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Resumen 

 

Los hongos poseen un gran número de metabolitos con potencial biotecnológico, 

especialmente, en el área de la salud. Uno de los componentes promisorios son las 

Proteínas Fúngicas Inmunomoduladoras (FIPs) y los ácidos ganodéricos, las cuales tienen 

la capacidad de estimular el sistema inmune, y, por lo tanto, pueden ser usados como 

coadyuvantes en el tratamiento de enfermedades como el cáncer. Las FIPs se han 

identificado en varias especies asociadas al género Ganoderma. Debido al potencial 

farmacológico que presentan estas proteínas, el objetivo de este trabajo fue identificar las 

secuencias putativas de proteínas FIP en el genoma de Ganoderma australe, una especie 

para la cual aún no se han descrito estos compuestos. Para dar cumplimiento a esto, se 

realizó el cultivo del micelio del hongo en medio sólido y líquido y extraer el ADN 

genómico. Posteriormente, se secuenció el genoma del hongo por medio de la plataforma 

Sequel de la tecnología PacBio. El genoma secuenciado se ensambló utilizando el 

programa de ensamblaje de novo CANU. El genoma fue caracterizado estructuralmente 

utilizando el pipeline MAKER2, y la anotación funcional se realizó mediante la 

herramienta de INTERPROSCAN y la herramienta de anotación automática de KEGG 

(KAAS), donde se reconstruyó la ruta metabólica asociada a los ácidos ganodéricos. Para la 

identificación de secuencias putativas de proteínas FIPs, se realizaron búsquedas por 

homología con BLAST y HMMER contra perfiles de proteínas FIPs reportadas en 

repositorios del NCBI y UNIPROT. Se obtuvo la predicción de genes de 10.713 genes en el 

genoma ensamblado de G. australe, de los cuales más de 1.000 genes son conservados en el 

linaje Basidiomycota. Entre las secuencias codificantes predichas, se identificaron cuatro 

secuencias de enzimas claves para la ruta del ácido ganodérico, asociadas su 

transformación. Además, se identificó una secuencia génica putativa de la FIP de 681 

nucleótidos, que posee un exón de 342 nucleótidos en su sitio de transcripción y que 

codifica para 113 aminoácidos. Con este estudio, se reporta el primer ensamblaje del 

genoma de G. australe, y la primera secuencia putativa de FIPs para esta especie, lo cual 

contribuye a la aplicación biotecnológica de este hongo y sus componentes y que ayuden a 

generar nuevos productos que sean eficientes en el tratamiento adyuvante de enfermedades 

de gran impacto a nivel global. 

 

Palabras clave: Ácido ganodérico, Bioinformática, FIPs, Ganoderma, Genoma, Proteínas. 
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Abstract 

 

Fungi possess a great number of components with biotechnological potential, mostly in 

biomedical fields. Among these, Fungal Immunomodulatory Proteins (FIPs) are proteins 

with immunomodulatory actions against diseases like cancer or diabetes. This group of 

proteins have been found and characterized in several species within Ganoderma genus. 

Given this, we aimed to identify putative FIPs sequences in the genome of Ganoderma 

australe. To accomplish this, we obtained genomic DNA extracted from fungal mycelium 

from laboratory culture. Genomic DNA was sequenced using PacBio Sequel platform and 

assembled with Canu de novo assembly software. The genome of G. australe was 

structurally characterized using Maker2 pipeline, based on ab initio gene predictors and 

protein evidences from Ganoderma databases. Functional annotation was made with 

INTERPROSCAN and KEGG automatic annotation tool (KAAS), for the reconstruction of 

metabolic pathway for ganoderic acids. Blast and Hmmer tools were used to search the 

genome against protein profiles from NCBI and UNIPROT databases, in order to identify 

putative FIPs sequences. In total, 10,713 predicted genes were obtained from G. australe 

genome assembly, of which more than a 1,000 are conserved within the Basidiomycota 

lineage. Among the predicted sequences, four sequences were identified from the ganoderic 

acids pathway, which are key in metabolite production in this pathway. As well, a 681-

nucleotide putative FIP sequences was recognize, containing 342 nucleotides in the 

transcription region that translate into 113 aminoacids. Therefore, in this study, we report 

the first genome sequence for G. australe and the first putative FIP gene sequence for this 

species. This contributes to the biotechnological application of this fungus and its 

components. Besides, the search for promising medical compounds in Ganoderma genus is 

necessary to provide new products that can be effective in coadjutant treatments for high-

risk diseases around the world. 

 

Keywords: Bioinformatics, FIPs, Ganoderma, Ganoderic acid, Genome, Proteins. 
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1. Introducción 

 

1.1. Campo temático 

En el año 2014 la Organización Mundial de la Salud (OMS) reportó que las enfermedades no 

transmisibles (enfermedades cardiovasculares, autoinmunes, cáncer, enfermedades respiratorias 

crónicas y diabetes) constituyeron la principal causa de muerte a nivel mundial (OMS 2014), ya que 

varían en tasas desde el 1,3% hasta el 33% de incidencia, mostrando un aumento considerable. Por 

esta razón, la OMS plantea que: “reducir la carga mundial de enfermedades no transmisibles es una 

prioridad absoluta y una condición necesaria para un desarrollo sostenible”; como consecuencia, ha 

propuesto elaborar estrategias enfocadas en la modificación de los factores de riesgo asociados a este 

tipo de enfermedades, con las cuales se disminuya la mortalidad en un 25% para el año 2025 (OMS 

2014). No obstante, aunque los gobiernos desarrollen estrategias de promoción y prevención para este 

tipo de enfermedades, es una realidad que cada vez un número más elevado de la población mundial 

llegará a padecer de alguna de ellas, debido a estilos de vida y/o por factores genéticos predisponentes. 

En la actualidad, se cuenta con un abanico de tratamientos farmacológicos que permiten 

controlar y prevenir complicaciones posteriores de estas patologías, que en muchos casos 

desencadenan reacciones adversas y efectos secundarios en los pacientes agravando aún más su 

estado de salud (Escobar et al. 2000). Además, estas patologías crónicas representan un aumento 

significativo en el costo para los sistemas de salud. 

Debido a esto, en las últimas décadas se han intensificado las investigaciones enfocadas en la 

búsqueda de compuestos de naturaleza biológica, que favorezcan la generación de nuevas alternativas 

para el tratamiento y control de estas patologías, y que aporten a la reducción de las reacciones 

adversas y efectos secundarios en los pacientes, con el fin de aumentar las expectativas de vida de 

quienes padecen este tipo de enfermedades de alta carga. 

Gracias al desarrollo de la biotecnología, la industria farmacéutica ha desarrollado 

medicamentos cada vez más eficientes, a partir de avances en la búsqueda de fuentes de compuestos 

bioactivos para la obtención de nuevos fármacos. Es así como la exploración de metabolitos 

secundarios y otros compuestos biológicos se han convertido en un área activa de investigación. Con 

respecto a ello, desde hace más de medio siglo se han venido desarrollando estudios en varias especies 

de hongos macromicetos, orientadas al conocimiento de las actividades biológicas generadas por sus 

metabolitos secundarios y otras clases de productos celulares, y su gran potencial terapéutico sobre 

la salud humana como: antiviral, antimicótico, antibacterial, hipoglucemiante, antitumoral, 

antihiperlipidémico, antialérgico, antiinflamatorio e inmunomodulador, entre otros (Suárez Arango 

& Nieto 2013). 



15 

 

 

En la búsqueda y obtención de productos naturales a partir de hongos las estrategias químicas 

tradicionalmente empleadas para la obtención de este tipo de moléculas pueden no ser suficientes, ya 

que, como se ha observado en algunos estudios, se requiere un porcentaje elevado de biomasa para 

obtener una concentración muy baja de estos compuestos. Es en este punto donde cobra importancia 

el avance investigativo en ciencias ómicas en macromicetos con potencial terapéutico, como es el 

caso de las especies asociadas al género Ganoderma, ya que los análisis genómicos empleando 

herramientas bioinformáticas y de biología computacional permiten explorar el potencial genético y 

metabólico de estos hongos. De esta manera, se puede lograr dilucidar los mecanismos moleculares 

para determinar los efectos medicinales de los macromicetos y enfocar nuevas investigaciones para 

la obtención de este tipo de moléculas empleando las herramientas de la tecnología del ADN 

recombinante (Wasser 2014). 

 

1.2. Planteamiento del problema 

 

Las propiedades de las Proteínas Fúngicas Inmunomoduladoras (FIPs) han sido ampliamente 

estudiadas por su potencial terapéutico en el tratamiento de enfermedades cancerígenas y 

autoinmunes como el VIH y la diabetes, como agentes inmunomoduladores (Ng 2004, Moradali, 

Mostafavi, Ghods & Hedjaroude 2007, Xu et al 2011a). Sin embargo, su aprovechamiento se dificulta 

fundamentalmente por dos razones: una es que la producción de Ganoderma spp. no ha permitido un 

nivel de sostenibilidad y escalamiento comercial que satisfaga la demanda del mismo por la difícil 

producción que presenta en el cultivo en laboratorio (Lin et al. 2009). El segundo aspecto es que la 

expresión de la proteína en material seco del hongo es muy baja, se encuentra en cantidades de 2-5 

mg/L en el tejido vivo del hongo, cantidad que no es comparable con la escala industrial, a la cual se 

produce alrededor de 700 mg/L de una proteína de interés (Lin et al. 2009). 

Además, en algunas formas de preparación del hongo, las propiedades terapéuticas de las 

moléculas se reducen sustancialmente. Todo ello hace imperioso el desarrollo de estrategias 

biotecnológicas para la producción en biorreactor del metabolito y/o proteína de interés, utilizando 

un organismo modelo que favorezca la expresión, exigiendo la clonación de los genes involucrados 

en dicho metabolismo o de la proteína, partiendo necesariamente de su identificación y 

caracterización a partir del recurso genético original. En esta parte se introducen las herramientas 

bioinformáticas como facilitadoras en la identificación y caracterización de los elementos que se 

requieren evaluar, y así, poder obtener resultados confiables que permitan su implementación en el 

laboratorio. 
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1.3. Justificación 

Ganoderma australe es una especie prominente en el área bioinformática por el poco estudio 

que posee en el ámbito genómico, haciéndola un objeto de estudio de gran interés a fin de descubrir 

el potencial genético que pueda aplicarse en áreas como la medicina, la biotecnología y la industria 

en general. Esta especie ha mostrado grandes cualidades como biorremediador y descomponedor de 

componentes vegetales en especies maderables (Rigas et al. 2007), sirviendo como primer referente 

y aporte para áreas ecológicas (Mendoca et al. 2008). Por su parte, el género Ganoderma posee una 

especie ampliamente estudiada, Ganoderma lucidum, de la cual se dispone un genoma completo 

(Chen et al. 2012) y de múltiples estudios de caracterización bioquímica (Wang et al. 2014, Bishop 

et al. 2015, Mota et al. 2015, Saltarelli et al. 2015, Xu et al. 2017), siendo un referente cercano y 

significativo a la hora de realizar estudios dirigidos al descubrimiento de genes de interés contenidos 

en el genoma de G. australe. Además, se cuenta con investigaciones enfocadas en la identificación 

de genes que codifican para la proteína fúngica inmunomoduladora en otras especies del género 

Ganoderma como G. atrum, G. sinense, G. japonicum, G. applanatum, G. microsporum, entre otros, 

y en Basidiomicetos del orden Polyporales como Flammulina velutipes, Trametes versicolor y 

Volvariella volvacea. Esto lleva a G. australe a ser una especie de gran interés para entender su 

funcionamiento desde su genoma y su metabolismo, con un énfasis en los genes que codifiquen para 

las FIPs y las enzimas que están asociadas a la producción de los ácidos ganodéricos. 

Igualmente, el continuo avance de la tecnología y la masiva cantidad de información generada 

a partir de los sistemas biológicos desde el punto de vista volumétrico en las áreas genómicas y 

transcriptómicas, permiten una exploración importante de esta especie en cuanto su contenido génico 

y metabólico para contribuir en el campo biotecnológico en áreas medicinales, nutracéuticas e 

industriales y, por medio de ellos, dar vía a desarrollos promisorios en campos aún no explorados por 

la ciencia en nuestro país. 
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1.4. Objetivos 

 

1.4.1. Objetivo general 

 

Identificar secuencias de Proteínas Fúngicas Inmunomoduladoras (FIPs) putativas y las 

enzimas claves de la ruta del ácido ganodérico en el genoma de Ganoderma australe. 

1.4.2. Objetivos específicos 

 

• Obtener la secuencia del genoma de Ganoderma australe por tecnologías de secuenciación de 

nueva generación (NGS). 

 

• Caracterizar el genoma de Ganoderma australe para la búsqueda de las enzimas claves 

asociadas a la ruta del ácido ganodérico mediante herramientas bioinformáticas. 

 

• Definir las secuencias putativas de Proteínas Fúngicas Inmunomoduladoras (FIPs) dentro del 

genoma de Ganoderma australe. 
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2. Referente teórico y antecedentes 

2.1. Importancia biológica de los hongos 

El reino Fungi es considerado uno de los mayores recursos de biodiversidad presente en casi 

todos los nichos ecológicos (Dighton 2016). Los hongos cumplen roles importantes en los 

ecosistemas y contienen un significativo número de metabolitos con distintas propiedades en su 

estructura química y bioactividad, haciéndolos un recurso abundante y promisorio para el 

descubrimiento de nuevas aplicaciones en diversos ámbitos biotecnológicos (Dighton & White 2017). 

Las culturas humanas, en especial la cultura China, han utilizado los hongos para diferentes usos, 

desde la industria del blanqueamiento de pulpa de papel hasta la industria farmacéutica y la 

producción de alimentos con propiedades nutracéuticas (McMeekin 2004) 

Mueller y Schmith (2007) sugieren que la estimación tradicional del número de especies de 

hongos, en alrededor de 1,5 millones de especies, es todavía muy modesta y no incluye por ejemplo 

especies provenientes de muestras ambientales complejas, en muchos casos sin describir 

completamente. Además, del número de especies estimadas, solo se han descrito alrededor del 7%. 

Aunque, estimaciones más recientes sugieren que pueden existir cerca de 5 millones de especies de 

hongos en total, superando la biodiversidad vegetal conocida hasta la fecha (Blackwell 2011). 

Un aspecto muy relevante de las aproximaciones biotecnológicas de los hongos, sobre todo 

en el campo de las ciencias biomédicas, procede del hecho que muchos de los modelos para el 

desarrollo e implementación de medicamentos a partir de productos naturales corresponden a 

sustancias bioactivas provenientes de éstos o de metabolitos secundarios de diversos 

microorganismos (Strobel 2003). En particular, impresiona el hecho de que la mayoría de los 

metabolitos secundarios descubiertos en los hongos poseen estructuras químicas muy similares a las 

producidas en los medicamentos (Strobel 2003, Cooper 2004, König et al. 2006, Zhong & Xiao 2009, 

Zhao et al. 2010). Desafortunadamente, únicamente del 5 al 10% de las especies de hongos de uso 

humano pueden ser cultivados eficientemente (Manoharachary et al. 2005), insinuando la necesidad 

de implementar estudios en macromicetos que contrarresten y den respuesta a la problemática que 

existe en el momento en cuanto a una mayor incidencia de un grupo de enfermedades infecciosas y 

no infecciosas, relacionadas con estados de respuesta inmune inapropiada, y que aún no poseen un 

tratamiento adecuando o que emplean medicamentos de origen químico con efectos secundarios 

(Cuéllar & Rodríguez 2003, Nova et al. 2004). 

