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RESUMEN

Los hongos gasteroides son utilizados para el tratamiento de heridas cutaneas en la medicina tradicional de la
comunidad indigena de Puracé del departamento del Cauca. Las especies usadas se han determinado previamente con
base en caracteres morfologicos, sin embargo, debido a los frecuentes reacomodos taxondmicos que han modificado
la delimitacion de géneros y especies en este grupo y que generan confusion en su determinacion, es importante
analizarlas a nivel molecular. De acuerdo a lo anterior, este estudio buscoé identificar estas especies mediante un enfoque
integrador de su morfologia y el analisis de las regiones ITS y LSU. Para ello, se recolectaron especimenes en la vereda
El Hato, municipio de Puracé y se revisaron colecciones depositadas en los herbarios CUVC (Universidad del Valle)
y CAUP (Universidad del Cauca). Los analisis filogenéticos de Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana
realizados confirmaron dos linajes vinculados: en uno de ellos, la secuencia analizada se agrup6 con alto soporte en el
clado Scleroderma verrucosum, previamente identificado como Scleroderma citrinum; hecho que representa un nuevo
registro molecular para la region. El otro linaje se ubicé dentro del género Bovista, antes identificado como Lycoperdon
sp., no obstante, la resolucion obtenida fué insuficiente y no permiti6 su asignacion especifica, probablemente debido
a las pocas secuencias referencia disponibles en las bases de datos. Estos hallazgos aportan informacion linea base para
la identificacion de los hongos gasteroides y resaltan la necesidad de muestrear y generar informacién molecular en
las bases de datos. Ademas, de subrayar la importancia de documentar las practicas tradicionales; un conocimiento
biocultural en riesgo y constituyen una base para investigaciones futuras en fitoquimica y conservacion de la
biodiversidad fangica.

Palabras clave: biodiversidad, Bovista, filogenia, Hongos gasteroides, Molecular data, nuevas secuencias, puffballs,
Scleroderma.

ABSTRACT

Gasteroid fungi are traditionally used for treating skin wounds by the indigenous community of Puracé in the Cauca
department, Colombia. These species have previously been identified based on morphological characters; however,
frequent taxonomic rearrangements have altered the delimitation of genera and species in this group, leading to
confusion in their determination. To address this issue, the present study aimed to identify the species through an
integrative approach combining morphology with molecular analysis of the ITS and LSU regions. Specimens were
collected in the village of El Hato (Puracé municipality) and examined alongside collections deposited in the CUVC



(Universidad del Valle) and CAUP (Universidad del Cauca) herbaria. Phylogenetic analyses using Maximum
Likelihood and Bayesian Inference confirmed two distinct lineages. In one, the analyzed sequence clustered with high
support within the Scleroderma verrucosum clade, a specimen previously identified as Scleroderma citrinum,
representing a new molecular record for the region. The second lineage was placed within the genus Bovista, formerly
identified as Lycoperdon sp.; however, the resolution was insufficient to allow species-level assignment, likely due to
the limited availability of reference sequences in public databases. These findings provide baseline information for the
identification of gasteroid fungi and highlight the need for expanded sampling and the generation of molecular data in
databases. Furthermore, by documenting traditional practices, anat-risk biocultural knowledge, this study establishes
a foundation for future research in phytochemistry and fungal biodiversity conservation.
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INTRODUCCION

La diversidad fungica global se estima en alrededor de 2,5 millones de especies, de las cuales mas
del 90% permanecen desconocidas para la ciencia (Niskanen ef al., 2023). En Colombia hasta 2023,
se registraron 7619 especies, de las cuales 2555 pertenecen al filo basidiomycota y de estas, 1861
especies pertenecen al subfilo Agaricomycotina. Las proyecciones sugieren que el pais podria
albergar entre 105.600 y 300.000 especies (Charria-Giron ef al., 2023; Gémez-Montoya et al.,
2022). Esta subrepresentacion refleja no solo la necesidad de ampliar los inventarios, sino también

de revisar criticamente la identidad de especies poco estudiadas y de relevancia cultural.

Dentro de esta diversidad, los basidiomicetos con forma gasteroide han sido objeto de revisiones
taxonomicas complejas en la micologia, ya que la antigua clase Gasteromycetes es polifilética, y
los géneros tradicionalmente agrupados en dicha clase, se distribuyen en distintas familias y
ordenes: Lycoperdon y Bovista en Agaricaceae, y Scleroderma en Sclerodermataceae (Hibbett et
al., 1997, 2007; Binder y Bresinsky, 2002). Estudios moleculares multilocus posteriores
confirmaron que Lycoperdon sensu lato no era monofilético, lo que llevo a segregar subgéneros y
proponer nuevos géneros (Vizzini y Ercole, 2017; Yang et al., 2025). En paralelo, Bovista se valido

como un clado monofilético dentro de Agaricaceae, diagnosticable por su tipo de capilicio (Li, et



al., 2024), mientras que Scleroderma se consolidé como un linaje ectomicorricico en Boletales con
especies de dificil delimitacion morfolégica (Nouhra et al., 2012; Wu et al., 2023; Patel y Rajput,
2023). Estos avances muestran que los problemas actuales se concentran en la correcta delimitacion

intragenérica y en la confirmacion molecular de especies.

Los macrohongos gasteroides han tenido un lugar destacado en las practicas etnomicologicas
(Martinez-Escobedo et al., 2021; Vasco-Palacios y Moncada, 2022). Estos linajes histéricamente
agrupados como "bejines" o "puffballs" (Nouhra et al., 2012; Kirk et al., 2008), han sido
especialmente valorados por sus propiedades biologicas (Krakhmalnyi et al., 2023). Especies como
Calvatia cyathiformis se emplean en medicina popular por su accion antihemorragica y antiséptica
(Ribeiro, 2022; Cortez, 2009), mientras que Lycoperdon y Scleroderma han sido utilizados como
agentes hemostaticos y cicatrizantes en contextos etnomicologicos neotropicales (Rocabado et al.,
2007; North American Mycological Association, 2023; Gonzalez et al., 2021, 2022, 2024; Pinzén-

Osorio y Pinzon-Osorio, 2018; Pei et al., 2025).

En Colombia, se han desarrollado estudios sobre el uso de hongos en regiones como el
departamento de Boyacd, donde se exalta la importancia del conocimiento de las comunidades y
su papel fundamental para el desarrollo de investigacion, también en las comunidades del Caribe
Colombiano, Chocd, Amazonas y Caqueta (Pefia Caiiéon y Henao Mejia, 2014; Ortiz Moreno et al.,
2022). Para el departamento del Cauca, especificamente en las areas de Sotard y Puracé, se ha
documentado el uso de especies del género Scleroderma'y Lycoperdon en el tratamiento de heridas
cutaneas (Gonzalez-Cuéllar et al., 2021, 2022; 2024). Sin embargo, la mayoria de estos registros
se basan en caracteres morfologicos y carecen de confirmacion molecular, lo que restringe la
posibilidad de corroborar molecularmente los registros etnomicologicos y genera ambigiiedad

sobre la identidad real de los taxones empleados con fines medicinales. (Gomez-Montoya et al.,


https://www.scielo.org.mx/pdf/tip/v24/1405-888X-tip-24-e318.pdf
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https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=5261796

2022; Bautista-Hernandez et al., 2018; Franco Molano et al., 2022; Vasco Palacios et al., 2008a,

2008b; Zambrano Forero et al., 2023).

En este contexto, el presente estudio se propone responder a la pregunta: ;Cual es la identidad
taxondmica de los macrohongos gasteroides utilizados tradicionalmente por la comunidad indigena
de Puracé para tratar heridas cutdneas? Para ello se integran descripciones morfologicas y analisis
moleculares (ITS/LSU) con informacion etnografica, con el fin de validar cientificamente los
registros de uso ancestral y establecer la correspondencia entre los caracteres morfologicos y los
datos moleculares de las especies recolectadas, particularmente aquellas previamente reportadas
como Scleroderma citrinum 'y Lycoperdon sp. Asi mismo, la generacion y depdsito de secuencias
neotropicales en bases de datos internacionales como GenBank contribuird a actualizar los
catalogos micologicos. Se plantea la hipdtesis de que este enfoque aportara significativamente a la
identificacion taxonomicaEsta bien del hongo medicinal y aportar al entendimiento de Ia
variabilidad morfologica y filogenética de los géneros Scleroderma, Lycoperdon y Bovista,
fortaleciendo el conocimiento sobre la biodiversidad fingica y la conservacion del patrimonio

biocultural del Cauca.

METODOS

Area de estudio

La vereda El Hato esta localizada en el municipio de Puracé, Cauca (Colombia), entre 1768 y 2674
msnm, con temperatura media de 13°C y precipitacion anual de 2177 mm. El area corresponde a
bosque himedo montano bajo, segiin Holdridge (Gonzalez et al., 2021). El area de estudio se

localiza dentro del territorio del Cabildo Indigena de Puracé, cuya participacion fue esencial para



la delimitacion del drea de muestreo. A partir del conocimiento tradicional de los sabedores locales,
se identificaron los lugares donde el hongo empleado en la medicina tradicional es observado con
mayor frecuencia. Este conocimiento permitié definir cinco puntos georreferenciados (P1:
2°26'32.39"N,  76°32'25.38"W; P2: 2°29'16.42"N, 76°37'13.24"W; P3: 2°22'0.48"N,
76°29'0.29"W; P4: 1°44'4.63"N, 76°51'2.62"W; P5: 1°44'4.63"N, 76°51'2.62"W), que en conjunto

abarcan un area total de 113 452,76 m? (Fig. 1).

