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Resumen

En el mundo existe una gran variedad de alimentos y bebidas que en alguin punto pasan por
un proceso de fermentacién, desde bebidas de popularidad internacional como la cerveza hasta
alimentos endémicos como el kimchi. En muchos casos la fermentacién es llevada a cabo por las
levaduras del género Saccharomyces, en especial por la especie Saccharomyces cerevisiae. Esta
especie alberga mucha variacidn genética lo que le permite adaptarse a los distintos ambientes
en donde se lleva a cabo la fermentacién. Cabe destacar que los miembros de esta familia tienen
la caracteristica de formar hibridos inter-especie, quebrantando asi una de las reglas basicas para
la definicidon bioldgica de especies.

En esta tesis presentamos el andlisis de los genomas de 142 cepas de Saccharomyces aisladas
de fermentacién de agave de distintas partes del territorio mexicano. Se realizaron andlisis de
cobertura para identificar a que especie pertenecia cada cepa y explorar la existencia de flujo
génico entre miembros del género. Logramos identificar la coexistencia S. cerevisiae, de S.
paradoxus y de hibridos entre éstas dos especies en la poblacién Saccharomyces asociadas a la
fermentacion de agave. Finalmente, describimos la cantidad y naturaleza de fragmentos de ADN
provenientes de S. paradoxus en la poblacidn de S. cerevisiae que fermenta azlcares de agaves.



1. Introduccion

1.1 Las levaduras

El término levadura comunmente se utiliza para referirse a los organismos microscopicos
usados durante la elaboracién de bebidas o alimentos fermentados. Incluso en muchos idiomas
este término hace referencia a “espumar” o “levar”, acciones que derivan del efecto de la
produccién de CO; al realizarse la fermentacion. Desde un punto de vista evolutivo, las levaduras
engloban a mas de 1600 especies diferentes de hongos unicelulares que pertenecen a distintos
grupos taxondmicos. Estas células miden en promedio entre 2 y 4 um, y aunque se reproducen
predominantemente de manera asexual por medio de gemacién, algunas especies también
llevan a cabo reproduccién sexual facultativa (Kurtzman, et al., 2011). Un rasgo caracteristico de
las levaduras es que pueden poseer dos nombres dependiendo de su estado sexual. Su nombre
principal se basa en su estado sexual o teleomorfa, mientras que su nombre secundario se basa
en su estado asexual o anamorfa (Kurtzman, et al., 2011).

Kurtzman y colaboradores (2011) reconocen mas de 1600 especies distintas de levaduras, las
cuales tienen metabolismos heterotréficos verdaderamente diversos. Estas variaciones en el
metabolismo les han permitido adaptarse a una amplia gama de habitats (terrestres o marinos)
y participar en un gran nimero de procesos ecoldgicos. Clasicamente a los hongos se les ubica
como descomponedores primarios dentro de la cadena alimenticia. Tipicamente las levaduras
son de los primeros colonizadores en un sustrato rico en nutrientes, seguidos de multiples
microorganismos cuyo fin es degradar la materia en descomposicién. Sin embargo, su rol no es
el de simplemente descomponer materia sino de transformarla (Kurtzman, et al., 2011).

Las levaduras han acompaiiado al ser humano desde hace milenios y tienen un gran nimero
de aplicaciones biotecnoldgicas. Quiza su aplicacion mas obvia y conocida es la de su uso en la
fermentacion de bebidas como la cerveza y el vino, o la de su empleo en la elaboracién de
alimentos como pan, pero estan lejos de ser sus Unicas aplicaciones. Las levaduras también son
usadas en la elaboracién de bioetanol, asi como la produccidon de enzimas para las industrias
qguimica y farmacéutica (Kurtzman, et al., 2011). En el contexto actual de pandemia, las levaduras
también se han usado para la elaboracién de una nueva vacuna contra el virus SARS-CoV-2
(Dalvie, et al., 2021). Por ultimo, no hay que olvidar que ciertas especies son patégenas para el
humano por lo que también son organismos de importancia médica (Kurtzman, et al., 2011). En
este trabajo analizaremos el genoma de un grupo de levaduras asociadas a las fermentaciones
de azucares de agaves cocidos en México.

1.2 Las levaduras y los humanos

Las levaduras no son exclusivas al nicho de agave ni de uso reciente. Estos microrganismos
han acompafado a los seres humanos a lo largo de su historia y han ayudado a sustentar
civilizaciones antiguas a través de la produccion de alimentos fermentados. Por ejemplo, en la
villa neolitica de Jiahu en China, se ha encontrado evidencia arqueoldgica de la produccién de



bebidas fermentadas que datan del 7000 a.C. (Sicard & Legras, 2011). En otros lugares de Asia,
se ha encontrado evidencia antigua de bebidas fermentadas producidas principalmente a partir
de arroz, aunada a mas evidencia en sitios como Egipto y Mesopotamia donde se creaban bebidas
a partir de frutas (vino), miel (hidromiel) y cereales (cerveza). También hay evidencia de
fabricacion de pan levado en el antiguo Egipto (Sicard & Legras, 2011).

En un inicio, la preparacion de alimentos y bebidas fermentadas era poco sofisticada, en el
caso del vino del 5000 a.C., este se producia a partir de uvas recolectadas a mano y prensadas, el
jugo resultante se colocaba en vasijas abiertas dejadas al aire libre para su fermentacion. Del
mismo modo hay evidencia que sugiere la existencia de pan levado en esta época, cuya
elaboracién implicaba el uso de trigo molido gruesamente. La datacién de cudndo la
fermentacion pasé de dejarse a la naturaleza, y comenzd a volverse un proceso consciente y
selectivo, sigue siendo un misterio (Sicard & Legras, 2011).

En la actualidad las levaduras siguen siendo microorganismos domesticados ligados
estrechamente al desarrollo de las civilizaciones humanas en diferentes partes del planeta. Las
usamos comunmente para la produccion de una gran variedad de alimentos y bebidas, algunos
ejemplos serian: la cerveza, el vino, tequila, mezcal, sake, pan, cacao, chicha, kombucha, kéfir,
soju, entre muchos otros (Sicard & Legras, 2011). En décadas recientes, su uso se ha extendido a
las industrias farmacéuticas y energéticas. Los ejemplos anteriores evidencian la estrecha
relacion que hemos mantenido humanos y levaduras a largo de la historia (Kurtzman, et al.,
2011).

1.3 Las levaduras como organismo modelo

Como se ha mencionado previamente, las levaduras han acompafiado al ser humano desde
hace miles de afios. Sin embargo, no fue hasta el afio de 1789 cuando Antoine Lavoisier comenzé
a estudiar la fermentacién para entender como es que esto sucedia en la produccién de vinos. Y
no fue sino hasta varias décadas después, en 1860, que se descubridé que las levaduras eran
capaces de convertir azucares en etanol y diéxido de carbono, es decir, fermentar (Sicard &
Legras, 2011). En los afios siguientes los esfuerzos de la comunidad cientifica para comprender
en profundidad el proceso de fermentacidn se redoblaron y hasta la fecha, las levaduras siguen
siendo organismos ampliamente estudiados.

Fue hasta la primera mitad del siglo pasado que se realizaron los primeros experimentos
genéticos en levaduras. En 1935, Ojvind Winge y Otto Lausten disecaron ascosporas de la especie
de levadura Saccharomcyes cerevisiae demostrando la segregacion mendeliana. Desde estos
primeros experimentos se hizo evidente que usar a S. cerevisiae como organismo modelo traia
ventajas importantes como: un tiempo de generacién corto, facil manejo y una ploidia que puede
estabilizarse. Ademas, de ser un organismo unicelular (caracteristica compartida con organismos
procariotas) y tener una organizacién celular compartimentalizada (caracteristica compartida
con los demas organismos eucariotas, incluyendo al resto de las levaduras).
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Debido a su creciente relevancia cientifica y al nUmero creciente de investigaciones llevadas a
cabo en S. cerevisiae, en la segunda mitad del siglo pasado se comenzé a trabajar en la
secuenciacion de su genoma. Inicialmente, se publicaron Unicamente una serie de mapas
genéticos, cada vez mas completos y extensos, hasta que finalmente en 1989 se acordd un
proyecto cuya finalidad era secuenciar el genoma de S. cerevisiae. Finalmente, después de 6 aios
de trabajo y la colaboracién de mas de 600 cientificos en distintos laboratorios del mundo, se
publicé en 1996 la secuencia del genoma completo de S. cerevisiae, conteniendo 6340 genes y
convirtiéndose en el primer microorganismo eucariota en ser secuenciado (Goffeau, et al., 1996).
Actualmente, contamos con mds de 2000 aislados de S. cerevisiae secuenciados, y en meses
recientes gracias a la secuencia de lecturas largas hemos alcanzando tal resolucidon que ya es
posible discernir entre haplotipos de aislados diploides (Heasley & Argueso, 2022).

A la fecha existe mas de un genoma secuenciado para cada una de las ocho especies del
género Saccharomyces: S. cerevisiae, S. paradoxus, S. jurei, S. arboricola, S. uvarum, S. eubayanus,
S. kudriavzevii y S. mikatae. Para las mas estudiadas como S. cerevisiae existen mas de 2000 mil
cepas con genomas secuenciados, no obstante, todas las especies del género cuentan ya con
varias cepas secuenciadas a excelente resolucién (Peris, et al., 2022). S. cerevisiae ha hecho de
su habitat los ambientes fermentativos asociados al humano, habiendo incluso quienes sugieren
gue se trata de una especie ndmada sin habitat natural especifico (Steensels, et al., 2019). En
anos recientes ha comenzado a criticarse su uso como organismo modelo para aspectos
ecoldgicos, puesto que su alto nivel de domesticacién no permite estudiar cdmo operan algunos
mecanismos en poblaciones naturales. Con el propdsito de evitar estos problemas,
recientemente se ha propuesto utilizar a S. paradoxus, la especie hermana no domesticada de S.
cerevisiae (Zhang, et al., 2010).

S. paradoxus, pese a ser capaz de fermentar, raramente se encuentra en ambientes
fermentativos. Se cree que su habitat son los bosques de encinos y se encuentra de manera
abundante en Norteamérica, Asia y Europa, donde convive con otras especies del género
Saccharomyces, incluyendo a S. cerevisiae (Zhang et al., 2010).

1.4 Las levaduras: una taxonomia complicada

Las levaduras son hongos unicelulares de origen no monofilético, lo que quiere decir que estan
en diferentes ramas del reino Fungi intercaladas con otros hongos pluricelulares. Actualmente se
han descrito alrededor de 1600 especies de levaduras, las cuales se clasifican en dos Phyla del
subreino Dikarya: Ascomycota (con 1015 especies) y Basidiomycota (con 561 especies). Dentro
de Ascomycota se pueden distinguir 3 subphyla distintos: Saccharomycotina (aqui es donde
podemos encontrar al género Saccharomyces), Pezizomycotina y Taphrinomycotina. Por otro
lado, el phylum Basidiomycota alberga entre otras especies a las del género Cryptococcus,
conocidas por su patogenicidad (Kurtzman, et al., 2011).

La categoria fundamental de organizacion bioldgica es la especie, cuya definicidn mas

aceptada fue dada por Ernst Mayr durante la primera mitad del siglo pasado. Mayr define a las
especies como un grupo de poblaciones naturales capaces de entrecruzarse y que estan aisladas
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reproductivamente de otros grupos, a esta definicion usualmente se le conoce como “especie
bioldgica”. Y aunque normalmente esta definicion es suficiente, en algunos escenarios o grupos
de organismos, esta definicidn no es valida o suficiente, razén por la que han surgido otro tipo
de definiciones que se puedan aplicar en distintos contextos (de Queiroz, 2005). Por ejemplo, en
el caso de las levaduras, éstas en muchos casos son asexuales y no producen meiosporas (esporas
haploides); mientras que otras son homotdlicas (capaces de reproducirse por si mismas) y
pueden producir meiosporas, por lo que realmente esta definicidn no aplicaria de manera precisa
a todas las levaduras (Kurtzman, et al., 2011).

Otro de los motivos por los cuales la definicién de especie en levaduras puede ser complicada
yace en que es comun encontrar divergencias de hasta el 2% (aproximadamente) a nivel
nucleotidico entre miembros de una misma especie. Las distancias evolutivas entre las levaduras
Saccharomycotina son tan grandes que incluso llegan a superar a la que hay en el Filo completo
de los Cordados (Chordata). Bajo este contexto, la divergencia nucleotidica que usualmente seria
suficiente para diferenciar entre humanos y chimpancés, apenas es suficiente para distinguir
entre cepas de una misma especie de levaduras (Figura 1.1, (Shen, et al., 2018)).

Yeasts Animals Plants
0.0 S isi Human Thale cress
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Figura 1.1: Diferencia en la tasa de sustitucidon en distintos clados. Nivel de divergencia entre proteinas
homologas en términos de sustituciones de aminodacidos por sitio en algunas especies de levaduras, animales y
plantas. Se obtuvo la distancia filogenética entre especies destacadas de levaduras (S. cerevisiae), animales (Homo
sapiens) y plantas (Arabidopsis thaliana) y otras especies representativas de cada linaje. Figura tomada de Sheny
colaboradores (2018).

Ademas de lo previamente mencionado, el concepto de especie bioldgica no es suficiente para
distinguir entre especies de levaduras. Algunas especies de levaduras son capaces de aparearse
sexualmente con otras especies, formando hibridos que inicialmente se propagan por
reproduccion asexual o mitosis (Morales & Dujon, 2012). Aunque también se pueden encontrar
hibridos en otro tipo de organismos como los mamiferos, tal es el caso de las mulas (cruza entre
una yegua y un burro) o los ligres (cruza entre un ledn y una tigresa), en estos casos la progenie
es infértil y por lo tanto no puede propagarse. En contraste, en el caso de las levaduras, aunque
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sus hibridos tienen una fertilidad casi nula, lo cual les impide reproducirse sexualmente, aln se
pueden reproducir clonalmente dando origen a una poblacién hibrida (D’Angiolo, et al., 2020;
Morales & Dujon, 2012). Dicha poblacién hibrida puede retrocruzarse con alguna de las especies
parentales dejando fragmentos de la otra especie conocidos como introgresiones y descritos en
la seccidn 1.5 de este trabajo.

Debido a su importancia industrial y su alta divergencia evolutiva, el género Saccharomyces
ha sido ampliamente estudiado a nivel genédmico, lo que ha llevado al descubrimiento de un gran
nimero de hibridos poliploides, aneuploides y diploides en ambientes domesticados y naturales.
Ahora es sabido que la hibridacién interespecie ha participado activamente en la evolucién de
levaduras domesticadas. Probablemente, el ejemplo de hibridacién interespecie mds conocido
lo conforman las levaduras involucradas en el proceso de fabricaciéon de cervezas lager, entre
ellas S. pastorianus. Esta especie contiene segmentos de ADN provenientes de 3 especies
distintas y se cree que se formo por distintas hibridaciones antiguas que le ayudaron a adaptarse
al frio (Sicard & Legras, 2011).

