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Introduction

Our present publication is about the determination of the pink Entoloma mushroom fruiting bodies (Figure 1) at species level which
were collected on the occasion of a mushroom inspector fieldwork day, held on the 30th of September, 2023.

Description of the fruiting bodies

Cap: collybioid, 15-35 mm, flat-convex, slightly grooved, bright pink when young, faded when older, finely fibrous, tomentose,
indented in the middle, deeply umbilicate, in the depressions with small darker scales, radially fissured, split cap skin, the brim of the
cap is also split (probably due to the weather).

Lamellae: moderately rare and wide, with monochromatic edges, notched, growing to the stem, cream-colored when young, pinkish
over time, then flesh-pink.

Stipe: thin, hollow, even, fragile, whitish, but turns yellowish over time.

Context: thin, fragile.

Odour and flavour is not recorded.

From a taxonomic point of view, the presence or the absence (mainly in the case of the cap and the stipe) of colours (blue/purple,
brownish, pinkish) was previously of great importance in the case of species and higher taxonomic classifications within the
Entoloma genus /Romagnesi & Gilles (1979), Largent (1977, 1994) és Noordeloos (1992, 2004)/.

According to the latest molecular researches, the presence or absence of blue or purple shades is a characteristic of many well-
supported clades, but at the same time, within species, quite striking variety can be observed.

It has been confirmed that the specimens with a pinkish tone (mainly in the cap) do not represent an independent taxonomic category,
they are only the pink variant of a species, which can also occur, e.g. in the Nolanea, Claudopus, and Cyanula subgenus',

Subsequent documentation of the mushroom's habitat (Figure 2

The fruiting bodies were collected in the southern part of Vértes, above Pusztavam, in a pine forest with sandy soil ( Pinus nigra and
Pinus sylvestris). It is a grassy area next to a forest road /47,398962° N, 18,259747° E/ which overtook the place of an approximately
30x100-meter section clear-cut forest. In the habitat, woody new growth scattered around the fruiting bodies can be found ( Zilia sp.,
Populus sp., Quercus cerris, Crataegus sp., Prunus sp.).

Materials and methods

We first studied the fruiting body macroscopically, then we analyzed the micromorphological features (Figure 3) of the fungus under
a biological microscope /Nikon Alphaphot + Hoffman Modulation Contrast, 100x (oil immersion)/.
Later on, in order to determine the exact species of the fungus, we used molecular methods (nrDNS ITS1F-1TS4).

Molecular methods

From a sample taken from the lamellae of the dried fungus using the Direct PCR method (Thermo Scientific Phire Plant Direct PCR
Master Mix), we obtained DNA with a fungus-specific primer pair (ITS1F — CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A; ITS4 — TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC), then we amplified it in a polymerase chain reaction (PCR).

The PCR product was electrophoresed on 2% agarose gel, stained with nucleic acid stain and then visualized by UV transilluminator.
The sequencing of the finished PCR product was performed by a third party, after cleaning, with the Sanger dideoxy method.

We checked, cleaned and edited the chromatogram with the ChromasPro program. As a result, we noticed that it isolated nucleotide
polymorphisms at six base positions of the ITS region, and then we manually corrected these with the IUPAC code for the case of
nucleotide ambiguity.

The sequence obtained this way was compared with the available sequences from GenBank, UNITE and BOLDSYSTEMS using
BLAST.

After that, we supplemented our ITS data with additional high-quality sequences available from GenBank and UNITE (Table 1), then
we created a phylogenetic tree with the RaxmlGUI program and with the help of the phylogeny.fr portal /maximum likelihood
analysis (Maximum Likelihood) using PhyML/.

In the first case, the maximum likelihood (ML) tree was created with 1000 bootstrap replications, and then the tree was visualized
with the UGENE application (Figure 4).

In the second case, the reliability of the internal branch was examined with the approximate likelihood-ratio test /aLRT (SH-Like)/
(Figure 5).