Colecta y procesamiento de especimenes

Se realizaron tres eventos de colecta entre los meses de abril y julio de 2024, con la participacion
de miembros del cabildo indigena de Puracé. Los sabedores y mayores de la comunidad identifican
el basidioma principalmente por sus caracteristicas morfologicas externas, como la forma y la
coloracion, y sefialan que, al ejercer presion sobre ¢l este libera un “polvo” de color café, que es
aplicado directamente sobre heridas cutaneas como parte del tratamiento tradicional. Asimismo, la
comunidad reconoce Unicamente el basidioma en estado maduro y no emplea un nombre especifico
para referirse a la especie; sin embargo, la asocian con nombres como “pedo de duende”, “pedo de

bruja” y “pedo de mula” para identificarla. El criterio de colecta se bas6 en la informacion

proporcionada.

Los basidiomas colectados fueron rotulados y depositados en bolsas de papel kraft siguiendo
protocolos (Fidalgo y Bononi, 1989; Berkes et al., 2000; Mueller et al., 2004). Los especimenes se
procesaron en el Laboratorio de Investigaciones Microbiologicas (LIM) de la Universidad del Valle
y posteriormente se depositaron en el Herbario CUVC (Cali, Colombia). Al andlisis se adicion6 los
especimenes ACB1647, ACB1558a, ACB1558b del Herbario CUVC y Gonzéles-C 006 y

Gonzales-C 033 de la Universidad del Cauca (CAUP), previamente colectados. De las ultimas dos



muestras so6lo se dispuso de fragmentos de basidioma, por lo que se describieron caracteristicas

parciales apoyadas en registros fotograficos.

Analisis morfologico

Los caracteres macroscopicos a considerar fueron (forma, tamafio, color y textura del exoperidio,
endoperidio y gleba, presencia de subgleba y tipo de dehiscencia), para estandarizar la coloracion
se empleo la guia HTML Color Codes, (2024) (Vasco-Palacios et al., 2008a, Montagner et al., 2015
y Nouhra ef al., 2012). Para este estudio se utilizo el estereoscopio Nextcope NSZ 818 y camara

Canon EOS 6D Mk II, en caja de luz LED (1644).

El estudio de las caracteristicas microscopicas se llevo a cabo en el microscopio Nikon ECLIPSE
Ni-U 90 (1000%, aceite, NA 1.30), acoplado a camara Nikon DS-Fi3 (5 MP); se midieron al menos
30 esporas por ejemplar de las cuales se registro dimensiones (largo x ancho, um), indice Q (L/A
+ DE), forma, ornamentacion y pedicelo. Para el analisis del capilicio se observo el tipo, poros ¢
hifas generativas. Las preparaciones se realizaron de acuerdo a Largent (1986); los colorantes
empleados fueron KOH 3%, lactofenol-algodon azul, floxina 1% y reactivo de Melzer. Las

micrografias se calibraron con micrometro y se analizaron en ImageJ v1.55

Con los caracteres observados se elabor6 una matriz comparativa y una clave dicotémica
jerarquica, contrastando con monografias y estudios filogenéticos de Scleroderma (Sims et al.,
1995, Montagner et al., 2015; Martin et al., 2009; Nouhra et al., 2012, Pinzén-Osorio y Pinzén-
Osorio, 2018), Lycoperdon y Bovista (Li et al., 2024; Yang et al., 2025; Vizzini y Ercole, 2017,
Baseia, 2005; Bautista-Hernandez et al., 2011), complementadas con MycoBank e Index

Fungorum.



Extraccion de ADN genomico, amplificacion y secuenciacion de loci codigos de barra
De las muestras en estudio, se tomo entre 10 mg de tejido, se macerd en nitrégeno liquido, se
incubd en SDS al 1 % y se sonicé a 35 kHz, durante 10 seg (Janowski et al., 2019) en el Sonicador
(BRANSON, 5800) del departamento de Quimica de la Universidad del Valle). La extraccion se
realizod conforme a las indicaciones del kit de extraccion Plant/Fungi DNA Isolation (Insert Product
# 26.200 - Norgen Biotek Corp). Se amplifico la region ITS (ITS1, 5.8S, ITS2) con los primers
ITSS (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') e ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
(White et al., 1990; Kasuya et al., 2023; Zhang et al., 2020; Sandoval-Islas y Hernandez-Navarro,
2025) y la subunidad grande ribosomal LSU con los primers LRS (5°-
TCCTGAGGGAAACTTCG-3’) (Vilgalys y Hester, 1990; Kasuya et al., 2023) y CTB6 (5’-
GCATATCAATAAGCGGAGG-3’) (Haynes et al., 1995; Bates et al., 2009; Motato-Vasquez et
al.,2025). Para el proceso de amplificacion se prepar6 una PCR con se volumen total de 25 pL con
la siguiente composicion: base H-0 15,58 pL, buffer de PCR 10X, (NH4).SO4 2 pL, MgClz> 25 mM
0,4 pl de dNTPs 40 mM, 0,5 pul de cada primer 10 pmol (forward y reverse), 0,5 ul de BSA
recombinante 20 mg/mL, 0,5 de ul PVP 10%, 0,5 de ul DMSO 10%, 0,12 ul de Taq polimerasa 5
u/ul, y 14,58 ul de agua ultra purificada. El perfil térmico estandar aplicado fue: desnaturalizacion
inicial a 95°C x 5 min seguido de 45 ciclos a 95°C x 1 min, 52°C x 45 seg, 72°C x 1 min, y una
extension final de 72°C x 10 min. Las muestras se verificaron en gel de agarosa 1,5 % tefiida con
GelRed® Biotium (Conlon ef al., 2022; Phosri et al., 2009; Janowski et al., 2019), la purificacion
de los productos de PCR se llevo a cabo usando las condiciones propuestas por Schmitz y Rienser
(2006) (Motato-Vasquez et al., 2025). Teniendo en cuenta la calidad en amplificacion, se
seleccionaron las muestras Gonzales-C 006, Gonzales-C 033, ACB1558a, ACB1558b, ACB1903

y ACB1904, y se enviaron a MacroGen Ltd.; Seul, Republica de Corea para secuenciacion



bidireccional (Sanger); en las reacciones de secuenciacion se usaron las mismas combinaciones de

primers usadas en la amplificacion por PCR.

Analisis de datos

Las secuencias obtenidas fueron visualizadas, ensambladas y editadas en Geneious Prime®
v2025.2.1 (Biomatters, 2023) y alineadas en R v4.3.0, empleando las librerias msa y Biostrings (R
Core Team, 2023). La seleccion del modelo evolutivo se realizé segtn el criterio de informacion
de Akaike corregido (AICc). La inferencia filogenética se llevd a cabo mediante Maxima
Verosimilitud (ML) en R con los paquetes ape, phangorn y ggtree bajo el modelo GTR+G (4) +I

(Yu et al., 2017), e Inferencia Bayesiana (BI) en BEAST v1.10.4 (Suchard et al., 2018).

Los analisis bayesianos emplearon dos cadenas MCMC de 10 millones de generaciones, muestreo
cada 1000 generaciones y modelo de especiacion de Yule. La convergencia de las cadenas se evalu6
mediante la desviacion estandar de las frecuencias de particion (< 0.01). Se descartd el 10 % inicial
de las generaciones como burn-in, y el arbol consenso fue generado en TreeAnnotator (Rambaut,
2014), para su posterior visualizacion y edicion en FigTree v1.4.4. Se consideraron
significativamente soportadas aquellas ramas con valores de bootstrap (BS) > 70% vy

probabilidades posteriores (BPP) > 0.90.

En los analisis filogenéticos se integraron secuencias de referencia descargadas de GenBank. Los
criterios de seleccion incluyeron la disponibilidad publica de las secuencias y una identificacion
taxondmica respaldada por publicaciones cientificas. Durante el proceso se filtraron aquellas
secuencias que, a pesar de contar con un voucher de identificacién, mostraban incongruencias
taxondmicas, errores de asignacion o generaban ruido en el alineamiento, con el fin de garantizar

la robustez de los analisis.



RESULTADOS

Epoca de fructificacion

Se recolectaron un total de 30 basidiomas, agrupados en ocho muestras. Las muestras corresponden
a los codigos ACB1902, ACB1903, ACB1904, ACB1905, ACB1906, ACB1907, ACB1908 y
ACB1909 (fig.4). Al analizar las variables climaticas de los 7, 15 y 30 dias previos a cada colecta,
se observaron algunas tendencias asociadas a la abundancia de basidiomas. La mayor colecta (15
de abril) coincidié con un periodo caracterizado por temperaturas medias y maximas mas altas
(T2M = 16,8 °C; T2M_MAX = 22,7 °C), una humedad relativa mas baja (RH2M = 81 %) y baja
precipitacion acumulada en los 7 dias previos (= 0,9 mm). En contraste, la menor colecta (28 de
abril) ocurri6 tras un periodo con alta humedad relativa (RH2M = 88 %) y mayores precipitaciones
(=7,4mm en los 7 dias anteriores). La colecta intermedia (10 de julio) se dio en condiciones de
temperaturas mas bajas (T2M = 14,2 °C) y precipitaciones moderadas (= 3,1 mm), manteniéndose
una humedad relativa alta (RH2M = 86,6 %) (NASA Langley Research Center POWER Project,

2024).
Filogenia Molecular

A partir de las seis muestras seleccionadas se obtuvieron seis secuencias concatenadas
correspondientes a las regiones ITS y LSU. Estas fueron analizadas mediante el programa BLASTn
del portal NCBI, con el fin de evaluar su similitud con secuencias depositadas en bases de datos
publicas. Los resultados indicaron que la muestra Gonzales-C 006, previamente identificada como

Scleroderma citrinum (Gonzales Cuellar, 2024), presentdé afinidad con especies del género

9



Scleroderma, con valores de identidad superiores al 99 % y coberturas mayores al 90 %. Por su
parte, las muestras Gonzales-C 033 (previamente ubicada en el género Lycoperdon) (Gonzales
Cuellar, 2024), ACB1558a, ACB1558b, ACB1903 y ACB1904 mostraron una alta correspondencia
con especies del género Bovista, registrando porcentajes de identidad superiores al 99 % y
coberturas mayores al 90 %, lo que representa coincidencias altamente significativas (E-value = 0,

0).

