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Resumen

La simbiosis ectomicorricica es muy relevante en los ecosistemas forestales y puede ser
aprovechada para la reforestacion y/o restauracion de los mismos. El establecimiento y
desarrollo de la simbiosis estan mediados por la actividad funcional de genes que
codifican para moléculas involucradas en la interaccion, como las MiSSP (proteinas
secretadas pequefias inducidas por micorrizas, por sus iniciales en inglés Mycorrhiza-
induced Small Secreted Proteins). Las MiSSP son péptidos efectores especificamente
inducidos durante la simbiosis y participan en la formacion de la interfaz simbiética
apoplastica. Para Laccaria, un género de hongos ectomicorricicos, 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 ecoldgica y sociocultural en México. Se emplearon dos protocolos
(protocolos 1y 2) de prediccion bioinformatica basados en caracteristicas estructurales
y de localizacién 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 mas eficiente para predecir péptidos apoplasticos,
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
bioinformaticos. Esto se debe a que en este trabajo incluimos mas criterios estructurales
(ausencia de dominios transmembranales) y de localizacion sub-celular (en reticulo
endoplasmatico, nucleo y apoplasto) para la prediccién de péptidos efectores, por lo
que estas predicciones son potencialmente mas precisas. Los dos protocolos utilizados
permitieron identificar MiSSP de diferentes caracteristicas y localizaciones sub-
celulares, por lo cual es recomendable utilizar ambos para la deteccién de estos
péptidos. La variabilidad intraespecifica encontrada para estos péptidos puede estar
relacionada con el desarrollo de la simbiosis de este hongo ectomicorricico,
particularmente en aspectos de la colonizacion y la forma de interactuar con sus

hospederos.



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.



1. Introduccion

La simbiosis ectomicorrizica (ECM) es una de las asociaciones mutualistas mas
prominente y ecoldgicamente 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 raices cortas y absorbentes de las plantas terrestres
y algunos hongos del suelo, que resultan en la formacién de un érgano hibrido llamado
ectomicorriza (Felten et al. 2009; Kottke y Oberwinkler 1987). En estas raices
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 interaccion ocurre en cerca del
2% de las especies de plantas terrestres (Brundett y Tedersoo 2018). En este tipo de
asociacion se ven involucradas especies de plantas de las familias Betulaceae,
Fagaceae, Pinaceae, Salicaceae, Myrtaceae, Nothofagaceae y Dipterocarpaceae, entre
otras (Sanchez-Ramirez et al. 2017), asi como algunos hongos pertenecientes a las
cuatro divisiones: Basidiomycota, Ascomycota y Mucoromycota (Brundett y Tedersoo
2018).

El establecimiento y desarrollo de la ECM estdn mediados por un sistema
complejo de comunicacién quimica entre las plantas y los hongos, asi como por la
actividad funcional de varias redes de genes, lo que ha sido demostrado para sistemas
modelo, como la asociacion entre Laccaria bicolor (Maire) P.D. Orton y arboles 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 melanosporumy 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 especificos de cada linaje; es decir, restringidos a especies
particulares de hongos que forman micorrizas (Kohler et al. 2015). Por esta razén, uno
de los objetivos en el estudio de esta interaccion es la identificacion de genes comunes
a todas las especies de hongos en la ECM, también Ilamados “genes simbiodticos” (Kuo
et al. 2014).

La secuenciacion y analisis de genomas completos de hongos ectomicorricicos
son importantes para estudios bioquimicos, genéticos y transcriptémicos que permitan
dilucidar los mecanismos del establecimiento, mantenimiento y funcionamiento de esta

asociacion (Kuo et al. 2014; Daguerre et al. 2017). Mediante secuenciacion y analisis



de genomas completos se descubrié que los hongos simbi6ticos de plantas secretan
numerosas proteinas efectoras cuya funcion especifica no ha sido descrita (Plett y
Martin 2011; Grigoriev et al. 2014; Stotz et al. 2014), pero que sin duda estan
involucradas en el establecimiento, mantenimiento y funcionamiento de la simbiosis.
La caracterizacion del secretoma de los hongos ectomicorricicos es un requisito previo
para la identificacion y caracterizacion de estas proteinas extracelulares (Doré et al.
2015), asi como de los “genes simbidticos” que las codifican.

Las proteinas extracelulares en su conjunto constituyen al secretoma flngico
(Girard et al. 2013). Este, se compone de numerosas categorias de proteinas, 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
dialogo molecular entre los hongos ectomicorricicos 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 especificamente durante
la interaccion simbidtica, por lo que sus productos proteicos son denominados
Mycorrhiza-induced Small Secreted Proteins (MiSSP) (Martin et al. 2008; Pellegrin et
al. 2015). La sintesis de MiSSP esta regulada por la identidad de la planta hospedera y
por sefiales ambientales, tales como la disponibilidad de nutrientes y el tipo de sustrato
(Plett et al. 2014; Dor¢ et al. 2015). Ademas, estas proteinas promueven la formacion
de una nueva interfaz apoplastica entre la planta y su simbionte fungico, de modo que
promueven el establecimiento y desarrollo de la interaccién (Veneault-Fourrey y
Martin 2011). Aunque las SSP mas numerosas conocidas pertenecen a hongos
patdgenos (Stahl y Bishop 2000; Fouché et al. 2018), también se han detectado SSP en
hongos ectomicorricicos (Martin et al. 2008).

Laccaria bicolor es un hongo ectomicorrizico 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
ectomicorricicos frente a diferentes tipos de hospederos (Plett et al. 2015). A raiz 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 desempefio de las plantas
inoculadas (Hazard et al. 20173, b).



Laccaria trichodermophora Mueller 1984, es un hongo silvestre comestible de
importancia ecoldgica y sociocultural en México, donde se asocia con pinos jovenes en
las montarias del Eje Neovolcanico Transversal (Montoya et al. 2004). Se le considera
una especie especialista porque dentro de su rango de distribucion tiene como
principales hospederos a representantes jovenes del género Pinus (Mueller y Strack
1992). En nuestro grupo de investigacion se demostré experimentalmente que las
diferentes cepas de L. trichodermophora presentan una capacidad distinta de
colonizacion de las raices hospederas (Flores-Almaraz 2020). Asimismo, los datos
genomicos de L. trichodermophora indican que existe variacion intraespecifica en su
contenido gendmico de péptidos efectores (Angeles-Argaiz 2022).

La presente tesis se enfoca en predecir y cuantificar las MiSSP de L.
trichodermophora. Asimismo, aporta informacion para estudiar la relacion entre el
contenido gendmico de MISSP y la variabilidad intraespecifica de la especie en
términos del desarrollo de su simbiosis; particularmente en cuanto a su capacidad de

colonizacién y preferencia por el hospedero.

2. Marco teorico
2.1 Importancia de las asociaciones micorricicas
En los ecosistemas forestales las raices de los arboles se encuentran en contacto con
comunidades microbianas del suelo, con cuyos integrantes pueden establecer relaciones
mutualistas, comensales o patdgenas. 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,
fitopatogenos 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 raices 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 micorricicas pueden clasificarse agrupando su diversidad en

cuatro categorias: micorrizas arbusculares, ectomicorrizas, micorrizas ericoides y



micorrizas orquidioides (Martin et al. 2016; Brundett y Tedersoo 2018). Estas
categorias se basan en criterios de diferenciacion morfoldgica de los tejidos de la raiz
y en los linajes evolutivos de las plantas hospederas. Algunas plantas pueden ser
colonizadas por mas de un tipo de micorriza y diferentes especies de hongos pueden
verse involucradas en estas asociaciones (Teste et al. 2019). Ademas, pueden establecer
conexiones con otras plantas a través de los hongos asociados a sus raices (Simard
2018). Estas conexiones forman redes micorricicas que permiten a sus interactuantes
compartir nutrientes y sefiales quimicas, ya sea intra- o inter-especificamente (Simard
et al. 2012).

La asociacion simbidtica con hongos micorricicos contribuye a la estabilidad y
diversidad de los ecosistemas forestales (Simard et al. 1997). Ademas, es indispensable
para la nutricion de la mayoria de los arboles y modula la competencia entre ellos, sobre
todo considerando que los niveles de nutrientes inorganicos biodisponibles en los
suelos forestales suelen ser bajos para sustentar el crecimiento de las plantas (Martin et
al. 2016).

2.2 Ecologia y fisiologia de la simbiosis ectomicorricica

Los hongos ectomicorricicos son organismos mutualistas que se encuentran
ubicuamente en los suelos forestales y que son capaces de colonizar los tejidos de la
raiz para acceder a los nutrientes transportados por la misma (Tschaplinski et al. 2014).
La colonizacién por este grupo de hongos genera cambios morfolégicos pronunciados
tanto en la arquitectura de la raiz como en la célula fangica, dando como resultado la
formacion de un organo hibrido Ilamado ectomicorriza (Fig. 1) (Kottke y Oberwinkler
1987; Felten et al. 2009). Estas puntas de raiz son modificadas por las hifas de los
hongos, que rodean su superficie formando una cubierta o manto de tejido fangico. A
partir del manto las hifas ingresan al apoplasto, que es el espacio extracelular periférico
a la membrana plasmatica de las céelulas de las raices. Es ahi 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). Ademas, 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. Representacion grafica e imagenes de microscopia electronica 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 interaccion 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 arbol suministra al
hongo ectomicorricico hasta el 30% de los carbohidratos derivados de la fotosintesis 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). Asi, en esta asociacion se da un
intercambio constante de nutrientes y sefiales quimicas, lo cual optimiza el crecimiento
de ambos interactuantes y la salud de los arboles al mejorar su nutricion mineral,
fortalecer sus defensas (Wallander et al. 2001; Franklin et al. 2014), facilitar la
captacion de agua y de otros nutrientes de baja disponibilidad (Plassard y Dell 2010),
asi como incrementar su tolerancia a la desecacion (Lehto y Zwiazek 2011) y a altas
concentraciones de metales pesados (Luo et al. 2014).

Aunque la gran mayoria de los hongos ectomicorricicos forman estructuras
simbioticas similares e intercambian los mismos nutrientes con sus hospederos, su
diversidad fenotipica es amplia. Por ejemplo, hay mucha variacién en cuanto a la
morfologia, anatomia, fisiologia, rango de especies hospederas, beneficio nutricional,
especializacién ecoldgica y caracteristicas de crecimiento (Brundett 2002; Peterson y
Massicotte 2004; Smith y Read 2008; Clemmensen et al. 2015; van Der Heijden et al.
2015). Esta variabilidad fenotipica se explica en parte por la evolucién independiente y
en numerosas ocasiones de las ectomicorrizas, tanto en plantas (mas de 18 veces en

angiospermas; Koele et al. 2012) como en hongos (78-82 veces; Tedersoo y Smith
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2017) vy, estd intimamente ligada con la forma en que cada especie de hongo
ectomicorricico establece y mantiene sus interacciones simbioticas (Hibbett et al. 2000;
Martin et al. 2016; Tedersoo y Smith 2017; Miyauchi et al. 2020).

