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SINOPSIS

e Seaislaron e identificaron 4,524 cepas de levaduras de fermentaciones abiertas de

agave en México.

e Sereporta un conjunto central de seis especies de levaduras en todas las regiones
productoras.

e Los genomas de Kazachstania humilis difieren significativamente de los aislados de

la misma especie en otras regiones del mundo.

e Se reportan dos posibles nuevas especies relacionadas con el clado Pichia.
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Fermentacion abierta; Saccharomycetales; Kazachstania humilis



RESUMEN

Las levaduras son un grupo diverso de microorganismos flngicos ampliamente utilizados
para producir alimentos y bebidas fermentadas. En México, las fermentaciones abiertas se
utilizan para obtener destilados a partir de plantas de agave. A pesar de la prevalencia de esta
préctica tradicional en todo el pais, las levaduras solo han sido aisladas y estudiadas en un
namero limitado de destilerias. Con el objetivo de describir sistematicamente la diversidad
de especies de levaduras en las fermentaciones abiertas de agave, hemos creado la coleccién
de cultivos YMX-1.0 mediante el aislamiento de 4,524 cepas de 68 sitios en diversos
contextos climaticos, geogréaficos y bioldgicos. Usamos espectrometria de masas MALDI-
TOF para la clasificacién taxondémica y verificamos una fraccion de las cepas mediante
secuenciacion de ITS y D1/D2, lo que también reveld dos posibles nuevas especies de
Saccharomycetales. En general, la composicién de las comunidades de levaduras mostro
cierta relacion con variables locales y climaticas, pero un conjunto central de seis especies se
aislé de manera recurrente en diversas regiones productoras. Para explorar la variacion
intraespecifica de las levaduras en las fermentaciones de agave, realizamos la secuenciacion
del genoma de cuatro aislados de la levadura no convencional Kazachstania humilis. Los
genomas de estas cuatro cepas mostraron ser sustancialmente distintos de un aislado europeo
de la misma especie, lo que sugiere que podrian pertenecer a poblaciones diferentes. Nuestro
trabajo contribuye a la comprension y a la conservacion de un sistema de fermentacion
abierta de gran importancia cultural y econémica, proporcionando un recurso valioso para
estudiar la biologia y diversidad genética de los microorganismos que viven en la interfaz de

ambientes naturales y culturales.



INTRODUCCION

Las levaduras son hongos unicelulares que han desempefiado un papel significativo en la
historia humana. Estos microorganismos tienen una amplia distribucion geografica, en parte
debido a su uso por parte de los humanos en la produccion de alimentos y bebidas
fermentadas. Estos microorganismos se encuentran de forma natural en una variedad de
climas, ecosistemas y materias primas de fermentacion como uvas y cereales (Gallone et al.,
2016; Giannakou et al., 2020; Marsit et al., 2017; Molinet & Cubillos, 2020). Los primeros
registros arqueoldgicos de la produccién de bebidas fermentadas se remontan a 8,000-3,000
a.C. en China, Sumeria, Irdn y Egipto (De Chiara et al., 2022; Marsit et al., 2017; Turker, M.
2015). Mucho antes de que los humanos supieran de su identidad bioldgica, las levaduras se
utilizaron en fermentaciones para producir vino, sidra, licores destilados, pan, queso y otros
productos. Las levaduras del orden Saccharomycetales se utilizan en la actualidad en una
variedad de aplicaciones biotecnoldgicas, como la biorremediacion, biocatéalisis, produccion
de biocombustibles, produccion de proteinas e investigacion biomédica (Cubillos, 2016;
Johnson & Echavarri-Erasun, 2011; Turker, M. 2015).

La diversidad de levaduras influye en las propiedades de los alimentos y bebidas
fermentados. Se sabe que Saccharomyces cerevisiae es una especie relevante en el proceso
de fermentacidn, mientras que otras levaduras "no convencionales" tienen el potencial de
metabolizar fuentes de carbono poco comunes o de producir metabolitos deseables de interés
biotecnoldgico. Por ejemplo, en la produccién de vino, S. cerevisiae es responsable de la
fermentacion alcohdlica de la uva, las levaduras Pichia producen metabolitos que agregan
propiedades organolépticas deseables, mientras que Brettanomyces bruxellensis esta
asociada con sabores no deseados (Burini et al., 2021; Ciani & Comitini, 2011; Gallone et
al., 2016; Godoy et al., 2017; Jolly et al., 2014; Kregiel et al., 2017; Molinet & Cubillos,
2020). Ademas, las poblaciones de levaduras asociadas a ambientes relacionados con los
humanos muestran adaptaciones especificas. Por ejemplo, existen linajes de S. cerevisiae en
la produccion de vino que son tolerantes a la presencia de cobre, sulfatos o concentraciones
elevadas de etanol, mientras que otras usadas en la produccidn de cerveza tienen la capacidad

de metabolizar azicares mas complejos como la maltotriosa (Cubillos et al., 2019; De Chiara
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et al., 2022; Gallone et al., 2016; Giannakou et al., 2020, 2021; Liti et al., 2009; Peter et al.,
2018; Warringer et al., 2011). La domesticacion de las levaduras se ha documentado de
manera mas completa en escenarios extremos de manejo humano, como el uso de cultivos
iniciadores de S. cerevisiae en la produccion de cerveza (Gallone et al., 2016; Molinet &
Cubillos, 2020).

En México, los destilados de agave se obtienen a partir de la fermentacion del jugo vy el
bagazo de los tallos y bases de las hojas cocidos de las plantas de agave (Agave spp.,
Asparagaceae). Esta categoria se refiere a todas las bebidas destiladas obtenidas del agave,
como el tequila, el mezcal, el bacanora, la raicilla y otras bebidas destiladas con diversos
nombres locales. La produccidn tradicional tiene lugar en destilerias pequefias 0 medianas en
todo el pais, donde la fermentacién abierta ocurre "espontaneamente™ gracias a los
microorganismos del entorno que habitan en una amplia variedad de climas. Se emplea una
amplia variedad de técnicas de produccion (Arellano-Plaza et al., 2022; CONABIO, 2006) y
se utilizan més de cincuenta taxa diferentes de agave (Colunga-Garcia-Marin et al., 2017).
En resumen, la produccidn de destilados de agave implica la cosecha de la planta, la coccién,
la molienda, la fermentacion y la destilacion (Kirchmayr et al., 2017; Nolasco-Cancino et al.,
2018). La coccion transforma los carbohidratos complejos como los fructanos en azlcares
simples, principalmente fructosa. Este paso también genera compuestos inhibidores para
microorganismos como furanos, aldehidos y acidos organicos (Mancilla-Margalli & Lopez,
2002). A traves de la molienda, se obtiene pulpa, fibras y jugo, y con la adicién de agua, la
fermentacion abierta puede llevarse a cabo gracias a la actividad de levaduras presentes en el
entorno y otros microorganismos (Kirchmayr et al., 2017; Lappe-Oliveras et al., 2008;

Nolasco-Cancino et al., 2018; Paez-Lerma et al., 2013).

A pesar de la creciente demanda de aguardientes de agave en los mercados internacionales,
la diversidad de levaduras responsables de la fermentacion de los agaves sigue siendo en gran
medida desconocida. Estudios pioneros realizados por Marc-André Lachance en una
destileria tradicional de tequila mostraron que las plantas locales, los insectos y los objetos
en la destileria pueden actuar como reservorios de levaduras en la fermentacion del agave

(Lachance, 1995). En esfuerzos posteriores, se han aislado levaduras de los tanques de
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fermentacion en algunas destilerias tradicionales en los estados de Oaxaca, Durango y
Tamaulipas (Kirchmayr et al., 2017; Lappe-Oliveras et al., 2008; Nolasco-Cancino et al.,
2018; Paez-Lerma et al., 2013). De estos estudios, se han identificado al menos 43 especies
de levaduras y mas de 50 especies de bacterias presentes en las fermentaciones de agave.
Entre ellas, S. cerevisiae, Kluyveromyces marxianus y especies de Pichia son las mas
abundantes, independientemente de la ubicacion muestreada o el afio del estudio. Estos
estudios se han centrado en ubicaciones especificas en algunas regiones productoras y, por
lo tanto, no han abarcado la totalidad de la diversidad biogeogréafica y cultural asociada a la

produccién de destilados de agave en México.

