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Resumen

El queso Cotija es un producto lacteo artesanal mexicano que se elabora a partir de
leche cruda de vaca, sin la adicion de cultivos iniciadores y es madurado por al
menos 3 meses en la region de origen. La microbiota incorporada de forma no
intencional durante su manufactura, asi como la propia de los ingredientes
utilizados, interaccionan con los componentes del alimento y es clave para el
desarrollo de las propiedades y caracteristicas distintivas de este queso.

Mediante estudios de microbiologia clasica, métodos moleculares dependientes de
PCR y por secuenciacion, se ha identificado que su poblacion microbiana esta
conformada mayoritariamente por bacterias Firmicutes. Mientras que solo algunas
especies de levaduras han sido descritas, las cuales tienen un papel importante en
el proceso de maduracion al contribuir en el desarrollo de compuestos de sabor y
olor gracias a sus actividades proteolitica y lipolitica.

Con el avance en las tecnologias de secuenciacion y de las técnicas moleculares
independientes de cultivo, ha sido posible obtener mas informacion sobre la
diversidad microbiolégica en alimentos tradicionales fermentados de manera natural
y, se podria obtener un perfil mas completo sobre las levaduras.

El objetivo principal de este trabajo fue identificar la diversidad de levaduras
presentes en tres muestras de Queso Cotija Regidon de Origen mediante analisis a
la region ITS1 y contrastar con lo descrito segun el analisis de datos de
secuenciacion de shotgun. Se encontré que, mediante dos estrategias distintas de
andlisis de los datos de ITS1, la comunidad de levaduras esta dominada por las
familias Phaffomycetaceae, Debaryomycetaceae y Saccharomycetaceae. Los
géneros dominantes con mas del 18% de abundancia, fueron Komagataella,
Starmerella 'y Debaryomyces, el primero de ellos fue comuan entre las muestras. Con
la primera estrategia de andlisis basada en unidades taxonémicas operacionales
(OTUs, por sus siglas en inglés) se identificaron 60 géneros, mientras que con la
segunda estrategia basada en variantes de secuencia de amplicones (ASVs, por
sus siglas en inglés), se asignaron 18 géneros. Ambas estrategias identificaron los
mismos géneros dominantes y subdominantes entre las muestras. Con respecto a
los datos de secuenciacién de shotgun, se corrobordé que el grupo microbiano
dominante en el queso Cotija son bacterias y solo una fraccion menor de levaduras,
dentro de las cuales Debaryomyces hansenii es la especie dominante.



GLOSARIO

Actividad de agua (aw): Es definida como la cantidad de agua disponible o libre en
un alimento que puede ser utilizado por los microorganismos para su crecimiento o
para llevar a cabo diferentes reacciones quimicas. Matematicamente, se representa
como la relacién entre la presion de vapor de agua del alimento (P) y la presién de
vapor de agua pura (Po), ambos permaneciendo a una temperatura constante.

aw = (P) / (Po)

Ancestro comun mas bajo (LCA, siglas en inglés): Algoritmo basado en la teoria
de grafos y utilizado para estimar o inferir la clasificacion taxonémica de una
secuencia dada. Corresponde al taxdn mas cercano compartido entre dos o0 mas
taxones encontrados por una busqueda para una secuencia. Por ejemplo, si una
secuencia de consulta tiene dos asignaciones o hits pertenecientes a dos especies
diferentes, una de Lactobacillus acidophilus y la otra de Lactobacillus casei, el
algoritmo LCA asigna la secuencia de consulta al género Lactobacillus, que es el
nivel taxondmico comin mas bajo de estas dos especies.

Brecha de cédigo de barras (barcoding gap): Se refiere a la diferencia que existe
entre la variacion interespecifica (entre especies cercanamente relacionadas) e
intraespecifica (dentro de la misma especie) dentro de un grupo de organismos.
Cuanto mayor sea la diferencia entre estas, la discriminacién especifica sera mas
acertada (Meyer y Paulay, 2005).

Células sométicas: Ceélulas blancas propias del organismo que le sirven como
defensa a la glandula mamaria de la vaca contra organismos pat6genos.

Cdédigo de barras: Secuencia corta estandarizada de ADN de entre 400 y 800 bp
de largo que puede ser facilmente aislada y caracterizada para todas las especies
en el planeta. El uso de tales secuencias cortas de ADN para identificaciones
bioldgicas fue propuesto por Hebert et al. (2003) con el objetivo final de una
identificacion rapida y fiable a nivel de especies en todas las formas de vida,
incluyendo animales, plantas y microorganismos.

Contig: Es un conjunto de segmentos o secuencias de ADN que se superponen de
manera que proporciona una secuencia contigua de una region genémica. Dentro
de la secuencia ensamblada no debe de haber huecos (gaps) o bases ambiguas
diferentesde A, C,Go T.

Desreplicacion: Etapa durante el preprocesamiento de los datos secuenciados
donde se condensa los datos colapsando todas las lecturas que presentan la misma
secuencia, lo que reduce significativamente los tiempos de procesamiento
posteriores.



Firma gendmica: Secuencia de nucleétidos con longitud dada presente en un
genoma y taxon especifico, utilizada para detectar ADN transferido horizontalmente,
reconstruir relaciones filogenéticas e inferir estilos de vida de bacteri6fagos, asi
como para asignar fragmentos de secuencias metagenémicas a taxones
microbianos.

k-mero: Subsecuencia de longitud “k” obtenida de una secuencia dada ya sea de
ADN, ARN o proteina.

Lectura: Secuencia de ADN que se obtiene de la secuenciacion de un genoma o
metagenoma.

Lecturas pareadas: Par de secuencias de ADN obtenidas del proceso de
secuenciacion desde ambos extremos de cada fragmento, proveen informacion
sobre localizacion relativa y orientacion de cada par.

Marca colectiva: signo distintivo que sirve para diferenciar en el mercado los
productos o servicios de los miembros de las asociaciones o sociedades de
productores, fabricantes, comerciantes o prestadores de servicios legalmente
constituidos, quienes estan obligados a cumplir con las reglas de uso establecidas.

Perl: Lenguaje de programacion disefiado por Larry Wall en 1987, ha sido
ampliamente adoptado por su destreza en el procesamiento de texto y no tener
ninguna de las limitaciones de los otros lenguajes.

Puntuacion Phred (Phred quality score, Q): Métrica utilizada para evaluar la
precision de una plataforma de secuenciacion. Indica la probabilidad de error de que
una base dada sea llamada incorrectamente por el secuenciador (P), toma valores
gue varian de 2 a 40, puntajes mas altos indican una mayor confianza en la llamada.
Esta definida matematicamente por:

Q=-10 logio (P)

Region de Origen: Region geografica del pais que sirve para designar un producto
originario de la misma, y cuya calidad o caracteristicas se deban exclusivamente al
medio geogréfico.

Unidades formadoras de colonias (UFC): Unidad de medida para cuantificar el
namero de células viables en una muestra solida o liquida, es el nUmero minimo de
células separables en un medio de cultivo y que da lugar al desarrollo de una
colonia.



Secuencias adaptadoras: Secuencias cortas de ADN de doble cadena que se
incorporan a los extremos de los fragmentos cuya secuencia se desea conocer, son
necesarios para llevar a cabo la secuenciacion y su patron de nucleotidos varia de
acuerdo a la tecnologia utilizada.

Potencial metabodlico: Conjunto de predicciones de funcion obtenidas a partir de
secuencias metagendmicas que no se asocian generalmente a un género o especie
en particular, sino al consorcio como un sistema completo.

Modelos ocultos de Markov (HMM, por sus siglas en inglés): Herramienta del
aprendizaje automatico que permite explorar las secuencias de ADN o de
aminoacidos y detectar componentes estructurales, localizar genes y otros
elementos funcionales. Se basa en modelos estadisticos y de probabilidad para
representar procesos aleatorios que consisten de estados de un sistema en etapas
sucesivas; el sistema puede realizar transiciones desde un estado a otro y la
probabilidad de estos cambios depende solo del estado anterior.



1 Marco Teorico
1.1 Quesosy su maduracion

De acuerdo con la norma NOM-243-SSA1-2010, el queso es un derivado de la leche
obtenido por la coagulacién de la caseina por accién del cuajo, al cual se le pueden
incorporar ingredientes comestibles dando lugar a distintas variedades.

En México se estima que alrededor del 70% de los quesos son elaborados de forma
artesanal y, a pesar de que los quesos frescos como el Panela o el Oaxaca son los
mas consumidos, existen otras variedades semi-maduradas y maduradas, y entre
los cuales se encuentra el queso Cotija, del cual se hablara en un apartado
posterior.

1.2 Importancia de las levaduras en quesos madurados

El proceso de maduracion de los quesos se caracteriza por cambios en los
componentes del alimento y en los parametros fisicoquimicos. Es resultado de la
actividad metabdlica de la microbiota presente y de la accion de las enzimas de los
ingredientes utilizados, como las de la leche o del cuajo, asi como por las
sintetizadas por los microorganismos. Estos cambios incluyen procesos
fermentativos, proteoliticos y lipoliticos, que generan moléculas que intensifican el
aroma y el sabor, disminuyen la actividad de agua (aw) y el producto final adquiere
caracteristicas sensoriales distintivas (Beresford et al., 2001, Weimer, 2007).

Se han llevado a cabo multiples estudios con el objetivo de caracterizar la microbiota
presente en los quesos producidos artesanalmente y con éstos se ha demostrado
que son un alimento microbiol6gicamente dinamico que alberga distintos grupos
microbianos que son metabdlicamente activos (Ndoye, 2011).

El grupo més estudiado es el bacteriano, en particular las bacterias acido lacticas
(LAB, por sus siglas en inglés). Estas se pueden clasificar en dos grupos de acuerdo
a su capacidad para modificar las propiedades fisicoquimicas del queso, mismas
gue se relacionan con sus caracteristicas metabdlicas. Al primero se le denomina
como LAB iniciadoras (SLAB, por sus siglas en inglés) y el segundo como LAB no
iniciadoras (NSLAB). Las bacterias SLAB son homofermentadoras cuyo metabolito
principal de la fermentacion de carbohidratos es el &cido lactico y por tanto son
responsables de la disminucion drastica del pH en la primera etapa de fermentacion.
Mientras que el segundo grupo tiene importancia en el proceso de maduracion al
producir diferentes metabolitos relacionados con olor y sabor en el queso, y cuyo
metabolismo es principalmente heterofermentativo. Algunos ejemplos de bacterias
SLAB son Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus y Lactococcus lactis; y
para el grupo NSLAB se encuentran los géneros Lactobacillus (Lactobacillus
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plantarum y Lactobacillus casei), Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, entre
otros (Escobar, 2016; Bintsis, 2018).

Las bacterias LAB también contribuyen a la maduracion a través de su actividad
proteolitica y de conversion de aminoacidos en compuestos que otorgan sabor al
producto lacteo. Asi mismo, se ha asociado a las bacterias LAB con la inocuidad de
los quesos artesanales debido a su capacidad para producir diferentes sustancias
antagonicas como bacteriocinas y péptidos antimicrobianos, peréxido de hidrogeno,
diacetilo, a&cidos organicos y moléculas de bajo peso molecular como heterociclos
(Bassi et al., 2020).

Aunque las bacterias LAB son responsables de la produccion de acidos organicos
y ayudan al proceso de maduracién, otros microorganismos presentes como las
levaduras tienen una aportacion importante en el proceso de maduracién del queso,
sin embargo, la contribucién de éstas al desarrollo de compuestos de sabor y olor
durante dicha etapa generalmente se subestima.

Algunas especies de levaduras se encuentran naturalmente en muchos quesos,
pero particularmente en los elaborados con leche cruda y pueden crecer durante la
fabricacion, asi como en las primeras etapas de maduracion. Pueden desarrollarse
tanto en la superficie, alcanzando valores de entre 5 a 6 log UFC g, como en el
interior de numerosos tipos de quesos blandos o semiblandos, llegando hasta 9 log
UFC g (Beresford y Williams, 2004; Jacques y Casaregola, 2008).

La diferencia en la proporcion y tipo de levaduras en los productos lacteos y quesos
puede estar relacionada con la diferencia en los procesos de manufactura, la
ubicacién geogréfica, las diferentes condiciones climéticas y los ecosistemas de los
pastizales o vegetacion que se ve reflejada en la calidad de la leche obtenida
durante la ordefia (Sessou et al., 2019).

La prevalencia de las levaduras en los productos lacteos y en particular en quesos
se atribuye a su tolerancia a pH &cido, a una aw reducida y a concentraciones
elevadas de sal. Otras caracteristicas que pueden explicar su crecimiento en los
quesos Yy su contribucion al perfil sensorial del producto final son la capacidad de
metabolizar la lactosa residual y el acido lactico producido por las bacterias LAB,
formacion de metabolitos alcalinos y aromaticos, actividades lipolitica y proteolitica.

Ademas, se encuentran ampliamente distribuidas en los entornos de produccion de
lacteos y aparecen como contaminantes naturales tanto en la leche cruda, el aire y
la salmuera, como en los utensilios y el agua empleados durante la manufactura de
guesos. También se ha informado de la capacidad de ciertas especies de levaduras
aisladas de productos lacteos para sobrevivir a los tratamientos térmicos, a los
agentes desinfectantes y sanitizantes, por ejemplo Debaryomyces hansenii resiste
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al diéxido de cloro, Rhodotorula mucilaginosa a detergentes alcalinos, Dikkera
custersiana a detergentes acidos y Torulaspora delbrueckii a solucion comercial de
yodo (van den Tempel y Jakobsen, 2000; Ferreira y Viljoen, 2003; Jacques y
Casaregola, 2008).

Por otro lado, las levaduras también pueden actuar como organismos de
descomposicion causando defectos en los quesos como mal sabor, pérdida de la
calidad de la textura, formacién excesiva de gas, aumento de la acidez debido a los
efectos estimulantes sobre las bacterias LAB y coloracion indeseable en la
superficie (Gardini et al., 2006). Por ejemplo, Tofalo et al. (2014) asocian a Yarrowia
lipolytica, Candida catenulata y a D. hansenii con la pigmentacion en quesos al
presentar actividad de tirosinasa y llevar a cabo la oxidacion de la tirosina a
melanina. Mientras que las levaduras Kluyveromyces lactis, Pichia guilliermondii y
Saccharomyces cerevisiae se identificaron como productoras de gas en quesos
espafioles como el Arzua-Ulloa, Tetilla y Cebeiro (Atanassova et al., 2016).

1.2.1 Levaduras aisladas de quesos

Recientemente se ha incrementado el interés por conocer las levaduras que forman
parte de la microbiota de varios alimentos y se han reportado diferentes especies
gue han sido aisladas no solo de productos lacteos, sino también de otros alimentos
fermentados. El crecimiento de diferentes especies de levaduras en algunos quesos
se ve favorecido por el microambiente propio del alimento y por las caracteristicas
metabdlicas del microorganismo que le permiten crecer en mayor 0 menor
proporcion.

Se han reportado a las especies Kluyveromyces marxianus, K. lactis, D. hansenii,
Y. lipolytica, entre otras como productoras de enzimas lipoliticas y/o proteoliticas
gue logran metabolizar las proteinas y la grasa presente en la leche o en el queso,
por lo cual estas especies tienen un papel significativo en el desarrollo de
compuestos de aroma y sabor durante la maduracién de los quesos (Bolumar et al.,
2008)

En latabla 1 se enlistan algunas especies aisladas e identificadas mediante técnicas
moleculares en diferentes quesos. Por ejemplo, Gardini et al. (2006) estudiaron las
levaduras presentes en el queso Pecorino en diferentes etapas de su producciéon y
encontraron que la mayor cuenta se obtenia durante las primeras horas de salado
y se mantenia durante la maduracion. La cuenta mas alta fue de 5.11 log UFC gta
los 15 dias de madurado e identificaron a 7 levaduras de las cuales D. hansenii fue
el organismo predominante.
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Tabla 1. Levaduras aisladas de diversos quesos semi-madurados y madurados

Tipo parmesano

Debaryomyces hansenii
Galactomyces candidus

Aislamiento en medio
YGCA; amplificacion y
secuenciacion ITS

Banjara et al.,
2015

Pecorino
crotonese

Debaryomyces hansenii
Candida intermedia
Candida incospicua
Kluyveromyces lactis
Yarrowia lipolytica

Saccharomyces cerevisiae
Pichia carsonii

Aislamiento en medio agar
Sabouraud dextrosa; RFLP-
PCR regién 5.8S-ITS

Gardini et al., 2006

De cuajada agria

Debaryomyces hansenii
Kluyveromyces marxianus
Candida caterulata
Geotrichum candidum

Azules

Debaryomyces hansenii
Saccharomyces cerevisiae
Yarrowia lipolytica
Candida sake

Aislamiento en medio
YGCA; amplificacion region
D1/D2 del gen ribosomal
26S

Lopandic et al.,
2006

Lopandic et al.,
2006

Kashkaval

Kluyveromyces marxianus
Debaryomyces hansenii
Candida albicans
Rhodotorula mucilaginosa
Meyerozyma guillermondii
Candida parapsilosis

Aislamiento en medio YEPD;
RFLP-PCR regién 5.8S-ITS

Zmen et al., 2020

De cabra
marroqui

Kluyveromyces lactis
Saccharomyces cerevisiae
Yarrowia lipolytica
Candida parapsilosis
Pichia fermentans
Kazachstania unispora
Kluyveromyces marxianus

Aislamiento en medio agar
Sabouraud dextrosa y PDA,;
Pruebas bioquimicas API ID
32C; amplificacién region
D1/D2 del gen ribosomal
26S, region ITS-5.8S, gen
ACT1y gen COX2

Ouadghiri et al.,
2014

Tradicional turco

Yarrowia lipolytica
Kluyveromyces marxianus
Pichia membranifaciens
Debaryomyces hansenii
Pichia fermentans
Candida zeylanoides

Aislamiento en medio YGCA
y PDA; RAPD-PCR region
D1/D2 del gen ribosomal
26S

Melike et al., 2021

Surk

Debaryomyces hansenii
Candida zeylanoides
Yarrowia lipolytica
Kluyveromyces lactis

Aislamiento en medio PDA;
RAPD-PCR region D1/D2
del gen ribosomal 26S

Yusuf y Bilent,
2021

YGCA — Agar extracto de levadura, glucosa, cloranfenicol
YEPD — Agar extracto de levadura, peptona, dextrosa
RFLP-PCR (siglas en inglés) - Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccién.
RAPD-PCR (siglas en inglés) - Amplificacion aleatoria de ADN polimérfico

12




En otro estudio realizado sobre productos lacteos como yogurt, queso fresco, queso
madurado, cuajada, entre otros, Lopandic et al. (2006) reportaron que las especies
mas comunes fueron Candida zeylanoides, Geotrichum candidum, D. hansenii, K.
marxianus y Y. lipolytica.

D. hansenii es una levadura halotolerante que, al tener capacidad para metabolizar
el lactato y otras fuentes de carbono como lactosa, la convierten en una especie
idonea para habitar en la superficie del queso y, por lo tanto, es una de las especies
de levadura frecuentemente aislada en este tipo de alimentos. La especie es capaz
de producir metabolitos alcalinos como el amoniaco a partir de la desaminacion de
aminoacidos y recientemente se demostré su potencial para producir compuestos
volatiles que contribuyen al sabor del queso, como aldehidos y alcoholes de cadena
ramificada, aunque otras especies como G. candidum y Y. lipolytica tienen mayor
capacidad metabolica (Frohlich-Wyder et al., 2019).

En el caso de K. marxianus es una de las principales especies de levadura de este
género que se encuentra en los productos lacteos. Es capaz de influir en la
maduracion del queso a través de su actividad proteolitica y lipolitica, y la
produccion de compuestos aromaticos volatiles. Ademas, produce etanol y acidos
carboxilicos por la fermentacion de lactosa y, a partir de ellos, producen ésteres y
acetaldehido. Su crecimiento se ha asociado con sabores &cidos, de sidra,
alcoholicos, fermentados y afrutados (Belloch et al., 2011; Froéhlich-Wyder et al.,
2019).