1.5 Hibridaciones e introgresiones

Es sabido que la hibridacién interespecie es un proceso por el cual dos especies distintas
juntan su material genético en una sola célula: el hibrido. Al igual que las levaduras parentales,
este hibrido tiene la posibilidad de reproducirse asexualmente, generando una poblacién que
pese a ser infértil puede dar origen a muchos individuos. La hibridacién interespecie es un evento
recurrente en la evolucidon de Saccharomyces. Por ejemplo, evidencia reciente ha sefialado que
el clado producido por duplicaciéon de genoma completo (whole genome duplication o WGD por
sus siglas en inglés) es en realidad producto de una hibridaciéon ancestral entre dos especies
diploides que dieron lugar a una levadura alotetraploide que mediante pérdida masiva de genes
origind un clado completo con el doble de cromosomas (Wolfe, 2015).

En la industria es muy recurrente la existencia de hibridos de Saccharomyces (Krogerus, et al.,
2018; Barbosa, et al., 2016) y se ha propuesto que este mecanismo permite una adaptacion
rapida a ambientes estresantes como son los medios fermentativos.

La hibridacién interespecie es un mecanismo que permite la formacion de introgresiones, y
particularmente en las especies del género Saccharomyces esta ocurre de manera recurrente en
la naturaleza al tener nula o poca presencia de barreras precigdticas (Morales & Dujon, 2012).
Una vez formado el hibrido este pierde casi por completo la capacidad para reproducirse
sexualmente debido a que sus esporas se vuelven practicamente inviables (<1% de viabilidad). El
hibrido podria recuperar su fertilidad si llega a retrocruzarse con alguna especie parental
volviéndose cada vez mas fértil. Ademas, en cada generacion, el hibrido resuelve las
incompatibilidades a través de la reduccién del material genético proveniente de uno de los
parentales. Eventualmente, solo permanecen fragmentos pequefios del ADN de ese padre
conocidos como introgresiones (D’Angiolo, et al., 2020).
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2. Antecedentes

En México, hay mas de 200 especies de Agave, varias de ellas se usan para la elaboracién de
bebidas alcohdlicas. A diferencia de la produccién de tequila en la que se emplea sélo una especie
de agave (Agave tequilana), para la produccién de mezcal se utilizan mas de 50 especies
diferentes (Casas et al., 2017). De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana, el mezcal se obtiene por
medio de la destilacion y rectificacidon del mosto preparado con los azlcares extraidos de las
cabezas de los agaves, las cuales han sido previamente cocidas y fermentadas (Financiera Rural,
2011). Se distingue del proceso de fabricacién de otros destilados de agave, como el tequila,
debido a que su proceso de elaboracion hasta la fecha es muy artesanal, y la mayoria de los
productores no utiliza levaduras de uso industrial para inocular. Por esta razén, la fermentacion
del jugo de agave ocurre gracias a los microorganismos que estan presentes en los tanques de
fermentacion y en los alrededores de las destilerias (Kirchmayr, et al., 2017).

A diferencia de otras bebidas fermentadas como el vino, se han hecho pocas investigaciones
acerca de los organismos encargados de la fermentacién del mosto de agave para la produccion
del mezcal. Estudios recientes han descrito a S. cerevisiae como la especie prevalente en los
tanques de fermentacién (Kirchmayr, et al., 2017; Lappe-Oliveras, et al., 2008; Garibay Marcelo,
2019).

En el 2018, Peter y colaboradores (Peter, et al., 2018) publicaron el estudio poblacional de
levaduras S. cerevisiae mas grande hasta la fecha. En dicho trabajo se analizaron los genomas de
1011 aislados de S. cerevisiae obtenidos de distintas partes del mundo. Se incluyeron aislados de
diversos origenes, tanto naturales como antropogénicos, entre ellos 9 aislados de mezcal.
Derivado de este estudio, se encontraron cuatro grupos con un alto contenido de introgresiones
provenientes de S. paradoxus, uno de estos el grupo de aislados de agave.

México es un pais con una gran variedad de ecosistemas y climas, debido a esto, en cada
region del pais la elaboracién del mezcal se lleva a cabo en condiciones diferentes, utilizando
diversas especies de agave. Teniendo en cuenta que la produccién de mezcal se realiza en
distintos estados de la republica (Sonora, Durango, Tamaulipas, Jalisco, Nayarit, Guanajuato, San
Luis Potosi, Zacatecas, Estado de México, Guerrero, Michoacdn, Oaxaca y Puebla), el estudio
realizado por Peter y colaboradores (2018) no logra hacer justicia a la diversidad mexicana al
utilizar dnicamente nueve aislados de origen mexicano provenientes de Tamaulipas (n=7), Jalisco
(n=1) y uno de origen desconocido. Por esta razén consideramos de gran importancia ecoldgica,
evolutiva y cultural darnos a la tarea de realizar un muestreo sistematico de cepas aisladas de
fermentacion de agave en el que se incluyeron fermentos de todo el pais con el objetivo de
caracterizar sus introgresiones.
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3. Justificacion

Es sabido que en las levaduras asociadas a la fermentaciéon de agave en México predomina la
especie S. cerevisiae, y que en aislados de Tamaulipas y Jalisco son frecuentes las introgresiones
de S. paradoxus. No obstante, alin no comprendemos cémo fue que estas introgresiones llegaron
y se distribuyeron en esta poblacién ni cual es su extension y funcién.

En el desarrollo de esta tesis se busca ampliar el estado del arte de las introgresiones e
hibridaciones de las levaduras mezcaleras mexicanas, comenzando por identificar cuales son
estas introgresiones, y cudl es su prevalencia entre los aislados provenientes de distintas zonas
de la Republica Mexicana.
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4. Objetivos
Principal

Identificar los fragmentos de ADN introgresados de S. paradoxus en cepas de fermentaciones
de agave de S. cerevisiae.

Especificos

1. Identificar mediante el mapeo a referencias de Saccharomyces las especies a las que
pertenecen los aislados de agave.

2. ldentificar los genes introgresados en cepas de S. cerevisiae analizando las regiones cubiertas
en el genoma de S. paradoxus mediante el alineamiento competitivo.

3. Clasificar los genes introgresados segun su prevalencia en los aislados de agave.

4. Explorar la existencia de categorias metabdlicas funcionales enriquecidas en el grupo de
genes introgresados.
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5. Metodologia

5.1 Muestreo y aislamiento de cepas de Saccharomyces de fermentaciones de agave

El muestreo que se presenta en este trabajo fue realizado en el contexto del consorcio Yeast
Genomes MX fruto de una colaboracidn de la Dra. Lucia Morales, tutora de este trabajo, con los
grupos de investigacion dirigidos por los doctores Alexander de Luna Fors y Eugenio Mancera
Ramos adscritos al LANGEBIO y al CINVESTAYV Irapuato respectivamente. Con esta colaboracién
se buscé ampliar la diversidad de los genomas provenientes de muestras de fermentaciones de
agave, ya que anteriormente sélo se contaba con representantes secuenciados de Tamaulipas y
Jalisco. Las fermentaciones en México se llevan a cabo en una amplia gama de ecosistemas y
climas en 13 estados de la republica que abarcan 7 regiones distintas del pais (Figura 5.1). Los
resultados presentados en este trabajo incluyen a muestras de las 7 regiones ilustradas en la
Figura 5.1.

Noroeste Lejano: Sonora.

Noroeste: Durango.

Noreste: Tamaulipas.

Oeste: Jalisco y Nayarit.

Altiplano Potosino-Zacatecano: Guanajuato, San Luis Potosi y Zacatecas.
Cuenca del Balsas: Estado de México, Guerrero y Michoacdn.
Centro-Sur: Oaxaca y Puebla.

NouswNe

Noroeste Lejano

Noreste

Altiplano Potosino-
Zacatecano

Noroeste

Oeste

Cuenca del
Balsas Centro-Sur

Figura 5.1: Mapa de México con la distribucion geografica de zonas productoras de agave. En este mapa se muestras las
distintas zonas geograficas productoras de agave, de cada una de estas zonas se tomaron muestras para analizar. La imagen fue
creada por Porfirio Gallegos, miembro del consorcio Yeast Genomes MX

17



Posterior al muestreo, en los laboratorios de nuestros colaboradores, se realizd un
enriquecimiento en el que se buscaba aislar cepas del genero Saccharomyces siguiendo el
protocolo de Liti y colaboradores (2017), que consiste en aiadir cloranfenicol para prevenir la
propagacion de bacterias y etanol para favorecer el crecimiento de Saccharomyces. Finalmente,
se utilizd MALDI-TOF (desorcién/ionizacion laser asistida por matriz) para identificar las cepas
aisladas mediante espectrometria de masas del perfil proteico. El objetivo de esta caracterizacion
fue el de identificar aquellas cepas pertenecientes al género Saccharomyces. En el contexto de
este trabajo, es importante mencionar que debido a la resolucién de la técnica y a la base de
datos con la que se comparaban los perfiles de masas no fue posible distinguir con certeza entre
S. cerevisiae y S. paradoxus; para este efecto y teniendo que dentro de los objetivos de este
proyecto colaborativo esta el analisis poblacional, se decidié recurrir a la secuenciacién del
genoma completo para un subconjunto de cepas clasificado como Saccharomyces por MALDI-
TOF.

5.2 Seleccion de muestras usadas en este estudio

El consorcio Yeast Genomes MX ha aislado mdas de 1000 cepas de levadura provenientes de
fermentaciones de agave. Sin embargo, en este estudio se analizaron Unicamente 142 aislados
intentando tener al menos un aislado de Saccharomyces de cada uno de los puntos de colecta
visitados, logrando asi representacién de las diferentes regiones geograficas de México. La
asignacion de estos aislados a la familia Saccharomyces se realizé por medio de espectrometria
de masas y posteriormente sus genomas se obtuvieron utilizando distintas tecnologias de
secuenciacion masiva en paralelo.

Adicionalmente se usaron para el andlisis 170 genomas de S. cerevisiage previamente
secuenciados y analizados por Peter y colaboradores (2018), estos aislados representan clados
de todo el mundo y se utilizaron con el fin de poner en un contexto global a los aislados
mexicanos.

Finalmente, se introdujeron otros cuatro aislados hibridos de Gallone y colaboradores (2019)
con el fin de entender como se ven los andlisis de aislados hibridos bajo la metodologia aqui
empleada.

5.3 Secuenciacion de genomas

Para la extraccion de ADN de los aislados identificados como Saccharomyces por MALDI-TOF
se utilizé el kit MasterPure Yeast DNA. Posteriormente se mandd a secuenciar el ADN gendmico
en dos lotes distintos utilizando tecnologias de secuenciacidn distintas, el primer lote utilizo las
plataformas MiSeq y NextSeq de Illumina, y el segundo utilizé la plataforma DNBSeq del Beijing
Genome Institute (BGI). La secuenciacién en BGI produce resultados similares a los de lllumina
(Korostin, et al., 2020) pero el costo es menor, razén por la cual se decidid secuenciar a la mayoria
de las muestras utilizando esta tecnologia.
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Cabe mencionar que al momento de mandar a secuenciar se introdujeron aproximadamente
10% de cepas clasificadas por MALDI-TOF como Kluyveromyces marxianus para poder identificar
la posible existencia de contaminacion cruzada.

5.4 Alineamiento a referencias concatenadas

Como primer paso se elabord un archivo con una referencia de genomas concatenados que
incluia a las 7 especies del género Saccharomyces mas otras dos referencias de levaduras mas
lejanas de las cuales se secuenciaron algunos genomas en el mismo lote de secuenciacion,
Kluyverumyces marxianus y Pichia kudriavzevii. Estas otras dos levaduras fueron usadas en otros
proyectos y no son objeto de esta tesis. Para elaborar la referencia concatenada se descargaron
los genomas de referencia de cada especie a utilizar (Tabla 5.1) de bases de datos publicas
(yeastgenome.org, https://yjx1217.github.io/Yeast_PacBio_2016/ y www.ncbi.nim.nih.gov),
posteriormente se dio formato a cada genoma de referencia de modo que los encabezados
indicaran la especie y contig. Finalmente se concatenaron las referencias en un solo archivo de
texto utilizando el comando cat como quedd plasmado en el archivo README de la carpeta
ymez/data/ref/CONC_Mez1 vi.

Para todos los aislados descritos en la seccion anterior (ver seccidn 5.2 Seleccion de muestras
usadas en este estudio), se descargaron lecturas crudas provenientes de la secuenciacion del
ADN gendmico. Para los aislados pertenecientes a Peter y colaboradores (2018), los archivos
fastq fueron descargados de Sequence Read Archive (SRA). Mientras que las lecturas obtenidas
mediante Illumina fueron descargadas del servicio de secuenciacion del Instituto Nacional de
Medicina Gendmica (INMEGEN). Por ultimo, las lecturas secuenciadas por BGI fueron
proporcionadas y descargadas mediante Amazon Web Services (AWS). Una vez que los archivos
de las lecturas se descargaron en el servidor del LAVIS del campus Juriquilla de la UNAM, se utilizo
la herramienta fastp v0.20.0 (Chen, et al., 2018) para filtrar y eliminar las lecturas de baja calidad
de cada uno de los aislados.

Tabla 5.1: Genomas en la referencia concatenada. Referencias gendmicas utilizadas para elaborar la referencia concatenada,
se especifica la cepa y el nimero de contigs de la referencia. La abreviacidn sera utilizada en adelante.

Especie Cepa Abreviacion |Contigs
Saccharomyces cerevisiae 5288C SACE 17
Saccharomyces paradoxus YPS138 SAPA 17
Saccharomyces mikatae IFO 1815 SAMI 18
Saccharomyces jurei M1 SAJU 17
Saccharomyces arboricola H6 SAAR 17
Saccharomyces uvarum CBS7001 SAUV 16
Saccharomyces eubayanus FM318 SAEU 17
Kluyveromyces marxianus |DMKU3-1042 KLMA 9
Pichia kudriavzevii CBS573 PIKU 6
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Teniendo las lecturas limpias, estas se alinearon a la referencia concatenada, previamente
descrita, utilizando bwa-mem v0.7.8 (Li, 2014), posteriormente se marcaron las lecturas
duplicadas con picard v2.6.0 (https://broadinstitute.github.io/picard/) para obtener los archivos
tipo bam con los alineamientos finales. Los scripts que realizan estos procesos se encuentran el
cluster del LAVIS UNAM Campus Juriquilla en la carpeta Public (/mnt/Timina/Imorales/Public) del
grupo de Imorales en la siguiente ruta: ymez/bin/SGE/03_mapping/[IDdeMuestra]_vs_CONC.sge.

5.5 Asignacion a especie de los genomas secuenciados

Se utiliz6 una combinacién de scripts de R y de Python v3.6 (make_depth_plot.R vy
reference_percentage.py) para determinar a que especie de la referencia concatenada
pertenecia cada aislado. Como primer paso, se calculd la profundidad en la cobertura de cada
base presente en la referencia, utilizando la herramienta depth de samtools v1.10 (Li & Durbin,
2009). Después, se calculd la media de la cobertura en ventanas no sobrelapantes de 1 kb
filtrando las lecturas por calidad de mapeo (MAPQ) de 0, 20 y 30. La profundidad de la cobertura
por ventanas para cada filtro de calidad, se graficé utilizando R (make_depth_plot.R), lo que
permitio identificar visualmente a que referencia se alineaban las lecturas del aislado, y asignarle
una especie, o dos, en el caso de los hibridos. De igual forma se obtuvo el porcentaje de lecturas
gue se alinearon a cada referencia utilizando R (reference_percentage.py) y se determiné que la
especie a la que pertenecia cada aislado en funcion al genoma con mayor porcentaje de lecturas
alineadas. En el caso de los hibridos la sefial se repartia en los dos subgenomas parentales.

