mL-1. Na produção de manganês 

peroxidase o controle (88-F) produziu 3,8 U.mL-1 (8 dias), os demais ficaram abaixo de 5,0 

U.mL-1 (Figura 2).  

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

peroxidases totais e manganês peroxidases do cultivo submerso e de diferentes trabalhos.  

 

 

 

 

 



 

127 

 

 

 

 

Tabela 2. Produção de enzimas por diferentes espécies de Agaricaceae em cultivos 

submersos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Atividade máxima atingida no tempo indicado (dias). “N” significa não estudado no 

trabalho referido. 

Na Figura 3 são apresentados os resultados da variação do pH durante os cultivos 

submerso e em estado sólido. Pode ser observado que em cultivo sólido houve pouca variação 

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 produção de lacases em 

cultivo submerso e, desta forma, o seu extrato enzimático foi utilizado na caracterização 

pH/temperatura de reação e termoestabilidade. Para os três tampões avaliados (tampão 

McIlvaine, acetato de sódio e citrato de sódio), atividades superiores foram obtidas em pHs 

mais ácidos (2,5 e 3,0). Para a temperatura de reação, uma faixa, entre 35 e 40ºC resultou em 

atividades superiores. As lacases de A. lacaseus quando mantidas em 20, 30, 40 e 50ºC, 

mantiveram a estabilidade de cerca de 70% da atividade até 24h, após este período, um 

decréscimo mais acentuado foi observado para a temperatura de 50ºC. Quando as lacases 

foram mantidas em 60ºC, houve um decréscimo acentuado da atividade, sendo que em 24h já 

não foi detectada a atividade enzimática (Figura 4). 

No perfil eletroforético da lacase no extrato enzimático 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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CONCLUSÃO 

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 são 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 não meios de cultivo padronizados. 

Com relação aos baixos valores encontrados no cultivo em meio sólido provavelmente 

foi causado pelo tipo de substrato utilizado no meio (serragem de pinnus), uma vez que todos 

os fungos testados são encontrados no solo, principalmente entre gramíneas ou serapilheira e 

também pelo tempo examinado. Um estudo realizado por Picolli et al. (2017) utilizando 

capim elefante pré-tratado obteve uma produção de cerca de 300 U/g (15 dias) e 500 U/g (45 

dias). Com a mudança do substrato, espera-se uma maior produtividade. 

Os valores encontrados no cultivo submerso de A. lacaseus demonstra a importância e 

a viabilidade de utilização desse fungo em estudos avançados com diversificação de 

condições e meios de cultivo para incrementar a produção de lacases e outros metabólitos.  
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Figura 1. Análise quali-quantitativa (relação halo/colônia) de diferentes isolados 

em meio ácido gálico - AG (A) e meio azul corante - AC (B). 
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Figura 2. Variação da produção de lacases, peroxidases totais e manganês 

peroxidases em cultivo sólido (A, B e C) e submerso (D, E e F) de diferentes 

isolados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Variação do pH em cultivos sólido (A) e submerso (B) de diferentes isolados.  
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Figura 4. Avaliação do pH e de diferentes tampões de reação (A), temperatura (B) e 

termoestabilidade (C) de extrato enzimático de Agaricus lacaseus.   
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Figura 5. Zimograma de proteínas nativas após a reação com o substrato (ABTS) 

para a detecção da atividade de lacases do caldo enzimático produzidos pelo A. 

lacaseus em cultivo submerso. (A) marcador de referência com as respectivas 

massas moleculares (kDa), (B) massa molecular medida. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A família Agaricaceae tem sido estudada no Brasil desde o início do século XX com o 

pesquisador austríaco 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, o que gerou um razoável número de registros de espécies. No entanto, os fungos 

agaricoides desta família são muito frágeis e de difícil preservação, especialmente no passado 

onde as técnicas de preservação ainda não 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, pouquíssimos pesquisadores têm se debruçado para 

desvencilhar os problemas taxonômicos existentes em espécies nativas, que destoam das bem 

conhecidas espécies europeias cujos nomes são aqui utilizados erroneamente, baseados em 

sua maioria apenas em descrições morfológicas. 

Também são escassos os estudos que integram caracteres morfológicos e moleculares, 

que são realizados principalmente com espécies de interesse econômico como Agaricus blazei 

e A. subrufescens. 