Por su parte, Y. lipolytica pertenece a las levaduras dimorficas capaces, segun las
condiciones ambientales, de crecer en forma de levadura o en forma de micelio. Se
sabe que posee una excelente capacidad para degradar proteinas y lipidos, y por
ende la especie se encuentra frecuentemente en alimentos con alto contenido de
proteinas y/o grasas. Debido a su peculiar metabolismo, se conoce que contribuye
considerablemente a la maduracion del queso al producir grandes cantidades de
compuestos volatiles, como &cidos organicos, sulfuros, furanos y cetonas de
cadena corta (Sgrensen et al., 2011). Ademas, la especie es capaz de degradar la
caseina, hidrolizar triglicéridos, catabolizar acidos grasos a metilcetonas y
aminoacidos a compuestos de azufre volatiles y amoniaco (Frohlich-Wyder et al.,
2019).

1.3 Analisis metagendémicos

Los microorganismos son parte importante de la diversidad en el planeta y se
encuentran en diversos nichos desde suelos, rios y océanos, hasta ambientes
extremos como desiertos, aguas termales o glaciales. Sin embargo, la gran mayoria
aun permanecen sin anotacion y solo un pequefio porcentaje pueden cultivarse, se
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estima que se ha identificado menos del 1% de la diversidad (Wooley et al., 2010;
Baltoumas et al., 2023).

Un enfoque para explorar dicha diversidad es a través de la metagendmica que
permite estudiar el material genético (genomas) de una comunidad mixta de
microorganismos mediante la deteccion de genes funcionales o andlisis por
secuenciacion (Zhang et al., 2021). Se basa en extraer del ADN total de la muestra
y usar las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas
en inglés).

Con el andlisis metagendémico y las tecnologias NGS se ha realizado la
identificacion mas precisa de los grupos microbianos, incluidos aquellos que son
dificiles de cultivar y/o estan presentes en poca abundancia, proporcionando asi un
analisis mas completo de la diversidad (Ercolini et al., 2012). Ademas, este tipo de
analisis proporciona a los investigadores e industrias informacion valiosa sobre la
diversidad bacteriana, fungica y viral en muchos alimentos producidos
tradicionalmente. Por ejemplo, en granos de kéfir, Nalbantoglu et al. (2014)
identificaron nuevas especies que se encontraban en su mayoria en baja
abundancia, lo que indica una mayor resolucion y precision en el estudio de las
comunidades microbianas presentes en el alimento.

En el caso particular de los quesos elaborados tradicionalmente se ha incrementado
su estudio mediante metagendmica. Por mencionar algunos, Wolfe et al. (2014)
identificaron la diversidad microbiana de 137 muestras de superficie de tres quesos
madurados naturalmente y buscaron funciones relacionadas con la produccién de
compuestos volatiles a partir de datos metagendémicos. En otro estudio, Dugat-Bony
et al. (2015) emplearon a la metagendémica para monitorear la dindmica de especies
y funciones durante la maduracién de quesos inoculados superficialmente con
nueve géneros de hongos y bacterias.

Debido al avance de las tecnologias de secuenciacion, el crecimiento de las bases
de datos y el desarrollo de herramientas computacionales, la metagenémica se ha
posicionado como una técnica confiable de andlisis.

1.3.1 Metagenémica de escopetay dirigida

Existen dos vias de analisis del ADN extraido de una muestra: mediante
metagendmica o secuenciacion de escopeta (metagenomic shotgun sequencing, en
inglés) y mediante analisis dirigido a secuencias particulares de ADN, mejor
denominado como metaprofiling (Sharpton et al., 2014; Shikha et al., 2021).

En metagenOmica de shotgun se extrae, se fracciona y se secuencia de forma
independiente todos los genomas existentes en la muestra, 1o que permite analizar
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tanto la biodiversidad microbiana como las capacidades funcionales. Dentro de los
datos generados por este enfoque se encuentran lecturas de genes marcadores o
de regiones caracteristicas que pueden ser utilizadas para describir la composicion
microbiana, pero también pueden ser alineadas a multiples genomas de referencias
conocidos y anotados, y recuperar la informacion sobre genes, proteinas y
funciones disponibles de los mismos e incluso se puede ensamblar y recuperar
genomas (metagenome-assembled genomes, MAGS, por sus siglas en inglés).

En cambio, metaprofiling es una de las formas mas sencillas y computacionalmente
eficientes de caracterizar la diversidad microbiana a partir de un metagenoma. Este
enfoque se puede utilizar para la clasificacion taxondmica y filogenética en muestras
gue son grandes y/o complejas, como los alimentos. En este procedimiento se
amplifica y analiza un solo gen marcador taxonémicamente informativo para uno o
varios grupos microbianos y se comparan las lecturas con una base de datos de
referencia, se identifican aquellas lecturas que son homologas y se asignan
taxonomicamente. Los genes marcadores utilizados con mas frecuencia incluyen al
gen ribosomal 16S para analizar la presencia de arqueas y bacterias, y a los genes
ribosomales 18S y 28S para microorganismos eucariontes.

1.3.2 Marcadores para la identificacion de microorganismos fungicos

Los hongos y levaduras se encuentran entre los organismos eucariontes mas
abundantes de la tierra que, desafortunadamente, no han sido completamente
identificados. Se estima que tan solo 100 000 especies han sido descritas de una
diversidad aproximada de entre 1.5 a 5.1 millones (Badotti et al., 2017).

El uso de los marcadores de codigos de barras para estos organismos ha permitido
un avance en su identificaciéon. El grupo del Dr. Paul Hebert de la Universidad
Guelph, Canad4, desarroll6 la herramienta del codigo de barras genético con el
objetivo de identificar especies de manera méas rapida y precisa. Esta region
corresponde a una secuencia de ADN estandarizada que debe de cumplir tres
criterios: i) contener variabilidad y divergencia genética significativa a nivel de
especie, (ii) poseer sitios flanqueantes conservados para desarrollar cebadores de
PCR universales para una amplia aplicacién taxonémica, y (iii) tener una longitud
de secuencia corta (400 — 800 pb) para facilitar las capacidades actuales de
extraccion y amplificacion de ADN (Hebert et al., 2003; Kress y Erickson, 2008;
Stielow et al., 2015).

Con el estudio de Schoch et al. (2012) se propuso a la region del espaciador
transcrito interno, o ITS por sus siglas en inglés, como marcador o cédigo de barras
universal para hongos y levaduras. Los autores compararon cuatro regiones de ADN
como posibles cédigos de barras, tres regiones ribosémicas nucleares (ITS, LSU y
SSU) y un gen codificante representativo, el gen de la subunidad grande de la ARN
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polimerasa Il o rpbl. Analizaron entre otros parametros, su capacidad de
amplificacion por PCR y la brecha de codigos de barras (barcoding gab, en inglés).
Observaron que las regiones ribosdmicas tenian una mejor tasa de amplificacion a
comparacion de la region codificante, asi como la region ITS presentaba una mayor
diferencia entre la variacion intraespecifica e interespecifica en distintos linajes de
hongos al obtener valores promedios entre 0.02 y 0.37, respectivamente (figura 1).
Se espera que la variacion interespecifica sea mayor que la variacion intraespecifica
en al menos 10 veces como se observo en el estudio (Candek y Kuntner, 2015).

{ITS Interespecifica

Mean 0.372664
N 79906
1n Minimum 0
Maximum 0.7182

Intraespecifica
Mean 0.025013
N 206
Minimum 0
Maximum 0.5809

Porccentaje de comparaciones por pares

0 0.05 010 0.15 020 0.25 0.30 0.35 0.40 045 0.50 0.55 0.60 065

Distancia promedio

Figura 1. Histograma del andlisis de brechas de codigos de barras para el

marcador ITS. Frecuencia de valores promedio para las variaciones intraespecifica e
interespecifica entre 17 linajes fungicos. Gris claro - variacion intraespecifica; gris oscuro -
variacion interespecifica. Tomado y modificado de Schoch et al., 2012.

1.3.2.1 Region ITS

La region ITS es una unidad de repeticion ribosomal nuclear compuesta de tres
partes (ITS1, 5.8S que es una secuencia muy conservada e ITS2), con tamafio que
oscila los 1100 pb (figura 2) (Bridge et al, 2005). Se transcribe junto con los genes
gue codifican las subunidades ribosomales, pero éstos no son incorporados en los
ribosomas maduros, y son eliminados del ARNr precursor.

585
NTS ETS 188 | p1D2 268 ETS NTS
I,/ ———T (03] E— -,

s 118

Figura 2. Estructura del espaciador transcrito interno (ITS).
Tomado de Kawahata et al., 2007.
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Las tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento mas utilizadas tienen una
limitacion de longitud de lectura maxima y por tanto se usa solo una de las dos
subregiones (ITS1 o ITS2). Ambas se han evaluado como cédigo de barras para
hongos y levaduras (Monard et al., 2013; Mbareche et al., 2020), asi como para
otros organismos como insectos, peces Yy distintos tipos de plantas (Wang et al.,
2015).

Han observado que la region ITS1 tiene un mayor poder de discriminacion y
regiones flanqueantes mas conservadas para la amplificacién por PCR que ITS2 en
varios grupos taxonémicos y, en general, representa un mejor cédigo de barras de
ADN que ITS2 en eucariontes (Wang et al., 2015). Con respecto a los hongos y
levaduras, la diversidad fungica con ITS1 es mayor que la obtenida con ITS2, de
acuerdo con lo reportado por Nilsson et al. (2008) y Monard et al. (2013). Ademas,
permite identificar tanto a levaduras ascomicetas como basidiomicetas (Vasquez et
al., 2016).

Sin embargo, Badotti et al. (2017) mencionan que la region ITS no es tan variable
para algunos géneros Ascomycota entre los cuales se encuentran Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Penicillium y Fusarium. Y se debe considerar que, en los
estudios realizados hasta el momento, ni la region ITS1 ni ITS2 por si solos son
perfectos en términos de capturar la diversidad total de las muestras.

1.4 Anélisis bioinforméatico de los datos

Con el desarrollo de mejores y mas eficientes técnicas de secuenciacion, e
incremento en su aplicacion en nuevas areas, se ha impulsado el desarrollo de
herramientas estadisticas y computacionales que permiten el analisis e
interpretacion de la enorme cantidad de datos generados.

Independientemente de la tecnologia empleada, las secuencias de ADN son
almacenadas en archivos de salida con distintos formatos, siendo fastq el mas
utilizado. Es un archivo de texto plano que contiene informacion de cada una de las
secuencias con su identificador y la calidad asociada a cada nucleétido segun su
puntuacion Phred (Q), la cual es una medida de la probabilidad de error e indica si
el nucledtido ha sido llamado correctamente durante la secuenciacion.

De los primeros pasos de andlisis de los datos estan la limpieza y analisis de calidad,
mediante el cual se eliminan los adaptadores y las secuencias de ADN
contaminante perteneciente a otros organismos o del hospedero. Asi mismo, se
pueden recortar aquellas bases con baja puntuacién de calidad Phred, cominmente
aguellas con puntuacion inferior a 20. En la leche de vaca es comun encontrar
células somaticas en baja concentracién (<1x10° células/mL) y su conteo es
indicador de la salud de la glandula mamaria y de la calidad de la leche obtenida
(Kochoski et al., 2011; Pinto, 2013; PROY-NMX-F-700-COFOCALEC-2012). Dichas
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células somaticas pueden pasar a los productos lacteos y ser una fuente de ADN
contaminante en investigaciones que utilizan la secuenciacion.

En los estudios realizados sobre el queso Cotija, de interés para el proyecto, se ha
reportado que el paquete celular acarrea ADN de vaca y Escobar (2016) lo detect6
por PCR en tiempo real a partir de tres paquetes celulares provenientes de
extracciones independientes de muestras del queso. Por lo cual, aun cuando se
espera la presencia de ADN bovino en la extraccion del material genético, este se
considera material contaminante al no ser de interés para el trabajo y se elimina de
los datos de secuenciacion.

Después del preprocesamiento de las lecturas, el analisis bioinformatico puede
tomar dos rutas diferentes dependiendo del tipo de datos de secuenciacion (shotgun
o metaprofiling) asi como del enfoque del proyecto (figura 3). En ambos casos, se
puede extraer informacion taxondémica y conocer la diversidad microbiana; sin
embargo, con datos metagendémicos de shotgun ademas se puede conocer el
potencial metabdlico a través de la prediccion y anotacion de genes o secuencias
codificantes. Cabe destacar que el flujo de analisis propuesto es general y, se
pueden omitir y/o afiadirse otros pasos segun el objetivo de la investigacion.

Datos de secuenciacion
0. Archivos fastq

A. Andlisis de calidad de B. Limpieza de adaptadores y
secuencias secuencias contaminantes
1 Pre-procesamiento
( [ ¢ L2ecEturas par;aldas ] \ C1. Un solo marcador
nsamo’e C2. Todas las lecturas
2 Taxonomia
D1.0TUs D2. ASVs ‘
3 Agrupacion o clustering
D. Contigs
[ D. Asignacién taxondmica ] 4 Ensamble
3 Taxonomia
E. Diversidad alfa F. Diversidad beta
4 Analisis de diversidad

METAPROFILING

Figura 3. Analisis bioinformatico general de datos metagendmicos
Adaptado de Oulas et al., 2015 y Cameron et al., 2021

La asignacion taxonOmica a partir de las secuencias derivadas de metaprofiling
implica un paso de agrupacion o clustering de las lecturas en unidades taxonémicas
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operacionales (OTUs, por sus siglas en inglés) o en variantes de secuencia exacta
o de amplicones (ASVs, por sus siglas en inglés).

Las OTUs se definen como un grupo de individuos estrechamente relacionados que
se agrupan en funcién de su similitud de secuencia, a menudo establecido en 97%
para inferir la identidad a nivel de género. Esta agrupacion reduce el tamafio del
conjunto de los datos sin procesar, asi como disminuye la capacidad computacional
para el andlisis y reduce el impacto de los errores de secuenciacion en las
estimaciones de diversidad (Kozich et al., 2013; Oulas et al., 2015; Siegwald et al.,
2017). Mientras que la generacion de ASVs, es un método de reduccion de ruido en
el que se genera un modelo de error basado en la calidad de la ejecucion de
secuenciacion y se utiliza este modelo para distinguir la variacion biolégica
“verdadera” y la probablemente generada por el error de secuenciacion. Y es
entonces que las secuencias “verdaderas” que varian desde un solo nucleétido las
que se definen como ASV separadas, permitiendo una mayor precision que el 97%
de identidad en las OTUs (Glassman y Martiny, 2018; Nearing et al., 2018, Chiarello
et al., 2022). El programa mas utilizado para inferir las ASVs es dada2 (Callahan et
al., 2016), el cual convierte los archivos fastq pareados en secuencias de muestra
inferidas, sin ruido y sin quimeras.

Posteriormente, de cada OTU o ASV se extrae una secuencia representativa y se
alinea con cada una de las secuencias de una base de datos de referencia. La
secuencia representativa y la OTU/ASV a la que pertenece se asignan finalmente a
un grupo taxondémico inspeccionando las mejores alineaciones (Siegwald et al.,
2017). Algunas bases de datos comunmente utilizadas para los hongos y levaduras
se enlistan en la tabla 2, de las cuales UNITE es la mas empleada.

Tabla 2. Bases de datos para el grupo fungico y levaduriforme.

UNITE 9.0 2022 6441764
BOLD ITS 4.0 2023 236 100
ITS Refseq | completa
(NCBI) --- 2023 15725
ITSoneBD ITS1 1.141 2020 1218 745
ITS2 ITS2 3.013 2011 288 044

Con respecto a los datos metagendmicos de shotgun, la agrupacion de lecturas y
su asignacion taxondmica se puede llevar a cabo por dos estrategias dependiendo
de la informacion utilizada, la composicion o la similitud u homologia.
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El método segun la composicién se basa en la observacién de que los genomas
individuales de referencia tienen una distribucién Unica de secuencias k-meros,
subcadenas cortas de coincidencia exacta de longitud fija k, también denotadas
como firmas gendémicas. Al hacer uso de estas firmas gendmicas se agrupan las
secuencias en sus respectivos genomas y se compara su frecuencia en las lecturas
metagendmicas. Un ejemplo de programa que emplea este enfoque para realizar la
asignacion taxonémica es Kaiju y Kraken2.

Por otro lado, el método basado en similitud implica la extraccion de secuencias de
genes marcadores ya sea mediante uso de algoritmos de alineacién como BLAST
0 su prediccion con Modelos Ocultos de Markov (HMM, por sus siglas en inglés)
para obtener informacion de similitud sobre secuencias o genes especificos de
bases de datos disponibles publicamente. A partir de la cual las secuencias se
agrupan en OTUS o ASVs y se asignha la taxonomia por su similitud con el mejor hit
de la referencia o por identificacion de su ultimo ancestro comun (LCA por sus siglas
en inglés) [Oulas et al., 2015; Drége y McHardy, 2012].

Continuando con el analisis de datos de metaprofiling, antes de analizar la
diversidad es necesario estandarizar el tamafio de los datos de secuenciacion o de
la biblioteca mediante un submuestreo aleatorio que recibe el nombre de
rarefaccion. Esto permite la comparacién entre muestras sin tener un sesgo por las
diferencias en el tamafio de los datos (numero de lecturas).

El tamafio adecuado de la biblioteca estandarizada se determina mediante las
curvas de acumulacion de especies o también llamadas curvas de rarefaccion
(figura 4). Se selecciona un tamafio de biblioteca que abarque la parte de
aplanamiento de la curva para cada muestra y se asume que capturara
adecuadamente la diversidad a pesar de la exclusién de algunas lecturas durante
el proceso de rarefaccion (Cameron et al., 2021). Ademas, permite conocer si el
esfuerzo de muestreo y secuenciacién fueron lo suficientemente altos para capturar
la diversidad de la muestra al observar que la curva alcanza el aplanamiento o una
asintota horizontal.

Finalmente, se realiza el andlisis de la diversidad. La diversidad alfa se define como
la diversidad de especies en diferentes sitios o0 habitats dentro de una escala local.
Este término fue acufiado por Robert Harding Whittaker junto con otros conceptos
relacionados como la diversidad beta y gamma. Este tipo de diversidad considera
la riqueza (numero de especies por muestra) y la uniformidad de distribucion o la
abundancia de las especies presentes. Hay distintas métricas o indices para su
determinacion, entre los que se encuentra diversidad observada, Chaol, Shannon-
Waever y Gini-Simpson.
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La diversidad observada es la medida mas simple de la diversidad alfa y
corresponde al recuento del nimero de especies (OTUs o ASVSs) presentes en la
muestra o comunidad. Mientras que el indice de Chaol es un estimador basado en
la abundancia; por lo tanto, requiere datos de abundancia y, considera el nimero
de singletones (especies observadas una vez) y de dobletones (especies
observadas dos veces) en la muestra. Por su parte, el indice de Shannon-Weaver,
también denominado Shannon-Wiener o entropia de Shannon, es uno de los indices
de diversidad populares en los estudios ecoldgicos. La idea de esta métrica es que
cuantas mas especies diferentes estén presentes, y cuanto mas similares sean sus
abundancias en la muestra, mas dificil sera predecir qué especie sera la siguiente
en “tomar”. En otras palabras, cuantifica la incertidumbre en la prediccion de la
identidad de especie que se toma al azar del conjunto de datos y asi, al tener una
mayor diversidad, se tiene una mayor incertidumbre en elegir de manera aleatoria
a una especie en especifico. Por ultimo, el indice de Gini-Simpson fue introducido
por el estadistico Edward H. Simpson en 1949, pero ya habia sido introducido
parcialmente en 1945 por el economista Albert O. Hirschman. Este indice mide el
grado de concentracion cuando los individuos se clasifican en tipos, y tiene en
cuenta el nUmero de especies presentes, incluyendo su abundancia relativa en una
muestra. Lo anterior puede interpretarse como la probabilidad de que dos individuos
cualesquiera de la muestra, elegidos al azar, pertenezcan a la misma especie (Chao
y Chiu, 2016; Thukral, 2017; Fedor y Zvarikova, 2019).