2.3 Genética y desarrollo de la simbiosis ectomicorricica

Tipicamente, la formacion de la ECM involucra cuatro pasos fundamentales: i) el
reconocimiento del simbionte mediante el intercambio pre-simbidtico de sefiales
difusibles y volatiles; ii) la adhesién inicial del simbionte a las células vegetales y la
evasion de las defensas de la planta, iii) la agregacion 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 vias de sefializacion en las que la pérdida o alteracion de
cualquiera de las sefiales involucradas, puede impedir o bloguear la simbiosis (Plett y
Martin 2018). Este complejo sistema de comunicacion quimica entre la planta y el
hongo est4 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 arboles
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 categorias funcionales que controlan el
procesamiento de informacion, el metabolismo, las reacciones de 6xido-reduccion
(REDOX) y el almacenamiento y transporte de nutrientes estan regulados
positivamente en todas las interacciones ectomicorricicas estudiadas hasta ahora
(Kohler et al. 2015), cada especie de hongo ectomicorricico expresa un conjunto
distinto de genes asociados a simbiosis, involucrados en dichos procesos (Martin et al.
2016). Una gran proporcion de estos genes estan presentes como ortologos en los
genomas de hongos de pudricion café y blanca. Es decir, algunos genes de hongos de
vida libre cumplen funciones simbiéticas en los hongos ectomicorricicos, lo que sugiere

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

El secretoma fdngico se compone de numerosas categorias de proteinas que incluyen
lipasas, proteasas, Carbohydrate-Active enZymes (enzimas CAZ), SSP y proteinas de
funcion desconocida (Alfaro et al. 2014). Las enzimas CAZymes, proteasas y lipasas
son enzimas que participan en la degradacion de moléculas complejas (p. ej.
lignocelulosa y proteinas) y participan en la adquisicién de nutrientes a partir de
biomasa viva o muerta (Baldrian et al. 2011; Eastwood et al. 2011; Zhao et al. 2014).
Otras proteinas secretadas, como las lectinas, carecen de actividad catalitica y su
funcion es dar especificidad por el sustrato (Giollant et al. 1993; Peumans y van Damme
1995) desempefiando 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 proteinas tienen funcion de adhesion 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 proteinas de unién a quitina, protegen al hongo de las
defensas de las plantas y pueden constituir objetivos para la deteccidén temprana de
patdgenos (van den Burg et al. 2006; Kamoun 2006; Ellis et al. 2009; Stergiopoulos y
de Wit 2009; Kale 2012; Stotz et al. 2014). La mayoria de las proteinas secretadas al
espacio extracelular siguen una ruta predeterminada que implica su paso por el reticulo
endoplasmatico (RE), desde donde son conducidas al complejo de Golgi,
especificamente a la region cis-Golgi y a la red trans-Golgi, en donde son maduradas e
internalizadas en vesiculas de secrecion que se fusionan con la membrana plasmatica
(ver Apéndice A) (Viotti 2016; Owji et al. 2018). El destino, la ruta de transporte y la
eficiencia de secrecion de estas proteinas depende de la presencia de péptidos cortos en

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

2.3.2 Mycorrhiza-induced Small Secreted Proteins (MiSSP)

Las SSP son proteinas importantes en la comunicacion molecular entre los hongos
ectomicorricicos 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 especificamente durante la
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interaccion 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 proteinas efectoras pequefias (de menos de 300 aminoacidos) con un péptido sefal,
que pueden translocarse en compartimentos especificos de las células hospederas (Plett
et al. 2011) o residir en la interfaz simbiotica (Pellegrin et al. 2019). Estas proteinas
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 sintesis
de MISSP en el hongo esta regulada por la identidad de la planta hospedera (Plett et al.
2014; Doré et al. 2015) y, aunque sus funciones aun se estan determinando, se presume
que las MiSSP regulan la expresion de algunas de las proteinas del hospedero y/o que
actlian sobre vias de sefializacion de la hormona del crecimiento, reestructurando asi la
raiz y las células del hospedero (tanto anatémica como transcripcionalmente), lo que
contribuye a construir una nueva interfaz simbidtica apoplastica (Veneault-Fourrey y
Martin 2011).

La secuenciacion del genoma completo del hongo ectomicorricico Laccaria
bicolor facilito la identificacion de moléculas involucradas en la interaccion
ectomicorricica (Martin y Selosse 2008; Kuo et al. 2014). En el genoma de este hongo
se identificaron genes que codifican para mas de 2,900 proteinas secretadas, de las
cuales el 10% corresponden a SSP (Martin et al. 2008). Ademaés, su perfil de
transcripcion mostro que mas de 50 genes codifican para MiSSP (Martin et al. 2008).
De entre las MiSSP para las que codifican algunos genes de L. bicolor so6lo tres han
sido descritas como efectores en la interaccion ectomicorricica y caracterizadas
funcionalmente: MiSSP7 (Plett et al. 2011, 2014), MISSP7.6 (Kang et al. 2020) y
MiSSP8 (Pellegrin et al. 2019). La MiSSP7 interactia con la via de sefalizacion
mediada por acido jasmonico, de manera que bloquea las respuestas de defensa de la
planta y permite la penetracion del hongo al espacio intercelular de las células corticales
(Plett et al. 2014). La MiSSP7.6 es secretada en la interfaz simbidtica, donde se une a
los reguladores de Trihelix en los nucleos de las células vegetales y regula la expresion
de los genes de respuesta inmune del hospedero (Kang et al. 2020). Finalmente, la
MiSSP8 esta relacionada con los primeros pasos de la colonizacion y regula la
agregacion de hifas, influyendo asi en la formacion 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, estéa en discusion
si puede ser considerada una proteina efectora debido a que no altera directamente

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

2.3.3 Prediccion de péptidos efectores

Los criterios fundamentales para ajustarse a la definicion de proteinas efectoras
secretadas incluyen: (a) un péptido sefial N-terminal; (b) la ausencia de dominios
transmembranales; (c) ausencia de sitios de anclaje de glicosil fosfatidil inositol (GPI);
(d) ausencia de sefiales de localizacién prevista para dirigir la proteina a las
mitocondrias u otros organelos intracelulares y (e) un tamafio pequefio (menor a 300
aminoacidos) (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
prediccion de estas caracteristicas con base en la secuencia de aminoacidos de las
proteinas y que, por lo tanto, podrian ser Utiles para la prediccion de las proteinas
efectoras secretadas (Min 2010). Sin embargo, hay caracteristicas adicionales que
deberian considerarse para hacer predicciones mas precisas. Las proteinas que tienen
péptidos sefial no se secretan sistematicamente, ya que algunas de ellas pueden estar
ancladas en el RE debido a la sefial hidréfoba en el extremo C terminal o a la presencia
de uno 0 mas dominios transmembranales (TM). De manera similar, las proteinas con
anclas de GPI permanecen insertadas en la membrana, ya que tienen glicolipidos
adheridos al extremo C-terminal (Petersen et al. 2011). Por lo tanto, para un mejor
analisis del secretomay, en particular de las proteinas efectoras secretadas, es necesario
incluir en los algoritmos el reconocimiento de sefiales de anclaje a membrana, anclajes
de GPI, péptidos de transito de plastidos, peptidos sefial y dominios TM (Sonah et al.
2016). Para aplicar diferentes criterios especificos a dichas proteinas, se debe utilizar
varias herramientas computacionales de manera sisteméatica. ElI uso secuencial de
diferentes herramientas para obtener el resultado deseado se conoce como pipeline o
protocolo analitico y la literatura ofrece una amplia gama de ellos para la identificacion

de proteinas efectoras secretadas (Min 2010; Sonah et al. 2016).

14



Existen protocolos especificos para hongos, asi como estudios de validacion de
estas herramientas que recomiendan su uso en ciertas combinaciones. Por ejemplo, para
la prediccidon de péptidos sefial, Min (2010) sefiala que utilizar la herramienta predictora
de localizacion sub-celular de proteinas WolfPsort (Horton et al. 2007;
https://www.genscript.com/wolf-psort.html)  en  conjunto con  TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/) para predecir la topologia de las proteinas,
o0 bien de SignalP (v4.0 Petersen et al. 2011) que predice la presencia de péptidos sefial,
junto con TMHMM, lleva a resultados de mayor precision. Constantemente se
actualizan los algoritmos y programas para la prediccion de SSP, por lo que incluir los
métodos y versiones mas actuales permite obtener resultados mas 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 distribucion amplio que forma asociaciones ectomicorricicas
con numerosas especies de arboles alrededor del mundo, muchos de ellos de
importancia econémica (Kropp y Mueller 1999). Se han inferido 116 especies en 30
paises 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 distribucion
y cantidad de hospederos (Mueller y Strack 1992; Brun et al. 1994; Osmundson et al.
2005; Finlay 2008; Wilson et al. 2017). Sin embargo, esta 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 ectomicorricica
(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 arboles (i.e. Pinus, Pseudotsuga,
Betula, Quercus, entre otros) con fines de reforestacion (Gibson y Deacon 1988;
Mortier et al. 1988; Dixon y Johnson 1992; Onwuchekwa et al. 2014; Parladé y Alvarez
1993; Sudhakara y Natarajan 1997; Zadworny et al. 2004). Aunque la mayoria de las
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especies del género se consideran buenas candidatas para la micorrizacion (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-
Hernandez et al. 2010), y cuya caracteristica morfologica principal es el arreglo
perpendicular de las hifas de la cuticula, conocida como tricodermo (Mueller 1984;
Osmundson 2003) (Fig. 2).

Figura 2. Esporomas de Laccaria trichodermophora en La Malinche, Tlaxcala. Fotografia:
Ramirez-Terrazo y Angeles-Argaiz (Angeles-Argéiz 2022).

Se distribuye en el sureste de Estados Unidos y México y ha sido introducida a
Centro- y Sudameérica (Mueller y Strack 1992; Kropp y Mueller 1999). En México se
ha reportado en la Faja VVolcanica 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 asociacion in vitro
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(Galindo-Flores et al. 2015; Lopez-Gutiérrez et al. 2018; Rodriguez-Gutiérrez et al.
2019; Flores-Almaraz 2020). También se le ha encontrado fuera de su area de
distribucion 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 jovenes como hospederos, sus adaptaciones
fisioldgicas a suelos pobres en nutrientes y su abundante produccion de esporomas lo
hacen una especie valiosa a nivel ecolégico y un bioinoculante potencial en programas

de reforestacion de pinos (Angeles-Argaiz et al. 2020).

3.3 Variacion intraespecifica en Laccaria

Como es lo esperado, dentro del género Laccaria se ha reportado variacion genética
interespecifica e intraespecifica. 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). Ademas, se ha comprobado que la identidad de la cepa de L. bicolor es
determinante en aspectos como su crecimiento micelial in vitro y el desempefio de las
plantas inoculadas con este hongo (Di Battista et al. 1996); e incluso se reportd
variacion en la composicion de sus genes codificantes de hidrofobinas (Plett et al.
2012). Esto corresponde con el conocimiento cléasico referente a la importancia de la
identidad de la cepa en el fenotipo de practicamente cualquier especie microbiana,
exceptuando al de las clonas dentro de la especie (Hazard et al. 2017a, b).

Ademas de lo reportado para Laccaria, la variacion genética intraespecifica
detectada en otros géneros de hongos ectomicorricicos, como Amanita, Hebeloma y
Pisolithus, impacta en su capacidad para obtener N de fuentes organicas (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 investigacion de las diferencias intraespecificas, en particular a nivel de los genes
involucrados en la ECM (Plett et al. 2020), ya sea en términos de su variacion alélica o

de su presencia en el genoma flangico.

3.3.1 Variabilidad intraespecifica en Laccaria trichodermophora

Los ensayos experimentales con diferentes cepas de L. trichodermophora han

demostrado que existen diferencias intraespecificas en cuanto a su capacidad de
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colonizacidn de raices (Flores-Almaraz 2020). De las cuatro cepas estudiadas, sélo L.
trichodermophora CA15-F10 desarroll6 ectomicorrizas maduras y abundantes. Dichas
diferencias podrian deberse a las condiciones luminicas (Trocha et al. 2016), el tiempo
de desarrollo de la interaccion, el mantenimiento y subcultivo de los hongos
ectomicorricicos in vitro (Thomson et al. 1993; Di Battista et al. 1996), el tipo de
inéculo utilizado, la cantidad de biomasa producida por los hongos ectomicorricicos
(Angeles-Argaiz et al. 2020) y el origen geografico de los simbiontes (Rodriguez-
Gutiérrez et al. 2019). Sin embargo, también podrian estar influenciadas por el
contenido de genes relevantes para el establecimiento y mantenimiento de la interaccion
(Hedh et al. 2009; Angeles-Argaiz 2022).