2.1.1. Propiedades biológicas de los hongos 

Los hongos macromicetos presentan compuestos con propiedades medicinales y 

biotecnológicas importantes, entre los que destacan especies de los como Grifola frondosa, Pleurotus 
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sp. y Agaricus sp. (Illana-Estaban 2008, Smiderle et al. 2012, Vincent et al. 2013). Un grupo de 

compuestos de importancia son las lectinas, que constituyen un diverso conjunto de proteínas de 

unión a carbohidratos, aisladas de diferentes organismos como humanos, plantas y hongos (Zhang et 

al. 2010). Estas proteínas poseen la capacidad de especificidad inmunomoduladora, actividad 

antitumoral y antiproliferativa (Sze 2004, Zhang et al. 2010, Yau et al. 2015, Ng et al. 2016). Su 

actividad biológica se ejerce a través de la unión y la agrupación de receptores glicosilados en la 

superficie celular, conduciendo a la activación de mecanismos de traducción de señales, en la matriz 

extracelular, en el citoplasma y en glicoproteínas nucleares (Pohleven et al. 2009). De esta manera, 

las lectinas están involucradas en procesos celulares como la adhesión celular, la migración, la 

diferenciación, la apoptosis y la proliferación, y, por lo tanto, pueden poseer propiedades 

inmunomoduladoras y tener un rol potencial en tratamiento del cáncer (Pohleven et al. 2009). Así 

mismo, las lectinas han sido aisladas en especies de hongos como Volvariella volvacea, Tricholoma 

mongolicum, Ganoderma capense, entre otras (Jung-Yaw & Tze-Bin 1984, Kawagishi et al. 1990, 

Wang et al. 1996, Ngai & Ng 2004). 

De igual manera, se han presentado reportes en especies de Agaricus, Lentinus, Podospora, 

Rhizoctonia, Polyporus, Pholiota, Coriolus, Neurospora y Phlebia de la presencia de lacasas, que 

son glicoproteínas que poseen átomos de cobre como centros catalíticos de acción (Cañas & Camarero 

2010). Estas proteínas catalizan la oxidación de los compuestos fenólicos y aminas aromáticas con el 

oxígeno, jugando un rol importante en la degradación de Lignina (Wang & Ng 2006). En el ámbito 

biotecnológico, las lacasas pueden considerarse como biosensores, como agentes para descontaminar 

aguas y como colorantes para la industria textil (Wang & Ng 2006, Li et al. 2010). Un estudio 

realizado por Xu, Wang & Ng (2012) donde demostraron el potencial inhibitorio de la lacasas para 

combatir enfermedades del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) con un hongo del género 

Lentinus, lo cual comprueba que este tipo de proteínas poseen aplicación en biotecnología ambiental 

y en el ámbito de la salud. 

Además de las lacasas, los hongos poseen otros compuestos como los terpenos. Estos 

compuestos son un diverso grupo orgánico, de cinco carbonos, que se unen formando bloques, y que 

adquieren sus nombres de acuerdo al número de unidades repetidas de isoprenos, como los 

monoterpenos (10 carbonos), sesquiterpenos (15 carbonos), diterpenos (20 carbonos), triterpenos (30 

carbonos), tetraterpenos (40 carbonos) (Elsayed et al. 2014). Estos componentes existen ampliamente 

en las plantas como principales componentes de resinas y aceites esenciales (Lull, Wichers & 

Savelkoul 2005, Elsayed et al. 2014). En los macromicetos están presentes en formas modificadas 

(isoprenoides y terpenoides), con gran potencial medicinal ya que presentan actividades antifúngicas, 
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antimicrobianas, antitumorales, inmunomoduladoras entre otras (Pillai, John & Thomas 2011, Tang 

et al. 2011, Patlolla & Rao 2012, Li et al. 2013). 

El género Ganoderma presenta una variedad de terpenos como los ácidos ganodéricos, ácidos 

ganodérmicos, ganoderoles, ganoderales, entre otros, que han sido aislados y estudiados de especies 

como G. lucidum y G. applanatum (Lui et al. 2007, Jeong et al. 2008, Xu, Zhao & Zhong 2010, 

López-Gartner et al. 2015), los cuales ejercen funciones hepatoprotectoras, antifúngicas, 

antibacteriales, entre otras. Estos componentes pueden presentar efectos en enfermedades cancerosas 

como inhibición de la proliferación y del comportamiento invasivo de las células cancerosas de mama 

y próstata a través de la disminución regulada de la expresión de ciclina DI y la supresión de la 

secreción del activador urocinasa del plasminógeno (uPA); inhibición del crecimiento e inducción de 

apoptosis de cáncer de próstata y mama a través del aumento regulado de la expresión de p21 y Bax; 

inhibición del crecimiento de hepatoma a través de la supresión de protein kinasa C (PKC), inducción 

de apoptosis de células de cáncer de colon por incremento de la actividad caspasa-3, supresión de 

angiogénesis a través de la inhibición de la secreción del factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF) y del factor de crecimiento y transformación (TGF-px) de células de cáncer de próstata (Ríos-

Cañavate 2008) 

2.2. Género Ganoderma 

Ganoderma P. Karsten (1881) (Ganodermataceae) es uno de los géneros de hongos 

macromicetos más representativos en la naturaleza para el estudio de componentes con aplicaciones 

biotecnológicas, debido al alto contenido de metabolitos y su gran potencial en diversas aplicaciones 

en la industria, la biorremediación y la salud, entre otros (Baby, Johnson & Govindan 2015). El género 

Ganoderma pertenece a la Filo Basidiomycota, Clase Agaricomycetes, Orden Polyporales, Familia 

Ganodermataceae, Género Ganoderma.  

El género comprende hongos de la pudrición blanca de la madera que descomponen la 

lignina, la celulosa, y algunos polisacáridos mediante enzimas modificadoras de las ligninas como las 

lacasas, lignina-peroxidasas y peroxidasas magneso-dependientes (D’Souza et al. 1996). Este grupo 

de hongos ha sido reconocido, en principio por la medicina tradicional, por sus propiedades 

nutracéuticas, y como un buen complemento terapéutico contra enfermedades, presentando elementos 

contundentes para disminuir los efectos adversos en la salud humana, lo cual ha sido confirmado 

recientemente a través numerosos estudios formales que han permitido identificar los componentes 

químicos que explican su eficacia en el campo biomédico (Sheena et al., 2005, Lin et al., 2006, 

Russell & Patterson, 2006, Hsiao et al., 2008, Chang et al. 2009, Chen et al., 2012) e industrial y 

biotecnológico. Varias especies de Ganoderma han resultado ser efectivas en diversas aplicaciones 

biotecnológicas, por ejemplo, Ozel et al. (2012) reportaron la capacidad de G. lucidum para la 



21 

 

 

biodegradación de cianuro; Matos et al. (2007) investigaron la aplicación de G. applanatum para el 

tratamiento en la decoloración y defenolización de aguas residuales; Mendonca et al. (2008) y Rigas 

et al. (2007) estudiaron la implementación de G. australe en la biorremediación de suelos 

contaminados con compuestos orgánicos recalcitrantes y con lindano (plaguicida de uso en 

agricultura).  

Del mismo modo, en numerosos estudios se han comprobado las propiedades estimuladoras 

de la respuesta inmune que poseen los hongos del género Ganoderma (Lull, Wichers & Savelkoul. 

2005, Liao et al. 2006, Liao et al. 2008), demostrando su efectividad en la modulación de funciones 

inmunológicas e inhibición del crecimiento tumoral (Jeurink et al. 2008, Ding et al. 2009). Entre los 

componentes que le confieren estas propiedades se encuentran principalmente Proteínas Fúngicas 

Inmunomoduladoras (Fungal Immunomodulatory Proteins, FIPs), lectinas, lacasas y metabolitos 

derivados de las rutas metabólicas del ácido mevalónico y triterpenos, como los ácidos ganodéricos 

(Ramírez et al. 2003, Güzeldağ & Colak 2007, Arboleda Echavarría & Mejía Gallón 2010). Así 

mismo, algunas especies de Ganoderma también contienen distintos compuestos con comprobada 

actividad inhibitoria de mitosis en líneas celulares, como los polisacáridos, polifenoles, esteroides y 

estatinas, dentro de los cuales se destacan su actividad antimicrobiana y citotóxica, su efecto 

hipercolesterolémico y su acción antiinflamatoria (Shiao 2003, Russell & Paterson 2006, Schepetkin 

& Quinn 2006, Wachtel-Galor et al. 2011, Zonga et al. 2012).  

2.3. Ácidos Ganodéricos 

En Ganoderma se han identificado más de 400 compuestos con actividad biológica, y que se 

relacionan con los efectos medicinales e industriales observados a partir de otros compuestos 

biológicos presentes en especies evolutivamente mayores como plantas y animales, no obstante, 

algunos son exclusivos de este género de hongos y han sido objeto de interés por algunos 

investigadores (Baby, Johnson & Govindan 2015).  

A partir de esto, Kim & Kim (1999) describieron unos componentes exclusivos del género 

Ganoderma, los ácidos ganodéricos, que hacen referencia a moléculas de la familia de los triterpenos 

que poseen características bioquímicas importantes en el área biotecnológica, dado que tienen 

propiedades útiles en la medicina para el tratamiento de enfermedades cancerígenas por la inducción 

de muerte programada (apoptosis) en células malignas y así detener el avance de las mismas en la 

enfermedad (Tang et al. 2006, Tang et al. 2011, You et al. 2013). Además, estos metabolitos 

presentan eficacia en la estimulación del sistema inmune y propiedades antiinflamatorias (Lull, 

Wichers & Savelkoul 2005), y la protección del hígado contra agentes tóxicos (Ren et al. 2010).  
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En un estudio realizado por Sanodiya et al. (2009) en Ganoderma lucidum, se evaluó el efecto 

que poseían los ácido ganodéricos relacionado al aporte de soluciones contra enfermedades como las 

alergias, cáncer o VIH/SIDA. Además, varias investigaciones han mostrado la relevancia de los 

ácidos ganodéricos para la prevención y/o acción contra células altamente susceptibles a procesos 

cancerígenos o autoinmunes (Min et al. 2000, Gao et al. 2002, Lin & Zhang 2004, Li et al. 2009, Xu 

et al. 2011b), obteniendo logros muy promisorios en el campo biomédico. 

El metabolismo de los ácidos ganodéricos se deriva de la ruta metabólica del ácido 

mevalónico (KEGG map01062, map00900) cuyo producto final en plantas, animales y hongos esta 

descrita para la producción de metabolitos con núcleo esterólico a nivel celular como el colesterol, 

fitoesterol y ergosterol (Schmidt-Dannert 2014). Con la intensión de dilucidar la producción de estos 

metabolitos, Liu et al. (2012) (ver Figura 1) describieron la ruta de la biosíntesis de los ácidos 

ganodéricos en Ganoderma lucidum, que inicia a partir del acetil-CoA hasta llegar al lanosterol, 

donde ocurre una transformación de la molécula de Lanosterol por parte del complejo del citocromo 

P450 (CYP450) y del complejo enzimático uridindifosfato glucosil transferasa [uridin diphosphate 

glycosyl transferases] (UGT) para generar las diferentes transformaciones (reacciones redox) hacia 

los triterpenos, y por último, los diferentes ácidos ganodéricos (Qian et al. 2013) 

Figura 1. Descripción de la ruta metabólica de los ácidos ganodéricos en G. lucidum. Tomado de Liu 

et al. (2012). 
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2.4. Proteínas Fúngicas Inmunomoduladoras (FIPs) 

Las investigaciones sobre las propiedades de inmunomodulación de las especies de 

Ganoderma han profundizado en el estudio de compuestos bioactivos como polisacáridos, ácido 

ganodérico, triterpenos y Proteínas Fúngicas Inmunomoduladoras (Fungal Immunomodulatory 

Proteins, FIPs), las cuales son proteínas con actividad reguladora del sistema inmunológico (Li et al. 

2011). Estas proteínas modulan la activación y expresión de las células y mensajeros comprometidos 

en la respuesta inmunológica, conocido como inmunomodulación (Li et al. 2015). Dada la función 

inmunológica que pueden presentar este tipo de proteínas, se utilizan en campos de acción medicinal 

contra enfermedades como cáncer, enfermedades inflamatorias y alergénicas (Xu et al. 2011a, 

Bastiaan-Net 2013). 

En el año 1989 Kino et al. reportaron la primera proteína fúngica inmunomoduladora (FIPs) 

denominada LZ-8, aislada del cuerpo fructífero del hongo medicinal G. lucidum (nombre común en 

chino Ling Zhi). A partir de esta fecha, se han reportado y caracterizado siete FIPs para especies del 

género Ganoderma, purificadas y/o clonadas (ver  

Tabla 1). 

 

Tabla 1. Proteínas Fúngicas Inmunomoduladoras (FIPs) reportadas para el género Ganoderma. 

Ganoderma sp. Denominación de la 

FIP 

Referencia Accesión GenBank 

Ganoderma lucidum LZ-8 Kino et al. 1989.  P14945.2. 

Ganoderma tsugae FIP-gts Lin et al. 1997. No posee 

Ganoderma sinense FIP-gsi Zhou et al. 2009.  AY449805.1 

Ganoderma 

microsporum 

FIP-gja Wu et al. 2007.  3KCW_A. 

Ganoderma japonicium FIP-gmi Sin publicar.  AAX9824. 

Ganoderma atrum FIP-gas Sin publicar.  KM077027.1 

Ganoderma applanatum FIP-gap Sin publicar.  AEP68179. 

 

Trece proteínas FIP pertenecientes a otros géneros del Filo Basidiomycota también han sido 

reportadas y descritas a nivel molecular o de secuencia. En total, existen 20 reportes de secuencias de 

proteínas FIP en los Filos Basidiomycota y el Filos Ascomycota (ver Tabla 2), incluyendo al género 

Ganoderma.  

Para el Filo Ascomycota, se han reportado dos FIPs en Nectria haemotococca (FIP-nha) y 

Stachybotrys chlorohalonata (FIP-sc2), respectivamente. En Colombia, existe un reporte preliminar 
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de una secuencia putativa de FIP encontrada en el transcriptoma de G. australe por González-Muñoz 

et al. (2014). 

 

Tabla 2.Reporte de FIPs para los Filos Basidiomycota y Ascomycota*. 

Especie Denominación de la 

FIP 

Referencia Accesión Genbank 

Flammulina velutipes FIP-fve Ko et al. 1995. P80412. 

Volvariella volvacea  FIP-vvo Hsu et al. 1997 No posee. 

Auricularia polytricha  FIP-Apl Sheu et al. 2004 XM_007336979.1 

Antrodia camphoratae  FIP-aca Sheu et al. 2009.  AY569691.1. 

Pleurotus citrinopileatus  FIP-PCiP Sheu et al. 2007.  No posee. 

Poria cocos FIP-pcp Chang, Yeh & Sheu 

2009.  

JN571084.1. 

Trametes versicolor  FIP-tvc Li et al. 2012, Li et al. 

2011.  

KC297708.1. 

Postia placenta rFIP-ppl Li et al. 2015.  AJL35148.1 

Chroogomphis rutilus  FIP-cru Lin et al. 2016.  AKU37620.1. 