En aumento

Alcanza
la asintota

Riqueza de especies
(OTUS/ASVs)

>

NUmero de observaciones o secuencias

Figura 4. Curva de rarefaccion
Tomado y modificado de Edgar, s.f.

Para analizar la diversidad entre muestras, o el grado en que éstas son diferentes,
se utiliza la diversidad beta. Se puede estimar a partir de distintas métricas como
disimilitud de Bray-Curtis, indice Jaccard o UniFrac ponderado y no ponderado. El
primero considera las abundancias de las secuencias mientras que el indice de
Jaccard se basa en la presencia/ausencia de organismos. Las métricas de UniFrac
se basan en la relacion filogenética o distancias, el no ponderado mide la longitud
relativa de aquellas ramas que conducen exclusivamente a especies presentes en
una sola de las dos muestras con respecto a la longitud total de todas las ramas del
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arbol mientras que el ponderado ademés considera las abundancias relativas
(Goodrich et al., 2014; Calle, 2019; Cameron et al., 2021).

2 Antecedentes
2.1 Queso Cotija

El queso Cotija es un producto lacteo mexicano genuino originario de la region de
JalMich, ubicada entre los estados de Jalisco y Michoacéan (figura 5). Actualmente,
es elaborado de manera artesanal en la misma region bajo la Marca Colectiva de
“Queso Cotija Region de Origen” y su produccion se limita a los meses de julio a
octubre para comercializarlo a partir de diciembre.

Se produce con leche entera de vaca o ligeramente descremada y sin pasteurizar.
Se clasifica como un queso madurado, de pasta dura y de gran formato con un peso
gue oscila entre los 20 y 30 kg. Posee una pasta dura friable o desmoronable, acida
y con un porcentaje elevado de sal (aproximadamente 6%) que cuando esta bien
madurado presenta color blanco amarillento agradable, aroma pronunciado y sabor
fuerte (Villegas, 2004).

Sierra de JALMICH. Regién de origen del queso Cotija
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Figura 5. Region de origen del queso Cotija (Tomado de Alvarez et al., 2005).

La zona productora, definida por las reglas de uso de la marca colectiva, comprende
seis municipios: Quitupan, Santa Maria del Oro y Jilotlan, ubicados en el estado de
Jalisco, y Cotija, Tocumbo y Buena Vista, en Michoacéan (figura 5). La regién es una
ladera templada, de transicion climatica, muy plegada y con escalonamiento
altitudinal, que va desde los pies de monte que se elevan a partir del Valle de Tierra
Caliente, formando a partir de alli una figura de herradura (con el arco orientado al
norte) que llega hasta un poco antes de las cumbres frias del eje volcanico. La
vegetacion es selva baja caducifolia, con vegetacion secundaria irregular, limitada
con bosque mixto de pino-encino en el perimetro externo de esa forma de herradura
que tiene la zona. Dicha region se ubica entre los 700 y 1 700 msnm,
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aproximadamente; con una temperatura media anual de entre 25 °C al sur, y los 20
°C en los otros tres puntos cardinales que forman el arco de la herradura, y se
registra una precipitacion pluvial media anual de entre 900 mm a 1200 mm.

Las vacas productoras de la leche destinada a la elaboracion del queso son de raza
criolla o cebu de doble propédsito (Pardo Suizo-Cebu, Holstein-Cebld) y son
alimentadas por libre pastoreo en la region. Los factores como el clima, altura y
suelo son los que originan la vegetacion tipica del lugar descrita anteriormente,
misma que se refleja en la composicion de la leche producida. Mientras que la
humedad relativa especifica, relacionada a la temperatura, las lluvias y la altura, se
relacionan directamente con las caracteristicas particulares del queso Cotija
elaborado y afiejado en la region (Alvarez et al., 2005).

2.1.1 Proceso de elaboracion

El queso Cotija se obtiene a partir de leche cruda de vacay sal de grano de la laguna
de Cuyutlan, Colima, sin adicion de cultivo iniciador, ni tratamiento térmico, por lo
que el proceso de maduracién es llevado a cabo por la microbiota incorporada de
forma natural o no intencional durante su proceso de manufactura.

El proceso de elaboracion del auténtico queso Cotija consta de 9 etapas principales
(figura 6) que se describen a continuacion (Garcia, 2001; Alvarez et al., 2005;
Torres, 2016):

1.- Ordefia: En esta etapa se obtiene la leche fresca, la cual debe ser filtrada
a través de cedazos limpios para remover cualquier materia extrafia antes de
su utilizacion. La leche obtenida se deja reposar durante 2 a 4 h a temperatura
ambiente en un recipiente de acero inoxidable limpio.

2.- Cuajado: Una vez que la leche alcanza la temperatura 6ptima (34 °C), se
incorpora el cuajo. Se mezcla rapidamente y se deja cuajar por una hora
aproximadamente. El cuajo utilizado debe provenir del extracto bovino del
estbmago de rumiantes, el producto comercial es Cuamix M.R., Cuajo liquido
estandarizado de CHR Hansen®.

3.- Cortado: Una vez que la cuajada alcanza el punto deseado, se corta hasta
obtener grumos equivalentes en tamafio a un grano de maiz. Se deja reposar
nuevamente hasta que la cuajada se deposite en el fondo.

4.- Drenado: Se elimina el suero mediante decantacion y colado de la cuajada
en un trapo limpio estéril. La cuajada se comprime con ayuda del trapo para
contribuir al desuerado y se deja escurrir en las mesas de trabajo.
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5.- Amasado y salado: La cuajada se amasa de forma manual y al mismo
tiempo se incorporan aproximadamente 140 g de sal por cada 20 litros de leche
empleada (la cantidad de sal afiadida varia segun el productor).

6.- Moldeado: La cuajada salada se deposita en un molde de acero inoxidable
cubierto con dos piezas de yute o ixtle (fiora de maguey). De esta forma se
logran piezas cilindricas de 40 cm de diametro y 18 cm de altura con un peso
aproximado de 20 kg.

7.- Prensado: La pasta se prensa de 18 a 24 h empleando piedras de 50 a 90
kg o prensas rusticas de tornillo. Se voltea sobre su propia cara al concluir el
periodo.

8.- Oreado: La pieza se faja con un cilindro y se voltea diariamente durante
minimo 15 dias o hasta que deje de escurrir suero para que adquiera la firmeza
necesaria para ser manipulada.

9.- Maduracién: El queso se desfaja al adquirir la firmeza adecuada y se
continlia volteando para alternar la cara expuesta al medio ambiente durante
los siguientes tres meses. Ademas, durante esta etapa es importante limpiar
la superficie de la pieza con un lienzo limpio y suave, y se coloca una malla de
tela limpia sobre el queso para evitar su contaminacién. Se mantiene en un
lugar seco, ventilado y cerrado para evitar la presencia de insectos.

De los pasos descritos anteriormente, los que son importantes para la obtencién de
un producto de calidad serian la ordefia, amasado y salado, oreado y maduracion.
Mientras que las etapas que posiblemente son punto de inoculacién de
microorganismos ya sea por el proceso, utensilios empleados o materia prima,
serian ordefia, amasado y salado, prensado y maduracion (Torres, 2016).

2.1.2 Microorganismos presentes en el queso

El queso Cotija es una matriz alimentaria compleja cuyas caracteristicas sensoriales
se ven influenciadas por varios factores, entre los que destacan el proceso y las
condiciones de elaboracion, la zona geografica, las materias primas y su microbiota,
siendo este Ultimo el que méas impacto tiene sobre el alimento.

Los primeros estudios sobre este queso se enfocaron en su caracterizacion
fisicoquimica a través de andalisis proximales, determinacién del aw, pH y acidez.
Esto con el objetivo de establecer algunos parametros para tener una mayor
estandarizacion del producto lacteo y que ayudaron a la obtencion de la marca
colectiva Region de Origen.

Con respecto a la caracterizacién microbiolégica del alimento, ha sido objeto de
estudio desde distintos enfoques demostrando que es abundante, diversa y
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compleja al aislarse varios grupos microbianos como bacterias LAB, bacterias
haldfilas, bacterias con actividad proteolitica y lipolitica, y algunas levaduras.

.

Cuzjade R

Cuajo znimzl ~10mL/ 1001
leche pH 7.34°C /10

Amasado y e —
salado 138-140 g720L teche

" Diadezs o prenza ristica de

.

Figura 6. Proceso de elaboracion del auténtico queso Cotija Region de Origen

Al menos se han aislado 15 géneros bacterianos, por ejemplo, Hernandez (2007)
logré aislar especies de los géneros Bacillus, Staphylococcus y Enterococcus
empleando métodos bioquimicos tradicionales y ARDRA. También se llevaron a
cabo estudios para la deteccion de diversos microorganismos patégenos en el
producto lacteo y, con ellos se demostré que es un alimento inocuo y su consumo
no representa un riesgo para la salud al no identificarse en ninguna de las muestras
analizadas a Listeria monocytogenes, Escherichia coli ETEC O EHEC, Brucella
spp., Staphylococcus aureus, miembros del complejo Mycobacterium ni Salmonella
enterica.

Por otra parte, Garcia (2006) ademas de identificar bacterias, realizdé la
cuantificacion en placa de hongos y levaduras (tabla 3), lo cual derivd en el
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aislamiento e identificacion de dos levaduras, Y. lipolytica y C. zeylanoides, a través
del andlisis y secuenciacion del gen 18S del ADNr.

Tabla 3. Resultados de cuenta en placa para hongos y levaduras.

Levaduras Hongos Levaduras Hongos
(UFClqg) (UFClqg) (UFC/g) (UFCllog)
1 1.3x108 <10 11.13x10? <67
2 6.4x10° <10 13.33x10? <67
3 5.6x10° <10 3.0x10? <67
4 2.7x107 4.6x104 6.67x103 <67
5 3.5x102 <10 2.50x10% <67
6 <10 <10 2.28x10* <67
7 60.80x103 <67
8 6.67x102 <67

Mientras que Martinez (2009) estudié la poblacion levaduriforme a través de
técnicas dependientes e independientes de cultivo. Analiz6 ocho muestras de queso
provenientes de varios municipios pertenecientes al colectivo de la Region de
Origen. Identificd a las levaduras Candida parapsilosis, C. zeylanoides y K. lactis,
de las cuales las dos ultimas se encontraron en la mayoria de las muestras
analizadas.

Se han realizado algunos estudios metagendémicos en el alimento que ademas de
identificar las especies microbianas, se enfocaron en la busqueda de genes
codificantes para bacteriocinas. Estos andlisis revelaron que la microbiota
bacteriana consiste en aproximadamente 98% de Firmicutes, con Lactobacillus,
Leuconostoc y Weissella como los géneros dominantes, y mas de 500 géneros no
dominantes agrupados en 31 phyla de bacterias y arqueas (Escobar, 2016).

Ademas, Escobar (2016) logré identificar una fraccion de eucariontes mediante la
anotacién del gen ribosomal 18S a pesar de que su analisis se enfocd en la
caracterizacion bacteriana (Anexo 1). Las especies de levaduras anotadas se
muestran en la figura 7 y tabla 4, mientras que las familias Saccharomycetaceae y
Debaryomycetaceae son las mas abundantes, que al formar parte de la microbiota
contribuyen al perfil sensorial del alimento durante su proceso de maduracion.

Considerando los estudios realizados sobre esta muestra y conociendo su
importancia en el proceso de maduracion, podemos inferir que el grupo de levaduras
presentes en el gueso también son parte importante de la microbiota y pueden estar
relacionadas con el desarrollo de compuestos de sabor y aroma tan caracteristicos
de este producto.
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Tabla 4. Anotacion taxondmica para eucariontes del ADNr 18S de muestras de
Queso Cotija de distintos municipios de la Region de Origen. (Tomado y modificado de

Escobar, 2016)

Género 2 Especie 2

Dominantes

Debaryomyces (35.20%)

. udenii (14.15%)

. hansenii var.hansenii (10.00%)

. hansenii (7.75%)

_sp.MPSRO02 (3.25%)

Kazachstania (16.65%)

. unispora (16.50%)

Subdominantes

Schwanniomyces (9.80%)

0w X OO0 0l0O

. capriottii (9.80%)

Naumovia (7.25%)

N. castellii (7.25%)

Williopsis (4.05%)

W. salicorniae (3.25%)

Candida (3.50%)

C. dubliniensis (2.40%)

Dothidea (2.80%)

D. berberidis (2.80%)

Teratosphaeria (2.15%)

T. molleriana (2.15%)

Saccharomyces (1.55%)

S. cerevisiae (0.90%)

Bagnisiella (1.35%)

B. examinans (1.35%)

Kabatiella (1.10%)

K. microsticta (1.10%)

Mycosphaerella (1.10%) M. podagrariae (1.10%)
a En paréntesis la abundancia relativa con respecto a la abundancia total

m g Debaryomyces
m g Kazachstania

® g_Schwanniomyces
= g Naumovia

m g Williopsis

m g Candida

m g Dothidea

m g Teratosphaeria
m g Saccharomyces
m g Bagnisiella

m g Kabatiella

m g Mycosphaerella
m Otros

Figura 7. Abundancia relativa de las lecturas metagendmicas de shotgun de

muestras del Queso Cotija. El nimero seguido a la especie corresponde a la abundancia
relativa con respecto a la abundancia total en porcentaje (Tomado y modificado de Escobar, 2016).
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3 Justificacion

Los quesos madurados elaborados de forma artesanal son un reservorio de
microorganismos que poseen actividades metabdlicas interesantes desde el punto
de vista alimentario y biotecnolégico. Durante su proceso de maduracion, la
microbiota participa en el desarrollo de compuestos de sabor y aroma, generando
un producto con caracteristicas Unicas. La poblacion de levaduras presente posee
actividades metabdlicas particulares que estan directamente relacionadas con dicho
proceso. No obstante, su contribuciébn a la maduracion y al perfil sensorial
generalmente se subestima. Por lo que, al analizar el metagenoma de levadura en
el queso Cotija Region de Origen, permitird caracterizar el grupo levaduriforme y
complementar los estudios que se han realizado sobre este.

4 Hipotesis

Se espera que el perfil taxondmico de levaduras de tres muestras de Queso Cotija
Regiébn de Origen sea semejante y que las familias dominantes sean
Saccharomycetaceae y Debaryomycetaceae.

5 Objetivos
5.1 Objetivo general

Identificar la diversidad de levaduras presentes en tres muestras de Queso Cotija
Region de Origen mediante secuenciacion dirigida a la region ITS1 y contrastar con
el perfil taxonémico descrito segun el analisis de datos de secuenciacion de
shotgun.

5.2 Objetivos particulares

» ldentificar las levaduras presentes en tres muestras de queso Cotija mediante
la amplificacion y secuenciacion de la region ITS1 del ADN metagendmico.

» Interrogar los datos metagendmicos de shotgun, obtenidos en un estudio
previo, para la busqueda de lecturas pertenecientes a levaduras y posibles
secuencias de ITS.

» Analizar la diversidad de levaduras identificada por ambos enfoques.
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6 Diagrama experimental

Para lograr los objetivos planteados, se propone la metodologia ilustrada en la figura
8. Cada etapa se detalla en la siguiente seccion.

o Andlisis del
Seleccién de o :
s Secuenciacién perfil
taxonomico
Muestras de Disrupcién celular Amolificacion ITS1 Datos ITS1
Queso Cotija mecanico y enzimatico P . i generados en el
X , Secuenciacion Misegq,
provenientes de Método areada. 300 pb proyecto
distintas regiones Fenol-Cloroformo — Isoamilico P ! P Datos shotgun
Precipitacién con etanol y sales Escobar 2016

Figura 8. Diagrama de la metodologia seguida

7 Metodologia
7.1 Seleccion de muestras

Las muestras por analizar fueron seleccionadas con base en los resultados
obtenidos previamente de cuenta en placa para distintos grupos microbianos
realizado por Chombo-Morales (datos no publicados, tabla 5). Se seleccionaron tres
muestras que presentaron mayor numero de levaduras y que cumplieron con los
pardmetros fisicoquimicos y microbioldgicos indicados por la norma NMX-F-735-
COFOCALEC-2018 (tabla 6).

Tabla 5. Muestras a analizar

QC-22 Cotija 5.02x106
QC-57 Quitupan 2.88X10°
QC-95 Santa Maria del Oro 6.47X106

7.2 Tratamiento de las muestras

Se realiz6 un muestreo de cada uno de los quesos, se retird la corteza, se cortaron
en trozos pequefios y se trituraron 500 g de cada uno con un procesador. Se
almacenaron en una bolsa plastica de cierre hermético en congelacién a —70°C
hasta su uso.

7.3 Obtencion del paquete celular

La metodologia que a continuacion se describe se ha empleado anteriormente en
el grupo de trabajo. Sin embargo, se optimizo para obtener un ADN de mejor calidad
e integridad, principalmente se adecud la velocidad de centrifugado durante la
obtencion del paquete celular; la velocidad y tiempo de agitacién con las perlas de
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vidrio en la disrupcion de la pared celular y se control6 la temperatura durante la
disrupcién mecanica. Se describe a mas detalle en los apartados siguientes.

Tabla 6. Pardmetros establecidos por la norma NMX-F-735-COFOCALEC-2018

aw <0.90
Humedad Max. 36%
Grasa (BH) Min. 23%
Proteina (BH) Min. 25%
Cuenta:

Staphylococcus aureus <100 UFC/g
Salmonella sp. Ausencia
Bacterias mesdfilas aerobias 105 - 108 UFC/g
Coliformes totales 100 - 300 UFC/g
Por gPCR: Ausencia
Listeria monocytogenes Salmonella enterica

Staphylococcus aureus Escherichia coli

E. coli ETEC E. coli O157:H7

Complejo Mycobacterium (Mycobacterium bovis)

Brucella spp.

Se descongelaron las muestras en refrigeracion por al menos 12 h. Se pesaron 25
g de cada queso en bolsas para Stomacher (Seward) en la campana de flujo laminar
y se adicionaron 40 mL de buffer de fosfatos 50 mM pH 7 previamente estéril. La
mezcla se homogeneizd en un Stomacher 400 Circulator (Seward) por 2 min a
velocidad alta para romper mecéanicamente la matriz del queso. Se incubd 5 min a
37°C y se adicion6 1 mL de solucién de proteasas de Bacillus amyloliquefaciens
(Sigma) con el fin de romper la red proteinica y permitir la separacion de las células
microbianas de los restos del alimento, y se mezclé a alta velocidad en el Stomacher
durante 5 min. Posteriormente, la bolsa se incub6 a 45°C durante 1 h en agitacién
a 100 rpm y al término el contenido se dividié en dos tubos Falcon estériles de 50
mL. Se centrifugd a 121 x g (1 000 rpm) durante 10 min a 4°C para separar los
restos del queso y la grasa de las células de los microorganismos que se
encontraban suspendidas en la fase acuosa.

La fase intermedia se transfirié a tubos de fondo redondo de 50 mL estériles y se
centrifug6 a 20 817 x g por 10 min a 4°C. El sobrenadante se desechd y el pellet se
lavé 3 veces con solucion salina al 0.85% pH 7 estéril. El pellet se resuspendié en
1 mL de solucion salina y se coloco en tubo Eppendorf de 2 mL estéril, se centrifugo
a 20 817 x g por 10 min a 4°C. El sobrenadante se elimin6 y cada paquete celular
se resuspendio en 300 pL de buffer TE pH 8.

7.4 Extraccién y purificacién del ADN metagenémico

Para la extraccion y purificacién del ADN, a cada uno de los tubos con los paquetes
celulares resuspendidos en buffer TE se les adicionaron 70 pL de una solucién de
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liticasa 1 000 U/mL. Se agitaron las muestras en vortex y se incubaron a 37°C por
1 h. Posteriormente, se centrifugd a 20 817 x g para eliminar el sobrenadante. Se
afiadieron 500 pL buffer de lisis (Anexo Il) y se adicionaron 200 pL de perlas de
vidrio 0.5 mm (Sigma). Se agitd en vortex por 30 s a velocidad media y se colocaron
en un bafo de hielo por 2 min. Se agit6 nuevamente en vortex por 30 s a velocidad
media y se incubd a 65°C por 30 min. Al término de la incubacion, se adicionaron
20 pL de una solucion de RNasa A de pancreas bovino a 20 pg/mL y se incubd por
30 min a 37°C. Después se adicionaron 20 pL de una solucién de proteinasa K 20
mg/mL y se incubd durante 30 min a 65°C con agitacion a 600 rpm.

