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RESUMO

O gênero Entoloma é o mais diverso entre os fungos agáricos lamelados entolomatoides, tanto

no seu modo trófico como no hábito de vida, são caracterizados principalmente pela produção

de esporos angulados e com esporadas de aspecto rosado a amarronzados. Estão presentes em

uma variedade de habitats e biomas, mesmo antropizados, estabelecendo diversas relações

ecológicas com outros seres vivos. O conhecimento acerca de sua presença e distribuição no

Brasil ainda é escasso. No Nordeste brasileiro, apesar de compreender biomas de grande

biodiversidade como a Mata Atlântica e a Caatinga, proporcionalmente poucos estudos

relacionados a fungos são realizados. Além da escassez de registros depositados em herbários,

o gênero Entoloma necessita de revisão e identificação adequada. O objetivo deste trabalho

foi realizar uma revisão das espécies do gênero Entoloma que ocorrem na região Nordeste,

com ênfase aos estados da Paraíba e Pernambuco. Espécies conhecidas pela ciência ou novas

foram avaliadas. Duas abordagens foram realizadas para produção de um Checklist do gênero

Entoloma para a região Nordeste brasileira: 1- Buscas em herbários virtuais (Specieslink.net);

2- Identificação morfológica e molecular de exsicatas e espécimes coletados nos biomas da

Mata Atlântica e Caatinga. Um total de 66 depósitos do gênero estão registrados para o

Nordeste brasileiro, sendo apenas 19 espécies do gênero Entoloma devidamente registradas e

divulgadas. Após as coletas 25 exsicatas dos dois biomas foram produzidas para futuras

análises. O material genético extraído de três espécimes revelou ao menos uma nova espécie

Entoloma hygropileum para região de Mata Atlântica do Nordeste filogeneticamente e

morfologicamente próxima a espécie do continente africano Entoloma djaense.

Palavras-chave:Macrofungo. Neotrópicos. Brasil. Nordeste.



ABSTRACT

The genus Entoloma is the most diverse among the called entolomatoid lamellate agaric fungi,

both in their trophic mode and in their life habits, they are characterized mainly by the

production of angled spores with a pinkish to brownish appearance, they are present in a

variety of habitats and biomes, even anthropized, establishing diverse ecological relationships

with other living beings. Knowledge about its presence and distribution in Brazil and

precisely in the Brazilian Northeast is still scarce, even though it has biomes such as the Rain

Forest and the Caatinga, which have a great diversity of organisms. In addition to the scarcity

of records deposited in herbaria, these require review and precise identification. The objective

of this work was to review the species of the genus Entoloma that occur in the Northeast

region, with emphasis on the states of Paraíba and Pernambuco, thus contributing to regional

knowledge about the occurrence of this genus, analyzing species known to science or new

ones. Searches were made in virtual herbaria (Specieslink.net), national and international

journals, analysis of exsiccates and specimens collected in the Rain Forest and Caatinga

biomes, to produce a checklist of species of the genus Entoloma identified and deposited, in

addition to searching for specimens in regions of Caatinga and Rain Forest that were analyzed

in the laboratory for their morphology and molecular biology, to verify new occurrences in

the region. A total of 66 deposits of the genus are registered for the Brazilian Northeast,

However only 19 species of the genus Entoloma duly registered and disclosed. After

collection, 25 samples from the two biomes were produced for future analysis. The genetic

material extracted from three specimens revealed at least one new species Entoloma

hygropileum for the Northeast Rain Forest region, phylogenetically and morphologically

close to the species from the African continent Entoloma djaense.

Keywords:Macrofungus. Neotropics. Brazil. Northeast.
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1 Introdução

Entoloma é o principal gênero da família Entolomataceae e atualmente possui mais de

2000 espécies descritas (Noordeloos et al. 2018) e presentes em uma diversidade de habitats

(Co-David et al. 2009; Morozova et al. 2014). Somente em uma pesquisa atual no site

IndexFungorum (https://www.indexfungorum.org/names/names.asp), mais de 2600 nomes

são registrados para o gênero.

Macroscopicamente, os basidiomas neste gênero são comumente do tipo

tricolomatoide, mas também podem apresentar formas micenoide, colibioide, onfaloide,

pleurotoide e gasteroides (Baroni; Matheny, 2011, Elliott et al. 2020), com estipe carnoso e

fibroso e lamelas sinuadas (Noordeloos, 1981). Uma outra característica distintiva deste

gênero é a impressão de esporos com tonalidades rosa a creme ou tons marrons.

Microscopicamente, o gênero se diferencia pelo formato dos seus esporos angulares que

podem ser hetero, isodiamétricas ou sub-isodiamétricos ou apresentarem aspectos rugosos ou

sulcados, possuindo outros diversos formatos dentre eles poliédricos, estrelados e cubóides

(Noordeloos; Gates 2012).

Representantes do gênero Entoloma podem ser encontrados na maioria dos biomas

brasileiros, sendo presentes também nos biomas Mata Atlântica e Caatinga (Wartchow et al.

2011, Alves; Nascimento, 2012, Coimbra et al. 2013). O gênero possuía 56 espécies

registradas para o território brasileiro segundo revisão bibliográfica feita por Putzke; Putzke

(2000). Para o Nordeste somente sete espécies foram até então descritas, evidenciando o

pouco conhecimento acerca da diversidade do gênero para a região, embora existam novos

registros para a ciência como E. wednae e E. murinoalbum (Coimbra, 2013; Horak 1982) a

falta de conhecimento sobre quais espécies ocorrem nestes biomas indicam uma lacuna sobre

a diversidade deste gênero para o Nordeste, pois os últimos trabalhos na região datam de 2014.

Desse modo, este estudo se propõe a revisar a literatura sobre as espécies registradas

atualmente para o Nordeste brasileiro, auxiliando um melhor entendimento sobre a

distribuição, ocorrência e diversidade deste gênero nesta região do país.
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2 Fundamentação Teórica

2.1 O Gênero Entoloma

Entoloma (fr.) P. Kumm. é o gênero tipo de Entolomataceae Kotl.; Pouzar, uma

família de fungos em sua maioria agaricoides e morfologicamente diversa, possuindo em

torno de 1800 a 2000 espécies e distribuídas em todo o mundo com exceção do continente

antártico (Noordeloos et al. 2018; He et al. 2019, Wijayawardene et al. 2020). As espécies do

gênero são reconhecidas facilmente pela esporada rosada e basidiósporos principalmente

angulares (iso- a heterodiamétricos, estrelados, cubóides, facetados ou irregulares), e estão

presentes em diversos habitats, desde áreas próximas ao nível do mar até regiões montanhosas,

também em ambientes antropizados ou naturais (Noordeloos; Gates, 2012).

Macroscopicamente, os basidiomas neste gênero são comumente do tipo

tricolomatoide, mas também podem apresentar formas micenoide, colibioide, onfaloide,

pleurotoide e gasteroides (Baroni; Matheny, 2011, Elliott et al. 2020), com estipe carnoso e

fibroso e lamelas sinuadas (Noordeloos 1981). Uma outra característica distintiva deste

gênero é a impressão de esporos com tonalidades rosa a creme ou tons marrons, podendo ser

facilmente notada em campo (Karstedt, 2010; Noordeloos; Gates, 2012; Teixeira-Silva, 2014)

Microscopicamente, o gênero se diferencia dos demais pela geometria dos seus

esporos que pode apresentar aspectos angulares, variando na forma e quantidade de ângulos

(Noordeloos; Gates, 2012). A parede dos esporos é comumente caracterizada por apresentar

projeções e/ou sulcos, como uma característica distinta entre euagáricos (Noordeloos; Gates,

2012), uma outra característica importante do grupo é a organização das hifas na superfície do

píleo, apresentando padrões distintos que delimitam gêneros dentro de Entolomataceae, como

a presença ou ausência de pigmentos, grampos de conexão em determinadas regiões dos

basidiomas, pileocistidios e/ou elementos inflados na pileipelis (Largent, 1994).

2.2. Histórico do Gênero

O primeiro pesquisador a agrupar espécies de fungos lamelados e de esporada rosada

foi Fries (1821), como 5 tribos da série Hyporhodius em Agaricus, sendo elas: Leptonia,
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Nolanea, Eccilia, Clitopilus e Mouceron, esta última sinonimizada por Fries em Clitopilus

(1830 apud Noordelos, 1992).

Em 1838 Fries com mais acurácia em sua proposta de classificação definiu as tribos

como Entoloma, Pluteus e Volvaria dentro de Hyporhodius, posteriormente o micologista

alemão Paul Kummer elevou as tribos a nível de gênero, e atualmente as duas últimas hoje

pertencem a família Pluteaceae.

Quélet em 1886 ao perceber que existiam muitas espécies de esporada rosa e esporos

anguladas apresentavam também características de transição entre as tribos definidas por Fries

(1821, 1838) propondo o gênero Rhodophyllus para agrupá-las. Porém o termo é inválido

segundo o código de nomenclatura botânica, devendo este ser o nome legítimo mais antigo

dentro do mesmo nível. Singer (1949) também propôs a definição da família Rhodophyllaceae

para agrupar fungos com esporada rosada e basidiósporos angulares tendo como gênero tipo

Rhodophyllus conjuntamente com Rhodocybe R. Maire e Clitopilus (Fr.: Rabenh.) Kumm.

