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Resumen 

La simbiosis ectomicorrícica es muy relevante en los ecosistemas forestales y puede ser 

aprovechada para la reforestación y/o restauración de los mismos. El establecimiento y 

desarrollo de la simbiosis están mediados por la actividad funcional de genes que 

codifican para moléculas involucradas en la interacción, como las MiSSP (proteínas 

secretadas pequeñas inducidas por micorrizas, por sus iniciales en inglés Mycorrhiza-

induced Small Secreted Proteins). Las MiSSP son péptidos efectores específicamente 

inducidos durante la simbiosis y participan en la formación de la interfaz simbiótica 

apoplástica. Para Laccaria, un género de hongos ectomicorrícicos, las MiSSP 

corresponden a la mayor parte de los productos génicos transcritos durante el 

establecimiento de la simbiosis. En el presente estudio se predijeron y cuantificaron las 

MiSSP potenciales de cuatro cepas de Laccaria trichodermophora, una especie de 

importancia ecológica y sociocultural en México. Se emplearon dos protocolos 

(protocolos 1 y 2) de predicción bioinformática basados en características estructurales 

y de localización sub-celular de los péptidos de interés. La eficiencia de dichos 

protocolos fue evaluada con el genoma de Laccaria bicolor, especie para la que se 

tienen MiSSP caracterizadas experimentalmente. Ambos protocolos tuvieron una 

eficiencia similar en su capacidad predictiva de las MiSSP reportadas para L. bicolor. 

Sin embargo, el protocolo 1 fue más eficiente para predecir péptidos apoplásticos, 

mientras que el protocolo 2 lo fue para péptidos nucleares. La cantidad de MiSSP 

predichas para L. trichodermophora fue menor a la reportada previamente con datos 

bioinformáticos. Esto se debe a que en este trabajo incluimos más criterios estructurales 

(ausencia de dominios transmembranales) y de localización sub-celular (en retículo 

endoplasmático, núcleo y apoplasto) para la predicción de péptidos efectores, por lo 

que estas predicciones son potencialmente más precisas. Los dos protocolos utilizados 

permitieron identificar MiSSP de diferentes características y localizaciones sub-

celulares, por lo cual es recomendable utilizar ambos para la detección de estos 

péptidos. La variabilidad intraespecífica encontrada para estos péptidos puede estar 

relacionada con el desarrollo de la simbiosis de este hongo ectomicorrícico, 

particularmente en aspectos de la colonización y la forma de interactuar con sus 

hospederos. 
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Abstract 

Ectomycorrhizal symbiosis is very relevant in forest ecosystems and can be used for 

their reforestation and/or restoration. The establishment and development of symbiosis 

are mediated by the functional activity of genes that code for molecules involved in the 

interaction, such as MiSSPs (Mycorrhiza-induced Small Secreted Proteins). MiSSPs 

are effector peptides specifically induced during symbiosis that participate in the 

formation of the apoplastic symbiotic interface. For Laccaria, a genus of 

ectomycorrhizal fungi, MiSSPs correspond to most of the gene products transcribed 

during the establishment of symbiosis. In the present study, the potential MiSSPs of 

four strains of Laccaria trichodermophora, a species of ecological and sociocultural 

importance in Mexico, were predicted and quantified. Two bioinformatics prediction 

protocols (protocols 1 and 2) based on structural characteristics and subcellular 

localization of the peptides of interest were used. The efficiency of these protocols was 

evaluated with the genome of Laccaria bicolor, a species for which MiSSPs have been 

experimentally characterized. Both protocols had similar efficiency in their predictive 

ability of the reported MiSSPs for L. bicolor. However, protocol 1 was more efficient 

for predicting apoplastic peptides, whereas protocol 2 was more efficient for nuclear 

peptides. The number of MiSSPs predicted for L. trichodermophora was lower than the 

previously reported with bioinformatics data. This is because in this work we include 

more structural (absence of transmembrane domains) and sub-cellular localization 

criteria (in endoplasmic reticulum, nucleus and apoplast) for the prediction of effector 

peptides, so these predictions are potentially more accurate. The two protocols used 

allowed the identification of MiSSPs with different characteristics and sub-cellular 

locations, so it is advisable to use both for the detection of these peptides. The 

intraspecific variability found for these peptides may be related to the development of 

the symbiosis of this ectomycorrhizal fungus, particularly in aspects of colonization 

and the way they interact with their hosts.  
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1. Introducción 

La simbiosis ectomicorrízica (ECM) es una de las asociaciones mutualistas más 

prominente y ecológicamente importantes en los ecosistemas forestales, especialmente 

en los bosques templados y boreales (Nehls 2008; Mello y Ballestrini 2018). Se trata 

de asociaciones formadas entre las raíces cortas y absorbentes de las plantas terrestres 

y algunos hongos del suelo, que resultan en la formación de un órgano híbrido llamado 

ectomicorriza (Felten et al. 2009; Kottke y Oberwinkler 1987). En estas raíces 

modificadas las hifas de los hongos rodean su superficie (Gea et al. 1994), creciendo 

entre las células epidérmicas y corticales de la planta sin penetrarlas (Tschaplinski et 

al. 2014; Balestrini y Kottke 2016). Se estima que esta interacción ocurre en cerca del 

2% de las especies de plantas terrestres (Brundett y Tedersoo 2018). En este tipo de 

asociación se ven involucradas especies de plantas de las familias Betulaceae, 

Fagaceae, Pinaceae, Salicaceae, Myrtaceae, Nothofagaceae y Dipterocarpaceae, entre 

otras (Sánchez-Ramírez et al. 2017), así como algunos hongos pertenecientes a las 

cuatro divisiones: Basidiomycota, Ascomycota y Mucoromycota (Brundett y Tedersoo 

2018).  

 El establecimiento y desarrollo de la ECM están mediados por un sistema 

complejo de comunicación química entre las plantas y los hongos, así como por la 

actividad funcional de varias redes de genes, lo que ha sido demostrado para sistemas 

modelo, como la asociación entre Laccaria bicolor (Maire) P.D. Orton y árboles del 

género Populus spp. (Larsen et al. 2016; Martin et al. 2016), Hebeloma cylindrosporum 

y Pinus spp. (Marmeisse et al. 2004; Doré et al. 2015), Tuber melanosporum y Corylus 

spp. (Ceccaroli et al. 2010; Montanini et al. 2010) y Pisolithus spp. y Eucalyptus spp. 

(Duplessis et al. 2005). De entre los genes expresados durante la ECM, del 7 al 38% 

corresponden a genes específicos de cada linaje; es decir, restringidos a especies 

particulares de hongos que forman micorrizas (Kohler et al. 2015). Por esta razón, uno 

de los objetivos en el estudio de esta interacción es la identificación de genes comunes 

a todas las especies de hongos en la ECM, también llamados “genes simbióticos” (Kuo 

et al. 2014). 

 La secuenciación y análisis de genomas completos de hongos ectomicorrícicos 

son importantes para estudios bioquímicos, genéticos y transcriptómicos que permitan 

dilucidar los mecanismos del establecimiento, mantenimiento y funcionamiento de esta 

asociación (Kuo et al. 2014; Daguerre et al. 2017). Mediante secuenciación y análisis 
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de genomas completos se descubrió que los hongos simbióticos de plantas secretan 

numerosas proteínas efectoras cuya función específica no ha sido descrita (Plett y 

Martin 2011; Grigoriev et al. 2014; Stotz et al. 2014), pero que sin duda están 

involucradas en el establecimiento, mantenimiento y funcionamiento de la simbiosis. 

La caracterización del secretoma de los hongos ectomicorrícicos es un requisito previo 

para la identificación y caracterización de estas proteínas extracelulares (Doré et al. 

2015), así como de los “genes simbióticos” que las codifican. 

 Las proteínas extracelulares en su conjunto constituyen al secretoma fúngico 

(Girard et al. 2013). Éste, se compone de numerosas categorías de proteínas, entre las 

que se incluyen las denominadas Small Effector-like Secreted Proteins (SSP) (Alfaro 

et al. 2014). Las SSP han mostrado ser fundamentales para el establecimiento de la 

ECM (Martin et al. 2008; Martin y Kamoun 2011; van Ooij 2011; Plett y Martin 2011, 

2015; Plett et al. 2011, 2014, 2015; Raudaskoski y Kothe 2015), pues posibilitan el 

diálogo molecular entre los hongos ectomicorrícicos y sus plantas hospederas 

(Kloppholz et al. 2011; Giraldo y Valent 2013; Rovenich et al. 2014; Lo Presti et al. 

2015). Varios de los genes codificantes de SSP son inducidos específicamente durante 

la interacción simbiótica, por lo que sus productos proteicos son denominados 

Mycorrhiza-induced Small Secreted Proteins (MiSSP) (Martin et al. 2008; Pellegrin et 

al. 2015). La síntesis de MiSSP está regulada por la identidad de la planta hospedera y 

por señales ambientales, tales como la disponibilidad de nutrientes y el tipo de sustrato 

(Plett et al. 2014; Doré et al. 2015). Además, estas proteínas promueven la formación 

de una nueva interfaz apoplástica entre la planta y su simbionte fúngico, de modo que 

promueven el establecimiento y desarrollo de la interacción (Veneault-Fourrey y 

Martin 2011).  Aunque las SSP más numerosas conocidas pertenecen a hongos 

patógenos (Stahl y Bishop 2000; Fouché et al. 2018), también se han detectado SSP en 

hongos ectomicorrícicos (Martin et al. 2008).  

 Laccaria bicolor es un hongo ectomicorrízico capaz de colonizar plantas tanto 

de linajes de angiospermas como de gimnospermas (Wallenda y Kottke 1998) y ha sido 

empleado como modelo para estudiar la respuesta transcripcional de los hongos 

ectomicorrícicos frente a diferentes tipos de hospederos (Plett et al. 2015). A raíz de 

esto se ha comprobado que para este hongo la identidad de la cepa determina las 

diferencias tanto en crecimiento micelial in vitro como en el desempeño de las plantas 

inoculadas (Hazard et al. 2017a, b). 



 

8 

 

 Laccaria trichodermophora Mueller 1984, es un hongo silvestre comestible de 

importancia ecológica y sociocultural en México, donde se asocia con pinos jóvenes en 

las montañas del Eje Neovolcánico Transversal (Montoya et al. 2004). Se le considera 

una especie especialista porque dentro de su rango de distribución tiene como 

principales hospederos a representantes jóvenes del género Pinus (Mueller y Strack 

1992). En nuestro grupo de investigación se demostró experimentalmente que las 

diferentes cepas de L. trichodermophora presentan una capacidad distinta de 

colonización de las raíces hospederas (Flores-Almaraz 2020). Asimismo, los datos 

genómicos de L. trichodermophora indican que existe variación intraespecífica en su 

contenido genómico de péptidos efectores (Ángeles-Argáiz 2022). 

 La presente tesis se enfoca en predecir y cuantificar las MiSSP de L. 

trichodermophora. Asimismo, aporta información para estudiar la relación entre el 

contenido genómico de MiSSP y la variabilidad intraespecífica de la especie en 

términos del desarrollo de su simbiosis; particularmente en cuanto a su capacidad de 

colonización y preferencia por el hospedero. 

 

2. Marco teórico 

2.1 Importancia de las asociaciones micorrícicas 

En los ecosistemas forestales las raíces de los árboles se encuentran en contacto con 

comunidades microbianas del suelo, con cuyos integrantes pueden establecer relaciones 

mutualistas, comensales o patógenas. Estas comunidades intervienen en el intercambio 

y reciclaje de nutrientes en el suelo (particularmente C, N y P), por lo que tienen 

impacto en su fertilidad (Chaparro et al. 2012; Lakshmanan et al. 2014) y en el 

almacenamiento de carbono (Schimel y Schaeffer 2012). Los hongos son elementos 

clave de estas comunidades y muestran un amplio rango de interacciones con las 

plantas. Pueden ser degradadores de madera, descomponedores saprobios del suelo, 

fitopatógenos y mutualistas (Bonfante y Genre 2010; Veneault-Fourrey y Martin 2011).  

 Entre las asociaciones mutualistas se encuentran las micorrizas, formadas entre 

hongos habitantes del suelo y las raíces de las plantas terrestres. Se estima que entre el 

90 y el 95% de las familias de plantas terrestres (86% de las especies vegetales) 

presentan micorrizas de forma habitual (Smith y Read 2008; Brundett y Tedersoo 

2018). Las asociaciones micorrícicas pueden clasificarse agrupando su diversidad en 

cuatro categorías: micorrizas arbusculares, ectomicorrizas, micorrizas ericoides y 
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micorrizas orquidioides (Martin et al. 2016; Brundett y Tedersoo 2018). Estas 

categorías se basan en criterios de diferenciación morfológica de los tejidos de la raíz 

y en los linajes evolutivos de las plantas hospederas. Algunas plantas pueden ser 

colonizadas por más de un tipo de micorriza y diferentes especies de hongos pueden 

verse involucradas en estas asociaciones (Teste et al. 2019). Además, pueden establecer 

conexiones con otras plantas a través de los hongos asociados a sus raíces (Simard 

2018). Estas conexiones forman redes micorrícicas que permiten a sus interactuantes 

compartir nutrientes y señales químicas, ya sea intra- o inter-específicamente (Simard 

et al. 2012). 

 La asociación simbiótica con hongos micorrícicos contribuye a la estabilidad y 

diversidad de los ecosistemas forestales (Simard et al. 1997). Además, es indispensable 

para la nutrición de la mayoría de los árboles y modula la competencia entre ellos, sobre 

todo considerando que los niveles de nutrientes inorgánicos biodisponibles en los 

suelos forestales suelen ser bajos para sustentar el crecimiento de las plantas (Martin et 

al. 2016). 

 

2.2 Ecología y fisiología de la simbiosis ectomicorrícica 

Los hongos ectomicorrícicos son organismos mutualistas que se encuentran 

ubicuamente en los suelos forestales y que son capaces de colonizar los tejidos de la 

raíz para acceder a los nutrientes transportados por la misma (Tschaplinski et al. 2014). 