La mezcla se dej6 enfriar hasta 37°C, se adicionaron 10 pL de una solucion de SDS
10% y se incub6 a 37°C por 40 min. Terminado este tiempo, se centrifugd a 20 817
X g por 10 min a 4°C y el sobrenadante se transfirié a un tubo Eppendorf de 2 mL
esteril.

A continuacion, se realizo la purificacion del ADN. Se adicionaron 200 pL de una
solucion de NaCl 6M y se mezclé lentamente por inversion. Se adicionaron 400 pL
de una solucién de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (F:Cl:Al) 25:24:1 en la
campana de extraccion, se agitdé en vortex por 30 s y se centrifug6 a 20 817 x g por
10 min a 4°C. La mayoria de las proteinas se extraen con fenol debido a que este
solvente permite su desnaturalizacion y concentracion en la fase organica. En tanto
gue el ADN se recupero en la fase acuosa y se transfirié a un tubo Eppendorf de 2
mL estéril. Se dio un lavado con un volumen de cloroformo para eliminar las
proteinas residuales y el fenol, se agitd en vortex por 30 s y se centrifug6 a 20 817
X g por 10 min a 4°C. Nuevamente la fase acuosa se recupero y transfirié a un
Eppendorf de 1.5 mL estéril, se adiciond 0.1 V de una solucion de acetato de amonio
3M y se adicioné 1 mL de etanol 100% frio, se agit6é por inversion de 2 a 5 veces.
Se incubo a —20°C toda la noche. La mezcla se centrifugd a 20 817 x g por 10 min
a 4°C y el pellet se lavé dos veces con 1 mL de una solucion de etanol 75% frio
centrifugando 10 min en las mismas condiciones.

Se desecho el etanol y se evaporo el remante en Thermomixer durante 5 min a
37°C. El pellet de ADN se resuspendio en 30 pL de agua grado biologia molecular
y se incub6 a 37°C por 15 min para su total hidratacion. Se midio la concentracion
y pureza del ADN total por método espectrofotométrico (NanoDrop,
ThermoScientific) y se evalud la integridad con electroforesis en gel de agarosa al
1%. Los ADN totales extraidos se almacenaron en congelacion a -20°C.

7.5 Secuenciacion del ADN metagenomico

La construccion y secuenciacion de la libreria de amplicones de la region ITS1 se
llevo a cabo en la Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva y Bioinformatica
(UUSMB) del Instituto de Biotecnologia, UNAM en Cuernavaca, Morelos, de
acuerdo con el protocolo “Fungal Metagenomic Sequencing Demostrated Protocol”
(llumina, 2021). De manera breve, se amplificé la region ITS1 utilizando 15 pares
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de cebadores (lllumina) especificos para la region de interés (Anexo Ill) y se verificd
el tamafno de los amplicones en un gel de agarosa al 1.5%. Se eliminaron los
cebadores y sus dimeros de la reaccion anterior con un volumen de Ampure XP
Beads y con un lavado de etanol al 80%, y se resuspendio en un volumen de buffer
EB. Posteriormente se llevo a cabo el marcaje de cada muestra mediante una
segunda reaccion de amplificacion, para ello se tom6 5 pL de la primera reaccion
purificada y se utilizaron los cebadores Nextera XT v2 index 1 Primer y Nextera XT
v2 index 2 Primer. Al término del marcaje, las reacciones se mezclaron en un solo
tubo para purificarse nuevamente con Ampure XP Beads y eluirse en un volumen
de buffer EB. La libreria construida se normalizé a una concentracion de 4 nM y se
cargd un volumen en la celda para obtener aproximadamente 100 mil lecturas por
muestra en la secuenciacion final. Se realiz6 la secuenciacion en un equipo MiSeq
de Illumina, con configuracion pareada y con una longitud de lectura promedio de
300 pb.

7.6 Analisis bioinformatico de las secuencias

El analisis bioinformatico de los datos de secuenciacion se realizé con el apoyo y
asesoria del Dr. Luis Fernando Lozano Aguirre de la Unidad de Analisis
Bioinforméticos del Centro de Ciencias Gendmicas de la UNAM vy se utilizo el
servidor Pangolin.

7.6.1 Calidad de las secuencias

Previo al tratamiento de los datos, se evalud la calidad de las lecturas crudas
obtenidas por secuenciacion de la region ITS1 y por secuenciacion shotgun
(Escobar, 2016). Se empledé el programa fastQC v.0.11.9 de Babraham
Bioinformatics, de la  Universidad John Hopkins (disponible en
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). La media de calidad
de las secuencias se esperaba por arriba de una puntuacion Phred de 28.

7.6.2 Datos de secuenciacién dirigida alaregion ITS1
7.6.2.1 Anotacidon taxonémica

Para la asignacion taxonémica de las lecturas de la region ITS1 se siguieron dos
estrategias de analisis. La primera de ellas se basé en el pipeline propuesto por
Balint et al. (2014), que esta enfocado en el analisis de lecturas obtenidas por la
tecnologia de lllumina, pero se hicieron algunas modificaciones. El primer paso
consistio en la eliminacion de adaptadores y secuencias cortas con el programa
Cutadapt v3.5 indicando la secuencia del adaptador (Nextera transposasa, 5'-
CTGTCTCTTATACACATCT-3'). Después se ensamblaron las lecturas pareadas
con PANDAseq v2.11 (Masella et al., 2012) seguida de la busqueda y extraccién de
la region ITS1 con el programa ITSx v1.1.3 del Department of Neuroscience and
Physiology de University of Gothenburg, se especifico el grupo de interés (fungi).
Con este programa se pretendio descartar aquellas lecturas que no coincidieran con
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el modelo estructural de la region ITS, asi como las posibles regiones conservadas
gue se pudieron recuperar en la secuenciaciéon y que derivarian en un sesgo al
hacer la asignacion taxondmica con BLAST, ya que podrian aumentar la similitud
entre las secuencias (Nilsson et al., 2010).

Posteriormente, empleando USEARCH se hizo la desreplicacion y eliminacion de
secuencias unicas (singletones) y, por ultimo, la clusterizacion en OTUs con un
porcentaje de similitud de 97%. Finalmente, las OTUs generadas se asignaron con
la herramienta BLAST v11.0.6 empleando la base de datos de UNITE+INSD v9.0
(Abarenkov et al., 2022a).

Para la segunda estrategia se utilizé el programa dada2 (Callahan et al., 2016) y el
flujo de analisis propuesto por los autores para la regién ITS (disponible en
https://benjjneb.github.io/dada2/ITS_workflow.html). El filtrado y recorte de las
lecturas se realiz6 con los pardmetros establecidos en el programa (filtrado de
lecturas con nucleétidos ambiguos, MaxN=0; filtrado de lecturas en funcion de
errores esperados, maxEE=2; filtrado de lecturas con longitud menor de la indicada,
truncLen=50; filtrado de secuencias en las que hay al menos una base con la alta
probabilidad de llamada errénea; truncQ=2) y se eliminaron aquellas lecturas que
pertenecieran al control positivo utilizado en la secuenciacion (fago PhiX). Para la
asignacion taxondémica el programa emplea el clasificador Bayesiano ingenuo (the
naive Bayesian classifier), que es un algoritmo de aprendizaje supervisado que se
basa en la probabilidad de que una secuencia de consulta desconocida sea
miembro de un nivel taxonémico en particular. Se utilizé la base de datos general
de UNITE en formato fasta que incluye secuencias singletones (globales y 97%
similitud) v9.0 (Abarenkov et al., 2022b).

7.6.2.2 Anédlisis de diversidad

A partir de la tabla de ASVs obtenida durante la anotacion, se generé la curva de
rarefaccion (parametros empleados: establecer una semilla y obtener resultados
repetibles, set.seed=2021; lecturas submuestreadas o profundidad, sample.size=
43320; iteraciones 10) y se calcularon los indices o estimadores de la diversidad
alfa con los paquetes phyloseq v1.42.0 (McMurdie y Holmes, 2013) y microbiome
v1.20.0 (Lahti, 2017) disponibles por Bioconductor en R.

7.6.3 Datos de secuenciacion shotgun

Debido a que parte del proyecto se realizdé aun estando en pandemia por COVID-
19 (2021 - 2022) y se implementaron restricciones en el trabajo experimental en los
laboratorios, se decidi6 complementar el estudio analizando los datos
metagenodmicos de shotgun obtenidos en un estudio previo con el fin de identificar
posibles lecturas pertenecientes a levaduras. Esto gracias a que, con dichos datos,
Escobar (2016) anot6 una fraccion de eucariontes mediante analisis del gen
ribosomal 18S usando el programa Parallel-meta y la base de datos de SILVA. Para
ello, los archivos (proyecto PRJINA286900, disponible en

33


https://benjjneb.github.io/dada2/ITS_workflow.html

https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRINA286900) fueron descargados del
European Nucleotide Archive (ENA) del Instituto Europeo de Bioinformética (EMBL-
EBI),

7.6.3.1 Limpieza de adaptadores y secuencias contaminantes

El programa FastQC v0.11.9 se utilizé para visualizar las calidades de las
secuencias antes y después del paso de limpieza. Para la limpieza se empleé el
programa Trim Galore v06.5 (disponible en
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/), con el cual se
eliminaron los adaptadores, las bases de baja calidad del extremo 3’ y se recortaron
las primeras bases del extremo 5’. Después, las lecturas fueron mapeadas contra
el genoma de Bos taurus (ARS-LIC_NZ Hostein-Friesian_1, NCBI) con bowtie2
v2.4.5 (disponible en http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml) con el
fin de eliminar las lecturas contaminantes del ADN de vaca acarreado durante el
proceso de extraccion.

7.6.3.2 Anotacion taxondmica

La asignacion taxondmica de las lecturas obtenidas después de la limpieza del ADN
contaminante se llevé a cabo mediante dos programas. El primero de ellos fue Kaiju
v1.8.2 que realiza la clasificacion taxonémica por comparacion de secuencias de
aminoacidos contra una base de datos de referencia de proteinas. Se corrié bajo
los parametros establecidos y se utilizé la base de datos nr_euk (disponible en
https://kaiju.binf.ku.dk/server; 24-02-2021, 52 GB) que comprende tanto a bacterias,
arqueas, virus, hongos, levaduras, y otros eucariontes.

El segundo programa utilizado fue Kraken2 v2.0.8, también se corri6 bajo los
parametros establecidos y, se descargd y utilizé la base de datos PlusPF (disponible
en https://benlangmead.github.io/aws-indexes/k2; 5/17/2021, 41 GB) elaborada por
Ben Langmead de la Universidad John Hopkins, abarca los grupos siguientes:
bacteria, arquea, virus, humano, protozoarios, hongos y levaduras.

7.6.3.3 Extraccién de lecturas de ITS e identificaciéon

Ya que el objetivo principal del proyecto es identificar las levaduras del queso Cotija
mediante analisis del marcador ITS, se buscaron y extrajeron las lecturas
correspondientes a dicha region a partir de los datos metagenomicos de shotgun
con el programa ITSx v1.1.3 (Bengtsson-Palme et al., 2013), el cual permite extraer
la region completa ITS o las subregiones ITS1 e ITS2. La extraccion de las
secuencias se basa en las posiciones predichas de los genes ribosomales (LSU/28S
y SSU/18S) en las secuencias mediante los modelos ocultos de Markov (HMM, por
sus siglas en inglés) calculados a partir de alineaciones de un total de 20 grupos de
eucariontes que incluye hongos, levaduras, metazoos y plantas.

Debido a que las lecturas tenian una longitud corta (20-95 pb) se realizé el ensamble
en secuencias largas o también denominadas contigs con el programa SPAdes
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v3.15.4 (Bankevich et al., 2012; Prjibelski et al., 2020). Es un ensamblador iterativo
de novo de secuencias cortas que se basa en la construccion de gréaficas de Bruijn
a partir de k-meros con distintas longitudes k (Bankevich et al., 2012). El programa
se ejecutd bajo los pardmetros establecidos, se indic6 que eran datos
metagendmicos (--meta) y se probaron los k-meros 21, 33,55y 77 pb. Al no aceptar
lecturas con longitudes mayores a 100 kbp el programa ITSx, se fragmentaron los
contigs con un script interno en Perl. Finalmente, se ejecutd el programa ITSx con
los parametros establecidos.

A partir de los contigs identificados como secuencias de ITS, se hizo un
alineamiento contra la base de datos de GenBank usando el programa BLAST para
su identificacion.
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8 Resultados y Discusion
8.1 Extraccion y purificacion de ADN

En total se realizaron 18 extracciones independientes de cada muestra de queso
Cotija, para posteriormente mezclar los ADN de una misma muestra segun su
calidad e integridad. Después, se selecciond los ADN que presentaron mejor
relacion A260/280 e integridad de cada muestra y fueron secuenciados por la
UUSMB del Instituto de Biotecnologia UNAM (tabla 7). En la figura 9 se muestran
las bandas definidas del ADN secuenciado, asi como los perfiles de absorbancia en
los cuales se ilustra un pico maximo en 280 nm indicando que la calidad era
adecuada.

Tabla 7. Cantidades totales de ADN extraido
de tres quesos Cotija y las relaciones de absorbancias

QC-22 6.12 1.79
QC-57 16.94 1.76
QC-95 3.31 1.77

8.2 Analisis bioinformatico de las secuencias
8.2.1 Calidad de las secuencias

Para verificar la calidad de la secuenciacion, tanto de las lecturas de la region ITS1
como de la secuenciacion shotgun, se corrio el programa fastQC. Este programa
despliega distintos gréficos que ilustran varios aspectos de la calidad. En la figura
9, se muestran los gréficos de calidad de acuerdo con la puntuacion Phred para
cada posicion de las lecturas pareadas. La media de calidad (linea azul) se espera
que se encuentre por arriba de una puntuacion Phred de 28 y que el propio
programa indica en color verde.

Para las lecturas de la region ITS1 (figura 10A — C) se observa que mantienen una
buena calidad a pesar de que en las Ultimas posiciones hay un decaimiento. Este
decaimiento se ha reportado como un efecto de la secuenciacion puesto que la
exposicion del ADN al laser ocasiona su degradacion. Asi mismo, el proceso de
sintesis durante la secuenciacion no es homogéneo derivando en una
desincronizacién y acumulacion en la tasa de error (Fuller et al., 2009).

Por otro lado, la calidad de las lecturas derivadas de la secuenciacién de shotgun,
presentaron una calidad aceptable a pesar de que las lecturas directas en sus
primeras bases tienen un decaimiento atipico de su calidad, la puntuaciéon Phred
media se encontro entre 10 y 28 (figura 10G y H).

En cuanto a los gréaficos de contenido de adaptadores (figura 11), el programa solo
detecta secuencias adaptadoras en las lecturas de la region ITS1 y que
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corresponden al adaptador Nextera transposasa utilizado en la construccién de la
libreria, que tiene una longitud de 13 pb (5'-CTGTCTCTTATACACATCT-3)).

A B

nnnnn

Figura 9. ADN extraido de tres muestras de queso Cotija. Ay B - Geles de
agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio. Gel A: MP: marcador de peso molecular
GeneRuler DNA Mix; 1: QC-22; Gel B: MP: marcador de peso molecular GeneRuler DNA Mix; 2:
QC-57; 3: QC-95. C-E — Espectros de absorbancia de las muestras que se mandaron a

secuenciar. C, QC-22; D, QC-57 y E, QC-95.
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Figura 10. Graficos de caja para las lecturas obtenidas por secuenciacion en

sentido 5’ (1) y en sentido 3’ (2). A - C, secuenciacion de la region ITS1; D, secuenciacion
shotgun. A, QC-22; B, QC-57, y C, QC-95.
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Figura 11. Gréficos de contenido de adaptadores de los datos de secuenciacion de
la regién ITS1 en sentido 5’ (1) y en sentido 3’ (2). A, QC-22; B, QC-57, y C, QC-95.

8.2.2 Secuenciacion dirigida alaregion ITS1
8.2.2.1 Andélisis taxondmico

Como resultado de la secuenciacion de la regién ITS1 se obtuvieron alrededor de

237 mil a 369 mil lecturas para cada muestra (tabla 8) con una longitud promedio
de 301 pb.

Con el andlisis de los datos segun lo propuesto por Balint et al. (2014) basado en
OTUs, se encontrd que entre el 60% y 71% de las lecturas crudas pasaron el filtro
de calidad, las cuales fueron agrupadas en 75, 45y 64 OTUs para la muestra QC-
22, QC-57 y QC-95, respectivamente (tabla 8). Ademas, se encontré que entre el
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7%y 19% de las lecturas representaban secuencias quiméricas que son secuencias
“artefactos” formadas por dos 0 mas secuencias bioldgicas unidas incorrectamente
y al no eliminarse, pueden formar OTUs Unicas y sobreestimar la diversidad y
riqueza de la muestra. En el estudio conducido por Bjgrnsgaard et al. (2017)
reportan menor proporcion de lecturas quiméricas cuando la secuenciacion se
realiza en las subregiones del ITS, en comparacion con los estudios dirigidos a los
genes ribosomales 16S y 18S donde entre 30% y 60% de las secuencias totales
son quiméricas (Edgar et al.,, 2011; Schloss et al., 2011; Shin et al., 2014;
Bjgrnsgaard et al., 2017), concordando con lo obtenido.

Tabla 8. Rendimiento de los datos de secuenciacion de la regién ITS1 durante el

analisis siguiendo la estrategia de Balint et al., 2014.

Secuencias crudas 319173 237 623 369 143
Secuencias con adaptador @ 139988 (43.9 %) 161109 (67.8%) 124 460 (33.7 %)
P 104 670 (32.8 %) 124 490 (52.4 %) 104 265 (28.3 %)

Secuencias sin adaptadores, con
calidad y longitud >50pb 2

312 754 (98.0%)

234 522 (98.7%)

356 980 (96.7%)

Secuencias ensambladas ®

264 384 (84.3%)

187 552 (80.0%)

314 977 (88.2%)

Secuencias identificadas ITS1®

264 185 (99.9%)

187 403 (99.9%)

314 415 (99.8%)

Secuencias Unicas (singletones) ®

12 561 (4.8%)

7 284 (3.9%)

15 703 (5.0%)

Secuencias quiméricas P

18 259 (7.3%)

3436 (19.1%)

33 775 (11.3%)

OTUs 75 46 64

Secuencias agrupadas en OTUs 2 233 365 (73.1%) 145 754 (61.3%) 264 937 (71.8%)
OTUs asignadas 73 45 63
OTUs NO asignadas 2 1 1

aPorcentaje respecto al nimero de lecturas crudas o iniciales de cada muestra
b Porcentaje respecto al nimero de lecturas del paso anterior

La asignacion taxonémica de las OTUs generadas con BLASTn permitio identificar
una riqueza de 60 géneros fungicos en los que se encontraban contenidas 56
especies distintas, la mayoria pertenecientes al phylum Ascomycota (96-99%) con
solo algunas pertenecientes a Basydiomycota (0.2-3%). A nivel de familia, aquellas
con mas del 20% de abundancia fueron Phaffomycetaceae, Saccharomycetaceae
y Debaryomycetaceae. Los géneros Candida y Starmerella presentes en algunas
muestras no se asigno a nivel de familia (Saccharomycetales fam Incertae sedis)
segun la base de datos de UNITE+INSD. Inicialmente Candida se asignd en la
familia Saccharomycetaceae (Schauer y Hanschke, 1999), sin embargo, acorde con
la base de datos taxonomicos del NCBI, pertenece a Debaryomycetaceae (Schoch
et al., 2020). Por su parte, la relacion filogenética del género Starmerella con
respecto a otras levaduras no se ha establecido satisfactoriamente a partir del
analisis de un solo gen (Santos et al., 2018). Kurtzman y Robnett (2013) sugieren

40



que, basandose en analisis filogenéticos multigénicos, Starmerella puede ser un
miembro de la familia Trichomonascaceae.