3.4 Péptidos efectores en la simbiosis con Laccaria trichodermophora

La secuenciacion del genoma completo de L. bicolor facilitd la identificacién de
proteinas efectoras (Martin y Selosse 2008; Kuo et al. 2014). Los datos genémicos mas
recientes sefialan que dentro del género Laccaria se codifican alrededor de 367 SSP
(Angeles-Argaiz 2022). Por su parte, los datos genomicos de L. trichodermophora
indican que existe diversidad intraespecifica en el contenido de péptidos efectores
(Angeles-Argéiz 2022). Los genomas de las cuatro cepas de L. trichodermophora
analizadas hasta ahora codifican entre 595 y 1,730 proteinas secretadas (SP), de las
cuales entre 130 y 252 fueron predichas como peptidos efectores y, de éstos, entre 58 y
121 no se localizan en el apoplasto. Estos Gltimos podrian ser secretados al interior de
la célula vegetal (Angeles-Argaiz 2022) y tratarse de MiSSP potenciales. La mayoria
de los péptidos efectores no apoplasticos corresponden a genes exclusivos entre cada
una de las cuatro cepas estudiadas. La cepa CA15-F10 contiene el mayor nimero de
péptidos efectores no apoplasticos tnicos (56) y la cepa EF-36 el menor (21) (Angeles-
Argéaiz 2022). No se identificd relacion entre el contenido genémico general de SSP y
la capacidad colonizadora de las cepas de L. trichodermophora; por lo que la identidad
de las SSP, mas que su cantidad, podria influir en dicha capacidad (Flores-Almaraz
2020).

4. Justificacion

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

influye en la diversidad y estabilidad de estos, asi como en la salud, productividad y
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sostenibilidad de los bosques. Esta asociacion puede ser utilizada en la reforestacién
y/o restauracion de los ecosistemas forestales. Debido a que parte de la variacion
intraespecifica de los hongos ectomicorricicos, en terminos del desarrollo de la
simbiosis (i.e. capacidad colonizadora e interaccion del hongo con distintos
hospederos), esté relacionada con el contenido genémico de moléculas involucradas en
la interaccién, es importante estudiar la abundancia e identidad de este tipo de
moléculas en estos hongos. Algunas de estas moléculas son las MiSSP, pequefias
proteinas secretadas que ejercen un efecto sobre los hospederos, inducidas
especificamente durante la interaccion. En el presente estudio se predijeron y
cuantificaron las MiSSP de L. trichodermophora usando herramientas bioinformaticas.
Las predicciones son relevantes para la identificacion de los genes simbidticos que
codifican para estas proteinas, para el estudio de las relaciones de homologia entre
dichas proteinas, asi como para la identificacion de la relacion entre la cantidad de
MiSSP de L. trichodermophora y aspectos del desarrollo de su simbiosis.

5. Preguntas de investigacion

1. ¢Es posible predecir eficientemente proteinas MiSSP con base en caracteristicas

especificas de sus secuencias de aminoacidos?

2. ¢Existe variacion intraespecifica en el numero de MiSSP de Laccaria

trichodermophora inferidas bioinformaticamente?

6. Objetivos
General

Predecir y cuantificar las proteinas MiSSP potenciales de Laccaria trichodermophora

usando protocolos bioinformaticos.

Particulares

1. Buscar MiSSP de L. bicolor, en los genomas de L. trichodermophora, L. bicolor y
L. amethystina mediante alineamientos locales.

2. Generar protocolos especificos para la prediccién de MiSSP a partir de su secuencia
de aminoacidos Yy, evaluar su eficiencia con base en su capacidad para identificar
MiSSP conocidas.

19



3. Usar los protocolos generados para determinar la variacion de MiSSP predichas
bioinformaticamente entre cepas de L. trichodermophora.

4. Evaluar el efecto de utilizar distintos métodos de prediccién de genes para la
obtencion de los archivos de aminoacidos que son utilizados para la prediccion de
proteinas MiSSP.

7. Hipotesis
Debido a que los protocolos generados predicen caracteristicas especificas y distintivas

de las proteinas efectoras secretadas, estos seran 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
prediccion diferentes, es posible que alguno sea mas eficiente para la identificacion de
MiSSP.

Por otro lado, dada la variacion intraespecifica reportada experimentalemente
entre cepas de L. trichodermophora y su posible relacion con el contenido genémico
de moléculas inducidas durante la simbiosis, se espera encontrar variacion

intraespecifica de las proteinas MiSSP predichas bioinforméaticamente entre cepas.

8. Métodos

8.1 Disefio metodologico

Se realizaron los siguientes analisis (Fig. 3) en el orden indicado, con la intencion de
analizar y utilizar los genomas de Laccaria en los protocolos bioinfomaticos de
prediccion, anotacion y cuantificacion de péptidos, para posteriormente evaluar la
eficiencia de dichos protocolos y su posible relacidn con caracteristicas (p. ej. calidad)

de los genomas empleados.

a. Evaluacion de calidad de los ensambles gendmicos.

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

género.
c. Prediccion, anotacion y cuantificacién de MiSSP potenciales.
d. Evaluacion de la eficiencia de los protocolos analiticos.

e. Evaluacion del efecto de los protocolos de prediccion de genes en la prediccion de

MIiSSP potenciales.
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Evaluacion de calidad
QUAST

Busqueda de MiSSP en genomas
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Prediccion y anotacion de MiSSP l BLAST ]

con dos protocolos analiticos

|. Evaluacion del efecto de los
protocolos de prediccion de

Figura 3. Diagrama general del disefio metodoldgico. Se presentan enmarcados en color verde
los andlisis realizados con genomas de Laccaria (ensambles gendémicos y/o archivos de
secuencias de aminoacidos), en color amarillo los que se realizaron a los archivos de secuencias
de aminoécidos, y en color azul aquellos que se realizaron sobre los resultados de los protocolos

analiticos.

Los codigos creados para la realizacion de cada analisis pueden encontrarse en el

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

8.2 Ensambles gendmicos y archivos de aminoacidos 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 Sistematica y Ecologia de micorrizas del Instituto de Biologia de
la UNAM, mientras que los de las especies restantes fueron obtenidos de las bases de
datos puablicas NCBI  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) y JGI Mycocosm

(https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm/home) (Tabla 1).
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Tabla 1. Genomas de las cepas de Laccaria analizadas con sus respectivas tecnologias de secuenciacion, métodos de prediccién de genes y parametros de calidad obtenidos con QUAST tales como N50 que
hace referencia a la longitud minima de un grupo de contigs que sumados acumulan el 50% de la longitud total del ensamble, L50 que representa el nimero 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 nimero de contigs. Los genomas de L. trichodermophora fueron secuenciados y ensamblados por el laboratorio de
Sistematica y Ecologia de Micorrizas (Angeles-Argéiz 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 nimero de acceso GCA_000827195.1 y, el de las restantes especies y cepas lo fueron de JGI Mycocosm.

Longitud N
E . Tecnologia de total No. de NS0 150 promedio
SPECIEs Cepas secuenciacion contigs por 100
(Mpb) (kpb) xoh
p
L. amethystina LaAM-08-1 Illumina gDNAs 52.22 4,756 121 111 8641.11
L. amethystina LaAM-08-1v2.0 Illumina gDNAs 52.6 1,299 122 112 1940.25
L. bicolor 81306 v1.0 IHlumina gDNAs 50.95 946 195 74 4740.79
L. bicolor CBS 594.89v1.0 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 8238N\;T%2XH70 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 DR170v1.0 Hlumina 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 S2380 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 93-12v1.1 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 Hllumina MiSe; 76.04 34,147 4 4809 97.97
Illumina NextSeq
L. trichodermophora CA15-75 Illumina MiSeg; 82.64 29,046 5 3932 140.46
Illumina NextSeq
L. trichodermophora CA15-11 Hllumina MiSeq; 111.9 876 241 133 349.37
Illumina NextSeq
L. trichodermophora EF-36 Illumina MiSeg; 59.06 77 1464 12 91.36

Illumina NextSeq
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Para la busqueda de MiSSP conocidas de Laccaria bicolor en ensambles gendmicos y
secuencias de aminoacidos de Laccaria, se utilizaron los mismos 21 genomas
previamente descritos (Tabla 1), cada uno con sus respectivos archivos de aminoacidos
predichos. Los archivos de secuencias de aminoacidos de L. trichodermophora fueron
predichos por Angeles-Argaiz (2022) utilizando el software AUGUSTUS (Stanke y
Morgenstern 2005) con su método de prediccidon ab initio, es decir, basado Unicamente
en la informacién 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 estan disponibles en la base de datos publica NCBI
(ver Apéndice B).

Para la prediccion y anotacion de MiSSP potenciales, se utilizaron los mismos
21 archivos con secuencias de aminoacidos que corresponden a cada una de las 21 cepas
de las tres especies de Laccaria, generados por NCBI con métodos de prediccién
basados en la combinacién de busqueda de homologia con modelado ab initio (Sayers
et al. 2022). Ademas, se incluyeron tres archivos de aminoacidos 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 Sistematica y Ecologia de micorrizas del Instituto de Biologia de la
UNAM (Angeles-Argdiz 2022) para la prediccion de las proteinas de L.
trichodermophora. Por lo tanto, se ocup0 un total de 24 archivos con secuencias de
aminoéacidos, predichos con metodologias diferentes, con la intencion de evidenciar el
efecto de los protocolos de prediccion de genes y proteinas sobre la deteccion de MiSSP

que aqui se presenta.

8.2.1 Evaluacion de calidad de los ensambles gendmicos

Se evalu6 la calidad de los genomas mediante la herramienta QUAST (v5.0.2)
(Mikheenko et al. 2018). QUAST genera varias métricas basadas en el nimero y
tamarfio de los contigs que componen a los ensambles gendmicos (Gurevich et al. 2013).
Los valores de N50 y N75 hacen referencia a la longitud minima de un grupo de contigs
gue sumados acumulan el 50 0 75% de la longitud total del ensamble, respectivamente.

A su vez, los valores de L50 y L75, representan el nimero del contigs correspondiente
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a N50 o N75, respectivamente, al ordenarlos por su longitud de mayor a menor. Otros
descriptores empleados son el tamafio del contig mayor, el promedio de bases no
asignadas (N) por 100 kilopares de bases (kpb), el porcentaje de GC y el tamafio total
del ensamble (Gurevich et al. 2013; Mikheenko et al. 2018). En general, en relacién
con su longitud total los ensambles de mejor calidad presentan nimeros de contigs
bajos, el tamafio de su contig mas largo es alto y tienen pocas N, lo que se interpreta
como una menor fragmentacion del ensamble, menor probabilidad de errores en la
asignacion de bases y en el nimero 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 nimero de ellos para cubrir el ensamble

gendmico (Gurevich et al. 2013).

8.2.2 Busqueda de MiSSP mediante BLAST

Para atender el objetivo particular | “Buscar MiSSP de L. bicolor, en los genomas de L.
trichodermophora, L. bicolor y L. amethystina mediante alineamientos locales” se
realizo la busqueda 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
parametros de 99% de porcentaje de identidad y un valor E (e-value) de 0.0001. Esta
herramienta hace alineamientos locales entre secuencias de nucledtidos o de
aminoacidos y calcula la significancia estadistica de las coincidencias (Altschul et al.
1990). Se usaron las funciones de busqueda tblastn (translated BLAST) y blastp
(protein-protein BLAST). La funcién tblastn permite comparar secuencias de
aminoacidos contra bases datos de nucle6tidos traducidos a aminoacidos, mientras que
blastp permite comparar secuencias de aminodcidos contra bases de datos de
aminoacidos (Altschul et al. 1990). Es decir, se buscaron las MiSSP usando sus
secuencias de aminodacidos, tanto en los ensambles gendmicos (usando secuencias de
nucledtidos traducidos) como en las predicciones realizadas a partir de los propios
ensambles (usando predicciones previas de las secuencias de aminoacidos) y se
registraron el numero de secuencias coincidentes u homdlogas detectadas para cada
MIiSSP, y el nimero de MiSSP para las que se encontré al menos una coincidencia o
secuencia homdloga. Para evaluar la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre especies, se utilizo 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 Prediccion y anotacion de potenciales MiSSP

Con el fin de atender los objetivos particulares 2 “Generar protocolos especificos para
la prediccion de MiSSP a partir de su secuencia de aminoacidos y, evaluar su eficiencia
con base en su capacidad para identificar MiSSP conocidas” y 3 “Usar los protocolos
generados para determinar la variacion de MiSSP predichas bioinformaticamente entre
cepas de L. trichodermophora” se realizd la prediccion de proteinas efectoras
secretadas para cada una de las 21 cepas de Laccaria utilizando dos protocolos
bioinformaticos personalizados (Fig. 4). En ambos protocolos se evaluaron criterios
estructurales (presencia de péptido sefial y dominios transmembranales) y de
localizacion apoplastica o nuclear. Se evalud la existencia de diferencias
estadisticamente 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).