El consorcio denominado “Genomas de Levaduras Mx” tiene como objetivo proporcionar
una descripcion amplia y una comprension mas profunda de la diversidad genémica y
funcional de las levaduras en México. Dada la relevancia de estos microorganismos en las
fermentaciones de agave y la limitada informacién disponible sobre su historia natural en
tales ambientes, estas comunidades son un buen punto de partida para investigar la diversidad
de levaduras en esta region del mundo. Para este proposito, hemos ensamblado la coleccién
de cultivos YMX-1.0, que incluye miles de cepas de levaduras aisladas de tanques de
fermentacion de agave en 68 destilerias tradicionales en todo el pais. La identificacion
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF, seguida de secuenciacion de ITSy D1/D2
de un subconjunto de aislados, confirmd la presencia constante de S. cerevisiae y revelo la
amplia presencia de levaduras no convencionales, incluidas especies previamente no

asociadas al sustrato del agave y dos especies candidatas a nuevas especies.

La coleccion de cultivos YMX-1.0 proporciona un recurso unico para iniciar estudios
gendmicos y poblacionales de levaduras de las fermentaciones de agave en el contexto de
una region megadiversa. Como caso de estudio, generamos y analizamos secuencias de
genoma preliminares de cuatro aislados de la levadura no convencional Kazachstania

humilis, lo que demostrd que son notablemente diferentes de cepas de otras regiones.

MATERIALES Y METODOS



Las destilerias de agave y la informacion sobre los lugares de muestreo. Los lugares de
muestreo se seleccionaron para incluir destilerias tradicionales representantes de cada una de
las siete regiones productoras de destilados de agave en México, segin Aguirre-Dugua et al.
(2006), con el area del Oeste subdividida (Oeste | y Oeste Il) debido a condiciones
ambientales contrastantes y diferentes especies de agave empleadas. El trabajo de campo se
llevd a cabo entre marzo de 2018 y diciembre de 2020. Se recolectaron muestras de 68
destilerias distribuidas en 13 estados de México (Colima, Durango, Estado de México,
Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Sonora,
Tamaulipas y Zacatecas) (Figura 1A). Solo se incluyeron en el muestreo el mezcal, la
raicilla, el bacanora y otros destilados tradicionales de agave, dejando de lado el tequila, que
se produce en su mayoria en destilerias industrializadas (véase Dataset S1). Los parametros
biogeogréaficos se obtuvieron mediante la toma de las coordenadas geograficas del sitio sobre
la cartografia de raster correspondiente. Los datos de elevacion se obtuvieron a una
resolucion de escala de 1 km a través del conjunto de datos GTOPO30 del Servicio Geoldgico
de los Estados Unidos (earthexplorer.usgs.gov; entidades GT30W100N40 vy
GT30W140N40).
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Figura 1. La coleccion de cultivos YMX-1.0 se genero6 con levaduras aisladas de
diversas condiciones ambientales y de produccion. (A) Los sitios de muestreo fueron
68 destilerias tradicionales de agave en todo México (puntos negros); las areas en color
indican las siete regiones donde se producen bebidas destiladas de agave en el pais. (B)
Gréficos de dispersion que muestran la diversidad de parametros climaticos de los sitios
de muestreo agrupados por region: temperatura anual promedio (arriba a la izquierda),
isoterma (arriba a la derecha), precipitacion anual promedio (abajo a la derecha) y altitud
sobre el nivel del mar (abajo a la izquierda). (C) Se recolectaron muestras de tanques de
fermentacion activa; las imagenes muestran ejemplos de recipientes, incluyendo (i)



tanques de cemento, (ii) barriles de madera, (iii) recipientes de piel de vaca, (iv) barriles
de pléstico, (v) ollas de barro y (vi) barriles de acero. (D) Diagrama de flujo que muestra
la generacion de la coleccion y los andlisis iniciales realizados en este trabajo. Las
muestras de agave fermentado se enriquecieron en medio de cultivo liquido y se
sembraron en Agar Nutritivo WL. Las colonias aisladas se cultivaron y almacenaron en
placas de microtitulacion de 96 pocillos y se les asigné una especie putativa mediante la
espectrometria de masas MALDI-TOF. La asignacion de especies se validd mediante
secuenciacion de ITS para un subconjunto de aislados. La secuenciacion de D1/D2 e ITS
se utilizo para identificar posibles nuevas especies y la secuenciacion del genoma para
evaluar la diversidad intraespecifica (consulte Métodos).

Los datos ambientales se obtuvieron a través de las capas climaticas de WorldClim
(worldclim.org/bioclim) con una resolucién de 1 km (30 segundos de arco). Las variables
analizadas incluyen la Precipitacion Anual Media (wcbio_12), la Temperatura Anual Media
(wchio_01) y la Isotermalidad (wchio 03); los climas se clasificaron como Aw (célido
subhimedo), (A)C (semi-calido), C(w) (templado) y BS (arido y semiérido) con base en
(Garcia, 1998). Para cada destileria, se registré informacién como coordenadas geograficas,
tipo de horno, tipo de molienda y otras caracteristicas estructurales del edificio. Los

metadatos asociados con cada aislado se proporcionan en el Dataset S1.

Recoleccion y manejo de muestras de fermentacion de agave. Las muestras se recogieron
de destilerias que tenian al menos un tanque de fermentacidn activo en el momento de la
visita. Cuando habia mas de un tanque activo disponible, se utilizaba la informacién
proporcionada por los productores sobre la especie de agave y la fase de fermentacion para

seleccionar los tanques a muestrear, es decir, se muestreaba uno de cada agave o etapa.

La fase de fermentacion para cada muestra se determind dividiendo el tiempo de
fermentacion en curso en el momento del muestreo por la duracion total estimada de la
fermentacion, segun lo reportado por el productor. El tiempo total de fermentacion se dividid
en tres fases definidas como terciles. EI numero total de tanques muestreados fue de 201,
variando de uno a cinco por destileria, con la excepcion de diez tanques que se muestrearon
solo una vez. EI muestreo se realizé recogiendo mosto de agave a la distancia de un brazo
desde el borde del tanque y a una profundidad de 25-30 cm desde la superficie, utilizando

una pipeta seroldgica estéril de 25 mL. EIl pH se midié con bandas colorimétricas (Civeq
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CVQ2051) y la temperatura del tanque se determin6 con un termémetro de aguja a 10 a 15
cm de la superficie. EI mosto de agave recogido se utiliz6 para llenar dos crioviales
preetiquetados de 4 mL con glicerol a una concentracion final del 12.5%, que se congelaron
de inmediato en nitrégeno liquido. Todas las muestras se mantuvieron en nitrogeno liquido
hasta que se transfirieron a un congelador a -80 °C en el laboratorio. Ademas, se recopilaron
datos del sitio y de la muestra, que incluyen el material del tanque de fermentacion, el nombre
de la especie de agave en cada tanque, la temperatura de la muestra y el pH (consulte Dataset
S1).

Aislamiento de levaduras y establecimiento de la coleccién de cultivos YMX-1.0. Las
muestras se descongelaron y se utilizaron 500 pL para inocular un medio de aislamiento de
Saccharomyces (3 g/L de extracto de levadura, 3 g/L de extracto de malta, 5 g/L de bacto
peptona, 10 g/L de glucosa, 1 ml/L de HCL, 200 mg/L de cloramfenicol), tal como se describe
en (Liti et al., 2017). La concentracion de etanol en el medio de aislamiento se redujo al 6%
vlv, imitando lo que suele encontrarse en las fermentaciones de agave y también para
promover el aislamiento de especies de levadura no convencionales con menor tolerancia al
etanol. Un total de 158 de las 201 muestras (86.7%) de 147 tanques diferentes mostraron
signos de fermentacion después de dos hasta siete dias; esas muestras se diluyeron 1:100 y
1:1000 y se sembraron en Agar Nutriente Laboratorio Wallerstein (WL) (Sigma 17222), lo
que permite la deteccién de variaciones morfoldgicas y fisiologicas (Verdugo Valdez et al.,
2011).

Las muestras se incubaron durante cinco dias a 25 °C, seguidos de dos dias a 4 °C para
aumentar las diferencias morfoldgicas. Las colonias que mostraban morfologias diferentes
se seleccionaron al azar de la placa que mostraba el mayor nimero de colonias aisladas; se
transfirieron al menos 12 y hasta 60 colonias a 150 uL de medio YPD con 12.5% de glicerol
en placas de 96 pozos para microtitulacion (Corning CLS3367) y se almacenaron a -80°C.
Para la mayoria de las muestras (144 de 158), se aislaron entre 24 y 36 cepas. Es importante
mencionar que solo aquellas cepas utilizadas para la extraccion de ADN y secuenciacion de

ITS 0 D1/D2 se volvieron a sembrar dos veces para obtener colonias aisladas. La coleccion
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de cultivos YMX-1.0 contiene 4,524 cepas distribuidas en cincuenta y tres placas para

microtitulacion.