Posteriormente aceitos para a família (Singer 1986, Largent 1994, Kirk et al. 2008) e

confirmados molecularmente (Moncalvo et al. 2002, Matheny et al. 2006, Co-David et al.

2009).

Ainda seguindo das normas botânicas de nomenclatura Rhodophyllaceae e

Rhodophyllus não poderiam ser usados como nomes científicos válidos, assim Kotlaba;

Pouzar (1972) propuseram Entolomataceae, sendo Entoloma o gênero tipo para a família.

2.3 Classificação Adotada

A classificação do gênero ainda é incerta devido à ausência de dados morfológicos e

moleculares de materiais originários de outros continentes, além da Europa e América do

Norte, com habitats ainda pouco explorados, especialmente na América do Sul e África

(Noordeloos; Gates, 2012, Morozova et al. 2014). Análises morfológicas tradicionais a partir

de uma classificação infragenérica sugerem uma alta variação morfotípica, com espécies em

posições intermediárias, provavelmente devido à grande diversidade encontrada no grupo e

levando ao surgimento de vários subgêneros (Romagnesi 1974a, 1978; Noordeloos 1992,

2004), porém com subdivisões inconsistentes (Orton 1960, 1991, Largent; Benedict 1971,

Horak 1973, 1980, Largent 1977, 1994).



17

Outros micologistas ainda preferem reconhecer que Entoloma trata-se de um grande

grupo muito diversificado (Romagnesi 1978, Noordeloos 1981, 1992, 2004). A morfologia

dos esporos vem sendo amplamente utilizada juntamente aos dados moleculares baseados em

análises multigênicas para delimitação de espécies e grupos no gênero. Seguindo tais análises,

outros gêneros como Richoniella Costantin; L. M. Dufour e Rhodogaster E. Horak derivados

de Entoloma formam com este um grupo monofilético, que possui relações de grupo irmão

com o clado Clitopilus/Rodocybe (Co-David et al. 2009, Baroni; Matheny, 2011).

Este trabalho optou pela classificação determinada por Co-David et al. (2009),

baseada na filogenia e morfologia dos esporos. Dividindo a família Entolomataceae em três

gêneros, sendo eles: Entoloma (Fr.) P. Kumm., Rhodocybella T. J. Baroni; R. H. Petersen e

Clitopilus (Fr. ex Rabenh.) P. Kumm. Representando Richoniella Costantin; L. M. Dufour e

Rhodogaster Horak como gêneros inclusos em Entoloma e Rhodocybe Maire incluso em

Clitopilus.

2.4 A Mata Atlântica

O Brasil é um país com alta taxa de diversidade, toda essa diversidade encontra-se em

um mosaico de Biomas (Taboada et al. 2022), sendo a Mata Atlântica o terceiro maior bioma

brasileiro abrigando muitas espécies endêmicas (Varjabedian, 2010; Cardoso, 2016). O bioma

também é responsável por várias funções ecológicas sendo elas mais notáveis a regulação de

mananciais hídricos, manutenção da fertilidade do solo, equilíbrio climático, além de evitar

muitas vezes deslizamentos em encostas em regiões serranas, representa refúgio para diversas

espécies em extinção (Varjabedian, 2010). Seu clima predominante é tropical úmido, com

temperaturas que variam entre 10 a 20 ° C. O bioma é presente em vários estados brasileiros,

em regiões de preservação ambiental como parques estaduais ou federais, o bioma é

geralmente mais presente na região litorânea do país desde o Sul até o Nordeste, podendo ser

encontrado também em fronteiras com outros países como argentina e Paraguai (Cardoso,

2016; Santos et al. 2020)

A Mata Atlântica Sofre extrativismo vegetal desde a época colonial, com o comércio e

exportação de matéria prima inicialmente de espécies vegetais como o Pau Brasil

(Paubrasilia echinata) o desmatamento causado pelo avanço de atividades da agricultura é o

principal fator de impacto neste bioma (Santos et al. 2020), com a constante exploração
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histórica da Flora e da Fauna, muitas espécies foram extintas ou elevaram sua categoria no

risco de extinção aferido pela IUCN (União Internacional para a Conservação da Natureza),

aumentando a necessidade para preservação das áreas restantes deste bioma e recuperação de

áreas já degradadas. Visando a permanente proteção do Bioma como Unidades de

Conservação, APAs e Reservas Naturais foram determinadas por órgãos públicos de

diferentes esferas administrativas, fiscalizando e monitorando impactos antrópicos, visando a

garantia dos benefícios oferecidos do bioma para a sociedade (Lima et al. 1997; Pinto, 2014).

2.5 A Caatinga

A Caatinga é um Bioma exclusivamente brasileiro, é caracterizada pelo clima

semiárido abrangendo todo o Nordeste, onde estende-se até o Sudeste na região norte do

estado de Minas Gerais. Possui uma precipitação média de 800mm por ano, um relevo de

planícies, encostas e planaltos, com uma temperatura variável geralmente relacionada com um

gradiente de altitude, possuindo uma vegetação arbustiva decíduas característica em sua maior

parte, porém podendo ser encontradas florestas úmidas em planaltos (Silva et al. 2004).

O bioma da Caatinga possui uma grande incidência de espécies endêmicas que não

ocorrem em nenhum outro lugar do mundo, com uma origem entre 18 e 11.000 anos atrás

(Tabarelli et al. 2017). O potencial de uso destas espécies principalmente fúngicas para

produção de enzimas como quitinases e amilases é promissor e representa uma riqueza

genotípica neste bioma (Guimarães et al. 2017; Coelho et al. 2018). Uma das grandes

ameaças deste bioma é o avanço da desertificação causada principalmente pelo desmatamento

(Araújo; Sousa, 2011; Campos et al. 2015). Com a constante degradação e a iminente

projeção do aumento de 4°C para o século, infelizmente uma corrida contra o tempo é o

contexto para a piora da situação do bioma Caatinga (Torres et al. 2017).

Portanto é uma necessidade urgente cessar a degradação deste bioma e incentivar a

implementação de um desenvolvimento sustentável para a preservação ambiental, e

consequente defesa desse rico e exclusivo patrimônio Nacional (Tabarelli et al. 2017; Silva et

al. 2017).

2.6 Registros de Espécies do Gênero Entoloma no Nordeste Brasileiro

No Brasil, as primeiras espécies do gênero Entoloma foram registradas por Spegazzi

(1899) e Rick (1906), enquanto o primeiro registro de Entoloma no Nordeste brasileiro foi
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feito por Singer (1965), sendo registrada como Rodophyllus cantharelluloides, depois sendo

transferida por Horak (1977) para o gênero Entoloma como Entoloma cantharelluloides

(Singer) Horak. Representantes da família Entolomataceae podem ser encontrados na maioria

dos biomas brasileiros, na região Nordeste com uma maior predominância nos biomas da

Mata Atlântica (Wartchow et al. 2011, Coimbra et al. 2013) e também no bioma Caatinga

(Alves; Nascimento 2012).

Coimbra et al. (2014) em um levantamento registrou 107 espécies da família

Entolomataceae distribuídas em diversas regiões, incluindo o Nordeste. Somente o gênero

Entoloma possui 56 espécies registradas para o território brasileiro segundo revisão

bibliográfica feita por Putzke; Putzke, 2000. Para o Nordeste somente 7 espécies tinham sido

descritas, evidenciando o pouco conhecimento acerca de sua diversidade, embora existam

novos registros para a ciência como E. wednae e E. murinoalbum (Coimbra, 2013; Horak

1982) indicando uma lacuna no conhecimento sobre a diversidade deste gênero para a região

Nordeste do país, pois os últimos trabalhos datam de 2014.

Desse modo, este estudo propôs revisar a literatura sobre as espécies registradas

atualmente para o Nordeste brasileiro, auxiliando o melhor entendimento sobre a distribuição,

ocorrência e diversidade deste gênero na região do país.

3 Justificativa

O gênero Entoloma possui uma distribuição cosmopolita e ocorre em diversos habitats

desde os altamente conservados até impactados, desenvolvendo funções ecológicas diversas

para o restabelecimento dos ecossistemas. Embora o gênero possua uma grande diversidade

registrada em continentes próximos aos trópicos, ainda a diversidade segue subestimada para

o continente Sul-americano, trabalhos como este são necessários para um melhor

conhecimento sobre sua distribuição e ocorrência de espécies.

Especialmente no Nordeste, o gênero possui ocorrência em áreas de Mata Atlântica e

Caatinga. Trabalhos publicados na última década evidenciam uma riqueza de novas espécies,

com a crescente qualificação de pesquisadores explorar essa região significa ter um melhor

entendimento acerca da micodiversidade auxiliando em estratégias de conservação.

4 Objetivos
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4.1 Objetivos Gerais

- Contribuir com o conhecimento sobre as espécies do gênero Entoloma subgênero Entoloma

em coletadas em áreas de Mata Atlântica e Caatinga do Nordeste brasileiro a partir do uso de

ferramentas morfológicas e moleculares, descrevendo morfologicamente e filogeneticamente

espécies deste grupo.