Com este estudo apresentamos um considerável incremento ao conhecimento da 

diversidade de Agaricaceae nos gêneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota com dados 

morfológicos e moleculares. Um total de quatorze novas espécies e uma nova combinação 

foram acrescentados, das quais seis foram aqui nomeadas e descritas e outras oito já 

caracterizadas e em processo de publicação. Um total de 116 novas sequências dos gêneros 

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 capítulo 3, manuscritos 3.1, 3.2 e 3.3. 

A maior parte representa as primeiras sequências dos gêneros para material brasileiro. 

O estudo filogenético molecular tem se mostrado fundamental para o entendimento 

das nossas espécies e sua diferenciação em relação as de outros continentes e também para 

diferenciá-las entre si. O Brasil possui uma mega biodiversidade e muito pouco se conhece de 

sua micobiota, o que tem sido confirmado pelo expressivo número de publicações de novos 

táxons nos últimos anos. Esforços devem ser realizados por instituições de pesquisas e 

acadêmicos com o intuito de ampliar os dados moleculares de espécies brasileiras. 

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

outras de suas coleções, identificadas com nomes europeus não foi suficiente para resolver os 
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problemas de identificação devido às más condições do material. Como comentado 

anteriormente, as Agaricaceae do tipo agaricoide, os cogumelos, são de difícil preservação e 

restaram apenas basidiósporos e poucas estruturas a serem reconhecidas na microscopia, além 

de que não existem descrições detalhadas do material, nem boas pranchas ou fotografias. 

Soma-se a isto o fato de que muitas características importantes para identificação de 

Agaricaceae dependem da observação de caracteres em material fresco, e também não foi 

possível a extração de DNA dos materiais citados. Esses fatos têm gerado um impasse para a 

comparação com coleções recentes, coletadas em regiões próximas onde Rick coletou e que 

não puderam ser comparadas. Essas coleções seriam de fato novas espécies ou poderiam ser 

um destes materiais já coletados por Rick? Esse impasse deve ser superado e uma vez que não 

se consegue ligar as novas espécies com as do acervo em questão, nem morfologicamente por 

falta de dados do material existente em boas condições e nem por análises moleculares pela 

impossibilidade de extração do DNA, deve-se sim ser propostas como novas espécies, ainda 

que exista a possibilidade de ocorrer uma sobreposição, mas que não é factível de ser provada. 

Isso resolveria o problema de espécies como Macrolepiota sp1, Macrolepiota sp2 e 

Macrolepiota sp3 citadas neste trabalho e outras que possam ser enquadradas na mesma 

situação.  

Com respeito à capacidade de produção de enzimas pelos gêneros estudados fica 

evidente que é promissora a busca por espécies com um arsenal enzimático de interesse 

biotecnológico. Basta ver que Agaricus lacaseus, nova espécie nativa descrita e estudada 

neste trabalho (capítulo 3, manuscrito 3.8), destacou-se na produção de lacases superando em 

mais que o dobro o já consagrado Pleurotus albidus, um degradador de madeira, que produz 

grandes quantidades dessa enzima, largamente utilizada pela indústria. 

A união de esforços e parcerias entre taxonomistas e biotecnólogos é muito 

interessante e pode impulsionar as pesquisas em ambas as áreas com possibilidades 

inimagináveis. 

Em vista do exposto neste trabalho, considera-se que o presente estudo tenha 

contribuído de forma significativa para o conhecimento da família Agaricaceae em áreas de 

Mata Atlântica e do Pampa brasileiros. Um pequeno passo, é verdade, quando se vislumbra a 

imensidão 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 II 
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(Continuação 2/2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 
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SUPPLEMENTARY TABLE II. Specimen information for materials used in this 

study, in the ITS, LSU, TEF1 e RPB2 analysis. 
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7.2. Arquivos Suplementares do Manuscrito III 

Tabela suplementar 1. Informação dos espécimes utilizados neste estudo, na análise de ITS 

do conjunto de dados 1. 
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Continuação 2/5 
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Continuação 3/5 
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Continuação 4/5 
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Tabela suplementar 2. Informação dos espécimes utilizados neste estudo, na análise de ITS 

do conjunto de dados 2. 
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Tabela suplementar 3. Dados sobre os modelos evolutivos para a análise de Bayesiana 

dos dados combinados: ITS, 28S e TEF-1α. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