Con base en estos resultados, se llevaron a cabo dos andlisis filogenéticos independientes: uno
correspondiente a la muestra Gonzales-C 006, adscrita al orden Boletales, y otro para el conjunto
de muestras pertenecientes al orden Agaricales. Para ambos analisis, las secuencias obtenidas

fueron complementadas con datos de referencia disponibles en GenBank.

Filogenia de Boletales basada en datos de secuencia concatenadas de ITS+LSU

El alineamiento correspondiente al clado Boletales incluyd 94 secuencias (54 especies),
comprendiendo principalmente géneros gasteroides como Scleroderma, Pisolithus, Astraeus,
Calostoma, Suillus (grupo externo) y Gonzales-C 006. El conjunto de datos tuvo un total de 2410
caracteres, de los cuales 393 fueron idénticos, con un 59,3% de identidad entre pares. La
composicion de bases fue A (21,3%), C (26,6%), G (27,5%) y T (24,4%), con un contenido de GC
de 43,4% y un 19,9% de gaps. El modelo de sustitucion optimo estimado fue GTR+G (4) +1. Para

Scleroderma, se incluyeron 44 secuencias concatenadas, que representaron 22 especies.

El analisis filogenético del clado Boletales, revel6 topologias con algunas diferencias notables entre
los dos métodos de inferencia utilizados. El anélisis de Méaxima Verosimilitud (ML) (Fig. 2a) no
agrup6 a todas las especies del género Scleroderma en un unico clado, sino que las distribuy6 en

varias ramas con soportes BS que iban desde 61% hasta 100%. La muestra Gonzales-C 006, se

10



ubico en el complejo de Scleroderma que incluye las especies S. areolatum, S. verrucosum, S.
veneatum, S. macalpinei, S. laeve. S. cepa, S. nastii, S. dunensis y S. nitidum. Relacionandose con
Scleroderma areolatum (RT00036) de Estados Unidos (US), con BS de 57,3%, un valor moderado
que sugiere afinidad, pero con soporte muy limitado. No obstante, el nodo del complejo tiene BS
=100% y BPP = 1,00, lo que respalda de manera concluyente su ubicacién dentro del género

Scleroderma.

En contraste, el andlisis de BI (fig. 2b) consolid6 todas las especies de Scleroderma en un clado
unico con soporte de 1,00. Sin embargo, se observa la formacion del complejo de Scleroderma
descrito anteriormente y la muestra Gonzales-C 006, se ubic6 dentro del mismo, pero se relaciond
estrechamente con Scleroderma verrucosum (SV_5602 BF) (BPP = 0,96), mostrando mayor
cercania con secuencias provenientes de China (CN). Ambos andlisis coinciden en ubicar a la
muestra Gonzalez-C 006 dentro del género Scleroderma, aunque difieren en la resolucion de
afinidades especificas y en los valores de soporte. Otra observacion recurrente es que la especie S.

citrinum aparece en un complejo distinto al que incluye a la muestra Gonzalez C006.

Filogenia de Agaricales basada en datos de secuencia concatenadas de ITS+LSU.

El alineamiento para Agaricales incluy6 132 secuencias de referencia, que incluye los géneros
Bovista, Globaria, Morganella, Calvatia, Utraria, Lycoperdon, Vascellum, Holocotylon,
Leptocaulus, Fuscospina, Leptocaulis, Pseudoperdon, Bryoperdon, Disciseda, Apioperdon,
Lycoperdiscus, Lycoperdia, Sinoperdon, Bovistella, y Abstoma como grupo externo. A estas se le
agrega las cinco secuencias concatenas obtenidas en el estudio, para un total de 137 secuencias (81
especies). El conjunto de datos tuvo 2288 caracteres, con 1384 sitios idénticos (60,8%), una

identidad por pares del 90,0%. La composicion de bases fue A (25,5%), C (20,7%), G (26,3%)y T
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(27,4%), con un contenido GC del 41,3%. El modelo de sustitucion 6ptimo estimado fue GTR+G

(4)+1. Del género Bovista se incluyeron 37 secuencias concatenadas, que presentaron 16 especies.

La evidencia morfologica y molecular ubica las muestras del estudio (Gonzalez-C 033, ACB1558a,
ACBI1558b, ACB1903 y ACB1904) dentro del clado monofilético de Bovista (Fig. 4), con alto
soporte (BPP=1,00; BS =80%), lo que confirma su clasificacion dentro del género. Estas muestras
se agruparon estrechamente con especies de referencia como Bovista litangensis (HMAS 258801;
HMAS 258800) de China (CN) y B. nigrescens (SyJJ980905) de Suecia (SE) y B. nigrescens
(YuR3672) de Rusia (RU). Los analisis filogenéticos confirmaron que las muestras estaban
estrechamente relacionadas con la especie B. litangensis con un soporte muy fuerte (BPP = 0.99;
BS =93.3%) y la relacion con B. nigrescens también se consider6 solida (BPP = 0,96; BS = 82,1).
No obstante, aunque existe afinidad tanto con B. litangensis como con B. nigrescens, las relaciones
internas dentro del clado de Bovista presentaron menor robustez (BPP < 0.7; BS <70% en algunos
nodos), lo que refleja incertidumbre en la delimitacion de especies. Por ello, si bien las muestras
muestran proximidad con ambas especies, la resolucion disponible no permite asignarlas con

certeza a un nivel especifico.

Morfologia

A partir de la compilacion de una matriz que sintetiza datos morfologicos de las muestras
estudiadas (Tabla 2), se identifican dos grupos bien diferenciados correspondientes a los géneros
Scleroderma (Gonzéles-C 006) y Bovista (ABC1647, ACB1558a, ACB1558b, Gonzéles-C 033 y

ACB1902—-ACB1909).

ORDEN BOLETALES

Familia Sclerodermataceae
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Scleroderma cf. verrucosum (Bull.) Pers., Syn. meth. fung. (Gottingen) 1: 154 (1801) =
Lycoperdon verrucosum Bull., Hist. Champ. Fr. (Paris) 1: 24 (1791).

Figuras Say 6

Descripcion: Basidioma globoso a subgloboso, irregularmente ovoide al madurar y ligeramente
aplanado en el &pice; con seudoestipite. Peridio (0.33 mm) bicapa, con exoperidio coridceo, reseco
y finamente reticulado—fisurado (textura rugosa), formado por pequefios poligonos sombreados,
predominantemente marrén amarillenta con zonas mas claras y otras mas oscuras (HTML: #
CFB976 - #AC8F57). Endoperidio membranoso, liso, coloracion mas clara que el exoperidio
(HTML: #DBCS87D). Gleba pulverulenta, seca y de color gris palido (HTML: #A3968A9 en la
madurez. Esporas subglobosas a globosas (9,18-12,01) x (8,67—11,71) um, de 10,31 £ 0,73 um de
largo y 10,23 £+ 0,74 um de ancho (n = 30); relacion Q = 1,01 + 0,11 (0,84—1,25). Ornamentacion
equinulada—verrucosa, con espinas agudas y uniformemente distribuidas. Inamiloides. Trama
monomitica, hifas generativas septadas, de paredes delgadas a moderadamente engrosadas con

diametro de (3,14-7,85) um y promedio de 5,2 um (n = 30).

Distribucion: S. verrucosum, es cosmopolita, reportada en bosques del sur de Europa y zonas
tropicales (Sims et al.,1995; Sanchez-Ledesma et al., 2023), Africa (Burkina Faso), Asia (China,
India), y regiones de Europa, Norteamérica y Centroamérica (incluyendo Hawai y México) (Sims
et al., 1995; Guzman et al., 2013). En Sudamérica, se ha reportado en Brasil, Argentina (Guzman
et al., 2013; Cortez et al., 2011) y Colombia, cuyo primer registro formal se realizé en 2018, en el
bosque humedo montano bajo de los Cerros Orientales de Bogot4, Cundinamarca (Pinzén-Osorio
y Pinzon-Osorio, 2018). Hasta la fecha, no se han publicado nuevos registros para la especie en

otras regiones del pais en la literatura cientifica indexada (Putzke et al., 2020; Vargas, 2022).
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https://www.scielo.br/j/hoehnea/a/5fqqpdbzcRnFFxym86dZLRq/?format=html&lang=en

Material examinado: COLOMBIA, Cauca, municipio de Puracé, vereda Patico, 2°22'0.48 "N;

76°29'0.29"W. 5 de noviembre del 2019. Colector Gonzalez C, Fabiola E. Gonzales-C 006.