4.2 Objetivos Específicos

- Elaborar uma lista (checklist) de espécies de Entoloma no Nordeste

- Identificar e descrever as espécies coletadas

- Delimitar filogeneticamente as espécies com auxílio de ferramentas moleculares, de espécies

que representem novas ocorrências ou que estejam em posição incerta/duvidosa.

- Relatar a ocorrência de novas espécies e registros de Entoloma para o Nordeste do Brasil.

- Preparar ilustrações das espécies identificadas/analisadas.

5 Material e Métodos

5.1 Levantamento de Materiais Depositados em Herbários da Região Nordeste

Uma revisão sobre quais espécies do gênero Entoloma possuem dados catalogados
para o Nordeste do Brasil, por meio de pesquisas em fontes predominantemente virtuais com
consulta em acervos científicos (Herbários JPB e URM). Foi utilizado como mecanismo de
busca regional a plataforma SpeciesLink (Specieslink.net), usando como palavra chave
"Entoloma" e delimitada por meio de filtros geográficos (Brasil e região Nordeste) e de
coleções em herbários virtuais.

Espécies da região Nordeste publicadas em artigos de revistas científicas e que não
constam na base de dados virtuais do site SpeciesLink também foram incorporadas ao estudo,
sendo pesquisadas por mecanismos de buscas gerais da internet como google acadêmico
(https://scholar.google.com.br/?hl=pt), ResearchGate (https://www.researchgate.net/) PubMed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), Scielo (https://www.scielo.br/), entre outros portais e
revistas científicas, como Cheklist (https://checklist.pensoft.net/), Scientifique
(FranceArquives, https://francearchives.fr/), tendo como palavras chave “Entoloma” e
“Northeast Brazil”.

5.2 Análise Materiais Herborizados e Coleta de Espécimes

Análise e comparação de materiais herborizados provenientes dos locais de coleta:
APA Barra do Rio Mamanguape (Rio Tinto, PB), Jardim Botânico do Recife (Recife-PE),
Mata do Campus I da UFPB (João Pessoa, PB), Mata do Estado (São Vicente Férrer, PE),
Parque Estadual de Dois Irmãos (Recife, PE), Parque Ecológico Professor João Vasconcelos
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Sobrinho (Caruaru, PE), Refúgio Ecológico Charles Darwin (Igarassu, PE) e REBio Guaribas
(Mamanguape, PB). Estes locais correspondem às áreas pertencentes principalmente ao
Bioma Mata Atlântica, e os parques localizados nos municípios de Areia e Caruaru pertencem
ao Bioma Caatinga (IBGE, 2004), respectivamente dos estados da Paraíba e Pernambuco.
Espécimes publicados por Coimbra et al. (2013) e Magnago et al. (2015), que foram
depositados nos herbários Padre Camille Torrend (URM-UFPE) e Lauro Pires Xavier (JPB-
UFPB) também foram analisados.

Para a coleta, foram feitas expedições nas seguintes áreas: Parque Estadual Mata do
Pau-Ferro (Areia, PB) e FLONA Restinga de Cabedelo (Cabedelo, PB). Os espécimes
adicionais foram coletados em campo com auxílio de canivete, sacos de papel craft e maleta
plástica de coleta e transportados até o Laboratório de Morfo-taxonomia de Fúngica (LMTF-
UFPB) para análises.

5.3 Análises de Espécimes no Laboratório.

Os espécimes foram inicialmente descritos quanto sua macromorfologia enquanto
frescos seguindo protocolos específicos para o gênero (ANEXO – A) colocados e mantidos
em desidratador de alimentos durante 12-24h para desidratação e retirada de possíveis larvas
ou insetos micófagos, seguindo o protocolo de Putzke; Putzke (1998). Logo após a
desidratação, os espécimes permaneceram guardados em sacos plásticos tipo Ziplock 20x28
com fecho hermético, contendo esferas de sílica em gel para evitar a umidificação até sua
análise.

As análises morfológicas foram realizadas por meio de cortes a mão livre de partes do
basidioma (lamela, píleo, estipe) dos espécimes e montagem de lâminas com auxílio de
hidróxido de potássio (KOH 3%), corante vermelho Congo (para pigmentação de estruturas)
ou reagente de Melzer (melhor mensuração dos basidiósporos) de acordo com Largent (1986;
1994). As lâminas foram analisadas em microscópio óptico, durante o processo de análise
foram feitos registros fotográficos e desenhos em câmara clara para produção de pranchas de
imagens das microestruturas dos espécimes. Para identificação, foram usadas bibliografias
especializadas (p. ex., Horak, 1977, 1982; Largent, 1994; Noordeloos; Gates, 2012; Coimbra
et al. 2013, entre outros).

5.4 Métodos Extração e Sequenciamento

Todo o DNA genômico de uma amostra foi extraído como a seguir. Cerca de 0,125
cm³ foram homogeneizados com pistilo por 60 segundos em 150 uL de Chelex 100 a 5%
(Bio-Rad, EUA). O tecido foi agitado em vórtice durante 10 segundos, incubado em água
fervente durante 5 min, depois agitado novamente em vórtex durante 10 segundos e
centrifugado a 10.000 rpm durante 90 segundos. Este método foi adaptado de (HwangBo et al.
2010). O sobrenadante foi utilizado como modelo para amplificação por PCR. Amplificações
por PCR foram feitas para espaçadores transcritos internos completos 1 e 2 e o rDNA 5.8S
(nuc-ITSrDNA) delimitado pelos primers ITS1 (5'CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3') e
ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (Branco et al. 1990) e gene 28S rDNA limitado
por primers LR0R (5'-ACCCGCTGAACTTAAGC-3') e o iniciador reverso LR7 (5'-
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TACTACCACCAAGATCT-3') (Moncalvo et al. 2000). As condições de PCR para
amplificação consistiram em 1× tampão, dNTP a 0,2 mM, cada primer a 0,2 μM, MgCl2 a 2
mM, 1U Taq polimerase e 2 μL de DNA molde, em um volume total de reação de 25 μL. O
programa de ciclagem PCR foi usado para ambos os conjuntos de primers: 94 °C por 2 min,
seguido por 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 51 °C por 40 s e 72 °C por 1 min e concluindo com
uma extensão de 10 min a 72 ° C. Os produtos de PCR foram sequenciados bidirecionalmente
no ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

As sequências obtidas foram editadas por meio da troca de bases degeneradas, com a
finalidade de corrigir erros pontuais utilizando o programa Bioedit (Hall, 1999). Com as
sequências geradas foram feitas matrizes para ambas as regiões ITS e LSU recuperando
sequências similares de Entoloma depositadas no GenBank para análises filogenéticas
(Kõljalg et al. 2013). As sequências foram alinhadas automaticamente utilizando o algoritmo
de alinhamento MUSCLE (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/), implementado no
programa MEGA v. 7.0.26 (Kumar, Stecher; Tamura 2015) e posteriormente também de forma
manual utilizando o Clustal X v.2.0.9 (Larkin et al. 2007).

Para os modelos evolutivos de diferentes regiões foi utilizado o programa JModel-Test
versão 3.7 (Posada 2006) Construímos árvores de máxima verossimilhança (ML) com
RAxML (v.8.2.12) (Stamatakis, 2014) usando o modelo GTR GAMMA I e 1000 réplicas de
bootstrap (BP). Uma árvore Bayesiana (BI) foi construída com MrBayes v.3.2.6 (Ronquist et
al. 2012) executado a partir do programa Topali v.2.5 (Milne et al. 2004), para o método de
máxima verossimilhança (MV) foram utilizados os programas MEGA7 v.7.0.26 (Kumar, Stecher;

Tamura 2015) e MEGA11 v.11.0.13 (Kumar, Stecher; Tamura 2021) para a análise de Máxima
Parcimônia (MP) foi utilizado o programa PaupUp v.4.0b10 (Swofford 2002). As sequências
obtidas foram depositadas no GenBank sob os números de acesso OR365603 e OR365604,
assim como o alinhamento final e as árvores geradas no TreeBASE com número de acesso
30942.

6 Resultados

6.1 Espécimes Depositados em Herbários do Nordeste Brasileiro

Atualmente, 66 registros de espécimes de Entoloma são encontrados nas bases de
dados de herbários da região do Nordeste brasileiro (Tabela 1: Busca Specieslink). Em sua
maioria, estão georreferenciados para os estados de Pernambuco, Rio Grande do Norte,
Paraíba e Bahia, havendo poucos registros conhecidos ou nenhum para o Piauí, Alagoas,
Sergipe e Maranhão (Fig. 1).

Tabela 1. Registros virtuais de espécimes do gênero Entoloma em herbários do Nordeste.

Herbário Virtual Nº de Registros
N° de Registros
Identificados até

Espécie

N° de Registros
Identificados até

Gênero
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URM/PE 21 20 01

UFRN-Fungos/RN 18 02 16

JPB/PB 13 03 10

CEPEC-Fungi/BA 06 02 04

HUFS/RN 02 00 02

INPA/BA 02 02 00

IPA/PE 02 02 00

F-Fungi 1 0 1

HUNEB 1 0 1

TOTAL 66 31 35
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Figura 1. Registros de depósitos em herbários virtuais do Nordeste brasileiro. Fonte:
Specieslink. Acesso em Janeiro de 2022.

