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RESUMEN

La clasificacién de hongos es un paso crucial para conocer su diversidad. Este proceso se realiza con el anlisis de sus formas macroscdpicas
y microscopicas, lo cual requiere de mucha pacienciay entrenamiento. Hoy en dia es posible usar la informacién del ADN con el objetivo
de clasificar hongos. En tal sentido, se obtiene todo el ADN del hongo y de ahi se sustrae un pequeno fragmento, conocido como cddigo
de barras genético. Al igual que los productos del supermercado, este codigo de barras es tnico para cada hongo; de este modo, es fécil
compartir estos datos por Internet, lo cual ha facilitado los estudios de biodiversidad el intercambio de informacion entre cientificos.

PALABRAS CLAVE: hongos, ADN, biodiversidad, c6digos de barras genéticos.

ABSTRACT

Classification of fungi is a crucial step to understanding their diversity. This process has been performed by analyzing its macroscopic
and microscopic form, which requires a lot of patience and training. Today it is possible to use DNA information to classify fungi.
First, we obtain all the DNA of the fungus and then, we subtract a small fragment of it. This fragment is known as DNA barcode.
Like supermarket products, this DNA barcode is unique for each fungus, and it is easy to share these data online, which has facilitated
studies in biodiversity and the exchange of information among scientists.

KEYWORDS: Fungi, DNA, biodiversity, DNA barcodes.

1. BIOLOGIA Y DIVERSIDAD DE HONGOS

Los hongos son un grupo de organismos diverso no solo por las formas, colores y tamafios que presentan, sino
también por la amplia gama de ecosistemas y climas que pueden poblar, en la variedad de sustratos en los que
crecen v, por lo tanto, en sus fuentes de alimento. Por estas razones, es posible encontrarlos en casi cualquier
parte, ya sea en el suelo de la selva, en el tronco de un 4rbol caido de un bosque, en el interior de una planta viva
o de una hormiga, en el fondo del mar, en el jardin de tu casa o en una pared himeda (Webster y Weber, 2007).

El “cuerpo” de los hongos se compone de delgados hilos llamados Afas. El crecimiento del hongo se basa en
que las puntas de esas hifas se extienden, lo cual se conoce como crecimiento apical (Webster y Weber, 2007). Las
hifas estdn envueltas de quitina, que es la encargada de brindar proteccién; coincidentemente, es el mismo ma-
terial del exoesqueleto de los insectos y los camarones. Los hongos tienen la opcién de propagarse asexualmente

*AUTOR PARA CORRESPONDENCIA

maldonado@zicatela.umar.mx

CIENCIA ergo-sum, ISSN 2395-8782, Vol. 31, 2024. Universidad Auténoma del Estado de México, Toluca, México. Pp. 1-7. e249 | 1


http://maldonado@zicatela.umar.mx
http://orcid.org/0000-0001-6515-1983
http://anaclaudia@zicatela.umar.mx
http://orcid.org/0000-0002-8192-5472
mailto:jlvo@zicatela.umar.mx
http://orcid.org/0000-0001-8725-7535
http://maldonado@zicatela.umar.mx

CES Espacio del Divulgador

y reproducirse sexualmente; de hecho, los cuerpos fructiferos, que son esas estructuras tipo sombrilla tipicas de
los hongos, se desarrollan para que la reproduccién de manera sexual. Estas estructuras son las que los micé-
logos utilizan para clasificarlos, asi que para efectuar estudios de diversidad de hongos es indispensable recolectar
estas estructuras, que suelen emerger en época de lluvia. También, se hace uso de la microscopia, la cual permite
visualizar sus estructuras de propagacién y detalles de sus hifas.

Se calcula que en México hay 200 000 especies de hongos, pero solo se conoce el 5% (Mata ez al., 2018) y el
estimado para el planeta es muy variable. En este sentido, se considera que puede llegar hasta 3.8 millones, aunque
nada mds hay registro de 120 000 especies (Vu ez al., 2018). Muchas de estas especies atin no se han descrito. Sin
embargo, estas estimaciones nos sugieren lo mucho que nos queda por descubrir.