5.6 Calculo de la profundidad en la cobertura

Posteriormente, a partir de los archivos con el promedio de la cobertura calculado en ventanas
de 1 Kb y aplicando el filtro de MAPQ=20, se calcularon por contig y por referencia las siguientes
estadisticas: el total de lecturas alineadas, la media, la mediana, el minimo, el maximo y los
cuantiles 25 y 75, de la cobertura; ademas del porcentaje del genoma de referencia cubierto a
mas de 10 X (make_depth_plot.R).

La cobertura se normalizé dividiendo la media de cada ventana de 1 kb entre la media de
cobertura del genoma completo de la referencia mas cubierta, y nuevamente se obtuvieron el
total de lecturas alineadas, la media, la mediana, el minimo, el maximo y los cuantiles 25y 75, de
la cobertura por contig (above5_coverage.R).

Se elaboré un archivo de resumen utilizando Python v3.6 (Rossum & Drake, 2010)
(reference_percentage.py) con el porcentaje de lecturas alineadas hacia cada referencia de cada
aislado y una gréfica utilizando R (R Core Team, 2021) (percentage_reference.R) con estos
porcentajes.

5.7 Determinacion de introgresiones

Para cada aislado se determind que genes estaban cubiertos en cada una de las referencias a
partir del alineamiento competitivo de las lecturas. Lo anterior se obtuvo con scripts de Python
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v3.6 (overlapping_genes.py) que relacionaban las bases cubiertas segun el archivo tipo bam del
alineamiento con las coordenadas y la funcidn asociada de los genes de cada referencia segun su
archivo de anotacidn. Este paso es dependiente de la calidad de la anotacién, siendo los genomas
mejor estudiados aquellos que cuentan con archivos de anotacién mas completos (genes
codificantes, centrémeros, telémeros, regiones subteloméricas, tRNAs, snoRNAs, etc.), mientras
gue otros organismos que han sido menos estudiados contienen menos informacion.

Una vez que se identificaron los genes de S. cerevisiae y S. paradoxus cubiertos en los aislados
de fermentaciones de mezcal (este trabajo) y de Peter y colaboradores (2018), se utilizaron los
scripts de Python v3.6 (overlapping_genes.py) para determinar las zonas con cobertura dentro
de S. paradoxus que sugieren introgresiones. Para determinar cudles fueron los genes cubiertos
en S. paradoxus se aplicaron los siguientes filtros:

Filtro 1. Debe tener un ortélogo 1:1 en S. cerevisiae y la divergencia entre estos debe ser
igual o mayor al 5%.

Filtro 2. Debe tener un ortélogo 1:1 en S. cerevisiae y ser el ORF con mayor porcentaje de
lecturas alineadas entre los dos ortélogos o en su defecto debe estar cubierto por al menos
el 25% del numero de lecturas que cubren a su ortélogo en S. cerevisiae.

Filtro 3. Debe tener un ortdlogo 1:1 en S. cerevisiae y al menos la mitad del ortélogo en S.
paradoxus debe de estar cubierto con por lo menos el 25% de la media de la profundidad
en la cobertura del genoma completo.

Filtro 4. Los filtros 1, 2y 3.

Filtro 5. Si tiene un ortdlogo 1:1 en S. cerevisiae, entonces la divergencia entre estos debe
ser de igual o mayor al 5%.

Filtro 6. Sitiene un ortdlogo 1:1 en S. cerevisiae, entonces ser el ORF con mayor porcentaje
de lecturas alineadas entre los dos ortdlogos o en su defecto debe estar cubierto por al
menos el 25% de numero de las lecturas que cubren a su ortélogo en S. cerevisiae.

Filtro 7. Sitiene un ortdlogo 1:1 en S. cerevisiae, entonces al menos la mitad del ortélogo en
S. paradoxus debe de estar cubierto con lo menos el 25% de la media de la profundidad en
la cobertura del genoma completo.

Filtro 8. Los filtros 5, 6 y 7 en conjunto.

En general los filtros se pueden dividir en dos, la primera mitad contempla que de manera
obligatoria las introgresiones deben de tener ortélogos para que al momento de buscarse se
registren como una introgresion. Mientras que la segunda mitad considera opcional las
relaciones de ortologia.
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Los filtros y el nUmero de ORFs en distintos casos se encuentran plasmados en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2: ORFs introgresados segun los distintos filtros. NUmero de ORFs introgresados utilizando distintos filtros para
definir las introgresiones.

Filtro
s Tiene ortdlogo | _. . . . . . . .
Sin filtros Filtro 1 | Filtro 2 | Filtro 3| Filtro 4 |Filtro 5 |Filtro 6 | Filtro 7 | Filtro 8
en SACE
ORFs introgresados 790 558 528 522 437 743 730 599 423 577
ORFs presentesen 2, 139 134 123 103 159 140 116 101 113
un solo aislado
ORFS preSt?ntes en 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0
todos los aislados
ORFs compartidos
por el 90% de los 89 26 23 24 21 85 78 54 17 49
aislados
ORFs compartidos
por el 85% de los 112 31 31 31 27 105 100 69 24 66
aislados
ORFs compartidos
por el 75% de los 138 47 46 47 40 129 125 85 36 80

aislados

Se determind que lo mas acertado para identificar las introgresiones y eliminar los posibles
alineamientos espurios por similitud entre secuencias era aplicar el filtro 8 (Tabla 5.2). No es
necesario que los genes introgresados tengan un ortélogo en S. cerevisiae pero de tenerlo, este
debe de tener al menos 5% de divergencia nucleotidica, al menos el 25% de las lecturas que
cubren al ortélogo con mayor cobertura deben de cubrir al de S. paradoxus, y al menos la mitad
del ortdélogo en S. paradoxus debe de estar cubierto con por lo menos el 25% de la media de la
profundidad de la cobertura del genoma completo.

5.8 Asignacion funcional de genes introgresados

Una vez que se determind qué regiones con cobertura se contarian como introgresiones, se
realizd un andlisis de ontologia génica sobre los genes introgresados (n=790) para determinar si
es que existe enriquecimiento de alguna categoria funcional especifica. Debido a que los genes
de S. paradoxus no tienen categorias GO, se tomaron los homaélogos en S. cerevisiae de los genes
introgresados y sus categorias GO asociadas reduciendo el universo de los genes analizados a
n=558.

La ontologia genética provee una metodologia para nombrar a los genes, a la vez que describe

los atributos de dicho gen. Las categorias ontoldgicas se dividen en tres grupos generales: funcion
molecular, proceso bioldgico y localizacion por componente celular.
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Para el andlisis de ontologia génica se utilizé la herramienta web GOrilla (Eden, et. al., 2009),
con el método de dos listas sin ordenar, los valores por defecto y un p-valor de 10-3. Se tomaron
los genes introgresados compartidos por el 75% de las cepas, estos se utilizaron como “target” y
la lista completa de genes de S. paradoxus como “background”.
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6. Resultados

6.1 Colinealidad y divergencia entre los genomas de S. paradoxus y S. cerevisiae

El objetivo principal de este trabajo es identificar la cantidad y naturaleza de las regiones
introgresadas en los genomas de S. cerevisiae aislados de fermentaciones de agave. Existen varias
aproximaciones para identificar a los genes introgresados. Algunas de ellas requieren identificar
marcadores que nos permitan diferenciar si un fragmento de ADN proviene de una especie o de
otra, en nuestro caso diferenciar entre las especies S. cerevisiae y S. paradoxus. En el marco de
mi tesis empecé a explorar esta via usando dos herramientas para determinar cuales son las
coordenadas gendmicas equivalentes y la magnitud de conservacién en la sintenia. La primera
herramienta utilizada fue NUCmer (Kurtz, et al., 2004) dandole como input la referencia de S.
cerevisiae S288C y de S. paradoxus la referencia de la cepa YPS138. Se usé esta referencia de S.
paradoxus porque es la que se ha descrito como presente en el continente americano y ademads
por ser la mas cercana al genoma parental de S. paradoxus de los hibridos encontrados como
parte de este proyecto colaborativo. NUCmer alinea ambas secuencias de ADN para encontrar
regiones idénticas. Dicho alineamiento hizo evidente la presencia de colinealidad entre estos
genomas, mostrando mas de 6.5 Mb alineadas equivalentes a 60% de ambos genomas
aproximadamente, dichos alineamientos tienen una longitud promedio de 6 Kb y estan presentes
a lo largo de todos los cromosomas siendo separados en promedio por 4.5 Kb, abarcando la
totalidad de ambos genomas como lo muestra la linea azul de la Figura 6.1.

S. paradoxus YPS138

S. cerevisiae S288C

Figura 6.1: Alineamiento producido por NUCmer. Visualizacion del alineamiento entre los genomas de S. cerevisiae y S.
paradoxus. Se aprecia que la linea azul es continua a lo largo de los 16 cromosomas de ambos genomas, mostrando el alto grado
de colinealidad entre ambas especies.
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Para la segunda estrategia se empled la herramienta SynChro (Drillon, et al., 2014), la cual
utiliza las secuencias de aminoacidos para localizar los genes y definir los bloques de genes
sinténicos conservados. SynChro reveld la presencia de bloques sinténicos de gran tamafio,
abarcando practicamente la totalidad de los genomas de ambas especies dentro de bloques
sinténicos, tanto a nivel nucleotidico como a nivel de genes (Tabla 6.1, Figura 6.2) y
compartiendo una identidad promedio del 92.8 % a nivel de pares de bases.

Tabla 6.1: Estadisticas de sintenia obtenidas por SynChro. Porcentaje de los genomas de S. cerevisiae y S. paradoxus
conservados en bloques sinténicos, asi como su identidad promedio.

Bloques sinténicos
%Nucledtidos | %Genes | %ldentidad
SACE 97.11 99.02
SAPA 97.66 97.30

92.80

Por un lado, NUCmer nos revela la presencia de regiones homaélogas sinténicas en el 60% del
genoma de las dos especies, y por el otro, SynChro nos indica que son practicamente idénticos,
la diferencia radica en que NUCmer busca alineamientos idénticos en el ADN de todo el genoma
distribuidos en la secuencia de los cromosomas en regiones inter y intra génicas, mientras que
SynChro busca similitudes sélo entre los genes codificantes y su localizacién, aunque no sean
completamente iguales.
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S. paradoxus YPS138

Figura 6.2: Bloques sinténicos producidos por SynChro. Visualizacion de los bloques sinténicos compartidos entre S.
cerevisiae y S. paradoxus. La linea morada indica que ambos genomas tienen una fuerte sintenia conservada.
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Ambos analisis confirman que pese a la divergencia de las secuencias de 7.2% en promedio, la
sintenia esta altamente conservada (Figura 6.1 y Figura 6.2). Esta conservacion de sintenia es
relevante al estudiar el posible origen de las introgresiones ya que esta colinealidad es la que
permite la hibridacién y el intercambio genético mediado por micro-homologia entre los
cromosomas de ambas especies. Los datos generados en estos analisis ademas de que seran
usados en trabajos posteriores para evaluar un segundo método de deteccidn de introgresiones,
nos permitieron considerar al alineamiento competitivo hacia una referencia concatenada como
herramienta sencilla para detectar introgresiones.

6.2 Descripcién de los aislados secuenciados

En el muestreo realizado por el consorcio Yeast Genomes MX se encontraron a mds de 1000
aislados de levaduras asociados con la fermentacién de agave y clasificados por espectrometria
de masas como pertenecientes al género Saccharomyces. Con el objetivo de conocer cudles son
las caracteristicas gendmicas especificas de estas cepas, y en particular para este trabajo cuantos,
y cudles son los genes introgresados, seleccionamos entre esos mil aislados a 142 representantes
de las diferentes regiones geograficas de México para secuenciar su genoma. De las cepas
seleccionadas 120 fueron secuenciadas utilizando la tecnologia de DNBSeq™ de BGI, y 22
utilizando las plataformas de secuenciacion de lllumina (7 utilizando lllumina MiSeq y 15
utilizando lllumina NextSeq; Tabla 6.2).

Tabla 6.2. Numero de genomas analizados. En esta tabla se muestra la cantidad de genomas que secuenciamos para este
trabajo separados por tecnologia de secuenciacidn, aunado al nimero de genomas derivados de otros trabajos que usamos para
complementar nuestro anélisis.

Yeast Genomes Yeast Genomes Peter et Gallone et
MX MX | al Total
BGI llumina ar ’
120 22 170 4 316
(15 NextSeq + 7 Miseq)

A pesar de haber usado distintas tecnologias de secuencia como se muestra en la tabla
anterior, ya ha sido publicado con anterioridad que al ser técnicas de secuenciacién similares los
resultados de los analisis no se ven afectados por esta variable (Korostin, et al., 2020). En
promedio se generaron 2.26 Gb de secuencia por genoma dando una cobertura media de 188X
+ 33.98 por aislado. Las coberturas entre aislados son similares, exceptuando los 7 casos
secuenciados con la plataforma lllumina MiSeq, en cuyo caso la cobertura resulté ser menor
(67.06 £ 68.91) a la del resto de los aislados secuenciados mediante BGI u otras plataformas de
[llumina.

Ademas, se utilizaron 170 secuencias de S. cerevisiae previamente descritas en el articulo de
Peter y colaboradores (2018), estas cepas pertenecen a aislados de diferentes partes del planeta
y representan a los principales clados de S. cerevisiae previamente descritos (Peter, et al., 2018);
hay que destacar que la totalidad de los aislados de S. cerevisiae pertenecientes a cepas
mexicanas de agave (9 en total) fueron incluidas dentro de las 170 secuencias adicionales de
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Peter y colaboradores (2018). Estas muestras estan cubiertas en promedio a una profundidad de
155 X. Por ultimo, se incluyeron las secuencias de 4 cepas pertenecientes a hibridos interespecie
de Saccharomycotina previamente descritas por Gallone y colaboradores (2019), para contar con
un total de 316 secuencias (Tabla suplementaria 1).