Identificacion de cepas mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. Todas las
cepas se analizaron segun lo descrito en (Garcia-Gamboa et al., 2021). En resumen, las placas
de microtitulacion se descongelaron, los arreglos de cepas se imprimieron en placas de agar
YPD y se incubaron durante 48 h a 30 °C. La biomasa se aplicé directamente sobre placas de
acero pulido de destino MALDI MSP 96; se agreg6 1 pL de acido férmico al 70% a cada
punto hasta que estuvo completamente seco, luego se cubrieron los puntos con 1 pL de una
solucion de matriz HCCA (acido a-ciano-4-hidroxycinamico) al 10 mg/mL, 50% de
acetonitrilo y 2.5% de &cido trifluoroacético como disolvente orgénico. Las placas se
procesaron en un instrumento MICROFLEX LT (Bruker Daltonics) y se adquirieron huellas
dactilares de biomasa para cada punto con el software flexControl 3.4 con el método
MBT _FC.par. Se recopilaron cuarenta disparos laser en seis posiciones aleatorias dentro del
punto, generando automaticamente espectros de masas en el rango de 2,000 a 20,000 Da. Los
archivos de salida se compararon con las bases de datos BDAL v.8 o v.10 (consulte el
Dataset S1). No se obtuvieron picos de masa para 462 (10.2%) muestras; las 4,524 muestras
restantes, 3,063 (67.7%) superaron un Score Value estricto de 1.7 que se utilizé para la
asignacion de especies. Un Score Value mas relajado de 1.5 result6 en la identificacion de
3,503 (77.4%) de las cepas.

Pruebas estadisticas de asociaciones entre la composicion de la comunidad y los
metadatos de las muestras. Se realiz6 una prueba de Andlisis de Similitudes no paramétrica
(ANOSIM) (Clarke, 1993; biblioteca vegan en R, Oksanen et al., 2022) con muestras o
destilerias como unidades de muestreo; las comunidades se codificaron a nivel taxonémico
de especie 0 género. Las pruebas se realizaron con la disimilitud de presencia o ausencia
entre las unidades de muestreo. Se utilizaron los indices de Jaccard como distancia y los
factores de agrupacion estaban relacionados con las condiciones de fermentacion (Tabla S1).
Las ubicaciones, es decir, las destilerias, se agruparon usando como factores la region, el
grupo climético y el tipo de molienda (tres pruebas simultaneas, a=0.05/3). Para las muestras

individuales como factores de agrupacion, se consideraron otros siete factores adicionales, a
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saber, localidad, fase de fermentacion, material del tanque, duracion total esperada de la
fermentacion, especie de agave, pH y temperatura del tanque (diez pruebas simultaneas,
a=0.05/10). Para la fase de fermentacion y el grupo climatico, se identificaron los taxa que
diferian entre los grupos mediante un analisis de patrones multinivel utilizando 9999
permutaciones para evaluar la significancia del valor de asociacion (p<0.05, indice de
correlacion biserial puntual r.g.) de cada especie con respecto a cada grupo (biblioteca
indicspecies en R; De Céceres et al., 2010). Se evaluo si la diversidad de levaduras era similar
en todas las fases de fermentacion mediante un modelo de efectos mixtos, utilizando la
diversidad de Simpson por muestra como variable dependiente, la fase de fermentacion como
efecto fijo, las localidades dentro de las regiones como efectos aleatorios anidados, y la
temperaturay el pH del tanque como efectos aleatorios cruzados (biblioteca Ime4 en R; Bates
et al., 2015). Este modelo se compard con un modelo nulo en el que se descarté el efecto de

la fase de fermentacién mediante una prueba de razén de verosimilitud.

Identificacién de cepas mediante secuenciacion de ITS y D1/D2. Se seleccion6 un panel
de 474 cepas, incluyendo cuatro de las especies putativas mas abundantes identificadas por
MALDI-TOF. Los aislados se volvieron a sembrar dos veces para obtener cultivos axénicos,
a partir de los cuales se extrajo ADN gendmico con hidréxido de sodio (Sylvester et al.,
2015). La region 1TS/5.8 rDNA ITS se amplificé utilizando cebadores fungicos universales
ITS-1 e ITS-4, como se describe anteriormente (Sylvester et al., 2015), y se secuenciaron
utilizando los mismos cebadores. Las secuencias se filtraron y procesaron utilizando un
umbral de recorte de 0.01, utilizando un algoritmo de corte Mott modificado (M1)
implementado en el paquete sangeranalyseR para R (Chao et al., 2021).

Para un subconjunto de aislados que no proporcionaron una identificacion confiable por
MALDI-TOF, la identidad taxondmica se asigno analizando las secuencias tanto de la region
ITS-5.8S mencionada anteriormente como de los dominios variables D1/D2 que se
amplificaron y secuenciaron utilizando los cebadores NL1 y NL4. Las secuencias se
ensamblaron, editaron y alinearon con MEGA11 (Tamura et al., 2021) y se compararon con
las secuencias de levaduras anotadas en la base de datos de GenBank utilizando BLAST,

como se describio anteriormente (Sayers et al., 2020). Se utiliz6 un enfoque de secuenciacion
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de baja profundidad para la asignacion taxonomica de los aislados YMX003144,
YMX000711 y YMX000142, que fueron asignados a dos posibles nuevas especies. En
resumen, el ADN gendmico se purifico utilizando el kit de purificacion de ADN MasterPure
segun las recomendaciones del fabricante y se secuencié utilizando la plataforma Illumina
NextSeq (2 x 150 pb). Las lecturas de baja calidad se eliminaron con fastp v0.20.0 (Chen et
al., 2018). Las lecturas restantes se ensamblaron con SPAdes v3.12.0 (Bankevich et al.,
2012). Las secuencias de nucledtidos de las regiones ITS y D1/D2 se recuperaron de los
ensamblajes con el paquete biostrings de R (Pages et al., 2023) utilizando las secuencias de

los cebadores correspondientes.

Secuenciacién y analisis de genomas. Se llevé a cabo la secuenciacion del genoma de tres
cepas de Kz. humilis utilizando las plataformas Illumina (2x300 pb) y BGI (2x150 pb). En
total, se generaron 22.6 millones de lecturas de Illumina (un promedio de 7.54 millones) y
93.87 millones de lecturas de la plataforma BGI (un promedio de 31.29 millones). Las
lecturas crudas se filtraron por calidad utilizando fastp v0.20.0 (Chen et al., 2018). Después
del filtrado, se retuvieron 96.87 millones de lecturas de alta calidad (~83.16%; 18.81 millones
de Illumina y 78.05 millones de BGI). Se realizaron ensamblajes de novo de las lecturas

filtradas utilizando SPAdes v3.12.0 (Bankevich et al., 2012) con los parametros por defecto.

Los ensamblajes iniciales se mejoraron posteriormente con RagTag v2.1.0 (Alonge et al.,
2022), utilizando el ensamblaje del genoma YMX004033 (Garcia-Ortega et al., 2022) como
referencia. Los genomas ensamblados, incluyendo los genomas de referencia CLIB 1323 y
YMX004033, fueron anotados utilizando el programa MAKER v2.31.8 (Cantarel et al.,
2008). Las estadisticas del ensamblaje se calcularon utilizando Quast (Gurevich et al., 2013).
Los valores del promedio de identidad nucleotidica (ANI) entre las cepas y la cepa tipo CBS
1323 se determinaron mediante FastANI (Jain et al., 2018) y se representaron graficamente
con los paquetes pheatmap (Kolde, 2012). Las secuencias nucleotidicas de los genes ITS,
D1/D2 LSU rRNA, RPB1, RPB2y EF-1a fueron descargadas de GenBank. Si las secuencias
no estaban disponibles, se obtuvieron a partir de secuencias de genomas completos utilizando
el paquete biostrings de R (Pageés et al., 2023). Las alineaciones para el arbol filogenético se

realizaron con Clustal (Larkin et al., 2007). Estas alineaciones se concatenaron y se
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eliminaron las posiciones con brechas. La alineacion resultante se utilizé para inferir un arbol
de Maéxima Verosimilitud con RaxML (Stamatakis, 2014). Se empled el modelo
GTR+GAMMA para la sustitucion de nucledtidos y se realizaron 1,000 réplicas de
remuestreo (bootstrap replicates). La variacion estructural entre los genomas CLIB1323 y
YMX004033 se identifico mediante comparaciones de los ensamblajes de genomas
completos de ambos utilizando el software SyRI (Goel et al., 2019). Ambos ensamblajes se
organizaron entre si utilizando RagTag, que organiz6 los 16 contigs de CLIB 1323 en 13
andamios y los 21 contigs de YMX004033 en 15 andamios sin pérdida de informacion. Los
genomas ensamblados se alinearon utilizando MUMmer para identificar pares de andamios
homdlogos (Delcher et al., 2003), lo que resulté en un conjunto de 13 andamios comparables
para cada cepa. Este conjunto de andamios mantuvo el 100% de la secuencia original de
CLIB 1323 y el 98.63% de la secuencia de YMX004033. Para identificar los genes
codificados dentro de las regiones mal alineadas que excedian 1 Kb entre los dos genomas,
superpusimos estas regiones con las anotaciones de genes utilizando la funcién findOverlaps
del paquete GenomicRanges de R (Lawrence et al., 2013). Los ort6logos entre las cepas de