Los géneros asignados se clasificaron en tres grupos claramente definidos de
acuerdo con su abundancia. Se consider6 como dominantes a aquellos que
representaran mas del 10% de abundancia; subdominantes si estaban entre el 1%
a 10%, y como no dominantes a los que tuvieran una abundancia inferior al 1%.
Considerando la clasificacion anterior, la poblacidon dominante entre las tres
muestras de queso Cotija estuvo comprendida por Kluyveromyces, Debaryomyces,
Starmerella y Komagataella en orden decreciente de abundancia (tabla 9, figura 12),
siendo el ultimo comudn entre las muestras. Dentro de la poblacién subdominante se
encontraron a los géneros Aspergillus, Yamadazyma, Candida, Moniliella,
Kodamaea, Issatchenkia y Whickerhamiella cuya presencia y abundancia variaba
segun la muestra, pero se encontraban en el rango definido. El resto de los géneros
detectados formaban parte de la poblacién pobremente representada (Anexo 1V).

Tabla 9. Anotacion taxondmica de la fraccion que representa mas del 1% de la
riqueza total relativa realizada con BLAST

) Debaryomyces (54.4%) D. hansenii (100%)
Dominante .
Komagataella (27.2%) K. phaffii (31.0%)
o Aspergillus (6.3%) A. westerdijkiae (51.2%)
Qc Subdominante Yamadazyma (3.3%)
Moniliella (3.0%)
Candida (2.3%) C. parapsilosis (6.2%)
Starmerella (45.2%)
Dominante Komagataella (32.7%) K. phaffii (31.8%)
QC-57 Debaryomyces (12.5%) D. hansenii (99.9%)
) Kluyveromyces (4.7%) K. lactis (100%)
Subdominante Yamadazyma (4.1%)
) Kluyveromyces (68.0%) K. lactis (100%)
Dominante .
Komagataella (17.9%) K. phaffii (34.2%)
Issatchenkia (3.2%) I. orientalis (100%)
QC-95 Subdominante Kodamaea (3.4%) K. ohmeri (100%)
Candida (2.4%) C. parapsilosis (89.5%)
Wickerhamiella (1.2%) W. pararugosa (100%)

& En paréntesis la abundancia relativa con respecto a la abundancia total
b En paréntesis la abundancia relativa con respecto al 100% de su género
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Figura 12. Abundancia relativa de las OTUs asignadas en las muestras de Queso
Cotija segun la estrategia propuesta por Balint et al., 2014. A — A nivel género; B —a
nivel especie.

Por otra parte, el programa dada2 (basado en ASVs) realiza el filtrado de las lecturas
considerando tanto la ausencia de nucleétidos ambiguos (N) ya que el programa no
admite ninguna secuencia con este tipo de nucleétidos y es eliminada (maxN), la
calidad global de la secuencia (truncQ) y las lecturas con errores superiores a los
esperados son eliminadas (maxEE). Este paso de filtrado se corrié bajo los
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pardmetros establecidos, se obtuvo que entre el 24 y 46% de las lecturas cumplieron
con lo anterior (tabla 10). De estas lecturas entre el 35y 49% se identificaron como
secuencias quiméricas y el resto se agruparon en ASVs. Para la muestra QC-22 se
generaron 77 ASVs mientras que para la muestra QC-57 y QC-95 fueron 63 y 69
ASVs respectivamente.

Tabla 10. Rendimiento de los datos de secuenciacion de la region ITS1 durante el

analisis con dada2

Secuencias crudas

319173

237 623

369 143

Secuencias con adaptador 2

139 988 (43.9 %)
104 670 (32.8 %)

161 109 (67.8 %)
124 490 (52.4 %)

124 460 (33.7 %)
104 265 (28.3 %)

Secuencias sin adaptadores, con
calidad y longitud >50pb 2

113527 (35.6%)

109 942 (46.3%)

90 502 (24.5%)

Secuencias ensambladas ®

99 229 (87.4%)

101 794 (92.6%)

84 860 (93.8%)

Secuencias quiméricas ®

35 189 (35.5%)

42 403 (41.7%)

41 540 (49.0%)

Secuencias agrupadas en ASVs @

64 040 (20.1%)

59 391 (25%)

43320 (11.7%)

ASVs 77 63 69
ASVs asignadas 77 62 68
ASVs NO asignadas 1 2

aPorcentaje respecto al nimero de lecturas crudas o iniciales de cada muestra
b Porcentaje respecto al nimero de lecturas del paso anterior

Para la asignacion taxonémica dada2 emplea el clasificador Bayesiano ingenuo.
Genera el perfil de k-meros de cada secuencia (8 bases) y los compara con los
perfiles de k-meros de las secuencias de referencia de la base de datos utilizada.
La secuencia de referencia con el perfil mas similar se utiliza para asignar la
taxonomia a la secuencia de consulta y evalGa la confianza de la asignacion en
cada nivel taxonémico (Wang et al., 2007).

El perfil taxonédmico basado en ASVs estuvo representado por 18 géneros y 22
especies, que al igual que con el perfil generado con OTUs, la mayoria pertenecian
al phylum Ascomycota (94 — 99%) con una menor proporcion asignados a
Basidiomycota (0.4 - 5.6%). Las familias dominantes entre las tres muestras fueron
Phaffomycetaceae, Debaryomycetaceae y Saccharomycetaceae; la primera de
ellas con una abundancia mayor al 49% (tabla 11, figura 16). Al igual que con la
base de datos UNITE+INSD, la utilizada en esta estrategia (base general de UNITE)
tampoco asignaba la familia para los géneros Candida y Starmerella.

El género dominante compartido en las muestras de queso Cotija fue Komagataella
con abundancias de entre 49 — 66%, coincidiendo con lo asignado por BLAST en el
analisis por OTUs (tabla 11, figura 16). Debaryomyces y Starmerella también fueron
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parte de los géneros dominantes en la muestra QC-22 y QC-57 respectivamente,
con abundancias superiores al 18%. Los géneros identificados como
subdominantes en la estrategia por OTUS, fueron los mismos que se asignaron con
dada2 pero con abundancias distintas segun la muestra. Los 7 géneros restantes
presentaron una abundancia menor al 1% (Anexo V).

Tabla 11. Anotacién taxonOmica de la fraccion que representa mas del 1% de la

riqueza total relativa realizada con dada2

K. phaffii (95.3%)
Dominante Komagataella (66.2%6) K. ulmi (2.7%)
Debaryomyces (18.9%) D. coudertii (5.4%)
QC-22 Moniliella (5.6%)
Subdominante Aspergillus (3.2%) A. ruber (78.8%)
Starmerella (1.6%) S. etchellsii (100%)
Yamadazyma (1.1%)
Starmerella (44.9%) S. etchellsii (100%)
QC-57 Dominante Komagataella (49.6%) i Slhrsrf(uz(if/o?%)
Subdominante Debaryomyces (3.1%)
Dominante Komagataella (66.6%) E Srnirf(lll(sfﬁ))Z%)
Issatchenkia (6.5%) I. orientalis (100%)
Kluyveromyces (5.0%) K. lactis (100%)
QC-95 Moniliella (4.5%)
Subdominante Candida (4.3%) C. parapsilosis (96.1%)
Kodamaea (2.6%) K. ohmeri (100%)
Wickerhamiella (2.6%) W. pararugosa (100%)
Starmerella (1.4%) S. etchellsii (100%)

& En paréntesis la abundancia relativa con respecto a la abundancia total
b En paréntesis la abundancia relativa con respecto al 100% de su género

Al comparar los perfiles taxonémicos de las dos estrategias o enfoques, se observa
una diferencia en los géneros identificados a pesar de la similitud en el namero de
OTUs y ASVs. Con la generacion de OTUs el perfil estuvo integrado por una mayor
riqueza, 60 géneros entre las tres muestras; mientras que con ASVs solo por 18
(figura 13). Los géneros dominantes y subdominantes se compartieron entre las
estrategias, aunque dos de ellos difiieron en su proporcién (figura 15). Las
diferencias mas marcadas fueron en los géneros pobremente representados que se
identificaron por OTUs.

Durante el preprocesamiento de los datos se percat6 de una diferencia en el nUmero
de lecturas que se emplearon para la inferencia de OTUs y ASVs. Mientras que
basado en OTUs se clusterizaron entre 145 y 264 mil lecturas, en la estrategia por
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ASVs se agruparon entre 43 y 64 mil para su andlisis e inferencia. Esto explicaria,
en parte, la identificacion de géneros con baja abundancia por OTUS, asi como la
menor riqgueza de géneros asignada por ASVSs.

70
60 P
50
40
30

Géneros

20
10
0
OTUs ASVs
H Dominantes 4 2
Subdominantes 7 9

No dominantes 19 7

Figura 13. Diferencia en los géneros identificados segun la estrategia de analisis.

De acuerdo con Callahan et al. (2016) el filtrado de las lecturas con dada2 considera
tanto la calidad global de la lectura como las secuencias quiméricas y los errores
causados por el proceso de secuenciacion (modelo de error), lo cual favorece la
deteccion de la variacion bioldgica “verdadera” y se alcanza una mayor precision en
comparacion con el 97% utilizado en OTUs (Glassman y Martiny, 2018; Nearing et
al., 2018, Chiarello et al., 2022). Sin embargo, este filtrado de lecturas elimina gran
parte de los datos y podria ser un factor en la disimilitud en los géneros de levaduras
identificados en el queso Cotija.

El filtrado de las lecturas segun ASVs se llevo a cabo de acuerdo a los parametros
recomendados por los autores y el modelo de error generado durante el analisis
mostré el comportamiento esperado para las lecturas secuenciadas (figura 14). Este
modelo representa la frecuencia observada de cada posible transicion (cambio de
una purina a otra purina, adenina a guanina; o de una pirimidina a otra pirimidina,
citosina a timina) en funcion de la puntuacion de calidad Phred asociada a las
lecturas. Los puntos representan las tasas de error o las frecuencias de transicion
observadas segun los datos y la linea negra representan las tasas de error que
estima dada2. Se espera un ajuste de lo observado con lo esperado y que disminuya
el error al aumentar la calidad Phred de la secuencia obtenida. Se probd un filtrado
mas laxo (modificando los parametros maxEE y truncQ, datos no mostrados) pero
se seguia eliminando gran parte de los datos asi que se prefirid trabajar con los
recomendados. Podria ser interesante evaluar el efecto del filtrado sobre las
lecturas recuperadas y el perfil taxondmico inferido.
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Figura 14. Modelo de error generado con el programa dadaZ2. A — Lecturas directas, B
- Lecturas reversas.

Cabe destacar que se ha reportado por varios estudios que el enfoque basado en
OTUs presenta cierta variacion en la riqueza y suele sobreestimar la diversidad
(Prodan et al., 2020; Chiarello et al., 2022). Por lo que es necesario analizar con
mas detalle las OTUs con abundancia menor al 1% puesto que es mas propenso a
retener secuencias raras y a detectar OTUs espurias (Callahan et al., 2016; Edgar,
2017). Asi mismo, Reitmeier et al. (2021) proponen un filtrado segun la abundancia
relativa de 0.25% como un punto de corte, debido a que la agrupacién en OTUS y
eliminacién de singletones, enfoque cominmente utilizado durante el analisis y
empleado en este proyecto, mantiene entre el 50 y 80% de las OTUs espurias, por
lo que podria ser interesante llevarlo a cabo en los datos de ITS1.

Con respecto a los géneros con diferencia en su proporcion segun la estrategia de
andlisis, encontramos a Debaryomyces y Kluyveromyces (figura 15). El primer
género se detectd en las muestras QC-22 y QC-57 donde formaba parte de la
poblacion dominante segin OTUs, pero al evaluar con ASVs, éste se encontraba
en menor proporcion pasando a la poblacion subdominante. Kluyveromyces se
encontré en la muestra QC-95 y tuvo el mismo comportamiento que se comenté
anteriormente. Esto se debe a que hay menos variacion de secuencia, y por tanto
menos ASVs detectadas a estos géneros. Ademas de que Komagataella resulta ser
mMas representativa por ASVs al contar con una comunidad mas compleja y con mas
variantes de secuencia con abundancia sustancial en las muestras que se
analizaron del queso Cotija. No es posible detectar esta variacion por la estrategia
de OTUs ya que estas variantes observadas difieren en solo uno o dos nucleétidos
sobre la regién secuenciada. Lo anteriormente descrito destaca a la estrategia de
analisis por ASVs, lo que le confiere una mayor precision en la inferencia.
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De acuerdo con lo anterior es posible concluir gue ambas estrategias de analisis
son buenas aproximaciones para conocer la diversidad de levaduras en una
muestra a partir de lecturas de amplicones, dado que se identificaron los mismos
géneros dominantes y subdominantes en el queso Cotija. Mientras que con OTUs
se analiza una mayor proporcion de los datos secuenciados y se detectan géneros
gue estan en baja abundancia (menor al 1%), con ASVs se pueden encontrar
variantes de secuencias que difieren en tan solo un nucleétido y tener mas precision.
Sin embargo, considerando los reportes de la sobreestimacion de la diversidad
basado en OTUS y que puede ser complicada la instalacion de programas, el
analisis por ASVs con dada2 resulta mas préactico y confiable. Ademas, los estudios
basados en ASVs tienen mayor reproducibilidad y facilidad de comparacién con
otras investigaciones. Por lo cual, en las siguientes dos secciones se analizaran a

mas detalle los perfiles taxonémicos de cada queso y la diversidad alfa obtenidos
Gnicamente con el programa dada2.
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Figura 15. Diferencia entre los géneros dominantes y subdominantes segun la
estrategia de analisis OTUs 0 ASVs. A - QC-22; B - QC-57; C — QC-95

Otro factor a considerar en el analisis de los datos es la base de referencia utilizada,
ya que con éstas se determina la asignacion filogenética de las lecturas obtenidas
por secuenciacion. Las incluidas en cada estrategia son de diferente tamario,
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UNITE+INDS tiene aproximadamente 6 millones de secuencias, mientras que la
base general UNITE tiene 188 070 entradas. Sin embargo, con los dos enfoques de
andlisis se recuperaron la misma poblacion de levaduras dominantes y
subdominantes, aunque con abundancias variables, y su influencia no fue evidente.

8.2.2.2 Perfil taxondmico de cada muestra de queso Cotija

Las muestras de queso Cotija analizadas presentaron géneros y abundancias
distintas segun la estrategia por ASVs (figural6), es decir, un perfil taxonédmico
diferente.

La muestra QC-22 presentd como géneros dominantes a Komagataella y
Debaryomyces con 66.2% y 18.9% de abundancia respectivamente. La poblacion
subdominante estuvo conformada por Aspergillus, Yamadazyma, Moniliella y
Starmerella con distintas abundancias.

Para la muestra QC-57 la comunidad de levaduras dominantes fueron Starmerella
y Komagataella con abundancias superiores al 30%. Debaryomyces fue el Unico
subdominante con 3.1%. Fue la muestra con menor diversidad.

Finalmente, la muestra QC-95 exhibié la mayor diversidad al tener 8 géneros
formando parte de su comunidad dominante y subdominante, en comparacion con
las dos otras muestras analizadas. Presenté a Komagataella como género
dominate. Los géneros Kluyveromyces, Issatchenkia, Kodamaea, Candida,
Wickerhamiella, Moniliella y Starmerella presentaron abundancias de entre 1y 5%.

Las diferencias en los géneros dominantes y subdominantes entre las muestras
pueden atribuirse, entre otros factores, al lugar de procedencia recordando que las
tres muestras analizadas se elaboraron en distintas regiones de la sierra de JalMich.
Dos de las muestras, QC-57 y QC-95, se elaboraron en regiones distantes del
estado de Jalisco (Quitupan y Sta. Ma. del Oro) y solo una muestra del estado de
Michoacan de la region de Cotija (QC-22). Se ha reportado que las comunidades
microbianas presentes en quesos se ven influenciadas por diversos factores entre
los que se encuentra la ubicacion geografica, las diferentes condiciones climaticas
y los ecosistemas de los pastizales que se ve reflejada en la calidad de la leche
obtenida durante la ordefia (Sessou et al., 2019). Asi mismo, a pesar de que las
muestras de queso Cotija se elaboraron siguiendo las Reglas de uso, la interaccion
del quesero con la cuajada y los utensilios empleados durante la manufactura,
pueden también estar contribuyendo a la disimilitud del perfil taxonémico.
Considerando la diversidad y los géneros dominantes entre las muestras, se puede
considerar que Komagataella es la firma del queso Cotija, ya que se encontré en
abundancias superiores al 18% y presente en las tres muestras.
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Figura 16. Abundancia relativa de las ASVs asignadas en las muestras de Queso
Cotija con dada2. A — Nivel género; B — Nivel especie.

Finalmente, un factor que no se consideré durante la extraccion del ADN a partir de
las muestras del queso fue la posible contaminacion con ADN fungico presente en
los reactivos utilizados. Hay reportes sobre presencia de ADN de hongos y
levaduras en las enzimas liticas utilizadas cominmente en la extracciéon de ADN,
como zimolasa y liticasa, y en reactivos para PCR (Miyajima et al., 2009; Czurda et
al., 2016). Miyajima et al. (2009) estimaron por PCR en tiempo real la contaminacién
por ADN ribosomal fangico en dos enzimas comerciales (Zimolasa-100T de
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Seikagaku Biobusiness y Liticasa de Sigma-Aldrich, L2524 grado biologia
molecular), para ello amplificaron y detectaron la region D1/D2 del gen ribosomal
28S. Cuantificaron una concentracion de 0.0323 copias/unidad de actividad
enzimatica para la liticasa, que también se empleo en el proyecto, de tal forma que
no estaria contribuyendo de manera importante al ADN extraido y al perfil
taxonomico descrito. Asi mismo, se tomaron precauciones a la hora de realizar la
extraccion y purificacion de ADN para evitar su contaminacion con ADN ambiental
como por ejemplo uso de guantes, cubrebocas y campana de flujo laminar. Sin
embargo, seria interesante evaluar la presencia de ADN fungico en la enzima
liticasa utilizada y en los reactivos de PCR.

8.2.2.3 Diversidad alfa y esfuerzo de muestreo

A partir de la tabla de ASVs se evalué el esfuerzo de muestreo y se calcularon
algunos indices de diversidad alfa para analizar la comunidad de levaduras
presentes. En la figura 17 se muestran las curvas de acumulacion de especies o de
rarefaccion para cada una de las muestras, las cuales presentaron el
comportamiento asintético esperado y que representa un buen esfuerzo de
muestreo.
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Figura 17. Curva de rarefaccion basada en ASVs.

El nimero de especies observadas (ASVs) es el descriptor mas basico de la
diversidad. Se estima mayor numero especies en la muestra QC-22 y QC-95 que
en la muestra QC-57 (figura 18). Respecto al estimador no paramétrico Chaol este
considera la riqueza de las especies afadiendo un factor de correccion para las
especies singletones y dobletones presentes. Es sensible al tamafio de la muestra
y subestima la riqueza real cuando el muestreo es pobre (Escalante, 2007). Los
valores de este indice son cercanos al observado lo que concuerda con el
comportamiento descrito en la curva de rarefaccion.
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El siguiente parametro es el indice de Gini-Simpson [complemento del indice de
Simpson, (1-D)], que puede tomar valores desde cero para comunidades de baja
diversidad, hasta valores cercanos a 1 (Krebs, 2014). Este indice alcanzé valores
cercanos a uno indicando una mayor diversidad en las muestras analizadas
manteniendo que las mas diversas son QC-22 y QC-95.