6.3 Asignacion a especie mediante alineamiento de lecturas.

Cuando elegimos a los 142 aislados a secuenciar, sélo teniamos la certeza de que pertenecian
al género Saccharomyces, pero ignordbamos qué especie eran o si eran hibridos. Con el objetivo
de identificar la especie (o0 especies en el caso de los hibridos) a la que pertenecia cada aislado,
al igual que encontrar las introgresiones, las lecturas obtenidas de la secuenciacion de cada cepa
se alinearon a un archivo con distintos genomas de referencia (Tabla 5.1) mediante un mapeo
competitivo. Este proceso permitié que cada lectura se alineara al genoma con el que compartia
mayor similitud, y asi determinar la especie o especies a las que pertenecia. Gracias al andlisis de
divergencia realizado en la seccion anterior de este trabajo sabiamos que para ciertas regiones
era posible distinguir entre secuencias provenientes de S. cerevisiae o de S. paradoxus, si
usabamos filtros en la calidad de mapeo. Los alineamientos competitivos fueron filtrados por
calidad de mapeo (MAPQ), pardmetro que disminuye cuando una lectura alinea con buena
calidad a mas de una secuencia en la referencia. Usamos el filtro de MAPQ > a 20, que nos
garantiza que en promedio el 99% de los alineamientos sean reales, disminuyendo la cantidad de
alineamientos ambiguos o espurios, ya que, en este trabajo, nos basamos en ellos para identificar
las introgresiones. En este contexto, es importante mencionar que las especies del complejo
Saccharomyces, presentes en el archivo de referencias concatenadas (Tabla 5.1), tienen sintenia
conservada y regiones de alta similitud (ver seccion Colinealidad entre los genomas de S.
paradoxus y S. cerevisiae). Ademas, las especies de este complejo son capaces de aparearse e
intercambiar material genético a través de procesos como la hibridacién (Giannakou, et al.,
2020). Se ha observado que algunas cepas de S. cerevisiae contienen introgresiones gendmicas
provenientes de S. paradoxus (D’Angiolo, et al., 2020; Barbosa, et al., 2016), por lo que si
realizdbamos los mapeos de forma independiente a cada genoma de referencia, alineamientos
de secuencias provenientes de un genoma forzadas a alinearse a otro provocarian lecturas
pobremente alineadas.

Tabla 6.3: Asignacion de especies a aislados secuenciados para este trabajo. Identificacién de cepas secuenciadas para el
proyecto de investigacion del cual forma parte esta tesis utilizando el porcentaje de lecturas alineadas hacia cada genoma de
referencia determinado, el asterisco (*) indica hibridos interespecie.

Proyecto Mezcal

Parental No. cepas

SACE 124
SAPA 5
SACE-SAPA* 13

De los aislados mexicanos secuenciados identificamos a 124 cepas de S. cerevisiae en donde
mas del 95% de las lecturas alinearon con alta calidad a esta referencia cubriéndola en su
totalidad con una profundidad promedio de 188X; 5 cepas de S. paradoxus en donde mas del
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95% de las lecturas de alinearon con alta calidad a esta referencia cubriéndola en su totalidad
con una profundidad promedio de 133X, y finalmente 13 aislados hibridos S. cerevisiae x S.
paradoxus en donde entre el 32% y el 71% alinearon con alta calidad a genoma de S. cerevisiae
mientras que entre el 68% y el 29% alineaba al de S. paradoxus. Las coberturas medias a cada
genoma parental de estas cepas hibridas varian en los rangos de [50-50%], [66-33%] y [33-66%)],
calculando el porcentaje de lecturas alineadas a cada genoma de referencia del total de lecturas
alineadas (Tabla suplementaria 2). Cabe recalcar que en este paso del andlisis cinco aislados
fueron eliminados del conjunto de datos debido a que fue imposible asignarles una especie. Estos
aislados tenian lecturas alineadas hacia multiples referencias en porcentajes altos lo cuadl
indicaria posibles contaminaciones, o que pertenecen a especies no incluidas en los genomas de
referencia (Tabla suplementaria 2).

De las secuencias del resto del mundo de Peter y colaboradores (2018) se identificaron
correctamente los 170 aislados pertenecientes a S. cerevisiage, ademas de identificarse
correctamente los 4 hibridos de Saccharomycotina (Gallone, et al., 2019) utilizando este método
(Tabla 6.4).

Tabla 6.4: Asignacion de especies a aislados secuenciados anteriormente. Identificacion de cepas de Peter y colaboradores

(2018) e hibridos de Gallone y colaboradores (2019) utilizando el porcentaje de lecturas alineadas hacia cada genoma de
referencia determinado.

Cepas del mundo e hibridos

Parental No. cepas

SACE 170
SACE-SAKU 1
SACE-SAEU 1
SAUV-SAEU

Tabla 6.5: Asignacion de especies a aislados secuenciados. Lista de las asignaciones a especie de los aislados secuenciados
agrupados por tecnologia de secuenciacién.

Yeast Yeast Genomes Peter et Gallone et Total
Tipo de | Genomes MX MX
aislado BGI llumina al. al. (n=
(n=120) (n=22) (n=170) (n=4) 316)
SACE 105 19 170 0 294
(13 Nextseq + 6
Miseq)
SAPA 3 2 0 0 5
(1 Nextseq + 1 Miseq)
Hibridos 12 1 0 4 17
(Nextseq)
TOTAL 120 22 170 4 316
(15 NextSeq + 7
Miseq)
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Este paso de asignacién a especie resaltd dos observaciones importantes con respecto a las
introgresiones: 1) Nos sugirié que entre los aislados de S. cerevisiae de agave existen diferentes
niveles de introgresidn de S. paradoxus; y 2) al menos 9.1% de los aislados son hibridos entre las
dos especies, que de hacer retrocruzas con alguna de las especies parentales, generarian
introgresiones. Con respecto al primer punto, la cepa que tuvo mayor nimero de lecturas
alineadas con alta calidad al genoma de S. paradoxus fue la XA121c21 con 4.9 %, en contraste la
que menos tuvo fue XB057c7 con 0.3 %. De las 124 cepas de S. cerevisiae mencionadas en el
parrafo anterior 55 (40.3%) se encuentran en la categoria entre 3% y 5% de lecturas alineadas a
S. paradoxus; 68 (54.8%) en la categoria entre el 2% y el 3%; finalmente 6 (4.8%) en la categoria
con menos del 2 %. Si contrastamos estos porcentajes con los aislados del mundo usados en este
andlisis en donde la mayoria 117 (68.4%) caen en la categoria con menos del 1 % de lecturas
alineadas al genoma de S. paradoxus, y con los aislados de alpechin, un subproducto de la
produccién de aceite de oliva, en donde la mayoria (85.7%) caen en la categoria entre 3% y 5%,
se evidencia que en promedio los fragmentos introgresados en las cepas de agave son menos
gue en las de alpechin pero mas que en el resto del mundo.

En contraste con lo expuesto en el parrafo anterior, los aislados que son mayoritariamente S.
paradoxus tienen pocas lecturas que mapean al genoma de S. cerevisiae (0.49%, 0.52%, 1.24%,
1.39%, 1.58%).

En el caso de los aislados hibridos, 6 son mayoritariamente S. cerevisiae (de 62% a 71% de
lecturas alineadas a S. cerevisiae), 4 tienen proporciones similares de ambos genomas (de 48% a
57%de lecturas alineadas a S. cerevisiae) y las tres restantes son mayoritariamente S. paradoxus
(con 32% a 36% de lecturas alineadas a S. cerevisiae).

6.4 Andlisis de cobertura

A partir del mapeo competitivo se graficd la media de la cobertura normalizada en ventanas
de 1Kb, permitiendo observar qué regiones de cada genoma estaban cubiertas y a cuanta
profundidad, resaltando asi aneuploidias y duplicaciones del orden de kilobases. Para el caso de
las introgresiones en las cepas de S. cerevisiae, este procedimiento permitié identificar de qué
partes de la especie donadora, S. paradoxus, provenian éstas. Mientras que para los aislados
hibridos este paso permitid explorar la estructura de los genomas destacando la proporcion de
las aportaciones de cada genoma parental de forma global y también las regiones que habian
sufrido de pérdidas de heterocigosidad. A continuacion, describiré los resultados en ambos tipos
de cepas.

6.4.1 Analisis de cobertura en aislados S. cerevisiae

Las graficas con las coberturas normalizadas, en los aislados de S. cerevisiae permitieron
identificar aneuploidias y duplicaciones. Estas variantes se muestran como regiones que tienen
una cobertura que se sale de la media. En este conjunto de datos se encontrd una aneuploidia
recurrente localizada en el brazo derecho del cromosoma IX de aproximadamente el 10% de los
aislados secuenciados de S. cerevisiae (Figura 6.3).
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Figura 6.3 Cobertura normalizada hacia S. cerevisiae y S. paradoxus en el alineamiento competitivo para la cepa DK001c27.
Se observan pocas regiones con cambios abruptos en la cobertura, siendo el cambio mas notorio el brazo derecho del cromosoma
IX. Se observa que la cobertura normalizada hacia la referencia a S. cerevisiae estd alrededor de 1, mientras que a la referencia
de S. paradoxus es mayoritariamente de 0.

En las cepas mexicanas de S. cerevisiae secuenciadas para este estudio se encontré que el 90%
de los aislados cuentan con al menos 2% de sus lecturas alineadas hacia S. paradoxus. En el caso
de las cepas agave mexicanas de Peter y colaboradores (2018) una tercera parte de las cepas
cumplen este mismo criterio (Figura 6.4), en ambos casos el maximo de lecturas alineadas a S.
paradoxus rozaba el 5%. Este hallazgo concuerda con lo reportado por Peter y colaboradores
(2018).
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Figura 6.4: Distribucion de lecturas alineadas a S. paradoxus de aislados de S. cerevisiae. Distribucion del porcentaje de
lecturas alineadas hacia S. paradoxus, en color salmén las cepas secuenciadas para este analisis, y en azul las cepas de Peter y
colaboradores (2018). En general las cepas mexicanas de mezcal tienen un mayor porcentaje de lecturas mapeadas hacia S.
paradoxus, que las cepas del resto del mundo, a excepcidn de los aislados de alpechin.

6.4.2 Analisis de genomas hibridos

En los aislados hibridos se identificaron regiones en las cuales la cobertura de uno de los
parentales baja y en esa misma region la cobertura del otro parental aumenta, tal es el caso del
asilado XA082c2 (cromosomas VIl y XII, Figura 6.5), lo cual podria ser un indicativo de pérdida
de heterocigosidad y podria ayudar a determinar la edad del hibrido.

En este estudio se identificaron 13 aislados hibridos S. cerevisiae x S. paradoxus los cuales
poseen composiciones genédmicas variadas, yendo desde mayoritariamente S. cerevisiae donde
mas de un tercio de las lecturas se alinearon hacia este parental, hasta mayoritariamente S.
paradoxus donde ocurre el caso opuesto (Figura 6.5).
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Figura 6.5: Proporcion de las lecturas alineadas a cada genoma de referencia para los aislados hibridos. Proporcién de
lecturas alineadas hacia cada genoma de referencia para las cepas hibridas mexicanas. De los 13 aislados hibridos, Gnicamente 3
tienen claramente un mayor nimero de lecturas alineadas hacia S. paradoxus. Las muestras se dividen en tres grupos, en el rojo
se encuentran aquellas muestras con proporcion 1:1, en el azul aquellos mayoritariamente S. cerevisiae y en el verde aquellas
que son principalmente S. paradoxus.

Se identificaron 13 aislados con genomas hibridos, en 5 aislados el ADN proveniente de S.
cerevisiae esta conservado en mayor medida, con una proporcion de lecturas mapeadas hacia el
parental de esta especie de 2:1 con respecto a S. paradoxus (panel azul). De igual forma se
encontraron 5 aislados con proporcién 1:1 (panel rojo) y solamente 3 de los aislados hibridos
fueron mayoritariamente S. paradoxus con una proporcion 1:2 (panel verde; Figura 6.5).

Los aislados hibridos mostraron una variedad estructural importante, habiendo aislados con
coberturas bastante homogéneas en ambos parentales, como en el aislado XA082c2 (Figura 6.6
a) en el cual Unicamente el brazo derecho de los cromosomas VIl y Xlll de S. cerevisiae presenta
el doble de cobertura mientras que su contraparte en S. paradoxus tiene una disminucidn en
esta. Hay otras cepas como la XA020c1 (Figura 6.6 b) que poseen multiples variaciones en su
cobertura que ademas son de tamafio importante, esta cepa en particular posee un aumento en
la cobertura del brazo derecho del cromosoma IV de S. cerevisiae (uno de los cromosomas mas
grandes) y otras variaciones en la cobertura de los cromosomas VI, IX, XIl y XV. También hay
otros aislados que poseen variaciones constantes en la cobertura a lo largo de ambos genomas y
cuando la cobertura aumenta en uno de los parentales disminuye en el otro parental reflejando
pérdidas de heterocigosidad como ocurre en el aislado XB003c8 (Figura 6.6 c).
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Figura 6.6: Cobertura normalizada hacia S. cerevisiae y S. paradoxus de tres distintos aislados hibridos. a) Cobertura de la
cepa XA082c2 Se observan pocas regiones con cambios abruptos en la cobertura, siendo el cambio mas notorio el brazo derecho
del cromosoma VIIl. Ademas, la cobertura hacia ambas referencias ronda alrededor del 1; b) cobertura de la cepa XA020c1. Se
observan distintos cambios abruptos en la cobertura en los cromosomas 1V, VIII, IX, XIl y XV, ademas la cobertura hacia S.
cerevisiae ronda alrededor de 1 mientras que hacia S. paradoxus es de alrededor de 0.5 y c) cobertura de la cepa XB003c8. Se
observa que las coberturas hacia ambas referencias tienen un gran nimero de aumentos y disminuciones abruptos.
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6.5 Introgresiones de S. paradoxus

Luego de asignar la especie a cada uno de los aislados, se hizo evidente la presencia de
material genético proveniente de S. paradoxus dentro de los aislados identificados como S.
cerevisiae, por lo que el siguiente paso fue explorar el origen de dicho material genético. Debido
a la similitud entre los genomas de S. cerevisiae y S. paradoxus (ver seccion 6.1 Colinealidad entre
los genomas de S. paradoxus y S. cerevisiae), es importante determinar cuales zonas de S.
paradoxus con cobertura realmente provienen de esta otra especie y no solamente lo aparentan
debido a la similitud de sus genomas y a la conservacion de genes homdélogos.

Al aplicar distintos filtros (ver seccién 5.7 Determinacion de introgresiones), se observo que
el filtro que marca una mayor diferencia es aquel que delimita los genes con cobertura dentro de
S. paradoxus que tengan un ortélogo 1:1 dentro de S. cerevisiae. El pedir que tengan un ortélogo
1:1 elimina a 232 genes (Tabla 5.2). Luego de observar la cobertura de los genes introgresados
bajo estos filtros, se decidié definir las introgresiones provenientes de S. paradoxus para este
trabajo como: un gen que puede o no tener un ortdlogo en S. cerevisiae. En caso de tener un
ortélogo, este debe de tener al menos 5% de divergencia nucleotidica. Ademas, el ortdlogo de S.
paradoxus debe ser el de mayor cobertura o de lo contrario debe de estar cubierto por al menos
el 25% de las lecturas que cubren su ortélogo de S. cerevisiae, y al menos la mitad del ortélogo
en S. paradoxus debe de estar cubierto con por lo menos el 25% de la cobertura del genoma
completo.

Para todos los aislados analizados se identificaron los genes de S. paradoxus que resultaron
cubiertos por las lecturas de la secuenciacién. Como era de esperarse, las cepas con mayor
nimero de genes cubiertos son las que fueron identificadas como S. paradoxus, cada una con
mas de 5000 genes cubiertos. Les siguen de cerca los aislados hibridos, con entre 4200 y 5400 de
genes cubiertos. Para el resto de las cepas, se puede observar que las pertenecientes al clado de
alpechin de Peter y colaboradores (2018) tienen un numero alto de introgresiones (203.3 en
promedio), como se ha reportado con anterioridad (Peter, et al., 2018; Pontes, et al., 2019),
seguidas de las cepas mexicanas de S. cerevisiae, que poseen en promedio 137.5 genes
introgresados, ambos grupos son los que albergan a un mayor nimero de introgresiones (Figura
6.7).