6.2 Checklist de Espécies do Gênero Entoloma no Nordeste Brasileiro

Tabela 2. Registros de espécies do gênero Entoloma para o Nordeste Brasileiro publicados
em periódicos.
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Táxon
Localidade,
Município,
Estado

Coletor/Número de
depósito

Referência

E. aripoanum Dennis

Usina São José
(Mata de Piedade),

Igarassu, PE

Wartchow, F s.n.
18/08/2005.

URM 80085

Horak (1977);
Wartchow
(2011);

Coimbra et al.
(2013)

E. alboserrulatum
(Rick) Putzke &

Cavalcanti

Parque Estadual de
Dois Irmãos, Recife,

PE

Coimbra, VRM; L.
Trierveiler-Pereira;
J.M. Baltazar s.n.
19/07/2008.

URM 82271

Putzke &
Putzke (2000)

E. avilanum (Dennis) E.
Horak

Parque Estadual de
Dois Irmãos, Recife,

PE

Coimbra, VRM; L.
Trierveiler-Pereira;
J.M. Baltazar s.n.
13/08/2008.

URM 82273

Coimbra et al.
(2013)

E. bloxamii (Berk. &
Broome) Sacc.

Campus I da UFPB,
João Pessoa-PB.

Magnago, AC;
Furtado, ANM 245

02/07/2010.

JPB 50671.

Magnago et al.
(2015)

E. caribaeum (Pegler)
Courtecuisse & Fiard.

RPPN Carnijó,
Moreno-PE.

Coimbra, VRM; L.
Trierveiler-Pereira;
J.M. Baltazar s.n.
21/05/2009.

URM 82264

Coimbra et al.
(2013)

E. cantarelluloides
(Singer) E.Horak

João Pessoa,
Paraíba, PB

R. Singer

11/07/1960

Holotype

BAFC B3360

Singer (1965
como

Rhodophyllus),
Horak (1977)
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E. dragnosporum
(Singer) E. Horak

Parque Estadual de
Dois Irmãos, Recife-
PE; RPPN Carnijó,
Moreno-PE; RVS
Gurgaú, Mata do
Xangô, Cabo de
Santo Agostinho-

PE;

Mata do Jiqui,
Parnamirim-RN

Coimbra, VRM; L.
Trierveiler-Pereira;
J.M. Baltazar s.n.
13/08/2008.

URM 82260;
08/07/2008.

URM 82261;
Wartchow, F s.n.
21/06/2004.

URM 78668;

Ali, M.S.; Fazolino,
E.P.; Pinheiro, M.P.G.

s.n. 04/07/2008.

UFRN-Fungos 845

Wartchow
(2006);

Coimbra et al.
(2013)

E. inocephalum
(Romagn.) Dennis

Mata do Estado, São
Vicente Férrer-PE

Coimbra, VRM; L.
Trierveiler-Pereira;
J.M. Baltazar s.n.
19/07/2008.

URM 82263

Coimbra et al.
(2013)

E. luteosplendidum E.
Horak & Cheype

RPPN Carnijó,
Moreno-PE;

Campus I da UFPB,
Reserva Ecológica,
João Pessoa-PB;
Millennium

Inorganic Chemicals
Mineração Ltda,

Trilha dos Macacos,
Mataraca-PB;

Coimbra, VRM; L.
Trierveiler-Pereira;
J.M. Baltazar s.n.
21/05/2009.

URM 82259;

Wartchow, F
05/07/2011. JPB46809.

Wartchow, F.
07/07/2011.

JPB 46810

Coimbra et al.
(2013)
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E. murinoalbum E. Horak
& Singer

Próximo ao rio
Buranhém, Porto
Seguro-BA.

Singer, R. B11198
14/06/1978.

INPA-Fungos 81187
Horak (1982)

E. radicatum Pegler
Mata do Estado, São
Vicente Férrer-PE

Coimbra, VRM; L.
Trierveiler-Pereira;
J.M. Baltazar s.n.
28/08/2008.

URM 82267

Coimbra et al.
(2013)

E. speciosum (Romagn.)
Putzke & Putzke

RPPN Carnijó,
Moreno-PE

Coimbra, VRM; L.
Trierveiler-Pereira;
J.M. Baltazar s.n.

21/05/2009

URM 82270

Coimbra et al.
(2013)

E. siparianum Dennis

Parque Natural
Municipal João
Vasconcelos

Sobrinho, Caruaru-
PE

Coimbra, VRM; L.
Trierveiler-Pereira;
J.M. Baltazar s.n.
03/06/2009.

URM 82265

Coimbra et al.
(2013)

E. serrulatum (Fr.) Hesler
Campus X,
Teixeira de
Freitas-BA

Silva, L. R

-
Silva &

Fortuna (2020)

E. tucuchense Dennis

“Mata de
Piedade” Usina

São José,
Igarassu-PE

Wartchow, F. 18.
22/07/2005.

URM 80086

Wartchow et
al. (2011);

Coimbra et al.
(2013)

E. wednae V. Coimbra
& Wartchow

Mata do Estado,
São Vicente
Férrer-PE

Coimbra, VRM; L.
Trierveiler-Pereira;
J.M. Baltazar s.n.

19/07/2008. Holotípo
URM82268;
26/06/2008

URM 82269.

Coimbra et al.
(2013)



28

Tabela 3. Registro de espécimes identificados e depositados nos herbários, mas não
publicados em periódicos.

E. virescens (Sacc.) E.
Horak ex Courtec.

Comunidade de
Bom Gosto,
Pacujá-CE

Alves, M. H and
Nascimento, C. C.

16/03/2011,

TEPB 072/11

Alves &
Nascimento
(2012)

E. vitellinum (Sing.)
Horak

Camaragibe,
Pernambuco (PE)

BAFC, B 3135,
holotype Horak (1977)
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6.3 Sequências Geradas

Foram utilizados três espécimes para extração de material genético e análises

moleculares. Sendo um deles proveniente de uma das coletas realizadas na Reserva Mata do

Pau Ferro, Areia-PB.

E. rhodopolium (Fr.) P. Kumm. Parque Estadual de Dois
Irmãos, Recife-PE.

Silva, O.S. s.n. 28/02/1955.

URM 2014

E. pinnum (Romagn.) Dennis Faz. Ferkau, Sapucaeira,
Ilhéus-BA

Wartchow F. 2 31/07/2007.

CEPEC-Fungi 766

E. aff. conferendum (Britzelm.)
Noordel.

Parque Estadual Dunas de
Natal, Trilha da Geologia,

Natal-RN

Sulzbacher, M.A. 433
06/08/2012.

UFRN-Fungos 1764

E. cetratum (Fr.) Moser. Dois Irmãos, Jardim
ZooBotânico, Recife-PE

Nery, J. 2598.

IPA 38067

E. cyathiforme Dennis Porto Seguro-BA Singer, R B11190
14/06/1978.

INPA-Fungos 81186

E. nigricans Peck Parque Estadual de Dois
Irmãos, Recife-PE.

Silva, JN s.n.

URM 554;

Nery, J. 2865,

IPA 39057

E. spadix Hesler Parque Estadual de Dois
Irmãos, Recife-PE.

Coimbra, VRM; L.
Trierveiler-Pereira; J.M.
Baltazar s.n. 07/07/2008.

URM 82272
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Figura. 2 - Resultado de sequenciamento de espécimes do gênero Entoloma. Fonte: Felipe

Wartchow.

Duas sequências foram geradas para cada espécime sendo uma para ITS e uma

correspondente a região LSU, totalizando seis sequências para posterior tratamento

bioinformático e respectivos depósitos nos bancos de dados Genbank, NCBI e outros. Duas

sequências foram já editadas e depositadas no NCBI com os números identificadores para

LSU e ITS sendo OR365603 e OR365604 respectivamente.

6.4 Nova Espécie do gênero Entoloma.

Entoloma hygropileum L. F. Silva & Wartchow, sp. nov.MycoBank: MB851355

Tipo: Brasil, Paraíba, Areia, Parque Estadual Mata do Pau-Ferro, Trilha do Cumbe, 24 Jul

2019, F. Wartchow FW 15/2019 (JPB 65667, holotypus hic deignatus!) Etimologia: do grego

hygro (= úmido, úmido) e pilum (= boné, píleo); devido à superfície do píleo muito úmida.

Basidioma pequeno e robusto, tricolomatóide a ligeiramente clitocibóide. Píleo 42 mm,

plano-convexo, marrom (OAC 722) depois mais escuro (OAC 727) às vezes marrom

acinzentado (mais escuro que OAC 768) ou com tons amarelos (OAC 803) no centro;

superfície lisa, muito úmida a quase viscosa, glabra e brilhante; contexto com 4 mm de

espessura, branco aquoso, imutável; odor levemente adocicado. Lamelas amplamente adnadas

com dente decorrente curto, creme (OAC 815) a salmão (OAC 655), distante, 5 mm de

largura; borda inteira, concolor nas laterais; lamélulas freqüentes, com comprimentos diversos,

atenuadas. Estipe 30 × 5 mm, excêntrico, creme, superficial, aparentemente longitudinal,

muito levemente, escamoso comprimido, glabro; contexto esbranquiçado, imutável, sólido.