Kz. humilis se determinaron utilizando OrthoFinder (Emms & Kelly, 2019).

RESULTADOS

Una nueva coleccion exhaustiva de cepas de levaduras aisladas de fermentaciones de
agave.

La coleccién de cultivos YMX-1.0 consta de 4,524 cepas de levaduras aisladas de 68
destilerias artesanales de agave en México. Cada aislado esta asociado a metadatos sobre la
identificacion a nivel de especie, informacion biogeografica, practicas de produccion, el pH
y la temperatura del tanque al momento del muestreo (consulte Dataset S1). El trabajo de
campo se llevd a cabo entre 2018 y 2020, y se proporciona una descripcion detallada en

Materiales y Métodos.

Los sitios de muestreo fueron destilerias tradicionales ubicadas en trece estados en las siete

regiones de México donde se producen destilados de agave: Noroeste, Noreste, Oeste I, Oeste
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I, Cuenca del Balsas, Altiplano Central y Centro-sur (Figura 1A). Se excluyeron las
destilerias de tequila porque en la actualidad se utilizan monocultivos axénicos comdnmente,
para la fermentacidn controlada en estos entornos industrializados. La distancia maxima entre
las destilerias muestreadas fue de 2,033 km (1,263 millas) desde Baviacora, Sonora, hasta
San Luis Amatlan, Oaxaca. Los sitios de muestreo representaron al menos cuatro tipos
generales de clima: calido subhimedo, semi-célido, semiarido y templado. La temperatura
ambiental anual en los sitios de muestreo variaba entre 14 y 24 °C, con una isotermalidad que
oscilaba entre 49 y 78. La precipitacion media anual se registra desde los 389 L/m2 en San
Luis de la Paz, Guanajuato (Altiplano Central) hasta 1,510 L/m2 en Cabo Corrientes, Jalisco
(Oeste I1). Las altitudes desde 395 metros sobre el nivel del mar (msnm) en San Pedro Ures,
Sonora (Noroeste) hasta 2,508 msnm en San Felipe, Guanajuato (Altiplano Central) (Figura
1B).

La diversidad de practicas de produccion se reflejaba en los tipos de tanques de fermentacion,
que estaban construidos de madera, cemento, plastico, piedra, arcilla, acero o cuero de vaca
(Figura 1C). Las muestras de fermentacidn de agave se congelaban con nitrégeno y glicerol
en el campo y se utilizaban en el laboratorio para aislar cepas de levaduras para su posterior

analisis (Figura 1D; consulte los Métodos).

Identificacion y distribucion de las levaduras aisladas de fermentaciones de agave.

Para proporcionar una descripcion taxonémica completa de la coleccién YMX-1.0, buscamos
caracterizar todas las cepas aisladas mediante espectrometria de masas MALDI-TOF
(consulte Dataset S1). Un nimero minoritario de muestras (465; 10.3%) no gener0 picos de
espectrometria de masas y 996 (22.0%) muestras proporcionaron espectros sin una
identificacion confiable en la base de datos (valor de corte del Puntaje <1.7). Es importante
destacar que 3,063 cepas (67.7%) fueron clasificadas utilizando este valor de corte estricto,
correspondiendo a 18 especies diferentes de levaduras. La coleccion también incluyé una
pequefia fraccion de aislados bacterianos (n=39). Al utilizar un valor de corte mas permisivo
de 1.5, el nimero de aislados clasificados aumentd a 3,503 (77.4%), representando 23
especies de levaduras. Del conjunto clasificado de manera estricta, las especies putativas mas

abundantes fueron S. cerevisiae (55.4%), Pichia kudriavzevii (14.2%), Kluyveromyces
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marxianus (8.6%), Pichia manshurica (6.6%), Pichia kluyveri (3.7%) y Torulaspora
delbrueckii (2.7%) (Figura 2A; Tabla 1). Ademas, al menos el 1% de las cepas en la
coleccién se asignaron a Hanseniaspora lachancei, Pichia membranifaciens y

Hanseniaspora valbyensis.

Figure 2
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Figura 2. La distribucion de las levaduras en México revela un nucleo de seis
especies y variacion local de especies poco comunes. Utilizando la espectrometria de
masas MALDI-TOF, se asignaron 3,063 aislados de la coleccion de cultivos YMX-1.0 a
especies putativas. (A) El grafico de barras muestra la frecuencia de las especies del
nucleo; otras especies comprendian el 8.8% de las cepas identificadas. (B) Las barras
apiladas muestran la distribucion de las especies de levaduras aisladas en cada una de las
siete regiones productoras; el nimero de aislados de cada region se muestra entre
paréntesis. Solo se muestran por separado las seis especies del nlcleo y el resto de las
especies se agrupan como otras (Otrs). Se indican los indices de diversidad de Shannon-
Weiner (H”) y Simpson (D) para cada region (arriba). (C) Las barras apiladas muestran
las frecuencias de las regiones productoras donde se aislaron las cinco especies
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prevalentes, pero mas raras. Estas especies se aislaron con frecuencias del 0.5-1.0%, pero
estaban presentes en al menos el 5% de los sitios de muestreo. El nimero de aislados de
cada especie se muestra entre paréntesis y se muestra informacion de S. cerevisiae como
referencia. (D) El grafico muestra las frecuencias de especies que estan
significativamente asociadas con diferentes fases de fermentacion (analisis de patron
multinivel, p<0.05); todas las demas levaduras se agrupan y se representan en una sola
serie de datos (linea gris). Las tres fases de fermentacion se definieron por el tercil del
tiempo en el que se tomd cada muestra en relacion con el tiempo total de fermentacion.

Con base en los datos de clasificacion de MALDI-TOF, a pesar de la gran diversidad de
condiciones ambientales, observamos que seis especies — S. cerevisiae, P. kudriavzevii,
K. marxianus, P. manshurica, P. kluyveri y T. delbrueckii — se encontraron en el 20-88% de
los sitios de muestreo y estuvieron presentes en al menos cinco de las siete regiones
productoras. Estas levaduras podrian considerarse las especies centrales de la fermentacion
de agave. Si solo se tienen en cuenta las especies presentes en todas las regiones productoras,
S. cerevisiae, P. kudriavzevii y K. marxianus constituirian el ndcleo de estas comunidades de
levaduras. Las otras doce especies se encontraron en menos de cinco regiones productoras y
juntas representaron el 8.8% de los 3,024 aislados de levaduras con asignaciones de especies
en nuestra coleccion (Figura 2A). Calculamos los indices de Shannon-Weiner (H') y
Simpson (D') para cada region, lo que mostré que la diversidad de especies de levaduras
variaba desde H'=1.15 en el Noroeste hasta H'=2.11 en la region del Centro-sur (Figura 2B).
La dominancia de las especies de levaduras mas abundantes fue marcada en el Noroeste
(D=0.51) y fue menos evidente en otras regiones. Es importante destacar que los aislados de
otras levaduras ampliamente distribuidas como P. kudriavzevii fueron poco comunes en el
Altiplano Central. P. manshurica fue rara en el Noroeste. En contraste, los aislados de T.
delbrueckii y H. lachanceii eran comunes en la region del Centro-sur, aunque T. delbrueckii
estaba presente en seis de las siete regiones productoras, mientras que H. lachanceii solo
estaba presente en las regiones del Centro-sur y Oeste I. Otras especies se aislaron con menor
frecuencia (0.5-1%), pero estaban distribuidas en diferentes sitios de muestreo y regiones
(Figura 2C; Tabla 1).
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Tabla 1. Levaduras Saccharomycetales de fermentaciones de agave de la coleccion de
cultivos YMX-1.0 identificadas por biotipificacion MALDI-TOF !