Tremella fuciformis FIP-tfu Sin publicar.  EF152774. 

Lignosus rhinocerotis FIP-Lrh Pushparajah et al. 

2016.  

No posee. 

Nectria haemotococca* FIP-nha Li et al. 2014.  XM_003043608.1. 

Stachybotrys 

chlorohalonata*  

FIP-sh2 Li et al. 2017.  AQQ80204.1. 

 

2.4.1. Estructura Molecular 

Las proteínas FIPs poseen un peso molecular de 12,5-15 KDa, tienen una estructura primaria 

constituida de 111 a 121 aminoácidos, la estructura secundaria está compuesta de siete plegamientos 

beta (β), dos hélices alfa (α) y un loop beta (Li et al.2011) 

Lin et al (1997) estudiaron la estructura de las FIPs (ver Figura 2) en Ganoderma tsugae, 

realizando el alineamiento y comparación con las proteínas FIP reportadas con antelación para G. 

lucidum (Kino et al. 1989), F. velutipes (Ko et al. 1995) y V. volvacea (Hsu et al. 1997). Los autores 

describieron la homología que poseen las secuencias de FIPs reportadas por la conservación de un 

dominio en el extremo amino terminal del péptido. En esta parte de la secuencia se cree que es el sitio 
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activo donde se ejecuta los procesos celulares la proteína, dado que cuando los autores realizaron el 

estudio, hicieron un proceso mutagénico donde hicieron deleciones de dos leucinas (posición 5 y 9) 

y una fenilalanina (posición 7) en la FIP-gts natural. Con ello, determinaron que las FIP-gts mutantes, 

carentes de estos aminoácidos, no podían ejecutar el plegamiento que se observaba en la FIP-gts 

natural en el proceso de dimerización (unión a los receptores para ejecutar su actividad), concluyendo 

que esta región de la proteína era el sitio activo para ejecutar las acciones inmunomoduladoras (Lin 

et al. 1997. Esta parte molecular de la proteína es altamente conservada entre las secuencias 

reportadas de las FIPs (Li et al. 2015) 

 

Figura 2. Estructura primaria y secundaria de la FIP-gts en G. tsugae. Tomado de Lin et al. 

(1997). 

 

2.4.2. Aplicaciones y prospectos 

Se ha propuesto que la obtención de las FIPs puede ser útil para mejorar el sistema inmune 

y, de esta forma, potenciar la respuesta inmunológica y fomentar tratamientos novedosos para el 

cáncer y enfermedades autoinmunes. Así mismo, estas proteínas podrían ser empleadas como 

productos inmunológicos en insumos farmacéuticos o como vacunas que estimulen la resistencia de 

células NK (Natural Killer) del sistema inmune para la prevención de enfermedades, así como 

suplemento para aliviar el dolor o reducir los efectos secundarios generados por los medicamentos 

sintéticos, que poseen efectos adversos en pacientes diagnosticados con estas enfermedades (Li, 

Wang & Zhou 2011). Por ende, los tratamientos que se relacionan con la acción de las proteínas FIPs 
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deben estar dirigidos a mejorar los tratamientos como coadyuvantes en enfermedades como cáncer y 

diabetes (Patel & Goyal 2012, Kladar et al. 2016, Wang et al. 2017). De ahí se sugiere la 

implementación de estas proteínas en procesos tempranos de tratamiento para identificar patrones de 

transformaciones celulares malignas o progresos tumorales (De Silva, Rapior, Hyde, & Bahkali, 

2012, Erjavec et al. 2012). 
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3. Materiales y métodos 

 

3.1. Material Biológico 

El basidioma de G. australe fue colectado en la unidad experimental de la Universidad del 

Valle y depositado en la colección del herbario CUVC de la misma universidad, con la colaboración 

de la doctora Ana Cristina Bolaños. El número de identificación asignado para depositar la muestra 

en el herbario fue 374 para depositar la muestra en el herbario. La Universidad del Vallen cuenta con 

permiso de colecta 1070, expedido por la agencia nacional de licencias ambientales (ANLA). 

3.1.1. Cultivo del Hongo 

La cepa de G. australe se cultivó en el laboratorio de Biología Molecular de la Universidad 

de Manizales. El hongo se cultivó en agar Sabouraud dextrosa (SDA) durante 8 a 10 días a 25°C para 

estimular el crecimiento micelial. Posteriormente, se realizó el inóculo del micelio en frascos Schott 

(Duran) de 250 mL, que contenían 50 mL de Extracto de Malta. Se tomaron de cinco a diez discos de 

aproximadamente 90 mm de diámetro del medio sólido colonizado con el micelio, y se transfirieron 

al medio con Extracto de Malta. Los frascos Schott de 250 mL con el inóculo del hongo se ubicaron 

en una incubadora con agitación horizontal Labnet a 27°C y 100 rpm durante 15 días para obtener la 

mayor cantidad de biomasa necesaria para la extracción de ADN genómico. 

3.1.2. Extracción y cuantificación de ADN genómico 

La extracción del ADN genómico (ADNg) de G. australe fue efectuada también en el 

laboratorio de biología molecular de la Universidad de Manizales. Para la extracción del ADNg, se 

tomó el micelio crecido del cultivo líquido. Se realizaron seis lavados del micelio con cloruro de 

magnesio (MgCl2), para limpieza y eliminación de polisacáridos y desechos celulares del crecimiento 

del hongo en el medio de cultivo que pudiesen interferir con la extracción de ADNg. Posteriormente, 

el micelio fue macerado con nitrógeno líquido (N2) y la extracción de ADNg se realizó utilizando el 

kit Wizard® Genomic DNA purification (Promega©), siguiendo la metodología descrita por el 

fabricante. Una vez obtenido el ADNg, se verificó la calidad mediante electroforesis en gel de agarosa 

al 0,8% p/v teñido con el colorante GelRed™, empleando el ADN del bacteriófago Lambda como 

referencia. Finalmente, se determinó la concentración y calidad del ADNg mediante un 

espectrofotómetro Nanodrop a longitudes de onda 260/280 y 260/234, y dos fluorómetros, Glomax® 

de Promega© y Qubit de ThermoFisher.  

3.1.3. Identificación molecular de G. australe 

Se realizó una identificación molecular para el hongo por medio de la amplificación de la 

secuencia conservada ITS (Internal Transcribed Sequence) del ADN ribosomal, empleando los 
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indicadores ITS 4 y 5 de acuerdo a la metodología realizada por Park et al. (2012). Los productos de 

amplificación fueron secuenciados y se realizó una búsqueda por homología en la base de datos del 

NCBI contra los ITS reportados para Ganoderma, con el fin de confirmar la identidad del hongo con 

G. australe. 

3.1.4. Secuenciación genómica 

La secuenciación del genoma de G. australe se realizó mediante la tecnología de 

secuenciación de nueva generación (Next Generation Sequencing, NGS) PacBio® en la plataforma 

Sequel. La preparación de las librerías y la secuenciación de las mismas se realizaron mediante el 

servicio contratado con el centro de secuenciación GENEWIZ Inc. Se prepararon las librerías 

SMRTbell con fragmentos de 20 kb, utilizando el marcador de selección Blue Pippin Size Selection, 

y éstas se secuenciaron en el equipo PacBio Sequel®, con una duración de la película de 6 horas en 

dos celdas SMRTCell de PacBio, a una profundidad de 100X con base en un tamaño de genoma 

estimado de 40 Mbp, tomando como referencia el genoma de G. lucidum. El resumen de la 

metodología de cultivo en el laboratorio y secuenciación del ADNg se puede observar el la Figura 3. 

 

 

Figura 3. Metodología descrita para el cultivo de G. australe y secuenciación del ADNg del 

hongo.  

3.2. Ensamblaje y anotación del genoma 

Las secuencias crudas del proceso de secuenciación se recibieron de parte del proveedor y se 

descargaron al clúster de computación de alto rendimiento (HPC) del Centro de Bioinformática y 

Biología Computacional de Colombia (BIOS). Los datos crudos del genoma se ensamblaron usando 

la herramienta Canu (Koren et al. 2017) utilizada para ensamblar lecturas largas de PacBio. Esta 
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herramienta utiliza un pipeline de corrección, corte y ensamblaje propio para lecturas largas de 

tecnologías de alto ruido como PacBio.  El archivo de salida del ensamblaje por Canu se sometió a 

un mejoramiento por parte del módulo Arrow que hace parte de la herramienta SMRTLINK versión 

4, con el fin de obtener un consenso del ensamblaje, alineando los datos crudos de la secuenciación a 

esta salida, y así, dar una mayor extensión al ensamblaje de Canu para generar scaffolds completos, 

y dar un complemento de soporte en la corrección de errores que ejecuta la herramienta de 

ensamblaje. 

Las estadísticas de calidad del ensamblaje se obtuvieron utilizado Quast (Quality Assessment 

Tool for Genome Assemblies) (Gurevich et al. 2013), y la calidad del ensamblaje en cuanto a 

representatividad de genes conservados del linaje Basidiomycota se evaluó usando la herramienta 

Benchmarkin Universal Single-Copy Orthologs (BUSCO) (Simao 2015). 

Cuando se obtuvo el ensamblaje de novo con Canu y refinado con las demás herramientas 

mencionadas, se procedió a anotar el genoma usando la metodología descrita en el pipeline de Maker2 

(Holt & Yandell 2011), y así realizar la predicción del contenido génico del genoma a partir de 

predictores ab initio y evidencias proteicas de Ganoderma spp. reportadas en las bases de datos del 

Mycocosm (Grigoriev et al.2013) y del National Center for Biotechnology Information (NCBI). El 

análisis de las regiones repetitivas del genoma (repeticiones interesparcidas y secuencias de ADN de 

baja complejidad) se evaluaron por fuera del pipeline de Maker2, usando la herramienta 

RepeatMasker v4 (http://www.repeatmasker.org/), asumiendo que los transposones estaban 

asociados al grupo taxonómico (Reino) Fungi. 

Se utilizó el servicio de anotación automática del KEGG (KAAS) (Moriya et al. 2007) para 

la búsqueda y asociación de rutas metabólicas dentro del genoma, como una medida de cuán completo 

y correctamente ensamblado era el genoma obtenido. Para evaluar el ensamblaje del genoma con la 

anotación, se tomó como referencia la ruta metabólica del ácido ganodérico descrita para G. lucidum 

reportada por Liu et al. (2012), y se evaluó la presencia de genes relacionados con las enzimas claves 

de la ruta metabólica: farnesil difosfato sintasa (FDS) (EC 2.5.1.10), squaleno sintasa (SS) (EC 

2.5.1.21), squaleno monooxigenasa (SQM) (EC 1.14.14.17) y lanosterol sintasa (LS) (EC 5.4.99.7). 

También se hizo una búsqueda de complejos enzimáticos que pertenecieran a citocromo P450 

(CYP450) y al complejo uridindifosfato-glicosil-transferasas (UGT), con el fin de determinar si esta 

ruta se encontraba anotada de manera completa y correcta. Se utilizaron las secuencias de estas 

enzimas que estuvieran reportadas en las bases de datos del NCBI y UniProt para el filo 

Basidiomycota. 
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3.3. Anotación de proteínas FIPs 

Se construyó una base de datos local con las secuencias proteicas asociadas a las enzimas 

FIPs reportadas y descargadas de las bases de datos UniProt (proteínas) y NCBI (cds-mRNA). Las 

secuencias se alinearon en el programa en línea Clustal Omega 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) en formato Estocolmo. Con esto se construyeron los 

modelos para realizar búsquedas de las FIPs con el software HMMER v3.1b2 (Eddy 2011, Finn, 

Clements & Eddy 2011). Se realizaron también búsquedas por homología con BLASTP local. 

La secuencia putativa de la FIP de G. australe se aisló del genoma mediante con las 

herramientas cdbfasta (https://github.com/gpertea/cdbfasta) y exonerate (Slater & Birney 2005) 

(http://www.ebi.ac.uk/about/vertebrate-genomics/software/exonerate). Se realizó una comparación 

con las secuencias reportadas en la base de datos de UniProt, donde se realizó un alineamineto en la 

herramienta Mega7 (Kumar, Stecher, & Tamura, 2016) con la herramienta MUSCLE. 

La secuencia putativa se evaluó en el servidor de InterProScan en línea 

(http://www.ebi.ac.uk/interpro/) para búsqueda de dominios, y en Fgenesh y Promoter 2 (versiones 

en línea) para determinar la estructura del gen 

(http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=case_study_plants&no_menu=on). La secuencia 

putativa de la FIP se llevó al servidor en línea de I-Tasser (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-

TASSER/), el cual predice la estructura secundaria y terciaria de secuencias de proteínas mediante 

un algoritmo que utiliza la base de datos de Protein Data Bank (PDB), junto a los reportes del 

consorcio GO y el Enzyme Commission Number (EC) para predecir un modelo consenso usando un 

estadístico llamado Cscore, el cual está en el rango de -5 (más bajo) a 2 (más alto) en niveles de 

similitud (Roy, Kucukural & Zhang 2010, Roy, Yang & Zhang 2012).La metodología completa para 

el ensamblaje y anotación del genoma de G. australe se puede observar en la Figura 4. 
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Figura 4. Metodología descrita para el ensamblaje y anotación del genoma de G. australe  
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4. Resultados y Discusiones 

 

4.1. Obtención del ADN y secuenciación del genoma 

El ADNg de G. australe se obtuvo de la extracción con el kit de Promega. El ADNg fue 

cuantificado mediante electroforesis de geles de Agarosa, donde se obtuvo un valor aproximado de 

la concentración de éste mediante la comparación del ADNg con la banda correspondiente al ADN 

del bacteriófago lambda de cantidad conocida. Los resultados de la corrida del gel de agarosa por 

electroforesis se observan en la Figura 5. 

 

Figura 5. Electroforesis del ADNg extraído del micelio de G. australe. Pozos 1-3: ADN 

lambda a 15 ng, 30 ng y 45 ng; pozos 4-6: ADN lambda a 15 ng, 30 ng y 45 ng con HindIII; pozos 

7-25: ADNg de G. australe. 

 

Posteriormente, se evaluaron las calidades y concentración del ADNg mediante los equipos 

NanoDrop y Glomax/Qubit entre el laboratorio de la universidad de Manizales y el centro de 

secuenciación GeneWiz. Las muestras de ADNg se unificaron en 5 tubos y se cuantificaron de esa 

manera Los resultados obtenidos se observan en la  

Tabla 3. 

 

Tabla 3. Concentración de ADNg cuantificados con el NanoDrop y Glomax/Qubit. 

Muestra ADNg 

Nanodrop(ng) 

[concentración ácidos 

nucleicos] 

Glomax/Qubit(ng) 

[concentración ADNg] 

1 35.000 3.335 

2 34.000 4.393 

3 51.000 3.887 

4 54.000 6.480 

5 80.000 2.393 

 

1   2   3    4    5    6    7   8    9   10  11  12  13  14 15 16  17  18  19 20  21  22  23  24  25 
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4.1.1. Identificación molecular de G. australe 

A partir de la extracción del ADNg del hongo, se procedió a realizar la identificación 

molecular del hongo utilizando las regiones de ITS 4 y 5 del ADN ribosomal. Se analizó la secuencia 

obtenida de la secuenciación por medio del programa CodonCode Aligner™, en la cual se obtuvo 

una banda de aproximadamente 650 pb (ver Figura 6 ) y de la cual se obtuvo una homología del 99% 

para G. australe en la secuencia reportada en el GenBank (G.australe voucher HMAS86596 

GenBank: AY884180.1) para este tipo de ITS. Park et al. (2012) realizaron la identificación de 32 

especies de Ganoderma, entre ellas, G. lucidum, G. tsugae, G. tornatum, utilizando las regiones de 

ITS 4 y 5 del ADN ribosomal. En los resultados presentados por los investigadores, obtuvieron que 

las bandas de los ITS 4 y 5 para los hongos de Ganoderma se encuentran en un rango entre 625 a 673 

pb. A partir de esto, se confirmó que la región amplificada para G. australe estaba dentro del rango 

de los ITS reportados por Park et al. para Ganoderma, y que, además, fue bien alineada e identificada 

para la especie en un 99% para los ITS que están reportados en las bases de datos.  