No. de introgresiones de SAPA por grupo

Group
] 1011alp
|~ 1011mex
| |~ 1011others
Este estudio

No. de introgresiones

1011alp 101 ‘\‘mex 1011 ?"!els Este gsludlo
Grupo
Figura 6.7: Distribucion de las introgresiones de S. paradoxus. Distribucidn de genes de S. paradoxus introgresados en cada
cepa, las cepas estan separadas segun su especie o secuenciacion.
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En los hibridos, aproximadamente el 50% de los genes estan compartidos por al menos el 90%
de las cepas, mientras que en el resto de los aislados ocurre lo contrario, teniendo un nimero
reducido de genes (11%) compartidos por al menos el 90% de las cepas. Ademas, en los aislados
hibridos el nimero de genes exclusivos de una cepa son muy pocos, ocurre lo contrario en el
resto de los aislados donde el numero de introgresiones compartidas por maximo 10% de las
cepas es alto (Figura 6.8).
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Figura 6.8: Histograma del numero de introgresiones compartidas entre aislados. Histograma de introgresiones de S.
paradoxus compartidas entre cepas, a: Todos los grupos de aislados y b: solo los aislados S. cerevisiae de agave. Los hibridos
tienen en comun la mayoria de sus introgresiones, mientras que en el resto de los aislados S. cerevisiae las introgresiones son
compartidas entre pocos aislados.

6.6 Analisis de ontologia de genes
6.6.1 Cantidad y distribucion

La ontologia génica realizada sobre el universo de ORFs introgresados, conformado por 577
genes, reveld el enriquecimiento de 29 categorias GO asociadas a procesos biolégicos, 4
categorias GO asociadas a funciones moleculares y una categoria asociada a componentes
celulares; todas las categorias GO poseen un p-valor menor a 104 (Tabla 6.5). A las categorias GO
sobrerrepresentadas se les asociaron 17 genes (Tabla 6.5), entre los que se encuentran genes de
las familias THI (THI5, THI11, THI12, THI13), SNO (SNO2, SNO3) y SNZ (SNZ2, SNZ3) que participan
de manera activa en la biosintesis de tiamina (Perli, et al., 2020) (Figura 6.9).

Los genes sobrerrepresentados se encuentran distribuidos a lo largo de las regiones
subteloméricas de los cromosomas IV, VI, VIII, Xy XIV de S. paradoxus (Perli, et al., 2020) (Figura
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6.10), que son conocidas por su plasticidad genética y por contener genes necesarios para la
interaccion entre el organismo y el ambiente (Winzeler, et al., 2003).
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Figura 6.9: Ruta metabdlica para la sintesis de novo de PLP (piridoxal fosfato) y TDP (difosfato de tiamina) en S. cerevisiae.
En esta imagen, modificada de Perli, et al. se presenta un diagrama de la biosintesis de vitamina B, donde se muestra resaltado
en rojo la participacion de los genes enriquecidos segun el analisis de ontologia genética (Modificado de Perli, et al. 2020).
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Tabla 6.6: Resultados del analisis de categorias GO. Términos GO enriquecidos con los genes pertenecientes a cada término.
Proceso biolégico

Categoria Descripcion P-valor FDR g-valor Genes

G0:0042724  thiamine-containing compound biosynthetic process 1.45E-09 7.50E-06 THI12,SNZ2, THI11, THI13, THI5, SNZ3

G0:0009228 thiamine biosynthetic process 1.45E-09 3.75E-06 THI12,SNZ2, THI11, THI13, THI5, SNZ3

G0:0006772  thiamine metabolic process 2.67E-09 4.60E-06 THI12,SNZ2, THI11, THI13, THI5, SNZ3

G0:0042723  thiamine-containing compound metabolic process 4.63E-09 5.98E-06 THI12,SNZ2, THI11, THI13, THI5, SNZ3

G0:0042364 water-soluble vitamin biosynthetic process 6.31E-08  6.52E-05 ZEIOIZZI SNZ2, THI11, THI13, THIS, SNZ3, SNOS,

G0:0009110 vitamin biosynthetic process 6.31E-08  5.44E-05 ;:322 ,SNZ2, THIL1, THI13, THIS, SNZ3, SNOS,

G0:0044272  sulfur compound biosynthetic process 118607 873605 | 1eSTRZSNZ2 THIS, TRILL THIL3, SNZ3,
IRC7, BAT1

G0:0006767  water-soluble vitamin metabolic process 2.10E-07 1.36E-04 SNZ2,SNZ3,SNO3, SNO2

GO0:0006766  vitamin metabolic process 2.10E-07 1.21E-04 THI12, THI11, THI13, THI5

G0:0008614  pyridoxine metabolic process 1.01E-06 5.24E-04 SNZ2,SNZ3, SNO3, SNO2

G0:0042357 thiamine diphosphate metabolic process 1.01E-06  4.76E-04 THI12,THI11, THI13, THI5

G0:0009229 thiamine diphosphate biosynthetic process 1.01E-06  4.36E-04 THI12, THI11, THI13, THIS

G0:0042822  pyridoxal phosphate metabolic process 1.81E-06 7.19E-04 SNZ2,SNZ3, SNO3, SNO2

G0:0042823  pyridoxal phosphate biosynthetic process 1.81E-06 6.67E-04  SNZ2,SNZ3, SNO3, SNO2

G0:0006790  sulfur compound metabolic process 2.30E-06  7.94E-04 THI12, SNZ2, THI11, THILS, THIS, SNZ3, BATL,
IRC7, STR2, IBA57

,G0O:0042819 vitamin B6 biosynthetic process 2.99E-06 9.65E-04 SNZ2,SNZ3, SNO3, SNO2

G0:0046184  aldehyde biosynthetic process 2.99E-06 9.08E-04 SNZ2,SNZ3, SNO3,SNO2

G0:0042816 vitamin B6 metabolic process 4.66E-06 1.34E-03 SNZ2,SNZ3,SNO3, SNO2

G0:0072528  pyrimidine-containing compound biosynthetic process 5.47E-06 1.49E-03 THI12,SNZ2,THI11, THI13, THI5, SNZ3
THI12,SNZ2, THI11, THI13, THI5, SNZ3, SNO3,

G0:0009108 coenzyme biosynthetic process 7.59E-06 1.96E-03 SNO2, HXKL

G0:0072527  pyrimidine-containing compound metabolic process 1.24E-05 3.05E-03 THI12,SNZ2, THI11, THI13, THI5, SNZ3

G0:0051188  cofactor biosynthetic process 2.76E-05  6.47E-03 THI12, SNZ2, THI11, THI13, THIS, SNZ3, SNO3,
SNO2, HXK1

G0:0017144  drug metabolic process 1.07E-04  2.40E-02 THI12, SNZ2, THI11, THI13, THIS, SNZ3, SNO3,

SNO2, ATP2, HXK1, BAT1
G0:0006081 cellular aldehyde metabolic process 1.23E-04  2.64E-02 SNZ2,SNZ3,SNO3,SNO2, AAD14,
SNZ2,SNZ3,SNO3, SNO2, THI11, THI13, THIS5,

G0:0044283  small molecule biosynthetic process 1.30E-04  2.69E-02 THI12, HXKL, STR2, IMD2, IRC7, BATL

G0:0090407 organophosphate biosynthetic process 1.56E-04  3.11E-02 IMD2, THI12, THI13, THI11, THIS, SNO2,
SNZ3, SNO3, ATP2, HXK1

G0:0006732  coenzyme metabolic process 1.66E-04  3.18E-02 THI12, SNZ2, THIS, THI13, THI11, SNO2,

SNZ3, SNO3, HXK1
G0:0072525  pyridine-containing compound biosynthetic process 3.00E-04  5.54E-02 SNZ2,SNO2,SNZ3,SNO3, HXK1

THI12,SNZ2, THI13, THI11, THI5, SNO2, SNZ3,
SNO3, HXK1, IBA57

Funcion molecular

G0:0051186 cofactor metabolic process 4.35E-04  7.75E-02

Categoria Descripcion P-valor FDR g-valor Genes

G0:0016843  amine-lyase activity 2.21E-07 5.58E-04 SNZ2,SNO2,SNZ3,SNO3
G0:0036381 :Z:Sgal >"-phosphate synthase (glutamine hydrolysing) 2.21E-07  2.79E-04 SNZ2,SNZ3,SNO2, SNO3
G0:0016840 carbon-nitrogen lyase activity 1.38E-05 1.16E-02 SNZ2,SNO2,SNZ3,SNO3

G0:0016829 lyase activity 9.58E-04 6.05E-01 SNZ2,SNO2, SNZ3, DDI3, SNO3, IRC7
Categoria Descripcion P-valor FDR g-valor Genes

G0:1903600 glutaminase complex 7.48E-04 7.89E-01 SNO2,SNO3
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Figura 6.10: Homadlogos en S. cerevisiae de los genes introgresados de S. paradoxus en categorias ontoldgicas enriquecidas.
Vista de la ubicacion de los genes homodlogos en S. cerevisiae de los genes introgresados de S. paradoxus que se encuentran en
categorias ontoldgicas enriquecidas, los genes de interés estdn marcados con una estrella negra y se encuentran dentro del area
amarilla; solamente para los cromosomas a: Vly b: XIV.

6.6.2 Analisis de ontologia de genes

Al analizar los 17 genes introgresados de S. paradoxus que conforman las categorias GO
mencionadas anteriormente es posible ver que estos tienen varias cosas en comun, comenzando
por su ubicacién, es posible formar 5 grupos de genes con ubicaciones comunes (B, E, F, H, 1) y
otros 4 genes separados espacialmente en su propio grupo (A, C, D, G). Asi mismo, estos genes
se pueden agrupar por funciones, siendo las principales: la biosintesis de tiamina y piridoxina
(SNZ2/SNZ3, grupos E,H,l), el metabolismo de la piridoxina (SNO2/SNO3,grupos E,H,l), la sintesis
del precursor de tiamina hidroximetilpirimidina (grupos E, H, I), funciones mitocondriales (grupos
D, F) y metabolismo de cisteina (grupos B, G) (Tabla 6.6).

Uno de los aspectos mas destacables de este andlisis es que estos 17 genes estan presentes
casi de forma exclusiva en los aislados mexicanos de agave secuenciados para este estudio,
estando presentes en al menos 79% de los aislados mexicanos pero presentes en menos del 18%
de los aislados del resto del mundo. El gen con mayor presencia en los aislados del mundo es el
DDI3 (hidratasa de cianamida), presente en el 96% de los aislados mexicanos y sélo en el 17.9%
de los aislados del resto del mundo (Tabla 6.6).
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Aislados de Aislados del
agave que mundo que
GenensS. 8 9 9 L,
Grupo ID S. paradoxus L, comparten la | comparten la Anotacion
cerevisiae ) ., ) s
introgresion introgresion
(%)(n=124) (%)(n=161)
E YPS138_10G00030 SNZ2/SNZ3 96.0 19 Proteins involved in thiamine and pyridoxine biosynthesis; set of paralogs (SNZ1, SNZ2 and
H YPS138 10G03310 SNZ2/SNZ3 96.0 5.8 SNZ3); enables GMP synthase (glutamine-hydrolyzing) activity. SNZ2 forms a co-regulated
| YPS138_14G00030 SNZ2/SNZ3 91.9 7.7 gene pair with SNO2; interacts with Thillp
H YPS138 10603320 SNO2/SNO3 05.2 06 Protein§ of gnknf)wn functioln; set of paralogs(SN02/5N03); explressilon is‘ induced before
= the diauxic shift and also in the absence of thiamin; involved in pyridoxine metabolic
E YPS138_10G00020 SNO2/SNO3 85.5 0.6 process
H YPS138_10G03300 THI5/THI12 95.2 10.3
1 YPS138_14G00040 THI5/THI12 89.5 0.6 Subtelomeric gene family including THIS, THI11, THI12, and THI13; Proteins involved in
E YPS138_10G00040 THIS/THI12 87.1 0.0 synthesis of the thiamine precursor hydroxymethylpyrimidine
A YPS138_04G00050 THI11/THI13 82.3 0.0
Mitochondrial branched-chain amino acid (BCAA) aminotransferase; preferentially involved
in BCAA biosynthesis, BAT1 has a paralog, BAT2, that arose from the whole genome
D YPS138_08G02480 BAT1 87.1 0.0 duplication, Branched-chain Amino acid Transaminase. Branched-chain amino acid
aminotransferase; involved in both the biosynthesis and degradation of branched chain
amino acids, such as leucine, isoleucine and valine; localizes to the mitochondrial matrix
Beta subunit of the F1 sector of mitochondrial F1FO ATP synthase; which is a large,
evolutionarily conserved enzyme complex required for ATP synthesis; F1 translationally
E YPS138_10602960 ATP2 5.5 0.0 regulates ATP6 and ATP8 e.xpression to achi_eve a bal_anced output of ATP synthase genes
encoded in nucleus and mitochondria; phosphorylated.
Subunit of the catalytic core of the F1 sector of mitochondrial F1FO ATP synthase; ATP
synthase complex is localized to the mitochondrial inner membrane
Cysteine desulphydrase, enables growth on cysteine as nitrogen source; involved in the
production of thiols; Increased Recombination Centers, Cysteine-S-conjugate beta-lyase
B IRC7 92.7 135 A . - . . Lo I
involved in sulfur metabolism and L-cysteine catabolism,Expression induced by nitrogen
limitation in a GLN3, GAT1-dependent manner and by copper levels
G YPS138_10G03040 STR2 79.8 3.2 Cystathionine gamma-synthase, converts cysteine into cystathionine; STR2 has a paralog
H YP$138_10G03330 oDI3 96.0 17.9 Cyanamide hydratase that detoxifies cyanamide; idethif:aI to DDI2 and Ddi2p, enables
cyanamide hydratase activity
Putative aryl-alcohol dehydrogenase; similar to P. chrysosporium aryl-alcohol
dehydrogenase; mutational analysis has not yet revealed a physiological role; members of
I YPS138_14G00050 AAD14 91.9 0.0 the AAD gene family comprise three pairs (AAD3 + AAD15, AAD6/AAD16 + AAD4, AAD10 +
AAD14) whose two genes are more related to one another than to other members of the
family
Inosine monophosphate dehydrogenase; catalyzes the rate-limiting step in GTP
c YPS138_08G02550 IMD2 011 45 blosynthelsw,'expressmn is mducled by‘ m}/col;Jhenollc acid resulting in resistance to the drug,
expression is repressed by nutrient limitation; IMD2 has a paralog, YARO73W/YARO75W,
that arose from a segmental duplication
Protein involved in incorporating iron-sulfur clusters into proteins; mitochondrial matrix
E YPS138 10602970 IBAS7 29.5 0.0 protein; |nyolved {n the |ncorporat|on of |ron-r<,ulfur clusters llnto mltoc.hondrllal aconltaée»
= type proteins; activates the radical-SAM family members Bio2p and Lip5p; interacts with
Ccrdp in the two-hybrid system
Hexokinase isoenzyme 1; a cytosolic protein that catalyzes phosphorylation of glucose
during glucose metabolism; expression is highest during growth on non-glucose carbon
sources; glucose-induced repression involves hexokinase Hxk2p; HXK1 has a paralog, HXK2,
B HXK1 79.0 4.5

that arose from the whole genome duplication. Hexokinase; phosphorylates glucose,
mannose, and fructose; localized in the cytoplasm but also has minor activity associated
with mitochondria

Tabla 6.6. Genes introgresados asociados a las categorias GO sobrerrepresentadas agrupados por funcion y ubicacién.