Por otro lado, el indice de Shannon es una medida de la entropia que muestra la
heterogeneidad de la comunidad tomando en cuenta el niumero de especies
presentes y su abundancia relativa. Para comunidades con una sola especie toma
un valor de cero y, para comunidades con mayor diversidad la incertidumbre
incrementa y adquiere valores mas altos. De acuerdo con Krebs (2014) en muestras
biolégicas el indice suele ser menor a 5.0, tal como ocurre en este caso. Murugesan
et al. (2018) reportan valores de entre 2.9 y 3.5 en quesos elaborados con leche no
pasteurizada. Valores bajos para este indice se han reportado en la cuajada y
sueros cuyos limites van de 0.47 a 2.60 (Filippis et al., 2014). Considerando los
valores anteriores y el tipo de muestra, la comunidad de levaduras en el queso Cotija
es de baja a media segun este parametro y la muestra QC-57 es la de menor
diversidad.

Tomando en cuenta los tres indices podemos inferir que las muestras QC-22 y QC-
95 son mas diversas con respecto a QC-57. Ambas muestras presentaron valores
mas altos y cercanos en cada indice. Por su parte, la muestra QC-57 estuvo
representada casi en su totalidad por dos especies que sumaban una abundancia
relativa de aproximadamente 95%, por lo que las métricas de diversidad fueron mas
bajas. Ademas, en la poblacion subdominante solo estaba presente un género. En
cambio, las otras dos muestras, a pesar de contar con una a dos especies
dominantes que alcanzaba una abundancia de entre 60% a 80%, su poblacion
subdominante contaba con mas géneros, contribuyendo a los indices de diversidad.
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Figura 18. indices de diversidad alfa basada en ASVs.

8.2.2.4 Poblacién dominante

La poblacion de levaduras en el queso Cotija esté caracterizada principalmente por
tres géneros y que corresponden a Komagataella, Starmerella y Debaryomyces.

La presencia del género Debaryomyces es comun en quesos madurados y semi-
madurados. Comprende a levaduras halotolerantes y psicrétrofas capaces de
crecer en ambientes con condiciones extremas. En total son 18 especies y la mas
representativa es D. hansenii dadas sus caracteristicas metabdlicas y que se
describiran en un apartado siguiente. Son ubicuas y pueden aislarse de diversos
hébitats naturales desde el suelo, el polen, exudados de arboles y plantas, hasta en
alimentos salados y fermentados con una actividad de agua reducida (Jacques et
al., 2015). Las levaduras de este género pueden asimilar distintas fuentes de
carbono, no son capaces de realizar fermentacion y por tanto su crecimiento en
ausencia de oxigeno es bajo (Rossi y Torriani, 2018). Considerando que el queso
Cotija cuenta con una pasta fiable o desmoronable, es probable que se generen
microcanales que favorezcan la entrada de aire en él (Escobar, 2012) y se permita
el crecimiento de este género ademas de que la concentracion de cloruro de sodio
no seria una limitante. Se ha descrito que, en quesos, las levaduras pueden
metabolizar el acido lactico producido por bacterias LAB y exhiben actividad lipolitica
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gue contribuye al desarrollo de compuestos que dan sabor caracteristico. La
especie Debaryomyces coudertii anotada con la estrategia basada en ASVs, no se
ha identificado en alimentos sino en excrementos de ave. Se ha reportado que, a
nivel de secuencia, la region 5.8-ITS tiene una alta similitud (mayor al 99%) con
otras especies del género Debaryomyces (D. castellii, D. hansenii, D. polymorphus,
D pseudopolymorphus, D. robertsiae, D. udenii y D. vanrijiae) en especial con
Debaryomyces nepalensis (Martorell et al., 2005).

El género Starmerella incluye aproximadamente 50 especies, la mayoria de las
cuales se han descrito asociadas con abejas e insectos y sus nichos florales. No
obstante, algunas especies se han reportado en alimentos fermentados y bebidas,
por ejemplo, en la produccion de vinos son capaces de reducir la acidez y
metabolizar el etanol, producir glicerol y algunos compuestos volatiles (Ciani et al.,
2022). Ciertas especies que pertenecian al género Candida han sido anotadas a
este género, tal es el caso de la especie Candida etchellsii (Starmerella etchellsii).
Esta especie se identificé previamente como parte de la microbiota del queso Cotija
de acuerdo con Chombo-Morales et al. (2016), encontrandose dispersa tanto en la
superficie como en la matriz principal. Es una levadura halotolerante capaz de
producir compuestos que dan sabor y aroma como alcoholes, ésteres y aminoacidos
libres. Bajo estrés salino (NaCl 5%), muestra una capacidad fuerte para producir
ésteres como hexanoato de etilo y acetato de hexilo, que otorgan sabor afrutado, y
es necesario para que sintetice ésteres (Feng et al.,, 2012; Lu et al., 2022).
Considerando lo anterior, es probable que S. etchellsii contribuya de manera
importante al perfil sensorial del producto final.

El otro género dominante, Komagataella, comprende a especies metilotréficas que
son capaces de utilizar como Unica fuente de carbono el metanol y muestran un
rapido crecimiento a altas densidades celulares en fuentes de carbono como
glucosa, glicerol, etanol y metanol en condiciones aerbbicas. Varias especies de
Pichia se han reanotado en este género. Actualmente el género consiste en siete
especies aisladas de ambientes arboéreos. Las cepas bien caracterizadas son
Komagataella phaffii y Komagataella pastoris (ambas anteriormente clasificadas
como Pichia pastoris) por su importancia en la produccion de proteinas
recombinantes (Heistinger et al., 2022). No se ha descrito con anterioridad este
género en productos lacteos ni quesos madurados y semi-madurados, pero su
presencia podria deberse a los pastizales en los que el ganado es alimentado por
libre pastoreo y tiene influencia en la calidad de la leche obtenida durante la ordefia
y en su microbiota.

8.2.2.5 Poblacién subdominante

El analisis taxondmico de la region ITS1 muestra la presencia de una variedad de
levaduras como parte de la poblacion subdominante en las muestras de queso
Cotija con abundancias de entre 1 a 10%. Fue la poblacion mas dispareja de entre
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las muestras ya que no todos los géneros se compartieron. Entre los géneros
identificados se encuentran Kluyveromyces, Aspergillus, Candida, Kodamaea,
Yamadazyma, Moniliella, Issatchenkia y Wickerhamiella.

El género Kluyveromyces fue un caso especial debido a que presenté diferencias
en la abundancia dependiendo la estrategia de analisis empleada. Es comun
identificarlo como parte de la microbiota de productos lacteos y en estudios previos
se identifico en el queso Cotija. Comprende al menos 17 especies y pueden dividirse
segun la fuente de carbono que pueden metabolizar. En quesos madurados y semi-
madurados, la presencia de las especies K. lactis y K. marxianus se justifica
principalmente por su capacidad de fermentar la lactosa residual en el queso y
gracias a esta caracteristica es utilizada en la industria biotecnologica para la
produccion de la enzima B-galactosidasa (Johnson y Echavarri-Erasun, 2011).
También poseen actividades proteoliticas y lipoliticas, pero mas débiles que otras
levaduras presentes en el queso como Y. lipolytica. y D. hansenii. Sin embargo,
estas dos especies al metabolizar los componentes de la leche (lactosa, proteinas
y grasas) las hace importantes para la maduracion y contribuyen en la formacion de
compuestos que dan aroma como por ejemplo alcoholes, aldehidos, ésteres y
terpenos (Leclercg-Perlat et al., 2004; Belloch et al., 2011).

La presencia del género Aspergillus llama la atencion ya que es la primera vez que
se reporta en el queso Cotija y, ademas, durante los analisis microbiolégicos de
cuenta en placa para hongos filamentosos realizados en proyectos anteriores, no
sobrepasan el limite establecido (tabla 3). Los miembros de este género se conocen
por ser osmo-, xero- y/o halotolerantes. Tienen una amplia distribucion y se han
aislado de alimentos con baja humedad como los cereales, asi como en productos
gue contienen altas concentraciones de azucar, como jarabes, mermeladas y jaleas,
y productos céarnicos salados. También, algunas especies son utilizadas en la
industria biotecnoldgica para la produccién de acidos organicos, antibiéticos o
enzimas, entre otros. Generalmente la presencia de especies de este género en
guesos se ha relacionado con defectos en los productos segun lo reportado por
Garnier et al. (2017), asi mismo pueden ser de preocupacion clinica ya que algunas
especies pueden producir micotoxinas. Se ha reportado a Aspergillus westerdijkiae
como una de las especies importantes para la produccion de ocratoxina A en café,
arroz, bebidas y otros alimentos (Visagie et al., 2014). Por lo cual, serd importante
investigar la presencia de este género en el queso Cotija.

Por su parte, Aspergillus ruber se ha aislado de granos de café, té, suelo y de
muestras ambientales y no se ha detectado la produccion de micotoxinas. Es una
especie importante en la investigacion al ser capaz de producir una cantidad
sustancial de metabolitos secundarios pertenecientes a varias clases en las que
algunos de ellos mostraron actividades biolégicas prometedoras como
anticancerigeno (Chen et al., 2017; Youssef y Singab, 2021).
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Ciertas especies del género Candida se han descrito no solo en quesos madurados
sino también en alimentos fermentados. Es un género heterogéneo que comprende
microorganismos con diferentes caracteristicas fisiolégicas y metabdlicas que les
permite crecer en diversos ambientes. Abarca alrededor de 200 especies de las
cuales aproximadamente 40 son patégenas para los humanos. La especie C.
parapsilosis ya habia sido reportada como parte de la microbiota del queso Cotija 'y
se confirma su presencia en este estudio. Posee actividad lipolitica, contribuyendo
en la produccién de compuesto volatiles y por tanto al perfil sensorial del alimento.
En algunos estudios, proponen a la especie como un agente de biocontrol contra
hongos como Fusarium y Aspergillus (Niknejad et al., 2012; Fallah et al., 2016), por
lo que es posible que la presencia de esta levadura en el queso Cotija inhiba el
crecimiento de hongos filamentosos y por ello su cuenta en placa sea baja.

En el estudio realizado por Chombo-Morales et al. (2016) sobre una muestra de
queso Cotija, describieron a dos de los géneros subdominantes identificados en este
estudio, Kodamaea y Moniliella, presentes tanto en la superficie del queso como en
la matriz principal. Estos géneros se han reportado en alimentos fermentados como
el cacao y alimentos en escabeche, asi como en muestras ambientales e insectos,
pero no en productos lacteos. Kodamaea se ha estudiado y aislado principalmente
de flores e insectos y consta de 22 especies (Gao et al., 2017). Por su parte el
género Moniliella comprende alrededor de 11 especies basidiomicetas, algunas de
las cuales se han utilizado para la produccion de eritritol mientras que otras son
consideradas patégenas en humanos (Thanh et al., 2013; Joint Genome Institute,
2022).

El siguiente género, Yamadazyma es uno de los géneros méas grandes de la familia
Debaryomycetaceae, sus especies se puede encontrar en regiones tropicales,
subtropicales y templadas de diferentes continentes. Se han aislado principalmente
de madera e insectos, pero también se recuperan de flores, hojas, frutas, corteza
de arboles, agua de mar, minerales y la atmosfera. Actualmente consta de 24
especies, pero 38 especies mas aun se encuentran asignadas al género Candida
(Gao et al., 2021).

Por ultimo, Wickerhamiella e Issatchenkia no se han descrito en ambientes lacteos
ni en quesos. El primero esta constituido por 35 especies, la mayoria con un alto
grado de especializacion nutricional y ecoldgica, un perfil estrecho de asimilacion
de carbono y una fuerte asociacion con flores e insectos que las visitan,
especialmente moscas y escarabajos (de Vega et al., 2017). Sin embargo, algunas
especies de este género también se aislaron de bebidas alcohdlicas, agua, rizosfera
y de muestras de humanos. Algunos estudios revelaron que la planta de cafa de
azucar podria ser un nuevo habitat para algunas levaduras asociadas con el género
(Avchar et al., 2019). La especie Wickerhamiella pararugosa antes pertenecia al
género Candida, puede asimilar glicerol y requiere tiamina y biotina para su
crecimiento, diferenciandose de la especie Candida rugosa que no asimila el

glicerol.
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El género Issatchenkia pertenece a la familia Pichiaceae y la especie mas estudiada
es Issatchenkia orientalis, la cual se utiliza en la produccion de vinos. Producen
etanol y tiene mayor tolerancia a temperaturas altas, a concentraciones de sal y
acidos que S. cerevisiae. Debido a su resistencia a multiples factores de estrés, |I.
orientalis tiene una aplicacion potencial en la produccion de bioetanol y la
produccion de acido succinico (Miao et al., 2018). Dado que el queso Cotija cuenta
con una concentracion de cloruro de sodio de aproximadamente 5% y actividad de
agua baja, es probable que el género resista estas condiciones y formen parte de la
microbiota.

En general, la mayoria de los géneros subdominantes asignados en las muestras
de queso Cotija no habian sido descritos en productos lacteos y en particular en
quesos, por lo que es la primera vez que se describen como parte de la microbiota
de este queso artesanal. Ademas, resalta que el ambiente en que se elabora el
producto tiene un impacto tanto en la diversidad microbiana de leche con la que se
elaboray en el producto final ya que, como se menciond anteriormente, los géneros
como Kodamaea, Moniliella, Yamadazyma, Wickerhamiella e Issatchenkia se han
asociado a ambientes arboéreos, flores e insectos, que forman parte del ecosistema
y el cual puede ser una fuente directa de levaduras en la leche y el queso.

8.2.3 Datos metagendmicos de shotgun

8.2.3.1 Limpieza de adaptadores y secuencias contaminantes

El total de lecturas pareadas obtenidas por secuenciacién shotgun fue de 133 229
485, que presentaron una longitud promedio de 101 pb. Se detectaron secuencias
adaptadoras de la tecnologia Illumina (5°- AGATCGGAAGAGC-3') tanto en las
lecturas directas como en las inversas en el 31.6% y 38.1% de las lecturas,
respectivamente (tabla 12), los cuales fueron eliminadas y, dado que algunas bases
presentaron baja calidad Phred, estas se recortaron utilizando el programa Trim
Galore.

Después se realiz6 un alineamiento contra el genoma de Bos taurus pues, como se
describio anteriormente, durante la extraccion de ADN de las muestras de queso se
acarrea también el ADN de vaca. Aproximadamente mil lecturas se alinearon contra
el genoma de referencia, que representa solo el 0.001% (tabla 12). El resto de las
secuencias corresponderian a la microbiota presente en la muestra. Probablemente
la baja cantidad de lecturas alineadas contra el genoma de Bos taurus se debe a
que los datos que se compartieron y subieron a ENA fueron los limpios y no los
crudos.
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Tabla 12. Rendimiento de los datos de secuenciacion de shotgun durante el
preprocesamiento

Lecturas totales 133 229 485 133 229 485
Lecturas con adaptadores 42 139 170 (31.6%) 50 800 793 (38.1%)
Lecturas filtradas sin 122 364 037 (91.84%)
adaptadores
Lecturas alineadas 1713 (0.0014%)
Lecturas NO alineadas 122 362 324 (99.99%)

8.2.3.2 Anélisis taxonémico

Continuando con el procesamiento de los datos de shotgun, se realiz6 la anotacion
taxonomica de las secuencias del queso Cotija empleando dos programas
diferentes, Kraken2 y Kaiju, cuyos resultados se presentan en las tablas 13 a 15.
Los dos programas tienen la misma aproximacion de analisis de las lecturas, pero
difieren en su algoritmo.

El programa Kaiju realiza la clasificacion taxonémica basada en la comparacion de
secuencias de aminoacidos contra una base de datos de referencia de proteinas.
Antes de la clasificacion traduce las lecturas de nucledtidos a secuencias de
aminoéacidos y después busca las coincidencias exactas maximas (MEM) en una
base de datos dada de proteinas anotadas a genomas de referencia. El algoritmo
de comparacion de secuencias utiliza la transformada de Burrows-Wheeller (BWT)
para lograr una alta velocidad de clasificacion (Menzel et al., 2016). Mientras que
Kraken2, trabaja con las secuencias de nucledétidos obtenidas por secuenciacion.
Primero construye un indice a partir de todos los k-meros que se encuentran en los
genomas de referencia y asigna cada k-mero al ancestro comun mas bajo (LCA, por
sus siglas en inglés) de todas las especies que tienen ese k-mero. Luego, hace
coincidir los k-meros encontrados en las lecturas de secuenciacion con este indice
y, finalmente, asigna la lectura al taxdn con la mayoria de los k-meros coincidentes
siguiendo un camino desde la raiz del &rbol (Wood et al., 2019).

Ambos programas clasificaron una mayor proporcion de lecturas a bacterias en
comparacioén con las clasificadas a hongos y levaduras (tabla 13). Escobar (2016)
reportd que la microbiota del queso Cotija estaba representada casi en su totalidad
por bacterias al analizar genes marcadores de copia Unica y al gen ribosomal 16S,
siendo los géneros dominantes Lactobacillus, Weisella y Leuconostoc, concordando
con lo obtenido.
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Tabla 13. Lecturas anotadas con Kraken2 y Kaiju

Totales 122 362 324 122 362 324
Bacterias 111 491 103 (91.11%) 112 206 288 (91.70%)
Arqueas 2 477 (0.002%) 4 957 (0.004%)
Eucariontes 88 448 (0.072%) 103 780 (0.085%)
Hongos y levaduras 78 608 (0.064%) 100 501 (0.082%)
Virus 10 205 (0.008%) 16 138 (0.013%)
Sin clasificar 10 770 091 (8.80%) 10 031 161 (8.20%)

8 En paréntesis la abundancia relativa de cada grupo con respecto a la abundancia total.

Con respecto al grupo fungico, la familia dominante fue Debaryomycetaceae con el
80.85% con Kaiju y 96.92% con Kraken2 (tabla 14). Esta familia comprende los
siguientes 11 géneros Debaryomyces, Kurtzmaniella, Lodderomyces, Meyerozyma,
Millerozyma, Priceomyce, Scheffersomyces, Schwanniomyces, Spathaspora,
Wickerhamia y Yamadazyma. En la actualidad, mas de 100 especies de levaduras
pertenecen a esta familia que han sido aislados de una amplia variedad de
muestras, como suelo, agua, alimentos, sustratos vegetales y muestras asociadas
a animales (Hui et al., 2014).

En quesos en particular se ha descrito a Debaryomycetaceae como familia
dominante seguida de Saccharomycetaceae, Dipodascaceae y Pichiaceae
(Michailidou et al., 2021). Una caracteristica importante de las especies de esta
familia es su capacidad de tolerar ambientes de alta salinidad, otorgandole una
ventaja con respecto a otras especies. Por lo cual, no es sorprendente la
identificacion de especies de esta familia como parte de la microbiota de quesos
madurados y semi-madurados. El queso Cotija tiene una concentracién de cloruro
de sodio de 5% vy anteriormente, se habia descrito a las familias
Debaryomycetaceae y Saccharomycetaceae como familias dominantes (Escobar,
2016).

A nivel de especie, ambos programas, identificaron a Debaryomyces hansenii como
dominante con el 47.44% (Kaiju) y 93.84% (Kraken?2) [figura 19]. Esta levadura junto
con Kluyveromyces spp., son consideradas como las especies mas comunes y
abundantes que se encuentran casi en todos los tipos de quesos y ambientes
lacteos (Fox et al., 2017). Es una levadura marina osmotolerante y halotolerante
capaz de crecer en ambientes con una salinidad de hasta 24% y baja temperatura,
metaboliza lactosa, acido lactico y citrico (Sacerdot et al., 2008).

Se debe destacar que D. hansenii produce aldehidos y alcoholes de cadena
ramificada que aceleran el desarrollo de sabor a queso (Sgrensen et al., 2011).
Ademas, muestra actividad proteolitica y lipolitica, pero la intensidad es especifica
de la cepa por lo que la influencia de D. hansenii en la textura y el sabor del queso
pueden variar. Sin embargo, se ha reportado que tiene un papel importante durante
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el proceso de maduracidon en especial en la etapa inicial debido a su metabolismo
(Mansour et al., 2008; Frohlich-Wyder et al., 2019).

Tabla 14. Principales familias anotadas a partir de los datos metagendmicos de
shotgun del queso Cotija.