2. CODIGOS DE BARRAS GENETICOS

Desde el punto de vista histérico, la identificacion de especies de hongos se ha basado en la forma de los cuerpos
fructiferos y de sus esporas, que son sus estructuras de propagacion, similares a las semillas de las plantas. Dada
la alta variedad de especies fingicas, es necesaria una estrategia para que la identificacion de especies sea répida,
precisa, escalable, y que ademds genere informacién de fécil acceso a la comunidad cientifica. La informacién
genética en forma de dcido desoxirribonucleico o ADN la poseemos todos los seres vivos. El ADN se compone
de dos cadenas que se mantienen fisicamente cerca. La informacién genética la podemos visualizar como un ma-
nual de usuario en donde estdn todas las instrucciones (llamados gezes) para que un ser vivo sea como es, ya sea
su forma, su color, su tipo de alimentacién, etc. Dicho manual de usuario tiene solo cuatro letras: A (adenina), T
(timina), G (guanina) y C (citosina). Estas letras —que quimicamente conocemos como bases nitrogenadas— se
han acomodado a través de la evolucién de tal modo que forman secuencias l6gicas, leibles e interpretables por
las células; por ello, mencionamos que son las instrucciones que definen al ser vivo (Alberts ez /., 2015).

Cuando una instruccién en forma de ADN esta presente en un grupo importante de organismos decimos que
estd conservada. Cuanto mds esencial sea una instruccién, més conservada estard y la encontraremos en diversos
organismos sin importar que sean hongos, peces o plantas, aunque habré instrucciones especificas para cada
grupo. Mientras mds esencial sea una secuencia de ADN (entiéndase una instruccidn), serd menos propensa a
cambiar a través de la evolucidn, ya que hay una presién para mantenerla tal como es. Sin embargo, los cientificos
expertos en sistematica molecular han detectado secuencias de ADN conservadas, pero los ligeros cambios que
muestran se relacionan con eventos de especiacién, es decir, secuencias que son tnicas para cada especie. Este
tipo de secuencias se conocen como cddigos de barras genéticos y su descifrado es una herramienta esencial en la
clasificacién de especies en el siglo XXI, ya que cumple con las caracteristicas descritas al inicio de esta seccidn.

El c4digo de barras genético de los hongos es la regiéon ITS (Internal Transcribed Spacer). Al respecto, quienes
trabajan con diversidad de hongos obtienen las secuencias de ADN de esta region permitiendo de una forma muy
fécil, y casi automdtica, definir la especie de un hongo y efectuar estudios de diversidad de estos organismos en
un nicho particular ¢ incluso es el primer paso del descubrimiento de nuevas especies (recordemos que quedan
muchas especies de hongos por reportar).

3. EL riBOoSOMA Y LA REGION ITS DE L.OS HONGOS

Reiteramos que mientras mas fundamental sea una secuencia de ADN, presentara menos cambios al compararla
con dos o mas organismos. Una de estas instrucciones es la sintesis de proteinas. Las proteinas son las moléculas
que realizan las funciones de un organismo, las cuales se forman por la actividad de los ribosomas, que estan he-
chos en su mayoria de 4cido ribonucleico ribosomal (ARNr), quimicamente parecido al ADN, pero es una sola
cadena compuesta por las letras A (adenina), U (uracilo), G (guanina) y C (citosina). Es posible darse cuenta de
que la “T” se sustituye por “U” en el ARN (Alberts ez a/., 2015).
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Ya sea en hongos o en cualquier otro ser vivo, los ribosomas se pueden visualizar como maquinas productoras de
proteinas, compuestas de dos partes o subunidades, una grande y otra pequefia.. En hongos, la subunidad pequena
tiene una ARN llamado SSU (Small subunit ribosomal ribonucleic acid) y la subunidad grande tiene tres cadenas
de ARN que son el LSU (Large subunit ribosomal ribonucleic acid) y los ARNr 5S y el 5.8S.[1] Las instrucciones
en el ADN para producir estas moléculas de ARNr son secuencias de nucledtidos que producen las secuencias de
ARNT, pero con el cambio “T” por “U” mencionado. En la figura 1 se muestra una representacién del ribosoma.

Diagrama del Ribosoma 3D
ribosoma — -

Subunidad
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P 3 2
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FIGURA 1

Estructura del ribosoma
Fuente: PDB (2010).
Nota: la subunidad pequefia se compone de proteinas y del tRNA SSU. La subunidad grande se compone de proteinas y
delos ARNr LSU, 5.8S y 5S. A la derecha observamos el modelo tridimensional del ribosoma de la levadura Saccharomyces

cerevisiae resuelta por rayos X.

Dada laimportancia de los ribosomas para la vida, los genes no deben de variar de modo notable para producir
estas moléculas; por lo tanto, la secuencia de ADN y de ARN estén conservadas en los hongos, aunque hay peda-
zos de los ARNr que no son parte del ribosoma funcional. A continuacion, se describe la estructura del operén
ribosomal para luego entender cdmo se eliminan los pedazos que sobran.