Figura 6. Identificación molecular de G. australe usando las regiones ITS 4 y 5 del ADN 

ribosomal. 

El ADNg fue secuenciado por la tecnología Sequel de PacBio, en el cual se obtuvieron 

alrededor de seis gigabases de lecturas para las dos celdas de SMRTcell, las cuales se pueden observar 

en el Anexo I. 

200 pb 

400 pb 

600 pb 
650 pb aprox. 



34 

 

 

4.1.2. Ensamblaje del genoma  

Los datos de secuenciación se descargaron al clúster HPC del Centro de Bioinformática y 

Biología Computacional de Colombia – BIOS para ser analizados. Los datos crudos del genoma se 

ensamblaron siguiendo la metodología de Koren et al. (2017) para la herramienta Canu (Ver Anexo 

I, B). Se obtuvo un tamaño del genoma consenso total de 84 Mbp con la salida de la herramienta 

Arrow, con un porcentaje de GC de 55,57 %. Este valor representa un genoma de aproximadamente 

el doble del tamaño del reportado para la especie G. lucidum de 43 Mbp (Chen et al 2012; Lui et al 

2012). El mayor scaffold generado del ensamblaje fue de 1,66 Mbp y el N50 estuvo alrededor de los 

200 kbp. (Ver Tabla 4) Esto valores visualizan una excelente continuidad del genoma ensamblado ya 

que poseen pocos scaffolds (776) y que tienen una continuidad muy alta, generando scaffolds de 

tamaños mayores a 1 Mbp.  El reporte final generado con la herramienta QUAST del ensamblaje se 

presenta en la Tabla 4. 

Además de la herramienta Canu, se evaluaron otras estrategias de ensamblaje para el genoma 

de G. australe, que incluyeron los ensambladores de novo Falcon (Chin et al 2016) y HGAP (Chin et 

al 2013). Sin embargo, los resultados obtenidos con estos programas no fueron satisfactorios, pues se 

presentaron muchos fallos en la ejecución de estas herramientas dentro del clúster HPC de Bios, los 

cuales no fue posible subsanar. De todas maneras, el ensamblaje realizado con Canu fue ejecutado 

eficientemente en términos del rendimiento de la máquina (clúster HPC); además, se trata de un 

software ampliamente recomendado y utilizado frecuentemente para ensamblajes de tecnologías 

provenientes de secuenciación de “long reads” como PacBio y Oxford Nanopore. Además, permitió 

un ensamblaje óptimo de novo del genoma en términos de N50, estimación del contenido de GC y 

continuidad en los scaffolds. 
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Tabla 4. Reporte con QUAST de estadísticas del ensamblaje del genoma de G. australe. 

Parámetro                     Valor 

# contigs (>= 0 bp)        776 

# contigs (>= 1000 bp)      776 

# contigs (>= 5000 bp)       776 

# contigs (>= 10000 bp)      776 

# contigs (>= 25000 bp)      755 

# contigs (>= 50000 bp)      412 

Total length (>= 0 bp)       84.2 Mb 

Total length (>= 1000 bp)    84.2 Mb 

Total length (>= 5000 bp)    84.2 Mb 

Total length (>= 10000 bp)  84.2 Mb 

Total length (>= 25000 bp)  83.8 Mb 

Total length (>= 50000 bp)  71.1 Mb 

# contigs                    776 

Largest contig        1.66 Mb 

Total length            84.2 Mb 

GC (%)                       55.57 

N50                          200.492 

N75                          70.371 

L50                          94 

L75                          276 

# N's per 100 kbp       0.00 

El ensamblaje obtenido por la herramienta Canu se analizó con la herramienta BUSCO para 

evaluar la presencia de los genes ortólogos conservados del filo Basidiomycota (ver Tabla 5). La 

herramienta ejecutó una búsqueda de genes del linaje Basidiomycota, con base en modelos génicos 

de las especies Corpinus rutilus, Laccaria bicolor y G. lucidum como referencia para la predicción 

ab initio de genes con el programa Augustus, integrado en BUSCO. Los mejores valores de 

representatividad de genes conservados se obtuvieron con base en los modelos génicos de Coprinus 

y G. lucidum (ver Tabla 5) con un 96% y 95,8% de genes conservados encontrados en relación al 
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linaje de Basidiomycota. Es de resaltar que la búsqueda de genes con BUSCO presentó un alto valor 

de genes duplicados, alrededor de los 276 genes duplicados. 

Tabla 5. Resultado de BUSCO para el ensamblaje de G. australe. 

Ensamblaje 

Modelo 

génico 

Augustus 

(sp) 

Genes 

encontrados 
Completos Duplicados Faltantes 

Genes de 

referencia 

en el linaje 

Canu Coprinus 1282 1006 276 23 1335 

Canu Laccaria 1252 987 265 17 1335 

Canu G. lucidum 1279 1007 272 28 1335 

Las estadísticas del ensamblaje obtenido para G. australe fueron contrastadas con los trabajos 

de Chen et al (2012) y Lui et al (2012) en los cuales reportaron el genoma completo de G. lucidum 

de 43 Mbp. Se observó que una gran diferencia en el tamaño genómico entre estas especies, ya que 

G. australe dobla el tamaño del genoma de G. lucidum. Se destaca que hay una carencia de trabajos 

genómicos publicados para la especie de estudio, por tanto, su genoma fue analizado con base al 

reporte de G. lucidum. Además, se analizó el genoma ensamblado en comparación con un proyecto 

que se hizo público por parte del Broad Institute (Kües et al.2015), el cual consistió en un estudio 

genómico de cuatro especies de Ganoderma, y del cual se sólo se presentó un reporte a la base de 

datos del NCBI para el genoma de G. boninense (Acceso: GCA_001855635.1). Este genoma posee 

un tamaño de 60 Mbp aproximadamente (24 Mbp de diferencia con respecto a G. australe), y el cual 

fue ensamblado también con la herramienta Canu a partir de datos de PacBio RSII. 

Los genomas de G. lucidum y G. boninense fueron comparados frente al genoma ensamblado 

de G. australe mediante al herramienta Mummer v3 (Kurtz et al. 2004), presentado en el Anexo II. 

Al observar la comparación de los genomas de G. australe vs G. lucidum (Anexo II, A), se pudo 

observar que los scaffolds de G. australe no pudieron ser organizados de forma correcta frente al 

genoma de G. lucidum. Además, hay un 80% de similitud entre las secuencias comparadas, dejando 

una franja que no pudo ser comparada en la parte superior de la gráfica. Sin embargo, podemos ver 

que los dos genomas están evaluados en casi su totalidad. 
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No sucedió los mismo con la comparación de los genomas de G. australe vs G. boninense 

(Anexo II, B). Cuando se realizó la evaluación de estos genomas se pudo visualizar una mejor 

organización entre los scaffolds de los genomas, los cuales poseen un 80% de similitud, aunque se 

evidencia una mayor brecha entre los scaffolds en una región del genoma de G. boninense, como se 

aprecia en la figura (Anexo II, B). 

Al analizar las secuencias de ITS halladas en el estudio de G. australe, y las secuencias 

reportadas en el NCBI para los genes de ADN ribosomal 18S, ITS1-5.8S-ITS2 y 28S, se descargaron 

las secuencias para observar las distancias filogenéticas que existen entre las especies de G. australe, 

G. lucidum y G. boninense. Se utilizaron, además, cuatro especies de Ganoderma, G. sinense, G. 

tsugae, G. tornatum y G. applanatum, y una especie como grupo externo, S. cerevisiae para 

enriquecer los métodos de comparación filogenética. Las secuencias fueron alineadas utilizando la 

herramienta MUSCLE dentro de Mega 7 (Kumar et al., 2016), y se ejecutaron los métodos de máxima 

parsimonia, Neiborgh-Joining, UPGMA y máxima probabilidad para visualizar la filogenia de estas 

secuencias (ver Anexo II, C-D-E-F). Cada una de las secuencias de marcadores de ADN ribosomal e 

ITS evaluadas con Mega evidenciaron que las especies de G. australe y G. applanatum están con 

mayor cercanía en cuanto a características taxonómicas moleculares que G. lucidum y G. boninense 

como ya se habían mostrado en otros estudios (Jargalmaa et al., 2017; Park et al., 2012; Richter, 

Wittstein, Kirk, & Stadler, 2015), y por lo tanto, se presume que las diferencias evolutivas entre estas 

tres especies pudieron implicar cambios importantes a nivel genómico, que se reflejan en estas 

distancias taxonómicas (Jargalmaa et al., 2017). Existen antecedentes que demuestran que las 

diferencias evolutivas entre especies de un mismo género, eventualmente, podría también verse 

reflejadas en el tamaño de los genomas ((Kurtz et al. 2004 Anexo II, A-B)  

Mohanta & Bae (2015) realizaron un reporte detallado de varias especies de hongos que 

poseían datos genómicos, principalmente de los filos Ascomycota y Basidiomycota. Para 

Ganoderma, los investigadores estimaron un genoma cercano a los 40 Mbp. Se observó, sin embargo, 

que el genoma ensamblado dista de esta estimación, y que se debe este tamaño genómico obtenido. 

Desde una perspectiva filogenética, Ganoderma es un clado taxonómico complejo que presenta 

principalmente datos morfológicos para su clasificación, careciendo aún de datos moleculares que 

aporten a determinar las especies dentro del clado (Richter, Wittstein, Kirk, & Stadler 2015). 

 G. australe es una especie que se encuentra filogenéticamente distante de G. lucidum ya que 

las dos especies pertenecen a distintos subgéneros dentro de Ganoderma (Park et al. 2012, Zhou et 

al. 2016, Jargalmaa et al. 2017), y presentan diferencias en años evolutivos, acumulación de 

información génica y número de generaciones presentes para cada especie (Hardison 2003, Miller et 

al. 2004). Es por esto, y observando esta información taxonómica, que puede resultar no confiable la 
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comparación entre los tamaños genómicos dentro del clado de Ganoderma, con base en los estudios 

moleculares de G. lucidum, que ha sido ampliamente estudiado (Park et al., 2012; Zhou, Liu, Guo, 

Su, & Zhang, 2016), pero que deja un vacío importante para las especies que están en el subgénero 

Eflvingia como G. australe, G. applanatum, G. atrum, G. boninense para el ámbito genómico.  

Además, teniendo en cuenta los resultados de BUSCO (ver Tabla 5), se observa que el 

genoma ensamblado de G. australe presenta un alto número de genes duplicados (>270) para los 

genes ortólogos del filo Basidiomycota, lo que puede indicar la presencia de repeticiones de 

haplotipos, reorganizaciones genómicas que generasen duplicaciones, fusiones genómicas o algún 

otro proceso que pudiese haber ocurrido dentro de este genoma, y que no se detecten con las 

herramientas bioinformáticas más utilizadas en la actualidad como BUSCO, limitando la 

determinación de este tipo de datos. Además, el análisis de BUSCO es limitado para este tipo de 

hongos por la poca información existente para ejecutar este tipo de análisis. Por consiguiente, se 

destaca la poca información genómica que hay disponible para el género Ganoderma en las bases de 

datos, siendo escasos los trabajos que han dado un reporte completo de los datos genómicos para 

especies que estén dentro de Ganoderma. 

4.2. Anotación del Ensamblaje 

4.2.1. Anotación del ensamblaje con Maker2 

Se realizó la anotación del genoma con la herramienta Maker2, utilizando como modelo 

génico el reporte de G. lucidum. Los perfiles de configuración de corrida de Maker2 se pueden 

observar en el Anexo III, A-B  

Se obtuvieron 10.713 modelos de genes predichos dentro del genoma de G. australe, en 

comparación con estudios de Chen et al (2012) y Lui et al (2012), que obtuvieron 12.000 secuencias 

modelos para el genoma de G. lucidum. El valor obtenido en la predicción de genes en el genoma de 

G. australe es menor al reportado para G. lucidum, pero se debe tener en cuenta la novedad de que 

G. australe no posee hasta la fecha un gran catálogo de secuencias reportadas en las bases de datos 

y, por ende, es probable que exista un sesgo atribuido al modelo génico para la predicción de genes 

basado en G. lucidum. Al respecto, habría que considerar una metodología que complemente este tipo 

de aproximaciones para genomas ensamblados de novo y que determinen los datos no encontrados 

para establecer los vacíos de información que se pudieran haber generado con esta aproximación. 

 Las secuencias predichas de proteínas de Maker2 se anotaron en el sistema de anotación 

automática de KEGG (KAAS), obteniendo una anotación de 7.709 secuencias que obtuvieron una 

relación funcional en cuanto a su actividad biológica en la base de datos (ver Anexo III, C). Las 

secuencias más representativas de la anotación estuvieron en el grupo de procesamiento de la 

información genética, la cual obtuvo una anotación de 2501 secuencias, lo que equivalió al 32% de 
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la anotación como se muestra en el diagrama circular (ver Anexo III, B ). Otros grupos importantes 

que se determinaron en la anotación de KAAS fueron procesos celulares (11%), procesamiento de la 

información ambiental (9%), familia de enzimas (5%) entre otros. Lui et al (2012) determinaron en 

la anotación del genoma de G. lucidum que sus proteínas predichas estaban en mayor cantidad 

relacionadas con procesos de metabolismo de carbohidratos, aminoácidos y xenobióticos. En cambio, 

en la anotación de G. australe estos grupos presentan una baja representatividad (<5%), dando a 

entender que se necesitan más estrategias de anotación de genes (ej. Blast, GO) para obtener una 

mejor precisión en la determinación de los genes que están en el ensamblaje del genoma. Aun así, se 

logró determinar por esta metodología de anotación la identificación de las secuencias putativas 

pertenecientes a la ruta metabólica de los ácidos ganodéricos.   

Continuando con el análisis del genoma de G. australe, se determinaron las regiones 

asociadas a transposones en el ensamblaje con la herramienta RepeatMasker. En principio, la 

herramienta no fue posible ejecutarla dentro del pipeline de Maker2 debido a problemas de ejecución 

en el clúster HPC de BIOS, por lo que se decidió hacer la corrida por separado del pipeline. Se 

reconocieron 2,6 Mbp regiones enmascaradas, lo que corresponde al 3,18%. La mayor parte de estos 

elementos enmascarados corresponden al Retroelementos (2,18%), siendo los transposones LTR los 

más identificados (2,13%) (ver Anexo III, D). 