Especie Conteo Abupdancia Especie Conteo Abuqdancia
relativa (%) relativa (%)
Debaryomycetaceae 76184 96.916 Debaryomycetaceae 66090 80.848
Saccharomycetaceae 1004 1.277 Glomeraceae 11235 13.744
Nectriaceae 190 0.242 Mucoraceae 3326 4.069
Pichiaceae 109 0.139 Saccharomycetaceae 1818 2.224
Trichomonascaceae 88 0.112 Harpellaceae 806 0.986
Glomerellaceae 86 0.109 Aspergillaceae 949 1.161
Malasseziaceae 79 0.100 Pleosporaceae 679 0.831
Ustilaginaceae 68 0.087 Saccharomycodaceae 609 0.745
Pyriculariaceae 66 0.084 Trichomonascaceae 474 0.580
Phaffomycetaceae 44 0.056 Punctulariaceae 423 0.517

a Abundancia relativa con respecto al 100% de las lecturas asignadas a hongos y levaduras

Al comparar con las especies asignadas previamente por Escobar (2016) con el gen
ribosomal 18S (Figura 7, tabla 4), ella identifico distintas especies de Debaromyces
las cuales se encontraban entre las dominantes (D. udenii, 14.2%) y subdominantes
(D. hansenii var. hansenii, D. hansenii y D. sp. MPSR02) al contar con abundancias
>10% y 1-10%, respectivamente, contribuyendo a la idea de que la especie D.
hansenii forma parte de la microbiota del queso Catija.

Siguiendo con las especies fungicas asignadas con Kaiju, en total asigné 676
especies de las cuales dos fueron dominante con mas de 10% de abundancia.
Rhizophagus sp. MUCL 43196 cont6 con una abundancia de 11.09% siendo parte
de la poblacion dominante. Sin embargo, este hongo no se ha reportado
previamente en productos lacteos sino se ha asociado a muestras vegetales y
ambientales ya que forma parte del filo Glomeromycota de hongos micorricicos.
Este se asocia por simbiosis a las raices de plantas terrestres y, facilita la absorcion
de nutrientes esenciales al actuar como extensiones de la raiz y promueve el
crecimiento de las plantas (Morin et al., 2019). La poblacién subdominante estuvo
representada por tres especies, Debaryomyces fabryi, Mucor ambiguus vy
Lachancea nothofagi con el 5.25%, 3.30 y 1.22% de abundancia respectivamente.
El resto de las especies se encontraron pobremente representados al tener
abundancias inferiores al 1% (Anexo V).

Por su parte, Kraken2 asigné menor cantidad de especies con un total de 58. De las
cuales solo una especie conformo la poblacion dominante (D. hansenii). La especie
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Scheffersomyces stipitis, también denominada como Pichia stipitis, fue la Gnica
especie subdominante al contar con 2.16% de abundancia. Esta levadura ha sido
muy estudiada debido a su capacidad de metabolizar azlcares de cinco carbonos
como la D-xilosa y la L-arabinosa. Se ha utilizado en la industria para producir
bioetanol a partir de residuos de cultivos como del maiz y de la cafia de azucar, y
para la produccién de acido fumarico (Yang et al., 2019). También se ha empleado
como fuente de genes para la ingenieria del metabolismo de la xilosa en otros
microorganismos (Papini et al., 2012). A pesar de su metabolismo, se ha
relacionado a quesos. La especie fue reportada por Murugesan et al. (2018) como
abundante en distintos quesos mexicanos entre los que se encuentra un queso tipo
Cotija siendo coherente con lo obtenido; sin embargo, su papel en los quesos aun
no ha sido investigada. Esta especie también fue identificada por Kaiju pero con una
abundancia inferior al 1%.

El resto de las especies identificadas con Kraken2 presentaron una abundancia
inferior al 1% (Anexo V), entre estas se encontré a K. lactis con una abundancia de
0.80%, la cual también se ha reportado como parte de la microbiota de quesos y
ambientes lacteos. Dentro del grupo de trabajo, esta especie fue identificada como
parte de la poblacién fungica del queso Cotija (Martinez, 2009), por lo que la
asignacion de lecturas a esta especie concuerda con lo que se ha reportado
anteriormente dentro del grupo.

Si analizamos las levaduras identificadas con Kraken2 y Kaiju, en el primero de ellos
se describen mas géneros que se han descrito como parte de la microbiota de
quesos tradicionales, tal es el caso de Kluyveromyces, Candida y Saccharomyces.
Mientras que con Kaiju, la mayoria de ellos han sido relacionados con muestras
ambientales de suelo y arboles.

s__Debaryomyces hanseni

s__Rhizophagus sp. MUCL 43196

s__Debaryomyces fabryi
®s__Mucor ambiguus

s__Scheffersomyces stipitis

Abundancia relativa (%)

s__Lachancea nothofagi

m Otros

I
Kraken2 Kaiju

Figura 19. Principales especies anotadas a partir de los datos metagendmicos de
shotgun del queso Cotija.

60



8.2.3.3 Ensamble de las lecturas con SPAdes

Las lecturas de shotgun filtradas por calidad se ensamblaron con el programa
SPAdes cuyas estadisticas se muestran en la tabla 15. El nimero total de contigs
ensamblados fue de 89 479 con una N50 de 3 903 pb y un L50 de 6 169. EI N50 y
L50 son dos parametros utilizados para evaluar la calidad del ensamble, el primero
hace referencia a la longitud del contig mas corto con el que se alcanza el 50% del
tamafio total del genoma. Por otro lado, L50 es el nUmero de contigs con el que se
alcanza el 50% del tamario total del genoma. Se espera que la longitud del contig
de N50 sea larga y el menor numero de contigs para L50, garantizando que se
ensambla y recupera la mayor proporcion de los genomas presentes en la muestra
(Gurevich et al., 2013).

Tabla 15. Estadisticas del ensamble del metagenoma del queso Cotija con SPAdes

Numero total de bases ensambladas (pb) 125 477 222
Numero total de contigs 89479
Tamarfo del contig mas largo (bp) 271 050
N50 (bp) 3903
L50 6 169

8.2.3.4 Extraccién de secuencias ITS e identificaciéon

El programa ITSx extrajo solo una secuencia de las lecturas metagendémicas y la
asigno al grupo de hongos y levaduras. Esta secuencia corresponde a la region ITS
completa (tabla 16) con una longitud de 550 pb. Al alinearla con BLASTn se
identificé como D. hansenii (figura 20), lo cual concuerda con la especie dominante
asignada con Kraken2 y Kaiju.

Tabla 16. Secuencias identificadas como ITS

ITS completa
ITS1
ITS2

- (550 bp)
3971 - 4168 (198 bp)
4327 - 4519 (193 bp)

>NODE_2247 length_8396 cov_1
4.663060|F
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Score Expect Identities Gaps Strand
1016 bits(550) 0.0 550/550(100%) 0/550(0%) Plus/Plus

Query 1 CAGTATTCTTTTTGCCAGCGCTTAATTGCGCGGCGAAAAAACCTTACACACAGTGTTTTIT 60

CELCUREEETEEEERE R EE e ELE ey |
Sbjct 35  CAGTATTCTTTTTGCCAGCGCTTAATTGLGCGGCGAAAAAACCTTACACACAGTGTTTTT 94

Query 61 TGTTATTACAAGAACTTTTGCTTTGGTCTGGACTAGAAATAGTTTGGGCCAGAGGTTTAC 120

Sbjct 95 TGTTATTACAAGAACTTTTGCTTTGGTCTGGACTAGAAATAGTTTGGGCCAGAGGTTTAC 154

Query 121 TGAACTAAACTTCAATATTTATATTGAATTGTTATTTATTTAATTGTCAATTTGTTGATT 180

\I\\I\ \I\\ \\\\ [IIITLLT \\\\\I\ iy \\\\I\\I\ \ [l \\\
AACTAAA

Sbjct 155 TATTTATATTGAATTGTTATTTATTTAATTGTCAATTTGTTGATT 214

Query 181 AAATTCAAAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAG 240
HIHIHIH \HHIHIHIH [LLELLLLEET LT

Sbjct 215 AAAACT TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAG 274

Query 241 AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTT 300

Sbjct 275 AACGCAGCGAARATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTT 334

Query 301 GAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCT 360

CECCPEEETEEEERE LR e e et e ey
Sbjct 335 GAACGCACATTGLGLCCTCTGGTATTCCAGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCT 394

Query 361 TCAAACCTTCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGAACTAGGCGTTTGCTTGAA 420

Sbjct 395 CTCAAACCTTCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGAACTAGGCGTTTGCTTGAA 454

Query 421 ATGTATTGGCATGAGTGGTACTGGATAGTGCTATATGACTTTCAATGTATTAGGTTTATC 480

Sbjct 455 TGGCATGAGT AGTGCTAT CTTTCAATGTATTAGGT 514

Query 481 CAACTCGTTGAATAGTTTAATGGTATATTTCTCGGTATTCTAGGCTCGGCCTTACAATAT 540

FELELEEEEEETEEE e e e e e e e e ee e e ety
Sbjct 515 CAACTCGTTGAATAGTTTAATGGTATATTTCTCGGTATTCTAGGCTCGGCCTTACAATAT 574

Query 541 AACAAACAAG 550

Sbjct 575

Figura 20. Secuencia ITS (Node 2247) alineada con D. hansenii
con el nimero de acceso MT321273

8.2.4 Analisis metagendmico dirigido y shotgun

Al analizar las asignaciones de los dos tipos de datos metagenémicos, observamos
gue a pesar de la diferencia en la profundidad de secuenciacién se logra recuperar
un género en comun, Debaryomyces, el cual como se menciona forma parte de la
comunidad microbiana de quesos. Asi mismo, Komagataella, otro de los géneros
con mayor abundancia segun los datos de amplicones, se rescaté con Kaiju pero
como parte de la comunidad pobremente representada. Los dos enfoques otorgan
un buen acercamiento sobre la posible diversidad de levaduras presentes en el
queso Cotija, sin embargo, no se pudo aprovechar la ventaja que tiene la
metagendmica de shotgun debido a que originalmente el objetivo del proyecto que
realizé la secuenciacion era caracterizar la comunidad bacteriana y por lo cual se
optd por una metodologia de extraccion de ADN diferente (utilizando enzimas que
degradan la pared celular de bacterias, lisozima y mutanolisina), con lo que la
proporcién original de las levaduras en el queso no se pudo ver representada
correctamente. Por lo cual, el enfoque basado en amplicones resulta una estrategia
mas eficiente para describir al grupo de levaduras en el queso Cotija al enfocarse
en un gen marcador y, logré describir mas géneros, aunque no se pudo discriminar
entre especies dada la diferencia observada y el poder de resolucion del marcador.
Asi mismo, el analisis de amplicones con los enfoques de OTUs o ASV identificaron
los mismos géneros dominantes y subdominantes en el queso Cotija (figura 21) y
por tanto son buenas estrategias de analisis para conocer la diversidad de levaduras
en una muestra.
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Datos metagendémicos de ITS1

A

QC-22

Géi

QC-57

QC-95

Candida

Debaryomyces
Komagataella
Aspergillus
Yamadazyma
Moniliella

Starmerella

Kluyveromyces
Yamadazyma

Starmerella
Komagataella
Demaryomyces

Komagataella
Kluyveromyces
Issatchenkia
Kodamaea
Candida
Wickerhamiella

Moniliella
Starmerella

D

Datos metagendémicos de shotgun

Metagenomica de
shotgun

Scheffersomyces stipitis
Debaryomyces hansenii

Rhizophagus sp. MUCL 43196
Debaryomyces fabryi
Mucor ambiguus
Lachancea nothofagi

Datos de ITS1y shotgun

Datos metagendmicos

ITS1 Shotgun
(OTUs y ASVs) (Kraken2 y Kaiju)

Géneros dominantes y subdominantes

. Komagataella

Starmerella
Kluyveromyces
Aspergillus
Yamadazyma
Moniliella
Issatchenkia
Kodamaea
Candida
Wickerhamiella

- Rhizophagus

Mucor

Figura 21. Diagramas de Venn de los géneros dominantes y subdominantes
asignados por las estrategias de andlisis sobre los datos metagenémicos de ITS1y

shotgun. A — QC-22; B - QC-57; C — QC-95.
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Conclusiones

La amplificacion y secuenciacion de la region ITS1 permitié identificar a las
levaduras que forman parte de la microbiota del Queso Cotija Regién de Origen,
encontrando tres familias dominantes, Phaffomycetaceae, Debaryomycetaceae
y Saccharomycetaceae, a nivel de género destacaron Komagataella,
Starmerella y Debaryomyces al contar con mas del 18% de abundancia. El
primer de ellos se presentdé como género en comun entre las tres muestras
analizadas.

Los perfiles taxonémicos obtenidos por el analisis de las secuencias de ITS1
fueron distintos para cada una de las muestras analizadas, siendo mas similares
QC-22 y QC-95 que la muestra QC-57.

La aplicacion de dos estrategias de andlisis bioinforméatico en los datos de ITS1,
propuestas en este trabajo, permitié la anotacion del mismo género de levaduras
para cada una de las tres muestras analizadas, aunque a nivel de especie fueron
distintas.

Al analizar los datos metagendmicos de shotgun obtenidos en un proyecto
anterior, se corroboré que la microbiota del Queso Cotija estd dominada por
bacterias Firmicutes y en menor proporcion se encuentran las levaduras. Dentro
de la fraccion de levaduras identificadas por los programas Kraken2 y Kaiju, la
familia Debaryomycetaceae fue la dominante; mientras que, a nivel de especie,
Debaryomyces hansenii obtuvo el mayor porcentaje de abundancia con el 93.8%
y 47.4%, respectivamente.

La basqueda y extraccidén de posibles secuencias de ITS, con el programa ITSx
a partir de los contigs ensamblados, condujo a la identificacion de una secuencia
completa de ITS asignada a la levadura D. hansenii con BLAST.

Al comparar los perfiles taxonomicos obtenidos por el andlisis de las secuencias
de ITS1 con ambas estrategias y la fraccion de levaduras identificadas de los
datos de shotgun, observamos que coinciden en la presencia del género
Debaryomyces como parte de dicho grupo en el Queso Cotija Region de Origen.
Asi mismo, la metagendmica con secuenciacién dirigida a la region ITS1 permitié
conocer mas géneros de levaduras, aunque no se pudo discriminar entre
especies dada la diferencia observada por las estrategias utilizadas.
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10 Perspectivas

Algunas de las actividades derivadas de este analisis y que quedaron fuera de los
alcances de este estudio pero que resultan de interés son:

» Enfocarse en el aislamiento de los géneros identificados con las lecturas de
ITS1, especialmente los dominantes. Probar medios de cultivo especificos para
levaduras halofilas debido a que los géneros identificados tenian esta
caracteristica.

= Evaluar la presencia de hongos filamentosos, en particular del género
Aspergillus dada su importancia en alimentos y clinica.

= Evaluar el efecto del filtrado sobre las lecturas recuperadas (parametros maxgEE
y truncQ) y sobre el perfil taxonémico inferido segun la estrategia por ASVs.

= Evaluar la contribucién de la contaminacion presente en los reactivos en la
diversidad microbiana descrita.
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Anexo

Resultados obtenidos por Escobar (2016) con el programa Parallel-meta

Tabla 1. Anotacion taxondmica para eucariontes del ADNr 18S de muestras de Queso Cotija de distintos municipios de la
Regidén de Origen. (Tomado y modificado de Escobar, 2016).