El operén ribosomal se define como una secuencia continua de ADN que codifica parael SSU, el 5.8S y el LSU
(Henras ez al., 2015). Es decir, a partir del ADN se produce una sola molécula de ARN muy grande, que tiene
pedazos de méds en ambos extremos y en medio. Esta molécula grande sufre cortes tanto en los extremos como
en medio a través de la accién de enzimas o proteinas con capacidad de llevar a cabo reacciones. Los recortes en
los extremos son necesarios para obtener el SSU y LSU del tamafio exacto y los cortes de en medio se requieren
para liberar al 5.8S. Los fragmentos que flanquean al 5.8S se conocen como 781 e ITS2 y llamamos regidn ITS
al segmento constituido por ITS1-5.8S-ITS2. El término ITS denota justamente que es una region espaciadora
entre los ARNr y que se transcribe, es decir, que se sintetiza a partir del ADN. Este es un proceso que ocurre
en el nacleo de las células (figura 2). Es necesario sefialar que el ARNr 5S que también constituye el ribosoma
funcional no es parte de este operdn.

A diferencia de las secuencias de los ARN que formardn el ribosoma, los pedazos que se eliminan previamente
no estdn sujetos a una alta presion de seleccidon y son propensos a variar a través de la evolucidn; no hay necesidad
de mantener las secuencias de los /751 e IT52, ya que estan destinados a eliminarse antes de la formacién del
ribosoma.
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FIGURA 2

Procesamiento de los ARNr
Fuente: Henras ez /. (2015).

Nota: en el ADN de doble cadena estdn codificados los genes para ARNr que formaran el ribosoma.[2]

4. LA REGION I'TS coMO CODIGO DE BARRAS DE L.OS HONGOS

Cada especie de hongos tiene una region I'TS particular y, mientras exista ms cercanfa entre dos hongos, la secuencia
que constituye dicha regién serd més parecida, sobre todo en la secuencia correspondiente al 5.8S y mas variable
en ITS1 e ITS2 (Schoch ez al., 2012). Las secuencias de la region ITS de dos especies de un mismo género son
mas parecidas entre si que las secuencias de dos especies de géneros distintos, pero las secuencias de dos especies
de géneros distintos de una familia se parecen mds entre si que las secuencias de dos especies que son de familias
distintas. La diferencia se acenttia mientas exista menos relacién entre las especies debido a que ha ocurrido més
tiempo a partir del ancestro comun hasta la emergencia de las especies, es decir, su tiempo de divergencia. Entonces,
es menor el tiempo de divergencia que ha transcurrido entre dos especies de un mismo género que entre especies
de familias distintas, lo cual se refleja en la similitud que hay entre las regiones I'TS, lo que ha permitido el estable-
cimiento de las regiones I'TS como el cédigo de barras genético por excelencia de los hongos. Su tamano varia de
500 a 800 nucleétidos (DeSalle y Goldstein, 2019). En la figura 3 se presenta la comparacién de las secuencias de
la regién ITS de los hongos Agaricus campestris (el que usamos en las pizzas), Agaricus porphyropos (mismo género)
y Pleurotus djamor (género distinto, misma familia), que también es un hongo comestible. Para comparar las se-
cuencias de manera mds facil, se “alinean” de tal modo que obtengamos el mayor niimero de coincidencias entre
ellas. Entre las tres hay diferencias, sobre todo en los ITS, pero resalta que el mayor ntimero de coincidencias
las encontramos entre las secuencias de Agaricus y obviamente la secuencia de Pleurotus djamor es menos similar;
en este caso encontramos nucledtidos distintos y otros que faltan o sobran respecto a las secuencias de Agaricus.

Siobservamos debajo de laslineas verdes podemos apreciar que Pleurotus djamor es el menos parecido de los tres.

El procedimiento técnico detallado para obtener la secuencia de la region ITS queda fuera del propésito de este
articulo. Solo se enfatiza que se obtiene a partir del ADN total del espécimen, dado que la secuencia del ADN
y del ARN tienen como diferencia importante la sustitucién de “T” por “U”; no es necesario obtener ARN. El
ADN total serd sometido ala técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction)
y secuenciacién de ADN que puede ser a pequenia escala por el método capilar o a gran escala por medio de tec-
nologias de secuenciacién masiva.
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Las secuencias que se obtienen por el trabajo de los diferentes laboratorios se comparten entre la comunidad
cientifica en plataformas en lineay, a su vez, nuevas secuencias se someten ahi para hacer la identificacion mediante
algoritmos computacionales, ya sea el GeneBank de NCBI[3] o el Barcode of Life Data System.[4]