La colonización por este grupo de hongos genera cambios morfológicos pronunciados 

tanto en la arquitectura de la raíz como en la célula fúngica, dando como resultado la 

formación de un órgano híbrido llamado ectomicorriza (Fig. 1) (Kottke y Oberwinkler 

1987; Felten et al. 2009). Estas puntas de raíz son modificadas por las hifas de los 

hongos, que rodean su superficie formando una cubierta o manto de tejido fúngico. A 

partir del manto las hifas ingresan al apoplasto, que es el espacio extracelular periférico 

a la membrana plasmática de las células de las raíces. Es ahí donde las hifas forman un 

entramado complejo entre las células de la planta y del hongo, denominado red de 

Hartig (Fig. 1) (Gea et al. 1994). Las hifas que comprenden esta red crecen entre las 

células epidérmicas y corticales de la planta sin penetrar al interior de estas 

(Tschaplinski et al. 2014; Balestrini y Kottke 2016). Además, forman un sistema de 

hifas que crecen del manto hacia el exterior, explorando el suelo, llamado micelio 

extraradical (Fig. 1) (Smith y Read 2008; Mello y Ballestrini 2018).  
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Figura 1. Representación gráfica e imágenes de microscopía electrónica de barrido de una 

ectomicorriza. Se observan las hifas que conforman al manto, al micelio extraradical y a la red 

de Hartig (modificado de Atrebe 2013). 

 

 Ambos participantes de la interacción se benefician mediante el intercambio de 

nutrientes que se da a través de la superficie de la interfaz planta-hongo al interior de la 

red de Hartig (Hobbie et al. 2005; Tschaplinski et al. 2014). El árbol suministra al 

hongo ectomicorrícico hasta el 30% de los carbohidratos derivados de la fotosíntesis a 

cambio de hasta el 70% de sus requerimientos de N y P (Nehls 2008; Smith y Read 

2008; Martin y Nehls 2009; Mello y Ballestrini 2018). Así, en esta asociación se da un 

intercambio constante de nutrientes y señales químicas, lo cual optimiza el crecimiento  

de ambos interactuantes y la salud de los árboles al mejorar su nutrición mineral, 

fortalecer sus defensas (Wallander et al. 2001; Franklin et al. 2014), facilitar la 

captación de agua y de otros nutrientes de baja disponibilidad (Plassard y Dell 2010), 

así como incrementar su tolerancia a la desecación (Lehto y Zwiazek 2011) y a altas 

concentraciones de metales pesados (Luo et al. 2014).  

 Aunque la gran mayoría de los hongos ectomicorrícicos forman estructuras 

simbióticas similares e intercambian los mismos nutrientes con sus hospederos, su 

diversidad fenotípica es amplia. Por ejemplo, hay mucha variación en cuanto a la 

morfología, anatomía, fisiología, rango de especies hospederas, beneficio nutricional, 

especialización ecológica y características de crecimiento (Brundett 2002; Peterson y 

Massicotte 2004; Smith y Read 2008; Clemmensen et al. 2015; van Der Heijden et al. 

2015). Esta variabilidad fenotípica se explica en parte por la evolución independiente y 

en numerosas ocasiones de las ectomicorrizas, tanto en plantas (más de 18 veces en 

angiospermas; Koele et al. 2012) como en hongos (78–82 veces; Tedersoo y Smith 



 

11 

 

2017) y, está íntimamente ligada con la forma en que cada especie de hongo 

ectomicorrícico establece y mantiene sus interacciones simbióticas (Hibbett et al. 2000; 

Martin et al. 2016; Tedersoo y Smith 2017; Miyauchi et al. 2020). 

 

2.3 Genética y desarrollo de la simbiosis ectomicorrícica  

Típicamente, la formación de la ECM involucra cuatro pasos fundamentales: i) el 

reconocimiento del simbionte mediante el intercambio pre-simbiótico de señales 

difusibles y volátiles; ii) la adhesión inicial del simbionte a las células vegetales y la 

evasión de las defensas de la planta, iii) la agregación o crecimiento hacia el interior de 

las células vegetales o entre ellas y,  finalmente, iv) un intercambio de nutrientes entre 

los dos organismos (Plett et al. 2015; Plett y Martin 2018). Cada uno de estos pasos 

involucra numerosas vías de señalización en las que la pérdida o alteración de 

cualquiera de las señales involucradas, puede impedir o bloquear la simbiosis (Plett y 

Martin 2018). Este complejo sistema de comunicación química entre la planta y el 

hongo está mediado por la actividad funcional de varias redes de genes (Marmeisse et 

al. 2004; Duplessis et al. 2005; Ceccaroli et al. 2010; Montanini et al. 2010; Doré et al. 

2015; Larsen et al. 2016; Martin et al. 2016), lo que ha sido demostrado para 

asociaciones que son usadas como modelos de estudio (p. ej. Laccaria bicolor y árboles 

del género Populus spp., Hebeloma cylindrosporum y Pinus spp., Tuber melanosporum 

y Corylus spp., Pisolithus spp. y Eucalyptus spp.). 

Aunque los genes pertenecientes a las categorías funcionales que controlan el 

procesamiento de información, el metabolismo, las reacciones de óxido-reducción 

(REDOX) y el almacenamiento y transporte de nutrientes están regulados 

positivamente en todas las interacciones ectomicorrícicas estudiadas hasta ahora 

(Kohler et al. 2015), cada especie de hongo ectomicorrícico expresa un conjunto 

distinto de genes asociados a simbiosis, involucrados en dichos procesos (Martin et al. 

2016). Una gran proporción de estos genes están presentes como ortólogos en los 

genomas de hongos de pudrición café y blanca. Es decir, algunos genes de hongos de 

vida libre cumplen funciones simbióticas en los hongos ectomicorrícicos, lo que sugiere 

que pueden asociarse con vías metabólicas esenciales (Martin et al. 2016). 
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2.3.1 Péptidos efectores en el desarrollo de la simbiosis 

El secretoma fúngico se compone de numerosas categorías de proteínas que incluyen 

lipasas, proteasas, Carbohydrate-Active enZymes (enzimas CAZ), SSP y proteínas de 

función desconocida (Alfaro et al. 2014). Las enzimas CAZymes, proteasas y lipasas 

son enzimas que participan en la degradación de moléculas complejas (p. ej. 

lignocelulosa y proteínas) y participan en la adquisición de nutrientes a partir de 

biomasa viva o muerta (Baldrian et al. 2011; Eastwood et al. 2011; Zhao et al. 2014). 

Otras proteínas secretadas, como las lectinas, carecen de actividad catalítica y su 

función es dar especificidad por el sustrato (Giollant et al. 1993; Peumans y van Damme 

1995) desempeñando un papel importante en las interacciones entre el hongo y su planta 

hospedera (Hentschel et al. 2000; Rep 2005; Boller y Felix 2009; Downie 2010). 

Algunas proteínas tienen función de adhesión a superficies, como en el caso de las 

hidrofobinas (Talbot et al. 1996; Tucker y Talbot 2001; Linder et al. 2005; Aimanianda 

et al. 2009); otras, como las proteínas de unión a quitina, protegen al hongo de las 

defensas de las plantas y pueden constituir objetivos para la detección temprana de 

patógenos (van den Burg et al. 2006; Kamoun 2006; Ellis et al. 2009; Stergiopoulos y 

de Wit 2009; Kale 2012; Stotz et al. 2014). La mayoría de las proteínas secretadas al 

espacio extracelular siguen una ruta predeterminada que implica su paso por el retículo 

endoplasmático (RE), desde donde son conducidas al complejo de Golgi, 

específicamente a la región cis-Golgi y a la red trans-Golgi, en donde son maduradas e 

internalizadas en vesículas de secreción que se fusionan con la membrana plasmática 

(ver Apéndice A) (Viotti 2016; Owji et al. 2018). El destino, la ruta de transporte y la 

eficiencia de secreción de estas proteínas depende de la presencia de péptidos cortos en 

sus extremos N-terminal, denominados péptidos señal (SP) (Owji et al. 2018). 

 

2.3.2 Mycorrhiza-induced Small Secreted Proteins (MiSSP) 

Las SSP son proteínas importantes en la comunicación molecular entre los hongos 

ectomicorrícicos y sus plantas hospederas (Kloppholz et al. 2011; Giraldo y Valent 

2013; Rovenich et al. 2014; Lo Presti et al. 2015). Gradualmente fueron asociadas con 

el término efector, que las define como “moléculas secretadas por plagas o 

microorganismos que alteran los procesos o estructuras de las células del hospedero y 

que, en general, promueven el estilo de vida de los microorganismos” (Win et al. 2012). 

Varios de los genes codificadores de SSP son inducidos específicamente durante la 
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interacción y juegan un papel importante en el establecimiento de esta, por lo que sus 

productos proteicos son denominados MiSSP (por sus iniciales en inglés Mycorrhiza-

induced Small Secreted Proteins) (Martin et al. 2008; Pellegrin et al. 2015). Las MiSSP 

son proteínas efectoras pequeñas (de menos de 300 aminoácidos) con un péptido señal, 

que pueden translocarse en compartimentos específicos de las células hospederas (Plett 

et al. 2011) o residir en la interfaz simbiótica (Pellegrin et al. 2019). Estas proteínas 

corresponden a los productos proteicos codificados por el 8–28% de los genes que son 

expresados preferencialmente durante la simbiosis (Kloppholz et al. 2011; Giraldo y 

Valent 2013; Rovenich et al. 2014; Lo Presti et al. 2015: Martin et al. 2016). La síntesis 

de MiSSP en el hongo está regulada por la identidad de la planta hospedera (Plett et al. 

2014; Doré et al. 2015) y, aunque sus funciones aún se están determinando, se presume 

que las MiSSP regulan la expresión de algunas de las proteínas del hospedero y/o que 

actúan sobre vías de señalización de la hormona del crecimiento, reestructurando así la 

raíz y las células del hospedero (tanto anatómica como transcripcionalmente), lo que 

contribuye a construir una nueva interfaz simbiótica apoplástica (Veneault-Fourrey y 

Martin 2011). 

 La secuenciación del genoma completo del hongo ectomicorrícico Laccaria 

bicolor facilitó la identificación de moléculas involucradas en la interacción 

ectomicorrícica (Martin y Selosse 2008; Kuo et al. 2014). En el genoma de este hongo 

se identificaron genes que codifican para más de 2,900 proteínas secretadas, de las 

cuales el 10% corresponden a SSP (Martin et al. 2008). Además, su perfil de 

transcripción mostró que más de 50 genes codifican para MiSSP (Martin et al. 2008). 

De entre las MiSSP para las que codifican algunos genes de L. bicolor sólo tres han 

sido descritas como efectores en la interacción ectomicorrícica y caracterizadas 

funcionalmente: MiSSP7 (Plett et al. 2011, 2014), MISSP7.6 (Kang et al. 2020) y 

MiSSP8 (Pellegrin et al. 2019). La MiSSP7 interactúa con la vía de señalización 

mediada por ácido jasmónico, de manera que bloquea las respuestas de defensa de la 

planta y permite la penetración del hongo al espacio intercelular de las células corticales 

(Plett et al. 2014). La MiSSP7.6 es secretada en la interfaz simbiótica, donde se une a 

los reguladores de Trihelix en los núcleos de las células vegetales y regula la expresión 

de los genes de respuesta inmune del hospedero (Kang et al. 2020). Finalmente, la 

MiSSP8 está relacionada con los primeros pasos de la colonización y regula la 

agregación de hifas, influyendo así en la formación del manto y la red de Hartig 
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(Pellegrin et al. 2019); sin embargo, a diferencia de las MiSSP 7 y 7.6, está en discusión 

si puede ser considerada una proteína efectora debido a que no altera directamente 

procesos ni estructuras de las células vegetales (Win et al. 2012). 

 

2.3.3 Predicción de péptidos efectores 

Los criterios fundamentales para ajustarse a la definición de proteínas efectoras  

secretadas incluyen: (a) un péptido señal N-terminal; (b) la ausencia de dominios 

transmembranales; (c) ausencia de sitios de anclaje de glicosil fosfatidil inositol (GPI); 

(d) ausencia de señales de localización prevista para dirigir la proteína a las 

mitocondrias u otros organelos intracelulares y (e) un tamaño pequeño (menor a 300 

aminoácidos) (Jones y Dangl 2006; Stergiopoulos y de Wit 2009; Djamei et al. 2011; 

Lo Presti et al. 2015; Zhang et al. 2018). Adicionalmente, las MiSSP pueden ser 

secretadas al interior de la célula vegetal o al apoplasto (Veneault-Fourrey y Martin 

2011). 

 Existen herramientas computacionales que combinan algoritmos para la 

predicción de estas características con base en la secuencia de aminoácidos de las 

proteínas y que, por lo tanto, podrían ser útiles para la predicción de las proteínas 

efectoras secretadas (Min 2010). Sin embargo, hay características adicionales que 

deberían considerarse para hacer predicciones más precisas. Las proteínas que tienen 

péptidos señal no se secretan sistemáticamente, ya que algunas de ellas pueden estar 

ancladas en el RE debido a la señal hidrófoba en el extremo C terminal o a la presencia 

de uno o más dominios transmembranales (TM). De manera similar, las proteínas con 

anclas de GPI permanecen insertadas en la membrana, ya que tienen glicolípidos 

adheridos al extremo C-terminal (Petersen et al. 2011). Por lo tanto, para un mejor 

análisis del secretoma y, en particular de las proteínas efectoras secretadas, es necesario 

incluir en los algoritmos el reconocimiento de señales de anclaje a membrana, anclajes 

de GPI, péptidos de tránsito de plástidos, péptidos señal y dominios TM (Sonah et al. 

2016). Para aplicar diferentes criterios específicos a dichas proteínas, se debe utilizar 

varias herramientas computacionales de manera sistemática. El uso secuencial de 

diferentes herramientas para obtener el resultado deseado se conoce como pipeline o 

protocolo analítico y la literatura ofrece una amplia gama de ellos para la identificación 

de proteínas efectoras secretadas (Min 2010; Sonah et al. 2016). 
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 Existen protocolos específicos para hongos, así como estudios de validación de 

estas herramientas que recomiendan su uso en ciertas combinaciones. Por ejemplo, para 

la predicción de péptidos señal, Min (2010) señala que utilizar la herramienta predictora 

de localización sub-celular de proteínas WolfPsort (Horton et al. 2007; 

https://www.genscript.com/wolf-psort.html) en conjunto con TMHMM 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) para predecir la topología de las proteínas, 

o bien de SignalP (v4.0 Petersen et al. 2011) que predice la presencia de péptidos señal, 

junto con TMHMM, lleva a resultados de mayor precisión. Constantemente se 

actualizan los algoritmos y programas para la predicción de SSP, por lo que incluir los 

métodos y versiones más actuales permite obtener resultados más robustos (p. ej. 

OutCyte; Zhao et al. 2019). 