Basidiósporos 6,8–8,6 × 6,1–7,6, (x̅= 7,6 ± 0,5 × 7,1 ±0,4 µm; Q = 1,00–1,20; Q = 1,10 ± 0,3),

isodiamétrico a às vezes subisodiamétrico, angular com 5 a 6 ângulos rombos, rosado pálido,

paredes ligeiramente espessas; conteúdo como grande gutule; apêndice hilar cônico, sublateral.

Basídios 34,6–50,9 (–51) × 7,1–9,7 (–10,2) µm ( x̅ = 40,9 ± 4,4 × 7,7 ± 0,8 µm; Q = 5,3 ± 0,3)

clavados principalmente delgados a às vezes subcilíndricos, hialinos, de paredes finas, com 4

sterigmata variando até 3 µm de altura. Pleurocistídios e queilocistídios ausentes. Lamelas

trama regulares, com hifas hialinas estreitas de larguras variáveis, conexões em pinça

presentes, 16,6–61,7 × 3,9–8,8 µm. Pileipellis callidermic, duas camadas variando até 55 µm

de espessura; suprapellis com 15 μm de espessura feito de pillocistídios versiformes de cor

clara espalhados até 14–40 × 10–15 μm, lageniformes a ventricosos ou sacados, às vezes

subcilíndricos, de paredes finas, não incrustados; subpellis com 30 μm de espessura com hifas
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de células curtas infladas mais compactas com cerca de 5 células de profundidade 7,5–12,7 ×

6,1-9,2 μm, também pálidas incolores e células infladas versiformes e hifas um tanto

radialmente orientadas, não incrustadas. Caulocistídios muito ocasionais 4,9–10,8 × 2,4–5,9

µm, clavados, pigmentados claros, paredes finas. Stipe trama com hifas orientadas

longitudinalmente de comprimentos variáveis 29,4–63,7 × 3,9–10,7 µm, subparalelas. Hifas

oleíferas e glóbulos lipídicos ausentes. Pigmentação citoplasmática, não incrustada. Conexões

de pinça comumente encontradas em todos os tecidos examinados. Hábito e habitat: solitário

no solo entre serapilheira em mata de brejo de altitude.

Distribuição conhecida: conhecida apenas na localidade-tipo. Comentários sobre o

estado de conservação: A nova espécie foi coletada em uma unidade de conservação com alto

grau de intervenção humana ilegal (Barbosa et al. 2017) e não existe plano de manejo para

este parque (Pereira et al. 2019, Campos; Lima 2020). Além disso, há relatos de que os efeitos

de borda resultantes da perda de habitat ultrapassam os 50 m no gradiente fronteira-interior

(Campos et al. 2018, Marques et al. 2019). No entanto, os dados sobre a população e

abundância de E. hygropileum são limitados e apenas pesquisas futuras mostrarão a

classificação apropriada de ameaça. Assim, sugerimos aqui a categoria de dados deficientes

(DD) antes de enfrentá-la nos critérios de status de ameaça da IUCN (2022).
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Figura 3. Árvore filogenética

derivada da análise Bayesiana,

baseada em dados da região LSU.

Os valores são somados nos nós

(≥75% para bootstrap ML / ≥75%

para bootstrap MP / ≥0,75 para

probabilidade posterior de BI,

respectivamente). A barra de escala

representa o número de alterações de

nucleotídeos por local. Tipo de

espécie em T (itálico maiúsculas).

As novas espécies estão em negrito e

itálico.

Figura 4. Árvore filogenética

derivada de análise bayesiana,

baseada em dados das regiões ITS.

Os valores são somados nos nós

(≥75% para bootstrap ML / ≥75%

para bootstrap MP / ≥0,75 para

probabilidade posterior de BI,

respectivamente). A barra de escala

representa o número de alterações de

nucleotídeos por local. Tipo de

espécie em T (itálico maiúsculas). As

novas espécies estão em negrito

itálico.
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Possíveis Novos Registros

Entoloma sect. Calliderma (Largent & Hekel)

Píleo 38-54 mm, superficialmente plano, depresso umbonado, azul escuro (OAC 341) com

pontos violeta (OAC 432) oriundas da margem, superfície glabra radialmente venosa, margem

inteira, contexto branco úmido. Lamelas sinuadas, emarginadas salmão a bege (OAC 654,

655), borda denteada, concolor, lamellulas com diferentes comprimentos. Stipe 35-55 × 5-7

mm, central, afinado na base, azul cinzento (OAC 331, 332), amarelo creme (OAC 857) na

base, longitudinalmente fibriloso (em lupa), contexto sólido, branco úmido, imutável.

Bioma: Mata atlântica

Hábito: Agrupado

Substrato: Serapilheira, solo.

Local de Coleta: Rebio Guaribas, Mamanguape-PB. Brazil. 30-07-2021.

Entoloma bakeri Dennis.

Píleo 10 mm, plano umbonado levemente depresso bege rosado (OAC 696), margem inteira,

radialmente fibrilosa, brilhante. Lamela sinuada, denteada, regular, 3 lamelulas, concolor bege

(AOC 969). Estipe central 80 mm × 10 mm, fibroso, levemente clavado; contexto oco, bege

amarelado (OAC 815).

Bioma: Mata atlântica

Hábito: Solitário.

Substrato: Serapilheira, solo.

Local de Coleta: Rebio Guaribas, Mamanguape-PB. Brazil. 19-07-2021.
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6.5 Ilustrações e Pranchas Elaboradas.

Entoloma hygropileum L. F. Silva & Wartchow, sp. nov.

MycoBank: MB851355

Figura 5. Basidioma de Entoloma hygropileum. a, b, d = 10 mm. c = 20mm. Fonte: Felipe

Wartchow.
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Figura 6. Prancha com imagens microscópicas de E. hygropileum (Holótipo). a.

Basidiósporos. b. Basídia. c. Pileipellis com elementos inflados. Barras de escala: a = 10 µm;

b, c = 20 µm. Fotos: Leonardo Firmino e Felipe Wartchow.
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Figura 7. Ilustrações de Entoloma hygropileum (Holótipo). a. Basidiósporos. b. Basídia. c.

Pileipellis com elementos inflados. Barras de escala: a = 10 µm; b, c = 20 µm. Fonte: Autor.



37

Entoloma sp. (Subgen. Calliderma)

Figura 8. Basidiomas Entoloma sp. (subgen. Calliderma). Barra de escala = 30mm. Fonte:

Felipe Wartchow.

Figura 9. Ilustrações das estruturas microscópicas reprodutivas Entoloma sp. (subgen.

Calliderma). a. Esporos b. Basídios. Barras de escala: a = 10 µm; b = 20 µm. Fonte: Autor.
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Figura 10. Prancha com imagens microscópicas de Entoloma sp. (subgen. Calliderma). a.

Trama da lamela. b. Basidiósporos. c. Basídia. d. Pileipellis com camada de células

paliçádicas (suprapelis) e pigmentação violeta (subpelis). Barras de escala: a = 1 mm; b, c =

10 µm. d= 20 µm. Fotos: Leonardo Firmino e Felipe Wartchow.
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Entoloma bakeri Dennis.

Figura

11.

Basidioma de Entoloma bakeri Dennis. a. Basidioma; b. lamelas do píleo. Barras de escala

a=50mm; b=30mm. Fonte: Felipe Wartchow.
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Figura 12. Ilustrações das estruturas microscópicas reprodutivas Entoloma bakeri Dennis. a.

Esporos b. Basídios. Barras de escala: a = 10 µm; b = 20 µm. Fonte: Autor.

7 Discussão

As altas taxas de endemismo nos biomas da Mata Atlântica e Caatinga indicam uma

crescente necessidade de estudo e revisão dos espécimes depositados e coletados em herbários

da região Nordeste, para o gênero Entoloma a última revisão feita ocorreu a mais de uma

década (Coimbra, 2013). Muitas coletas feitas nestes biomas resultam em depósitos que são

identificados apenas a nível de gênero, necessitando de uma maior acurácia em análises

posteriores, a ocorrência dos espécimes está frequentemente ligada ao bioma da mata atlântica,

não se sabendo ao certo se esta diversidade realmente é mais elevada em um bioma em

relação ao outro, pois está confirmada a ocorrência do gênero na Caatinga em outros trabalhos

como os de Alves; Nascimento 2014 e Wartchow; Braga-Neto (2019), isso indica uma

ausência de coletas no bioma Caatinga, que pode existir por falta de investimento em

pesquisas taxonômicas e/ou ausência de profissionais capacitados para produção de

levantamento descrição destes espécimes.