. Frecuencia en
Frecuencia en

Especie Numerc_) de destilerias regiones
cepas aisladas (n=68) pri)ductoras
(n=7)
Saccharomyces cerevisiae 1,676 62 7
Pichia kudriavzevii 430 42 7
Kluyveromyces marxianus * 259 31 7
Pichia manshurica” 199 34 6
Pichia kluyveri 111 22 5
Torulaspora delbrueckii 83 14 6
Hanseniaspora lachancei 73 8 2
Pichia membranifaciens 56 8 2
Hanseniaspora valbyensis 38 2 2
Kazachstania humilis 24 7 4
Zygosaccharomyces balii 23 5 4
Hanseniaspora opuntiae 20 6 4
Wickerhamomyces anomalus 18 6 4
[Candida] boidinii / Ogataea clade 5 2 2
Pichia fermentans 4 3 3
Pichia occidentalis 2 2 1
Wickerhamomyces subpelliculosus 2 2 1
Saccharomyces paradoxus 1 1 1

1 Se obtuvieron datos MALDI-TOF para 4,062 (89.8%) muestras; la identidad de las especies se
asigno para 3,063 aislados (67.7%) usando un valor de corte estricto (Score Value>1.7)

“Una fraccién menor de los aislados fue asignada a una especie distinta cuando se analizaron las
secuencias de ITS (Tabla S1).

Aunqgue un conjunto central de especies fue comun en todas las fermentaciones de agave,
segun ANOSIM, la composicion de las comunidades de levaduras en las muestras de
fermentacion tuvo diferencias estadisticamente significativas entre localidades, grupos
climaticos, fases de fermentacion y duracion total de la fermentacion (Tabla 2). Mientras
tanto, las regiones productoras, los procedimientos de molienda, las especies de agave, el pH
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del tanque y la temperatura del tanque no mostraron diferencias estadisticamente
significativas. Es notable que en todos los casos las magnitudes de los efectos fueron
pequefias (r<0.25), lo que indica que la variacion en la composiciéon de las comunidades
asociada a estas variables es pequefia. Estos resultados fueron en su mayoria insensibles al
nivel taxonomico utilizado para los analisis (especies 0 géneros); solo el material del tanque
mostrd una asociacion a nivel de género que no se observo al considerar las especies (Tabla
2). Por el contrario, al analizar las comunidades a nivel de las destilerias, no encontramos
diferencias estadisticamente significativas en la composicion de las comunidades de
levaduras en ninguno de los grupos probados (regiones productoras, grupos climaticos o tipo
de molienda utilizado, Tabla 2). Los valores pequefios del estadistico r de esta prueba a nivel
de las muestras junto con las diferencias no estadisticamente significativas a nivel de las
destilerias podrian reflejar la limitacion de nuestro disefio de muestreo para desentrafiar
completamente las variables que influyen en la composicion de las comunidades de levaduras
en estas fermentaciones. Sin embargo, en general, las similitudes de las clasificaciones dentro
de las fases de fermentacion y las localidades sugieren que los factores locales y de corto
plazo parecen ser los determinantes mas importantes de la composicion de las comunidades

de levaduras en la fermentacion de agave.
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Tabla 2. Analisis de similitudes de la composicion de las comunidades a partir de los
metadatos de las muestras y las localidades *

Por muestra Por ubicacion (destileria)
Especies Géneros Especies Géneros
Regidn r=0.07 r=0.09 r=0.08 r=0.04
productora N.S. N.S. N.S. N.S.
Clima r=0.06 r=0.06 r=0.06 r=0.05
p<0.001 p<0.005 N.S. N.S.
. . r=0.06 r=0.05 r=0.08 r=0.08
Tipo de molienda N.S. N.S. N.S. N.S.
. r=0.23 r=0.2
Localidad p<0.001 p<0.001
Fase de r=0.055 r=0.2
fermentacion p<0.001 p<0.001
Material del r=0.07 r=0.11
tanque N.S. p<0.005
Duracién total de r=0.12 r=0.14
la fermentacion p<0.001 p<0.001
Especie de agave r=0.04 r=-0.06
P g N.S. N.S.
4 r=0.01 r=0.01
P N.S. N.S.
Temperatura del r=0.001 r=0.01
tanque N.S. N.S.

! Estadistico r de la prueba de ANOSIM (p-value calculado con 9999 permutaciones, libreria vegan
en R) usando la distancia de Jaccard en una matriz de presencia/ausencia.

*“Valores significativos aplicando la corraccion de Bonferroni a=0.05/10 =0.005 para muestras y
a=0.05/3 =0.0167 para destilerias. N.S., no significativo.

Para evaluar méas a fondo los cambios en la composicion de las comunidades de levaduras a
lo largo del tiempo, primero estimamos el indice de diversidad de Simpson en las diferentes
fases de fermentacion. El indice disminuy6 con el tiempo de fermentacién, pero el cambio
no fue estadisticamente significativo después de controlar la variacion geogréfica

(localidades dentro de las regiones) y las condiciones del tanque (pH y temperatura)
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(p=0.059, prueba de razon de verosimilitud). Sin embargo, la disimilitud de Bray-Curtis si
mostrd una disminucidn estadisticamente significativa en funcion de la fase de fermentacion,
aungue la magnitud del cambio fue pequefia (r=0.06, p<0.001, ANOSIM). EI anélisis de
patrones multinivel indico que las primeras fases de fermentacion estaban asociadas con una
abundancia relativamente alta de K. marxianus (r.g.=0.276, p=0.002), P. kluyveri
(r.g.=0.217, p=0.0162), y P. membranifaciens (r.g.=0.197, p=0.037), mientras que las fases
tardias estaban enriquecidas en Z. bailii (fase 11, r.g.=0.163, p=0.013) y S. cerevisiae (fases
Iy I, r.g.=0.317, p=0.0185) (Figura 2D). En conclusién, la diversidad no disminuyd
significativamente a medida que avanzaba la fermentacion, pero algunas especies si
cambiaron su abundancia con el tiempo. En general, estos resultados sugieren que hay un
ndcleo comdn de especies de levaduras en las fermentaciones de agave y que las variables

locales dan forma a la composicién de las levaduras en las fermentaciones muestreadas.

Validacion de la tipificacion MALDI-TOF mediante secuenciacion de ITS

Para verificar la clasificacion de especies basada en la tipificacion MALDI-TOF,
secuenciamos las regiones espaciadoras internas transcritas del ADN ribosomal (region ITS)
de un subconjunto de 474 cepas (Tabla S1). Las secuencias ITS revelaron que 390 (82.3%)
de los aislados fueron identificados correctamente al inicio mediante la tipificacion MALDI-
TOF a nivel de especie (Figura 3). Las discrepancias entre las identificaciones mediante
estos enfoques probablemente se deban a una combinacion de factores; la precision de la
identificacion MALDI-TOF depende de la especie analizada, el procesamiento de la muestra
y la completitud de la base de datos de referencia. La frecuencia mas alta de identificaciones
precisas se obtuvo para las cepas clasificadas como S. cerevisiae (88.1%) y KIl. marxianus
(87.6%), mientras que la precision mas baja fue para P. manshurica (58.3%); 25 de las 72
cepas putativas de P. manshurica (~35%) correspondian a otras especies de Pichia. Es
importante sefialar que una pequefia fraccion (7.6%) de los aislamientos putativos de S.
cerevisiae fueron asignados a su especie hermana, Saccharomyces paradoxus, mediante
secuenciacion de ITS, lo que aument6 el nimero total de aislamientos de S. paradoxus a diez

en la coleccion YMX-1.0.
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Figura 3. Validacion de la tipificacion por MALDI-TOF mediante secuenciacion del
ITS. Un subconjunto de 474 aislados asignados a las cuatro especies mas abundantes fue
confirmado mediante secuenciacion del ITS; el grafico muestra la frecuencia de
clasificaciones correctas (gris oscuro) e incorrectas (gris claro). Las especies correctas
basadas en la secuenciacién del ITS se proporcionan en la Tabla S1.