 

3. Antecedentes y modelo de estudio  

3.1 Laccaria Berkeley & Broome 1883 

Laccaria Berkeley & Broome 1883 (Agaricales, Hydnangiaceae) es un género de 

hongos con un rango de distribución amplio que forma asociaciones ectomicorrícicas 

con numerosas especies de árboles alrededor del mundo, muchos de ellos de 

importancia económica (Kropp y Mueller 1999). Se han inferido 116 especies en 30 

países con un criterio filogenético  (Wilson et al. 2017). En México los reportes de 

diversidad incluyen alrededor de 17 especies (Ramos et al. 2017). 

 El género Laccaria es considerado generalista debido a su amplia distribución 

y cantidad de hospederos (Mueller y Strack 1992; Brun et al. 1994; Osmundson et al. 

2005; Finlay 2008; Wilson et al. 2017). Sin embargo, está integrado por especies 

generalistas (L. bicolor, L. laccata y L. amethystina), restringidas a las angiospermas 

(L. ochropurpurea y L. calospora), y restringidas a las gimnospermas (L. 

vinaceobrunea y L. trichodermophora) (Wilson et al. 2017). 

 Algunas especies de Laccaria (p. ej. L. bicolor, L. laccata y L. proxima) han 

sido utilizadas como especies modelo en el estudio de la simbiosis ectomicorrícica 

(Trappe 1977; Pera y Parladé 2005; Quoreshi et al. 2008; Khasa et al. 2009; Wadud et 

al. 2008, 2014), y para inocular diferentes géneros de árboles (i.e. Pinus, Pseudotsuga, 

Betula, Quercus, entre otros) con fines de reforestación (Gibson y Deacon 1988; 

Mortier et al. 1988; Dixon y Johnson 1992; Onwuchekwa et al. 2014; Parladé y Álvarez 

1993; Sudhakara y Natarajan 1997; Zadworny et al. 2004). Aunque la mayoría de las 

https://www.genscript.com/wolf-psort.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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especies del género se consideran buenas candidatas para la micorrización (Molina et 

al. 1992; Kropp y Mueller 1999; Perea-Estrada et al. 2009; Wilson et al. 2017), no hay 

evidencia suficiente para establecer patrones generales, incluso para un linaje 

particular.  

 

3.2 Laccaria trichodermophora Mueller 1984 

Laccaria trichodermophora Mueller 1984 es un hongo silvestre comestible que 

fructifica durante toda la temporada de lluvias (Montoya et al. 2004; Carrasco-

Hernández et al. 2010), y cuya característica morfológica principal es el arreglo 

perpendicular de las hifas de la cutícula, conocida como tricodermo (Mueller 1984; 

Osmundson 2003) (Fig. 2). 

 

 

Figura 2. Esporomas de Laccaria trichodermophora en La Malinche, Tlaxcala. Fotografía: 

Ramírez-Terrazo y Ángeles-Argáiz (Ángeles-Argáiz 2022). 

 

 Se distribuye en el sureste de Estados Unidos y México y ha sido introducida a 

Centro- y Sudamérica (Mueller y Strack 1992; Kropp y Mueller 1999). En México se 

ha reportado en la Faja Volcánica Transmexicana, en un rango altitudinal de los 3,000 

a los 4,000 msnm, principalmente asociada a individuos de las especies Pinus 

montezumae y P. hartwegii (Pérez-Silva et al. 2011; Montoya et al. 2014; Galindo-

Flores et al. 2015; Pacheco-Cobos et al. 2015; GBIF Secretariat 2017a, b; Ramos 2018; 

Quintero-Corrales et al. 2020), con las cuales se ha comprobado su asociación in vitro 
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(Galindo-Flores et al. 2015; López-Gutiérrez et al. 2018; Rodríguez-Gutiérrez et al. 

2019; Flores-Almaraz 2020). También se le ha encontrado fuera de su área de 

distribución natural asociada con Quercus tropicales en Costa Rica y Colombia cerca 

de plantaciones de pino (Mueller y Strack 1992) y, excepcionalmente, en bosques de 

Fagus en México (Ramos et al. 2017). Aunado a su valor sociocultural por ser un hongo 

comestible, su preferencia por pinos jóvenes como hospederos, sus adaptaciones 

fisiológicas a suelos pobres en nutrientes y su abundante producción de esporomas lo 

hacen una especie valiosa a nivel ecológico y un bioinoculante potencial en programas 

de reforestación de pinos (Ángeles-Argáiz et al. 2020). 

 

3.3 Variación intraespecífica en Laccaria  

Como es lo esperado, dentro del género Laccaria se ha reportado variación genética 

interespecífica e intraespecífica. Por ejemplo, al comparar los genomas de L. bicolor y 

L. amethystina (Kholer et al. 2015), y estudiar distintas cepas de L. bicolor (Plett et al. 

2012). Además, se ha comprobado que la identidad de la cepa de L. bicolor es 

determinante en aspectos como su crecimiento micelial in vitro y el desempeño de las 

plantas inoculadas con este hongo (Di Battista et al. 1996); e incluso se reportó 

variación en la composición de sus genes codificantes de hidrofobinas (Plett et al. 

2012). Esto corresponde con el conocimiento clásico referente a la importancia de la 

identidad de la cepa en el fenotipo de prácticamente cualquier especie microbiana, 

exceptuando al de las clonas dentro de la especie (Hazard et al. 2017a, b).  

 Además de lo reportado para Laccaria, la variación genética intraespecífica 

detectada en otros géneros de hongos ectomicorrícicos, como Amanita, Hebeloma y 

Pisolithus, impacta en su capacidad para obtener N de fuentes orgánicas (Sawyer et al. 

2003; Guidot et al. 2005) o para colonizar e interactuar con sus hospederos (Plett et al. 

2015; Hazard et al. 2017a; Hortal et al. 2017). Por lo tanto, es necesario profundizar en 

la investigación de las diferencias intraespecíficas, en particular a nivel de los genes 

involucrados en la ECM (Plett et al. 2020), ya sea en términos de su variación alélica o 

de su presencia en el genoma fúngico. 

 

3.3.1 Variabilidad intraespecífica en Laccaria trichodermophora  

Los ensayos experimentales con diferentes cepas de L. trichodermophora han 

demostrado que existen diferencias intraespecíficas en cuanto a su capacidad de 
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colonización de raíces (Flores-Almaraz 2020). De las cuatro cepas estudiadas, sólo L. 

trichodermophora CA15-F10 desarrolló ectomicorrizas maduras y abundantes. Dichas 

diferencias podrían deberse a las condiciones lumínicas (Trocha et al. 2016), el tiempo 

de desarrollo de la interacción, el mantenimiento y subcultivo de los hongos 

ectomicorrícicos in vitro (Thomson et al. 1993; Di Battista et al. 1996), el tipo de 

inóculo utilizado, la cantidad de biomasa producida por los hongos ectomicorrícicos 

(Ángeles-Argáiz et al. 2020) y el origen geográfico de los simbiontes (Rodríguez-

Gutiérrez et al. 2019). Sin embargo, también podrían estar influenciadas por el 

contenido de genes relevantes para el establecimiento y mantenimiento de la interacción 

(Hedh et al. 2009; Ángeles-Argáiz 2022). 

 

3.4 Péptidos efectores en la simbiosis con Laccaria trichodermophora 

La secuenciación del genoma completo de L. bicolor facilitó la identificación de 

proteínas efectoras (Martin y Selosse 2008; Kuo et al. 2014). Los datos genómicos más 

recientes señalan que dentro del género Laccaria se codifican alrededor de 367 SSP 

(Ángeles-Argáiz 2022). Por su parte, los datos genómicos de L. trichodermophora 

indican que existe diversidad intraespecífica en el contenido de péptidos efectores 

(Ángeles-Argáiz 2022). Los genomas de las cuatro cepas de L. trichodermophora 

analizadas hasta ahora codifican entre 595 y 1,730 proteínas secretadas (SP), de las 

cuáles entre 130 y 252 fueron predichas como péptidos efectores y, de éstos, entre 58 y 

121 no se localizan en el apoplasto. Estos últimos podrían ser secretados al interior de 

la célula vegetal (Ángeles-Argáiz 2022) y tratarse de MiSSP potenciales. La mayoría 

de los péptidos efectores no apoplásticos corresponden a genes exclusivos entre cada 

una de las cuatro cepas estudiadas. La cepa CA15-F10 contiene el mayor número de 

péptidos efectores no apoplásticos únicos (56) y la cepa EF-36 el menor (21) (Ángeles-

Argáiz 2022). No se identificó relación entre el contenido genómico general de SSP y 

la capacidad colonizadora de las cepas de L. trichodermophora; por lo que la identidad 

de las SSP, más que su cantidad, podría influir en dicha capacidad (Flores-Almaraz 

2020). 

 

4. Justificación 

La simbiosis ectomicorrícica es de gran importancia en los ecosistemas forestales e 

influye en la diversidad y estabilidad de estos, así como en la salud, productividad y 
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sostenibilidad de los bosques. Esta asociación puede ser utilizada en la reforestación 

y/o restauración de los ecosistemas forestales. Debido a que parte de la variación 

intraespecífica de los hongos ectomicorrícicos, en términos del desarrollo de la 

simbiosis (i.e. capacidad colonizadora e interacción del hongo con distintos 

hospederos), está relacionada con el contenido genómico de moléculas involucradas en 

la interacción, es importante estudiar la abundancia e identidad de este tipo de 

moléculas en estos hongos. Algunas de estas moléculas son las MiSSP, pequeñas 

proteínas secretadas que ejercen un efecto sobre los hospederos, inducidas 

específicamente durante la interacción. En el presente estudio se predijeron y 

cuantificaron las MiSSP de L. trichodermophora usando herramientas bioinformáticas. 

Las predicciones son relevantes para la identificación de los genes simbióticos que 

codifican para estas proteínas, para el estudio de las relaciones de homología entre 

dichas proteínas, así como para la identificación de la relación entre la cantidad de 

MiSSP de L. trichodermophora y aspectos del desarrollo de su simbiosis. 

 

5. Preguntas de investigación 

1. ¿Es posible predecir eficientemente proteínas MiSSP con base en características 

específicas de sus secuencias de aminoácidos? 

2. ¿Existe variación intraespecífica en el número de MiSSP de Laccaria 

trichodermophora inferidas bioinformáticamente? 

 

6. Objetivos 

General 

Predecir y cuantificar las proteínas MiSSP potenciales de Laccaria trichodermophora 

usando protocolos bioinformáticos. 

 

Particulares 

1. Buscar MiSSP de L. bicolor, en los genomas de L. trichodermophora, L. bicolor y 

L. amethystina mediante alineamientos locales.  

2. Generar protocolos específicos para la predicción de MiSSP a partir de su secuencia 

de aminoácidos y, evaluar su eficiencia con base en su capacidad para identificar  

MiSSP conocidas.  



 

20 

 

3. Usar los protocolos generados para determinar la variación de MiSSP predichas 

bioinformáticamente entre cepas de L. trichodermophora. 

4. Evaluar el efecto de utilizar distintos métodos de predicción de genes para la 

obtención de los archivos de aminoácidos que son utilizados para la predicción de 

proteínas MiSSP. 

 

7. Hipótesis  

Debido a que los protocolos generados predicen características específicas y distintivas 

de las proteínas efectoras secretadas, estos serán capaces de identificar tanto MiSSP 

conocidas de L.bicolor, como MiSSP potenciales en las cepas de las otras especies de 

Laccaria analizadas. Sin embargo, dado que cada protocolo involucra algoritmos de 

predicción diferentes, es posible que alguno sea más eficiente para la identificación de 

MiSSP.   

 Por otro lado, dada la variación intraespecífica reportada experimentalemente 

entre cepas de L. trichodermophora y su posible relación con el contenido genómico 

de moléculas inducidas durante la simbiosis, se espera encontrar variación 

intraespecífica de las proteínas MiSSP predichas bioinformáticamente entre cepas. 

 

8. Métodos 

8.1 Diseño metodológico 

Se realizaron los siguientes análisis (Fig. 3) en el orden indicado, con la intención de 

analizar y utilizar los genomas de Laccaria en los protocolos bioinfomáticos de 

predicción, anotación y cuantificación de péptidos, para posteriormente evaluar la 

eficiencia de dichos protocolos y su posible relación con características (p. ej. calidad) 

de los genomas empleados. 

 

a. Evaluación de calidad de los ensambles genómicos. 

b. Búsqueda (BLAST) de MiSSP conocidas de Laccaria en todos los genomas del 

género. 

c. Predicción, anotación y cuantificación de MiSSP potenciales. 

d. Evaluación de la eficiencia de los protocolos analíticos. 

e. Evaluación del efecto de los protocolos de predicción de genes en la predicción de 

MiSSP potenciales. 
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Figura 3. Diagrama general del diseño metodológico. Se presentan enmarcados en color verde 

los análisis realizados con genomas de Laccaria (ensambles genómicos y/o archivos de 

secuencias de aminoácidos), en color amarillo los que se realizaron a los archivos de secuencias 

de aminoácidos, y en color azul aquellos que se realizaron sobre los resultados de los protocolos 

analíticos. 

 

Los códigos creados para la realización de cada análisis pueden encontrarse en el 

repositorio GitHub (https://github.com/elena-fc/Laccaria_MiSSPs_proyect). 

 

8.2 Ensambles genómicos y archivos de aminoácidos analizados 

Se analizaron 21 genomas, que corresponden a 21 cepas de tres especies del género 

Laccaria; dos cepas de L. amethystina, 15 cepas de L. bicolor y cuatro cepas de L. 

trichodermophora (Tabla 1). Los genomas de L. trichodermophora fueron generados 

por el laboratorio de Sistemática y Ecología de micorrizas del Instituto de Biología de 

la UNAM, mientras que los de las especies restantes fueron obtenidos de las bases de 

datos públicas NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) y JGI Mycocosm 

(https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm/home) (Tabla 1). 

https://github.com/elena-fc/Laccaria_MiSSPs_proyect
https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm7home)
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Tabla 1. Genomas de las cepas de Laccaria analizadas con sus respectivas tecnologías de secuenciación, métodos de predicción de genes y párametros de calidad obtenidos con QUAST tales como N50 que 

hace referencia a la longitud mínima de un grupo de contigs que sumados acumulan el 50% de la longitud total del ensamble, L50 que representa el número de contigs correspondiente a N50, el promedio de 

bases no asignadas (N) por 100 kilopares de bases (kpb), la longitud total del ensamble y su número de contigs. Los genomas de L. trichodermophora fueron secuenciados y ensamblados por el laboratorio de 

Sistemática y Ecología de Micorrizas (Ángeles-Argáiz 2022), los genomas de L. amethystina fueron secuenciados y ensamblados por Kohler et al. (2015), y los genomas de L. bicolor fueron secuenciados y 

ensamblados por Grigoriev et al. 2012 y Nordberg et al. 2014, exceptuado el de la cepa v2.0  que lo fue por Martin et al. (2008). El genoma de la cepa LaAM-08-1 de L. amethystina fue descargado de NCBI 

bajo el número de acceso GCA_000827195.1 y, el de las restantes especies y cepas lo fueron de JGI Mycocosm. 