Filtrado de péptidos efectores por criterios de localizacion

PROTOCOLO 1
' -
* LOCALIZER | péptidos efectores de
| localizacion nuclear | == 3\ localizacion nuclear
S -~ \ EffectorP / ....... 2
Deteccion de Filtrado de profeinas secretadas por r i | proteinas efectoras |\ péptidos fectores e *
éptido seii iteri * ApoplastP " o —r —
péptido seiial criterios estructurales ‘ l?f’P a3 » | | Jocalizacién apopEistica |
—— — i — — — — - S\ localizacion apoplastica ,
i . ' _ N — — - =
! Signalp | »! TMHMM - ScanProsite tool

L dominios localizacion en PROTOCOLO 2
I péptido seiial I lHﬂDSnl?ﬂlblﬂﬂﬂleS Ieﬁculoendoplésmimj

\ (- o —— (_ b ot —n )
s TTmrTm T T T T i WoltPsort | © EffectorP | péptidos efectores de
| Tocalizacion nuclear -’l proteinas efectoras I localizacion nuclear

Fm—— DDA e my ey
WolfPsort | * ApoplastP "+ EffectorP * péptidos efectores de

| localizacion extraceular « Lloca]jzacidn apoplésﬁcal proteinas efectoras J localizacidn apoplistica

— e — P p— * —— — —

Figura 4. Protocolos analiticos para la prediccion de MiSSP efectoras potenciales de
localizacion nuclear y apoplastica. 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
localizacidn sub-celular de las proteinas. Enmarcados en color verde se indican los resultados
obtenidos con cada protocolo. La linea continua sefiala péptidos nucleares y la discontinua
péptidos apoplasticos. Las lineas rojas indican el orden de utilizacién de los distintos programas
en cada protocolo de prediccion.
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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 localizacion apopléstica y nuclear fueron
distintos para cada protocolo o se utilizaron en diferente orden (Fig. 4). Ambos
protocolos utilizaron secuencias de aminoacidos como datos iniciales, predichos por
Angeles-Argaiz (2022) para el caso de L. trichodermophora y, descargados de NCBI
(https//www.ncbi.nlm.nig.gov) 0 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/servicess TMHMM/) y ScanProsite tool (Duvaud et al. 2021;
https://prosite.expasy.org/scanprosite/). Para el protocolo 1 se usaron, ademas,
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 excepcion de WolfPsort v0.2 (Horton
et al. 2007; https://www.genscript.com/wolf-psort.ntml), que fue usado en lugar de
LOCALIZER para la prediccion de péptidos nucleares y como una herramienta
adicional para la prediccion de péptidos apoplésticos.

En ambos protocolos, para el filtrado por criterios estructurales, primero se
tamizaron los archivos de predicciones de secuencias de aminoacidos con SignalP para
la deteccion de proteinas con péptidos sefial de secrecién; es decir, de proteinas
secretadas. Se utilizaron los valores de cutoff pre-establecidos como “sensibles”, €s
decir, aquellos con los que el programa discrimina con una alta especificidad a las
secuencias secretoras de las no secretoras (v5.0; opcidn eucariota; Almagro et al. 2019).
SignalP v5.0 detecta la presencia de péptidos sefial y la ubicacion de sus sitios de
escision con base en la arquitectura de redes neuronales recurrentes y convolucionales
profundas (Almagro et al., 2019). Dicha arquitectura de red es mas adecuada para
reconocer motivos de secuencia de longitud variable que las redes neuronales de
alimentacion directa tradicionales de versiones anteriores de SignalP.

Posteriormente se filtraron proteinas transmembranales con TMHMM v2.0,

utilizando  los  parametros  predeterminados (Melén et al. 2003;
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http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/). TMHMM es un método de prediccién de
topologia de proteinas de membrana basado en un modelo oculto de Markov (HMM)
(Krogh et al. 2001). Predice hélices transmembranales e identifica regiones que
componen a las proteinas de membrana (i.e. la regién terminal de las hélices, la region
media de las hélices, regiones cercanas a la membrana y dominios globulares), por lo
que discrimina entre proteinas solubles y de insercién en membrana con un alto grado
de precision. ElI programa TMHMM es muy adecuado para la prediccion de hélices
transmembranales porque incorpora restricciones gramaticales (las proteinas de
membrana helicoidal siguen una “gramatica” en la que los bucles citoplasmaticos y no
citoplasmaticos tienen que alternarse), de hidrofobicidad, de sesgo de carga
(abundancia de residuos con carga positiva en la parte de la secuencia en el lado
citoplasmatico) y de longitudes de hélice en su modelo (Durbin et al. 1998; Krogh et
al. 2001).

En ambos protocolos, como altimo paso de evaluacion de criterios estructurales,
se filtraron proteinas que residen permanentemente en el lumen del RE utilizando el
programa ScanProsite tool (Duvaud et al. 2021,
https://prosite.expasy.org/scanprosite/). Las proteinas que residen permanentemente en

el lumen del RE se distinguen de las proteinas 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 sefial comin a muchas especies, algunas presentan variantes
en esa sefial (ver Apéndice C), por lo que ScanProsite tool detecta cualquier variante
de la secuencia KDEL (numero de acceso de prosite “PS00014”) de su base de datos
(PROSITE; https://prosite.expasy.org/).

Para el filtrado por localizacion sub-celular se siguié una metodologia diferente
para cada protocolo. Con el protocolo 1 se predijeron las proteinas que se dirigen a los
nucleos celulares vegetales utilizando el programa LOCALIZER v1.0.5 (Sperschneider
et al. 2017; https://localizer.csiro.au/). LOCALIZER es un método de aprendizaje
automatico que predice la localizacién sub-celular de proteinas vegetales y de efectores
de microorganismos patdgenos en la célula vegetal (Sperschneider et al. 2017). Para
ello, utiliza una coleccidn de sefiales de localizacion nuclear (NLS, por sus inicales en
inglés Nuclear Location Signals) y para la localizacion en cloroplasto y mitocondria
utiliza la prediccion de péptidos de transito (Sperschneider et al. 2017). También se

predijeron las proteinas de localizacidn potencial en el apoplasto mediante el uso del
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programa ApoplastP v2.0 (Sperschneider et al. 2018; https://apoplastp.csiro.au/).
ApoplastP busca secuencias enriquecidas con acido glutdmico y en aminoacidos acidos,
pequefios y cargados, que son caracteristicas para la localizacién apoplastica
(Sperschneider et al. 2018).

Por otro lado, con el protocolo 2 se predijeron las proteinas de localizacion
extracelular y nuclear con el programa WolfPsort v0.2 (Horton et al. 2007;

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

clasifica a las proteinas en mas de 10 sitios de localizacion basdndose en motivos de
“sefial de clasificacion” y en caracteristicas correlativas de las secuencias, como el
contenido de aminoacidos (Horton et al. 2007). Esas caracteristicas se utilizan para
convertir secuencias de aminoacidos en vectores numericos que luego se clasifican con
el método del vecino mas cercano k-ponderado, lo que permite al programa seleccionar
solo las caracteristicas mas relevantes (Horton et al. 2007). Se estima una sensibilidad
y especificidad de alrededor del 70 % para localizacion en nlcleo, mitocondrias, citosol,
membrana plasmatica, extracelular y (en plantas) cloroplasto (Horton et al. 2007). A
continuacién, a partir de las proteinas clasificadas como extracelulares, se predijeron
aquellas con localizacion 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 proteinas predichas como de localizacién en el nucleo o de
localizacion apoplastica utilizando el programa EffectorP v2.0 (Sperschneider et al.
2015; https://effectorp.csiro.au/). EffectorP es un método de aprendizaje automatico
para la prediccion de efectores flngicos en secretomas. Esta entrenado con péptidos
efectores de hongos patdgenos, incluyendo a oomicetos fitopatdgenos. EffectorP toma
en cuenta la carga neta de la proteina, la longitud de su cadena, el contenido de cisteina

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

8.2.4 Evaluacion de la eficiencia de los protocolos analiticos

Para atender el objetivo particular 2 “Generar protocolos especificos para la prediccion
de MIiSSP a partir de su secuencia de aminoacidos y, evaluar su eficiencia con base en
su capacidad para identificar MiSSP conocidas” se realizo la busqueda 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
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programa BLAST 2.11.0+ (Altschul et al. 1990) con su funcion de blsqueda blastp
(protein-protein BLAST) local. La eficiencia se estim6 como la proporcion de MiSSP

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

8.2.5 Evaluacion del efecto de los protocolos de prediccion de genes

Para atender el objetivo particular 4 “Evaluar el efecto de utilizar distintos métodos de
prediccion de genes para la obtencién de los archivos de aminoacidos que son utilizados
para la prediccion de proteinas MiSSP” se comparé 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 aminoacidos predichos con métodos de busqueda de
homologia y ab initio de NCBI, contra los predichos para los archivos de secuencias de
aminoacidos generados por el laboratorio de Sistematica y Ecologia de micorrizas del
Instituto de Biologia de la UNAM con un método ab initio (AUGUSTUS, Stanke y
Morgenstern 2005). Se contd el numero de péptidos predichos en cada caso, se
graficaron los datos y se analizaron en busca de patrones de abundancia que nos
indicasen una relacion entre el método de prediccion de genes y la cantidad de MiSSP

potenciales.

9. Resultados

9.1 Calidad de los ensambles gendmicos de Laccaria

Los ensambles gendmicos de mejor calidad de acuerdo a la relacion tamafio del
ensamble genémico-numero 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).

29



1 20 Laccaria_amethystina_LaAM_08_1
/ Laccaria_bicolor_81306_v1
Laccaria_bicolor_CBS_559_96_v1
Laccaria_bicolor_CBS_594_89 v1
Laccaria_bicolor_D101_1

Laccaria_bicolor_DR170_v1

Laccaria_bicolor_S238N_93 12 v1 1

Laccaria_bicolor_S238N_H70_v1
Laccaria_bicolor_S238N_H82
Laccaria_bicolor_S238N_H82_H70_v1
Laccaria_bicolor_S238N_v1
Laccaria_bicolor_S2380_v1
Laccaria_bicolor_v2
Laccaria_trichodermophora_CA15_11

Tamafio del ensamble (Mbp)

Laccaria_trichodermophora_CA15_F10.
hora_EF_36.

Laccaria_trichodermop

0 4400 8800 13200 17600 22000 26400 30000

Numero de contigs

Figura 5. Relacion entre el tamafio de los ensambles genémicos analizados y el nimero 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
aminoacidos como base para las busquedas, hubo nimeros menores de MiSSP
identificadas y de hits en promedio, en comparacion con los analisis basados en
secuencias de nucledtidos traducidas a aminoacidos (ensambles gendmicos), con
excepcion de los pertenecientes a L. amethystina (Fig. 6).