 Liu et al (2012) analizaron las regiones repetitivas en el genoma de G. lucidum de 39 Mbp, 

donde se encontraron con un 5% de regiones repetitivas en ese genoma, que equivalían a 2 Mbp. Sin 

embrago, Chen et al (2012) reportaron un mayor número de regiones repetitivas para el genoma de 

G. lucidum. Ellos reportaron para el genoma de 43 Mbp un 8% de regiones repetitivas que 

correspondían a 3,5%. Además, Kües et al (2015) ensamblaron un genoma de G. lucidum 39 Mbp, 

obteniendo 2,1% de regiones transponibles para ese genoma generado. 

Comparado con ese resultado, el genoma de G. australe posee menos regiones repetitivas con 

respecto a G. lucidum, pero coinciden en que los transposones LTR son las regiones más encontradas 

en estos análisis. Otros análisis de regiones transponibles se deben efectuar cuando se efectúen otras 

estrategias de ensamblaje (ej. Falcon) u otras estrategias de secuenciación, con los cuales se pueda 

comparar la determinación de estos elementos para el genoma de G. australe. 

A partir de la secuencias codificantes y proteínas predichas con Maker2, se evaluó la 

presencia de las enzimas claves de las rutas metabólicas dentro del genoma de G. australe y la 

identificación de secuencias putativas de proteínas FIP. 
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4.2.2.  Evaluación de la ruta metabólica del ácido ganodérico 

Para la evaluación de la ruta metabólica del ácido ganodérico, se efectuó una búsqueda con 

las herramientas BLASTP versión 2.5 y Hmmer versión 3.1b2 para encontrar las enzimas claves de 

la ruta del ácido ganodérico en las proteínas predichas dentro del genoma de G. australe. 

Las secuencias putativas encontradas por estas herramientas para la ruta metabólica del ácido 

ganodérico se llevaron a la herramienta de predicción de genes Fgenesh (Solovyev et al. 2006) para 

determinar la longitud del transcrito de cada enzima y su equivalente en aminoácidos.  Estas 

secuencias también se llevaron al servidor en línea InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) para 

determinar los dominios proteicos dentro las secuencias de aminoácidos predichas, con el fin de 

corroborar la anotación funcional de las enzimas de la ruta metabólica. Todas las secuencias de las 

enzimas putativas obtuvieron algún resultado para las secuencias reportadas en las bases de datos (ver  

Tabla 6), y para los dominios de proteínas con InterProScan. Las enzimas claves dentro de la 

ruta metabólica del ácido ganodérico como la FDS o la LS, presentaron una alta homología (evalue 

>90), y que fue confirmado con la identificación de los dominios proteicos para estas enzimas (ver  

Tabla 6). Además, las asignaciones de las funciones celulares dentro del Gene Ontology (GO) 

fueron adecuadas para dar un atributo biológico que cumple cada enzima dentro de la ruta metabólica.  

Tabla 6. Enzimas evaluadas para la ruta del ácido ganodérico dentro del genoma ensamblado 

de G. australe. 

Enzima NÚMERO 

aminoácidos 

BLASTP

/ Hmmer 

Scaffold  Interproscan GO 

FDS 376 5.67e-100 tig00000137|arrow Polyprenyl 

Synthetase 

0008299 

SS 360 3.4e-90 tig00000176|arrow Squelene synthase 0009058, 

0016740, 

0016765 

SQM 466 8e-70 tig00001257|arrow No predicho 0055114, 

0004506, 

0016491, 

0050660,0016

021 

LS 784 1.34e-100 tig00001248|arrow Squalene cyclase 0003824, 

0016866 
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FDS: farnesil difosfato sintasa; SS: squaleno sintasa; SQM: squaleno monooxigensa; LS: lanosterol 

sintasa; GO: gene ontology.  

 

Las secuencias putativas obtenidas se llevaron al servicio de anotación de genomas del KEGG 

(KAAS). A partir de la anotación en el servidor de KAAS, se utilizó una opción para reconstruir rutas 

metabólicas, en especial, la ruta metabólica de los triterpenos (ver Figura 7), en donde están 

contenidas las enzimas de la ruta metabólica del ácido ganodérico. Se realizó la anotación completa 

de las secuencias putativas por parte de KEGG, donde se detallan las rutas metabólicas asociadas a 

las secuencias putativas (ver Figura 7a). Después, se realizó la reconstrucción de la ruta del ácido 

ganodérico que está dentro de la biosíntesis de los triterpenos (ver Figura 7b), resaltando en color 

verde las enzimas encontradas dentro de las secuencias putativas que se introdujeron, indicando la 

presencia de ellas en la ruta de la biosíntesis de los triterpenos. 

 

Figura 7. a. Resultado de la anotación de las secuencias putativas del genoma de G. australe 

con KEGG. b. Reconstrucción de las secuencias putativas dentro de la ruta de biosíntesis de 

triterpenos. 

a   

b  
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Investigaciones moleculares realizadas para las enzimas pertenecientes a la ruta de los ácidos 

ganodéricos, mostraron que se realizaron aislamientos y técnicas de clonación para las enzimas 

farnesil disfosfato sintasa (FDS) (Ding et al. 2008), squaleno sintasa (SS) (Zhao et al. 2007) y 

lanosterol sintasa (LS) (Shang et al. 2010) que estaban dentro de G. lucidum, y para la enzima 

squaleno monooxigenasa (SQM) (Godio, Fouces & Martín 2007) que estaba dentro de un hongo 

basidiomiceto Hypholoma sublateritium. En cada una de estas investigaciones se obtuvieron 

secuencias de proteínas de 360 aa para la enzima FDS, 468 aa para la enzima SS, 461 aa para la 

enzima SQM, y para la enzima LS una secuencia de 726 aa. Teniendo en cuenta estas investigaciones, 

se evaluaron esos resultados con los datos obtenidos dentro de la  

Tabla 6, donde se observó que el genoma de G. australe posee variaciones en la longitud de 

las secuencias de estas enzimas, siendo algunas de mayor longitud en aminoácidos, en particular, la 

enzima FDS que posee 376 aa para G. australe en comparación a la enzima FDS de G. lucidum que 

posee 360 aa, y que es una enzima clave de la ruta metabólica por su actividad en la transformación 

de los sustratos del mevalonato para entrar en el paso de ciclación de la molécula metabólica al 

lanosterol. Dhar, Koul & Kaul (2013) describieron las características moleculares de la enzima FDS 

y su caracterización dentro de varias especies como ratones, bacterias, humanos y hongos, incluyendo 

a las levaduras S.cerevisiae y S. pombe. Estos autores enfatizaron que la estructura de la enzima en 

cada una de las especies descritas posee una gran variación en la estructura génica. Es por esto que 

podrían existir diferencias entre los genes de la enzima FDS entre G. australe y G. lucidum. 

Además de la enzima FDS, las enzimas que derivan en la producción del ácido ganodérico 

SS, SQM y LS encontradas en G. australe presentaron longitudes de 360 aa, 466 aa y 768 aa con 

respecto a las enzimas identificadas y clonadas de G. lucidum, que fueron de 468 aa, 461 aa y 726 aa 

respectivamente. Estos hallazgos en G. australe revelaron una mayor o menor similitud en la longitud 

de la secuencia de las enzimas, dando la posibilidad de que exista una variación con las estructuras 

de los genes que codifican para cada proteína dentro de cada especie, y que se debe detallar más en 

futuros estudios. En consecuencia, no existen reportes de estas enzimas para el género Ganoderma, 

más allá del establecido con la especie G. lucidum, teniendo que ser remitidos a estudios realizados 

en especies modelos como Arabidopsis thaliana, Escherichia coli y S. cerevisiae. Concretamente 

para S. cerevisiae, se realizó un estudio por Lees, Skaggs, Kirsch & Bard (1995) donde efectuaron 

una clonación de cada enzima para la producción de ergosterol proveniente del genoma del hongo, 

determinando la longitud de las enzimas y obteniendo longitudes para la enzima SS de 444 aa, para 

la enzima SQM de 496 aa y para la enzima LS de 732 aa, infiriendo que la estructura génica de estas 

enzimas posee variaciones dentro de los genomas de cada especie que se estudió. 



43 

 

 

Al analizar las secuencias encontradas para el complejo de los CYP450, se hallaron 156 

secuencias de genes putativas que estaban dentro del genoma ensamblado. Cheng et al. (2012) y Lui 

et al. (2012) determinaron la presencia de 220 secuencias de CYP450 dentro del genoma de G. 

lucidum, siendo las secuencias putativas encontradas dentro de G. australe un número menor al 

reportado para G. lucidum; no obstante, representa una primera aproximación de este complejo 

enzimático dentro del genoma de G. australe. Es importante mencionar que las secuencias contra las 

que se comparó este complejo enzimático para G. lucidum se relacionaron con estudios realizados en 

las especies Postia placenta y Phanerochaete chrysosporium, difiriendo de la búsqueda de CYP450 

que se realizó dentro del genoma ensamblado de G. australe, la cual se efectuó con las secuencias de 

CYP450 reportadas en el NCBI para todo el filo Basidiomycota. Esto permitió a los investigadores 

encontrar más similitudes y diferencias en las familias de CYP450 que poseía G. lucidum dentro de 

su genoma en relación a las encontradas y caracterizadas en las otras especies mencionadas. Se 

necesita avanzar en la caracterización de los CYP450 encontrados en el genoma de G. australe y 

determinar la semejanza entre los CYP450 que se encontraron dentro de G. lucidum. 

En relación al complejo enzimático de los UGT, se hallaron 26 secuencias de genes putativos 

pertenecientes a este grupo de enzimas. En estudios previos (Cheng et al. 2012 y Lui et al. 2012) se 

indicó que este complejo enzimático está involucrado en un paso clave para la producción de ácidos 

ganodéricos en las especies de Ganoderma por realizar la última fase de transformación de los 

triterpenos hacia los ácidos ganodéricos, debido a un proceso de glicosilación. Los autores indicaron 

que en el genoma de G. lucidum existe la presencia de seis secuencias que pertenecían a este complejo 

(Lui et al. 2012). Sin embargo, la búsqueda realizada en el genoma de G. australe se determinó con 

las proteínas reportadas en las bases de datos, y que necesitan una mayor caracterización para 

determinar similitudes con las proteínas descritas para G. lucidum.  

 

4.3. Análisis de las proteínas FIPs 

Se realizó una búsqueda dentro del genoma ensamblado para las secuencias reportadas de las 

Proteínas Fúngicas Inmunomoduladoras (FIPs) en las bases de datos del NCBI. Se construyó una 

base de datos local con 15 secuencias reportadas para las proteínas FIPs (ver Anexo IV, A). Se 

obtuvieron 4 coincidencias (match) importantes con 3 secuencias provenientes del género 

Ganoderma y 1 del orden Polyporales, C. rutilus (ver Tabla 7.), presentando una alta homología 

(evalue > 60) y una identidad mayor al 80%. Estas coincidencias encontradas con Blast y Hmmer se 

hallaron dentro del mismo scaffold del ensamblaje (tig00001168). Igualmente, estas coincidencias se 

corroboraron con un análisis de homología utilizando Hmmer y BlastP con el archivo de proteínas 

predichas con Maker2, encontrando el mismo scaffold objetivo (tig00001168) (Anexo IV, B) 
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Tabla 7. Resultado de búsquedas por homología con BlastP y Hmmer para las proteínas FI P 

dentro del genoma de G. australe. 

Ensamblaje blastp/ 

hmmer 

Scaffold Organismo 

relacionado 

Porcentaje 

identidad 

Canu 6.4e-66 tig00001168|arrow G. applanatum 93.1% 

Canu 2.5e-62 tig00001168|arrow C. rutilus 92.6% 

Canu 2.1e-53 tig00001168|arrow G. japonicum 84.1% 

Canu 2.9e-53 tig00001168|arrow G. atrum 83.2% 

 

El scaffold tig00001168 se aisló del genoma para evaluar la estructura del gen codificante 

para la FIP usando el predictor de genes Fgenesh en línea. Se obtuvo la predicción de una secuencia 

codificante de 342 bp (resaltada en naranja), la cual codificaría para una proteína 113 aa (ver Figura 

8, CDSo). Por medio del predictor de Fgenesh y de la herramienta en línea Promoter 2.0 (Knudsen 

1999), se obtuvo la posición de la caja TATA, a 211 bp antes del ORF de la secuencia putativa (Figura 

8, TSS y resaltada con amarillo - Anexo IV, C) y dos promotores que están ubicados antes del codón 

de inicio de la secuencia putativa. La herramienta Promoter identificó dos promotores CCAATC y 

CAATC (resaltados con color verde -  Anexo IV, C) antes del codón de inicio de la secuencia 

codificante, resaltado en rojo (ver Anexo IV, C). Estos resultados son muy similares a los presentados 

por Murasugi et al (1991), donde se evaluó la estructura del gen de la FIP LZ-8 de G. lucidum. En 

este estudio localizaron dos regiones promotoras de CCAAT y una caja TATA para el gen de la FIP-

glu. La diferencia que se presentó con la secuencia putativa del gen FIP de G. australe fue la presencia 

de uno de los promotores, ubicado después de la caja TATA (111bp antes del ORF del gen). En 

cambio, el segundo promotor está ubicado antes de la caja TATA, a una distancia de 88 bp. Además, 

Murasugi et al (1991) consideraron que la presencia y ubicación de los promotores en eucariotas 

estaban muy cercanas a la secuencia de la caja TATA, específicamente para hongos como levaduras, 

específicamente en S. cerevisiae, u hongos filamentosos (Struhl 1987), siendo inusual la presencia y 

ubicación de unos de los promotores después de la caja TATA. También, se observó, en la predicción 

de la estructura del gen de la FIP, el sitio de la poliadenilación del ARNm en la modificación post-

transcripcional, y que estaría ubicado a 128 bp después del codón de parada de la secuencia putativa 

(resaltado con color azul) (ver Figura 8, PolyA y Anexo IV, C). 



45 

 

 

 

Figura 8. Estructura del gen putativo de la FIPs encontrado en el genoma de G. australe 

basado en la predicción con el programa Fgenesh. 

Después de la predicción de la estructura génica de la FIP putativa, se realizó un alineamiento 

con las secuencias reportadas en el repositorio de UniProt, usando MUSCLE en Clustmal Omega y 

Mega 7 (Kumar et al., 2016) (ver Anexo IV, D). Los alineamientos determinaron que la secuencia 

putativa posee una identidad muy alta (mayor al 90%) con las secuencias FIPs de G. applanatum y 

C. rutilus, el cual había sido determinado en el análisis de BlastP y Hmmer (ver Tabla 7).  

La comparación de la secuencia putativa de la proteína FIP que se encontró dentro del genoma 

de G. australe mostró una alta identidad (85-93%) cuando se comparó con secuencias FIPs de 

especies del género Ganoderma, encontrándose cierta conservación en la secuencia para esta clase de 

proteínas dentro de este género. Cabe resaltar la alta similitud que mostró la secuencia putativa con 

la especie Chrogoomphus rutilus (ver Tabla 7). Esta es una especie de Basidiomyceto que pertenece 

al orden Boletales, y que está distante filogenéticamente del orden Polyporales al que pertenece G. 

australe (en el análisis posee un 92% de identidad con la secuencia identificada, lo que la hace 

altamente similar a la secuencia putativa encontrada). Lin et al. (2016) aislaron y clonaron la FIP-cru 

de C. rutilus la cual presenta similitud con la FIP putativa de G. australe en cuanto su peso molecular 

y longitud de la secuencia obtenida. Al analizar la FIP-cru con respecto al clúster filogenético del 
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estudio, esta FIP fue más cercana a las secuencias del género Ganoderma y a la especie Trametes 

versicolor, infiriendo que provienen de un ancestro común por su agrupación en la misma clase 

filogenética y que conserva ciertas características en la secuencia dentro de este clado (Lin et al. 