Genes de S. paradoxus asociados a categorias GO sobrerrepresentadas agrupados por su funcién y ubicacién dentro del genoma
de referencia. Se muestra ademas el porcentaje de cepas mexicanas y del mundo que comparten la introgresion, y la anotacion
del gen, en S. cerevisiae, obtenida de Saccharomyces Genome Database (SGD, http://www.yeastgenome.org). Se muestran del
mismo color aquellos genes que comparten ubicacién y en blanco aquellos que se encuentran de manera individual, ademas de
encontrarse agrupados los genes que poseen funciones similares.
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7. Discusion

La asignacion a especie utilizando el alineamiento hacia la referencia concatenada fue exitosa.
El 100% de los aislados de S. cerevisiae tomados de Peter, et al. 2018 que usamos como control
fueron asignados a esta especie con el método de alineamiento competitivo que implementamos
en este trabajo. De igual forma los hibridos publicados en Gallone, et al. dieron la sefal hibrida
esperada (S. cerevisiae + S. uvarum, S. eubayanus o S. kudriavzevii, segun fuera el caso). Cabe
destacar que este método también detectd para ciertos aislados de S. cerevisiae un porcentaje
de lecturas que alineaban a la referencia de S. paradoxus, como consecuencia de las
introgresiones. Concluyendo que el analisis de coberturas derivado de un alineamiento a una
referencia de genomas concatenados de Saccharomyces, hace posible la identificacion de genes
introgresados e hibridos interespecie.

Uno de los hallazgos mas importantes de este trabajo fue descubrir que hibridos y especies
parentales de S. cerevisiae y S. paradoxus, algunas con introgresiones, coexisten en el nicho de
fermentacion de agave. De los 142 genomas mexicanos que analizamos 87.32% (n=124) fueron
de la especie S. cerevisiae, 3.52% (n=5) de S. paradoxus y 9.16% (n=13) hibridos entre estas dos
especies. La presencia de S. cerevisiae concuerda con lo que se observd en estudios previos
(Kirchmayr, et al., 2017; Lappe-Oliveras, et al., 2008; Garibay Marcelo, 2019), donde se describe
a este como el principal organismo responsable de la fermentacion de agave para la produccién
de mezcal. Si bien estos numeros no reflejan las proporciones reales del ambiente fermentativo
de agave debido al enriquecimiento realizado en nuestro protocolo, si aportan evidencia de su
co-existencia en las tinas de fermentacidn. Los aislados de S. paradoxus son menos que los de S.
cerevisiae e hibridos. Esta observacion puede deberse a varias razones no excluyentes entre ellas.
En primer lugar, S. paradoxus esta asociada principalmente a ambientes naturales no
domesticados como son la tierra y las cortezas de arboles del género Quercus (Sylvester, et al.,
2015) y en segundo lugar esta especie es menos tolerante a etanol que S. cerevisiae, y nuestro
protocolo de enriquecimiento usaba etanol al 5% para enriquecer levaduras Saccharomyces.
Posiblemente el método de enriquecimiento empleado no favorece su aislamiento.
Independientemente de las proporciones en las que se encuentran estas dos especies y sus
hibridos en los tanques de fermentacion el hecho de haber aislado cepas de estos tres grupos
nos indica que coexisten en este medio. Dicha coexistencia aunada a la presencia de genes
introgresados, nos indican que la hibridacidn interespecie en el nicho ocurre con frecuencia y que
ninguna de las tres poblaciones ha desplazado a las otras dos. En futuros estudios resultaria
interesante indagar en que momento del proceso de fermentacién cada una de estas tres
poblaciones se divide con mayor velocidad, o si todas lo hacen de igual manera manteniendo su
proporcién constante y actuando en sinergia.

En este estudio se reveld por primera vez la presencia de hibridos interespecie en este nicho,
aun hace falta indagar si los hibridos se forman dentro de las tinas de fermentaciones y/o en los
alrededores de la destileria, y de formarse en la tina de fermentacién, bajo qué condiciones lo
hacen.
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S. cerevisiae y S. paradoxus son las dos especies mas cercanas de la familia Saccharomyces y
conservan sintenia en la mayor parte de sus genomas, ademas son conocidas por aparearse entre
si, intercambiando material genético, estos dos factores se ven reflejados en la existencia de
introgresiones de S. paradoxus en los aislados de S. cerevisiae. Una de las ventajas de la
metodologia aqui empleada para identificar introgresiones yace en el mapeo competitivo
seguido de un filtro en la calidad de mapeo, que disminuye los alineamientos espurios y conserva
Unicamente las lecturas alineadas con buena calidad, eliminando artificios creados por el
alineador debido a la similitud entre secuencias. Ademas, para la definicion de genes
introgresados, aplicamos un filtro de divergencia minima entre genes homdlogos con el objetivo
de eliminar los problemas que pudiesen surgir debido a la similitud entre secuencias. Esto aunado
al resto de filtros de cobertura garantizan que la totalidad de lo que se considera una introgresion
esté bien cubierta y no solamente un segmento. Una desventaja de este método recae en la
calidad de la anotacion de S. paradoxus y en la definicidn de las relaciones de ortologia en genes
gue tienen paralogos, ya que aun al aplicar los filtros de divergencia en genes ortdlogos se
identificaron genes cubiertos en la referencia de S. paradoxus asociados a mds de un gen en S.
cerevisiae. Otro punto a mencionar es que, al usar la anotacién de las especies parentales para
ubicar introgresiones, se asume que estas se encuentran en el mismo lugar que en las cepas de
referencia, sin embargo, no tenemos informacién para respaldar o refutar que esto sea asi, se
necesitaria realizar andlisis adicionales para encontrar las ubicaciones reales de las
introgresiones, lo Unico que constatamos es la presencia de la introgresion en la cepa.

Las secuencias obtenidas de los distintos aislados tienen un patréon que hace que la cobertura
aumente en los extremos de cada cromosoma inflando de manera arbitraria la cobertura que
estad dentro de estas regiones. Al ser esto un patrén que se encuentra a lo largo de varias de
nuestras muestras no se puede asegurar que estas regiones realmente tengan un mayor numero
de copias que el resto del cromosoma. Esto puede provocar que los genes de regiones con
cobertura arbitrariamente mayor no sean filtrados. Se necesitan otros métodos no basados
solamente en cobertura para asegurarnos que los genes clasificados como introgresados en este
trabajo que yacen en regiones subteloméricas en verdad tengan alelos de S. paradoxus y no sélo
han sido clasificados asi por el exceso de cobertura que hay en estas regiones.

Los aislados secuenciados de S. cerevisiae provenientes de fermentaciones de agave poseen
una gran cantidad de material genético proveniente de S. paradoxus, siendo el segundo grupo
con mayor cantidad de material genético proveniente de dicha especie (Figura 6.3 y 6.10), solo
por debajo de los aislados de alpechin los cuales se caracterizan por tener un alto nimero de
introgresiones (D’Angiolo, et al., 2020). Las introgresiones son una fuente importante de
variabilidad fenotipica y hay evidencia de su importancia adaptativa a nichos asociados al
humano (Peter, et al., 2018).

Como parte de este trabajo se determind mediante alineamientos competitivos y cobertura
qué genes estaban introgresados por cepa y como es que estos se comparten entre cepas. De un
universo de 577 genes introgresados observamos que 71 estdn compartidos por el 80% de las
cepas, mientras que la gran mayoria de las introgresiones (373) estan compartidas por 10% o
menos de las cepas. Que la mayoria de las introgresiones estén compartidas por tan pocas cepas
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nos dice que hay una constante pérdida de material genético de S. paradoxus y pocos genes
logran fijarse en la poblacién general, ya sea por que confieren una ventaja adaptativa o por
deriva génica. Analisis que no se detallan en este trabajo indican que las cepas de S. cerevisiae de
agave comparten un origen monofilético, para determinar si se fijaron debido a que confieren
una ventaja seria necesario realizar andlisis adicionales donde se evaliue el cambio en la
adecuacién en un medio similar al del agave en funcién de su presencia o ausencia.

Una vez que determinamos el universo de genes introgresados decidimos hacer un andlisis de
enriquecimiento en categorias ontoldgicas con base en la funcién molecular, el componente
celular y el proceso bioldgico. Usando los genes introgresados por el 75% de las cepas
encontramos que hay un enriquecimiento en varias categorias relacionadas con la biosintesis de
tiamina y que dichas categorias estdn compuestas por familias de genes paralogos. Es posible
qgue el enriquecimiento de estas categorias se deba a que el gen o los genes introgresados
pertenezcan a una familia de pardlogos y que el método para la detecciéon de introgresiones
utilizado sea muy sensible a la presencia de paralogos y no logre discernir correctamente. Como
perspectiva de este trabajo se empleard un método para la deteccidon de introgresiones que
ponga especial atencidn en las familias de paralogos. De comprobarse que el enriquecimiento de
las categorias génicas no se debe a la presencia de genes pardlogos seria necesario realizar
analisis adicionales que evallen si la tiamina es un factor limitante en el ambiente fermentativo
del agave, ya sea porque se encuentra en bajas concentraciones o porque dentro de la microbiota
del jugo en fermentacidn otros microorganismos la estén consumiendo, y que los alelos de S.
paradoxus brinden una mayor ventaja en bajas concentraciones de tiamina.

Dentro de los genes introgresados que componen las categorias ontoldgicas enriquecidas
encontramos a BAT1 y a ATP2, presentes en el 87% y 85% de las cepas respectivamente. Ambos
genes estan relacionados con funciones mitocondriales y pertenecen a familias de paralogos. El
primero esta relacionado con la biosintesis de aminodcidos de cadena ramificada y el segundo
con la sintesis de ATP. Analisis que no se muestran en este trabajo demuestran la presencia de
secuencias de S. paradoxus en el genoma mitocondrial en las cepas de agave. Como perspectiva
de este trabajo seria interesante analizar si estos alelos de S. paradoxus son predominantes
debido a que resuelven incompatibilidades entre genes nucleares y mitocondriales.

Otros dos genes introgresados son IRC7 y STR2, encontradas en 97% y 79% de las cepas
respectivamente. Estos genes pertenecen a dos familias de pardlogos y cumplen funciones
relacionadas con la cisteina. El primero permite el uso de cisteina como fuente de nitrégeno y el
segundo codifica para cisteina-gamma liasa. Hay evidencia que muestra al jugo de fermentacion
de agave como un medio deficiente en nitrégeno. Como perspectiva para este trabajo, resultaria
interesante analizar si los alelos de S. paradoxus se conservan de manera predominante debido
a que aumentan la tasa de crecimiento de las cepas en un medio deficiente en nitrégeno. Lo
anterior podria realizarse de forma experimental, con analisis bioinformaticos previos en dénde
se busque si las diferencias nucleotidicas entre las dos especies se encuentran en el sitio catalitico
de la enzima.
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Otro de los puntos a destacar es la recurrente aneuploidia del brazo derecho del cromosoma
IX presente en aproximadamente el 10% de los aislados secuenciados de S. cerevisiae, aunque
aun no se ha hecho un analisis de genes localizados dentro de esta regién gendmica, al ser un
evento recurrente se podria pensar que dicha aneuploidia provee una ventaja adaptativa a su
medio. Andlisis adicionales son necesarios para hacer explorar la veracidad de esta afirmacion.
No obstante, se ha observado que las aneuploidias juegan un papel importante al momento de
adaptarse a nuevos nichos. Para resolver esta pregunta, se requerird delimitar con precision la
region gendmica duplicada y hacer anadlisis adicionales para determinar genes que
probablemente confieran una ventaja adaptativa al estar en mayor nimero de copias.

Aunque se pudiera pensar que Unicamente se han preservado los haplotipos favorables
mediante seleccidn natural, es necesario recordar que esta no es la Unica fuerza evolutiva que
estd actuando, por ejemplo, no podemos descartar el efecto de la deriva génica dentro de
nuestras poblaciones de S. cerevisiae. Recordemos que la deriva génica es mas fuerte cuando el
tamanio efectivo de la poblacion es reducido (Masel, 2011) y que al ocurrir la hibridacion hay un
aislamiento sexual que disminuye drdsticamente su capacidad para reproducirse (D’Angiolo, et
al., 2020; Peris, et. al., 2022), por lo que la fijacién inicial de alelos puede ser un evento
meramente fortuito y no un producto de la adaptacién.

Todos nuestros aislados Saccharomyces tienen ya sea entre 1% y 5% de lecturas
correspondientes a introgresiones o mas del 33% de las lecturas alineando hacia un segundo
genoma. Esta observacién indica que no estamos recuperando un continuo en las proporciones
del genoma de una segunda especie, en este caso S. paradoxus, en los aislados de fermentaciones
de agave. Encontramos tanto hibridos como levaduras con introgresiones conviviendo en los
tanques de fermentacion, sin muestrearse etapas intermedias, algo similar ha sido reportado por
D’Angiolo y colaboradores (2020) en los aislados de alpechin. Desconocemos la razén por la que
individuos en estas etapas no fueron aislados. Como perspectiva de este trabajo seria interesante
indagar qué pasa cuando un hibrido empieza a perder gran parte del subgenoma menor
representado y cdmo es que se va dando este proceso.

43



8. Conclusiones

Para el desarrollo de esta tesis se aislaron, secuenciaron y analizaron 142 aislados obtenidos
de tinas de fermentacién de agave para la produccion de mezcal ubicadas en 12 estados
diferentes de la Republica Mexicana. Encontramos levaduras del género Saccharomyces,
particularmente S. paradoxus y S. cerevisiae, asi como otros microorganismos y destacamos la
presencia de 13 hibridos interespecie S. cerevisiae x S. paradoxus.

Al enfocarnos Unicamente en los aislados de S. cerevisiae se encontrd una fuerte presencia de
introgresiones de la especie S. paradoxus que van del 2% al 5% de las lecturas alineadas,
contrastando con las cepas del resto del mundo reportadas por Peter y colaboradores (2018), las
cuales exceptuando algunos nichos especificos poseen hasta 1%. De igual forma, los genes
introgresados, aunque no se comparten entre todas las cepas, son en promedio mas frecuentes
gue en las cepas del resto del mundo, a excepcién de las cepas aisladas de alpechin.

El analisis de ontologia genética sobre los genes introgresados reveld el enriquecimiento de
genes relacionados con la biosintesis de tiamina. Aunque aldn es temprano para sacar
conclusiones sobre este punto, destaca que estos alelos provenientes de S. paradoxus prevalecen
en la mayoria de los aislados mexicanos mientras que en las cepas del resto del mundo no.