Neste estudo, a partir de um levantamento em herbários virtuais e demais meios, foram

pesquisados registros publicados e não publicados sobre o gênero na região Nordeste. Em sua

maioria depositados em herbários da Paraíba e Pernambuco. Isto pode ocorrer pela presença

de pesquisadores micologistas mais acentuada nesta região. Mesmo com um número elevado

de depósitos do nordeste, representando 66 depósitos correspondentes ao gênero Entoloma,

destes mais da metade (35 depósitos) são identificados até o nível de gênero. Ocorrendo

outros problemas como identificação incerta e não publicação na base de dados dos herbários

e em periódicos científicos. Uma proposta interessante para sanar tais inconformidades seria a

avaliação destes depósitos em análise morfológica e molecular, para atualização destes dados.

Por meio de análise genéticas utilizando primers para ITS e LSU é possível identificar

corretamente os atuais espécimes já coletados e determinar novas ocorrências a nível local e

mundial.
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A ocorrência de E. hygropileum corrobora com a presença de E. subg. Entoloma, já

indicada pelos registros de Entoloma wednae nos estados de Pernambuco e Bahia (Coimbra et

al. 2013, Ribeiro et al. 2023), ambas espécies apresentam hábito Callidermatoide, possuindo

uma camada de células paliçádicas e fusiformes na sua pileipelis categorizado uma antiga

seção do por Romagnesi (1941) e Rodophyllus, transferida para o gênero Entoloma por

Noordelos (1983) e elevada a gênero por Largent (1994). Pelo menos duas descrições

microscópicas feitas neste trabalho apresentaram tais características, ambas coletadas na Mata

Atlântica nordestina.

Ao analisarmos filogeneticamente uma das espécies de hábito callidermatóide, E.

hygropileum, foi possível constatar uma similaridade considerável a outras espécies presentes

em matas neotrópicas, como o continente Africano. As espécies E. djaense e E. jubatum,

foram as mais próximas, ambas compartilham com E. hygropileum características como o

formato e número de ângulos em seus respectivos esporos, pileipelis apresentando células

com aspecto fusiformes, porém distinguindo-se quanto a presença frequente de pilocistidios e

presença ou ausência de pigmentos intracelulares, isto pode sugerir uma questão de

isolamento geográfico destas espécies com o mantimento da característica calidermatóide. No

segundo espécime analisado uma diferença foi notada quanto ao grau dos ângulos formados

em seus esporos, pigmentação violeta presente e elementos inflados mais frequentes

(Entoloma sp.).

Um outro espécime foi descrito foi E. bakeri Dennis. este possui mais de uma exsicata

depositada, ocorrendo com certa frequência em coletas em regiões da mata paraibana,

diferentemente dos outros dois espécimes descritos, possui esporos heterodiamétricos e

maiores possuindo entre 5 e 8 ângulos, ocorrendo com certa frequência serapilheira atuando

como saprobios com ocorrência já confirmada para a América do Sul por Horak (1978).

Os métodos moleculares e filogenéticos podem auxiliar significativamente na

inferência do parentesco das espécies dentro do gênero Entoloma, uma vez que espécies

podem ser diferenciadas com maior exatidão, porém não exclusivamente por este meio. A

morfologia dos esporos e demais estruturas microscópicas (principalmente microscópicas

como pilocistideos, grampos de conexão) são importantes para diferenciar espécies que

possuem uma alta similaridade, porém estruturas e hábitos distintos. Em biomas como a Mata

Atlântica e Caatinga, diferentes filtros ambientais atuam, requerendo diferentes adaptações
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dos macrofungos, armazenamento de água, proteção solar e associações com seres vegetais

por meio de relações ecto ou endomicorrizicas.

8 Considerações Finais

1. O gênero Entoloma subgenero Entoloma está presente no Nordeste e possui

ocorrências registradas nos estados da Paraíba e Pernambuco.

2. 19 espécies do gênero Entoloma ocorrem no Nordeste brasileiro e estão devidamente

identificadas a nivel de espécie e publicadas em periodicos Nacionais e Internacionais.

3. A nova espécie descrita Entoloma hygropileum possui proximidade filogenética com a

espécie africana E. djaense com significativos valores de suporte.

4. É necessária uma revisão morfológica e genética de todas as coletas depositadas em

herbários Nordestinos para a real determinação da diversidade e distribuição do gênero

Entoloma na região.
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Apêndice – A: Artigo Submetido para o periódico Fungal Systematics and Evolution

Entoloma hygropileum (Entolomataceae, Basidiomycota), uma nova espécie inesperada
de calidermatoide de uma floresta úmida montanhosa no bioma Caatinga
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Resumo: Uma nova espécie de Entoloma subg. Entoloma é descrito em um fragmento
florestal no nordeste do Brasil. A descrição da espécie é baseada na caracterização macro e
microanatômica dos basidiomas e em análises filogenéticas moleculares da região ITS e 28S
LSU do DNA ribossômico nuclear. Entoloma hygropileum sp. nov. distingue-se pelo hábito
tricolomatóide a um tanto clitocibóide com píleo acastanhado muito úmido a quase viscoso e
glabro, lamelas amplamente adnadas com dentes subdecorrentes, estipe proporcionalmente
curto, basidiósporos isodiamétricos a subisodiamétricos 6,8–8,6 × 6,1–7,6 µm, ausência de
cistídios himeniais e um Pileipelis calidérmica. A espécie mais semelhante é Entoloma
djaense, que difere principalmente no estipe proporcionalmente muito mais longo e na fixação
das lamelas.

Palavras-chave: Agaricales, Agaricomycetes, Neotrópico, sistemática, taxonomia.

INTRODUÇÃO

Entoloma sect. Calliderma foi descrito como uma seção de Rhodophyllus por
Romagnesi (1941: 45) correspondendo a espécies com píleo cônico-umbonato e uma
pileipellis (uma paliçada com elementos fusiformes contínuos e subpellis (ou seja, hipoderme
com hife vagamente entrelaçada), com R. callidermus como tipo espécie (Romagnesi 1956).
Mais tarde, Noordeloos (1983) transferiu esta seção para Entoloma, e então Largent (1994)
ergueu esta seção como o gênero Calliderma. Finalmente, Noordeloos; Gates (2012) e
Morgado et al. (2013) confirmaram que Calliderma pertence a um clado integral
correspondente ao subgênero Entoloma.

Coimbra (2014) compilou 271 espécies de Entolomatace ocorrendo em países da
América Central e do Sul, das quais mais de 100 apenas do Brasil e da Guiana e cinco táxons
tratados sob Calliderma. Nos últimos anos, novos registos para o género têm sido feitos na
região Nordeste deste país (Wartchow 2006, Wartchow et al. 2011, Alves; Nascimento 2012,
Coimbra et al. 2013). Em relação aos táxons com pillipellis callidermatóide, Dennis (1953),
Horak (1977, 1982, 1983), Karstedt; Capelari (2010, como Calliderma), Aime et al. (2010,
como Calliderma), Wartchow et al. (2011) e Coimbra et al. (2013) relataram os seguintes
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táxons (ver novas combinações e nomes em Blanco-Dios 2015): Entoloma brasiliensis, E.
caeruleosplendens, E. foldatsii, E. ipirangaennsis, E. obtusisporum, E. peculiare, E.
pruinatocutis, E. pruinatum e E. tucuchense da Argentina, Brasil, Guiana e Venezuela.

Neste estudo, uma espécie morfologicamente semelhante a E. djaense (originalmente
tratada como pertencente ao grupo callidermatoide por Largent et al. 2020) foi encontrada em
uma região montanhosa com enclaves de florestas úmidas circundadas pela Caatinga
(chamada de ‘brejo de altitude’). No entanto, descobrimos que corresponde a um táxon não
descrito, e descrições macro e microscópicas, bem como dados de análise filogenética são
apresentados para as novas espécies aqui descritas.

MATERIAL E MÉTODOS

Descrição do Local

O 'Parque Estadual Mata do Pau-Ferro' é uma floresta de 'brejo de altitude' localizada
no Nordeste do Brasil, em altitude de até 600 metros acima do nível do mar, com vegetação
predominantemente de floresta tropical (Andrade et al. 2006, Oliveira et al. 2006). Na região,
as famílias mais importantes são Rubiaceae, Malvaceae, Asteraceae, Convolvulaceae,
Solanaceae e Fabaceae (Barbosa et al. 2004). Esta floresta, embora corresponda a uma
Unidade de Conservação, sofre elevado grau de efeito de borda (Campos et al. 2018, Marques
et al. 2019).

Estudos morfológicos

Descrições de características macromorfológicas e fotografias foram feitas a partir de
material fresco. As cores foram descritas subjetivamente e codificadas de acordo com Kramer
(2004), com códigos de cores anotados entre parênteses. Os basidiomas secos foram
seccionados e reidratados em KOH 3% e água, e corados com Vermelho Congo. Os
basidiósporos eram medidos excluindo o apêndice hilar e os basídios excluindo os esterigmas.
Um microscópio biológico binocular Zeiss Primo Star com câmera embutida e software de
imagem ZEN 3.1 foi utilizado para obter as micrografias. A análise microscópica segue
Largent (1994). Nas descrições taxonômicas, “x =” refere-se às dimensões médias das
estruturas, “Q” refere-se ao quociente médio do comprimento das estruturas dividido pela sua
largura. O holótipo está depositado no Herbário JPB (Herbário Lauro Pires Xavier,
Universidade Federal da Paraíba).