Notas:

El espécimen Gonzalez-C 006, fué¢ previamente identificado como S. citrinun Pers. por Gonzales
Cuéllar (2024). S. citrinun se caracteriza por basidiomas globosos a subglobosos, de peridio grueso,
amarillo a anaranjado-amarillento, con escamas toscas dispuestas en roseta en el apice o los
costados, esporas globosas con un reticulo grueso y no uniforme, y basidiomas generalmente
sésiles o con un estipite muy rudimentario (Guzman et al., 2013). El material analizado (Gonzalez-
C 006) coincide con S. citrinum en la forma globosa a subglobosa del basidioma y la presencia de
un seudoestipite. No obstante, se diferencia principalmente, por presentar un exoperidio finamente
reticulado-fisurado en lugar de escamoso, esporas equinuladas-verrucosas en lugar de reticuladas

y un seudoestipite bien desarrollado, lo que lo separa claramente de S. citrinum.

El tamafio y la forma del basidioma, la presencia de un pseudoestipite, un peridio delgado (<0.5
mm) de consistencia coriacea y esporas dentro del rango aqui reportado (Fig. Sa, 6) coinciden con
lo descrito para Scleroderma verrucosum por Cortez et al. (2011), Guzman et al. (2013) y Pinzén-
Osorio y Pinzon-Osorio (2018). Aunque estos autores mencionan escamas pequeias en el peridio,
en el material analizado se observd una ornamentacion reticulo-fisurada, esta discrepancia
morfologica impide confirmar con certeza la identidad especifica, motivo por el cual se asigna de
forma tentativa como S. cf. verrucosum, esto se ve respaldado por los analisis filogenéticos que

ubicaron la muestra dentro del clado de esta especie con alto soporte (BPP = 0,96; Fig. 2b).
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1870345313729828

ORDEN BOLETALES
Familia Agaricaceae
Bovista sp.

Figuras 5C, 7y 8

Descripcion: basidioma globoso a subgloboso, con tamafio de 25,45 — 46,63 mm de longitud y
32,65-46,63 mm de didmetro, sin estipite. Peridio bicapa: exoperidio coridceo, marrén oscuro,
entre tonos chocolate a pardo (HTML: #88746D, #70605C, #6F5F4D, #695B51, #695B51,
#SB556A y #716873). Textura rugoso-fina, fisuras radiales de <0,5 mm y en algunos sectores
escamas diminutas. Endoperidio membranoso, visible a través de las fisuras. Dehiscencia por poro
apical, margen irregular rodeados por restos de gleba pulverulenta; diametro del poro entre 4 a 11
mm. Gleba algodonosa volviéndose pulverulenta al madurar, color marrén oscuro (HTML:
#382B24: #1D1A17). Subgleba ausente. Esporas subglobosas a globosas, con un tamafio de
4,62+0,35 um de largo y 4,384+0,36 um de ancho e indice QO de 1.06+0.08. Ornamentacion lisa o
sublisa. Amiloides. Pedicelo esporal, longitud entre 5,00 y 14,01 um. Capilicio tipo Bovista, sin
poros. Hifas esqueléticas de 8,02+1,05 um, con paredes engrosadas y pigmentadas de marrén

oscuro a marron-rojizo. Hifas generativas finas, septadas y con fibulas ocasionales.

Distribucion:

Bovista es un género de distribucion cosmopolita; en el neotrdpico, se han reportado especies en
Argentina (Hall, 2013), México (Huelsenbeck, 1993) y en Colombia, donde se ha registrado
principalmente en ecosistemas altoandinos como Antioquia, Boyac4, Caldas y Cundinamarca, asi
como del Parque Nacional Natural Los Nevados y del departamento del Chocd. La escasez de
estudios detallados dificulta la evaluacion precisa de su distribucion y variabilidad morfoldgica en

el pais (Vasco-Palacios y Franco-Molano, 2013; Gémez-Montoya ef al., 2022). Se ha documentado
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en diversos habitats como pastizales, bordes de caminos y suelos disturbados en zonas templadas

y tropicales (Bates, 2009).

Especimenes examinados: COLOMBIA, Cauca, municipio de Puracé, vereda Patia, 2° 3'23.46"N,
77° 3'45.68"W, 20 de noviembre de 2021, colector: Gonzalez, Fabiola E.; Gonzales-C 033;
COLOMBIA, Cauca, municipio de Bolivar, vereda San Juan, 1°44'4.63"N, 76°51'2.62"W, 15 de
febrero de 2024, colector: Imbachi, L.; Bolafios-Rojas, A.C ; ABC1647., 1°44'4.63"N,
76°51'2.62"W, 11 de julio de 2023, colector: Samboni, H; Bolanos-Rojas, A.C.; ACB1558a y
ACBI1558b. COLOMBIA, Cauca, municipio de Puracé, vereda El Hato, 2°22'36.82"N,
76°26'44.43"W, 15 de abril de 2024, colector: Almendra., A; ACB1902; 2°22'31.64"N,
76°26'45.71"W, colector: Almendra., A; ACB1903; 2°22'31.45"N, 76°26'45.56"W, colector:
Almendra., A; ACB1904. 28 de abril de 2024, 2°22'22.92"N, 76°26'43.39"W, colector: Almendra.,
A; ACB1905; 2°2224.07"N, 76°26'49.45"W, colector: Almendra., A; ACB1906. 10 de julio de
2024, 2°22724.70"N, 76°26'48.34"W, colector: Almendra., A; ACBI1907; 2°22'26.19"N,
76°26'47.07"W, colector: Almendra., A; ACB1908; 2°22'26.08"N, 76°26'47.61"W, colector:

Almendra., A; ACB1909.

Notas:

Los caracteres basidioma globoso, sistema hifal dimitico tipo Bovista, esporas pequefias (45 pm)
con pedicelo desarrollado, ornamentacion sublisa, asi como la estructura del peridio y el tipo de
dehiscencia, relaciona la muestra en estudio con el género Bovista (Bautista Herndndez, 2008;
Guzman, 1970; Larsson y Jeppson, 2008; Alfredo, 2017). Esto contrasta con la previa
identificacion como Lycoperdon sp. (Gonzalez-Cuéllar 2024), ya que el género Lycoperdon se

distingue por tener un sistema hifal monomitico, esporas sin pedicelo y ornamentacion

16



marcadamente equinulada o verrucosa (Li ef al., 2024; Yang et al., 2025; Vizzini y Ercole, 2017,

Baseia, 2005; Bautista-Hernandez et al., 2011).

La especie en estudio se relaciona con Bovista fusca, ya que posee basidiomas globosos a
subglobosos, exoperidio marrén oscuro a pardo negruzco de textura rugosa o escamosa, gleba
marrdn oscura en la madurez sin subgleba, sin estipite, dehiscencia por poro apical y un capilicio
tipo Bovista sin poros (Bautista Hernandez, 2008). Adicionalmente, la muestra también presenta
hifas generativas finas con fibulas, caracteristica que en B. fusca puede estar presente o ausente.
No obstante, la muestra en estudio se diferencia de B. fusca por presentar hifas esqueléticas
significativamente mas delgadas (8,02 £ 1,05 um). Por otro lado, las esporas de la muestra son
subglobosas a globosas, lisas o sublisas (4,62 + 0,35 pm X 4,38 + 0,36 um), lo que contrasta con
las esporas subglobosas a ovoides y verrugosas de B. fusca. La longitud del pedicelo es comparable

en ambas especies (5,00—14,01 um frente a 10—16 um, respectivamente) (Villarruel ez al., 2021).

Con Bovista graveolens comparte similitudes importantes en el color, la forma del basidioma y el
tipo de capilicio. Sin embargo, se diferencia por una serie de rasgos microestructurales clave ya
que la muestra carece de esferocistos en el exoperidio, y sus basidiosporas son lisas o sublisas y de
menor tamafo (4,62+0.35 pum x 4,38+0,36 pm), mientras que las basidiosporas de B. graveolens
son verrugosas y mas grandes (5-6,7 x 5-6,5 pm). La muestra presenta fibulas en las hifas, un
rasgo no reportado en la descripcion de B. graveolens. Las diferencias en la microestructura del
exoperidio, la ornamentacién de las esporas y la presencia de fibulas son rasgos de divergencia

relevantes que la distinguen claramente de esta especie (Bautista Hernandez, 2008).

La comparacion con Bovista plumbea, muestra que el material en estudio coincide en el tamafio
del basidioma, que supera los 55 mm como fue propuesto por Bautista Hernandez et al. (2011), sin

embargo, se diferencia de B. plumbea por la ausencia de poros en el capilicio y por la coloracion
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del endoperidio, que en esta especie es gris plomo. La muestra también comparte con B. plumbea
var. dens-caulis, la forma globosa a subglobosa del basidioma, la estructura biestratificada del
peridio, el cambio de coloracion de la gleba de marrén a marrdn oscuro y pulverulento, asi como
la presencia de capilicio de tipo Bovista y esporas globosas a subglobosas. No obstante, se
diferencia porque en esta variedad el pedicelo es mas largo (9,6-14,4 um) y presenta una punta
roma, mientras que en B. plumbea es aguda Dorjey et al. (2016). Finalmente, aunque entre las
especies revisadas por Krakhmalnyi ef al. (2023) la mas cercana morfoldégicamente también es B.

plumbea, persisten las diferencias taxondémicas senaladas.