 

Especies Cepas 
Tecnología de 

secuenciación 

Longitud 

total No. de 

contigs 

N50 L50 
N 

promedio 

por 100 

kpb 
(Mpb) (kpb)  

L. amethystina LaAM-08-1 Illumina gDNAs 52.22 4,756 121 111 8641.11 

L. amethystina LaAM-08-1 v2.0 Illumina gDNAs 52.6 1,299 122 112 1940.25 

L. bicolor 81306 v1.0 Illumina gDNAs 50.95 946 195 74 4740.79 

L. bicolor CBS 594.89 v1.0 Illumina gDNAs 69.98 4,530 524 299 203.51 

L. bicolor CBS 559.96 v1.0 Illumina gDNAs 43.46 3,721 284 364 364.42 

L. bicolor 
S238N-H82xH70 

v1.0 
Illumina gDNAs 42.12 3,788 29 332 962.02 

L. bicolor Cham3 v1.0 Illumina gDNAs 44.65 3,327 325 338 560.86 

L. bicolor D101 v1.0 Illumina gDNAs 70.03 2,920 107 171 3772.59 

L. bicolor DR170 v1.0 Illumina 79.07 1,941 107 185 9614.9 

L. bicolor N203 v1.0 Illumina gDNAs 69.63 1,866 143 109 2517.36 

L. bicolor S238N-H70 v1.0 Illumina gDNAs 57.05 1,564 151 96 2650.58 

L. bicolor S238N v1.0 Illumina gDNAs 67.66 1,577 160 113 11607.61 

L. bicolor S238O v1.0 Illumina gDNAs 57.06 1,370 195 68 4337.48 

L. bicolor S238N-H53 v1.0 Illumina gDNAs 51.78 1,284 157 88 4169.33 

L. bicolor S238N 93-12 v1.1 PacBio 96.43 1,034 237 109 0 

L. bicolor S238N-H82 Illumina gDNAs 64.88 665 785 21 9548.21 

L. bicolor v2.0 Illumina gDNAs 60.71 55 431 5 2021.36 

L. trichodermophora CA15-F10 
Illumina MiSeq; 

Illumina NextSeq 
76.04 34,147 4 4809 97.97 

L. trichodermophora CA15-75 
Illumina MiSeq; 

Illumina NextSeq 
82.64 29,046 5 3932 140.46 

L. trichodermophora CA15-11 
Illumina MiSeq; 

Illumina NextSeq 
111.9 876 241 133 349.37 

L. trichodermophora EF-36 
Illumina MiSeq; 

Illumina NextSeq 
59.06 77 1464 12 91.36 



 

23 

 

Para la búsqueda de MiSSP conocidas de Laccaria bicolor en ensambles genómicos y 

secuencias de aminoácidos de Laccaria, se utilizaron los mismos 21 genomas 

previamente descritos (Tabla 1), cada uno con sus respectivos archivos de aminoácidos 

predichos. Los archivos de secuencias de aminoácidos de L. trichodermophora fueron 

predichos por Ángeles-Argáiz (2022) utilizando el software AUGUSTUS (Stanke y 

Morgenstern 2005) con su método de predicción ab initio, es decir, basado únicamente 

en la información contenida en el genoma, mientras que los de las especies restantes 

fueron descargados de NCBI (https//www.ncbi.nlm.nig.gov) y JGI Mycocosm 

(https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm/home). También se utilizaron 28 secuencias 

proteicas de MiSSP de L. bicolor S238N-H82M, que corresponden a las MiSSP 

conocidas para esta especie y, que están disponibles en la base de datos pública NCBI 

(ver Apéndice B). 

 Para la predicción y anotación de MiSSP potenciales, se utilizaron los mismos 

21 archivos con secuencias de aminoácidos que corresponden a cada una de las 21 cepas 

de las tres especies de Laccaria, generados por NCBI con métodos de predicción 

basados en la combinación de búsqueda de homología con modelado ab initio (Sayers 

et al. 2022). Además, se incluyeron tres archivos de aminoácidos adicionales que 

corresponden a las cepas L. amethystina LaAM-08-1, L. bicolor S238N-H82 y L. 

bicolor D101 v1.0, generados con el mismo protocolo ab initio utilizado en el 

laboratorio de Sistemática y Ecología de micorrizas del Instituto de Biología de la 

UNAM (Ángeles-Argáiz 2022) para la predicción de las proteínas de L. 

trichodermophora. Por lo tanto, se ocupó un total de 24 archivos con secuencias de 

aminoácidos, predichos con metodologías diferentes, con la intención de evidenciar el 

efecto de los protocolos de predicción de genes y proteínas sobre la detección de MiSSP 

que aquí se presenta. 

 

8.2.1 Evaluación de calidad de los ensambles genómicos 

Se evaluó la calidad de los genomas mediante la herramienta QUAST (v5.0.2) 

(Mikheenko et al. 2018). QUAST genera varias métricas basadas en el número y 

tamaño de los contigs que componen a los ensambles genómicos (Gurevich et al. 2013). 

Los valores de N50 y N75 hacen referencia a la longitud mínima de un grupo de contigs 

que sumados acumulan el 50 o 75% de la longitud total del ensamble, respectivamente. 

A su vez, los valores de L50 y L75, representan el número del contigs correspondiente 

https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm/home)
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a N50 o N75, respectivamente, al ordenarlos por su longitud de mayor a menor. Otros 

descriptores empleados son el tamaño del contig mayor, el promedio de bases no 

asignadas (N) por 100 kilopares de bases (kpb), el porcentaje de GC y el tamaño total 

del ensamble (Gurevich et al. 2013; Mikheenko et al. 2018). En general, en relación 

con su longitud total los ensambles de mejor calidad presentan números de contigs 

bajos, el tamaño de su contig más largo es alto y tienen pocas N, lo que se interpreta 

como una menor fragmentación del ensamble, menor probabilidad de errores en la 

asignación de bases y en el número de regiones repetidas. Los valores de N50 y N75 de 

un buen ensamble son altos y los de L50 y L75 son bajos, lo que indica que sus contigs 

son largos y que se necesita de un menor número de ellos para cubrir el ensamble 

genómico (Gurevich et al. 2013).  

 

8.2.2 Búsqueda de MiSSP mediante BLAST 

Para atender el objetivo particular l “Buscar MiSSP de L. bicolor, en los genomas de L. 

trichodermophora, L. bicolor y L. amethystina mediante alineamientos locales” se 

realizó la búsqueda de las 28 MiSSP descritas de la cepa S238N-H82 de L. bicolor en 

todos los genomas mediante el programa BLAST 2.11.0+ (Altschul et al. 1990) con 

parámetros de 99% de porcentaje de identidad y un valor E (e-value) de 0.0001. Esta 

herramienta hace alineamientos locales entre secuencias de nucleótidos o de 

aminoácidos y calcula la significancia estadística de las coincidencias (Altschul et al. 

1990). Se usaron las funciones de búsqueda  tblastn (translated BLAST) y blastp 

(protein-protein BLAST). La función tblastn permite comparar secuencias de 

aminoácidos contra bases datos de nucleótidos traducidos a aminoácidos, mientras que 

blastp permite comparar secuencias de aminoácidos contra bases de datos de 

aminoácidos (Altschul et al. 1990). Es decir, se buscaron las MiSSP usando sus 

secuencias de aminoácidos, tanto en los ensambles genómicos (usando secuencias de 

nucleótidos traducidos) como en las predicciones realizadas a partir de los propios 

ensambles (usando predicciones previas de las secuencias de aminoácidos) y se 

registraron el número de secuencias coincidentes u homólogas detectadas para cada 

MiSSP, y el número de MiSSP para las que se encontró al menos una coincidencia o 

secuencia homóloga. Para evaluar la existencia de diferencias estadísticamente 

significativas entre especies, se utilizó la prueba no paramétrica H de Kruskal-Wallis 

con el programa PAST v 4.03 (Hammer et al. 2001). 
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8.2.3 Predicción y anotación de potenciales MiSSP 

Con el fin de atender los objetivos particulares 2 “Generar protocolos específicos para 

la predicción de MiSSP a partir de su secuencia de aminoácidos y, evaluar su eficiencia 

con base en su capacidad para identificar  MiSSP conocidas” y 3 “Usar los protocolos 

generados para determinar la variación de MiSSP predichas bioinformáticamente entre 

cepas de L. trichodermophora” se realizó la predicción de proteínas efectoras 

secretadas para cada una de las 21 cepas de Laccaria utilizando dos protocolos 

bioinformáticos personalizados (Fig. 4). En ambos protocolos se evaluaron criterios 

estructurales (presencia de péptido señal y dominios transmembranales) y de 

localización apoplástica o nuclear. Se evaluó la existencia de diferencias 

estadísticamente significativas entre los péptidos efectores predichos para cada especie, 

utilizando la prueba no paramétrica H de Kruskal-Wallis con el programa PAST v 4.03 

(Hammer et al. 2001).  

 

 

 

Figura 4. Protocolos analíticos para la predicción de MiSSP efectoras potenciales de 

localización nuclear y apoplástica. Enmarcados en color negro se indican los programas 

utilizados para evaluar criterios estructurales, estos programas son comunes a ambos 

protocolos. Enmarcados en color azul se indican los programas utilizados para evaluar la 

localización sub-celular de las proteínas. Enmarcados en color verde se indican los resultados 

obtenidos con cada protocolo. La línea continua señala péptidos nucleares y la discontinua 

péptidos apoplásticos. Las líneas rojas indican el orden de utilización de los distintos programas 

en cada protocolo de predicción. 
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 Los programas utilizados para evaluar criterios estructurales fueron los mismos 

para ambos protocolos y se ejecutaron en el mismo orden. Mientras que los programas 

utilizados para evaluar los criterios de localización apoplástica y nuclear fueron 

distintos para cada protocolo o se utilizaron en diferente orden (Fig. 4). Ambos 

protocolos utilizaron secuencias de aminoácidos como datos iniciales, predichos por 

Ángeles-Argáiz (2022) para el caso de L. trichodermophora y, descargados de NCBI 

(https//www.ncbi.nlm.nig.gov) o JGI Mycocosm 

(https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm/home) para los casos de L. bicolor y L. 

amethystina. 

 Para ambos protocolos se utilizaron los programas SignalP v5.0 (Almagro et al. 

2019; https://services.healthtech.dtu.dk/), TMHMM v2.0 (Melén et al. 2003; 

http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) y ScanProsite tool (Duvaud et al. 2021; 

https://prosite.expasy.org/scanprosite/). Para el protocolo 1 se usaron, además,  

LOCALIZER v1.0.5 (Sperschneider et al. 2017; https://localizer.csiro.au/), EffectorP 

v2.0 (Sperschneider et al. 2015; https://effectorp.csiro.au/) y ApoplastP v2.0 

(Sperschneider et al. 2018; https://apoplastp.csiro.au/). Para el protocolo 2se utilizaron 

los mismos programas que para el primero, con excepción de WolfPsort v0.2 (Horton 

et al. 2007; https://www.genscript.com/wolf-psort.html), que fue usado en lugar de 

LOCALIZER para la predicción de péptidos nucleares y como una herramienta 

adicional para la predicción de péptidos apoplásticos. 

 En ambos protocolos, para el filtrado por criterios estructurales, primero se 

tamizaron los archivos de predicciones de secuencias de aminoácidos con SignalP para 

la detección de proteínas con péptidos señal de secreción; es decir, de proteínas 

secretadas. Se utilizaron los valores de cutoff pre-establecidos como “sensibles”, es 

decir, aquellos con los que el programa discrimina con una alta especificidad a las 

secuencias secretoras de las no secretoras (v5.0; opción eucariota; Almagro et al. 2019). 

SignalP v5.0 detecta la presencia de péptidos señal y la ubicación de sus sitios de 

escisión con base en la arquitectura de redes neuronales recurrentes y convolucionales 

profundas (Almagro et al., 2019). Dicha arquitectura de red es más adecuada para 

reconocer motivos de secuencia de longitud variable que las redes neuronales de 

alimentación directa tradicionales de versiones anteriores de SignalP. 

 Posteriormente se filtraron proteínas transmembranales con TMHMM v2.0, 

utilizando los parámetros predeterminados (Melén et al. 2003; 

https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm/home)
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/),
https://prosite.expasy.org/scanprosite/
https://www.genscript.com/wolf-psort.html
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http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). TMHMM es un método de predicción de 

topología de proteínas de membrana basado en un modelo oculto de Markov (HMM) 

(Krogh et al. 2001). Predice hélices transmembranales e identifica regiones que 

componen a las proteínas de membrana (i.e. la región terminal de las hélices, la región 

media de las hélices, regiones cercanas a la membrana y dominios globulares), por lo 

que discrimina entre proteínas solubles y de inserción en membrana con un alto grado 

de precisión. El programa TMHMM es muy adecuado para la predicción de hélices 

transmembranales porque incorpora restricciones gramaticales (las proteínas de 

membrana helicoidal siguen una “gramática” en la que los bucles citoplasmáticos y no 

citoplasmáticos tienen que alternarse), de hidrofobicidad, de sesgo de carga 

(abundancia de residuos con carga positiva en la parte de la secuencia en el lado 

citoplasmático) y de longitudes de hélice en su modelo (Durbin et al. 1998; Krogh et 

al. 2001). 

En ambos protocolos, como último paso de evaluación de criterios estructurales, 

se filtraron proteínas que residen permanentemente en el lumen del RE utilizando el 

programa ScanProsite tool (Duvaud et al. 2021; 

https://prosite.expasy.org/scanprosite/). Las proteínas que residen permanentemente en 

el lumen del RE se distinguen de las proteínas secretadas recién sintetizadas por la 

presencia de la secuencia C-terminal Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL) (Munro y Pelham 

1987). Si bien KDEL es la señal común a muchas especies, algunas presentan variantes 

en esa señal (ver Apéndice C), por lo que ScanProsite tool detecta cualquier variante 

de la secuencia KDEL (número de acceso de prosite “PS00014”) de su base de datos 

(PROSITE; https://prosite.expasy.org/). 