Agaricus porphyropos Pleurotus djamor

Agaricus_campesiris CATCCACCTGTGCACCT AI'TG'I'AGIG‘I“I“I'C"I! ~TTGGGTATTGAGGAAGTGGTC - SAGCCTATCAG SCATTTGCTGGATGTGAG
Agaricus_porphyropos  CATECACCTGIGCACCTTTIT. Aotc'l'ncﬂ‘tﬁ'ﬂ od A AArtnnmno'uc'le CIAT TN C AT!.‘ABIII‘M:.L‘I’ C Ide'rlnA 16TGT II
Pleurotus diamor CATACCCCTGTGCACCTTTG. \I‘AG ATERCGET - -TT6G- - - - - - - - - - - TARGcTENCEEENTH- - - - --- - - CTAATIEG-
Agaricus_camp

TITGCAGT . G1 ACTTGGCC CCTTTITGCCTACCAGAGTCTATGTCATTCAT
Agaricus_porphyropos lgc ACTTGCAGTEGC blMG T E C I‘GGIG‘N: T l'l‘ 0 ACTTGGCC chG} \I‘IGQ TETCTGGET - CCTGAGTCTATGITAT At.AU‘lLCAUC A
Plewrotus djamor ... ... ... GAAGGGCONTGGGTHCOCTARAACCABE - - - - - - oo oo vvoeienecnnnns TCCATTCEATTCCECCECECE

Agaricus_campestris XTI CGAAT CTTTACATGGGCTTTC ATGCCTATGAA

2 i GTT GAATGT B G -
< n TGAATGT AAT Cl‘l‘ l‘I'A
Pleurotus djamor AAT - GGATGCHTTAATAAGCAAGCGTTAATAAGGC GOC - TGAACCOTANAAACT TAATACC CARCINS C N AN C

Agaricus_porphyropos  TATAGAATGT CA: T GIT'IACAIOGOCTTIG‘IAIGI:CI‘A l
5 8S

_Agaricus_campestis
Agaricus_porphyropos
Pleurotus djamor

Agaricus_campesiris C| TTAAATTCTCAACTCTICTTATACTTITGTIGTATAGGAGG GCTTGGA
Agaricus_porphyropos T TTAAATTCTCAACTCCCT ‘I‘AfGE‘I’GI"I'TUG'IA‘I‘A‘UI’OGKGCI TGGA
Pleurotus djamor G CllC Gl cClAAGHG GRCHG GEC TTAAATTCCECAACTECATGARTINATTIGGTGGAACTGG - - - TTGGA

<Agaricus_canpesn’s T TGTGGAGGTTTGCTGGCAAC TTGTITIGTIGGTCAGCTCCTCTGAAATGCATTAGCG AKCCOTTTGCEATCTOCCACANCTOTORTAA 2
GATCTGCCACAAGTGTGATAA

Agaricus_porphyropos TIGTGGGGGCTTGCTGGECGE - TCGTC TGAGGTCAGCTCTCCTGAAAT GCATTAGCGGAACCGTTTGC

Pleurotus djamor ATGGTGEEGGCTGCTGGGT TEOTHC (Tjd‘ AATCCGGTCOCCCTAAATGGCTTA u:odcu: TTRGGTGGCCOCGOCCATAAGGGGATT l
Agaricus_campesiris C I'A'IG'I'ICAL"I‘G - -GCGA-GGGGATTGCT CTCI‘GTU TITGTITCAGCTT - CTAATCGTCTCAGT TTGAGACAACTTTT - GAATACT
_Agaricus_porphyropos R G . - . . . . GCAAGGGGGATTGCTCTCTGC(G ATGTTCAGCTT CTAACT ercTer TEA TGAGACTAT rnnantc c1
Ploross dyamor TAACCRECEC ARRREEERGACA ARCTANTARRG - 6¢ ACTTECTATSHCTE GGGCAATTACTTT . -GCAA- -1

FIGURA 5

Comparacion de regiones I'TS de 2 especies de hongos del género Agaricusy de Pleurotus
Nota: en la parte superior observamos fotos de los hongos Agaricus porphyropos y de Pleurotus djamor. En medio se presenta
un rectdngulo que simboliza la regién ITS con sus 3 partes (ITS1-5.8S-ITS2). Las secuencias de cada hongo estan ordenadas
por renglones y las coincidencias entre ellas se marcan con color cian para los ITS y en azul rey para el 5.8S. Las lineas verdes

marcan zonas con diferencias notables entre las secuencias. Si observamos debajo de las lineas verdes podemos apreciar que
Pleurotus djamor es el menor parecido de los tres.