El material examinado también es semejante a Bovista litangensis en la forma de sus basidiomas
globosos a subglobosos, una gleba que en la madurez se torna pulverulenta y marrén oscuro
y ausencia de seudostipite y subgleba. En ambos materiales, las esporas son globosas a
subglobosas, con pedicelos desarrollados y de tamafo comparable ya que en B. litangensis miden
4,8 £ 0,3 um con pedicelos de 8,5-10,5 pm, mientras que en la muestra analizada alcanzaron 4,62
+ 0,35 um x 4,38 + 0,36 um, con pedicelos de 5,00-14,01 um. Sin embargo, la diferencia mas
notoria se observa en la ornamentacion: mientras B. litangensis presenta esporas densamente
ornamentadas con diminutas verrugas, el material analizado mostr6 esporas lisas a sublisas (L1 et

al., 2024).

Con B. nigrescens, la muestra en estudio comparte la forma globosa a subglobosa del basidioma,
la ausencia de subgleba y la presencia de un capilicio del tipo Bovista. Ambas presentan esporas
subglobosas a globosas, con dimensiones proximas 4,4-5,6 x 4,8—6,1 um en B. nigrescens frente
a4,62+0,35x4,38 0,36 um en la muestra), un indice Q semejante (1,06 en ambas) y pedicelos
largos con relacion al tamafio de la espora. Las principales diferencias se observan en la estructura

del peridio y la ornamentacion de la espora. En B. nigrescens, el exoperidio es verrucoso, efimero
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y de aspecto blanco—amarillento, mientras que en la muestra es persistente y coriaceo. El
endoperidio de B. nigrescens muestra un aspecto metalico que se oscurece al madurar, en contraste
con el endoperidio de la muestra, membranoso y visible a través de fisuras radiales y sin brillo
metalico. Respecto a la gleba, en B. nigrescens puede alcanzar tonalidades negruzcas o plrpuras
(Moura, 2019; Perdeck, 1950), mientras que en la muestra permanece marrén oscura, aunque el
color es un cardcter plastico y debe considerarse con cautela. Finalmente, las esporas de B.
nigrescens presentan una ornamentacion finamente verrucosa (Perdeck, 1950), mientras que en la

muestra son lisas a sublisas, lo que constituye la diferencia mas clara entre ambos taxones.

Al aplicar claves taxonémicas y revisar la literatura especializada, tampoco fue posible asignar la
muestra en estudio a ninguna de las especies de Bovista registradas para Colombia B. abyssinica,
B. dermoxantha, B. dominicensis, B. fusca, B. plumbea 'y B. trachyspora (Vasco-Palacios y Franco-
Molano, 2013; Gémez-Montoya et al., 2022). De estas seis especies, solo B. fusca y B. plumbea
mostraron cierta similitud con el material examinado al aplicar la clave, mientras que el anélisis
molecular como ya se citd anteriormente reveld una relacion con B. litangensis y B. nigrescens.
Por esta razon, la comparacion detallada en este trabajo se centrd exclusivamente en estas cuatro
especies. En general, aunque la muestra comparte algunos rasgos con ellas, las diferencias en
caracteres microscOpicos son consistentes € impiden una identificacion precisa. No obstante, se
reconoce que la falta de un andlisis mediante microscopia electronica de barrido limita la
confirmacion definitiva de la ornamentacion de las esporas, informacion que puede fortalecer la

propuesta de una especie nueva.

Clave dicotomica para los ejemplares estudiados
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Se presenta la siguiente clave basada en caracteres morfoldgicos macroscopicos y microscopicos,
con fundamentacién en revisiones recientes de la taxonomia de Scleroderma, Bovista'y Lycoperdon

(Larsson y Jeppson, 2008; Li et al., 2024; Liu et al., 2025; Pinzén-Osorio y Pinzén-Osorio, 2018).

1a. Basidioma de consistencia firme a dura, peridio (>1 mm), coridceo, frecuentemente verrugoso
o escamoso, sistema hifal monomitico,; esporas grandes (>8 um), ornamentadas, sin pedicelo

visible

— Scleroderma (Ir a 3)

1b. Basidioma blando, peridio delgado, membranoso a papirdaceo (<1 mm); dehiscencia por poro
apical circular bien definido,; sistema hifal monomitico o dimitico, esporas pequernias (<6 um) ---

-2

2a. Esporas con pedicelo largo y persistente; sistema hifal dimitico (hifas generativas y

esqueléticas); esporas lisas a sublisas o finamente verrugosas

— Bovista (Ir a 4)

3a. Fibulas presentes en las hifas generativas; esporas equinuladas-reticuladas (espinas
parcialmente conectadas formando crestas bajas); reaccion amiloide positiva;, peridio
amarillento-pardo, fuertemente rugoso y agrietado

— Scleroderma citrinum

3b. Fibulas ausentes en las hifas generativas, esporas equinuladas con espinas libres (no
conectadas entre si); reaccion amiloide negativa; peridio amarillento-pardo con verrugas gruesas
y prominentes

— Scleroderma albidum

20



3c. Fibulas ausentes en las hifas generativas, esporas equinuladas, espinas cortas no reticuladas,
peridio pardo-amarillento a marron, con verrugas dispersas o agrietamientos radiales, tamario de
esporas 8-14 um

— Scleroderma verrucosum

4a. Esporas lisas a sublisas, con pedicelo largo y prominente; endoperidio gris plomizo en la

madurez;  basidioma de tamaiio pequeiio a mediano (<Scm de  diametro)

— Bovista plumbea

4b. Esporas finamente verrugosas, con pedicelo largo,; endoperidio marron oscuro a negruzco en

la  madurez; basidioma de tamaiio mediano a grande (<6cm de didmetro)

— Bovista nigrescens

DISCUSION

La integracion de caracteres morfologicos y moleculares aportd elementos para afinar la
identificacion taxonomica a nivel de género de los especimenes y a dilucidar discrepancias previas.
En hongos gasteroides, la delimitacion de especies ha sido un reto historico debido a la plasticidad
morfoldgica y la convergencia en rasgos del basidioma, lo que genera confusiones cuando se
emplean sélo descripciones morfoldgicas (Guzman, 1970; Bautista Hernandez, 2008). En Bovista,
esta dificultad se intensifica por las similitudes entre especies y las frecuentes revisiones
nomenclaturales. Ejemplos de ello son la confusiéon ampliamente documentada entre B. fusca y B.
plumbea; asi como la redefinicion de B. nigrescens frente a especies afines (Perdeck, 1950; Jeppson
y Ryberg, 2005). Recientemente, estudios filogenéticos demostraron que B. nigrescens no

corresponde a un nombre valido, y por tal razon se reclasificod en el nuevo género Fuscospina o sea
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F nigrescens (Li et al., 2024). También se han reportado errores de identificacion en campo, como
la confusion con B. plumbea en Corea (Kim et al., 2015) o con B. graveolens en Suecia (Jeppson
y Ryberg, 2005). Estos antecedentes evidencian cémo el abordaje exclusivo desde un enfoque
morfoldgico no es suficiente y conlleva a identificaciones errdneas o inestables dentro del género

(Moura, 2019; Perdeck, 1950).

De manera mas amplia, esta problematica no es exclusiva de Bovista, esta, se extiende a otros
géneros de Lycoperdaceae, como Lycoperdon, donde los caracteres diagndsticos para especie se
superponen y dificultan su delimitacion (Alfredo, 2017; Moura, 2019). Tal nivel de similitud
morfologica ha generado identificaciones erroneas en Sudamérica, ya que en numerosos casos las
determinaciones se han hecho tomando como referencia taxones descritos para el hemisferio norte
(Hernandez-Caffot et al, 2020). La filogenia molecular ha sido clave para esclarecer estas
incongruencias, mostrando por ejemplo que Lycoperdon es parafilético y que varias de sus especies
deben trasladarse a géneros distintos como Morganella, Vascellum o Calvatia (Larsson y Jeppson,
2008; Alfredo, 2017; Li et al., 2024). Del mismo modo, nuevos géneros y especies de
Lycoperdaceae han sido descritos recientemente en Asia a partir de andlisis filogenéticos, lo que
confirma que aun se esta en proceso de reacomodacion taxondémica dentro del grupo (Yang ef al.,

2025).

En este contexto, aunque los estudios previos no utilizan explicitamente el término “complejo de
especies” (Alfredo, 2017; Moura, 2019; Larsson y Jeppson, 2008; Li et al., 2024), la evidencia
acumulada describe justamente esta condicion: grupos de especies cripticas, morfolégicamente
semejantes, pero genéticamente diferenciadas, cuya identificacion fiable requiere integrar datos
moleculares y morfoldgicos (Rua-Giraldo, 2018). Asi, la sistematica moderna demuestra que los

hongos gasteroides constituyen conjuntos taxonomicamente intrincados que demandan un abordaje
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integrador para clarificar sus limites especificos y reducir las ambigiiedades persistentes en la

literatura.