 Para el filtrado por localización sub-celular se siguió una metodología diferente 

para cada protocolo. Con el protocolo 1 se predijeron las proteínas que se dirigen a los 

núcleos celulares vegetales utilizando el programa LOCALIZER v1.0.5 (Sperschneider 

et al. 2017; https://localizer.csiro.au/). LOCALIZER es un método de aprendizaje 

automático que predice la localización sub-celular de proteínas vegetales y de efectores 

de microorganismos patógenos en la célula vegetal (Sperschneider et al. 2017). Para 

ello, utiliza una colección de señales de localización nuclear (NLS, por sus inicales en 

inglés Nuclear Location Signals) y para la localización en cloroplasto y mitocondria 

utiliza la predicción de péptidos de tránsito (Sperschneider et al. 2017). También se 

predijeron las proteínas de localización potencial en el apoplasto mediante el uso del 

http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/),
https://prosite.expasy.org/scanprosite/).
https://prosite.expasy.org/
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programa ApoplastP v2.0 (Sperschneider et al. 2018; https://apoplastp.csiro.au/). 

ApoplastP busca secuencias enriquecidas con ácido glutámico y en aminoácidos ácidos, 

pequeños y cargados, que son características para la localización apoplástica 

(Sperschneider et al. 2018). 

 Por otro lado, con el protocolo 2 se predijeron las proteínas de localización 

extracelular y nuclear con el programa WolfPsort v0.2 (Horton et al. 2007; 

https://www.genscript.com/wolf-psort.html) con la opción “hongos”. WolfPsort 

clasifica a las proteínas en más de 10 sitios de localización basándose en motivos de 

“señal de clasificación” y en características correlativas de las secuencias, como el 

contenido de aminoácidos (Horton et al. 2007). Esas características se utilizan para 

convertir secuencias de aminoácidos en vectores numéricos que luego se clasifican con 

el método del vecino más cercano k-ponderado, lo que permite al programa seleccionar 

solo las características más relevantes (Horton et al. 2007). Se estima una sensibilidad 

y especificidad de alrededor del 70 % para localización en núcleo, mitocondrias, citosol, 

membrana plasmática, extracelular y (en plantas) cloroplasto (Horton et al. 2007). A 

continuación, a partir de las proteínas clasificadas como extracelulares, se predijeron 

aquellas con localización potencial en el apoplasto mediante el uso del programa 

ApoplastP v2.0 (Sperschneider et al. 2018). 

Finalmente, con ambos protocolos, se predijeron péptidos potencialmente 

efectores a partir de las proteínas predichas como de localización en el núcleo o de 

localización apoplástica utilizando el programa EffectorP v2.0 (Sperschneider et al. 

2015; https://effectorp.csiro.au/). EffectorP es un método de aprendizaje automático 

para la predicción de efectores fúngicos en secretomas. Está entrenado con péptidos 

efectores de hongos patógenos, incluyendo a oomicetos fitopatógenos. EffectorP toma 

en cuenta la carga neta de la proteína, la longitud de su cadena, el contenido de cisteína 

y la evidencia de selección diversificante (Sperschneider et al. 2015, 2018). 

 

8.2.4 Evaluación de la eficiencia de los protocolos analíticos 

Para atender el objetivo particular 2 “Generar protocolos específicos para la predicción 

de MiSSP a partir de su secuencia de aminoácidos y, evaluar su eficiencia con base en 

su capacidad para identificar  MiSSP conocidas” se realizó la búsqueda de 28 MiSSP 

detectadas experimentalmente para la cepa S238N-H82 de L. bicolor (ver Apéndice B) 

entre las MiSSP predichas para la misma cepa por nuestros protocolos, utilizando el 

https://www.genscript.com/wolf-psort.html
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programa BLAST 2.11.0+ (Altschul et al. 1990) con su función de búsqueda blastp 

(protein-protein BLAST) local. La eficiencia se estimó como la proporción de MiSSP 

predichas con los protocolos, con respecto al total de MiSSP buscadas con BLAST. 

 

8.2.5 Evaluación del efecto de los protocolos de predicción de genes 

Para atender el objetivo particular 4 “Evaluar el efecto de utilizar distintos métodos de 

predicción de genes para la obtención de los archivos de aminoácidos que son utilizados 

para la predicción de proteínas MiSSP” se comparó la cantidad de péptidos de L. 

amethystina (LaAM-08-1) y L. bicolor (cepas S238N-H82 y D101 v1.0) predichos para 

los archivos de secuencias de aminoácidos predichos con métodos de búsqueda de 

homología y ab initio de NCBI, contra los predichos para los archivos de secuencias de 

aminoácidos generados por el laboratorio de Sistemática y Ecología de micorrizas del 

Instituto de Biología de la UNAM con un método ab initio (AUGUSTUS, Stanke y 

Morgenstern 2005). Se contó el número de péptidos predichos en cada caso, se 

graficaron los datos y se analizaron en busca de patrones de abundancia que nos 

indicasen una relación entre el método de predicción de genes y la cantidad de MiSSP 

potenciales. 

 

9. Resultados 

9.1 Calidad de los ensambles genómicos de Laccaria 

Los ensambles genómicos de mejor calidad de acuerdo a la relación tamaño del 

ensamble genómico-número de contigs, corresponden a las cepas S238N-H82 y v2 de 

L. bicolor, y a las cepas CA15-11 y EF-36 de L. trichodermophora; en contraste, los 

ensambles de peor calidad corresponden a las cepas CA15-75 y CA15-F10 de L. 

trichodermophora (Fig. 4). 
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Figura 5. Relación entre el tamaño de los ensambles genómicos analizados y el número de 

contigs.   

 

9.2 Las MiSSP de Laccaria bicolor S238N en genomas de Laccaria 

Se registraron los hits de BLAST de las 28 MiSSP buscadas para los 21 genomas de 

Laccaria analizados (ver Apéndice D). En general, cuando se usaron las secuencias de 

aminoácidos como base para las búsquedas, hubo números menores de MiSSP 

identificadas y de hits en promedio, en comparación con los análisis basados en 

secuencias de nucleótidos traducidas a aminoácidos (ensambles genómicos), con 

excepción de los pertenecientes a L. amethystina (Fig. 6).  

 En los ensambles genómicos se encontraron coincidencias para prácticamente 

el total de las MiSSP conocidas (28) (ver Apéndice D). Las cepas de L. bicolor 

promediaron 27.4 (e.e. = 0.27), las de L. amethystina 25.3 (e.e. = 1.33) y las de L. 

trichodermophora 28 (e.e. = 0.00) (Fig. 6A). Las diferencias entre especies no fueron 

estadísticamente significativas (H = 3.18, p = 0.0817). En los archivos de secuencias 

de aminoácidos el comportamiento fue diferente (Fig. 6A): mientras que para L. 

amethystina y L. bicolor el promedio de MiSSP recuperadas fue parecido entre ellas 

(26.3, e.e. = 0.88 y 26.7, e.e. = 0.30, respectivamente), el encontrado en L. 
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trichodermophora fue significativamente menor (20.2, e.e. = 0.25; H = 9.44, p = 

0.0069).  

 Con respecto al número de hits registrados cuando se usaron los ensambles 

genómicos el promedio no tuvo mucha variación. El valor mínimo fue de 123 (e.e = 

7.5) para L. amethystina y el valor máximo fue de 244.4 (e.e. = 34.9) para L. 

trichodermophora (Fig. 6B); mientras que los hits registrados usando los archivos de 

predicciones de aminoácidos se encontraron en un rango de 84.2 (e.e. = 7.9) en L. 

trichodermophora a 104 (e.e. = 2.67) hits en promedio para L. bicolor (Fig. 6B). Al 

comparar los resultados de los promedios de hits por especie para los ensambles 

genómicos y los archivos de predicciones de aminoácidos, se observó un rango amplio 

en los ensambles y uno muy estrecho en los archivos de predicciones de aminoácidos. 

También se observó que, aunque L. trichodermophora obtuvo el valor más alto en los 

ensambles genómicos, registró el valor más bajo en los archivos de predicciones de 

aminoácidos. Tanto para el número de hits registrados en ensambles genómicos como 

en archivos de predicciones de aminoácidos, las diferencias entre especies fueron 

estadísticamente significativas (H = 8.4, p = 0.0148 y H = 8.15, p = 0.0166 

respectivamente). 

 

 

 

Figura 6. Promedio de MiSSP detectadas (A) y de hits registrados (B) en ensambles genómicos 

y archivos de secuencias de aminoácidos de Laccaria. La: L. amethystina; Lb: L. bicolor; Lt: 

L. trichodermophora. Las letras que siguen a los guiones, G y P, corresponden a ensambles 

genómicos y a archivos de predicciones de secuencias de aminoácidos, respectivamente. Las 

líneas verticales corresponden al error estándar.  
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 De las tres especies analizadas, L. trichodermophora es la que presentó más 

diferencias, medidas como la proporción de diferencias entre las MiSSP detectadas y 

hits registrados, entre ensambles genómicos y archivos de secuencias de aminoácidos 

(0.277 y 0.655 respectivamente) (Fig. 7). 

 

  

Figura 7. Cambio proporcional entre número de MiSSP detectadas y número de hits registrados 

para ensambles genómicos y archivos de secuencias de aminoácidos de las tres especies de 

Laccaria analizadas. Laccaria trichodermophora presentó la mayor proporción de cambio en 

MiSSP detectadas y hits registrados entre ensambles genómicos y archivos de predicciones de 

secuencias de aminoácidos (0.277 y 0.655 respectivamente). 

 

9.3 Predicción de péptidos efectores del género Laccaria  

El primer paso para la predicción de péptidos efectores es la predicción del secretoma. 

Los genomas con mayor número de posibles proteínas secretadas fueron los de L. 

bicolor con 1,075 proteínas en promedio (e.e. = 55.2), cerca del doble de las predichas 

para los genomas de L. trichodermophora (667, e.e. = 92.0) y más alto que las predichas 

para los genomas de L. amethystina (883, e.e. = 151.9) (Fig. 8). El secretoma varió en 

un rango entre 604 a 1,701 proteínas para L. bicolor, entre 580 y 1,048 para L. 

amethystina y entre 512 y 932 para L. trichodermophora (Fig. 8).  
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Figura 8. Tamaño de los secretomas. Número de proteínas con péptido señal para cada especie 

de Laccaria analizada. La: L. amethystina; Lb: L. bicolor; Lt: L. trichodermophora. La sigla 

que sigue a los guiones, PS, corresponde a proteínas secretadas. Las líneas verticales 

corresponden al error estándar. 

 

 Al filtrar proteínas de membrana y de localización permanente en RE, L. bicolor 

también presentó el valor más alto de proteínas secretadas con 859 proteínas en 

promedio (e.e. = 44.2), seguido de L. amethystina (684, e.e. = 122.1) y finalmente de 

L. trichodermophora (550, e.e. = 67.4) (Fig. 9). El número de proteínas secretadas con 

estas características varía en un rango entre 480 y 1,327 para L. bicolor, entre 440 y 

818 para L. amethystina y entre 412 y 731 para L. trichodermophora (Fig. 9). 
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Figura 9. Número de proteínas secretadas predichas sin dominios transmembranales (TM) ni 

localización en RE para cada especie de Laccaria analizada. La: L. amethystina; Lb: L. bicolor; 

Lt: L. trichodermophora. La sigla que sigue a los guiones, PS(TM/RE), corresponde a proteínas 

secretadas predichas sin dominios transmembranales ni localización en RE. Las líneas 

verticales corresponden al error estándar. 

 

 Para ambos protocolos, el número de proteínas secretadas predichas con 

localización nuclear fue más alto para L. bicolor, con 148 (e.e. = 5.48) y 253 (e.e. = 

14.14) proteínas en promedio respectivamente, seguido de L. amethystina (126, e.e. = 

15.4 y 209.6, e.e. = 46.4) y finalmente de L. trichodermophora (100, e.e. = 14.9; y 171, 

e.e. = 16.3) (Fig. 10A). El número de proteínas de secreción predichas de localización 

nuclear varió entre 103 y 190 para L. bicolor con el primer protocolo, y entre 133 y 368 

con el segundo; para L. amethystina varió entre 96 y 147 con el protocolo 1y entre 117 

y 259 para el segundo; finalmente para L. trichodermophora varió entre 77 y 144 con 

el primer protocolo, y entre 130 y 202 con el segundo (Fig. 10A).   

 

 El número de proteínas secretadas predichas con localización apoplástica 

también fue más alto para L. bicolor con ambos protocolos, contabilizando 473.9 (e.e. 

= 27.4) y 228.8 (e.e. = 15.2) proteínas en promedio respectivamente; seguido de L. 

amethystina (351.0, e.e. = 61.0 y 168.3, e.e. = 27.2) y, finalmente, de L. 
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trichodermophora (268.8, e.e. = 38.2 y 130.0, e.e. = 21.7) (Fig. 10B). El número de 

proteínas secretadas predichas de localización apoplástica varió en un rango entre 242 

y 818 para L. bicolor con el primer protocolo, y entre 129 y 445 con el segundo; para 

L. amethystina varió entre 221 y 420 con el protocolo 1y entre 114 y 197 con el 

segundo; finalmente para L. trichodermophora varió entre 196 y 376 con el primer 

protocolo, y entre 106 y 195 con el segundo (Fig. 10B).  

 

 

 

Figura 10. Número de proteínas secretadas de localización nuclear (A) y apoplástica (B) 

predichas con cada protocolo utilizado para cada especie de Laccaria analizada. La: L. 

amethystina; Lb: L. bicolor; Lt: L. trichodermophora. Las siglas que siguen a los guiones 

corresponden a las proteínas secretadas predichas con los protocolos 1 y 2. PSN1: proteínas 

secretadas de localización nuclear predichas con el protocolo 1; PSN2: proteínas secretadas de 

localización nuclear predichas con el protocolo 2; PSA1: proteínas secretadas de localización 

apoplástica predichas con el protocolo 1: PSA2: proteínas secretadas de localización 

apoplástica predichas con el protocolo 2. Las líneas verticales corresponden al error estándar. 

 

 El número de proteínas secretadas predichas como péptidos efectores con 

localización nuclear también fue más alto para L. bicolor con ambos protocolos, 

contabilizando 18.6 (e.e. = 1.1) y 63.6 (e.e. = 4.9) péptidos en promedio 

respectivamente; seguido de L. amethystina (15.3, e.e. = 4.8) y 54.7, e.e. = 19.5) y 

finalmente de L. trichodermophora (11.0, e.e. = 2.1 y 31.8, e.e. = 6.9) (Fig. 11A). El 

número de proteínas secretadas predichas como péptidos efectores con localización 

nuclear varió en un rango entre 8 y 25 para L. bicolor con el primer protocolo, y entre 

18 y 95 con el segundo; para L. amethystina varío entre 6 y 22 para el protocolo 1y 
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entre 16 y 78 para el segundo; finalmente para L. trichodermophora varío entre 6 y 16 

con el primer protocolo, y entre 19 y 47 con el segundo (Fig. 11A).  