Extração e sequenciamento de DNA

Para confirmar a identificação dos nossos espécimes, o DNA genômico total de um
espécime foi extraído usando o DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Alemanha). Amplificações
por PCR foram feitas para espaçadores transcritos internos completos 1 e 2 e o rDNA 5.8S
(nuc-ITSrDNA) delimitado pelos primers ITS7 e ITS8 (Dentinger et al. 2010) e gene 28S
rDNA delimitado pelos primers LR0R e o primer reverso LR7 (Moncalvo e outros 2000). As
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condições de PCR para amplificação consistiram em tampão 1×, dNTP a 0,2 mM, cada
primer a 0,2 μM, MgCl2 a 2 mM, 1U Taq polimerase e 2 μl de DNA molde, em um volume
total de reação de 25 μl. O programa de ciclagem de PCR foi utilizado para ambos os
conjuntos de primers: 94°C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 s, 51°C por 40 s e
72°C por 1 min e concluindo com 10 min. extensão a 72°C. Os produtos de PCR foram
sequenciados bidirecionalmente no ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Análises de dados

Utilizamos o BioEdit v. 7.2.5 (Hall 1999) para verificar a qualidade da sequência das
cadeias por comparação com seus respectivos cromatogramas e para montar e editar se
necessário. As sequências foram comparadas com similares e disponíveis no banco de dados
GenBank (//www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) usando o algoritmo BLASTn. Sequências de
Entoloma presentes no GenBank foram incorporadas para análise de ambas as regiões
genéticas, 29 sequências de LSU e 19 sequências ITS. Em nossa análise, incluímos
sequências de rDNA 28S com mais de 400 pb. Além disso, a fim de aumentar a robustez na
declaração de homologia e elevar a ocupação da matriz, longas sequências de nuc-ITSrDNA
foram truncadas para cobrir apenas esta região.

Na análise filogenética, as sequências foram alinhadas usando MUSCLE
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/), um módulo implementado no software MEGA v.
7.0.26 usando o algoritmo GTR+G. A análise de máxima parcimônia (MP) foi conduzida
usando PaupUp v. 4.0b10 (Swofford 2002) com 1000 réplicas de bootstrap heurísticas,
usando adição aleatória passo a passo e mantendo uma árvore em cada etapa. Maxtrees foram
definidos para 1000, o algoritmo de troca de ramificação TBR foi usado para avaliar o suporte
de ramificação. Árvores de máxima verossimilhança (ML) com RAxML v. 8.2.12 (Stamatakis
2014) usando o modelo GTR GAMMA I com 1.000 réplicas de bootstrap do MEGA v. Uma
análise Bayesiana (PP) foi construída com MrBayes v. 3.2.6 (Ronquist; Huelsenbeck 2003)
lançada a partir de TOPALi v. O melhor modelo de evolução disponível foi selecionado com
jModel Test v. 3.0.4 (Posada 2008) (nuc-ITSrDNA, GTR+G; 28S rDNA, GTR+I+G). Dois
paralelos independentes foram executados, amostrando a cada 1.000 gerações para um total
de 106 milhões de gerações pelo TOPALi v. 2.5, com um valor de queima de 25%. As
sequências geradas neste estudo LSU e ITS foram depositadas no GenBank (NCBI) sob os
acessos OR365603 e OR365604 respectivamente.

RESULTADOS

Análise filogenética

Com base em uma pesquisa BLAST do banco de dados de nucleotídeos GenBank do
NCBI usando a sequência ITS e LSU, os acertos mais próximos foram E. djaense, [GenBank
MN066547, identidade de sequência LSU = 869/933 (93,14%); MN069539, identidade de
sequência ITS = 530/650 (81,54%)] e E. olivaceocoloratum [GenBank KT339287, identidade
de sequência LSU = 722/815 (88,59%); KT339257, identidade de sequência ITS = 168/176
(95%)]. A filogenia usando código de barras ITS e LSU (Figs. 1, 2) também mostrou alta



50

similaridade em todas as análises MP, ML e BI, com bootstrap bem suportado (BS) com nó
97/100/0,99 (Fig. 1), com E. hygropileum e E. djaense no mesmo ramo. Se considerarmos
todos os ramos incluindo E. olivaceocoloratum o nó é mais suportado 100/100/0,99 (Fig. 2).
Árvores filogenéticas foram construídas para todas as análises e apresentaram topologia
semelhante para a análise Bayesiana, que foi escolhida para plotagem dos dados. As árvores
foram depositadas no TreeBASE sob o número de estudo 30942.

Figura 1. Árvore filogenética derivada da análise Bayesiana, baseada em dados da região
nrLSU. Os valores são somados nos nós (≥75% para bootstrap ML / ≥75% para bootstrap MP
/ ≥0,75 para probabilidade posterior de BI, respectivamente). A barra de escala representa o
número de alterações de nucleotídeos por local. Tipo de espécie em T (itálico maiúsculo). A
nova espécie está em negrito e itálico.
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Figura 2. Árvore filogenética derivada da análise Bayesiana, baseada nos dados das regiões
ITS1 e ITS2. Os valores são somados nos nós (≥75% para bootstrap ML / ≥75% para
bootstrap MP / ≥0,75 para probabilidade posterior de BI, respectivamente). A barra de escala
representa o número de alterações de nucleotídeos por local. Tipo de espécie em T (itálico
maiúsculo). A nova espécie está em negrito e itálico.

Tabela 1. Informações sobre táxons e números de acesso ao GenBank de sequências ITS de
espécimes de Entoloma utilizados nas análises filogenéticas moleculares. O asterisco (*)
corresponde que o DNA foi extraído do holótipo da espécie.

Espécies Voucher
País de
Origem

Numeros de
Acesso

GenBank
(ITS, 5.8S)

E. hainanense MHHNU 30694 China MK250924

E. olivaceocoloratum TH8855 Guiana KT339257

E. rugosostriatum TH6766 Guiana KT339258

E. subelegans WU32903 Alemanha OL338448
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E. subelegans (Holótipo) WU:32901 Ilhas
Mauricio

NR_182958

E. undatum - USA OQ132774

E. djaense TH10608 Camarões MN069539

E. hygropileum (Holótipo) FW 15/2019 Brasil
(Este estudo)

OR365604

E. lividoalbum MEN 200328 Holanda KC710114

Entoloma murrayi SDR NAMA 2017-160 USA MK575459

Entoloma quadratum iNAT:16890676 USA ON366783

Entoloma aurantiovirescens PAN419 Panama MZ611691

E. jubatum 373/11 Finlândia LN850582

E. violaceozonatum L275 Estônia KC898448

E. subcaesiocinctum
(Holótipo)

SAAS 133 China NR_155101

E. septentrionale O:F-254295 Noruega MW340904

E. septentrionale (Holótipo) O:F-254295 Noruega NR_174647

Tricholoma sp. CLO4711 USA MH704860

Lyophyllum leucophaeatum Hae251.97 - AF357032

L. moncalvoanum
(Holótipo)

PDD:96328 Nova
Zelândia

NR_137615

Tabela 2. Informações sobre táxons e números de acesso ao GenBank de sequências LSU de
espécimes de Entoloma usadas nas análises filogenéticas moleculares. O asterisco (*)
corresponde que o DNA foi extraído do holótipo da espécie.

Espécies Voucher País de Origem

Numeros
de Acesso
GenBank
(nrLSU)

Entoloma hygropileum
(Holotype)

FW 15/2019 Brasil (Este
estudo)

OR365603

Lyophyllum fumosum GLM 45953 Alemanha AY207229

Tricholoma vaccinum GLM 46037 Alemanha AY207307
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E. gasteromycetoides E2031 Holanda GQ289164

E. byssisedum var. microsporum SAAS1160 China KU534231

E. djaense TH10608 Camarões MN066547

E. brunneorugulosum KaiR691 Panamá MZ611676

E. hainanense (Type) GDGM:27990 China NG059212

E. sordidulum - Bélgica GQ289194

E. undatum - Bélgica GQ289202

E. paraconferendum CME6 Panamá MZ611629

E. nidorosum TB6263 - AF261296

E. alpicola TB6415 - AF261302

E. nubooccultatum KaiR687 Panamá MZ611675

E. olivaceocoloratum TH8855 Guiana KT339287

E. azureosquamulosum HKAS 53408 China JQ410326

E. azureosquamulosum (Type) GDGM:27355 China NG059214

E. subelegans WU32902 Ilhas Mauricio MZ611699

E. nitens MD2018-09 Alemanha OL338321

E. flavifolium TB6215 - AF261301

E. hirtipes aFP4 Alemanha OL337994

E. hypogaeum (Type) TNS:F-46869 - NG042336

E. rugosostriatum TH9136 Guiana KT339295

E. paraconferendum CME7 Panamá MZ611630

E. cetratum KaiR932 Áustria OL338132

E. hainanense GDGM 27990 China JQ320118

E. rhodocylix KaiR1311 Áustria OL338192

E. sinuatum - Holanda GQ289193

E. lividoalbum MEN 200328 - KC710152

E. henricii HKAS 63414 China JQ410332
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Taxonomia

Entoloma hygropileum L. Firmino & Wartchow, sp. nov. Figs 3–5
MycoBank: MB851355

Tipo: Brazil, Paraíba, Areia, Parque Estadual Mata do Pau-Ferro, Trilha do Cumbe, 24 Jul
2019, F. Wartchow FW 15/2019 (JPB 65667, holotypus hic deignatus!)