La amplia gama de estructuras gendmicas observadas en los hibridos secuenciados durante
este estudio poblacional sugiere multiples hibridaciones antiguas que dieron origen a las
introgresiones presentes en la mayoria de los aislados secuenciados. En conjunto, los resultados
presentados muestran la clara presencia de material genético originario de S. paradoxus en los
aislados de S. cerevisiae pertenecientes a fermentaciones de agave, asi como distintos hibridos,
abriendo la puerta a la posibilidad de la hibridacién como mecanismo de adaptacién al nicho de
agave.

9. Perspectivas

Aunque el trabajo realizado para esta tesis brinda una perspectiva mas amplia acerca de la
diversidad gendmica de las levaduras involucradas en el proceso de fermentacién de agave para
la produccién de mezcal, aun hay mucho trabajo por hacer para comprender en mayor medida
la historia evolutiva y diversidad de estas levaduras.

Un paso crucial para entender la estructura genédmica de los hibridos seria poder secuenciar
los hibridos utilizando tecnologias de secuenciacién de lecturas largas. Esto nos brindaria
informacidén sobre la forma real en que se han combinado ambos genomas, sin tomar como base
las posiciones de los genomas de referencia.

También queda pendiente determinar las ploidias de los aislados secuenciados mediante FACS

para observar cémo es que las ploidias se distribuyen geograficamente y si es que esta aporta
una ventaja adaptativa.
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Ademas, es importante fenotipar los aislados mexicanos, lo cual nos permitiria determinar si
las introgresiones de S. paradoxus les proporcionan una ventaja al momento de crecer en el jugo
de fermentacion de agave en comparacién con los aislados del resto del mundo.

Entendiendo que el proceso de elaboracién de mezcal es en su mayoria artesanal y que en
muchos casos la fermentacion se deja en manos de la naturaleza, seria importante muestrear y
analizar aislados naturales provenientes de la vecindad de las tinas de fermentacién ara observar
si existen diferencias al compararlas con sus semejantes aisladas del jugo de fermentacién de
agave. Ademas de secuenciar y analizar un mayor niumero aislados previamente recolectados
para obtener un mayor nimero de hibridos y cepas de S. paradoxus con la finalidad de tener una
filogenia mas completa.

Elaborar un método de introgresiones sensible a relaciones de paralogia ayudara a establecer
si las categorias enriquecidas encontradas actualmente son en realidad debido a que hay
pardlogos entre los genes compartidos entre cepas, o son debido a que en realidad se encuentran
sobrerrepresentadas. El hecho de que estas introgresiones se encuentren en regiones
subteloméricas es un factor para tomar en cuenta para andlisis futuros.
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SIS3L IDVSSIno 1 199 [IVGETE esexeQ VN TTIV-10 T 198 uelddIN“PON |0zZ/0T/v ¥2857aX