 Finalmente, el número de proteínas secretadas predichas como péptidos 

efectores con localización apoplástica también fue más alto para L. bicolor con ambos 

protocolos, contabilizando 119.4 (e.e. = 7.5) y 28.4 (e.e. = 1.8) péptidos en promedio 

respectivamente; seguido de L. amethystina (93.3, e.e. = 27.7 y 22.7, e.e. = 5.8) y 

finalmente de L. trichodermophora (53.8, e.e.=8.0 y 13.5, e.e. = 1.6) (Fig. 11B). El 

número de proteínas secretadas predichas como péptidos efectores con localización 

apoplástica varió entre 37 y 64 para L. bicolor con el primer protocolo, y entre 11 y 38 

con el segundo; para L. amethystina varío entre 38 y 125 para el protocolo 1y entre 11 

y 29 para el segundo; finalmente para L. trichodermophora varío entre 32 y 69 con el 

primer protocolo, y entre 11 y 18 con el segundo (Fig. 11B).  

 

 

 

Figura 11. Número de proteínas secreción predichas como péptidos efectores de localización 

nuclear (A) y apoplástica (B) con cada protocolo utilizado para cada especie de Laccaria 

analizada. La: L. amethystina; Lb: L. bicolor; Lt: L. trichodermophora. Las siglas que siguen a 

los guiones corresponden a los péptidos secretados predichos con los protocolos 1 y 2. PSNE1: 

péptidos secretados efectores de localización nuclear predichos con el protocolo 1; PSNE2: 

péptidos secretados efectores de localización nuclear predichos con el protocolo 2; PSAE1: 

péptidos secretados efectores de localización apoplástica predichos con el protocolo 1; PSAE2: 

péptidos secretados efectores de localización apoplástica predichos con el protocolo 2. Las 

líneas verticales corresponden al error estándar. 

 

 El porcentaje promedio de proteínas secretadas predichas como péptidos 

efectores con el protocolo 1para las tres especies es cercano al 11% del secretoma (ver 
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Apéndice E); es decir, 138 (e.e. = 8.4) péptidos en promedio para L. bicolor, 108.7 (e.e. 

= 32.3) péptidos para L. amethystina y 64.7 (e.e. = 9.8) péptidos para L. 

trichodermophora (Fig. 11). Mientras que el porcentaje promedio de los péptidos 

predichos con el protocolo 2 es cercano al 8% del secretoma (ver Apéndice F); es decir, 

92 (e.e. = 6.3) péptidos en promedio para L. bicolor, 77.3 (e.e.= 25.3) péptidos para L. 

amethystina y 45.2 (e.e. = 6.2) péptidos para L. trichodermophora (Fig. 12). En ambos 

casos con valores mayores para L. bicolor (Fig. 12). Existen diferencias 

estadísticamente significativas entre la cantidad de péptidos efectores predichos, 

indistintamente de su localización celular y del protocolo utilizado, para las tres 

especies de Laccaria analizadas (protocolo 1H = 7.55, p = 0.0223, protocolo 2H = 6.98, 

p = 0.0351). Es decir, se detectó variación interespecífica en el contenido de péptidos 

efectores predichos.  

 

 

 

Figura 12. Número de proteínas secretadas predichas como péptidos efectores con cada 

protocolo utilizado para cada especie de Laccaria analizada. La: L. amethystina; Lb: L. bicolor; 

Lt: L. trichodermophora. Las siglas que siguen a los guiones, PSE1 y PSE2, corresponden a 

péptidos secretados efectores predichos con el protocolo 1 y con el protocolo 2, 

respectivamente. Las líneas verticales corresponden al error estándar. 

 

 Para las proteínas secretadas predichas como péptidos efectores de localización 

nuclear, con el protocolo 1 L. bicolor y L. amethystina mostraron los mayores 

porcentajes promedio con respecto al secretoma (1.7% en ambos casos), mientras que 
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L. trichodermophora mostró el más bajo (1.6%) (ver Apéndice E). En el caso del 

protocolo 2, L. bicolor es la especie que mostró el mayor porcentaje promedio del 

secretoma (5.8%), seguida de L. amethystina y finalmente de L. trichodermophora 

(5%) (ver Apéndice F). En general, con el protocolo 2 fue posible predecir un mayor 

porcentaje del secretoma (5.5%) de péptidos efectores con localización nuclear y un 

mayor número promedio de péptidos efectores (50) para las tres especies analizadas. 

 Finalmente, con respecto a las proteínas secretadas predichas como péptidos 

efectores de localización apoplástica y para los dos protocolos utilizados, L. bicolor 

mostró los mayores porcentajes promedio con respecto al secretoma (11% y 2.6% 

respectivamente), seguida de L. amethystina (10% y 2.5% respectivamente) y 

finalmente, de L. trichodermophora (8.3% y 2.1 % respectivamente) (ver Apéndices E 

y F). En general, con el protocolo 1 fue posible predecir un mayor porcentaje de 

péptidos efectores del secretoma (9.8%) con localización apoplástica y un mayor 

número promedio de estos péptidos para las tres especies (89).   

 

9.3 Predicción de péptidos efectores en Laccaria trichodermophora 

El mayor número de proteínas secretadas predichas fue el de la cepa CA15-F11 de  

L. trichodermophora con 932 proteínas, seguida de la cepa CA15-F10 con 637 

proteínas y finalmente las cepas CA15-75 y EF-36 con 587 y 512 proteínas 

respectivamente (ver Apéndices E y F). Al filtrarse proteínas de membrana y de 

localización permanente en RE, la cepa CA15-11 también presentó el valor más alto 

con 731 proteínas, seguida nuevamente por la cepa CA15-F10 con 559 proteínas y de 

las cepas CA15-75 y EF-36 con 499 y 412 proteínas, respectivamente (ver Apéndices 

E y F).  

 Independientemente del protocolo utilizado, el mayor número de proteínas 

predichas como secretadas de localización nuclear y apoplástica, fue el de la cepa 

CA15-11 con 173 (e.e.= 29.0) y 285.5 (e.e.= 90.5) proteínas en promedio 

respectivamente, seguida de la CA15-F10 con 140 (e.e.= 52.0) y 184.5 (e.e.= 75.5) 

proteínas en promedio, de la CA15-75 con 118.5 (e.e.= 41.5) y 174.5 (e.e.= 68.5) 

proteínas en promedio, y finalmente de la EF-36 con 110.5 (e.e.= 19.5) y 153 (e.e.= 

43.0) proteínas en promedio.  

 Para el caso de las proteínas predichas como péptidos efectores de localización 

nuclear, fue la cepa CA15-F10 la que presentó un mayor número de proteínas con 29.5 
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(e.e. = 17.5) péptidos en promedio, el cual es mayor a las de la CA15-75 con 25.5 (e.e. 

= 9.5) péptidos en promedio y cerca del doble de las predichas para las cepas CA15-11 

y EF-36 con 18 (e.e. = 8.0) y 12.5 (e.e. = 6.5) péptidos en promedio. Por su parte, para 

el caso de las proteínas predichas como péptidos efectores de localización apoplástica, 

las cepas CA15-F10 y CA15-75 fueron las que presentaron el mayor número de 

proteínas con 40 (e.e. = 29.0 y e.e. = 22.0, respectivamente) péptidos en promedio, el 

cual es mayor a las de la cepa CA15-11 con 32.5 (e.e. = 19.5) péptidos en promedio y 

cerca del doble para la cepa EF-36 con 22 (e.e. = 10.0) péptidos en promedio.  

 En cuanto al número total de péptidos efectores predichos, la cepa CA15-F10 

presentó los números más altos, independientemente del protocolo utilizado (ver 

Apéndices E y F), con 81 péptidos predichos con el protocolo 1 y 58 péptidos predichos 

con el protocolo 2, seguida de las cepas CA15-75, con un total de 78 y 53 péptidos, la 

CA15-11, con un total de 62 y 39 péptidos y, finalmente, la cepa EF-36 para la que se 

predijeron cerca de la mitad de los péptidos totales con respecto a la CA15-F10 (38 y 

31 péptidos).  

 

9.4 Evaluación de la eficiencia de los protocolos utilizados 

De un total de 28 MiSSP disponibles en las bases de datos públicas y detectadas 

previamente por RNA-seq para la cepa S238N-H82 de L. bicolor, se detectó la 

presencia de 26 de ellas en el archivo de aminoácidos perteneciente a esta misma cepa. 

De las 26 MiSSP detectadas en el archivo de aminoácidos, 19 fueron detectadas 

también en su secretoma predicho, por lo que la eficiencia del proceso de filtrado es de 

un 73.08% (Fig. 13). 

 De las 19 MiSSP detectadas en el secretoma predicho, 6 fueron detectadas entre 

los péptidos efectores predichos (0 de localización nuclear y 6 de localización 

apoplástica) utilizando el protocolo 1 (Fig. 13); por lo que la eficiencia del proceso de 

filtrado es de 23.1% con respecto al archivo de aminoácidos, y de 31.6% con respecto 

al secretoma predicho de la cepa analizada (Fig. 13). Por su parte, usando el protocolo 

2, de las 19 MiSSP detectadas en el secretoma predicho, 7 fueron detectadas entre los 

péptidos efectores predichos (5 de localización nuclear y 2 de localización apoplástica) 

(Fig. 13); por lo que la eficiencia del proceso de filtrado es de un 26.9% con respecto 

al archivo de aminoácidos, y de un 36.8% con respecto al secretoma predicho de la cepa 

analizada (Fig. 13). 
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 En términos de la eficiencia para predecir péptidos efectores de localización en 

núcleo o apoplasto,  de localización en núcleo o apoplasto, el protocolo 1 permitió 

predecir más MiSSP apoplásticas (Fig. 13), mientras que el protocolo 2 permitió 

predecir más MiSSP de localización en el núcleo (Fig. 13). 

 

 

 

Figura 13. Eficiencia del proceso de predicción de péptidos efectores por cada protocolo con 

base en el número de MiSSP de la cepa S238N-H82 de L. bicolor detectadas entre los péptidos 

predichos para dicha cepa. La siglas PSNE y PSAE corresponden a péptidos efectores predichos 

de localización nuclear y apoplástica, respectivamente.  

 

9.5 Evaluación del efecto de los protocolos de predicción de genes 

En todos los casos se predijeron mayores números de proteínas para los archivos de 

aminoácidos disponibles en NCBI con respecto a los predichos para los archivos 

obtenidos por nuestro grupo de investigación en laboratorio de Sistemática y Ecología 

de Micorrizas (Fig. 14). El número de proteínas con péptidos señal predichos, es decir 

de proteínas secretadas (PS), fue cerca del doble en los archivos de aminoácidos 

descargados de NCBI con respecto a las predichas en los archivos obtenidos por el 

laboratorio de Sistemática y Ecología de Micorrizas (Fig. 14); con 1,048 y 508 proteínas 

para L. amethystina LaAM-08-1 respectivamente, 1,038 y 604 para L. bicolor S238N-

H82, y 1,237 y 808 para L. bicolor D101 v1.0. 
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Figura 14. Comparación de la cantidad de proteínas secretadas predichas para una cepa de L. 

amethystina y dos cepas de L. bicolor, usando distintos métodos de predicción de genes. Donde 

La_LaAM_08_1 corresponde a la cepa LaAM-08-1 de L. amethystina, Lb_D101_v1 a la cepa 

D101 v1.0 de L. bicolor, y Lb_S238N_H82 a la cepa S238N-H82 de L. bicolor; y la terminación 

_lab indica a aquellas cepas cuyos archivos de aminoácidos fueron obtenidos con el método de 

predicción empelado en el laboratorio de Sistemática y Ecología de Micorrizas, mientras que 

los archivos de aminoácidos de las cepas sin dicha terminación están disponibles en la base de 

datos pública de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) y fueron predichos con sus propios 

métodos. En cuanto a las categorías de proteínas predichas, PS corresponde a protéinas 

secretadas, RE (PS(TM/RE)) a proteínas de membrana que no se localizan permanente en el 

RE, PSN1 y PSN2 a proteínas secretadas de localización nuclear predichas con el protocolo 1 

y 2 respectivamente, PSA1 y PSA2 a proteínas secretadas de localización apoplástica predichas 

con el protocolo 1 y 2 respectivamente, PSNE1 y PSNE2 a péptidos efectores nucleares 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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predichos con el protocolo 1 y 2 respectivamente, y PSAE1 y PSAE2 a péptidos efectores 

apoplásticos predichos con el protocolo 1 y 2 respectivamente.  

 

 El número de proteínas secretadas que no corresponden a proteínas de 

membrana y que no se localizan permanente en RE (PS(TM/RE)) también fue cerca del 

doble en los archivos de aminoácidos de NCBI con respecto a las predichas en los 

archivos obtenidos por nuestro grupo de investigación (Fig. 14); con 818 y 440 

proteínas para L. amethystina LaAM-08-1 respectivamente, 825 y 480 para L. bicolor 

S238N-H82, y 1,009 y 645 para L. bicolor D101 v1.0. 

 En cuanto al número de proteínas secretadas predichas con localización nuclear 

(PSN1/ PSN2), también fue mayor para los archivos de aminoácidos de NCBI con 

respecto a los archivos obtenidos por nuestro grupo de investigación, 

independientemente del protocolo utilizado (Fig. 14). Sin embargo, el protocolo 2 fue 

capaz de predecir un mayor número de proteínas con 266 (e.e = 11.57) y 141 (e.e. = 

16.97) proteínas en promedio respectivamente, y una diferencia de casi el 90% entre 

ambos valores; mientras que con el protocolo 1 se predijeron 152 (e.e = 10.16) y 108 

(e.e. = 8.74) proteínas en promedio respectivamente, con una diferencia del 41% entre 

ambos valores. 

 El número de proteínas secretadas predichas con localización apoplástica 

(PSA1/PSA2) también fue mayor para los archivos de aminoácidos de NCBI con 

respecto a los archivos obtenidos por nuestro grupo de investigación, 

independientemente del protocolo utilizado (Fig. 14). Sin embargo, en este caso el 

protocolo 1 fue capaz de predecir un mayor número de proteínas con 481 (e.e = 44.98) 

y 275 (e.e. = 44.25) proteínas en promedio respectivamente, con una diferencia de casi 

el 78% entre ambos valores; mientras que con el protocolo 2 se predijeron 226 (e.e = 

17.98) y 141 (e.e. = 19.97) proteínas en promedio respectivamente con una diferencia 

del 63% entre ambos valores. 