2016).  

La secuencia putativa de la FIP se analizó con la herramienta EMBOSS en línea 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_pepstats/) para determinar las características del 

péptido predicho (ver Anexo IV, E). Se determinó que el péptido putativo posee un peso molecular 

de 12,7 KDa y un punto isoeléctrico de 6,53 para los 113 residuos de aminoácidos que conforman la 

secuencia. Al evaluar la secuencia putativa de G. australe respecto a la reportada para G. applanatum, 

se pudo observar una similitud en el peso molecular y la longitud de la secuencia (12,7 KDa y 113 

aa). Yamashita & Hirose (2016) determinaron que el complejo de G. australe contiene a G. 

applanatum y que son especies cercanas filogenéticamente, agrupándose en el mismo clado 

taxonómico junto con G. tornatum y G. adspersum (Richter, Wittstein, Kirk & Stadler 2015), y que 

ayudaría a determinar la similitud de las secuencias FIP de las dos especies. 

Además, las características determinadas para la FIP putativa de G. australe (Anexo IV, E) 

se asemejan a lo planteado por Wang et al. (2012), quienes introdujeron rasgos particulares de las 

proteínas FIP aisladas naturalmente del micelio y basidioma (cuerpo fructífero) de los hongos, como 

peso molecular, punto isoeléctrico y longitud de la secuencia de la proteína. Estos referentes para 

caracterizar las FIPs son claves en la identificación de este tipo de proteínas en estos estados de 

crecimiento, proporcionando una hoja de ruta fundamental para describir nuevas FIP en hongos aún 

no estudiados. Principalmente, las secuencias de FIPs se asemejan en un alto porcentaje en su 

estructura primaria (Uribe-Echeverry & López-Gartner 2017), como fue observado para las 

secuencias de G. australe y G. applanatum. 

La secuencia putativa de la FIP se analizó con InterProScan y Pfam (ver Figura 9y Anexo 

IV,F) para la evaluación del dominio de la proteína. Se identificó el dominio canónico para la familia 

proteica de las FIPs llamado Immunomodulatory protein FIP-Fve, y se asoció la secuencia putativa 

con las ontologías de genes GO 0002682 y 0030246, que identifican la actividad biológica de la 

proteína (ver Figura 9). Cabe destacar que la ontología GO 0002682 es la única establecida para esta 

familia de proteína dentro del consorcio de Ontología de Genes.  
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Figura 9. Predicción de dominios proteicos para la secuencia putativa de la FIP de G. australe 

con la herramienta InterProScan. 

 

Por otra parte, la secuencia putativa de la proteína FIP se analizó con respecto a la predicción 

de estructura secundaria y terciarias en la herramienta en línea I-Tasser 

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). Este análisis se realizó para la secuencia 

putativa de G. australe (ver Figura 10 y Anexo IV, G), y para las secuencias reportadas de G. 

applanatum (ver Anexo IV, H) y C. rutilus (ver Anexo IV, H) por la similitud en la secuencias 

reportadas. Se determinó que la proteína putativa de G. australe está compuesta por dos hélices alfa 

y seis plegamientos beta en su estructura secundaria (ver Figura 10 y Anexo IV, G). El mismo 

procedimiento metodológico se realizó para la determinación de las estructuras secundarias para G. 

applanatum y C. rutilus, obteniendo estructuras muy similares a la de G. australe. con Cscore de 1.45 

para G. applanatum y 1.4 para C. rutilus. También, al observar la estructura terciara predicha por I-

Tasser, se comparó la tabla de la predicción de esta estructura con las proteínas FIP reportadas en el 

Protein Data Bank- PDB, en donde se logró un Cscore de 1.45 para el modelo de G. australe, lo que 

indica que el modelo predicho por la herramienta es muy similar a los comparados con la base de 

datos de PDB. Al realizar la determinación de las estructuras terciarias para G. applanatum y C. 

rutilus, se obtuvieron estructuras muy similares a la de G. australe. con Cscore de 1.45 para G. 

applanatum y 1.4 para C. rutilus.  

Los mejores alineamientos de la secuencia putativa fueron con las dos proteínas FIP 

reportadas en esta base de datos para el género Ganoderma, correspondientes a G. lucidum y G. 
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microsporum (accesos PDB: 3F3HA y 3KCWA) con un porcentaje de identidad del 75% 

aproximadamente (ver Anexo IV, G-H). También se presentó una coincidencia con la proteína de F. 

velutipes reportada en el PDB, con una identidad del 62%. La estructura secundaria de las FIPs de G. 

australe, G. applanatum y C. rutilus fue muy similar en cuanto a su predicción, pero no alcanza a ser 

precisa en la totalidad de la estructura, difiriendo de las proteínas cristalizadas que están reportadas 

para el PDB (ej. G. lucidum). Podríamos decir que el predictor de I-Tasser hace un gran esfuerzo en 

su algoritmo para alcanzar este tipo de resultados, logrando grandes similitudes de secuencias 

establecidas con métodos químicos de alta precisión, pero que aún carece de una total exactitud a la 

hora de lograr las mismas estructuras que existen a nivel biológico. Por ende, se necesitan de modelos 

de aprendizaje de máquina (Machine learning) más robustos que ayuden a llenar estos vacíos entre la 

computación y la precisión biológica. 

El modelo predictivo que arrojó I-Tasser para la estructura terciaria de G. australe se ve en 

la Figura 10, el cual se estructura en base a comparaciones con las proteínas reportadas en el PDB. 

 

Figura 10. Modelo de estructura terciaria para la secuencia proteica putativa de la FIP de G. 

australe, con base en la predicción obtenida con la herramienta I-Tasser. 
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Los modelos predichos para la FIP putativa de G. australe, y para las secuencias de G. 

applanatum y C. rutilus establecieron que la proteínas poseen una estructura muy similar (>75%) a 

la estructura molecular establecida en G.tsugae para la FIP-gts por parte de Lin et al. (1997). El 

modelo de la FIP putativa de G. australe debe tener una actividad en el extremo N-terminal donde se 

considera que es el punto de interacción de la proteína para la promoción de la interacción celular y 

el desarrollo del proceso inmunomodulador (Cong et al. 2014, Uribe-Echeverry & López-Gartner 

2017).  
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5. Conclusiones generales 

 

5.1. Contribuciones de la Tesis 

En este trabajo se logró la secuenciación y análisis preliminar del genoma de Ganoderma 

australe, a partir de una muestra de material biológico de origen colombiano. Esta especie de hongo 

macromiceto pertenece a un género de gran importancia industrial y medicinal, siendo éste el primer 

reporte realizado para esta especie. Además, se aporta una base de datos genómica del hongo que 

contribuirá a determinar componentes celulares importantes dentro del genoma del hongo, la 

caracterización de moléculas biológicas que ayuden en el área medicinal y su determinación para 

futuras aplicaciones. Esto permitirá a la comunidad científica nacional, a través del grupo de 

investigación en Ciencias biomédicas de la Universidad de Manizales, avanzar en el estudio de 

especies de hongos promisorios para el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas. 

Se obtuvo 10.327 secuencias putativas de la caracterización del genoma de G. australe, en la 

cual se hizo un énfasis para la reconstrucción de la ruta metabólica del ácido ganodérico. Se aislaron 

varias secuencias putativas que pertenecen a esta ruta metabólica, presentando un reporte más 

completo sobre las enzimas que actúan en esta ruta metabólica dentro del genoma del hongo. 

Se consiguió identificar la secuencia putativa de una proteína FIP dentro del genoma de G. 

australe. Este sería el primer reporte de este tipo de proteínas para la especie estudiada, implicando 

un avance en el estudio asociado a este tipo de proteínas y su aporte en el desarrollo de estrategias 

que ayuden en el tratamiento de enfermedades de alto impacto en el mundo. 

5.2. Impactos Potenciales de la Tesis 

Los productos biológicos de Ganoderma han tenido un crecimiento exponencial desde 1997 

cuando poseían un valor de 1.7 millones de USD y que hoy se traducen en un mercado creciente y 

próspero. Es por ello que estudiando a fondo las propiedades inmunomoduladoras de las proteínas 

putativas encontradas en el genoma de G. australe, su expresión y características moleculares se 

puedan establecer estrategias de expresión y aislamiento para convertirse en un producto 

biotecnológico. Esto podría ser llevado a cabo en un término aproximado de 10 años. Al poder 

desarrollarse estas estrategias, conllevaría al avance en tratamiento de enfermedades de alto impacto 

tales como el cáncer, diabetes ente otras. Es importante remarcar la procedencia de este producto ya 

que sería un compuesto natural obtenido de un organismo vivo y que no poseería, hasta el momento, 

efectos contraproducentes para la salud humana.  
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5.3. Recomendaciones y trabajos futuros 

 

Este primer reporte del ensamblaje de genoma para Ganoderma australe plantea la 

oportunidad de trabajos futuros para estudiar con más detalle el potencial genómico de la especie, ya 

que se dejan planteados baches de información que deben ser analizados en profundidad, tal como el 

contenido de las regiones repetitivas en el genoma, y su implicación en el tamaño genómico 

encontrado. Se deben efectuar otras estrategias de ensamblaje del genoma con el fin de validar su 

tamaño génico, y evaluar las regiones de transposones en estos ensamblajes para determinar un 

porcentaje común para la especie. 

Se recomienda efectuar la anotación del genoma de G. australe junto con un transcriptoma 

que pertenezca a la misma especie, con el fin de evaluar la expresión de los genes evaluados de rutas 

metabólicas y proteínas de interés.  

Con base en los resultados de este estudio con respecto a la ruta metabólica de los ácidos 

ganodéricos en G. australe, se podrán realizar estudios a futuro para caracterizar en más detalle las 

moléculas involucradas y utilizar las secuencias identificadas en modelos de expresión (ej. P. 

pastoris) para la obtención de estos metabolitos. 

Para el genoma de G. australe, es vital continuar con la identificación de enzimas del 

complejo citocromo P450, ya que participan en la producción de metabolitos primarios y secundarios, 

especialmente la transformación de los productos de la ruta del ácido ganodérico con una reconocida 

importancia biológica, y así, establecer las estrategias de clonación de estas enzimas con el fin de 

lograr una producción industrial que conlleve a la comercialización de algún ácido ganodérico 

proveniente de G. australe. 

Se debe avanzar en la expresión de la secuencia de la proteína FIP encontrada en el genoma 

del hongo, corroborar su estructura con trabajos de RNA-seq de la misma especie, y evaluar la 

expresión en modelos biológicos (ej. S. cerevisiae o P. pastoris) que ayuden a determinar su acción 

inmunomoduladora en líneas celulares. 
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ANEXOS 

Anexo I.  

A. Resultado de la secuenciación del genoma de G. australe por la tecnología de 

secuenciación Sequel de PacBio. 
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B. Comandos utilizados para el ensamblaje del genoma de G. australe utilizando la 

herramienta Canu. 

 

Los datos ingresados para realizar el ensamblaje con la herramienta Canu fue el siguiente: 

Configuración se dejó por defecto. 

canu -p gaust -d canu_gaust genomeSize=40m -pacbio-raw /BIOS-

Share/home/dagudelov/ensamblaje_pacbio/Gaust_pacbio.fasta 
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Anexo II. Análisis del ensamblaje del genoma de G. australe 

A. Comparación genómica utilizando la herramienta Mummer de los 

genomas de G. australe vs G. lucidum 
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B. Comparación genómica utilizando la herramienta Mummer de los 

genomas de G. australe vs G. boninense  
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C. Filogenia generada con la herramienta Mega7 con el método de máxima 

parsimonia 
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D. Filogenia generada con la herramienta Mega7 con el método de 

Neiborgh-Joining 

 



73 

 

 

E. Filogenia generada con la herramienta Mega7 con el método de UPGMA 
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F. Filogenia generada con la herramienta Mega7 con el método del máximo 

probable (Maximum-likelihood) 
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Anexo III. Configuración para la anotación del ensamblaje del genoma de G. 

australe con la herramienta Maker. 

 

A. Archivo de configuración para el entrenamiento del modelo con el 

genoma de G. lucidum. 

#-----Genome (these are always required) 
genome=/BIOS-

Share/home/dagudelov/ensamblaje_pacbio/canu/maker/G_lucidum_genome_assemb
led.fasta #genome sequence (fasta file or fasta embeded in GFF3 file) 

organism_type=eukaryotic #eukaryotic or prokaryotic. Default is 
eukaryotic 

 
#-----Re-annotation Using MAKER Derived GFF3 
maker_gff= #MAKER derived GFF3 file 
est_pass=0 #use ESTs in maker_gff: 1 = yes, 0 = no 
altest_pass=0 #use alternate organism ESTs in maker_gff: 1 = yes, 0 

= no 
protein_pass=0 #use protein alignments in maker_gff: 1 = yes, 0 = no 
rm_pass=0 #use repeats in maker_gff: 1 = yes, 0 = no 
model_pass=0 #use gene models in maker_gff: 1 = yes, 0 = no 
pred_pass=0 #use ab-initio predictions in maker_gff: 1 = yes, 0 = no 
other_pass=0 #passthrough anyything else in maker_gff: 1 = yes, 0 = 

no 
 
#-----EST Evidence (for best results provide a file for at least 

one) 
est=/BIOS-

Share/home/dagudelov/ensamblaje_pacbio/canu/maker/Gansp1_ESTs_20110326_CH
GH.good_ESTs.fasta #set of ESTs or assembled mRNA-seq in fasta format 

altest= #EST/cDNA sequence file in fasta format from an alternate 
organism 

est_gff= #aligned ESTs or mRNA-seq from an external GFF3 file 
altest_gff= #aligned ESTs from a closly relate species in GFF3 format 
 
#-----Protein Homology Evidence (for best results provide a file for 

at least one) 
protein=/BIOS-

Share/home/dagudelov/DBs/Ganoderma_Mycocosm_Filtered_Models/Proteins/Gans
p1_GeneCatalog_proteins_20110326.aa.fasta #protein sequence file in fasta 
format (i.e. from mutiple oransisms) 

protein_gff=  #aligned protein homology evidence from an external 
GFF3 file 

 
#-----Repeat Masking (leave values blank to skip repeat masking) 
model_org=all #select a model organism for RepBase masking in 

RepeatMasker 
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rmlib= #provide an organism specific repeat library in fasta format 
for RepeatMasker 

repeat_protein=/BIOS-
Share/Software/bioinformatics/maker/2.31.8/data/te_proteins.fasta 
#provide a fasta file of transposable element proteins for RepeatRunner 

rm_gff= #pre-identified repeat elements from an external GFF3 file 
prok_rm=0 #forces MAKER to repeatmask prokaryotes (no reason to 

change this), 1 = yes, 0 = no 
softmask=1 #use soft-masking rather than hard-masking in BLAST (i.e. 

seg and dust filtering) 
 
#-----Gene Prediction 
snaphmm= #SNAP HMM file 
gmhmm=  #GeneMark HMM file 
augustus_species= #Augustus gene prediction species model 
fgenesh_par_file= #FGENESH parameter file 
pred_gff= #ab-initio predictions from an external GFF3 file 
model_gff=/BIOS-