Bajo este panorama, las muestras de este estudio ofrecen un ejemplo concreto de como el enfoque
integrador contribuye a resolver discrepancias taxondmicas. El espécimen Gonzalez-C 006, que en
un estudio previo habia sido referido como Scleroderma citrinum (Gonzéalez Cuéllar, 2024),
presento en este andlisis caracteristicas morfoldgicas y moleculares consistentes con S. verrucosum
(Sims et al., 1995; Guzman et al., 2013; Cortez et al., 2011; Pinzén-Osorio y Pinzén-Osorio, 2018;
Putzke et al., 2020; Vargas et al., 2022). Esta diferencia en la determinacion puede explicarse por
la alta plasticidad morfologica del grupo, que facilita confusiones incluso entre especies
estrechamente relacionadas. Ademads, los andlisis filogenéticos reflejaron una divergencia
molecular clara entre S. citrinum y la muestra analizada, ya que Gonzalez-C 006 se ubic en un
complejo de Scleroderma diferente al que contiene a S. citrinum lo que descarta su correspondencia

con ese taxon y confirma que pertenece a otro linaje dentro del género Scleroderma.

En cuanto a las diferencias en la resolucion a nivel de especie: el anélisis de maxima verosimilitud
(ML), agrupo los especimenes del estudio con S. areolatum (BS = 57,3 %), lo que representa un
soporte moderado y refleja una sefial genética ambigua, mientras que el andlisis bayesiano (BI) los
vincul6 con S. verrucosum (BPP = 0,96), mostrando una afinidad robusta. Estas discrepancias
pueden deberse tanto a diferencias metodoldgicas entre los enfoques empleados como a la calidad
y naturaleza de la secuencia analizada, y reflejan la complejidad taxondmica que caracteriza al
género. Considerando en conjunto la evidencia morfologica y molecular, el espécimen se propone

tentativamente como S. cf verrucosum. Y

El andlisis ML optimiza la probabilidad de un tnico arbol y puede quedar atrapado en maximos

locales (Huelsenbeck y Hillis, 1993). En contraste, el analisis BI utiliza cadenas de Markov Monte
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Carlo (MCMC), explora un mayor numero de topologias y promedia entre multiples arboles y
modelos (Holder y Lewis, 2003; Alfaro y Holder, 2006). La calidad de las secuencias influye de
forma critica: las obtenidas de GenBank pueden incluir errores de identificacion, fragmentos
incompletos, alineamientos inconsistentes o artefactos de secuenciacion (Nilsson et al., 2006;
Bridge et al., 2003). Estos problemas reducen la sefial filogenética e introducen ruido, afectando
de forma desigual a los métodos de analisis utilizados. ML, al depender de la informacion de cada
sitio, es mas sensible a regiones conflictivas o mal alineadas, mientras que BI, al integrar la
incertidumbre, amortigua parcialmente este efecto y puede generar agrupamientos distintos. La
coincidencia general entre morfologia y filogenia, pese a ligeras diferencias entre ML y BI, respalda
que un enfoque integrativo aporta mayor solidez que el uso de una sola fuente de datos. Esto
concuerda con trabajos recientes que destacan la necesidad de combinar multiples lineas de
evidencia para delimitar hongos con morfologia convergente o variable (Shenoy, 2025; Janowski,

2019).

Por su parte, la muestra Gonzalez-C 033, reportada como Lycoperdon sp. (Gonzéalez Cuéllar, 2024),
junto con ACB1558a, ACB1558b, ACB1903 y ACB1904, formaron un clado monofilético de
Bovista con fuerte soporte (BPP = 1.00; BS = 80%), congruente en ML y BI. Este agrupamiento
coincide con la morfologia observada (basidiomas subglobosos con dehiscencia apical, sistema
hifal dimitico tipo Bovista y esporas pequeias sublisas con pedicelo desarrollado) (Bautista
Hernandez, 2008; Guzman, 1970; Larsson y Jeppson, 2008; Alfredo, 2017; Li et al., 2024). De
acuerdo con estos resultados la asignacion de las muestras debe realizarse bajo el género Bovista,
que, sin duda, al ser las primeras secuencias generadas para la especie, presentan la primera
contribucion molecular para el género en Colombia, ademds fortalece bases de datos como

GenBank y ayudan a la clarificaciéon de su taxonomia historica en el pais. No obstante, la
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identificacion a nivel de especie estuvo limitada por la baja disponibilidad y calidad de secuencias
de referencia disponibles. De las 56 especies descritas globalmente (Li et al., 2024), solo se
encontraron registros de unas 25 y tras la depuracion por criterios de inclusion (cobertura minima,
ausencia de ambigiiedades y concordancia taxondmica), el alineamiento final incorpord 37
secuencias correspondientes a 16 especies unicas de Bovista. Esto representa apenas ~28.6 % de la

diversidad global reconocida.

La baja representacion de Bovista en estudios previos confirma esta carencia. Larsson y Jeppson
(2008) incluyeron 12 especies (21,4% del total global), Krakhmalnyi ef al. (2023) analizaron 13
especies (23,2%), Yousaf et al. (2013) incorporaron 12 especies (21,4%) y Li et al. (2024)
trabajaron con 12 especies (21,4%). En promedio, solo el 21,9% de la diversidad global cuenta con
secuencias, dejando un vacio cercano al 78,1%, lo cual limita comparaciones filogenéticas
robustas, especialmente en el Neotropico, donde la representaciéon molecular es alin mas escasa ¢
incompleta. Las descripciones morfologicas y las secuencias de referencia disponibles provienen,
en su mayoria, de especies del hemisferio norte. Si bien existen descripciones locales y algunas
secuencias del Neotropico, la escasez de estas referencias dificulta el contraste de las
determinaciones morfoldgicas y moleculares, lo que no refleja con exactitud la diversidad fungica
local. En este escenario, aunque las muestras mostraron afinidad con B. litangensis (CN) y con B.
nigrescens (SE; RU), por un lado, estas especies tienen una distribucion europea y por el otro, la

falta de resolucion interna y de secuencias de referencia impidi6 una asignacion definitiva.

Con relacidn a la estacionalidad observada en la fructificacion de las muestras analizadas hay
acuerdo con lo descrito para Bovista y otros hongos gasteroides: mayor produccion de basidiomas
en periodos templados, con lluvias bajas a moderadas y humedad relativa intermedia, y menor

abundancia en escenarios de alta saturacion hidrica. En este sentido, la baja colecta registrada a
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finales de abril podria no corresponder unicamente a una menor produccion de basidiomas, sino
también a que varios individuos ya habian completado su ciclo y se encontraban en descomposicion
al momento del muestreo. Estos resultados reafirman patrones ecologicos previamente
documentados (Bates, 2009; Hall, 2013; Huelsenbeck y Hillis, 1993; Vasco-Palacios y Franco-
Molano, 2013; Goémez-Montoya et al., 2022), fortaleciendo la coherencia ecoldgica del material

estudiado en el Cauca.

El conocimiento taxonémico de hongos gasteroides en Colombia se encuentra en una etapa inicial,
a pesar de su uso aplicado por las comunidades desde tiempo atrés. Es probable que gran parte de
los registros citados en el pais de los géneros Bovista y Scleroderma, requieran una reevaluacion
mediante enfoques de taxonomia integrativa que combinen morfologia, filogenia y ecologia. Esto
permitiria depurar determinaciones previas, documentar adecuadamente la diversidad real del
grupo y esclarecer las relaciones intra e intergenéricas. El panorama global y regional resalta la
importancia de fortalecer los esfuerzos de muestreo en el Neotropico, incorporar marcadores
adicionales como rpb2 y tefl-a, y enriquecer de las bases de datos publicas, dado que la actual
subrepresentacion limita la resolucion de los analisis filogenéticos y obstaculiza la delimitacion

precisa de especies en Suramérica.

En conjunto, lo resultados de este estudio constituyen un primer aporte molecular al conocimiento
de Bovista y Scleroderma en Colombia, y destacan el valor del enfoque integrador como
herramienta fundamental para resolver problemas taxondémicos en hongos gasteroides, que en este
caso tienen gran relevancia por su relacion con la comunidad indigena de Puracé. Aunque el
numero de secuencias analizadas fue limitado, la congruencia entre la evidencia morfologica y
filogenética respalda la validez de las determinaciones propuestas y sienta las bases para

investigaciones posteriores. Las diferencias observadas frente a especies afines, como B. fusca y
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B. plumbea, sugieren la posible existencia de linajes no descritos previamente en el pais, hipotesis
que deberd ser evaluada mediante un muestreo ampliado, analisis multilocus y revision de material
tipo depositado en herbarios. En perspectiva, el fortalecimiento de la cooperacién entre
instituciones nacionales e internacionales permitira avanzar hacia una delimitacion taxondémica
mas robusta, aportar datos moleculares de referencia para el neotrdpico y reconocer con mayor
precision la diversidad de macrohongos medicinales empleados por comunidades indigenas como

la del cabildo indigena de Puracé.
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Tabla 1. Secuencias moleculares utilizadas en los analisis filogenéticos. Se incluye las
secuencias de referencia (GenBank) y secuencias generadas en este estudio. Se indica para cada
especie el Voucher, pais de origen y numeros de acceso en GenBank para ITS y LSU. Las
secuencias obtenidas en este trabajo se resaltan en negrita y con un asterisco (*), sefialando que
estan en proceso de ser depositadas en GenBank. Nota: elaboracion propia (2025)