 Finalmente, en cuanto a los números de proteínas secretadas predichas como 

péptidos efectores de localización nuclear y apoplástica, también fueron mayores para 

los archivos de aminoácidos de NCBI con respecto a los archivos obtenidos por nuestro 

grupo de investigación, independientemente del protocolo utilizado (Fig. 14). Sin 

embargo, para el caso de los péptidos efectores nucleares (PSNE1/PSNE2), el protocolo 

2 predijo un mayor número de péptidos efectores con 72 (e.e. = 3.18) y 19 (e.e. = 2.40) 

péptidos en promedio respectivamente, y una diferencia de cerca del cuádruple entre 
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ambos valores; mientras que con el protocolo 1 se predijeron 21 (e.e. = 2.19) y 8 (e.e. 

= 1.45) péptidos en promedio, con una diferencia de cerca del triple entre ambos 

valores. Por otro lado, para el caso de los péptidos efectores apoplásticos 

(PSAE1/PSAE2), fue con el protocolo 1 que se predijo un mayor número de péptidos 

efectores con 132 (e.e. = 8.69) y 47 (e.e. = 9.88) péptidos en promedio respectivamente, 

y una diferencia de cerca del triple entre ambos valores; mientras que con el protocolo 

2 se predijeron un promedio de 33 (e.e. = 5.36) y 13 (e.e. = 2.0) péptidos 

respectivamente, también con una diferencia de cerca del triple entre ambos valores.  

 

10. Discusión 

Al realizar las búsquedas BLAST se obtuvieron coincidencias de MiSSP descritas 

experimentalmente para la cepa S238N-H82 de L. bicolor en todos los ensambles y 

archivos de aminoácidos analizados (ver Apéndice D). Esto evidencia la capacidad de 

nuestros protocolos para detectar la presencia de MiSSP tanto en los genomas como en 

los archivos de aminoácidos derivados de ellos para las cepas de L. bicolor, L. 

amethystina y L. trichodermophora analizadas; lo que corresponde con el hecho de que 

se ha detectado experimentalmente la presencia de MiSSP en los genomas y secretomas 

de las especies del género Laccaria (Plett et al. 2014, 2015). Sin embargo, se 

observaron diferencias entre el número de hits y de MiSSP detectadas en los ensambles 

y archivos de aminoácidos para las distintas especies analizadas (Fig. 6), siendo L. 

trichodermophora la especie que presentó una mayor proporción de cambio. Esto nos 

habla de una pérdida importante de secuencias de MiSSP potenciales de ensambles 

genómicos a los archivos de aminoácidos derivados de ellos.  

 Para el caso de L. trichodermophora, dicha pérdida de secuencias podría 

deberse a la mala calidad de dos de los cuatro ensambles genómicos analizados (Fig. 

5). Cuando un ensamble genómico es de mala calidad existe una mayor probabilidad 

de errores en la disposición de sus lecturas nucleotídicas, como pueden ser espacios no 

secuenciados en el ensamble y copias colapsadas, es decir, genes duplicados propensos 

a colapsarse en una sola región debido a la alta identidad entre ellos; errores que podrían 

ser importantes al momento de predecir proteomas a partir de ellos (Kelley y Salzberg 

2010; Gurevich et al. 2013) y que, por ende, podrían comprometer análisis que se 

realicen a partir de estos archivos de aminoácidos predichos. Sin embargo, es necesario 

analizar si existe una correlación entre los parámetros que nos indican la calidad de los 

javascript:;
javascript:;
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ensambles genómicos y la pérdida de secuencias de MiSSP potenciales en los archivos 

de aminoácidos. Esto podría evaluarse con una correlación de Spearman.  

 Por otro lado, es importante tomar en cuenta que la calidad de los ensambles 

genómicos y, en consecuencia, las inferencias funcionales obtenidas a partir de ellos se 

relacionan directamente con la tecnología empleada para su secuenciación. La longitud 

de las lecturas tiene un impacto en el número de copias, en el tamaño de las familias 

génicas y en la capacidad de detección de funciones génicas (Ángeles-Argaíz 2022). 

Los ensambles de las cepas de L. trichodermophora secuenciados con tecnología de 

tercera generación Pacific Biosciences (PacBio) (CA15-11, EF-36), fueron evaluados 

como de mejor calidad con respecto a los secuenciados con Illumina de segunda y 

tercera generación (Illumina MiSeq, NextSeq) (CA15-F10, CA15-75). La principal 

diferencia entre Illumina y PacBio es que la primera se especializa en la secuenciación 

por síntesis de datos de lectura corta, mientras que PacBio se enfoca en datos de lectura 

larga (Hodkinson et al. 2015; Logsdon et al. 2020). La ventaja de las lecturas largas es 

que facilitan el ensamblaje del genoma y ofrecen una mayor precisión para identificar 

variantes raras y distinguir secuencias repetidas (Amarasinghe et al. 2020; Logsdon et 

al. 2020). Una forma sencilla de comprobar que las diferencias de calidad observadas 

en los ensambles se relaciona con la tecnología de secuenciación empleada, sería 

secuenciar nuevamente los genomas de las cepas de L. trichodermophora cuyos 

ensambles fueron secuenciados con tecnologías de secuenciación por síntesis de datos 

de lectura corta con tecnologías de secuenciación por síntesis de datos de lectura larga 

y, evaluar la calidad de los nuevos ensambles.  

 Los protocolos analíticos propuestos fueron útiles para predecir péptidos 

potenciales efectores MiSSP y los resultados obtenidos muestran variación 

interespecífica e intraespecífica en el número de péptidos predichos. Estudios previos 

han reportado variabilidad interespecífica (Kholer et al. 2015) e intraespecífica para el 

género Laccaria (Plett et al. 2012; Ángeles-Argáiz et al. 2020; Flores-Almaraz 2020). 

Esta variabilidad es de suma importancia debido a que puede tener un impacto 

significativo en aspectos del desarrollo de los hongos ectomicorrícicos; por ejemplo, en 

su capacidad para obtener el N de fuentes orgánicas (Sawyer et al. 2003; Guidot et al. 

2005) o bien, para colonizar e interactuar con sus hospederos (Plett et al. 2015; Hazard 

et al. 2017a, b; Hortal et al. 2017; Flores-Almaraz 2020). Algo muy interesante en 

hongos ectomicorrízicos es que se presume que su esta variabilidad se ha generado, 
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cambiado y mantenido en función de los hospederos que colonizan y los factores 

ambientales a los que se encuentran sometidos (Ángeles-Argáiz y Garibay-Orijel 

2019). La aparición de la condición ectomicorrízica generó diversificación de especies 

en muchos géneros que la adoptaron y el tamaño de ciertas familias génicas ha 

aumentado especialmente por la actividad de elementos transponibles (ET) que 

multiplican RNAi que puede actuar como mecanismo efector en la comunicación con 

la planta hospedera (Hess y Pringle 2014; Muszewska et al. 2017; Plett y Martin 2018). 

De hecho, se presume que el principal mecanismo de evolución de los genes que 

codifican para péptidos efectores es la actividad de ET (Ángeles-Argáiz y Garibay-

Orijel 2019), lo que tendría como consecuencia que su evolución sea rápida y que su 

detección en los genomas se dificulte por el cambio constante. Los ET son eliminados 

constantemente por recombinación ectópica y por deleciones, aunque los mecanismos 

para eliminarlos no están muy estudiados en hongos (Muszewska et al. 2017). 

Particularmente en hongos ectomicorrícicos, por ser propensos a tener distribuciones 

restringidas en función de sus hospederos, son eventos demográficos como los “cuellos 

de botella” los que reducen los tamaños poblacionales, disminuyendo la tasa de pérdida 

de ET y propiciando que estos elementos se fijen en los genomas (Ángeles-Argáiz y 

Garibay-Orijel 2019).  

 Por otro lado, L. bicolor y L. amethystina presentaron una mayor cantidad de 

proteínas secretadas predichas con respecto a L. trichodermophora; particularmente de 

péptidos efectores de localización apoplástica y nuclear, algunas de las cuales podrían 

ser MiSSP potenciales (Plett et al. 2011; Pellegrin et al. 2019). Estudios previos 

mencionan que las diferencias intra- e interespecíficas en la capacidad de colonización 

de las raíces hospederas de los hongos ectomicorrícicos podrían estar influenciadas por 

el contenido de genes relevantes para el establecimiento y mantenimiento de la 

interacción simbiótica (Hedh et al. 2009). Por lo tanto, el tener un mayor número de 

genes simbióticos podría permitirles a  L. bicolor y L. amethystina establecer y 

mantener su interacción simbiótica con un mayor número de hospederos y, por ende, 

ser especies generalistas. En contraste con L. trichodermophora, una especie cuya 

preferencia marcada por representantes jóvenes del género Pinus a lo largo de su rango 

de distribución natural (Mueller y Strack 1992) podría relacionarse con la presencia de 

un menor número de genes simbióticos en su genoma. 
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 Al evaluar la eficiencia de los protocolos utilizados, se observaron eficiencias 

diferenciales tanto para la predicción de péptidos efectores en general, como de 

péptidos efectores de localización nuclear y de péptidos efectores de localización 

apoplástica. Estas diferencias no corresponden con la capacidad de los protocolos para 

predecir números mayores de estos tipos de proteínas, salvo en caso de considerarse 

criterios de localización. Dados estos resultados, resulta necesario buscar coincidencias 

entre las MiSSP predichas por los distintos protocolos, así como verificar sus 

características de localización sub-celular para asegurar que fueron predichas en la 

categoría adecuada. A reserva de hacer esto, la opción más prometedora es utilizar 

ambos métodos de manera complementaria con la intención de obtener resultados de 

mayor precisión (Min 2010; Sonah et al. 2016). 

 En cuánto a los resultados particulares de L. trichodermophora, se observó 

variación intraespecífica en el número de péptidos efectores predichos de localización 

nuclear y apoplástica. La cepa CA15-F10 fue la que presentó un número mayor, 

mientras que la cepa EF-36 fue la que presentó el menor. Ensayos experimentales con 

diversas cepas de L. trichodermophora han mostrado que existen diferencias en su 

capacidad de colonización (Flores-Almaraz 2020), pues de las cuatro cepas estudiadas, 

sólo L. trichodermophora CA15-F10 desarrolló ectomicorrizas maduras y abundantes 

(Flores-Almaraz 2020). Dado que es necesaria la participación y coordinación de 

diferentes compuestos entre la planta y el hongo, como las MiSSP, para el desarrollo 

de una interacción exitosa (Plett et al. 2014; Veneault-Fourrey et al. 2014; Ditengou et 

al. 2015; Pellegrin et al. 2019), la capacidad colonizadora de la cepa CA15-F10 y la 

formación de micorrizas incipientes por parte de las cepas no infectivas, podría estar 

relacionada con la cantidad e identidad de las MiSSP predichas en la presente tesis. De 

acuerdo a lo reportado para L. bicolor, especie hermana de L. trichodermophora, esta 

cuenta con un núcleo de genes cuya expresión es independiente de la identidad del 

huésped, enriquecido con genes que codifican para MiSSP y necesario para permitir su 

estilo de vida mutualista; además de contar con un conjunto de genes cuya expresión 

está regulada dependiendo del hospedero del hongo (Plett et al. 2015). Varios de estos 

genes podrían presentar relaciones de homología con los genes codificadores de MiSSP 

predichos para L. trichodermophora, por lo que su identificación es necesaria para el 

estudio de su simbiosis. De ahí que resulte necesario generar datos transcriptómicos 

que nos permitan la identificación experimental de las MiSSP involucradas en la 
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micorrización, así como las posibles diferencias de expresión de éstas entre cepas. Para 

esto sería necesario secuenciar RNA extraído de ectomicorrizas formadas por las cepas 

de L. trichodermophora  en presencia de P. montezumae, su hospedero natural; realizar 

análisis de expresión diferencial que permitan identificar similitudes y diferencias 

significativas en los patrones de expresión y, anotar funcionalmente a las MiSSP 

codificadas por los transcritos con respecto a bases de datos de familias y dominios de 

proteínas. 

 Por otro lado, los números obtenidos de MiSSP potenciales en L. 

trichodermophora son diferentes y menores con respecto a los previamente reportados 

para esta misma especie (Ángeles-Argáiz et al. 2020). Esto puede deberse a que en los 

protocolos de predicción propuestos en esta tesis se incluyeron más criterios, como la 

ausencia de dominios transmembranales (TM) y de señales de localización que 

indicasen residencia permanente en el lumen del RE (KDEL) (Jones y Dangl 2006; 

Stergiopoulos y de Wit 2009; Djamei et al. 2011; Lo Presti et al. 2015; Zhang et al. 

2018). De igual modo, se incluyeron criterios de localización más específicos para los 

péptidos de localización en apoplasto y los que se introducen a la célula vegetal 

(particularmente aquellos de potencial localización nuclear) (Veneault-Fourrey y 

Martin 2011). Sin embargo, pese a que la inclusión de los criterios antes mencionados 

tuvo como consecuencia la detección de un número menor de péptidos efectores, se 

presume que los resultados obtenidos con nuestros protocolos son más robustos que los 

previamente reportados. 

 Finalmente, es importante tomar en cuenta que los diferentes métodos de 

predicción de genes empleados para predecir secuencias de aminoácidos a partir de 

ensambles genómicos, podría verse reflejado en la cantidad, e incluso la identidad de 

los genes predichos. Al realizar una comparación entre el número de proteínas 

predichas para los archivos de secuencias de aminoácidos pertenecientes a las mismas 

cepas, pero obtenidos mediante métodos de predicción distintos, se observó que los 

mayores números en promedio pertenecieron a los archivos descargados de NCBI 

independientemente del protocolo analítico utilizado. La principal diferencia entre los 

métodos predictivos utilizados para generar los archivos de aminoácidos es la 

utilización de información extrínseca a la secuencia genómica. Mientras que los 

archivos de aminoácidos generados por nuestro grupo de investigación se predijeron 

con un método ab initio (Ángeles-Argáiz 2022); es decir, basado únicamente en la 
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información contenida en el genoma; las predicciones realizadas por NCBI son una 

combinación de modelado ab initio con la búsqueda de similitudes en secuencias de 

genes entre EST (etiquetas de secuencias expresadas), proteínas u otros genomas para 

el genoma de entrada. Además, NCBI usa información experimental siempre que esté 

disponible. 