Share/home/dagudelov/ensamblaje_pacbio/canu/maker/modelo1/Gansp1.filtered
_proteins.FilteredModels1.gff3 #annotated gene models from an external 
GFF3 file (annotation pass-through) 

est2genome=1 #infer gene predictions directly from ESTs, 1 = yes, 0 
= no 

protein2genome=1 #infer predictions from protein homology, 1 = yes, 
0 = no 

trna=1 #find tRNAs with tRNAscan, 1 = yes, 0 = no 
snoscan_rrna= #rRNA file to have Snoscan find snoRNAs 
unmask=1 #also run ab-initio prediction programs on unmasked 

sequence, 1 = yes, 0 = no 
 
#-----Other Annotation Feature Types (features MAKER doesn't 

recognize) 
other_gff= #extra features to pass-through to final MAKER generated 

GFF3 file 
 
#-----External Application Behavior Options 
alt_peptide=C #amino acid used to replace non-standard amino acids 

in BLAST databases 
cpus=32 #max number of cpus to use in BLAST and RepeatMasker (not 

for MPI, leave 1 when using MPI) 
 
#-----MAKER Behavior Options 
max_dna_len=100000 #length for dividing up contigs into chunks 

(increases/decreases memory usage) 
min_contig=1 #skip genome contigs below this length (under 10kb are 

often useless) 
 
pred_flank=200 #flank for extending evidence clusters sent to gene 

predictors 
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pred_stats=0 #reporqt AED and QI statistics for all predictions as 
well as models 

AED_threshold=1 #Maximum Annotation Edit Distance allowed (bound by 
0 and 1) 

min_protein=0 #require at least this many amino acids in predicted 
proteins 

alt_splice=0 #Take extra steps to try and find alternative splicing, 
1 = yes, 0 = no 

always_complete=0 #extra steps to force start and stop codons, 1 = 
yes, 0 = no 

map_forward=0 #map names and attributes forward from old GFF3 genes, 
1 = yes, 0 = no 

keep_preds=0 #Concordance threshold to add unsupported gene 
prediction (bound by 0 and 1) 

 
split_hit=10000 #length for the splitting of hits (expected max 

intron size for evidence alignments) 
single_exon=0 #consider single exon EST evidence when generating 

annotations, 1 = yes, 0 = no 
single_length=250 #min length required for single exon ESTs if 

'single_exon is enabled' 
correct_est_fusion=0 #limits use of ESTs in annotation to avoid 

fusion genes 
 
tries=2 #number of times to try a contig if there is a failure for 

some reason 
clean_try=0 #remove all data from previous run before retrying, 1 = 

yes, 0 = no 
clean_up=0 #removes theVoid directory with individual analysis 

files, 1 = yes, 0 = no 
TMP= #specify a directory other than the system default temporary 

directory for temporary files 
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B. Archivo de configuración para la anotación del genoma de G. australe. 

#-----Genome (these are always required) 
genome=/BIOS-

Share/home/dagudelov/ensamblaje_pacbio/canu/canu_gaust/canu_arrow.consens
us.fasta #genome sequence (fasta file or fasta embeded in GFF3 file) 

organism_type=eukaryotic #eukaryotic or prokaryotic. Default is 
eukaryotic 

 
#-----Re-annotation Using MAKER Derived GFF3 
maker_gff= #MAKER derived GFF3 file 
est_pass=0 #use ESTs in maker_gff: 1 = yes, 0 = no 
altest_pass=0 #use alternate organism ESTs in maker_gff: 1 = yes, 0 

= no 
protein_pass=0 #use protein alignments in maker_gff: 1 = yes, 0 = no 
rm_pass=0 #use repeats in maker_gff: 1 = yes, 0 = no 
model_pass=0 #use gene models in maker_gff: 1 = yes, 0 = no 
pred_pass=0 #use ab-initio predictions in maker_gff: 1 = yes, 0 = no 
other_pass=0 #passthrough anyything else in maker_gff: 1 = yes, 0 = 

no 
 
#-----EST Evidence (for best results provide a file for at least 

one) 
est= #set of ESTs or assembled mRNA-seq in fasta format 
altest=/BIOS-

Share/home/dagudelov/ensamblaje_pacbio/canu/maker/Gansp1_ESTs_20110326_CH
GH.good_ESTs.fasta #EST/cDNA sequence file in fasta format from an 
alternate organism 

est_gff= #aligned ESTs or mRNA-seq from an external GFF3 file 
altest_gff= #aligned ESTs from a closly relate species in GFF3 format 
 
#-----Protein Homology Evidence (for best results provide a file for 

at least one) 
protein=/BIOS-

Share/home/dagudelov/DBs/Ganoderma_prot_sequences.fasta #protein sequence 
file in fasta format (i.e. from mutiple oransisms) 

protein_gff=  #aligned protein homology evidence from an external 
GFF3 file 

 
#-----Repeat Masking (leave values blank to skip repeat masking) 
model_org=all #select a model organism for RepBase masking in 

RepeatMasker 
rmlib= #provide an organism specific repeat library in fasta format 

for RepeatMasker 
repeat_protein=/BIOS-

Share/Software/bioinformatics/maker/2.31.8/data/te_proteins.fasta 
#provide a fasta file of transposable element proteins for RepeatRunner 

rm_gff= #pre-identified repeat elements from an external GFF3 file 
prok_rm=0 #forces MAKER to repeatmask prokaryotes (no reason to 

change this), 1 = yes, 0 = no 



79 

 

 

softmask=1 #use soft-masking rather than hard-masking in BLAST (i.e. 
seg and dust filtering) 

 
#-----Gene Prediction 
snaphmm=/BIOS-

Share/home/dagudelov/ensamblaje_pacbio/canu/maker/G_lucidum_genome_assemb
led.maker.output/Foxy1.hmm #SNAP HMM file 

gmhmm=/BIOS-
Share/home/dagudelov/ensamblaje_pacbio/canu/maker/output/gmhmm.mod 
#GeneMark HMM file 

augustus_species=laccaria_bicolor #Augustus gene prediction species 
model 

fgenesh_par_file= #FGENESH parameter file 
pred_gff= #ab-initio predictions from an external GFF3 file 
model_gff= #annotated gene models from an external GFF3 file 

(annotation pass-through) 
est2genome=0 #infer gene predictions directly from ESTs, 1 = yes, 0 

= no 
protein2genome=0 #infer predictions from protein homology, 1 = yes, 

0 = no 
trna=1 #find tRNAs with tRNAscan, 1 = yes, 0 = no 
snoscan_rrna= #rRNA file to have Snoscan find snoRNAs 
unmask=1 #also run ab-initio prediction programs on unmasked 

sequence, 1 = yes, 0 = no 
 
#-----Other Annotation Feature Types (features MAKER doesn't 

recognize) 
other_gff= #extra features to pass-through to final MAKER generated 

GFF3 file 
 
#-----External Application Behavior Options 
alt_peptide=C #amino acid used to replace non-standard amino acids 

in BLAST databases 
cpus=32 #max number of cpus to use in BLAST and RepeatMasker (not 

for MPI, leave 1 when using MPI) 
 
#-----MAKER Behavior Options 
max_dna_len=100000 #length for dividing up contigs into chunks 

(increases/decreases memory usage) 
min_contig=1 #skip genome contigs below this length (under 10kb are 

often useless) 
 
pred_flank=200 #flank for extending evidence clusters sent to gene 

predictors 
pred_stats=0 #reporqt AED and QI statistics for all predictions as 

well as models 
AED_threshold=1 #Maximum Annotation Edit Distance allowed (bound by 

0 and 1) 
min_protein=0 #require at least this many amino acids in predicted 

proteins 
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alt_splice=0 #Take extra steps to try and find alternative splicing, 
1 = yes, 0 = no 

always_complete=0 #extra steps to force start and stop codons, 1 = 
yes, 0 = no 

map_forward=0 #map names and attributes forward from old GFF3 genes, 
1 = yes, 0 = no 

keep_preds=0 #Concordance threshold to add unsupported gene 
prediction (bound by 0 and 1) 

 
split_hit=10000 #length for the splitting of hits (expected max 

intron size for evidence alignments) 
single_exon=0 #consider single exon EST evidence when generating 

annotations, 1 = yes, 0 = no 
single_length=250 #min length required for single exon ESTs if 

'single_exon is enabled' 
correct_est_fusion=0 #limits use of ESTs in annotation to avoid 

fusion genes 
 
tries=2 #number of times to try a contig if there is a failure for 

some reason 
clean_try=0 #remove all data from previous run before retrying, 1 = 

yes, 0 = no 
clean_up=0 #removes theVoid directory with individual analysis 

files, 1 = yes, 0 = no 
TMP= #specify a directory other than the system default temporary 

directory for temporary files 
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C. Anotación de las secuencias predichas por Maker2 en el servidor de 

KAAS. 
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D. Tabla consenso de las regiones repetitivas identificadas con la 

herramienta RepeatMasker en el genoma de G. australe 

 

================================================== 

file name: canu_arrow.consensus.fasta 

sequences:           776 

total length:   84254787 bp  (84254787 bp excl N/X-runs) 

GC level:         55.57 % 

bases masked:    2683035 bp ( 3.18 %) 

================================================== 

               number of      length   percentage 

               elements*    occupied  of sequence 

-------------------------------------------------- 

Retroelements         1606      1835486 bp    2.18 % 

   SINEs:                0            0 bp    0.00 % 

   Penelope              9         8750 bp    0.01 % 

   LINEs:               65        41223 bp    0.05 % 

    CRE/SLACS            0            0 bp    0.00 % 

     L2/CR1/Rex          0            0 bp    0.00 % 

     R1/LOA/Jockey       0            0 bp    0.00 % 

     R2/R4/NeSL          0            0 bp    0.00 % 

     RTE/Bov-B           0            0 bp    0.00 % 

     L1/CIN4             0            0 bp    0.00 % 

   LTR elements:      1541      1794263 bp    2.13 % 

     BEL/Pao             0            0 bp    0.00 % 

     Ty1/Copia         226       190587 bp    0.23 % 

     Gypsy/DIRS1      1314      1603039 bp    1.90 % 

       Retroviral        0            0 bp    0.00 % 

 

DNA transposons        177       113270 bp    0.13 % 

   hobo-Activator        3          261 bp    0.00 % 

   Tc1-IS630-Pogo       89        75125 bp    0.09 % 

   En-Spm                0            0 bp    0.00 % 
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   MuDR-IS905            0            0 bp    0.00 % 

   PiggyBac              0            0 bp    0.00 % 

   Tourist/Harbinger    19         6828 bp    0.01 % 

   Other (Mirage,        0            0 bp    0.00 % 

    P-element, Transib) 

 

Rolling-circles          0            0 bp    0.00 % 

 

Unclassified:           23         6249 bp    0.01 % 

 

Total interspersed repeats:     1955005 bp    2.32 % 

 

 

Small RNA:              24        31431 bp    0.04 % 

 

Satellites:              0            0 bp    0.00 % 

Simple repeats:      13117       595790 bp    0.71 % 

Low complexity:       2003       100876 bp    0.12 % 

================================================== 

 

* most repeats fragmented by insertions or deletions 

  have been counted as one element 

  Runs of >=20 X/Ns in query were excluded in % calcs 

 

 

The query species was assumed to be fungi          

RepeatMasker version open-4.0.6 , default mode 

                                    

run with rmblastn version 2.2.27+ 
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Anexo IV. Estadísticas obtenidas del aislamiento de la secuencia FIP putativa 

del genoma ensamblado de G. australe. 

 

A. Secuencias utilizadas en Blast y Hmmer para la búsqueda de FIPs en el 

genoma de G. australe 

 

gi|47156029|gb|AY569691.1| DE    Taiwanofungus camphoratus 

immunomodulatory protein (Aca1) mRNA, complete cds, Synonyms include 

Antrodia camphorata, Antrodia ci 

gi|598011088|ref|XM_007336979.1| DE    Auricularia subglabra TFB-10046 SS5 

immunomodulatory protein partial mRNA 

gi|460002059|gb|KC297708.1| DE    Trametes versicolor immunomodulatory 

protein (YZip) mRNA, complete cds 

gi|38455234|gb|AY449805.1| DE    Ganoderma sinense strain Zi-Zhi 

immunomodulatory protein gene, partial sequence 

gi|344055436|gb|JN571084.1| DE    Wolfiporiaporia cocos isolate PCP 080110 

immunomodulatory protein (PCP) mRNA, complete cds 

gi|119710155|gb|EF152774.1| DE    Tremella fuciformis immunomodulatory 

protein (TFP1) mRNA, complete cds 

gi|756420805|gb|KJ818121.1| DE    Postia placenta isolate Mad-698-R 

immunomodulatory protein FIP-ppl mRNA, partial cds 

gi|302889536|ref|XM_003043608.1| DE    Nectria haematococca mpVI 77-13-4 

hypothetical protein, mRNA 

gi|283488735|gb|GU388420.1| DE    Flammulina velutipes immunomodulatory 

protein mRNA, partial cds 

gi|597978930|ref|XM_007362804.1| DE    Dichomitus squalens LYAD-421 SS1 

immunomodulatory protein FIP-Fve (DICSQDRAFT_125142), partial mRNA 

gi|910269404|gb|KT210088.1| DE    Chroogomphus rutilus strain ACCC 51531 

fungal immunomodulatory protein (FIP) gene, complete cds 

gi|348167217|gb|JN167598.1| DE    Ganoderma applanatum fungal 

immunomodulatory protein (FIP) gene, complete cds 

gi|187961979|gb|EU680479.1| DE    Ganoderma lucidum immunomodulatory 

protein 8 gene, complete cds 
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gi|746719557|gb|KM077027.1| DE    Ganoderma atrum immunomodulatory protein 

gene, complete cds 

gi|62739081|gb|AY987805.1| DE    Ganoderma japonicum immunomodulatory 

protein (Fip-gja) gene, complete cds  

 

• Secuencias de proteínas del repositorio UniProt usadas en la búsqueda de FIPs en el 

genoma de G. australe 
 

>sp|P80412|F.velutipes  

SATSLTFQLAYLVKKIDFDYTPNWGRGTPSSYIDNLTFPKVLTDKKYSYRVVVNGSDLGV 

ESNFAVTPSGGQTINFLQYNKGYGVADTKTIQVFVVIPDTGNSEEYIIAEWKKT 

>sp|P14945|LZ8_G.lucidum  

MSDTALIFRLAWDVKKLSFDYTPNWGRGNPNNFIDTVTFPKVLTDKAYTYRVAVSGRNLG 

VKPSYAVESDGSQKVNFLEYNSGYGIADTNTIQVFVVDPDTNNDFIIAQWN 

>tr|A0A0K1L6W2|C.rutilus  

MSETVTALAFRLAWEVKKISFDYTPNWGRGSPSSYIDNLTFPKVLTDKAYTCRVVVSGRD 

LGVRPSYEVASDGSQKINFLEYHNGYGIADTNTIQVYVVDPSTGDDFIIAQWN 

>tr|G5CJT8|G.applanatum  

MSETVTALTFRLAWEVKKISFDYTPNWGRGSPSSYIDNLTFPKVLTDKAYTYRVVVSGRD 

LGVRPSYEVASDGSQKINFLEYHNGYGIADTNTIQVYVVDPSTGDDFIIAQWN 

>tr|E7FH75|G.microsporum 

MSDTALIFTLAWNVKQLAFDYTPNWGRGRPSSFIDTVTFPTVLTDKAYTYRVVVSGKDLG 

VRPSYAVESDGSQKINFLEYNSGYGIADTNTIQVYVIDPDTGNNFIVAQWNYLEQKLISE 

EDLNSAVDHHHHHH 

>tr|A0A0C5BFA5|P.placenta  

CITYVLQVESWRSLDRLVPRAGKPFVDFDYTPKWKRVEWGAPGQFYLDEVTFPKVLKDKR 

YKYRVVSGSTDLGIREPYDVQADGSQRINFLEYNQGYGIRDTNTVTVYLVDPETATEYKL 

TQSQ 

>tr|A0A0B4ZUG9|G.atrum  

MSDTALIFRLAWDVKKLSFDYTPTWGRGNPSRFVDNVTFPQVLADKAYTYRVVVSGRDLG 

VRPSYAVGSDGSQKVNFLEYNQSYGIADTNTIQVFVIDPDTGADFIIAQWN 
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B. Búsqueda de Hmmer contra las FIPs de Swissprot (G. lucidum y F. velutipes) 

phmmer results for job BB9716B6-B87A-11E7-BAD2-92B253F04F9B.1: 

 

Target Num-hits Bias Bit-Score E-value Tax-Id Species Description 

===================================================================

============================================= 

LZ8_GANLU 1 0.4 190.0 2.6e-55 5315 Ganoderma lucidum

 Immunomodulatory protein Ling Zhi-8 

-------------------------------------------------------------------

--------------------------------------------- 

Target-env-start Target-env-end Target-ali-start Target-ali-end

 Query-start Query-end E-value(cond.) 