Codigo GenBank
Especie Voucher Localidad ITS LSU
Astraeus smithi ASTRAE 86 US AJ629403.1 -
FLAS F 61281 usS MH211857.1 -
Astraeus hygrometricus FLAS F 68998 US OP896777.1 -
Astraeus morganii BDD 158 MX PQ722528.1 -
MTAI13a TH 0Q917037.1 -
Astraeus odoratus PUAIlla TH 00Q917056.1 -
Ashy3 CH EU718088.1 -
Astraeus pteridis E CORD2123 AR HG000291.1 -
Astraeus_ryoocheoninii KFRI DMZ002 KR KC985146.1 -
Astraeus _smithi MBO05 029 US EU718087.1 -
ASTRAE 87 GR AJ629404.1 -
Astraeus_telleriae ASTRAE 72 ES AJ629408.1 -
Calostoma fuscum OKM23918 AU EU718091.1 EU718129
Calostoma raveneli 510 18S Us EU718094.1 EU718132
Calostoma_berkeleyi AWW268 MY EU718090 EU718128
Calostoma_cinnabarinum AFTOL ID 439 US AY854064.1 -
Calostoma_insignis Arora98-31 TH EU718092.1 EU718130
Calostoma_japonicum TKG SC 40701 JP EU718093.1 -
Calostoma_rodwayi GMM7572 NZ EU718095.1 EU718133
Calostoma_sarasini DED7660 MY EU718096 EU718134
Pisolithus tinctorius AWW219 18S US EU718114.1 -
Pisolithus tinctorius strain ATCC 38054 US KC146359.1 -
Pisolithus _abditus 24PISOLI TH FR748119.1 -
Pisolithus _abditus Kanch DKSI1 TH AB099922.1 -
Pisolithus _albus ast05 ES AF228656.1 -
92bbisPISOL IT FR748129.1 -
pt03 ES AF228648.1 -
Pisolithus _arhizus PISOLI3 ES FM213365.1 -
Pisolithus _calongei cr01 ES AF228641.1 -
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cr02 ES AF228642.1

E00290168 UK FR748135.1

Pisolithus capsulifer E00185017 UK FR748136.1
MDB F53 07 AU KY689610.1
Pisolithus croceorrhizus PA684WTVOI AU KY689612.1
RMURU5134 AU AY179746.1
Pisolithus _hypogaeus Scleroderma RMURUS5417 AU AY179747.1
K-M001434232 MG MG OR704319.1

Pisolithus_madagascariensis K-M001441735.1 MG OR704320.1
MDB _F22 07 AU KY689589.1
Pisolithus marmoratu VIC30600 BR HQ693099.1
RS26 BR AF142991.1

Pisolithus microcarpus UFCS 132 BR AF374704.1
H613 CN AF374711.1

Pisolithus orientalis BBH 28597 TH FR748148.1
PDD74168 NZ KY689622.1
Pisolithus thermaeus PDD100258 NZ KY689625.1
MU98 8 AU AF374648.1

Pisolithus _tympanobaculus MU98 19 AU AF374658.1
Scleroderma_anomalosporum INPA 271001 BR KX792084.1
ARESCL3 us FM213353.1

E00278288 us FM213351.1

ARESCL2 us FM213352.1

JMP0080 usS EU819438.1

Scleroderma_areolatum RT00036 US EU819518.1
Scleroderma_bermudense BZ3961 18S BZ EU718118.1
RT00034 usS EU819517.1
K80S09 NZ GQ267487.1
Scleroderma_bovista 160723 42 CN MH513628.1
Scleroderma_bovista_Nara ScB84e3 JP AB211267.1
Scleroderma_camassuense INPA 271114 BR KX792085.1
BCN_MPM2525 UsS FM213354.1
Scleroderma_cepa KR M 0044160 DE MT005950.1
RBG Kew K(M)53906 77 EU784414.1

Scleroderma_citrinum F PRL5772 18S US GQ166907.1
IR 215 BF FJ840443.1

Scleroderma_dictyosporum SD 4901 BF FJ840449.1
INPA 272127 BR KX792086.1
Scleroderma_ducke UFRN_Fungos 2795 BR KX792087.1
Scleroderma_dunense UFRN Fungi 2551 BR KU747116.1
UFRN_Fungi 2033 BR KU747112.1

Scleroderma_dunensis UFRN Fungos 1661 BR KU747114.1
Scleroderma_laeve MCA242 US EU718117.1

36




Scleroderma_macalpinei 0SC24605 77 EU718122.1
Scleroderma_michiganense JMP0083 US EU819441.1
Scleroderma_nastii JKR 2014 NP KJ740390.1
UFRN Fungos 2034 18S BR KU759904.1
UFRN Fungos 1759 18S BR KU759907.1
Scleroderma_nitidum UFRN_Fungos 2500 18S BR KU759909.1
Trappe26236 AR HQ688788.1
Scleroderma_patagonicum Trappe26232 AR HQ688789.1
POLSCL1 UsS FM213349.1
Scleroderma_polyrhizum POLSCL2 US FM213350.1
Scleroderma_septentrionale SEPSCL 2 SE FM213336.1
180508-08 CN MHS513625.1
Scleroderma_suthepense 180508-13 CN MH513627.1
EMF38 CN JF273540.1
Scleroderma_venenatum A27 CN JX434679.1
Gonzales-C 006 CO *
Scleroderma_verrucosum 89MCF4709 E10 43 10 MK HF933237.1
VERSCLE 4 ES AJ629886.1
SV 5602 BF FJ840461.1
YNCX53230100-96 CN H513621.1
Scleroderma_yunnanense 150821-23 CN MHS513622.1
Suillus americanus MJ103 PK PQ870305.1
Abstoma_indicum UZ4 4 19 IN MN231720.1
Abstoma_purpureum KM162954 GB GQ981488.1
QL20170019 CN PP175742.1
Apioperdon_pyriforme ZRL20182005 CN PP175743.1
ANMH11622 IS DQ112611.1
Bovista cretacea MJ5207 IS DQ112610.1
Bovista_echinella ZR1.20190374 CN OR792634.1
Widegren030816 GB DQ112618
Bovista_graveolens YuR2923 RU MH628578
MJ6045 HU KT958938.1
Bovista_hollosii P.Finy45 HU KT958937
EL4 06 SE EU915074
MIJ5226 SE DQ112615.1
MJ60816 SE EU915075.1
610723MF0042 CN KY950478.1
Bovista limosa YuR1649 RU MT303140
HMAS 258800 CN OR792635.1
Bovista_litangensis HMAS 258801 CN OR792636.1
SyJJ980905 SE DQI112612
Bovista_nigrescens YuR3672 RU MT303137
Bovista_nyalamensis HMAS 258836 CN OR792637.1
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HMAS 258837 CN OR792638.1 -
BPRU DE AJ237630.1 -
Bovista paludosa NHM 425 7229 ME MN082024.1 -
APBP100 usS MK966425.1 -
LSD3230 AR MT444002 -
Bovista_pezica LSD3232 AR MT444003 -
0SC40127 UsS MT444004 -
Bovista_pila WBCooke52813 US MT303139 -
DA 54 GB AJ237629.1 -
MJ4856 SE DQ112613.1 -
Bovista_plumbea CZ518 CN FJ755226.1 -
BMJ3971 DE DQI112614 -
MJ8305 NO EU915072 -
Bovista pusilla MJB365 NO EU915073 -
Gonziles-C 033 Cco * *
ACB1558a co * *
ACB1558b co * *
N2 co * *
Bovista_sp N3 Cco * *
Bovista_sp.1 YuR2470 YR MH628576 -
Bovista_sp.2 YuR2255 YR MH628575 -
Bovista_subcatastoma LE314841 RU MH628584 -
MJ5433 GB DQ112616 -
MJ5433 SE DQI112616 -
Bovista_tomentosa Steike951015 US DQI112617.1 -
HMAS 287485 CN PP175744 PP175752
Bovistella_emodensis HMAS 287486 CN PP175745 PP175753
TO_HGI191016 IT KY581201 KY581199
Bryoperdon_acuminatum TO HG201016 IT KY581202 KY581200
Calvatia_bicolor LMG756 58 US EU833651.1 -
Calvatia_candida MIJ3514 HU DQ112624.1 -
Calvatia_craniiformis Steinke001017 UsS DQ112625 -
Calvatia_fenzlii Jz01 CN FJ772413.1 -
HMAS 258889 CN OR792628.1 -
Calvatia_gigantea MIJ3566 SE DQ112623.1 -
Calvatia_pachydermica ANO014692 UsS EU833653.1 -
HMAS 258804 CN OR792621 -
Calvatia_shennongjiaensis HMAS 258806 CN OR792621.1 -
HMAS 258809 CN OR792631.1 -
Calvatia_subbooniana HMAS 258810 CN OR792630.1 -
Disciseda_candida STB304 US EU833654.1 -
Disciseda_cervina FK17016 AR MN338568.1 -
Fuscospina_nigrescens HMAS 258881 CN OR792702 OR&831256
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MJ5376 SE DQ112577 -
Fuscospina scabricapillitia HMAS 258812T CN OR792678 PP175748
HMAS 258882 CN OR792663 OR831290
MJ1122 SE DQ112620 -
STB0124 usS FJ438477 -
Globaria_aestivalis STBO75 US EU833650.1 -
Globaria_furfuracea MJ5435 SE DQ112622 -
HMAS 258813 CN OR792660 OR831288
Globaria_gyirongensis HMAS 258814 CN OR792661 -
HMAS 258816 CN OR792645 OR831272
Globaria_jingningensis HMAS 258817 CN OR792642 ORS831271
HMAS 258834 CN OR792640 OR831269
Globaria_muscicola HMAS 258835 CN OR792641 OR831268
Globaria_polymorpha DA 29 DE AJ237613 -
Globaria promontorii MJ7070 ES DQ112621 -
Globaria_shannanensis HMAS 258883 CN OR792662 OR831303
HMAS 258823 CN OR792662 OR831303
Globaria_testacea HMAS 258824 CN OR792657 OR831286
Holocotylon_biconicum HMAS 258778 CN OR792667 -
Holocotylon _dermoxanthum MJ4856 SE DQ112579 -
MJ4304 NO DQ112580 -
Holocotylon_rupicola MJ7007 NO IN572902 -
KA13 1463 KR KP340185.1 -
Leptocaulis_ericaeus MJ5395 SE DQ112605 -
Leptocaulis_subumbrinus HMAS 258886 CN OR792675.1 -
KA12 1210 KR KP340182.1 -
Leptocaulus _albiperidia KA12 1551t KR KP340183.1 -
Leptocaulus _muscorum MJ9017 SE IN572905 -
CL Zhao 37502 CN PV345683 PV345677
Lycoperdia_tomentosa CL Zhao 45073 CN PV345684 PV345678
Dobremez 19740514 NP DQ112599 -
Lycoperdiscus_lividus MJ4005 SE DQ112600 -
Lycoperdon_norvegicum MJ5453 SE DQ112631 -
HMAS 258865 CN OR792758 OR831262
Lycoperdon_perlatum HMAS 258866 CN OR792763 OR&831257
HMAS 258873 CN OR792751 ORS831261
Lycoperdon_subperlatum HMAS 258875 CN OR792750 OR831260
Morganella_albostipitata UFRN Fungos2569 BR KU958357 KU958358
UFRN_Fungos2579 BR KU958349 KU958350
UFRN_Fungos2582 BR KU958339 KU958340
Morganella_fuliginea UFRN Fungos2586 BR KU958343 KU958344
CL Zhao 40537 CN PV345685 PV345679
Morganella_minima CL Zhao 45072 CN PV345686 PV345680
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UFRN Fungos1766 BR KU958315 KU958316
Morganella nuda UFRN Fungos2568 BR KU958313 KU958314
Morganella oblongata UFRN Fungos2570 BR KU958355 -
Morganella purpurascens MEL 2382736 AU KP012918 -
Morganella sosinii YR2013 RU KC591769 -
REG106 DE AJ237626 -
Morganella_subincarnata TNS Kasuya B286 JP KF551244 -
Morganella_tricolor HMAS 287487 CN PP175741 PP175750
HMAS 258784 CN OR792745 OR831254
Pseudoperdon_medogense HMAS 258785 CN OR792746 OR831255
Pseudoperdon_subcretaceum MJ9032 SE IN572908 -
Sinoperdon_caudatum RGC920818 SE DQ112633 -
Sinoperdon_gyirongense HMAS 258788 CN OR792699 OR831243
Utraria_decipiens MJ850902 SE DQ112583 -
HMAS 258850 CN OR792705 OR831326
Utraria_excipuliformis HMAS 258851 CN OR792703 OR831328
Utraria_malleata HMAS 258902 CN OR792723 OR831309
HMAS 258845 CN OR792712 OR831331
Utraria_mammiformis KA121179 KR KP340187.1 -
MJ4260 CN DQ112566 -
Utraria_mollis HMAS 258849 CN OR792733 OR831337
MJ4265 NO DQ112595.1 -
Utraria turneri MJ5251 NO DQ112594 -
HMAS 258878 CN OR792665 OR831258
Vascellum_curtisii HMAS 258879 CN OR792666 OR831259
Vascellum _intermedium STB091 US EU833667.1 -
HMAS 258880 CN OR792664 PP175749
Vascellum pratense MJ5858 CZ DQ112556 -
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Tabla 2. Matriz de caracteres morfologicos de los especimenes analizados. Resumen de los rasgos diagndsticos mas relevantes que
permiten diferenciar Scleroderma (muestra Gonzalez-C 006) de Bovista (resto de muestras), incluyendo dehiscencia, pseudoestipite,