5. Uso DE LA REGION I'TS PARA IDENTIFICAR HONGOS EN NCBI

Se toma en consideracién que se recolecta un hongo del género Ganoderma. Estos hongos crecen sobre madera
y, mas alld de su papel en el flujo de nutrientes en un ecosistema, se caracterizan por sus propiedades medicinales
(Deepalakshmiy Mirunalini 2011). Su identificacién a nivel especie es un primer paso para aprovecharlo. Una
vez que se obtiene la secuencia de la regién I'TS, buscaremos las secuencias mds parecidas en NCBI mediante
el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de una forma similar a las frases que se buscan en
Google. Después de someter la secuencia en este “buscador” se despliegan los resultados, y el primer resultado
corresponde a una secuencia 100% idéntica de la especie Ganoderma martinicense, por lo que se considera que
la recolecta es esta especie. Cabe destacar que no siempre se obtiene un porcentaje del 100%; dependiendo
cual sea este valor y el tipo de hongo con el que trabajemos, se identificard como una nueva secuencia no re-
gistrada de una especie conocida, como una secuencia de una especie no registrada o una secuencia inédita de
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una posible nueva especie. A partir de aqui, los investigadores deberdn tomar decisiones o determinar otras
secuencias utiles en la taxonomia. En la figura 4 vemos un esquema de este procedimiento. Esta aseveracion
debe ser apoyada por un anélisis morfolégico.

1) Aislar ADN del hong 2) Obtener secuencias ITS

1a
TTCTGACTGAGTTGTAGCTGAC TTC TGAGGCATGTGRACGCCCTGCTCATCCACTCTACAKCTGTGEAC
TTACTGTGRGC TTCAGATCGTARAACGCGGGTCCC TTTACCGGG TTGTRGAXKGTCTETELCTGCG
TTTATCACAAACTCTATAAMGTATCAGMTGTGTATTGCGATGTAMGCATC TATATACAAC TTTCAGCA
ACGRATCTCTTGATCTC TGAGATT
CAGTGAATCATCGAATC TTTGAKGCACC TTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATELCTGTTTGAGTG
TCATGAATCTTCAKCTGCAMGC TTTTTGTGGTTTGTAGGC TTGRACTTGGAKCTTGTCGACCATTCT
TGGTCGAC TCCTCTTAMTGCATTAGC TTGGTTCCTTGGGATCGG TCTCGGTGTGATARTGTCTACAC
TGCGACCGTGAMGKGTTTGGK GAGC TTCTAAC TGTCTCAGTTGRAGACACTTTATGACCTCTGACCTCA
TACCCGCTGAC TTAAGCATAT!

W% Wndows (RS T4

4) Resultados

o - °

Fitar Resules

FIGURA 4

Proceso de identificacién de un hongo a partir de la secuencia de la regién ITS
Nota: la secuencia 1) se someterd a una bisqueda de secuencias similares en el sitio del NCBI usando el algoritmo BLASTN
2). Los resultados se despliegan segundos después de someter la secuencia 3). El hit més alto es 100% idéntico a la secuencia
sometida y corresponde a la especie Ganoderma martinicense.

ProSPECTIVA

La secuencia de la region ITS como cédigo de barras genético de hongos permite la clasificacion relativamente
ripida de estos organismos y es un punto de partida para ubicar potenciales nuevas especies. Ademds, las secuencias
que los investigadores obtienen es posible compartirlas con la comunidad cientifica de todo el mundo gracias a
las bases de datos y a algoritmos de btsqueda que son féciles de usar. Tomando en cuenta lo mucho que queda
por descubrir del reino de los hongos, es deseable que esta estrategia de trabajo sea implementada por todos
aquellos interesados en explorar la diversidad de estos organismos, lo cual es necesario para su conservacién y
aprovechamiento como recurso bidtico.
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Noras

[1] La letra S denota unidades Svedberg, e implica que estos ARN fueron separados e identificados por centrifugacién.

[2] Originalmente se sintetiza una cadena sencilla muy larga de ARN compuesta de SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU. Esta cadena
sufre recortes por los extremos y de cortes internos para deshacerse del ITS1 e ITS2, lo cual genera los ARN SSU, 5.8S y

LSU que pueden incorporarse en el ribosoma.
[3] Disponible hetps://www.ncbi.nlm.nih.gov/
[4] Disponible en https://www.boldsystems.org/
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