En los ensambles gendmicos se encontraron coincidencias para practicamente
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
estadisticamente significativas (H = 3.18, p = 0.0817). En los archivos de secuencias
de aminoacidos 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, ee. = 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 nimero de hits registrados cuando se usaron los ensambles
genomicos el promedio no tuvo mucha variacion. El valor minimo fue de 123 (e.e =
7.5) para L. amethystina y el valor maximo fue de 244.4 (e.e. = 34.9) para L.
trichodermophora (Fig. 6B); mientras que los hits registrados usando los archivos de
predicciones de aminoacidos 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
gendmicos y los archivos de predicciones de aminoacidos, se observo un rango amplio
en los ensambles y uno muy estrecho en los archivos de predicciones de aminoacidos.
También se observo que, aunque L. trichodermophora obtuvo el valor més alto en los
ensambles gendmicos, registro el valor més bajo en los archivos de predicciones de
aminoacidos. Tanto para el nimero de hits registrados en ensambles genémicos como
en archivos de predicciones de aminoacidos, las diferencias entre especies fueron
estadisticamente significativas (H = 8.4, p = 0.0148 y H = 8.15, p = 0.0166

respectivamente).
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Figura 6. Promedio de MiSSP detectadas (A) y de hits registrados (B) en ensambles gendmicos
y archivos de secuencias de amino&cidos de Laccaria. La: L. amethystina; Lb: L. bicolor; Lt:
L. trichodermophora. Las letras que siguen a los guiones, G y P, corresponden a ensambles
genomicos Yy a archivos de predicciones de secuencias de aminoacidos, respectivamente. Las
lineas verticales corresponden al error estandar.

31



De las tres especies analizadas, L. trichodermophora es la que presenté mas
diferencias, medidas como la proporcion de diferencias entre las MiSSP detectadas y
hits registrados, entre ensambles gendmicos y archivos de secuencias de aminoacidos
(0.277 y 0.655 respectivamente) (Fig. 7).

BMISSP OHITS

— 0 I
=
=
g
‘L) 5]
= 02 r
&
o
a
o 04 f
2
=
0y 06
U

08 L

Laccaria amethystina Laccaria bicolor Laccaria trichodermophora

Especie

Figura 7. Cambio proporcional entre numero de MiSSP detectadas y numero de hits registrados
para ensambles genodmicos y archivos de secuencias de aminoacidos de las tres especies de
Laccaria analizadas. Laccaria trichodermophora presenté la mayor proporcién de cambio en
MIiSSP detectadas y hits registrados entre ensambles genémicos y archivos de predicciones de

secuencias de aminodcidos (0.277 y 0.655 respectivamente).

9.3 Prediccion de péptidos efectores del género Laccaria

El primer paso para la prediccion de péptidos efectores es la prediccion del secretoma.
Los genomas con mayor nimero de posibles proteinas secretadas fueron los de L.
bicolor con 1,075 proteinas en promedio (e.e. = 55.2), cerca del doble de las predichas
para los genomas de L. trichodermophora (667, e.e. = 92.0) y mas alto que las predichas
para los genomas de L. amethystina (883, e.e. = 151.9) (Fig. 8). El secretoma vario en
un rango entre 604 a 1,701 proteinas 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. Tamafio de los secretomas. NUmero de proteinas con péptido sefial 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 proteinas secretadas. Las lineas verticales
corresponden al error estandar.

Al filtrar proteinas de membranay de localizacion permanente en RE, L. bicolor
también presento el valor mas alto de proteinas secretadas con 859 proteinas 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 nimero de proteinas secretadas con
estas caracteristicas varia 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. Numero de proteinas secretadas predichas sin dominios transmembranales (TM) ni
localizacién 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 proteinas
secretadas predichas sin dominios transmembranales ni localizacion en RE. Las lineas
verticales corresponden al error estandar.

Para ambos protocolos, el nimero de proteinas secretadas predichas con

localizacion nuclear fue més alto para L. bicolor, con 148 (e.e. = 5.48) y 253 (e.e.
14.14) proteinas en promedio respectivamente, seguido de L. amethystina (126, e.e. =
15.4y 209.6, e.e. =46.4) y finalmente de L. trichodermophora (100, e.e. = 14.9; y 171,
e.e. = 16.3) (Fig. 10A). EI numero de proteinas de secrecién predichas de localizacion
nuclear vario entre 103y 190 para L. bicolor con el primer protocolo, y entre 133 y 368
con el segundo; para L. amethystina vari6 entre 96 y 147 con el protocolo 1y entre 117
y 259 para el segundo; finalmente para L. trichodermophora vari6 entre 77 y 144 con

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

El nimero de proteinas secretadas predichas con localizacion apoplastica
también fue mas alto para L. bicolor con ambos protocolos, contabilizando 473.9 (e.e.
= 27.4) y 228.8 (e.e. = 15.2) proteinas en promedio respectivamente; seguido de L.
amethystina (351.0, e.e. = 61.0 y 168.3, ee. = 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 nimero de
proteinas secretadas predichas de localizacion apoplastica vario 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 vario entre 221 y 420 con el protocolo 1y entre 114 y 197 con el
segundo; finalmente para L. trichodermophora varié entre 196 y 376 con el primer
protocolo, y entre 106 y 195 con el segundo (Fig. 10B).
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Figura 10. Numero de proteinas secretadas de localizacion nuclear (A) y apoplastica (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 proteinas secretadas predichas con los protocolos 1 y 2. PSN1: proteinas
secretadas de localizacion nuclear predichas con el protocolo 1; PSN2: proteinas secretadas de
localizacion nuclear predichas con el protocolo 2; PSAL: proteinas secretadas de localizacion
apoplastica predichas con el protocolo 1: PSA2: proteinas secretadas de localizacion
apoplastica predichas con el protocolo 2. Las lineas verticales corresponden al error estandar.

El nimero de proteinas secretadas predichas como péptidos efectores con
localizacion nuclear también fue mas alto para L. bicolor con ambos protocolos,
contabilizando 18.6 (ee. = 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, ee. = 195) y
finalmente de L. trichodermophora (11.0, e.e. = 2.1y 31.8, e.e. = 6.9) (Fig. 11A). El
numero de proteinas secretadas predichas como péptidos efectores con localizacion
nuclear varié 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 vario entre 6 y 22 para el protocolo 1y
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entre 16 y 78 para el segundo; finalmente para L. trichodermophora vario entre 6 y 16
con el primer protocolo, y entre 19 y 47 con el segundo (Fig. 11A).

Finalmente, el nimero de proteinas secretadas predichas como péptidos
efectores con localizacion apoplastica también fue mas 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. = 27.7y 22.7, ee. = 5.8) y
finalmente de L. trichodermophora (53.8, e.e.=8.0 y 13.5, e.e. = 1.6) (Fig. 11B). El
namero de proteinas secretadas predichas como péptidos efectores con localizacion
apoplastica varid entre 37 y 64 para L. bicolor con el primer protocolo, y entre 11y 38
con el segundo; para L. amethystina vario entre 38 y 125 para el protocolo 1y entre 11
y 29 para el segundo; finalmente para L. trichodermophora vario entre 32 y 69 con el

primer protocolo, y entre 11 y 18 con el segundo (Fig. 11B).
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Figura 11. Ndmero de proteinas secrecion predichas como péptidos efectores de localizacion
nuclear (A) y apoplastica (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 1y 2. PSNE1:
péptidos secretados efectores de localizacion nuclear predichos con el protocolo 1; PSNEZ2:
péptidos secretados efectores de localizacion nuclear predichos con el protocolo 2; PSAEL:
péptidos secretados efectores de localizacion apoplastica predichos con el protocolo 1; PSAEZ2:
péptidos secretados efectores de localizacion apoplastica predichos con el protocolo 2. Las
lineas verticales corresponden al error estandar.

El porcentaje promedio de proteinas 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
estadisticamente significativas entre la cantidad de péptidos efectores predichos,
indistintamente de su localizacion 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 detect6 variacion interespecifica en el contenido de péptidos

efectores predichos.
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Figura 12. NUumero de proteinas 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 lineas verticales corresponden al error estandar.

Para las proteinas secretadas predichas como péptidos efectores de localizacion
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 mostré el mas bajo (1.6%) (ver Apéndice E). En el caso del
protocolo 2, L. bicolor es la especie que mostrd 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 localizacion nuclear y un
mayor numero promedio de péptidos efectores (50) para las tres especies analizadas.
Finalmente, con respecto a las proteinas secretadas predichas como péptidos
efectores de localizacion apoplastica y para los dos protocolos utilizados, L. bicolor
mostrd 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 localizacién apopléstica y un mayor

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

9.3 Prediccion de péptidos efectores en Laccaria trichodermophora

El mayor nimero de proteinas secretadas predichas fue el de la cepa CA15-F11 de
L. trichodermophora con 932 proteinas, seguida de la cepa CA15-F10 con 637
proteinas y finalmente las cepas CA15-75 y EF-36 con 587 y 512 proteinas
respectivamente (ver Apéndices E y F). Al filtrarse proteinas de membrana y de
localizacion permanente en RE, la cepa CA15-11 también presento el valor mas alto
con 731 proteinas, seguida nuevamente por la cepa CA15-F10 con 559 proteinas y de
las cepas CA15-75y EF-36 con 499 y 412 proteinas, respectivamente (ver Apéndices
EyF).

Independientemente del protocolo utilizado, el mayor nimero de proteinas
predichas como secretadas de localizacion nuclear y apopléstica, fue el de la cepa
CA15-11 con 173 (e.e.= 29.0) y 2855 (e.e.= 90.5) proteinas en promedio
respectivamente, seguida de la CA15-F10 con 140 (e.e.= 52.0) y 184.5 (e.e.= 75.5)
proteinas en promedio, de la CA15-75 con 118.5 (e.e.= 41.5) y 174.5 (e.e.= 68.5)
proteinas en promedio, y finalmente de la EF-36 con 110.5 (e.e.= 19.5) y 153 (e.e.=
43.0) proteinas en promedio.

Para el caso de las proteinas predichas como péptidos efectores de localizacion

nuclear, fue la cepa CA15-F10 la que presento un mayor nimero de proteinas 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 proteinas predichas como péptidos efectores de localizacion apoplastica,
las cepas CA15-F10 y CA15-75 fueron las que presentaron el mayor numero de
proteinas 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 nimero total de péptidos efectores predichos, la cepa CA15-F10
presentd los nimeros mas 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 Evaluacion de la eficiencia de los protocolos utilizados

De un total de 28 MiSSP disponibles en las bases de datos publicas y detectadas
previamente por RNA-seq para la cepa S238N-H82 de L. bicolor, se detecto la
presencia de 26 de ellas en el archivo de aminoacidos perteneciente a esta misma cepa.
De las 26 MiSSP detectadas en el archivo de aminoacidos, 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 localizacion nuclear y 6 de localizacion
apoplastica) utilizando el protocolo 1 (Fig. 13); por lo que la eficiencia del proceso de
filtrado es de 23.1% con respecto al archivo de aminoacidos, 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 localizacion nuclear y 2 de localizacion apoplastica)
(Fig. 13); por lo que la eficiencia del proceso de filtrado es de un 26.9% con respecto
al archivo de aminoacidos, 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 localizacion en
nucleo o apoplasto, de localizacion en nucleo o apoplasto, el protocolo 1 permitio
predecir mas MiSSP apoplasticas (Fig. 13), mientras que el protocolo 2 permitio

predecir mas MiSSP de localizacion en el nacleo (Fig. 13).
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Figura 13. Eficiencia del proceso de prediccion de péptidos efectores por cada protocolo con
base en el nimero 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 localizacion nuclear y apoplastica, respectivamente.