sistema hifal, fibulas, tamafio y ornamentacion de las esporas, y apéndice esporal. Los valores de tamafio de esporas corresponden a

medidas en micrometros (um).

Muestra Dehiscencia  Pseudoestipite Sistema Hifal Fibulas Esl~)0ra Ornamentacion Apéndice
Tamaifio (um) Esporal
- Presente Monomitico No 10.8x10.2 Equinulada- No
Gonzales-C 006 verrucosa
, Poro apical Ausente Dimitico .Sl 4.7x4.5 Lisa o sublisa  Si (Pedicelo)
Gonzales-C 033 (ocasionales)
Poro apical Ausente Dimitico .Sl 4.4%4.7 Lisa o sublisa Si (Pedicelo)
ACB1747 (ocasionales)
Poro apical Ausente Dimitico .Sl 4.7%4.8 Lisa o sublisa Si (Pedicelo)
ACBI1558a (ocasionales)
Poro apical Ausente Dimitico .Sl 4.5%4.8 Lisa o sublisa Si (Pedicelo)
ACBI1558b (ocasionales)
Poro apical Ausente Dimitico .Sl 4.2-4.8x4.5-4.9  Lisa o sublisa Si (Pedicelo)
ACB1902 - ACB1909 (ocasionales)
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Figura 1. El panel izquierdo muestra el departamento del Cauca (en amarillo) y resalta el municipio
de Puracé. En la esquina inferior izquierda se incluye un inserto que ubica al Cauca dentro del
territorio colombiano. El panel derecho presenta una vista satelital ampliada del municipio de
Puracé, donde se destaca la vereda El Hato. El 4rea de muestreo se delimita con cinco puntos
georreferenciados (P1-P5) en color amarillo, mientras que el sitio especifico de colecta de
especimenes fingicos se sefiala en rojo. Nota: elaboracion propia (2025).

Figura 2. Relaciones filogenéticas del clado Boletales inferidas a partir de secuencias combinadas
de ITS y LSU. El panel izquierdo (inset) muestra un arbol general que agrupa todas las secuencias
por género. El panel derecho detalla la filogenia del género Scleroderma. Se presentan dos arboles
filogenéticos del clado de interés: (a) arbol obtenido mediante el método de Maxima Verosimilitud
(ML), y (b) arbol inferido por el método Bayesiano. En ambos arboles, el espécimen analizado en
este estudio Gonzdles-C 006) estd resaltado en un recuadro azul. Los valores en los nodos
corresponden a las probabilidades posteriores bayesianas (BPP, izquierda del nodo) y al soporte de
bootstrap de ML (derecha del nodo); los valores inferiores a 0.7 (BPP) o 70% (bootstrap) se indican
con un guion (-). El modelo de sustitucion utilizado en ambos anélisis fue GTR+G (4) +1.

Figura 3. Relaciones filogenéticas del clado Agaricales inferidas de secuencias combinadas de ITS
y LSU. El panel izquierdo (inset) muestra un arbol general que agrupa todas las secuencias por
género. El panel derecho detalla la filogenia del género Bovista. Los especimenes de este estudio
estan en negrita. Los valores en los nodos corresponden a las probabilidades posteriores bayesianas
(BPP, izquierda) y al soporte de bootstrap de Maxima Verosimilitud (derecha), indicandose con un
guion (-) valores inferiores a 0.7 (BPP) o 70% (bootstrap). Las muestras del estudio estdn en negrita
y en el recaudo azul. El modelo de sustitucion utilizado fue GTR+G (4) +1.

Figura 4. Diagrama de barras apiladas que presenta el numero de basidiomas colectados por
espécimen en cada fecha de muestreo (15/04/2024, 28/04/2024, 10/07/2024).

Figura 5. Basidiomas representativos de especies gasteroides empleadas en este estudio. (a)
Scleroderma verrucosum (Gonzales-C 006,). Vereda Patico, municipio de Puracé (Cauca);
identificado previamente como Scleroderma citrinum; fotografia: Gonzalez C, Fabiola E. (b)
Ejemplar Bovista sp. en campo colectado en la vereda El Hato, Puracé (Cauca), durante salidas
exploratorias. Fotografia: Almendra (2024)

Figura 6. Caracteristicas morfologicas de Scleroderma verrucosum (a) Basidioma seccionado
mostrando la gleba. (b) Hifas y esporas al microscopio. (c) Esporas al microscopio. Barra de escala:
b =5 um; ¢ =2 um. Fotografias: a Gonzalez C, Fabiola E.; b, c ©Laboratorio Imagenes Postgrado
PCB Univalle-Ortega, Almendra.

Figura 7. Caracteristicas macro y microscopicas de Bovista sp. (a) Basidiomas. (b) Vista lateral de
la superficie del basidioma. (c¢) Vista lateral de la superficie del basidioma. (b) Base con rizomorfos.
(e) Detalle del poro. (f) Seccion transversal mostrando la gleba y el peridio. Observacion
microscopica (100X): (g) Hifas generativas con fibulas, tincion con floxina. (h) Hifas esqueléticas,
en reactivo de Melzer. (i) Esporas al microscopio. Barras de escala: a visible en la figura (cm); b—
f=1mm. g=5pum; h=35 pm; i =2 pm. Fotografias: Fotografias: ©Laboratorio Imagenes
Postgrado PCB Univalle-Ortega, Almendra.
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Numero de basidiomas

20

15

10

15/04/2024

28/04/2024

Fecha de Colecta
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10/07/2024

ACB1909
ACB1908
ACB1907
ACB1906
ACB1905
ACB1904
ACB1903
ACB1902
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