The Entoloma incarnatofuscescens taxon was used as an outgroup in both cases. Sequence alignments were performed by using
SeaView.

Results
The result of the BLAST search, along with 100% query coverage, taking the strong nucleotide polymorphism into account showed a
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relatively high percentage of similarity with the Entoloma sp. and Entoloma odoratum sequences available from UNITE and
GenBank (Per. Ident. 97.49% (350/359, Gaps 3/359) E-value 7e-173, MZ6116333.1; Per. Ident. 93.33% (336/360, Gaps 7/360), E-
value 3e-152, MZ869017.1).

Notes

Based on the phylogenetic studies (ITS/LSU), the morphologically very similar E. odoratum and E. depressum species with no
significant genetic differences were combined into the Entoloma pseudoturci clade!™.

During the ITS sequence analyses, we included 17 Entoloma ITS sequences in our phylogenetic analysis.

Our analysis identified four strongly supported species-level clades (Entoloma pulchripes, E. chalybaeum, E. pseudoturci /E.
odoratum/, E. turci).

The alignment of the sequences, the creation and testing of phylogenetic trees also confirmed the results of the BLAST search, in
consensus with the micro- and macromorphological characteristics, on the basis of which we consider our material the pink variant of
the Entoloma pseudoturci species.

At the same time as our present publication, we would like to mention that, as far as we know, this is the first documentation of the
pink variant of Entoloma pseudoturci from the Cyanula subgenus.

Az Entoloma pseudoturci rézsaszin valtozatanak els6 magyarorszagi dokumentalasa, a Cyanula
(Entolomataceae) alnemzetséghol
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Bevezetés

Jelen publikdcionk egy 2023. szeptember 30-dn megtartott gombaszakellendri terepgyakorlat alkalméaval begyijtésre keriilt
rozsaszinli Entoloma gomba termétestek (Abra 1.) fajszintii meghatarozasarol szol.

A termétestek leirasa

Kalap: collybioid, 15-35 mm, laposan domboru, enyhén barazdalt, fiatalon élénk rozsaszin, idésebben kifakult, finoman szalazott,
tomentosus, kdzépen bemélyedd, mélyen koldokos (umbilicate), a mélyedésekben sotétebb szinti, apro pikkelykékkel, sugariranyban
felrepedezett, felszakadozott kalapbdr, a kalap széle behasadozott (vélelmezetten iddjarastol fiiggd).

Lemezek: kozepesen ritkak, mérsékelten szélesek, ¢likk egyszinii, rovatkolt, tonkhoz néttek, fiatalon krémszinti, idovel rdzsaszines,
majd hisrozsas arnyalatuak.

Tonk: vékony, lireges, sima, torékeny, fehéres szinti, idével sargas arnyalativa valik.

Hus: vékony, torékeny.

Szag és iz nem rogzitett.

Taxonémiai szempontbdl az Entoloma nemzetségen beliil korabban kiemelt jelent6séget tulajdonitottak a szinek (kék/lila, barnas,
rozsaszines) meglétének (foként kalap és a tonk esetében), avagy hianyanak a fajok és magasabb taxondmiai besorolasok esetében
/Romagnesi & Gilles (1979), Largent (1977, 1994) és Noordeloos (1992, 2004)/.

A leglijabb molekularis kutatasok szerint a kék vagy lilas arnyalatok jelenléte, avagy hianya jellemz6 szamos jol alatamasztott kladra,
de fajon beliil, ugyanakkor gyakran meglehet6sen felting véaltozatossag figyelhetd meg.

A rozsaszines arnyalati példanyokrol (foként kalapban) beigazolodott, hogy nem képviselnek 6nalld taxonomia kategoriat, csupan
valamely fajnak a rozsaszin forméja, ami egyarant eléfordulhat pl. a Nolanea, a Claudopus, valamint a Cyanula alnemzetségbenl,

A gomba él6helyének utdlagos dokumentélésa (Abra 2.)