Candidatos a nuevas especies de levaduras en el ambiente de fermentacion del agave.

Muchos de los aislados de YMX-1.0 con espectros de alta calidad (996, 22.0%) no fueron
asignados a ninguna especie en la base de datos usando un umbral de confianza alto
(ScoreValue>=1.7). Este nUmero seguia siendo considerable cuando se usaba un umbral méas
laxo de >=1.5, lo que resultaba en 439 aislamientos con identificaciones poco confiables.
Para explorar la diversidad de levaduras en este conjunto de cepas no identificadas,
secuenciamos los dominios D1/D2 y la region ITS de 22 aislamientos sin clasificacion
MALDI-TOF de Oaxaca (region Centro-sur) y Durango (region Oeste 1). Estos sitios
distantes fueron elegidos porque fueron algunos de los mas muestreados y son
considerablemente diferentes en cuanto a clima y practicas de produccién. El analisis de las
secuencias mostro que las cepas aisladas pertenecian a tres géneros, a saber, Saccharomyces,
Torulaspora y Pichia. Se identificaron seis especies, cuatro de las cuales eran conocidas

previamente, mientras que dos eran candidatas a nuevas especies (Tabla 3).
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Tabla 3. Identificacion de 22 aislados Saccharomycetales de fermentacidn de agave basada
en secuencias de las regiones ITS y dominio D1/D2 de la subunidad grande del gen rRNA

IDs de las Regién Especie relacionada
Especie cenas @ secuenciad (accession Identidad °
P a GenBank)
YMX003144" Candida ethanolica /
YMX003126 ITS  Pichia clade 3(263’%3
YMX000711" (LT854882)
YMX000073
Pichia sp. 1 YMX003130
(candidato a nueva YMX000413 ] )
especie) YMX003140 ano_llda ethanolica / 554/559
YMX000144 D1/D2 Pichia clade (99%)
YMX000082 (NG_055109)
YMX000716
YMX000709
o ITS Pichia fermentans 378/447
Pichia sp. 2 . (MK394169) (85%)
(candidato a nueva YMX000142 —
especie) D1/D2 Pichia fermentans 532/564
(KY'108804) (94%)
_ . Pichia manshurica 400/400
Pichia manshurica YMX001313 D1/D2 (MK394164) (100%)
ITS Pichia kudriavzevii 333/334
o ) § (MH545928) (99%)
Pichia kudriavzevii YMX000083 — - -~
D1/D2 Pichia kudriavzevii 548/548
(MH545928) (100%)
Torulaspora
YMX001445 TS delbrueckii 601/601
YMX001809 (MK394138) (100%)
Torulaspora delbrueckii  YMX001801
YMX001802 Torulaspora 586/586
YMX001816 D1/D2 delbrueckii (100%)
(HE616749)
Saccharomyces 571/571
ITS cariocanus 100%
Saccharomyces YMX002318 (KY104990) (100%)
aradoxus YMX002310
p YMX003022 Saccharomyces 465/465
D1/D2 cariocanus (100%)
(KY109235)

2 Todas las cepas fueron reestriadas para obtener colonias individuales antes de la secuenciacion de

rDNA y los nuevos IDs fueron asignados a las cepas reestriadas. (consulte Dataset S1).

® |_as secuencias para blsqueda de las 22 cepas tenian 100% de cobertura.
“Las secuencias para busqueda fueron obtenidas de secuencias genémicas de baja profundidad (ver

Materiales y Métodos).
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Tres cepas de este conjunto de 22 aislados que no tenian asignacién de especie por MALDI-
TOF, mostraron una alta identidad de ITS con una cepa aislada de la mosca de la fruta
anteriormente clasificada como S. cariocanus; esta especie ha sido reclasificada como S.
paradoxus debido a la baja divergencia de secuencia entre las cepas (Liti et al., 2006).
Ademas, cinco cepas de la region Centro-sur fueron identificadas como T. delbrueckii, una
especie previamente reportada en fermentaciones abiertas de agave (Mufioz-Miranda et al.,
2022). En cuanto al clado de Pichia, un aislado fue identificado como P. kudriavzevii, y otro
como P. manshurica (Tabla 3). Las secuencias de consulta de once aislados en las dos
regiones de produccién mostraron ser idénticas y representaron un nuevo candidato a especie
nueva, Pichia sp. 1, estrechamente relacionado con el clado [Candida] ethanolica / Pichia.
El candidato a nueva especie Pichia sp. 1 (YMX003144 y otros) difirié por 27 sustituciones
en sus secuencias ITS y cinco sustituciones en los dominios D1/D2 de C. ethanolica. Otro
aislado de este género representa otro candidato a nueva especie, Pichia sp. 2 YMX000142.
El pariente més cercano a esta otra nueva especie candidata fue P. fermentans, que mostré
32 sustituciones en los dominios D1/D2 y 69 sustituciones en la region ITS en comparacion
con el nuevo aislado. Estas dos nuevas especies candidatas seran descritas formalmente en
trabajos futuros. Estos resultados sugieren que el ambiente de fermentacion del agave,
muestreado de forma subconjunta, alberga especies fungicas novedosas que ain no se han

descrito formalmente.

Los analisis gendmicos revelan una diversidad genetica intraespecifica considerable en
Kazachstania humilis.

La coleccion de cultivos YMX-1.0 proporciona un recurso biolégico unico para llevar a cabo
estudios gendmicos y poblacionales sobre las diversas especies de levaduras encontradas en
las fermentaciones de agave. En nuestro estudio, la levadura Kz. humilis (sin. Candida
humilis, Candida milleri) se aislé con baja frecuencia, con 24 aislamientos en la coleccion
completa, pero estaba presente en siete destilerias (10%), abarcando cuatro de las siete
regiones productoras (Tabla 1). Para comprender mejor la diversidad gendémica de Kz.
humilis en las fermentaciones de agave, secuenciamos y analizamos el genoma completo de

cuatro cepas de regiones distantes. Este conjunto incluyd la cepa YMX004033 previamente
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secuenciada (Garcia-Ortega et al., 2022). Los ensambles resultantes se compararon con la
secuencia del genoma de la cepa tipo CLIB 1323 aislada de una masa madre en Francia
(Jacques et al., 2016).

Los tamafios de genomas provisionales de los tres nuevos aislados de Kz. humilis
secuenciados en este estudio (YMX00387, YMX000554 y YMX003162) variaron de 17.1 a
19 Mbp, que son tamafios mas grandes que el de las referencias del genoma YMX004033 y
CLIB 1323 (13.9 Mbp) (Tabla S2). Las diferencias en los tamafios estimados de los genomas
pueden surgir de ensambles de lecturas cortas de genomas diploides heterocigotos. En tales
casos, los haplotipos heterocigotos podrian estar presentes como dos contigs separados en
lugar de estar fusionados en el ensamble haploide. Ademas, los ensambles de lecturas cortas
tienden a tener mas scaffolds, en este caso un promedio de 229 scaffolds, en comparacion
con los obtenidos con lecturas largas como YMX004033 (21 scaffolds) y CLIB 1323 (16
scaffolds).

Estas discrepancias derivadas de diferentes tecnologias de secuenciacién han sido
documentadas anteriormente (Korlach et al., 2017). EI nimero promedio de genes predichos
para las cuatro cepas de fermentacion de agave fue 5,333, lo cual es mas alto que los 4,295
predichos para la cepa tipo. Sin embargo, este valor es acorde con el nimero de genes
reportados para otras especies dentro del género, incluyendo Kz. barnettii (5,276), Kz. exigua
(5,416), Kz. unispora (5,287), Kz. saulgeensis (5,329), Kz. africana (5,375) y Kz. naganishii
(5,319). Aln es posible que estas cifras sobreestimen el contenido real de genes debido a la
generacion de duplicados que resultan de ensamblar genomas haploides a partir de genomas

no haploides, especialmente en regiones de mayor heterocigosidad (Ko et al., 2022).

Para delinear la posicion filogenética de las cuatro cepas de Kz. humilis de la fermentacion
de agave, recuperamos las secuencias nucleotidicas de cinco marcadores genéticos
frecuentemente utilizados (ITS, D1/D2 LSU rRNA, RPB1, RPB2 y EF-1a) (Schoch et al.,
2012) de los ensambles de genomas. Después de concatenarlos, se construyé un arbol
filogenético basado en la alineacion con secuencias de marcadores moleculares disponibles

publicamente de especies de Kazachstania (Figura 4A). El arbol filogenético reconstruido
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coincidio con las filogenias reportadas previamente para estas especies (Jacques et al., 2016).
Como se esperaba, las cepas de las fermentaciones de agave se agruparon dentro de un clado
unico. Notablemente, la cepa tipo Kz. humilis CLIB 1323 junto con otras dos cepas, CBS
5658 (aislada de la cerveza Bantu en Sudafrica) y NRRL Y-7245 (de masa madre en Estados

Unidos), formaron un clado vecino.