-------------------------------------------------------------------

--------------------------------------------- 

1 111 4 110 6 112 1.0e-60 

QUERY  

taltfrlayevkkisfdytphwgrgtpssfidnltfpkvltdkaykyrvvvagrdlgvrpsyevasdgsqkin

fleyhngfgiadtntiqvfvvdptsgddfiiaqw 

MATCH  tal frla++vkk+sfdytp+wgrg p++fid +tfpkvltdkay yrv 

v+gr+lgv+psy v sdgsqk+nfley++g+giadtntiqvfvvdp +++dfiiaqw 

PP     

89***********************************************************************

********************************** 

TARGET 

TALIFRLAWDVKKLSFDYTPNWGRGNPNNFIDTVTFPKVLTDKAYTYRVAVSGRNLGVKPSYAVESDGSQKVN

FLEYNSGYGIADTNTIQVFVVDPDTNNDFIIAQW 

-------------------------------------------------------------------

--------------------------------------------- 

===================================================================

============================================= 

 

FVE_FLAVE 1 0.5 163.3 5.1e-47 38945 Flammulina velutipes

 Immunomodulatory protein FIP-Fve 
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-------------------------------------------------------------------

--------------------------------------------- 

Target-env-start Target-env-end Target-ali-start Target-ali-end

 Query-start Query-end E-value(cond.) 

-------------------------------------------------------------------

--------------------------------------------- 

1 112 2 112 5 113 2.1e-52 

QUERY  

vtaltfrlayevkkisfdytphwgrgtpssfidnltfpkvltdkaykyrvvvagrdlgvrpsyevasdgsqki

nfleyhngfgiadtntiqvfvvdptsg..ddfiiaqwk 

MATCH   t+ltf+lay vkki fdytp+wgrgtpss+idnltfpkvltdk y yrvvv g dlgv+ 

++ v   g q infl+y+ g+g+adt tiqvfvv p +g  +++iia+wk 

PP     

699**********************************************************************

**********************998873368******8 

TARGET 

ATSLTFQLAYLVKKIDFDYTPNWGRGTPSSYIDNLTFPKVLTDKKYSYRVVVNGSDLGVESNFAVTPSGGQTI

NFLQYNKGYGVADTKTIQVFVVIPDTGnsEEYIIAEWK 

-------------------------------------------------------------------

--------------------------------------------- 

===================================================================

============================================= 

Search Details 

============== 

Date Started: 2017-09-20 06:18:13 

Cmd: phmmer -E 1 --domE 1 --incE 0.01 --incdomE 0.03 --mx BLOSUM62 

--pextend 0.4 --popen 0.02 --seqdb swissprot  

Database: swissprot,  version 2017_09,  downloaded on 2017-09-18 

Query:  >Query 

 MSETVTALTFRLAYEVKKISFDYTPHWGRGTPSSFIDNLTFPKVLTDK 

 AYKYRVVVAGRDLGVRPSYEVASDGSQKINFLEYHNGFGIADTNTIQV 

 FVVDPTSGDDFIIAQWK 
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Stats 

===== 

nhits:2 

elapsed:0.07 

Z:555594 

Z_setby:0 

n_past_msv:11140 

unpacked:2 

user:0 

domZ_setby:0 

nseqs:555594 

n_past_bias:10214 

sys:0 

n_past_fwd:5 

nmodels:1 

nincluded:2 

n_past_vit:524 

nreported:2 

domZ:2 
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C. Predicción de la estructura del gen putativo de la FIP de G. australe 

• Predicción de promotor y caja TATA con la herramienta Fgenesh de Softberry 
 

>tig00001168|arrow:subseq(267872,2000)  

 Length of sequence-      2000 

 Thresholds for TATA+ promoters -  0.02, for TATA-/enhancers -  0.04 

     1 promoter/enhancer(s) are predicted 

  Promoter Pos:    820 LDF-  0.02 TATA box at    786    19.80 

 Transcription factor binding sites/RegSite DB: 

for promoter at position -     820 

   734 (+) RSP00004     tagaCACGTaga 

   743 (-) RSP00010     cACGTG 

   746 (-) RSP00011     ctccACGTGgt 

   709 (-) RSP00016     caTGCAC 

   585 (-) RSP00026     gcttttgaTGACtTcaaacac 

   742 (-) RSP00065     ACGTGgcgc 

   742 (-) RSP00066     ACGTGccgc 

   743 (-) RSP00069     tACGTG 

   755 (+) RSP00096     GGTTT 

   580 (-) RSP00102     aaaTGACGaaaatgc 

   793 (+) RSP00161     WAAAG 

   577 (-) RSP00214     TGACGTgg 

   592 (-) RSP00269     atcttatgtcattgaTGACGacctcc 

   549 (+) RSP00284     CCGTCC 

   798 (-) RSP00305     CCTTTT 

   570 (-) RSP00308     CAACA 

   560 (-) RSP00400     CGGTTG 

   565 (-) RSP00431     rdygRCRGTTRs 

   572 (+) RSP00437     ACGTCA 

   665 (+) RSP00469     GNGGTG 

   679 (+) RSP00469     GNGGTG 

   812 (-) RSP00483     GCCGC 

   627 (-) RSP00483     GCCGC 

   789 (-) RSP00501     CGAGCAg 
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   520 (-) RSP00565     GTATTTT 

 

• Predicción de promotores con la herramienta Promoter 2.0 (versión en línea) 
 

INPUT SEQUENCE: 

>tig00001168_arrow_subseq_267872,2000_ 

TTCTAGACAACTGTGCCGCAATACTGCTCTCCTTTCACCCAAGCGCGTTCGCATGCCACT        60 

GGATCGCCAACATGCCGGGTTGTACGTAGTTACCACCGTGGTGGGCGTGCGGTGGGCCTC       120 

CCGCTTCAATTTTTGTCAACTCGGTCTCTGCCGTCCCCTGCGATTATACTTTATACTAAT       180 

ACTTCCGTCGCCATATCCAGACCGATAGTGTTTGTCCCATCACTTTCAGCTATCCGGAGT       240 

GGTTTTTGGGCCATTGTCTTCAAGTTGGTGGGCACGATGTCTCACGGAGCTCCAACCTCG       300 

GGGTTTTCTTACGGGCGAGGCAAGATGACATACGTACGTCAGTCCACCCATTCTTCATGC       360 

CAAACCTTGTCCCTCGTTTTCAACGCTGACAGCGGTTTCAAACTACGTTTCTAGCCTGGC       420 

CTCATTGAAGGCGCAAGTTTTGTGGAATGCGCGGATTTATGTCGCAACGGCTACTACAGC       480 

AGTAACACAGGGCCCTCCAGTATGGGAAGCACGAAAATACTATCTTTGGATGCAGCCATT       540 

CATAACCACCGTCCCAACCGCGAGATGTTGAACGTCATCTGGAGGTAATGACCATGGCGG       600 

TCCTCCTGCAATTTCAATCCGTGCGGCGATTGCAAGGATGGACATTCAATGGACTGTCGT       660 

ACCTGCGGTGGTCAGCAGGGGGTGCGTCCAGGTAGGCTTGCAGTGCAATTCGGTTCCCTG       720 

GGACTTGCGGTTCCTCGCACGTTGTATGCGCCGGGGTTTACCTCATCGTAGAGGAGCCCT       780 

AGCTGCTCGTATAAAAGGACAGCGAAAGCGGCCAGTAACCTCAGCACCTGCTCTACATTC       840 

TCTCCAAGTCAGTCGCATTCTACCTCCTTTGAAGGCGACGACCTTACTGACCAATCTTTA       900 

TTCGCAGCTCTTTAACTTGCAACCAAGGTTTTCCTGCCCCCCCTTCAAGTACTCGCCATC       960 

CGATATCCCTCTGACCTCTTCCCCCTTCCCCGCAGCATCATGTCCGAGACCGTCACCGCT      1020 

CTCACCTTCAGGCTCGCCTACGAGGTCAAGAAGATCTCGTTCGACTACACCCCGCACTGG      1080 

GGCCGCGGCACCCCGAGCAGCTTCATCGACAACCTCACCTTCCCGAAGGTCCTCACCGAC      1140 

AAGGCGTACAAGTACCGCGTCGTCGTCGCCGGGCGCGACCTCGGCGTGCGCCCCTCGTAC      1200 

GAGGTCGCCAGCGACGGCTCGCAGAAGATCAACTTCCTCGAGTACCACAACGGCTTCGGC      1260 

ATCGCGGACACGAACACCATCCAGGTGTTCGTCGTCGACCCCACCAGCGGGGACGACTTC      1320 

ATCATCGCGCAGTGGAAGTAGGAGGCCTAGGGAGGCGACGTCGGACGGCTCGCCCAGGCG      1380 

GCCTAGGTAGTCGGGTGCCCCCATGATCCTGACTTGTACCAACGTGCTTCTTGCAACCGT      1440 

GTAACAATTGTAACTCAAACGTTTTCTGCCATAAATCCGTCCTTCGCGGTGCACGGGTGC      1500 

GAGTCTGAACTACAATCGCCATGCAAGCAACTTTCAAATTGGACGGTATTCTTCTTGATC      1560 

TTACACCCCGTGATACTACGACGCTCGTATGCCCATATCTCCTACAGGTCTTTGTACTTG      1620 

TTGAAAAACTTCACGGTTGCCTCGAACGCGCCCTCCTTCCCAGCCTTGATCTTGGGGTTG      1680 
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CTCTGTAAACGCCGTGTCAGCGACCTTTGTACCGGAAACCCGTGGCATGTATTGATCCTA      1740 

CCATGTCTCCACGGACGGCGAAGCCGTGGACGCACCCGTCCCAGTACGTGCGCTCGTAGC      1800 

CAGGCGCGAACTTCCCGCTAAACATCTCATCTGCAAGTTTTTGCGCCTCCTGCGGGAACA      1860 

TCGGGTCCGTCTCGCACGAGTTGATCAGCAGCGGCGCCTTCGACTTCTCAAAATATTCCT      1920 

ACAGAATCCAAGTTTCCGCTGGTCAGTCACCGTCACTCCTGGACGAACTAATGCATGGTA      1980 

TCGCTGCTCACGTGGAGATC                                              2040 

 

 

PREDICTED TRANSCRIPTION START SITES: 

 

tig00001168_arrow_subseq_267872,2000_, 2000 nucleotides 

 

  Position  Score  Likelihood 

       600  0.605  Marginal prediction 

       900  1.399  Highly likely prediction 

      1600  0.631  Marginal prediction 

    

Position Score Likelihood 

 

where 'Position' is a position in the sequence, 'Score' is the 

prediction score for a transcription start site occurring within 100 

base pairs upstream from that position and 'Likelihood' is a descriptive 

label associated with that score. The scores are always positive 

numbers; they are labelled as follows: 

 

below 0.5 ignored 

0.5 - 0.8 Marginal prediction 

0.8 - 1.0 Medium likely prediction 

above 1.0 Highly likely prediction 
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D. Alineamiento de las secuencias FIP de UniProt con la secuencia putativa de 

G. australe 

 

• Alineamiento con MUSCLE en Mega7 
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• Alineamiento de FIPs con MUSCLE en formato ClustalO 
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E. Propiedades de la secuencia putativa FIP encontrada en el genoma 

ensamblado de G. australe. 

PEPSTATS of FGENESH from 1 to 113 

 

Molecular weight = 12732.37    Residues = 113    

Average Residue Weight  = 112.676  Charge   = 0.0    

Isoelectric Point = 6.5237 

A280 Molar Extinction Coefficients  = 19940 (reduced)   19940 

(cystine bridges) 

A280 Extinction Coefficients 1mg/ml = 1.566 (reduced)   1.566 

(cystine bridges) 

Improbability of expression in inclusion bodies = 0.635 

 

Residue  Number  Mole%  DayhoffStat 

A = Ala  7  6.195    0.720    

B = Asx  0  0.000    0.000    

C = Cys  0  0.000    0.000    

D = Asp  9  7.965    1.448    

E = Glu  4  3.540    0.590    

F = Phe  8  7.080    1.967    

G = Gly  8  7.080    0.843    

H = His  2  1.770    0.885    

I = Ile  7  6.195    1.377    

J = ---  0  0.000    0.000    

K = Lys  7  6.195    0.939    

L = Leu  6  5.310    0.718    

M = Met  1  0.885    0.521    

N = Asn  4  3.540    0.823    

O = ---  0  0.000    0.000    

P = Pro  5  4.425    0.851    

Q = Gln  3  2.655    0.681    

R = Arg  5  4.425    0.903    

S = Ser  8  7.080    1.011    
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T = Thr  10  8.850    1.451    

U = ---  0  0.000    0.000    

V = Val  11  9.735    1.475    

W = Trp  2  1.770    1.361    

X = Xaa  0  0.000    0.000    

Y = Tyr  6  5.310    1.562    

Z = Glx  0  0.000    0.000    

 

Property Residues  Number  Mole% 

Tiny  (A+C+G+S+T)  33  29.204 

Small  (A+B+C+D+G+N+P+S+T+V) 62  54.867 

Aliphatic (A+I+L+V)  31  27.434 

Aromatic (F+H+W+Y)  18  15.929 

Non-polar (A+C+F+G+I+L+M+P+V+W+Y) 61  53.982 

Polar  (D+E+H+K+N+Q+R+S+T+Z) 52  46.018 

Charged  (B+D+E+H+K+R+Z)  27  23.894 

Basic  (H+K+R)   14  12.389 

Acidic  (B+D+E+Z)  13  11.504 
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F. Búsqueda de homología de la secuencia putativa FIP dentro del repositorio 

de Pfam 
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G. Resultados predicción secuencia putativa de G. australe en I-Tasser 
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H.  Resultados predicción de las secuencias FIPs de G. applanatum y C. rutilus 

en I-Tasser 

 

• Resultados para la FIP de G. applanatum 
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• Resultados para la FIP de C. rutilus 
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