9.5 Evaluacion del efecto de los protocolos de prediccion de genes

En todos los casos se predijeron mayores nimeros de proteinas para los archivos de
aminoacidos disponibles en NCBI con respecto a los predichos para los archivos
obtenidos por nuestro grupo de investigacion en laboratorio de Sistematica y Ecologia
de Micorrizas (Fig. 14). El nimero de proteinas con péptidos sefial predichos, es decir
de proteinas secretadas (PS), fue cerca del doble en los archivos de aminoacidos
descargados de NCBI con respecto a las predichas en los archivos obtenidos por el
laboratorio de Sistemética y Ecologia de Micorrizas (Fig. 14); con 1,048 y 508 proteinas
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. Comparacion de la cantidad de proteinas secretadas predichas para una cepa de L.
amethystina y dos cepas de L. bicolor, usando distintos métodos de prediccion de genes. Donde
La LaAM_08_1 corresponde a la cepa LaAM-08-1 de L. amethystina, Lb_D101 v1 a la cepa
D101 v1.0de L. bicolor,y Lb_S238N_H82 a la cepa S238N-H82 de L. bicolor; y la terminacion
_lab indica a aquellas cepas cuyos archivos de aminoacidos fueron obtenidos con el método de
prediccion empelado en el laboratorio de Sistematica y Ecologia de Micorrizas, mientras que
los archivos de amino&cidos de las cepas sin dicha terminacién estan disponibles en la base de
datos publica de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) y fueron predichos con sus propios
métodos. En cuanto a las categorias de proteinas predichas, PS corresponde a protéinas
secretadas, RE (PS(TM/RE)) a proteinas de membrana que no se localizan permanente en el
RE, PSN1 y PSN2 a proteinas secretadas de localizacion nuclear predichas con el protocolo 1
y 2 respectivamente, PSA1 y PSA?2 a proteinas secretadas de localizacion apoplastica predichas
con el protocolo 1 y 2 respectivamente, PSNE1 y PSNE2 a péptidos efectores nucleares
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predichos con el protocolo 1y 2 respectivamente, y PSAEL y PSAE2 a péptidos efectores
apoplasticos predichos con el protocolo 1y 2 respectivamente.

El nidmero de proteinas secretadas que no corresponden a proteinas de
membrana y que no se localizan permanente en RE (PS(TM/RE)) también fue cerca del
doble en los archivos de aminoéacidos de NCBI con respecto a las predichas en los
archivos obtenidos por nuestro grupo de investigacion (Fig. 14); con 818 y 440
proteinas 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 nimero de proteinas secretadas predichas con localizacion nuclear
(PSN1/ PSN2), también fue mayor para los archivos de aminoécidos de NCBI con
respecto a los archivos obtenidos por nuestro grupo de investigacion,
independientemente del protocolo utilizado (Fig. 14). Sin embargo, el protocolo 2 fue
capaz de predecir un mayor numero de proteinas con 266 (e.e = 11.57) y 141 (e.e. =
16.97) proteinas 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) proteinas en promedio respectivamente, con una diferencia del 41% entre
ambos valores.

El nimero de proteinas secretadas predichas con localizacién apopléstica
(PSA1/PSA2) tambien fue mayor para los archivos de aminoacidos de NCBI con
respecto a los archivos obtenidos por nuestro grupo de investigacion,
independientemente del protocolo utilizado (Fig. 14). Sin embargo, en este caso el
protocolo 1 fue capaz de predecir un mayor nimero de proteinas con 481 (e.e = 44.98)
y 275 (e.e. = 44.25) proteinas 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) proteinas en promedio respectivamente con una diferencia
del 63% entre ambos valores.

Finalmente, en cuanto a los nimeros de proteinas secretadas predichas como
péptidos efectores de localizacion nuclear y apoplastica, también fueron mayores para
los archivos de aminoacidos de NCBI con respecto a los archivos obtenidos por nuestro
grupo de investigacion, independientemente del protocolo utilizado (Fig. 14). Sin
embargo, para el caso de los péptidos efectores nucleares (PSNEL1/PSNE?2), el protocolo
2 predijo un mayor namero 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 cuadruple 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 peptidos efectores apoplasticos
(PSAEL/PSAE?2), fue con el protocolo 1 que se predijo un mayor nimero 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. = 536) y 13 (e.e. = 2.0) péptidos

respectivamente, también con una diferencia de cerca del triple entre ambos valores.

10. Discusion

Al realizar las basquedas BLAST se obtuvieron coincidencias de MiSSP descritas
experimentalmente para la cepa S238N-H82 de L. bicolor en todos los ensambles y
archivos de aminoéacidos 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 aminoéacidos 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 nimero de hits y de MiSSP detectadas en los ensambles
y archivos de amino&cidos para las distintas especies analizadas (Fig. 6), siendo L.
trichodermophora la especie que presentd una mayor proporcion de cambio. Esto nos
habla de una pérdida importante de secuencias de MiSSP potenciales de ensambles
gendmicos a los archivos de aminoacidos derivados de ellos.

Para el caso de L. trichodermophora, dicha pérdida de secuencias podria
deberse a la mala calidad de dos de los cuatro ensambles genémicos analizados (Fig.
5). Cuando un ensamble gendmico es de mala calidad existe una mayor probabilidad
de errores en la disposicion de sus lecturas nucleotidicas, como pueden ser espacios no
secuenciados en el ensamble y copias colapsadas, es decir, genes duplicados propensos
a colapsarse en una sola region debido a la alta identidad entre ellos; errores que podrian
ser importantes al momento de predecir proteomas a partir de ellos (Kelley y Salzberg
2010; Gurevich et al. 2013) y que, por ende, podrian comprometer analisis que se
realicen a partir de estos archivos de aminoacidos predichos. Sin embargo, es necesario

analizar si existe una correlacién entre los parametros que nos indican la calidad de los

43


javascript:;
javascript:;

ensambles gendmicos y la pérdida de secuencias de MiSSP potenciales en los archivos
de aminoacidos. Esto podria evaluarse con una correlacion de Spearman.

Por otro lado, es importante tomar en cuenta que la calidad de los ensambles
gendmicos y, en consecuencia, las inferencias funcionales obtenidas a partir de ellos se
relacionan directamente con la tecnologia empleada para su secuenciacion. La longitud
de las lecturas tiene un impacto en el nimero de copias, en el tamafio de las familias
génicas y en la capacidad de deteccion de funciones génicas (Angeles-Argaiz 2022).
Los ensambles de las cepas de L. trichodermophora secuenciados con tecnologia de
tercera generacion Pacific Biosciences (PacBio) (CA15-11, EF-36), fueron evaluados
como de mejor calidad con respecto a los secuenciados con Illumina de segunda y
tercera generacion (lllumina MiSeq, NextSeq) (CA15-F10, CA15-75). La principal
diferencia entre lllumina y PacBio es que la primera se especializa en la secuenciacion
por sintesis 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 precision 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 tecnologia de secuenciacién empleada, seria
secuenciar nuevamente los genomas de las cepas de L. trichodermophora cuyos
ensambles fueron secuenciados con tecnologias de secuenciacion por sintesis de datos
de lectura corta con tecnologias de secuenciacion por sintesis de datos de lectura larga
y, evaluar la calidad de los nuevos ensambles.

Los protocolos analiticos propuestos fueron Utiles para predecir péptidos
potenciales efectores MISSP y los resultados obtenidos muestran variacion
interespecifica e intraespecifica en el nimero de péptidos predichos. Estudios previos
han reportado variabilidad interespecifica (Kholer et al. 2015) e intraespecifica para el
género Laccaria (Plett et al. 2012; Angeles-Argaiz 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 ectomicorricicos; por ejemplo, en
su capacidad para obtener el N de fuentes organicas (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 ectomicorrizicos es que se presume que su esta variabilidad se ha generado,
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cambiado y mantenido en funcion de los hospederos que colonizan y los factores
ambientales a los que se encuentran sometidos (Angeles-Argéiz y Garibay-Orijel
2019). La aparicién de la condicion ectomicorrizica generd diversificacion de especies
en muchos géneros que la adoptaron y el tamafio 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 comunicacion 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 evolucién de los genes que
codifican para péptidos efectores es la actividad de ET (Angeles-Argaiz y Garibay-
Orijel 2019), lo que tendria como consecuencia que su evolucién sea rapida y que su
deteccion en los genomas se dificulte por el cambio constante. Los ET son eliminados
constantemente por recombinacion ectopica y por deleciones, aunque los mecanismos
para eliminarlos no estdn muy estudiados en hongos (Muszewska et al. 2017).
Particularmente en hongos ectomicorricicos, por ser propensos a tener distribuciones
restringidas en funcion de sus hospederos, son eventos demograficos como los “cuellos
de botella” los que reducen los tamafios poblacionales, disminuyendo la tasa de pérdida
de ET y propiciando que estos elementos se fijen en los genomas (Angeles-Argéiz y
Garibay-Orijel 2019).

Por otro lado, L. bicolor y L. amethystina presentaron una mayor cantidad de
proteinas secretadas predichas con respecto a L. trichodermophora; particularmente de
péptidos efectores de localizacién apopléastica y nuclear, algunas de las cuales podrian
ser MiSSP potenciales (Plett et al. 2011; Pellegrin et al. 2019). Estudios previos
mencionan que las diferencias intra- e interespecificas en la capacidad de colonizacion
de las raices hospederas de los hongos ectomicorricicos podrian estar influenciadas por
el contenido de genes relevantes para el establecimiento y mantenimiento de la
interaccion simbidtica (Hedh et al. 2009). Por lo tanto, el tener un mayor numero de
genes simbidticos podria permitirles a L. bicolor y L. amethystina establecer y
mantener su interaccion simbidtica con un mayor nimero de hospederos y, por ende,
ser especies generalistas. En contraste con L. trichodermophora, una especie cuya
preferencia marcada por representantes jovenes del género Pinus a lo largo de su rango
de distribucion natural (Mueller y Strack 1992) podria relacionarse con la presencia de

un menor numero de genes simbidticos en su genoma.
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Al evaluar la eficiencia de los protocolos utilizados, se observaron eficiencias
diferenciales tanto para la prediccion de péptidos efectores en general, como de
péptidos efectores de localizacion nuclear y de péptidos efectores de localizacion
apoplastica. Estas diferencias no corresponden con la capacidad de los protocolos para
predecir nimeros mayores de estos tipos de proteinas, salvo en caso de considerarse
criterios de localizacion. Dados estos resultados, resulta necesario buscar coincidencias
entre las MiSSP predichas por los distintos protocolos, asi como verificar sus
caracteristicas de localizacion sub-celular para asegurar que fueron predichas en la
categoria adecuada. A reserva de hacer esto, la opcion més prometedora es utilizar
ambos métodos de manera complementaria con la intencién de obtener resultados de
mayor precision (Min 2010; Sonah et al. 2016).

En cuénto a los resultados particulares de L. trichodermophora, se observo
variacion intraespecifica en el nimero de péptidos efectores predichos de localizacion
nuclear y apoplastica. La cepa CA15-F10 fue la que presentd un ndmero mayor,
mientras que la cepa EF-36 fue la que presentd el menor. Ensayos experimentales con
diversas cepas de L. trichodermophora han mostrado que existen diferencias en su
capacidad de colonizacion (Flores-Almaraz 2020), pues de las cuatro cepas estudiadas,
solo L. trichodermophora CA15-F10 desarroll6o ectomicorrizas maduras y abundantes
(Flores-Almaraz 2020). Dado que es necesaria la participacion y coordinacion de
diferentes compuestos entre la planta y el hongo, como las MiSSP, para el desarrollo
de una interaccidn 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
formacion de micorrizas incipientes por parte de las cepas no infectivas, podria 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 ndcleo de genes cuya expresion es independiente de la identidad del
huésped, enriquecido con genes que codifican para MiSSP y necesario para permitir su
estilo de vida mutualista; ademas de contar con un conjunto de genes cuya expresion
esta regulada dependiendo del hospedero del hongo (Plett et al. 2015). Varios de estos
genes podrian presentar relaciones de homologia con los genes codificadores de MiSSP
predichos para L. trichodermophora, por lo que su identificacion es necesaria para el
estudio de su simbiosis. De ahi que resulte necesario generar datos transcriptomicos

que nos permitan la identificacion experimental de las MiSSP involucradas en la
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micorrizacion, asi como las posibles diferencias de expresion de éstas entre cepas. Para
esto seria necesario secuenciar RNA extraido de ectomicorrizas formadas por las cepas
de L. trichodermophora en presencia de P. montezumae, su hospedero natural; realizar
analisis de expresion diferencial que permitan identificar similitudes y diferencias
significativas en los patrones de expresion y, anotar funcionalmente a las MiSSP
codificadas por los transcritos con respecto a bases de datos de familias y dominios de
proteinas.