A Vértes déli részen, Pusztavam feletti homokos talaju fenyvesben (Pinus nigra ¢s Pinus sylvestris), egy kb. 30x100 meéteres
tarvagott erdérész helyét atvevo, erdei Gt melletti fiives teriilet /47,398962° E, 18,259747° K/, rajta elszortan, a termétestek koriil
szintugy megjelend fasszaru Gjulattal (7ilia sp., Populus sp., Quercus cerris, Crataegus sp., Prunus sp.).

Anyagok és médszerek

A termotestet el6szor makroszkopikusan tanulmanyoztuk, majd fénymikroszkép /Nikon Alphaphot + Hoffman Modulation Contrast,
100x (olajimmerzid)/ alatt analizaltuk a gomba mikromorfoldgiai jegyeit (Abra 3.).
A gomba pontos, fajszintli meghatarozasahoz a tovabbiakban molekularis moédszereket alkalmaztunk (nrDNS ITS1F-ITS4).

Molekularis modszerek

A széritott gomba lemez¢ébdl vett mintabdl Direct PCR eljardssal (Thermo Scientific Phire Plant Direct PCR Master Mix) nyert DNS-
t gombaspecifikus primerparral (ITS1F — CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A; ITS4 — TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC)
polimeraz lancreakcioban (PCR) amplifikaltuk.

A PCR terméket nukleinsav festéssel 2%-os agardz gélen elektroforetizaltuk, majd UV fénnyel vizualizaltuk.

A kész PCR termék szekvenalasa harmadik fél altal, egyszeres tisztitast kovetden, Sanger dideoxy eljarassal tortént.
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A kromatogram ellendrzését, tisztitasat és szerkesztését a ChromasPro programmal végeztiik, amelynek eredményeként megkapott
ITS régié hat bazishelyén izolalt nukleotid polimorfizmust, a nukleotid kétértelmiiségének esetére vonatkozd, IUPAC koddal
manualisan korrigaltuk.

Az igy megkapott szekvenciat a GenBank, a UNITE és a BOLDSYSTEMS rendelkezésre allo szekvenciaival — BLAST segitségével
— hasonlitottuk dssze.

Ezt kovetéen az ITS-adatunkat, kiegészitve a GenBank és a UNITE kinalataban elérheté jo mindségii tovabbi szekvenciakkal
(Tablazat 1.) torzsfat készitettiink a RaxmlGUI programmal, valamint a phylogeny.fr portal segitségével /maximalis valosziniiségi
analizis (Maximum Likelihood) PhyML hasznalataval/.

Az els6 esetben a maximéli’s valoszinliségi (ML) torzsfat 1000 bootstrapreplikacioval készitettiik, majd a torzsfat a UGENE
alkalmazassal vizualizaltuk (Abra 4.). )

A masodik esetben a bels6 ag megbizhatsaga approximate likelihood-ratio teszttel /aLRT (SH-Like)/ vizsgalt (Abra 5.).

Kiilsé csoportként mindkét esetben az Entoloma incarnatofuscescens taxont hasznaltuk. A szekvencidk illesztését a SeaView
programmal végeztiik.

Eredmények

A BLAST keresés eredménye 100%-os lekérdezési lefedettség mellett, figyelembe véve az erds nukleotid polimorfizmust, relativ
magas szazalékos hasonlosagot mutatott a UNITE, valamint a GenBank-bol elérheté Enfoloma sp., és Entoloma odoratum
szekvenciakkal (Per. Ident. 97.49% (350/359, Gaps 3/359) E-value 7e-173, MZ6116333.1; Per. Ident. 93.33% (336/360, Gaps 7/360),
E-value 3e-152, MZ869017.1).

Jegyzet
A filogenetikai vizsgéalatok (ITS/LSU) alapjan az Entoloma pseudoturci kladba egyesitették a morfologiailag nagyon hasonlo,
ugyanakkor jelentds genetikai kiilonbségek nélkiili £. odoratum és az E. depressum fajokat!').