Etimologia: do Grego hygro (= úmido, molhado) e pilum (= tampa, pileus); devido a
superfície do píleo muito úmida.

Figura 3. E. hygropileum (Holótipo). De a-d muitas vistas do basidioma. Escalas a-d= 20 mm.

Basidioma pequeno e robusto, tricolomatóide a ligeiramente clitocibóide. Píleo 42 mm,
plano-convexo, marrom (OAC 722) depois mais escuro (OAC 727) às vezes marrom
acinzentado (mais escuro que OAC 768) ou com tons amarelos (OAC 803) no centro;
superfície lisa, muito úmida a quase viscosa, glabra e brilhante; contexto com 4 mm de
espessura, branco aquoso, imutável; odor levemente adocicado. Lamelas amplamente adnadas
com dente decorrente curto, creme (OAC 815) a salmão (OAC 655), distante, 5 mm de
largura; borda inteira, concolor nas laterais; lamélulas freqüentes, com comprimentos diversos,
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atenuadas. Estipe 30 × 5 mm, excêntrico, creme, superficial, aparentemente longitudinal,
muito levemente, escamoso comprimido, glabro; contexto esbranquiçado, imutável, sólido.

Basidiósporos 6,8–8,6 × 6,1–7,6, (x̅= 7,6 ± 0,5 × 7,1 ±0,4 µm; Q = 1,00–1,20; Q =
1,10 ± 0,3), isodiamétrico a às vezes subisodiamétrico, angular com 5 a 6 ângulos rombos,
rosado pálido, paredes ligeiramente espessas; conteúdo como grande gutule; apêndice hilar
cônico, sublateral. Basídios 34,6–50,9 (–51) × 7,1–9,7 (–10,2) µm (x=̅ 40,9 ± 4,4 × 7,7 ±0,8
µm; Q= 5,3 ± 0,3) clavados principalmente delgados a às vezes subcilíndricos, hialinos, de
paredes finas, com 4 sterigmata variando até 3 µm de altura. Pleurocistídios e queilocistídios
ausentes. Lamelas trama regulares, com hifas hialinas estreitas de larguras variáveis, conexões
em pinça presentes, 16,6–61,7 × 3,9–8,8 µm. Pileipellis callidermic, duas camadas variando
até 55 µm de espessura; suprapellis com 15 μm de espessura feito de pieocistídios versiformes
de cor clara espalhados até 14–40 × 10–15 µm, lageniformes a ventricosos ou sacados, às
vezes subcilíndricos, de paredes finas, não incrustados; subpellis com 30 µm de espessura
com hifas de células curtas infladas mais compactas com cerca de 5 células de profundidade
7,5–12,7 × 6,1-9,2 µm, também pálidas incolores e células infladas versiformes e hifas um
tanto radialmente orientadas, não incrustadas. Caulocistídios muito ocasionais 4,9–10,8 ×
2,4–5,9 µm, clavados, pigmentados claros, paredes finas. Estipe trama com hifas orientadas
longitudinalmente de comprimentos variáveis 29,4–63,7 × 3,9–10,7 µm, subparalelas. Hifas
oleíferas e glóbulos lipídicos ausentes. Pigmentação citoplasmática, não incrustada. Conexões
de pinça comumente encontradas em todos os tecidos examinados.
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Figura 4. E. hygropileum (Holótipo). a. Basidiósporos. b. Basídia. c. Pileipellis com
elementos inflados. Barras de escala: a = 10 µm; b;c = 20 µm. Fotos Felipe Wartchow;
ilustrações de Leonardo Firmino.

Figura 5. E. hygropileum (Holótipo). a. Basidiósporos. b. Basídia. c. Disposição das hifas de
contexto do píleo. d. Pileipellis com elementos inflados. e. Suprapellis com células. Barras de
escala: a = 10 µm; b;c = 20 µm. Fotos de Leonardo Firmino.
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Hábito e habitat: Solitário no solo entre serapilheira em mata de brejo de altitude.

Distribuição conhecida: Conhecida apenas na localidade-tipo.

Comentários sobre o estado de conservação: A nova espécie foi coletada em uma unidade de
conservação com alto grau de intervenção humana ilegal (Barbosa et al. 2017) e não existe
plano de manejo para este parque (Pereira et al. 2019, Campos; Lima 2020). Além disso, há
relatos de que os efeitos de borda resultantes da perda de habitat ultrapassam os 50 m no
gradiente fronteira-interior (Campos et al. 2018, Marques et al. 2019). No entanto, os dados
sobre a população e abundância de E. hygropileum são limitados e apenas pesquisas futuras
mostrarão a classificação apropriada de ameaça. Assim, sugerimos aqui a categoria de dados
deficientes (DD) antes de confrontá-la com os critérios de status de ameaça da IUCN (2022).

DISCUSSÃO

Entre as espécies calidermatóides de Entoloma, a nova espécie é caracterizada pelo
hábito tricolomatóide a quase clitocibóide com píleo acastanhado muito úmido a quase
viscoso e glabro, lamelas amplamente adnadas com dentes subdecorrentes, estipe
proporcionalmente curto, basidiósporos isodiamétricos a subisodiamétricos 6,8–8,6 × 6,1 –7,6
µm, ausência de cistídios himeniais, pilipelis calidérmica (sensu Largent et al. 2020) e
presença de conexões de pinça.

E. djaense crescendo em uma floresta monodominante contendo Gilbertiodendron
dewevrei (Fabaceae) dos Camarões, é a única espécie conhecida com características muito
semelhantes. Compartilha o píleo liso, úmido e brilhante, os basidiósporos isodiamétricos, a
presença de conexões em pinça e a pilipelis estruturalmente calidérmica muito semelhante,
com o subpelis apresentando pigmentação pouco oliva e células mais achatadas. No entanto,
os pieocistidídios mais frequentes e os suprapelis com presença de elementos inflados maiores
16–32,4 × 9,3–24,2 μm em E. djaense o diferenciam de E. hygropileum. Além disso, o estipe
proporcionalmente muito mais longo e a fixação das lamelas da entidade africana, ou seja,
sinuosa superficialmente com dente decorrente, também ajudam a segregar esta entidade para
a nossa nova espécie (Largent et al. 2020). Estas combinações da estrutura pilleipelis
observadas em E. djaense e E. hygropileum parecem pouco frequentes entre Entoloma, e
concordamos com Largent et al. (2020) considerando ambas as espécies como portadoras de
pillipellis callidermatóide. Além disso, nossa filogenia usando código de barras ITS e LSU
também mostrou alta similaridade em ambas as análises, com bootstrap bem suportado.

A outra espécie descrita com píleo viscoso quando úmido e de cor marrom,
basidiósporos isodiamétricos e uma 'paliçada tricodermial aglutinada' é o Entoloma
entolomatoides neotropical da Martinica e Dominica (Pegler 1983 como Inopilus
entolomoides). No entanto, este táxon difere na conta do píleo maior com 40–75 (–90) mm de
diâmetro, estipe mais largo com 50–10 mm de espessura e basidiósporos maiores com 8,5–
10,5 × 7–9,5 µm (Pegler 1983). Mais tarde, Karstedt; Capelari (2010, como Caliderma)
considerado sinônimo de Entoloma pruinatocutis após análise microscópica de precisão.

Entoloma canthareluloides também da Paraíba compartilha com E. hygropillum nas
lamelas decorrentes e nos basidiósporos isodiamétricos. No entanto, o píleo subvelutino a
subglabro sem menção de viscosidade com tonalidades acinzentadas-fuligíneas contrastando
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com o estipe esbranquiçado e depois amarelado, e o pillipellis a cutis com hifas estreitas
separam esta espécie de E. hygropileum (Singer 1965).

Entoloma wednae de Pernambuco compartilha lamelas decorrentes, basidiósporos
isodiamétricos, pileipellis dividida em duas camadas e hábito de floresta montanhosa. Porém
difere na superfície, textura e cor do píleo, bem como na ausência de elementos inflados no
píleo (Coimbra et al. 2013).

Análise bayesiana de clusters nrLSU E. hygropileum sp. nov. e E. djaense em um
ramo formando um clado com duas sequências adicionais neotrópicas de Entoloma subg.
Entoloma viz., Entoloma olivaceocoloratum e Entoloma rugosostriatum. Correspondem a
espécies com hábito tricolomatóide robusto, subisodiamétricos a esporos isodiamétricos e
pileipellis a cutis (Largent et al. 2008). Além disso, pelo menos em Entoloma rugosostriatum
também observamos uma superfície úmida do píleo. Na verdade, a análise ITS também
agrupou as novas espécies com sequências correspondentes às mesmas espécies mencionadas
acima, confirmando a sua afinidade filogenética.
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