Por otro lado, los ndmeros obtenidos de MIiSSP potenciales en L.
trichodermophora son diferentes y menores con respecto a los previamente reportados
para esta misma especie (Angeles-Argaiz et al. 2020). Esto puede deberse a que en los
protocolos de prediccion propuestos en esta tesis se incluyeron mas criterios, como la
ausencia de dominios transmembranales (TM) y de sefiales de localizacion 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 localizacion mas especificos para los
péptidos de localizacion en apoplasto y los que se introducen a la célula vegetal
(particularmente aquellos de potencial localizacion nuclear) (Veneault-Fourrey y
Martin 2011). Sin embargo, pese a que la inclusion de los criterios antes mencionados
tuvo como consecuencia la deteccion de un nimero menor de péptidos efectores, se
presume que los resultados obtenidos con nuestros protocolos son mas robustos que los
previamente reportados.

Finalmente, es importante tomar en cuenta que los diferentes métodos de
prediccion de genes empleados para predecir secuencias de aminoacidos a partir de
ensambles gendmicos, podria verse reflejado en la cantidad, e incluso la identidad de
los genes predichos. Al realizar una comparacion entre el nimero de proteinas
predichas para los archivos de secuencias de aminoacidos pertenecientes a las mismas
cepas, pero obtenidos mediante métodos de prediccion distintos, se observé que los
mayores nimeros en promedio pertenecieron a los archivos descargados de NCBI
independientemente del protocolo analitico utilizado. La principal diferencia entre los
métodos predictivos utilizados para generar los archivos de aminoacidos es la
utilizacion de informacidn extrinseca a la secuencia gendmica. Mientras que los
archivos de aminoécidos generados por nuestro grupo de investigacion se predijeron

con un método ab initio (Angeles-Argéiz 2022); es decir, basado Gnicamente en la
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informacidén contenida en el genoma; las predicciones realizadas por NCBI son una
combinacién de modelado ab initio con la busqueda de similitudes en secuencias de
genes entre EST (etiquetas de secuencias expresadas), proteinas u otros genomas para
el genoma de entrada. Ademas, NCBI usa informacion experimental siempre que esté

disponible.

11. Conclusiones

Los protocolos analiticos propuestos en la presente tesis permiten predecir MiSSP
potenciales y MiSSP efectoras de localizaciones especificas. Sin embargo, la naturaleza
y evolucién 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 secuenciacion y de
prediccion de genes de los genomas analizados parecen estar relacionados con los

resultados obtenidos a partir de ellos.

Si bien se detectd 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 nimeros mas altos de MiSSP potenciales.
De acuerdo con estos datos, tanto la preferencia por hospedero como la capacidad
colonizadora de los hongos ectomicorricicos podria estar relacionada con la cantidad e

identidad de las MISSP contenidas y expresadas por su genoma.
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13. Apéndices
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Apéndice A. Ruta de secrecion convencional de proteinas. Representacion esquematica de
la secrecién convencional de proteinas en eucariontes. Las proteinas secretadas se translocan
en el RE tras (1) el reconocimiento de la secuencia sefial por parte de la particula de
reconocimiento de sefial (SRP); (2) la interaccion de la SRP con su receptor (SR); y (3) el
transporte a través del translocon hacia la luz del RE. En el RE, la secuencia sefial se escinde,
las proteinas se pliegan mediante chaperones moleculares y se empaquetan en vesiculas COPII
tras la interaccion receptor-ligando. Las vesiculas de COPII se envian al cis-Golgi (en hongos
y plantas). Las proteinas luminales secretadas del RE se transportan desde el cis-Golgi al RE a
través de vesiculas COPI. Las proteinas de membrana plasmatica (PM) y las proteinas
secretadas se transportan a través de la maduracion cisternal a la red del trans Golgi (TGN),
mientras que las proteinas integrales de Golgi se recuperan a través del transporte mediado por
COPIl intra-Golgi. En el TGN, las proteinas destinadas a ser secretadas se clasifican en vesiculas
secretoras (SV) o granulos secretores inmaduros (ISG). Los SV se entregan constitutivamente
hacia la membrana plasmaética, mientras que los ISG se acumulan en el citoplasma. Tras la
llegada de estimulos especificos, los ISG forman granulos secretores maduros (MSG) que se
transportan a la membrana plasmatica (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 nimero de referencia en NCBI y secuencia de

aminodcidos.

MiSSP

Numero de

referencia NCBI

Secuencia de aminoacidos

6.4

6.5

6.6

7.2

7.7

8.3

10.4

11.8

12

13.4

13.7

16.2

16.5

16.6

XP_001878966.1

XP_001886529.1

XP_001876981.1

EDRO07554.1

XP_001881946.1

XP_001886546.1

XP_001881844.1

XP_001884210.1

XP_001888067.1

XP_001888075.1

XP_001888541.1

XP_001879934.1

XP_001887881.1

XP_001881951.1

XP_001889616.1

mlswlyttsl lasfvsyydg Ipifinplyq vpnstiltgh
tnyltvheid fkantq

mhslfvrstl cyiysfvfnl srvsprdtdi hifdslvffa
iviyhrfpgm qvny

msvqttrall clgkwsImgf vhnndikkia klpevpeedg
dsegevdmpd gwdtimwtt

mkllvplnll iaalaispal sspvpgevgl vergpipnav
frrvpepnff kdllralgga sqggdlhr

mkllvplnll iaalaispal sspvpgevgl vergpipnav
frrvpepnff kdllralgga sqggdlhr

mqfkpfvavi lIfvagsiaa ecivaqspgs geypspsipd
gsvmctsnae cppgghccgi spdvqyclpi gtic

myfhtlfaca timlittaha sptvinslds rkadlngdve
arhaadwrrd sdwrrdsdwr rdsdwrrdsd

mhsfnaivtv Imtallastq avpggqgaapk agaaaagacw
kepsdggqfk fqggagsdpl hegflkdgvy yycdykvadg
tliynaidaf cpasaipc

mkvasllpfv aliasiavaa hgdynefear efvdalnare
aveefharsv liedlttrel vdelnerlar rgnliskpkt
yqcpycgsky ptaagakdcs kfckak

mhsfkfttrp falvlaivcl aiatptpdvh adpghgsgav
vhavgnapdg avikytitth Ipeatsptdk tlggstlepd
ssecfalgtl csfdsncesg hensiplifv Igfeyp

matftiqtvp galfatapai pggpigfiag nnfpnggwvl
tpagltgien vdfpgpgfas vvgpgvvdel vnvgpaprnw
fiaaagggst irladaepfl fwalndddea ilvaapaaif

nivpvpfpg

mrctcimtif mlalgafaqd gtstgtdgsl tnlpvpttst
tlpdattatd vtsitttsvp tisststtps tttpansatt taptslvtsy
artpapvttf rapplpngna afrlalsnhd titqtsigfg hghm

mrhsltgtfv alvifplccl ahpgespppv vttttcsysc
ppndysgfrl iskvdaigyd saysifecvy rdevvggvkk
agtcsyhkns glralssqgai pscptgalpc magsgpvfsn
mdgktpetpp wvesgrfllw kkenpsrd

mhlktlcsal llsflptitv ayvrpdlyyi vnrvtprrga
plavtlsgen kgavistktm sptqqwyite fdgnggaivs
asdsslkaar vgnslttiph ssqvwnivat pdgyyrignp
gggakwgvts adsgssvvig tefggkgewi ieaa

mkllplisla IsIntftvin alassvvrar slatvdeatk rellnllprd
plppggsaii lcdgtsrtgn cyayeaavgt cnavpdhfqt
nlfssfanqg dvcflyttds ctannceacv dydgwndmts
faavyswkev vadsngcsda ncvhk
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MiSSP Ndmero de Secuencia de aminoacidos

referencia NCBI

17.8 XP 001886750.1 mcaattlisl fllsiganaq sskpastssa isatpsitac ilacvesaat
- angcaytnas cicasaqfqa daalcltghc taddlknala
lgtsqchsvs vsrsgtasit phtvsftaps svastaslts sihtsaslta
sasipansts vsssgvnqts elstrvtfgi ialismalii

19 XP 001888710.1 mvkfsaalfi aiaisapala iptekehvar elsenvyerg
- IdaedInlsv rdfyegdlsm revndlvere pffgaifsav
kaavkigkga kkihdaknrh rrkrdledse vyqgrsldgev
merdfeedfq arevdhfhar dfpdvdIifgr eldefyerei edld

21.37 XP 001888220.1 mkfsliflgl favataapla irraehapag vvsgrdigtg
- dmirrsdnsp iqvvrandds ikrnlgenle trqveeaiei
veavvelvtg lidainednt krgqftidtv tgsgeqwpgf
nwvichtdht tafdgtqgtd wghthheldv tfgtigfely
wfrsgtftrn gdggylnway
edwwilpllsi t

21.9 XP 001880146.1 mhfaftdlsi elaleilrla sapvivsdet afigkstkts yystalalas
- vsyairgvtm pyllhtwvlr stsnvhafin alrlgeeysq
cssrlgldyk mirhglytpl sniirarepr aefqvviali grtrarlcgf
rarvevstry agwahgevea idvyargvgv franyafdal
dsrtfhifgv psacf

22.2 XP 001881276.1 mpkgykvllp ffflacstrt tsmpimnlhp llcysghpve
- snhccailwd Ireapvsiph vssldhflpd aeltghatsp
pvtifhvscg ffpeewsiev rnpggvtvid vikaihsalg
pgihghewer Ickkhgdrva avfdarwrvs aepeesrthg
viridcllhh twfgglsvsl edenscilsl rrpr

22.4 XP 001884178.1 mllsnaflvi sltlsasles gsayslfrrt ssffprdwep
- eicnpdfegs alsvvgnhge wgaesiepgs hiigtstrga
eianadfhft Ithngetprr yvigdvdhad Ivvgivnnkl
qglgninisdp tgiwsvqcef cdsgfageda ylaaydctis
sptteecvel glnktgpltl vpcsrrdekq Ifgfwtanat arge

234 XP 001879491.1 mhlfsfknsa Ipvvalqvlv llssdgafga visierrmkn
- agswtakdlk tsayrneamk ynkgsylpta nnnkvawikg
aigdaehiie pgahikpvin elgikkdtpf hkeikgvinh
kdnlsmlhpg tnkakaglat dpkrnpklka takhylqgpp
irgkasttma klgraaekhk iknfeakvka kvkgilphik
rselaeyhld

235 XP 001878846.1 mlvlgilsaa laislakanp vavdvhnwen psadgafkre
- elivaslagh ysqyipgpte tsltlryhge ratcldgfvw
ycqipagaci aavgsiappi nlwsllpcai aavcasvalt

lgalcengvi kncdnpsgfa sgtrpvtgnv maalnggngd

tpftrdtfrn gfnsylwshg sevpndddfn nmynnfinra
fesfgpgegg ngchpasvsr dspfevgssk rnkyrlca

23.6 XP 001882407.1 mqfllsawaf aqtifdftli snydsmsltp gtrhahglrg
- srahaaasda amrafkveal asnasflgrl dpdgchhvsh
nflnyqtypg ydnpigisgp gpngsiwitm rgapdsgkns
nwvlreelcv vgpldpngsh yhdcdeidia eiydggnnga
eftfytgsgs yipgqapkhq gggvytdttn gaaggefyky
gvylergsis rslirm