 

11. Conclusiones 

Los protocolos analíticos propuestos en la presente tesis permiten predecir MiSSP 

potenciales y MiSSP efectoras de localizaciones específicas. Sin embargo, la naturaleza 

y evolución de estos elementos génicos es tal que los predictores tienen limitaciones 

para detectar todas las MiSSP que ya se han detectado utilizando métodos 

experimentales. De igual modo, las diferencias en los métodos de secuenciación y de 

predicción de genes de los genomas analizados parecen estar relacionados con los 

resultados obtenidos a partir de ellos.  

 Si bien se detectó la presencia de MiSSP potenciales en todas las cepas de las 

tres especies de Laccaria analizadas, tanto las especies generalistas como la cepa 

infectiva de L. trichodermophora presentaron números más altos de MiSSP potenciales. 

De acuerdo con estos datos, tanto la preferencia por hospedero como la capacidad 

colonizadora de los hongos ectomicorrícicos podría estar relacionada con la cantidad e 

identidad de las MiSSP contenidas y expresadas por su genoma. 
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13. Apéndices 

 

 

 

Apéndice A. Ruta de secreción convencional de proteínas. Representación esquemática de 

la secreción convencional de proteínas en eucariontes. Las proteínas secretadas se translocan 

en el RE tras (1) el reconocimiento de la secuencia señal por parte de la partícula de 

reconocimiento de señal (SRP); (2) la interacción de la SRP con su receptor (SR); y (3) el 

transporte a través del translocón hacia la luz del RE. En el RE, la secuencia señal se escinde, 

las proteínas se pliegan mediante chaperones moleculares y se empaquetan en vesículas COPII 

tras la interacción receptor-ligando. Las vesículas de COPII se envían al cis-Golgi (en hongos 

y plantas). Las proteínas luminales secretadas del RE se transportan desde el cis-Golgi al RE a 

través de vesículas COPI. Las proteínas de membrana plasmática (PM) y las proteínas 

secretadas se transportan a través de la maduración cisternal a la red del trans Golgi (TGN), 

mientras que las proteínas integrales de Golgi se recuperan a través del transporte mediado por 

COPI intra-Golgi. En el TGN, las proteínas destinadas a ser secretadas se clasifican en vesículas 

secretoras (SV) o gránulos secretores inmaduros (ISG). Los SV se entregan constitutivamente 

hacia la membrana plasmática, mientras que los ISG se acumulan en el citoplasma. Tras la 

llegada de estímulos específicos, los ISG forman gránulos secretores maduros (MSG) que se 

transportan a la membrana plasmática (modificado de Viotti 2016).  
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Apéndice B. MiSSP de Laccaria bicolor S238N-H82. Tabla de las MiSSP de L. bicolor 

S238N-H82 utilizadas, con su respectivo número de referencia en NCBI y secuencia de 

aminoácidos.  

 

MiSSP Número de 

referencia NCBI 

Secuencia de aminoácidos 

6.4 XP_001878966.1 mlswlyttsl lasfvsyydg lpifinplyq vpnstiltgh 

tnyltvheid fkantq 

6.5 XP_001886529.1 mhslfvrstl cyiysfvfnl srvsprdtdi hifdslvffa 

iviyhrfpgm qvny 

6.6 XP_001876981.1 msvqttrall clgkwslmgf vhnndikkia klpevpeedg 

dsegevdmpd gwdtimwtt 

7 EDR07554.1 mkllvplnll iaalaispal sspvpgevgl vergpipnav 

frrvpepnff kdllralgqa sqggdlhr 

7.2 XP_001881946.1 mkllvplnll iaalaispal sspvpgevgl vergpipnav 

frrvpepnff kdllralgqa sqggdlhr 

7.7 XP_001886546.1 mqfkpfvavi llfvaqsiaa ecivaqspgs geypspsipd 

gsvmctsnae cppgqhccgi spdvqyclpi gtic 

8.3 XP_001881844.1 myfhtlfaca tlmlittaha sptvinslds rkadlngdve 

arhaadwrrd sdwrrdsdwr rdsdwrrdsd 

10.4  XP_001884210.1 mhsfnaivtv lmtallastq avpqgqaapk aqaaaaqacw 

kcpsdqgqfk fqqqagsdpl hcqflkdgvv yycdykvadg 

tliynaidaf cpasaipc 

11.8 XP_001888067.1 mkvasllpfv aliasiavaa hgdynefear efvdalnare 

aveefharsv liedlttrel vdelnerlar rgnliskpkt 

yqcpycgsky ptaaqakdcs kfckak 

12 XP_001888075.1 mhsfkfttrp falvlaivcl aiatptpdvh adpghgsgav 

vhavgnapdg avikytitth lpeatsptdk tlggstlepd 

ssecfalgtl csfdsnccsg hcnsiplifv lgfcyp 

13.4 XP_001888541.1 matftiqtvp galfatapai pggpiqfiaq nnfpnqqwvl 

tpagltqien vdfpgpgfas vvgpgvvdel vnvgpaprnw 

fiaaagggst irladaepfl fwalndddea ilvaapaaif 

nivpvpfpg 

13.7 XP_001879934.1 mrctclmtif mlalgafaqd gtstgtdgsl tnlpvpttst 

tlpdattatd vtsitttsvp tisststtps tttpansatt taptslvtsy 

artpapvttf rapplpngna afrlalsnhd titqtsigfg hghm 

16.2 XP_001887881.1 mrhsltgtfv alvlfplccl ahpqespppv vttttcsysc 

ppndysgfrl iskvdaigyd saysifecvy rdevvggvkk 

aqtcsyhkns glralssqai pscptqalpc magsqpvfsn 

mdgktpetpp wvesgrfllw kkenpsrd 

16.5 XP_001881951.1 mhlktlcsal llsflptitv ayvrpdlyyi vnrvtprrga 

plavtlsgen kqavistktm sptqqwyite fdgngqaivs 

asdsslkaar vgnslttiph ssqvwnivqt pdgyyriqnp 

gggakwgvts adsgssvvig tefgqkgewi ieaa 

16.6 XP_001889616.1 mkllplisla lslntftvln alassvvrar slatvdeatk rellnllprd 

plppgqsaii lcdgtsrtgn cyayeaavgt cnavpdhfqt 

nlfssfanqg dvcflyttds ctannceacv dydgwndmts 

faavyswkcv vadsngcsda ncvhk 
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MiSSP Número de 

referencia NCBI 

Secuencia de aminoácidos 

17.8 XP_001886750.1 mcaattlisl fllsiganaq sskpastssa isatpsitac ilacvesaat 

angcaytnas cicasaqfqa daalcltqhc taddlknala 

lqtsqchsvs vsrsgtasit phtvsftaps svastaslts sihtsaslta  

sasipansts vsssgvnqts elstrvtfgi ialismalii 

19  XP_001888710.1 mvkfsaalfi aiaisapala iptekehvar elsenvyerg 

ldaedlnlsv rdfyegdlsm revndlvere pffgaifsav 

kaavkigkga kkihdaknrh rrkrdledse vyqrsldgev 

merdfeedfq arevdhfhar dfpdvdlfgr eldefyerei edld 

21.37 XP_001888220.1 mkfsliflgl favataapla irraehapag vvsgrdiqtg 

dmlrrsdnsp iqvvrandds ikrnlgenle trqveeaiei 

veavvelvtg lidainednt krgqftidtv tqsgeqwpgf 

nwvichtdht tafdgtqgtd wghthheldv tfgtigfely 

wfrsgtftrn gdggylnway 

edwwlpllsi t 

21.9 XP_001880146.1 mhfaftdlsi elaleilrla sapvivsdet afigkstkts yystalalas 

vsyairqvtm pyllhtvvlr stsnvhafin alrlqeeysq 

cssrlqldyk mirhglytpl sniirarepr aefqvviali qrtrarlcgf  

rarvevstry agwahgevea idvyargvgv franyafdal 

dsrtfhlfgv psacf 

22.2 XP_001881276.1 mpkgykvllp ffflacstrt tsmpimnlhp llcysqhpve 

snhccailwd lreapvsiph vssldhflpd aeltqhatsp 

pvtifhvscg ffpeewsiev rnpqgvtvld vlkaihsalq 

pqihqhewer lckkhqdrva avfdarwrvs aepeesrthg 

vlridcllhh twfgglsvsl edenscilsl rrpr 

22.4 XP_001884178.1 mllsnaflvi sltlsasles gsayslfrrt ssffprdwep 

eicnpdfegs alsvvgnhge wgaesiepgs hiigtstrga 

eianadfhft lthngetprr yviqdvdhad lvvgivnnkl 

qlqnlnisdp tqiwsvqcef cdsgfageda ylaaydctis 

sptteecvel glnktqpltl vpcsrrdekq lfqfwtanat arge 

23.4 XP_001879491.1 mhlfsfknsa lpvvalqvlv llssdqafga visierrmkn 

agswtakdlk tsayrneamk ynkgsylpta nnnkvawikg 

aigdaehiie pgahikpvln elgikkdtpf hkeikqvlnh 

kdnlsmlhpg tnkakaqlat dpkrnpklka takhylqqpp 

irqkasttma klgraaekhk iknfeakvka kvkgilphik 

rselaeyhld 

23.5 XP_001878846.1 mlvlqilsaa laislakanp vavdvhnwen psadgafkre 

elivaslagh ysqyipgpte tsltlryhqe ratcldqfvw 

ycqipagaci aavgsiappi nlwsllpcai aavcasvalt 

lgalccngvi kncdnpsgfa sgtrpvtgnv maalnggngd 

tpftrdtfrn gfnsylwshg sevpndddfn nmynnflnra 

fcsfgpgegg ngchpasvsr dspfevqssk rnkyrlca 

23.6 XP_001882407.1 mqfllsawaf aqtifdftli snydsmsltp gtrhahglrq 

srahaaasda amrafkveal asnasflqrl dpdgchhvsh 

nflnyqtypg ydnpigisgp gpngsiwitm rgapdsgkns 

nvvlreelcv vgpldpngsh yhdcdeidia eiydggnnqa 

eftfytgsgs yipgqqpkhq gggvytdttn gaagqefyky 

qvylergsis rsllrm 

24.2  XP_001878007.1 mtfklitvla tlsflplptl slsynaysst ntcsgssfgc 

idnggaccgg mptgygystl fnnlpggsqg qgyssgppct 

nfifnvfakc wnsggrsraa ylnwfhsper rrdevgasdp 

pleeqtaqdr lrtlstlttr eprgalcpmt pdtgpcdhnn 

fdesldldqe lhrstvqvqq qsvidlthlr gitpmkegtd 

pqvqrgttqp vkgcgrevgs gavq 
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MiSSP Número de 

referencia NCBI 

Secuencia de aminoácidos 

29.4 XP_001888712.1 mvkfiapvai liaapliafa aeqeftrela evdvytrdnf 

edtadlaard lesieydiae rgfpfgaisg iakglsrskg 

vskgfssavk igkkansann hyqnaqanyq ngkstfqsik 

gkfsgrrgrr dlealyerdf deefaerdlp edvlefverg 

fdedlleref ddellerevd edvferdvee dilerelded 

lmereldedi lerefdedlv vrdvedavle rdfdeelmer 

ddleerevdi deld 

31  XP_001888724.1 mrfstsiali aavafggssv laqeyditsl eardfdtdle 

vreldfdlda rdfdldlear eieselttre ldssieerdv deeleargrh 

grkgrhgrgr khrggrkaaa paaeaapaea ppaevatref 

ieeleargrh grkgrhgrgr khrggrkaaa paaeaapaea 

ppaevatref ieeleargrh grkgrhgrgr khrggrkaaa 

paaeaapaea ppaevatref dpelearqie eieeliarap 

rggggrgggr rggggrrggg grggrgrkaq qeqptevk 

32.1 XP_001883153.1 mrwslilstf vaaqfalsfa tvipssdqlq rrapadgakv 

ssktyrkisq lhpyaykfdk aggvtrhrlt qsaripnhrt 

mllipktdad hifehqvldh hldkhglkfg dlhpdlkkqv 

kgimnspnnl vpvpaginrg kgqvfrqark gkaitpkkdr 

dayiklsyts skktakqldh afkkaghdfg qntvqrtlrn 

mmnnakimna ndpspassrs ssrssskass kassrasspn 

rspassrass pqsnassnka ipkrpalvfi pkapnrksdr 

iaakppksyk v 

 

Apéndice C. Secuencia KDEL y variantes. Tabla de la secuencia KDEL, detectada por el 

programa ScanProsite tool, y sus variantes en distintas especies. 

 

Señal Especies 

KDEL Vertebrados, Drosophila, Caenorhabditis elegans, plantas 

HDEL Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis, plantas 

DDEL Kluyveromyces lactis 

ADEL Schizosaccharomyces pombe (levadura de fisión) 

ADEL Plasmodium falciparum 
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Apéndice D. MiSSPs de Laccaria bicolor S238N en genomas de Laccaria. Matriz con el número de hits encontrado para cada MiSSP de L. bicolor disponible 

en bases de datos públicas, tanto en genomas (G) como proteomas (P) de especies del género Laccaria. 
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Apéndice E. Números y porcentajes de las categorías de proteínas predichas con el protocolo 1. Tabla de número y porcentaje de proteínas secretoras (PS 

tot), proteínas secretoras sin dominios transmembranales (PS(TM)) y sin localización permanente en RE (PS(TM/RE)), proteínas secretoras de localización 

nuclear (Nucl) y apoplástica (Apo) y proteínas secretoras efectoras de localización nuclear (Nucl_Efe) y apoplástica (Apo_Efe) predichas con el protocolo 1 

para cada proteoma de las cepas analizadas de Laccaria. La terminación lab en un proteoma de las cepas LaAM-08, D101 v1.0 y S238N-H8, indica que estos 

proteomas son producto del Laboratorio de Sistemática y Ecología y Aprovechamiento de Micorrizas del Instituto de Biología de la UNAM. 
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Apéndice F. Números y porcentajes de las categorías de proteínas predichas con el protocolo 2.  Tabla de número y porcentaje de proteínas secretoras (PS 

tot), proteínas secretoras sin dominios transmembranales (PS(TM)) y sin localización permanente en RE (PS(TM/RE)), proteínas secretoras de localizacion 

nuclear (Nucl) y apoplástica (Apo) y proteínas secretoras efectoras de localización nuclear (Nucl_Efe) y apoplástica (Apo_Efe) predichas con el protocolo 2 

para cada proteoma de las cepas analizadas de Laccaria. La terminación lab en un proteoma de las cepas LaAM-08, D101 v1.0 y S238N-H8, indica que estos 

proteomas son producto del Laboratorio de Sistemática y Ecología y Aprovechamiento de Micorrizas del Instituto de Biología de la UNAM. 
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