Az ITS szekvencia elemzések soran 17 Entoloma ITS szekvenciat vontunk be a filogenetikai analizisiinkbe.

Az elemzéslink négy erdsen tdmogatott fajszintii kladdot azonositott (Entoloma pulchripes, E. chalybaeum, E. pseudoturci /E.
odoratum/, E. turci).

A szekvenciak illesztése, valamint a filogenetikai fak elkészitése és tesztelése szintén megerdsitette a BLAST keresés eredményét,
konszenzusban a mikro- és makromorfologiai jegyekkel, amelyek alapjan az anyagunkat az Entoloma pseudoturci faj rdzsaszin
formajanak tekintjiik.

Jelen cikkiinkkel egyidejiileg meg kivanjuk emliteni, hogy tudomasunk szerint, ez az elsd riportolasa az Entoloma pseudoturci
rozsaszin formajanak a Cyanula alnemzetségbdl.

Figure 1. / Abra 1. Basidiomes of the pink variant of Entoloma pseudoturci. / Az Entoloma pseudoturci rozsaszin valtozatanak a
termotestei.

A-D: Basidiomes (V80 _SVRG-28)./Termétesek (V80 SVRG-28).
Photographs/Fotok: A-D (ex situ) by Gyorgy Vrba
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Figure 2. Photos of the habitat. / Abra 2. Fotok az él6helyrél.
Photographs/Fotok: a, b by Gyorgy Vrba

Figure 3./Abra 3. Microscopical features of the pink variant of Entoloma pseudoturci (V80_SVRG-28). / Az Entoloma pseudoturci
rozsaszin valtozatanak mikroszkopikus jellemz6i (V80 _SVRG-28).

a: Basidiospores./Bazidiospordk. b-d: Basidia and basidiospores./Bazidiumok ¢és bazidiospordk. d: Cheilocystidia and
basidiospore./Keilocisztida és bazidiospora. f: Pileipellis elements./Kalapb6r elemei.
a-f in ammoniacal Congo red./a-f ammodnias Kongé vordsben.

Photographs/Fotok: a-f by Gyorgy Vrba
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Table 1. The nrDNA ITS sequences of Entoloma species used in the phylogenetic analysis. Hungarian data is in bold. /
Tablazat 1. A filogenetikai analizisben hasznalt Entoloma fajok ntDNS ITS szekvenciai. A hazai adatok félkovér betiivel lathatoak.

No. Species name / Faj Country / Orszag ITS (Sequences ID)

1. Entoloma pulchripes USA PP156347.1

2. Entoloma pulchripes USA OR824639.1

3. Entoloma pulchripes China OR236869.1

4. Entoloma chalybaeum United_Kingdom MW727235.1

5. Entoloma chalybaeum Russia KC898445.1

6.  Entoloma chalybaeum Italy JF907995.1

7. Entoloma chalybaeum Hungary V99_SVRG-47

8. Entoloma mediterraneense Croatia MZ611634.1

9. Entoloma odoratum Estonia UDBO0355729
10.  Entoloma odoratum Estonia UDB0523482
11.  Entoloma odoratum Denmark MZ869017.1
12.  Entoloma sp. Croatia MZ611633.1
13.  Entoloma pseudoturci pink variant Hungary V80_SVRG-28
14.  Entoloma turci Kyrgyzstan MK351757.1
15.  Entoloma turci Germany MZ611693.1
16.  Entoloma turci France OR419871.1
17.  Entol incarnatofuscescens Hungary V81_SVRG-29

Figure 4. (Maximum likelihood analysis, RaxmIGUI, bootstrap: 1000) / Abra 4. (Maximum likelihood analizis, RaxmlGUI,

bootstrap: 1000)
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Figure 3. (Maximum likelihood analysis, PhyML, aLRT (SH-Like) test) / Abra 3. (Maximum likelihood analizis, PhyML, aLRT
(SH-Like) teszt)
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