24.2 XP_001878007.1 mtfklitvla tIsflplptl slsynaysst ntcsgssfgc

idnggaccgg mptgygystl fnnlpggsqg qgyssgppct
nfifnvfakc wnsggrsraa ylnwfhsper rrdevgasdp

pleeqtaqdr Irtlstlttr eprgalcpmt pdtgpcdhnn
fdesldldge Ihrstvgvaq gsvidlthlr gitpmkegtd

pgvargttgp vkgegrevgs gavq
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MiSSP Ndmero de Secuencia de aminoacidos

referencia NCBI

mvkfiapvai liaapliafa aeqgeftrela evdvytrdnf
edtadlaard lesieydiae rgfpfgaisg iakglsrskg
vskgfssavk igkkansann hygnaganyq ngkstfgsik
gkfsgrrgrr dlealyerdf deefaerdlp edvlefverg
fdedlleref ddellerevd edvferdvee dilerelded
Imereldedi lerefdedlv vrdvedavle rdfdeelmer
ddleerevdi deld

29.4 XP_001888712.1

XP 001888724.1 mrfstsiali aavafggssv lageyditsl eardfdtdle
B vreldfdida rdfdldlear eieselttre Idssieerdv deeleargrh
grkgrhgrgr khrggrkaaa paaeaapaea ppaevatref
ieeleargrh grkgrhgrgr khrggrkaaa paaeaapaea
ppaevatref ieeleargrh grkgrhgrgr khrggrkaaa
paaeaapaea ppaevatref dpeleargie eieeliarap
rggggrgggr rggggrrggg grggrgrkag gegptevk

mrwslilstf vaagfalsfa tvipssdqlq rrapadgakv
ssktyrkisq Ihpyaykfdk aggvtrhrlt gsaripnhrt
milipktdad hifehqvldh hidkhglkfg dlhpdikkqv
kgimnspnnl vpvpaginrg kgqvfrgark gkaitpkkdr
dayiklsyts skktakqldh afkkaghdfg gntvgrtirn
mmnnakimna ndpspassrs ssrssskass kassrasspn
rspassrass pgsnassnka ipkrpalvfi pkapnrksdr
iaakppksyk v

31

321 XP_001883153.1

Apéndice C. Secuencia KDEL vy variantes. Tabla de la secuencia KDEL, detectada por el
programa ScanProsite tool, y sus variantes en distintas especies.

Sefal Especies

KDEL Vertebrados, Drosophila, Caenorhabditis elegans, plantas
HDEL Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis, plantas
DDEL Kluyveromyces lactis

ADEL Schizosaccharomyces pombe (levadura de fision)
ADEL Plasmodium falciparum
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Apéndice D. MiSSPs de Laccaria bicolor S238N en genomas de Laccaria. Matriz con el nimero de hits encontrado para cada MiSSP de L. bicolor disponible
en bases de datos publicas, tanto en genomas (G) como proteomas (P) de especies del género Laccaria.
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Apéndice E. Numeros y porcentajes de las categorias de proteinas predichas con el protocolo 1. Tabla de nimero y porcentaje de proteinas secretoras (PS
tot), proteinas secretoras sin dominios transmembranales (PS(TM)) y sin localizacién permanente en RE (PS(TM/RE)), proteinas secretoras de localizacién
nuclear (Nucl) y apoplastica (Apo) y proteinas secretoras efectoras de localizacién nuclear (Nucl_Efe) y apoplastica (Apo_Efe) predichas con el protocolo 1
para cada proteoma de las cepas analizadas de Laccaria. La terminacion lab en un proteoma de las cepas LaAM-08, D101 v1.0 y S238N-H8, indica que estos
proteomas son producto del Laboratorio de Sistematica y Ecologia y Aprovechamiento de Micorrizas del Instituto de Biologia de la UNAM.

Especies Cepa
L. amethystina LaAM-08-1
[aAM-08-1v2.0
L. bicolor 81306v1.0
(CBS550.96v1.0
(BS594.89v1.0
Cham3v1.0
D101_v1.0

DR170v10
N203v1.0
S238N 93.12v11
S238N-H53vL0
S238N-H70v1.0
5238N-H82

Proteomas
LaAM 08_1
LaAM_08_1 lab
[aAM_08_1.v2
81306_v1
(BS_559 9 v1
(BS_594 89 v1
Cham3_v1
D101_v1
D101_v1_lab
DR170_v1
N203 1
S38N93 12 vi 1
$238N_H53 v1
5238N_H70.v1
S238N_H82
§238N_H82 lab

S238N-HBH70v1.0 S238N_HB2 H70v1

§238N v10
52380v10
v2.0
L tricodermophora CA15-11
CAL5-75
CA15-F10
EF-36

S238N_v1
52380 _v1
v2
(A5 11
CAL5 75
CA15F10
EF 36

PS tot
1048
580
102
1051
1061
1701
540
1237
808
1208
1105
1304
1016
1077
1038
0604
968
1054
967
1097
932
587
637
512

Proteinas de secrecion (con péptido sefial)

828
448
804
836
852
1349
745
1018
654
998
892
1075
814
874
835
487
774
895
m
897
742
504
563
418

PS(TM™)

79.0%
71.2%
787%
795%
80.3%
793%
793%
823%
80.9%
82.6%
80.7%
824%
80.1%
81.2%
80.4%
80.6%
80.0%
81.8%
804%
818%
79.6%
85.9%
88.4%
816%

PS(TM/RE)
818 78.1%
440 75.9%
794 71.7%
826 786%
842 79.4%
37 780%
736 783%
1009 816%
645 79.8%
990 82.0%
885 80.1%
1066 81.7%
804 79.1%
866 804%
85 795%
430 795%
766 79.1%
884 808%
769 795%
888 809%
731 784%
499 85.0%
559 87.8%
1 80.5%

135
9%
147
141
140
190
116
170
125
163
152
185
151
160
151
103
136
150
133
157
144
17
88
91

Nucl

Localizacion
129% 420
166% m
18.4% M2
134% 454
13.2% 465
11.2% 818
123% 433
13.7% 569
155% 363
135% 495
13.8% a7
14.2% 537
149% 449
149% 484
145% 455
17.1% 242
140% 436
13.7% 475
13.8% a3
143% 467
155% 376
131% 13
138% 260
17.8% 19

Apo

40.1%
38.1%
403%
43.2%
43.8%
18.1%
46.1%
46.0%
44.9%
41.0%
42.7%
1.2%
44.2%
44.9%
13.8%
40.1%
45.0%
34%
45.8%
42.6%
403%
414%
40.8%
383%

18

n
19
19
1
15
25
1
19
18
1
20
2
19

16
20
17
2
10
16
12

Nucl_Efe
L7%
0%
12%
18%
18%
12%
L6%
20%
14%
L6%
16%
1.8%
20%
20%
18%
13%
L7%
1.8%
18%
20%
11%
17%
1.9%
12%

124
38
118
109
130
147
m
149
67
164
136
144
113
124
122
3/
113
130
100
134
52
62
69
32

Efectores
Apo_Efe
118%
6.6%
115%
104%
12.3%
8.6%
118%
12.0%
8.3%
136%
12.3%
11.0%
11.1%
115%
118%
6.1%
117%
11.9%
10.3%
12.2%
5.6%
106%
108%
6.3%

142

140
128
149
168
126
174
8
183

168
133
148
141
45
129
150
117
156

TOTAL
13.5%
7.6%
13.7%
12.2%
14.0%
9.9%
134%
14.1%
9.7%
15.1%
13.9%
12.9%
13.1%
13.7%
13.6%
5%
13.3%
13.7%
121%
14.2%
6.7%
13.3%
12.7%
74%
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Apéndice F. Nameros y porcentajes de las categorias de proteinas predichas con el protocolo 2. Tabla de nimero y porcentaje de proteinas secretoras (PS
tot), proteinas secretoras sin dominios transmembranales (PS(TM)) y sin localizacién permanente en RE (PS(TM/RE)), proteinas secretoras de localizacion
nuclear (Nucl) y apoplastica (Apo) y proteinas secretoras efectoras de localizacién nuclear (Nucl_Efe) y apoplastica (Apo_Efe) predichas con el protocolo 2
para cada proteoma de las cepas analizadas de Laccaria. La terminacion lab en un proteoma de las cepas LaAM-08, D101 v1.0 y S238N-H8, indica que estos
proteomas son producto del Laboratorio de Sistematica y Ecologia y Aprovechamiento de Micorrizas del Instituto de Biologia de la UNAM.

Proteinas de secrecidn (con péptido sefial) Localizacion Efectores

Especies Cepa Proteomas PStot PS(TM) PS{TM/RE) MNuel Extracelular Apo Nud_Efe Apo_Efe TOTAL
L omethysting LaAM-08-1 LaAM 08 1 1048 v T9.0% 818 78.1% 159 7% 25 15% 197 188% b 4% pi] 8% 107 10.2%
LaAM_08_1_lab 580 48 712% 440 T5.9% 17 20.2% 132 128% 114 197% 16 8% 11 19% n 47%
LaAM-08-1v2.0 12AM_08_1 v2 1022 804 8% 794 7% 253 8% m ik 194 190% 70 68% B 17% %8 95%
L bicolor 81306v1.0 81306_v1 1051 836 T95% 826 T86% 247 135% 49 B 5 1A% 67 64% 25 14% 2 85%
(BS559.96v1.0 (BS_559 96 v1 1061 852 B03% 842 T94% 43 2% 256 M1% 25 1% 76 12% i 0% 108 10.2%
(B5594.89v1.0 (B5_594_89 v1 1701 1349 3% 1327 T80% 99 176% 4% 0% 45 %% 66 3% 38 12% 104 61%
Cham3v10 Cham3 v1 940 745 T93% 736 T83% 182 194% 350 166% 20 L% 54 5.7% 28 0% 2 7%
D101_v1.0 D101_v1 23 1018 823% 1009 916% bt} 844 207 0% 259 09% n 58% “ 16% 116 94%
D101_v1_lab 208 654 809% 645 795% 174 15% 202 50% 180 n3% P 30% 17 21% 4 51%
DR170v1.0 DR170 vi 1208 998 B26% 990 82.0% 368 305% 225 186% 195 161% 9% 79% k] 218% 1% 10.7%
N203v10 N203 1 1105 892 80.7% 85 80.1% 92 264% 240 7% 212 19.2% 74 6.T% E EAL 108 98%
S2IENG312vI1  SHBNOIL2 vil 1304 1075 BL4% 1066 BLT% 341 6% 28 1% 17 189% £ 12% 30 13% 124 95%
§238N-HS3v1.0 S138N_HS3 v1 1016 814 80.1% 804 1% us 1% 4 10% 19 216% 56 55% % 26% 2 81%
S238N-HT0v1.0 SI38N_H70 v1 1077 874 812% 866 804% 264 5% 268 U9% 17 20% n 6.7% 5 23% 9 90%
S238N-H82 S238N_H& 1038 835 80.4% 85 795% 251 bR 248 B m 5% 67 65% 77 216% % 91%
S238N_H82 _lab 604 487 B06% 480 795% 133 220% 147 13% 129 Na% 18 30% 1 18% . 48%
S23BN-H82xHTOVL0  S23BN_H82_H70v1 98 7 BO.0% 766 Ta1% n9 126% 225 B3% 20 0% 51 59% 7 218% o 87%
S23BNVL0 5238N_v1 1094 895 B18% 834 808% 263 0% 253 Bi% 20 01% 63 58% 27 15% D 2%
§2380v1.0 $2380_v1 %7 m B04% 769 795% m 8% 245 B 218 2% 51 53% b 28% B 31%
V2.0 v 1097 897 818% 863 809% 269 5% 49 nm 216 197% - 68% 30 1% 105 95%
L tricodermophora CA15-11 CAl5 11 932 4 T96% 731 TBA% 202 nm 226 M2 195 09% 26 8% 13 14% k] 42%
CAI5-75 CAI5 75 587 504 25.9% 499 86.0% 160 2% 15 3% 106 181% EL) 0% 18 31% 2] 0%
CAISF10 CA15 F10 637 563 B8A% 559 §7.8% 192 30.1% 12 192% 109 171% 47 4% 1 17% 5 9.1%
£F-36 EF 36 512 418 816% 412 205% 130 2L4% 125 245 110 215% 19 3% 12 23% kil 1%
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