Figure 4
A K. humilis CBS 5658
3
K. humilis NRRL Y-7245
100 K. humilis YMX000387
K. humilis CLIB 1323
82 K. pseudohumilis CBS 11404
K. bamettii CBS 6946
a6 K. serrabonitensis CBS 14236 A N o a
29 o5 P A o
K saulgeensis CLIB 1764 ® $ P &
3 y o ©
K. rupicols CBS 12684 oY
K. exigua CBS 379 =
K. australis CBS 2141 YMX000554 (RS
BCREET Fag]
1 J
YMX003162 |08
K. turicensis CBS8665 vmxo03162 [
K. bulderi CBS8638 il
K. unispora CBS 398 YMX004032 | 87.6
Zyg h yces rouxii CBS 732
CLIB1323 987 0867 967 966
0.06
SNPs
MEF2 ERG20 TY2A-LRT 2
CLiB1323 -—I—IT—’_—“-. 1 —,—7——-
Syntenic 1 T, o\ : V7 ‘
Inversion " -~ 7
Transiocation X — = { e i
] Duplication e e 1 T -
-~ A —
,/i- {
{ R 5
YMX004033 v 4 = —y CE=D T —;— M =
FBA1 ZWFT TYIAH FLR1 OPT2
x'lux sd_luz x-lnz :cLIOA scvl_cs salns x‘ll!"' xflu! mlns u.-_'m xv_ln sc_lu x'!_ta

Reference Chromosome 1D

Figura 4. Gendémica comparativa de los aislados de Kazachstania humilis. (A) Arbol
filogenético de maxima verosimilitud para las especies de Kazachstania basado en la
alineacion de los genes concatenados ITS, D1/D2 LSU rRNA, RPB1, RPB2 y EF-1a
(2,863 posiciones en total); Zygosaccharomyces rouxii CBS 732 se utiliz6 como grupo
externo. Los cuatro aislados de fermentacion de agave se muestran en rojo. Los demas
aislados de K. humilis se obtuvieron de diversas fuentes; CLIB 1323 y NRLL Y-7245 son
de masa madre en Francia y Estados Unidos, respectivamente, mientras que CBS 5658 es
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de cerveza Bantu en Sudéfrica. Los niumeros en las ramas son el soporte bootstrap basado
en 1,000 réplicas; solo se muestran los nimeros superiores al 50%. La escala de distancia
genética representa las sustituciones por nucle6tido. La matriz (abajo a la derecha) muestra
los valores de identidad promedio de nucle6tidos (ANI) en todo el genoma para las cepas
de Kz. humilis con secuencias de genoma disponibles. (B) Comparacién entre los genomas
de la cepatipo Kz. humilis CLIB 1323 (lineas negras) y la cepa YMX004033 (lineas rojas).
La figura muestra regiones sinténicas (gris), duplicadas (cian), translocadas (verde) e
invertidas (naranja) mayores de 10 Kb. La densidad de SNP de YMX04033 en
comparacion con CLIB 1323 se muestra en barras grises. Las regiones duplicadas que
resultan en ganancias de copias de genes se indican con triangulos magenta, mientras que
las regiones duplicadas con elementos repetitivos de baja complejidad se muestran como
cuadrados morados. Los nombres de los genes duplicados se muestran al lado del genoma
donde se observa la duplicacion.

Para cuantificar la relacion genética entre las cepas de Kz. humilis de agave y la cepa tipo a
nivel del genoma, determinamos la identidad promedio de nucleétidos (ANI) entre todas las
cepas con secuencias de genomas disponibles. Los valores de ANI oscilaron entre el 96.5%
y el 99.6% (Figura 4A, inset), los cuales se encontraron dentro del rango de diversidad
esperado para cepas de levadura de la misma especie (Gostincar, 2020). El valor de ANI mas
alto se observo entre YMX000554 y YMX003162 (99.56%), ambas son cepas de levadura
de agave de la misma regién productora. La cepa tipo CLIB 1323 tuvo el valor de ANI
mediano mas bajo al ser comparada con todas las cepas de las fermentaciones de agave
(96.68%), un valor cercano al esperado entre dos especies diferentes. Aungue se necesita
analizar mas aislados de la especie, estas diferencias sugieren la existencia de una poblacion
distinta de Kz. humilis en el agave. Para descubrir variaciones estructurales dentro de los
genomas de estas cepas, realizamos un analisis de sintenia entre las dos secuencias de genoma
ensambladas a partir de datos de lecturas largas: la cepa tipo de Kz. humilis CLIB 1323
(Jacques et al., 2016) de masa madre en Francia y el aislado de fermentacion de agave
YMX004033 de la region productora Oeste 11 en México (Garcia-Ortega et al., 2022) (Tabla
S3). El anélisis de sintenia a lo largo de 13 scaffolds consistentes revelé aproximadamente
11.8 Mb de regiones de sintenia (~85.9% del genoma CLIB 1323), 66 translocaciones, 137
duplicaciones en CLIB 1323y 71 duplicaciones en YMX004033, 57,063 INDELs y 50,3408
SNVs. Ademas, SyRI identific 0.24 Mb de secuencias de ADN de CLIB 1323 y 0.69 Mb

de YMX004033 que no se alinearon con el otro genoma respectivo (Figura 4B).
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Estas regiones no alineadas estaban asociadas con 159 genes en YMX004033 y once genes
en CLIB1323. De estos, 20 genes de YMX004033 y un gen no caracterizado de CLIB 1323
no tenian homaélogos en sus respectivas secuencias. Ademas, cuatro de los 21 genes presentes
en dos contigs de YMX004033, que no se consideraron en el analisis de sintenia (ver
Métodos), también carecian de ortdlogos en el genoma CLIB1323. Los genes Unicos para la
cepa de agave YMX004033 incluian homologos de AZR1, CDD1, egt-2, EHTL1, FLO9,
FLO10, GPM3, MOG1, OPT1, PIN2, PHO3, PDX3, SOAL, SUC4, STB3, Tf2-6, THI5,
ygeX, YCT1, YJR142W, YKL068W-A y tres ORFs dudosos.

Estas variaciones estructurales importantes también demostraron que las cepas de Kz. humilis
de agave y masa madre estan claramente diferenciadas a nivel genémico, con una posible
compatibilidad genética reducida entre ellas. La variacion estructural también incluyo
duplicaciones segmentarias y dispersas, algunas de las cuales abarcaban marcos de lectura
abierta completos. En conjunto, estos hallazgos indicaron que las cepas aisladas de
fermentaciones de agave son genéticamente distintas, destacando el potencial de la coleccion
de cultivos YMX-1.0 para avanzar en la investigacion sobre la gendmica de poblaciones de
levaduras no convencionales, fundamentales para la produccion de alimentos y bebidas en

todo el mundo.