VdvSsino zawA [E=EET UedROWPIN LT TTL3SIN-LTIN-EESD basiA|8T-0aa 81-28Q 92/52aX
SIS3L 3DVSsIno T 198 u,Mere N esexeQ VN 9v-10 T 198 duelddIN“POIN|0zZ/0T/v €295789X
SIS3L 3DoVSsIno 1 199 aiquwin| ap seipald UeseolIN VN TTH-TO0 1 199 20ueI4dIN_POIN [02/02/% JRIT2:%
S1S31 3DVSsino ZaWA |eaza N eJEXEQ [T YTOISXaN-BTIN-ZTSO bagixaN | 8T-020 81-22@ 92¢€578X
SIS3L FDVSSIno T 198 ojuog ould ElRI0N UBdBOIN VN 8V-10 1 199 dueI4dIN_POIN [02/02/% 19252aX
SIS3L 3DVSSIno T 198 o31uog ould Elj2I0 N uedROIA VN TIV-10 1 199 uelddIN“PON|0zZ/0T/v TITSZaX
SIS3L IDVSSIno zawA [ UBdROIIA [T 6TbaSIXaN-6ZIN-LTSD bagxan [81-020 81-23Q 92052aX
SIS3L 3DVSSIno zawA [E=EE oosijer|z STbaSIXaN-6TIN-ETSD basxan [81-020 81-23Q Tsv608X
SIS3L 3IDVSSIno T 198 edjeueds3 uenfues oasljer VN 012-10 T 198 duelddIN“PON|0Z/0T/1 r608X
SIS3L 3DVSsIno zawA [E=EETA oosijer|g CTDb3SIXaN-9TIN-0TSD bagixaN [81-020 81-03Q T27608X
SIS3L IDVSsIno zawA |edzZaIN 012139 |8'T Zb3aSIXaN-£ZIN-005D basixaN | 8T-020 81-23Q 99££08X
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FIVS|60+3CT°C %10°0 %100 %5€°0 %00°0 %90°0 %€0°0 %600 %EL0 %.8°C %98°56 T32/0TVX
3OVS|60+300°¢C %10°0 %¢0°0 %0C°0 %000 %700 %€0°0 %S0°0 %91°0 %06°'C %09'96 9860VX
FOVS|60+3/T°C %10°0 %¢0°0 %CE0 %000 %010 %€0°0 %600 %9C°0 %€0'€ %196 79/60VX
FIVS|60+39/°T %110 %0T°0 %9¢°0 %100 %CT°0 %£0°0 %0T°0 %CC0 %L8'C %0196 ST2/60VX
VdVS|60+34T°C %000 %¢0°0 %00 %€0°0 %9C°0 %10°0 %95°0 %L0°0 %6186 %CS°0 €9960VX
FOVS|60+386'T %000 %000 %000 %000 %S00 %€0°0 %ET'0 %LE0 %80°€ %EE 96 92E80VX
3OVS|[60+30C°C %000 %¢0°0 %00°0 %000 %61°0 %€0°0 %0T°0 %9€°0 %88'C %1196 TIEBOVX
VNN |60+3LC°C %000 %V6'66 %000 %000 %000 %000 %000 %000 %000 %S0°0 ¥¢3780VX
VdVS-30VS|60+3/0°C %00°0 %100 %EC0 %100 %8€°0 %90°¢C %EE0 %L7°0 %ES €V %66°CS CIC80VX
FOVS|60+3ECC %000 %10°0 %000 %000 %C1°0 %00 %.0°0 %V 0 %vL'C %0896 93T80VX
VNN |60+35C°C %000 %9666 %000 %000 %000 %000 %000 %000 %000 %€0°0 0¢29/0VX
FOVS|60+38T°C %100 %100 %00°0 %00°0 %0T°0 %¢0°0 %S¢0 %970 %¢0'€ %ET 96 CY/L0VX
FOVS|60+30C°¢C %10°0 %¢0°0 %LC0 %000 %700 %€0°0 %EC0 %9C°0 %CEE %C8°56 79CLOVX
3OVS|60+3T0°C %100 %100 %9C°0 %000 %700 %€0°0 %.0°0 %150 %18°C %996 T20L0VX
VNI |60+3€EC°C %10°0 %9666 %00°0 %000 %00°0 %00°0 %00°0 %00°0 %10°0 %100 82€90VX
FOVS|60+3TT'C %100 %100 %9C°0 %000 %010 %0°0 %CT'0 %TT°0 %€ %19'56 79/S0VX
FIVS|60+36T°C %000 %10°0 %00°0 %00°0 %700 %€0°0 %1C0 %61°0 %90°€ %S17'96 ¢2550VX
MIId[60+360°¢C %56'66 %00°0 %00°0 %000 %000 %000 %000 %000 %10°0 %700 CIEEOVX
3OVS|60+350°¢C %100 %100 %000 %000 %600 %00 %610 %LE0 %19°C %0£'96 CITEOVX
3IVS|60+3¢0°C %100 %100 %SC°0 %100 %500 %€0°0 %800 %LT°0 %16'C %0596 T20E0VX
FOVS|60+3T6'T %000 %000 %80 %000 %L0°0 %€0°0 %800 %EE0 %6T'€ %10'96 IYTOVX
FOVS|60+3LL°T %000 %100 %LC0 %000 %.0°0 %00 %800 %0€°0 %ET'€ %C1'96 TIECOVX
VdVS-30VS|60+3¢8'T %10°0 %100 %00°0 %10°0 %110 %€0°0 %S0°0 %8€°0 %CSVE %68 179 CICCOVX
VdVS-30VS|60+30€°C %000 %000 %6€°0 %10°0 %.0°0 %€0°0 %600 %0€°0 %8€'8¢C %ELOL T20C0VX
FIVS|60+3CT°C %000 %000 %CC0 %00°0 %90°0 %00 %.0°0 %V 0 %€0'€ %S€ 96 T2/TOVX
FOVS|60+3CC’C %000 %00°0 %000 %000 %L1°0 %100 %170°0 %6€°0 %SC'€ %ET 96 92¢00Sd
3OVS|60+390°¢C %000 %000 %000 %000 %ST°0 %10°0 %170°0 %9€°0 %9T'€ %L7°96 §9¢00Sd
FOVS|60+38T°C %00°0 %00°0 %00°0 %00°0 %CT°0 %100 %€0°0 %LC0 %€6'C %€9'96 %#2¢00Sd
FOVS|60+3ST°C %000 %000 %10°0 %000 %010 %E8'T %800 %0€°0 %580 %E8'96 073¢00Sd
OSNTONOONI|£0+3CE™9 %LV'ET %CC'0C %606 %18 %96 %188 %€0'8 %C6'9 %CT'L %098 820€0Md
3JOVS|[60+3STC %000 %00°0 %00°0 %000 %¢0°0 %¢0°0 %S0°0 %80°0 %66°'C %7896 To610)d
FOVS|60+3¢0°¢C %000 %700 %6C°0 %000 %700 %€0°0 %.0°0 %80°0 %06°C %E5'96 728T0OMA
FIVS|60+3ST°C %000 %10°0 %EC0 %00°0 %€0°0 %€0°0 %900 %90°0 %S0°€ %E5'96 7I/T0Md
VNN |60+36T°C %10°0 %88'66 %00°0 %000 %000 %00°0 %00°0 %00°0 %10°0 %600 €2/10Md
3OVS|60+350°¢C %000 %000 %LC0 %000 %700 %00 %.0°0 %VE0 %8T'€ %8096 SI910MAd
FIVS|60+3TT'C %100 %100 %10 %00°0 %500 %¢0°0 %90°0 %L0°0 %SC'€ %EE 96 952€00Xd
VdVS-30VS|60+3¢TC %000 %10°0 %SC°0 %10°0 %L0°0 %S0°0 %800 %S0°0 %59'99 %EB'CE 0€2€00Xd
VdVS-30VS|60+3¢C°C %000 %100 %0 %10°0 %900 %900 %C1°0 %90°0 %199 %ELCE 6€9¢00Xd
3OVS|[60+3170°C %000 %00°0 %€C0 %000 %C1°0 %€0°0 %L0°0 %917°0 %86°'C %0196 LT3TO0MA
FOVS|60+3VE’C %000 %000 %9C°0 %000 %900 %€0°0 %1C0 %01°0 %9T'€ %8196 0T2T00Xd
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VNN |60+39T°C %000 %C6'66 %00°0 %000 %000 %000 %00°0 %00°0 %000 %L0°0 TCILSTVX
3OVS|60+30T°C %000 %000 %000 %000 %TT°0 %00 %S0°0 %CE0 %C6°C %8596 TI9STVX
JOVS|[60+3TTC %000 %00°0 %C€E0 %000 %90°0 %€0°0 %600 %EE0 %9€°€ %08°56 TIVSTVX
FOVS|60+36T°C %000 %000 %000 %000 %¢0°0 %00 %110 %.0°0 %1v9°C %CT'L6 TIESTVX
FIVS|60+3CT°C %000 %¢0°0 %0€°0 %00°0 %91°0 %10°0 %900 %S€°0 %LV %CE V6 9ITSTVX
VNN |60+39T°C %10°0 %9666 %00°0 %000 %000 %00°0 %000 %00°0 %10°0 %¢0°0 TITSTVX
FOVS|60+3€ET'C %000 %000 %000 %000 %TC0 %€0°0 %010 %010 %80°€ %L1°96 CALYTVX
FIVS|60+380°C %00°0 %00°0 %1€ 0 %00°0 %ST°0 %¢0°0 %810 %80 %6L'C %9¢°96 TI9rTVX
FOVS|60+3/0°C %000 %10°0 %1€0 %000 %S00 %€0°0 %810 %CT°0 %0€"€ %0096 EISVTVX
30VS|60+300°¢C %100 %¢0°0 %6¢°0 %000 %010 %10°0 %010 %ST°0 %EV'E %98°56 EPVTVX
3OVS|[60+380°C %10°0 %10°0 %6C°0 %000 %600 %10°0 %110 %91°0 %19°€ %69°56 LIEVTVX
FOVS|60+398°T %000 %000 %LC0 %000 %CT°0 %0°0 %910 %8C°0 %60'€ %€0'96 TICVTVX
3IVS|60+350°C %000 %10°0 %€ 0 %00°0 %ST°0 %€0°0 %.0°0 %C9°0 %08°C %66°56 CO0VTVX
VNN |60+38C°C %000 %E6'66 %00°0 %00°0 %000 %00°0 %000 %00°0 %¢0'0 %70°0 Y107 TVX
FOVS|60+3ST°C %ET'0 %100 %000 %000 %ET'0 %00 %900 %EC0 %lv'C %C0°'L6 TI6ETVX
FIVS|60+30C°C %00°0 %00°0 %00°0 %00°0 %8T°0 %¢0°0 %800 %CE0 %SS'C %178°96 TILETVX
VNN |60+3¢C°C %10°0 %L6'66 %00°0 %000 %000 %000 %000 %00°0 %000 %¢0°0 8TIETVX
FIVS|60+3/9°T %000 %000 %0€°0 %000 %ET'0 %€0°0 %90°0 %V5°0 %.8°C %9096 TIPETVX
JOVS|60+3€6'T %8€°0 %100 %0 %000 %90°0 %€0°0 %80°0 %LY°0 %56°'C %8L°S6 SIEETVX
MIld[60+36T°¢C %6866 %000 %000 %000 %000 %000 %000 %000 %000 %010 LTIEETVX
FIVS|60+3VT'C %10°0 %100 %EC0 %00°0 %ST°0 %€0°0 %.0°0 %LT0 %ST'€ %8096 CICETVX
FOVS|60+39T°¢C %10°0 %10°0 %LT°0 %000 %S0°0 %00 %.0°0 %S€°0 %60'€ %V 96 PITETVX
3OVS|60+380°¢C %100 %10°0 %LE0 %000 %900 %10°0 %600 %8L°0 %SL°C %06°56 0C3TETVX
FIVS|60+3/T°C %100 %¢0°0 %810 %00°0 %500 %¢0°0 %90°0 %LE°0 %€0'€E %9¢°96 COTETVX
FOVS|60+3TC'C %10°0 %10°0 %1C0 %000 %700 %€0°0 %900 %EV'0 %vL'C %8196 8TITETVX
FOVS|60+3ST°C %000 %100 %610 %000 %€0°0 %€0°0 %S0°0 %8€°0 %16°C %0196 ETITETVX
JOVS|60+3vCC %10°0 %10°0 %ST°0 %000 %700 %¢0°0 %900 %0€°0 %L0°€ %€ 96 OTITETVX
FOVS|60+3CT'C %000 %000 %80 %000 %900 %€0°0 %800 %ES°0 %0€'€ %1L'S6 TITETVX
FIVS|60+3TT'C %000 %100 %110 %00°0 %90°0 %00 %CT°0 %61°0 %tv'C %v0°L6 £29CTVX
FOVS|60+3/0°C %10°0 %¢0°0 %10°0 %10°0 %ET'0 %€0°0 %600 %V1°0 %.9°0 %0686 SI9C¢TVX
FOVS|60+3TC°C %100 %100 %LT°0 %000 %CC0 %00 %C1'0 %610 %LET %68°L6 TI9CTVX
FIVS|60+3CT°C %100 %00°0 %LC0 %00°0 %ST°0 %€0°0 %0€°0 %150 %CE'T %07°L6 SISCTVX
FOVS|60+3LC°C %000 %10°0 %0 %000 %1E0 %00 %EC0 %110 %IT'T %96°L6 TIVCTVX
VAT |60+360°C %000 %E6'66 %000 %000 %000 %000 %00°0 %000 %100 %S00 9IECTVX
VINDI|60+35C°C %000 %E6°66 %00°0 %00°0 %000 %00°0 %00°0 %00°0 %000 %90°0 0TIECTVX
FOVS|60+3ST°C %000 %000 %600 %000 %900 %00 %ET'0 %81°0 %EC'C %8 L6 9ITCTVX
FIVS|60+399°T %8v°'C %TT°0 %SC°0 %90°0 %81°0 %010 %vC'0 %8€°0 %06t %616 TOTITVX
FOVS|60+360°C %000 %10°0 %L0°0 %000 %S0°0 %00 %CT°0 %LT°0 %EC'T %CE L6 0¢3TCTVX
FOVS|60+30T°¢C %00 %000 %EC0 %000 %ET'0 %€0°0 %8C°0 %917°0 %56°C %06°56 8TITCTVX
FIVS|60+359°T %L9'T %110 %EC0 %90°0 %8T°0 %0T°0 %9¢°0 %6€°0 %09°¢C %1V’ 76 PIITCTVX
FOVS|60+38T°¢C %10°0 %¢0°0 %LC0 %000 %91°0 %0°0 %900 %9€°0 %0817 %LT 176 TI80TVX
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FOVS|80+358'9 %000 %000 %000 %000 %€0°0 %€0°0 %900 %CC0 %6S°C %L0'L6 €3T1r09X
3IVS|60+3¢0°C %000 %100 %000 %000 %L1°0 %€0°0 %CC0 %.5°0 %06°'€ %01°56 TITr09X
JOVS|80+3IvCE %000 %00°0 %00°0 %000 %80°0 %90°0 %11°0 %Ci'0 %CEC %0L'96 TSTT0aX
FOVS|60+316°T %000 %000 %000 %000 %900 %0°0 %6€°0 %CE0 %LEC %0896 ¢31709X
FIVS|60+30T°C %000 %000 %00°0 %00°0 %S0°0 %€0°0 %8C°0 %V 0 %E8'C %5596 TIT109X
VdVS-30VS|60+386'T %000 %00°0 %600 %000 %9€°0 %660 %8C°0 %EE0 %CL'SY %CC'CS 798009X
VdvS|60+3avT'T %000 %000 %1€0 %€0°0 %080 %80°0 %vC'0 %ELO %EC'96 %891 63£009X
FIVS|60+388°T %00°0 %100 %00°0 %00°0 %90°0 %€0°0 %0T°0 %0T°0 %8S'€ %CT'96 290089X
MIId[80+3€0°T %1T'L8 %EV'T %8L°0 %65°0 %LTT %980 %56°0 %96°0 Yaaa %657 £35009X
VdVS-30VS|80+396°6 %000 %000 %ET0 %¢0'0 %€0°0 %00 %¢0°0 %S€°0 %99°€9 %8L'SE 8s5€009X
VdVS-30VS|60+300°C %000 %100 %L0°0 %000 %S0°0 %¢0°0 %¢0°0 %600 %89'9€ %90'€9 89€009X
FOVS|60+3EV'T %000 %000 %000 %000 %900 %80°0 %75°0 %LS5°0 %lv'C %€ 96 82¢009X
FIVS|60+3CT°C %10°0 %10°0 %EC0 %00°0 %PVE0 %100 %1C0 %VE0 %ST'C %8996 791009X
FOVS|60+3€0°C %000 %¢0°0 %0C°0 %000 %EC0 %€0°0 %9T°0 %LT0 %5S°C %ES5'96 €CIT9CVX
FOVS|60+3TL'T %000 %100 %000 %000 %EC0 %€0°0 %010 %vi7°0 %LS°C %C9'96 798SCVX
VNI |60+3ECC %00°0 %8666 %00°0 %00°0 %000 %00°0 %00°0 %00°0 %00°0 %100 TI/SCVX
VdVS-30VS|60+386'T %000 %80°0 %810 %000 %80°0 %00 %¢0°0 %8T°0 %Ly v %10°LS STI95¢VX
FOVS|60+3SL°T %000 %000 %000 %000 %ET'0 %00 %.0°0 %EC0 %9L°C %8.'96 TISGCVX
3OVS|[60+3170°C %000 %100 %10 %000 %SC°0 %10°0 %80°0 %0C°0 %8C°C %€0°L6 E€CWSCVX
3OVS|60+360°C %000 %000 %EC0 %000 %V1°0 %00 %.0°0 %0 %99°'C %196 €9¢SCVX
FIVS|60+356°T %000 %S0°0 %610 %00°0 %TC0 %00 %ST°0 %V 0 %95°C %9596 CITSCVX
FOVS|60+3ET'C %000 %00°0 %000 %000 %81°0 %100 %900 %6€°0 %0L'€ %59'56 TITTCVX
3OVS|60+30C°¢C %100 %10°0 %000 %000 %C1°0 %00 %S0°0 %S€°0 %9T'€ %6¢'96 TITOCVX
FIVS|60+3/T°C %100 %100 %00°0 %00°0 %LT°0 %100 %90°0 %LE°0 %6V'€ %8856 ¢200CVX
MIId[80+39L°T %1898 %86'T %1 %E0'T %6G'T %9C'T %0C'T %8€'T %671 %C0°C TI66TVX
MIId[£0+399°¢€ %1L'178 %01°C %6€'T %8T'1T %LS'T %1S'T %8C'T %ll'T %CL'T %E8'C 6986TVX
3JOVS|[60+38TC %000 %00°0 %00°0 %000 %110 %¢0°0 %S0°0 %TE0 %LL'E %61°56 TI/L6TVX
FOVS|60+3CC'C %10°0 %€0°0 %00°0 %000 %TT°0 %00 %S0°0 %0€°0 %0T '€ %6€'96 TI96TVX
FIVS|60+30T°C %000 %000 %00°0 %00°0 %01°0 %00 %v0°0 %8C°0 %0T '€ %1796 TIS6TVX
VdVS-30VS|60+380°C %000 %700 %100 %¢0°0 %80°0 %€0°0 %0T°0 %0€°0 %0£'0S %EL'8Y 7IC6TVX
FOVS|60+38T°C %000 %000 %000 %000 %ET'0 %00 %S0°0 %9€°0 %96'€ %LY'S6 CIT6TVX
VNN 60+3TTC %100 %9666 %00°0 %00°0 %000 %00°0 %00°0 %00°0 %00°0 %¢0°0 LTI06TVX
FOVS|60+3TC'C %000 %000 %000 %000 %600 %00 %170°0 %SC°0 %V6'€ %59'56 T206TVX
3IVS|60+30C°¢C %000 %000 %000 %000 %ET'0 %00 %S0°0 %EE0 %66'€ %917°56 TI68TVX
JOVS|60+3ECC %000 %00°0 %10°0 %000 %90°0 %10°0 %900 %90°0 %EV'€ %EE 96 TI/8TVX
FOVS|60+3LT°C %000 %100 %000 %000 %1C0 %10°0 %.0°0 %917°0 %L9°€ %95°56 €998TVX
VdVS-30VS|60+38TC %00°0 %100 %00°0 %100 %ET0 %170°0 %S00 %970 %87°'9€ %89 9IP8TVX
VdVS-30VS|60+3TTC %000 %000 %000 %10°0 %ST°0 %€0°0 %170°0 %150 %017'9€ %98'C9 TIEBTVX
VdVS-30VS|60+3LC°C %000 %10°0 %000 %10°0 %600 %€0°0 %1700 %CE0 %E8'SE %99°€9 CICBTVX
OSNTONOONI|60+377T°¢C %91 TV %00 %00°0 %100 %00 %¢0°0 %1700 %S0 %€9°0C %6V'LE SOTETVX
(OSNTONOONI|60+390°¢C %100 %18'C8 %00°0 %000 %100 %100 %€0°0 %100 %91°0 %.9°9T TICITVX
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VdVS|80+3¥8'¢C %000 %000 %600 %10°0 %100 %900 %65°0 %S0°0 %V6'L6 %V T 93/G5¢ 89X
3IVS|60+3¢0°C %000 %100 %1E0 %000 %LE0 %€0°0 %CC0 %07°0 %99°C %1096 €395¢8X
3JOVS|[60+3€0°C %000 %00°0 %S1°0 %000 %CL0 %10°0 %0C°0 %6L°0 %vL'C %80°56 TorScax
FOVS|60+3170°T %100 %000 %EE0 %000 %750 %S0°0 %SC'0 %LS5°0 %6S°C %59'56 92€G5¢ 89X
FIVS|60+3€0°C %000 %000 %9€°0 %00°0 %09°0 %100 %9T°0 %¥9°0 %08°C %756 4T4 )
3OVS|60+300°¢C %000 %00°0 %S€°0 %000 %S55°0 %100 %ST°0 %09°0 %vL'C %85°56 TITSCaX
FOVS|60+3SC'T %10°0 %000 %LC0 %000 %700 %10°0 %.0°0 %99°0 %C9°C %0€"96 9205¢8X
FOVS|60+3T8'T %100 %00°0 %S0 %00°0 %90°0 %S0°0 %0T°0 %60'T %ST'€ %6056 ¢sy609X
FOVS|60+390°¢C %10°0 %000 %010 %000 %0C°0 %S0°0 %10 %V0'T %CEE %9576 2ov609X
30VS|60+307°T %100 %000 %050 %000 %S00 %.0°0 %81°0 %CC'T %LL'C %5676 Ta7609X
JOVS|60+3TT'T %000 %00°0 %00°0 %000 %S0°0 %900 %ST°0 %0C°0 %08°'C %EL 96 S2//09X
FOVS|60+36¢C'T %000 %000 %000 %000 %€0°0 %€0°0 %600 %TT°0 %9.L°C %696 ¥3/£,09X
VdVvS|60+36T°C %000 %100 %80 %100 %70 %CT°0 %CC0 %C8°0 %1196 %6€'T T12/£/09X
FOVS|80+3LEY | %000 %00°0 %000 %000 %V1°0 %600 %vC0 %6¢C°0 %90°'€ %8196 639£09X
3OVS|60+3¢0°C %100 %100 %870 %000 %900 %10°0 %010 %59°0 %09°'€ %L0°56 139/08X
FIVS|60+3/T°C %00°0 %100 %810 %00°0 %£0°0 %¢0°0 %9¢°0 %5€°0 %0€°0 %886 £3S/089X
FOVS|60+366°T %10°0 %00°0 %070 %000 %L0°0 %€0°0 %600 %L1°0 %LT'€ %SL'S6 89€409X
30VS|60+360°T %000 %000 %000 %000 %EC0 %900 %180 %80T %LT'C %S55°56 72€/09X
JOVS|60+387'T %000 %00°0 %00°0 %000 %600 %0T°0 %8C°0 %9€°0 %CEE %58°56 ¢dT1/09X
FOVS|60+3EC'T %10°0 %000 %EV'0 %000 %€0°0 %900 %CT'0 %EQ'T %ET'C %6196 156909X
FIVS|60+370°C %000 %00°0 %00°0 %00°0 %SC°0 %€0°0 %0T°0 %050 %8L°C %C€E'96 126909X
VdVS|60+34T°C %000 %00°0 %00 %S0°0 %LE0 %100 %ES'0 %110 %LE 86 %610 T13/909X
30VS|80+3170°6 %100 %000 %6€°0 %000 %€0°0 %S0°0 %900 %EE0 %8C'C %S58'96 £399089X
FIVS|60+3TT'C %100 %100 %S0 %00°0 %90°0 %170°0 %90°0 %5€°0 %S8'C %L1°96 125909X
FOVS|60+3TT'C %¢0'0 %000 %5S€°0 %000 %800 %10°0 %L0°0 %61°0 %vL'C %0596 22%908X
OSNTONOONI|60+380°¢C %LECT %00°0 %80 %000 %90°0 %€0°0 %8C°0 %81°0 %65°C %9 78 €2€908X
JOVS|[60+30L°T %10°0 %00°0 %¢9°0 %000 %01°0 %L0°0 %ES'0 %10'T %C0'€ %976 €39509X
FOVS|60+3C6'T %10°0 %000 %670 %000 %600 %0°0 %CT'0 %06°0 %18'C %05°56 139509X
FIVS|60+397'T %000 %000 %80 %00°0 %90°0 %100 %800 %V 0 %8v°'C %1896 897509X
FOVS|60+3¢6'T %10°0 %00°0 %6€°0 %000 %01°0 %€0°0 %110 %EE0 %C0'€ %0096 So7S09X
3OVS|60+360°C %000 %000 %100 %000 %610 %10°0 %S0°0 %98°0 %LS°C %L7°96 T2€509X
FIVS|60+3€0°C %00°0 %00°0 %6€°0 %00°0 %90°0 %€0°0 %LC0 %€S°0 %C9'C %6096 12¢509X
FOVS|60+316°T %10°0 %10°0 %6€°0 %000 %610 %0°0 %900 %V8°0 %6S°C %88°56 79T15S09X
FOVS|60+356'T %100 %10°0 %5°0 %000 %6C°0 %S00 %800 %8C'T %EL'T %10°56 120509X
3JOVS|80+3IvCE %000 %00°0 %1170 %000 %€0°0 %10°0 %6€°0 %V1°0 %CL'C %9796 226709X
3OVS|60+360°C %000 %000 %000 %000 %LT0 %€0°0 %110 %95°0 %L9'C %S€'96 T381709X
3IVS|60+390°¢C %000 %00°0 %00°0 %00°0 %6C°0 %€0°0 %CT°0 %C9°0 %E8'C %6096 22/1v08X
FOVS|60+3S0°¢C %000 %00°0 %E€E0 %000 %Ci'0 %100 %EC0 %VE 0 %lv'C %S¢ 96 79Sv09X
FOVS|60+3€ET'C %000 %000 %000 %000 %L1°0 %€0°0 %800 %8C°0 %6V°'C %E6'96 7orv0dax
FIVS|60+3SL°T %00°0 %00°0 %S¢0 %00°0 %9€°0 %€0°0 %LT°0 %9€°0 %61'C %1996 €h09X
OSNTONOONI|£0+3€ES'S %18'CT %6C°CC %C0°L %889 %696 %S9 %019 %EB'S %19 %1197 TI¢r09X
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