DISCUSION

La diversidad de levaduras asociadas con la fermentacion del agave ha permanecido poco
explorada, a pesar del amplio interés biologico e industrial en las levaduras
Saccharomycetales y de una creciente demanda de los licores de agave en los mercados
globales. En este estudio, hemos identificado las especies de levaduras presentes en este
entorno relacionado con los humanos mediante el aislamiento sistematico de miles de cepas
de las destilerias tradicionales en todo México. Cada aislado de la coleccion de cultivos
YMX-1.0 esté vinculado a metadatos de la muestra de fermentacion y al sitio de aislamiento,
incluyendo informacidn biogeogréafica, pH y temperatura en el momento de la recoleccion, y

practicas de produccion.
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Nuestro trabajo amplia considerablemente estudios previos de comunidades de levaduras
realizados en ubicaciones especificas en algunas de las regiones productoras de agave
(Kirchmayr et al., 2017; Lachance, 1995; Nolasco-Cancino et al., 2018; Paez-Lerma et al.,
2013), proporcionando una vision extensa y comparativa de la diversidad de levaduras que
habitan en este entorno. Es importante reconocer que la descripcion presentada aqui se basa
Unicamente en cepas cultivadas y aisladas. Ademas, los resultados probablemente estén
sesgados por las condiciones especificas de enriquecimiento y el enfoque MALDI-TOF
utilizado para la asignacion de especies. Debido a estas limitaciones, elegimos probar la
asociacion de la composicion de la comunidad solo con un pufiado de variables de metadatos
utilizando la presencia y ausencia de las especies. Este es un enfoque conservador, ya que no
se tienen en cuenta las diferencias en la abundancia relativa de especies dentro de las muestras
al probar las asociaciones entre variables de metadatos y una comunidad dada. Ademas, no
incluimos metadatos para los cuales el muestreo fue considerablemente desigual. Este es el
caso de las localidades (municipios), ya que solo aproximadamente la mitad de nuestras
muestras provienen de localidades con méas de una destileria muestreada. A pesar de las
limitaciones y el enfoque conservador, la naturaleza sistematica y la extension de nuestro
esfuerzo de muestreo ofrecen una oportunidad sin precedentes para contrastar la diversidad
de especies de levaduras aisladas de fermentaciones de agave en diversos contextos
biogeograficos y culturales. Esto permitio sugerir que factores como la destileria o el tiempo
de fermentacién tienen un efecto moderado, pero estadisticamente significativo en la
composicion de las comunidades de levaduras. Estudios futuros que utilicen enfoques de
metagendmica proporcionaran una descripcion mas completa de las levaduras en estas
fermentaciones y pueden revelar caracteristicas Unicas de las comunidades microbianas de
regiones productoras especificas. Ademas, el recurso de la coleccion de cultivos y nuestros
hallazgos iniciales probablemente impulsaran estudios impulsados por hipotesis centrados,
por ejemplo, en comprender las caracteristicas fisicoquimicas especificas que resultan en las

diferencias locales de las comunidades de levaduras.

La coleccion de cultivos YMX1.0 también abre nuevas vias de investigacion para
comprender aspectos cruciales de la biologia de las levaduras, como la diversidad genémica

y funcional dentro de las poblaciones, lo que no seria posible utilizando enfoques que no se
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basan en organismos cultivados. Por ejemplo, la duplicacion del gen ZWF1 encontrada en
un aislado de Kz. humilis secuenciado en este estudio y ausente en cepas de otras fuentes
podria estar asociada con la tolerancia a furanos. Se ha demostrado que la sobreexpresion de
genes de la via de la pentosa-fosfato, como ZWF1, subyace a la tolerancia al
hidroximetilfurfural en S. cerevisiae (Gencturk & Ulgen, 2022; Gorsich et al., 2006; Park et
al., 2011). Del mismo modo, el conjunto de genes que estan presentes o ausentes
especificamente en los aislados de fermentacién de agave podria ser la base genética
candidata de la adaptacidon al nicho. La disponibilidad de una gran coleccion de cepas aisladas
de fermentaciones de agave permitird ahora poner a prueba experimentalmente este tipo de

hipétesis.

En este estudio, las cepas de levadura fueron clasificadas taxonomicamente principalmente
mediante la biotipificacion MALDI-TOF utilizando la transferencia directa de biomasa
(Garcia-Gamboa et al., 2021), lo que permite una identificacion rapida directamente desde
colonias individuales. Este enfoque resulta en tasas mas altas de asignacion incorrecta de
especies en comparacion con los métodos basados en secuenciacion. Evaluamos el alcance
de este problema al secuenciar la region ITS de un subconjunto de 474 aislados y mostramos
que se asignaron especies dispares en aproximadamente el 19% de los casos. Es importante
destacar que Garcia-Gamboa et al. (2021) también utilizaron extractos de levadura para la
clasificacion MALDI-TOF, logrando una identificacion correcta del 100% de los aislados de
P. kluyveri en comparacion con la secuenciacion ITS. En nuestro estudio, la clasificacion
incorrecta estuvo fuertemente sesgada hacia una de las especies probadas (P. manshurica),
lo que subraya que las bases de datos de referencia utilizadas para la biotipificacion por
espectrometria de masas aun deben mejorarse para especies menos estudiadas. Esto es
especialmente relevante para la caracterizacion de las fermentaciones de agave, en las que se
ha demostrado que las especies de Pichia son comunes. La secuenciacion de ITS y D1/D2
también reveld la presencia de S. paradoxus en las fermentaciones de agave. A diferencia de
su especie hermana S. cerevisiae, esta especie es relativamente menos comun en entornos
fermentativos (Dashko et al., 2016).
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Es importante destacar que nuestro estudio reveld0 dos nuevos candidatos a especies
relacionados con el clado de Pichia, uno de los cuales parecia estar ampliamente presente en
dos de las regiones productoras analizadas. Sera necesario realizar mas investigaciones para
caracterizar estos aislados. Estos resultados sugieren que la coleccion de cultivos YMX-1.0
puede albergar nuevas especies de hongos asociadas con este ambiente fermentativo poco

estudiado.

La colecciéon de cultivos YMX-1.0 ofrece un recurso poderoso para la genomica de
poblaciones de levaduras del orden Saccharomycetales. Analizar las humerosas cepas de
especies modelo como S. cerevisiae o Kl. marxianus ayudard a entender su evolucién e
historia natural en la interfaz de ambientes naturales y relacionados con los humanos. De
hecho, el exhaustivo estudio del genoma de S. cerevisiae realizado por Peter et al., (2018) ya
ha revelado amplias introgresiones de la especie hermana S. paradoxus en el linaje asociado
a fermentacion de agave, una caracteristica que solo se ve a un nivel similar en otro linaje de
S. cerevisiae. En el caso de Kl. marxianus, se ha demostrado que el genoma de una cepa
aislada del jugo de agave forma un clado especifico, bastante distante de todas las demas

cepas secuenciadas de esta especie (Ortiz-Merino et al., 2018).

La coleccion de cultivos YMX-1.0 también es un recurso poderoso para estudiar la diversidad
de especies de levaduras no convencionales. Aqui, informamos que Kz. humilis prospera en
las fermentaciones de agave. Esta es una de las especies dominantes en los sourdoughs tipo
I (Carbonetto et al., 2020; Garcia-Ortega et al., 2022; Wittwer et al., 2022) y uno de los
hongos mas abundantes durante la preparacion de una variedad de vegetales y bebidas
fermentadas en China (Guan et al., 2020; Gullo et al., 2003; Wittwer et al., 2022). Sin
embargo, se habian reportado pocos registros de la especie en América. Dada su distancia
genética con los aislamientos de masa madre, las secuencias del genoma preliminar de cuatro
de estas cepas de Kz. humilis de la fermentacion de agave sugieren que pueden pertenecer a
una poblacion diferente, aunque se necesita analizar mas aislados para validar esta hipotesis.
Al comparar con aislados de otros entornos, las cepas de levadura en la coleccion de cultivos
YMX-1.0 brindan la oportunidad de comparar las trayectorias evolutivas de especies distintas

que han estado expuestas al mismo ambiente.
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La mayoria de la atencion en el estudio y conservacion de la produccion de agave se ha
centrado en las plantas y précticas de produccion empleadas. Sin embargo, para preservar
este sistema integralmente, todavia necesitamos considerar las comunidades microbianas que
son esenciales para la fermentacion abierta asociada con destilerias pequefias y medianas.
Nuestro estudio proporciona un recurso Unico para obtener un conocimiento méas profundo
de la diversidad genomica y funcional de las levaduras asociadas con este sistema de
fermentacion excepcional en una de las regiones megadiversas del mundo. La coleccion
YMX-1.0 permite directamente la conservacion de los microorganismos esenciales para
producir destilados de agave, una actividad de importancia comercial y cultural crucial para
las comunidades rurales en México. La investigacion futura basada en nuestro trabajo
contribuird a una mejor comprension no solo de cémo las comunidades microbianas
contribuyen a la produccién de destilados de agave, sino también a la biologia y la historia
natural de los microorganismos que viven en la interfaz de los entornos naturales y las

destilerias tradicionales.

DISPONIBILIDAD DE DATOS

Las secuencias ITS y D1/D2 de los aislados de levadura correspondientes a las dos nuevas
especies candidatas, Pichia sp. 1 y Pichia sp. 2, estan disponibles en la base de datos de
GenBank bajo los nimeros de acceso OR034128, OR225219 y OR034113, OR034133. Las
tres nuevas secuencias del genoma de Kazachstania humilis han sido depositadas en NCBI
bajo los ndmeros de acceso JAIWYTO000000000, JAIWYS000000000 vy
JAIWYU000000000.
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