Abundancia Relativa (%)
Dominio Reino Filum Familia Género Especie Conteo | Familia Género Especie
Eukaryota Fungi Ascomycota Mitosporic Dothioraceae Kabatiella Kabatiella microsticta 22 1.10 1.10 1.10
Eukaryota Fungi Ascomycota Dothideaceae Bagnisiella Bagnisiella examinans 27 415 1.35 135
Eukaryota Fungi Ascomycota Dothideaceae Dothidea Dothidea berberidis 56 ) 2.80 2.80
Eukaryota Fungi Ascomycota Mycosphaerellaceae Mycosphaerella Mycosphaerella podagrariae 22 1.10 1.10 1.10
Eukaryota Fungi Ascomycota Teratosphaeriaceae Teratosphaeria Teratosphaeria molleriana 43 220 2.15 2.15
Eukaryota Fungi Ascomycota Teratosphaeriaceae Teratosphaeriaceae Teratosphaeriaceae sp. D007_09 1 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Delitschiaceae Delitschia Delitschia winteri 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Ajellomycetaceae Ajellomyces Ajellomyces capsulatus 4 0.20 0.20 0.20
Eukaryota Fungi Ascomycota Sclerotiniaceae Botryotinia Botryotinia fuckeliana B05.10 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Sarcoscyphaceae Sarcoscypha Sarcoscypha austriaca 1 0.88 0.05 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Sarcosomataceae Urnula Urnula hiemalis 16 0.80 0.80 0.80
Eukaryota Fungi Ascomycota Debaryomycetaceae Debaryomyces Debaryomyces udenii 283 14.15
Eukaryota Fungi Ascomycota Debaryomycetaceae Debaryomyces Debaryomyces hansenii var.hansenii 200 10.00
Eukaryota Fungi Ascomycota Debaryomycetaceae Debaryomyces Debaryomyces hansenii 155 7.75
Eukaryota Fungi Ascomycota Debaryomycetaceae Debaryomyces Debaryomyces sp.MPSR02 65 3.25
Eukaryota Fungi Ascomycota Debaryomycetaceae Debaryomyces Debaryomyces maramus 1 45.70 35.20 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Debaryomycetaceae Lodderomyces Lodderomyces elongisporus 10 0.50 0.50
Eukaryota Fungi Ascomycota Debaryomycetaceae Meyerozyma Meyerozyma guilliermondii ATCC6260 2 0.10
Eukaryota Fungi Ascomycota Debaryomycetaceae Meyerozyma Meyerozyma guilliermondii 2 0.20 0.10
Eukaryota Fungi Ascomycota Debaryomycetaceae Schwanniomyces Schwanniomyces capriottii 196 9.80 9.80
Eukaryota Fungi Ascomycota Endomycetaceae Endomyces Endomyces sp. 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Metschnikowiaceae Metschnikowia Metschnikowia sp.UWOPS04-218.3 2 0.10 0.10 0.10
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Eukaryota Fungi Ascomycota Mitosporic Saccharomycetales Blastobotrys Blastobotrys adeninivorans 3 0.15 0.15
Eukaryota Fungi Ascomycota Mitosporic Saccharomycetales Brettanomyces Brettanomyces naardenensis 1 0.05 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Mitosporic Saccharomycetales Candida Candida dubliniensis 48 240
Eukaryota Fungi Ascomycota Mitosporic Saccharomycetales Candida Candida lignicola 7 0.35
Eukaryota Fungi Ascomycota Mitosporic Saccharomycetales Candida Candida sp.SK75 3 0.15
Eukaryota Fungi Ascomycota Mitosporic Saccharomycetales Candida Candida lyxosophila 3 0.15
Eukaryota Fungi Ascomycota Mitosporic Saccharomycetales Candida Candida sp.BG02-7-20-001A-2-1 2 3.70 0.10
Eukaryota Fungi Ascomycota Mitosporic Saccharomycetales Candida Candida silvanorum 2 0.10
Eukaryota Fungi Ascomycota Mitosporic Saccharomycetales Candida Candida sp.NRRLY-27170 1 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Mitosporic Saccharomycetales Candida Candida psychrophila 1 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Mitosporic Saccharomycetales Candida Candida palmioleophila 1 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Mitosporic Saccharomycetales Candida Candida lassenensis 1 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Mitosporic Saccharomycetales Candida Candida fennica 1 3.50 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Cyberlindnera Cyberlindnera saturnus 3 0.15 0.15
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Dekkera Dekkera anomala 4 0.20
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Dekkera Dekkera bruxellensis 1 0.25 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Kazachstania Kazachstania unispora 330 16.50
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Kazachstania Kazachstania sp.QMW-2009a 1 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Kazachstania Kazachstania exigua 1 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Kazachstania Kazachstania telluris 1 16.65 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Kluyveromyces Kluyveromyces wickerhamii 1 0.05 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Kodamaea Kodamaea ohmeri 1 0.05 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Lachancea Lachancea kluyveri 8 0.40 0.40
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Naumovia Naumovia castellii 145 7.25 7.25
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Pichia Pichia sp. 4 3165 0.20
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Pichia Pichia triangularis 1 ’ 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Pichia Pichia sp.SG3L01 1 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Pichia Pichia pijperi 1 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Pichia Pichia mexicana 1 0.40 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Saccharomyces Saccharomyces cerevisiae 18 0.90
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Saccharomyces Saccharomyces spencerorum 8 0.40
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Saccharomyces Saccharomyces servazzii 2 0.10
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Saccharomyces Saccharomyces bayanus 2 0.10
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Saccharomyces Saccharomyces cerevisiae AWRI796 1 1.55 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Williopsis Williopsis salicorniae 65 3.25
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Williopsis Williopsis pratensis 16 4.05 0.80
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycetaceae Zygosaccharomyces Zygosaccharomyces lentus 17 0.85 0.85
Eukaryota Fungi Ascomycota Saccharomycopsidaceae Saccharomycopsis Saccharomycopsis fibuligera 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Wickerhamomycetaceae Wickerhamomyces Wickerhamomyces sydowiorum 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Cordycipitaceae Cordyceps Cordyceps bifusispora 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Hypocreaceae Hypocrea Hypocrea lixii 2 0.10 0.10 0.10
Eukaryota Fungi Ascomycota Mitosporic Halosphaeriaceae Monodictys Monodictys castaneae 2 0.10 0.10 0.10
Eukaryota Fungi Ascomycota Lasiosphaeriaceae Podospora Podospora anserina 2 0.10 0.10 0.10
Eukaryota Fungi Ascomycota Schizosaccharomycetaceae Schizosaccharomyces  [Schizosaccharomyces japonicus 1 0.05 0.05 0.05
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Eukaryota Fungi Ascomycota Taphrinaceae Taphrina Taphrina deformans 2 0.10
Eukaryota Fungi Ascomycota Taphrinaceae Taphrina Taphrina tosquinetii 1 0.20 0.05
Eukaryota Fungi Ascomycota Taphrinaceae Taphrina Taphrina farlowii 1 0.20 0.05
Eukaryota Fungi Basidiomycota Agaricales Uncultured Russulales  |Uncultured Russulales 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Fungi Basidiomycota Cystofilobasidiaceae Cystofilobasidium Cystofilobasidium infirmominiatum 2 0.15 0.10
Eukaryota Fungi Basidiomycota Cystofilobasidiaceae Cystofilobasidium Cystofilobasidium ferigula 1 0.15 0.05
Eukaryota Fungi Basidiomycota Dacrymycetaceae Calocera Calocera viscosa 12 0.60 0.60 0.60
Eukaryota Fungi Basidiomycota Hymenochaetales incertae sedis Resinicium Resinicium saccharicola 2 0.10 0.10 0.10
Eukaryota Fungi Basidiomycota Sparassidaceae Sparassis Sparassis sp.TENN50289/ss31 2 0.10 0.10 0.10
Eukaryota Fungi Basidiomycota Sebacinaceae Craterocolla Craterocolla cerasi 2 0.95 0.10 0.10
Eukaryota Fungi Basidiomycota Sebacinaceae Sebacina Sebacina vermifera 17 ) 0.85 0.85
Eukaryota Fungi Basidiomycota Mitosporic Entylomataceae Tilletiopsis Tilletiopsis oryzicola 4 0.20 0.20 0.20
Eukaryota Fungi Basidiomycota Mitosporic Agaricostilbomycetidae  |Bensingtonia Bensingtonia musae 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Fungi Chytridiomycota Unclassified Lobulomycetales Lobulomycetales Lobulomycetales sp.AF011 3 0.15 0.15 0.15
Eukaryota Fungi Chytridiomycota Unclassified ---- o 1 0.05 ---- 0.05
Eukaryota Fungi Dikarya Taiwanofungus Taiwanofungus Taiwanofungus camphoratus 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Fungi Dikarya Bispora Bispora Bispora christiansenii 18 0.90 0.90 0.90
Eukaryota Fungi Dikarya Graphium Graphium Graphium rubrum 2 0.10 0.10 0.10
Eukaryota Fungi Dikarya Moniliella Moniliella Moniliella suaveolens 17 1.20 0.85
Eukaryota Fungi Dikarya Moniliella Moniliella Moniliella acetoabutans 7 1.20 0.35
Eukaryota Fungi Dikarya Phaeomoniella Phaeomoniella Phaeomoniella prunicola 2 0.10 0.10 0.10
Eukaryota Fungi Dikarya Spicellum Spicellum Spicellumroseum 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Fungi Dikarya Tetracladium Tetracladium Tetracladium marchalianum 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Fungi Dikarya Neolecta Neolecta Neolecta irregularis 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Fungi Dikarya Unclassified e oo 1 0.05
Eukaryota Fungi Environmental ---- e e 4 - ---- o
Eukaryota Fungi Fungi incertae sedis  [Zygomycete sp.AM-2008a Unclassified Unclassified 20 1.00 1.00 1.00
Eukaryota Fungi Fungi incertae sedis |Mucor Mucor Mucor mucedo 2 0.10 0.10 0.10
Eukaryota Fungi Fungi incertae sedis __[Zygorhynchus Zygorhynchus Zygorhynchus heterogamus 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Fungi Glomeromycota Environmental samples Uncultured Glomus Uncultured Glomus 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Alveolata Apicomplexa Babesia Babesia Babesia odocoilei 2 0.10 0.10 0.10
Eukaryota Alveolata Ciliophora Leptopharynx Leptopharynx Leptopharynxcostatus 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Alveolata Dinophyceae Amphidinium Amphidinium Amphidinium belauense 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Alveolata Dinophyceae Uncultured syndiniales Unclassified Unclassified 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Amoebozoa Centramoebida Protacanthamoeba bohemica Unclassified Unclassified 5 0.25 0.25 0.25
Eukaryota Fonticula Fonticula ---- ---- o 2 - ---- o
Eukaryota Metazoa Craniata Ophichthidae Echiophis Echiophis punctifer 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Metazoa Malacostraca Homoloidea Latreilla Latreilla valida 1 0.05 0.05 0.05
Eukaryota Metazoa Porifera Crambe Crambe Crambe crambe 2 0.10 0.10 0.10
Eukaryota Metazoa Vertebrata Murinae Mus Mus musculus 4 0.20 0.20 0.20
Eukaryota Viridiplantae | Tracheophyta Acanthaceae Avicennia Avicennia marina 2 0.10 0.10 0.10
Eukaryota Environmental [Uncultured eukaryote |---- 19

78



II. Cebadores utilizados en la secuenciacién de laregiéon ITS1

Tabla 2. Cebadores utilizados para la amplificacion de la region ITS1.
Tomado de lllumina, 2021.

Cebadores directos Cebadores inversos

Nombre Secuencia (5’) Nombre Secuencia (5%)
ITS_fwd_1 CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA ITS_rev_1 GCTGCGTTCTTCATCGATGC
ITS_fwd_2 CTCGGTCATTTAGAGGAAGTAA ITS_rev_2 GCTGCGTTCTTCATCGATGG
ITS_fwd_3 CTTGGTCATTTAGAGGAACTAA ITS_rev_3 GCTACGTTCTTCATCGATGC
ITS_fwd_4 CCCGGTCATTTAGAGGAAGTAA ITS_rev_4 GCTGCGTTCTTCATCGATGT
ITS_fwd_5 CTAGGCTATTTAGAGGAAGTAA ITS_rev_5 ACTGTGTTCTTCATCGATGT
ITS_fwd_6 CTTAGTTATTTAGAGGAAGTAA ITS_rev_6 GCTGCGTTCTTCATCGTTGC
ITS_fwd_7 CTACGTCATTTAGAGGAAGTAA ITS_rev_7 GCGTTCTTCATCGATGC

ITS_fwd_8 CTTGGTCATTTAGAGGTCGTAA -—-- —

Ill.  Soluciones

Tabla 3. Buffer de lisis

Reactivo / Solucion Cantidad Concentracién
Tris-HCI 2 mL 20 mM
NaCl 5M 5mL 250 mM
SDS 20% 5mL 25 mM
EDTA*Na20.5 M pH 8 2.5mL 0.5%

H20 destilada cbp 100 mL
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V.

Asignacion taxondmica de las secuencias de laregion ITS1

Tabla 4. Hongos y levaduras asignadas con BLASTn segun Balint et al. (2014).

QC-22 QC-57 QC-95
Abundancia Abundancia Abundancia

— — - Conteo — - Conteo — - Conteo ~ n
Phylum Clase Orden Familia Género Especie Género |Especie Género | Especie Género| Especie
NA NA NA NA NA NA 44
NA NA NA NA NA NA 11
Ascomycota NA NA NA NA NA 5
Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium Cladosporium_oxysporum 16 0.0069 59 0.0223
Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium Cladosporium_halotolerans 4 0.0099 0.0017 0.0230
Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium Cladosporium_sphaerospermum 3 0.0013
Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium Cladosporium_dominicanum 2 0.0008
Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Toxicocladosporium Toxicocladosporium_protearum 8 0.0030 0.0030
Ascomycota Dothideomycetes Mycosphaerellales |Teratosphaeriaceae NA NA 4
Ascomycota Dothideomycetes Mycosphaerellales |Teratosphaeriaceae Pseudotaeniolina Pseudotaeniolina_globosa 7 0.0026 0.0026
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Didymellaceae Ascochyta Ascochyta_medicaginicola 76 0.0287 0.0287
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Didymellaceae Didymella Didymella_pomorum -
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Didymellaceae Epicoccum NA 148 0.0559
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Phaeosphaeriaceae Phaeosphaeria NA 6 0.0026
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria Alternaria_alstroemeriae 48 0.0206 0.0206
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Curwularia NA 2 0.0008
Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales g:estoetgi);nales_fam_lnce Neophaeococcomyces Neophaeococcomyces_aloes 5 0.0019 0.0019
Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales Herpotrichiellaceae Coniosporium NA 6 0.0023
Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales Herpotrichiellaceae Exophiala Exophiala_oligosperma -
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus NA 6437 52
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus NA 11
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus_candidus 557 0.2387 0.0026
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus_jensenii 144 6.2777 0.0617 0.0223
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus_westerdijkiae 7496
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus_westerdijkiae 3 3.2143
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus_westerdijkiae 2
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Penicillium NA 67
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Penicillium NA 4
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Penicillium Penicillium_chrysogenum 32 0.0441 0.0137 0.0042
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Penicillium Penicillium_citreonigrum 7 58.3333
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Penicillium Penicillium_citrinum 4 0.0017
Ascomycota Leotiomycetes NA NA NA NA 5
Ascomycota Leotiomycetes Erysiphales Erysiphaceae Erysiphe Erysiphe_vignae
Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Sclerotiniaceae Monilia Monilia_medoacensis 2 0.0009 0.0009
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Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Debaryomycetaceae Debaryomyces NA 2 -

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Debaryomycetaceae Debaryomyces NA 54.3535 2 12,5136 0.8644

Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales |Debaryomycetaceae Debaryomyces Debaryomyces_hansenii 126840 54.3526 0.6888

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Debaryomycetaceae Debaryomyces Debaryomyces_delbrueckii 0.1755

Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales |Debaryomycetaceae Kurtzmaniella NA 55 0.0236 0.2178

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Debaryomycetaceae Meyerozyma Meyerozyma_guilliermondii 115 0.0493 0.0493 0.0302 0.030

Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales |Debaryomycetaceae Yamadazyma NA 5472

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Debaryomycetaceae Yamadazyma NA 1178 32606 0.2204

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Debaryomycetaceae Yamadazyma NA 957

Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales |Debaryomycetaceae Yamadazyma NA 2

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Dipodascaceae Geotrichum NA 5

Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales |Dipodascaceae Geotrichum Geotrichum_silvicola 3 0.0034 0.0013 0.0045

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Dipodascaceae Geotrichum Geotrichum_candidum 0.0045

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Dipodascaceae Yarrowia Yarrowia_alimentaria 0.0075 0.0075

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Metschnikowiaceae Clavispora NA 12 0.0051

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Metschnikowiaceae Clavispora Clavispora_lusitaniae

Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales |Metschnikowiaceae Kodamaea Kodamaea_ohmeri 9

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Metschnikowiaceae Kodamaea Kodamaea_ohmeri 0.0039 0.0039 3.4065 3.4065

Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales |Metschnikowiaceae Kodamaea Kodamaea_ohmeri

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Metschnikowiaceae Kodamaea Kodamaea_ohmeri

Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales |Pichiaceae Pichia Pichia_kluyveri 4 0.0030 0.0017

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Pichiaceae Pichia Pichia_mandshurica 3 0.0013

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Phaffomycetaceae Barnettozyma Barnettozyma_californica 0.0045 0.0045

Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales |Phaffomycetaceae Komagataella NA 41320

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella_phaffii 19644 16251

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella_phaffii 3 27.1476 8.4190 32.6715 10.3771 17.9122 6.1347

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella_phaffii 2

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella_ulmi 2386 1.0224 0.8528 1153 0.4352

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Saccharomycetaceae Issatchenkia Issatchenkia_orientalis 28 0.0120 0.0120 0.0027 0.0027 32057 32057

Ascomycota  |[Saccharomycetes Saccharomycetales |Saccharomycetaceae Issatchenkia Issatchenkia_orientalis 4 8493

Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales |Saccharomycetaceae Kluyveromyces Kluyveromyces_lactis 3627 1.5542 1.5542 6868 4.7120 47120 180014 67.95 67.9460

Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales iicecrgaero;ne);ciztales_fam_ Candida NA 4841 7

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales ;i(:;g:-lemg;ﬁestales_fam_ Candida NA 3

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales iii?;a;o:;{;:izbalesjamf Candida Candida_parapsilosis 337 0.1444 0.0611 5733 2.1639

Ascomycota  (Saccharomycetes Saccharomycetales ﬁ‘iz:gaero:eydciitales_fam_ Candida Candida_metapsilosis 258 125

Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales ﬁ‘i:?gagogﬁztales_fam_ Candida Candida_metapsilosis 12 0.1157 0.1585 58 0.0691
Saccharomycetales_fam . . Lo 23375 0.2490 24179

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales Incertae_sedis — —[Candida Candida_metapsilosis

Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales iaccecnr;aerfg‘leydci:tales_fam_ Candida Candida_orthopsilosis 2 0.0009

Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales ii(;igaero;ne);ciztales_fam_ Candida Candida_oceani 2 0.0009 38 0.0143

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales ;i(:;;aerog;ﬁ:nales_fam_ Candida Candida_spencermartinsiae 430 0.1623

Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetales_fam_ Candida Candida_intermedia 22 0.0083

Incertae_sedis
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Saccharomycetales_fam_

Ascomycota  (Saccharomycetes Saccharomycetales Incertae_sedis Diutina Diutina_catenulata 232 0.0994 0.0994 6 0.0041
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales iaczcrgaero:e);ciztales_fam_ Starmerella NA 2064 65899
Saccharomycetales_fam . 0.8845 R2308
Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales Incertae sedis — —|Starmerella Starmerella_apicola
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales |Trichomonascaceae Wickerhamiella Wickerhamiella_pararugosa 251 0.1084 0.1084
Ascomycota  [Saccharomycetes Saccharomycetales |Trichomonascaceae Wickerhamiella Wickerhamiella_pararugosa 2
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Bionectriaceae Gliomastix NA 4 0.0017
Ascomycota  |Sordariomycetes Hypocreales Bionectriaceae Clonostachys NA 3 0.0013
Ascomycota  [Sordariomycetes Chaetosphaeriales |Chaetosphaeriaceae Pseudodinemasporium NA 3 0.0013
Ascomycota  [Sordariomycetes Hypocreales Cordycipitaceae Lecanicillium Lecanicillium_coprophilum 103 0.0441 0.0441
Ascomycota  [Sordariomycetes Hypocreales Cordycipitaceae Simplicillium NA
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Cordycipitaceae Simplicillium Simplicillium_lanosoniveum
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales :yszz::ales_fam_lncerta Acremonium Acremonium_charticola 579
X Hypocreales_fam_Incerta ] . ] 04701 0.4701
Ascomycota  |[Sordariomycetes Hypocreales e sedis - - Acremonium Acremonium_charticola 518
Ascomycota  [Sordariomycetes Hypocreales :ygzz::alesjamflncerta Sarocladium NA
Ascomycota  |Sordariomycetes Microascales Microascaceae Scopulariopsis Scopulariopsis_flava 3 0.0013 0.0013
Ascomycota  [Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium NA 41 0.1658
Ascomycota  [Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium_oxysporum 346 0.1483
Ascomycota  [Sordariomycetes Xylariales Diatrypaceae Eutypella NA 5 0.0021
Ascomycota  |Taphrinomycetes Taphrinales Taphrinaceae Taphrina NA 3 0.0013
Basidiomycota | Agaricomycetes Boletales Pisolithaceae Pisolithus NA 3 0.0013
Basidiomycota | Agaricomycetes Polyporales Ganodermataceae Ganoderma NA
Basidiomycota | Agaricomycetes Polyporales Steccherinaceae Junghuhnia NA
Basidiomycota | Agaricomycetes Russulales Peniophoraceae NA NA 8 0.0034
Basidiomycota | Agaricomycetes Russulales Peniophoraceae NA NA
Basidiomycota |Agaricostilbomycetes [Agaricostilbales Agaricostilbaceae Sterigmatomyces NA 0.0159
Basidiomycota |Agaricostilbomycetes [Agaricostilbales Agaricostilbaceae Sterigmatomyces Sterigmatomyces_halophilus 37 0.0159
Basidiomycota |Mal iomycetes  [Mal ziales NA NA NA
Basidiomycota |[Malasseziomycetes |Malasseziales Malasseziaceae Malassezia NA 20 0.0086
Basidiomycota |[Malasseziomycetes  |Mal Ziales Mal iaceae Mal zia NA
Basidiomycota |Microbotryomycetes  |Sporidiobolales Sporidiobolaceae Rhodotorula NA
Basidiomycota |Microbotryomycetes  |Sporidiobolales Sporidiobolaceae Rhodotorula NA
Basidiomycota |Microbotryomycetes  |Sporidiobolales Sporidiobolaceae Rhodotorula Rhodotorula_mucilaginosa
Basidiomycota |Moniliellomycetes Moniliellales Moniliellaceae Moniliella NA 5139
Basidiomycota [Moniliellomycetes Moniliellales Moniliellaceae Moniliella NA 1897 30236
Basidiomycota |Moniliellomycetes Moniliellales Moniliellaceae Moniliella NA 20
Basidiomycota |Moniliellomycetes Moniliellales Moniliellaceae Moniliella NA
Basidiomycota | Tremellomycetes Filobasidiales Filobasidiaceae Naganishia Naganishia_diffluens 3 0.0013 0.0013
Basidiomycota | Tremellomycetes Filobasidiales Filobasidiaceae Filobasidium Filobasidium_magnum 3 0.0013 0.0013
Basidiomycota | Tremellomycetes Tremellales Bulleribasidiaceae Bulleribasidium Bulleribasidium_oberjochense
Basidiomycota | Tremellomycetes Tremellales Bulleribasidiaceae Dioszegia NA
Basidiomycota [Tremellomycetes Tremellales Bulleribasidiaceae Vishniacozyma Vishniacozyma_victoriae 21 0.0090 0.0090
Basidiomycota | Tremellomycetes Trichosporonales |Trichosporonaceae Trichosporon Trichosporon_coremiiforme 6 0.0026 0.0026

74 0.0279 0.0279
1326
0.5005
1.2044 1.2044
0.2786 0.2786
0.0192
0.0030
0.0015 0.0015
0.0008
0.0008
0.006794
0.0506
0.0445
0.0287
0.0015
1.40
0.0230 0.0230
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Basidiomycota |Ustilaginomycetes Ustilaginales Ustilaginaceae Dirkmeia NA 5 0.0021
Basidiomycota |Ustilaginomycetes Ustilaginales Ustilaginaceae Pseudozyma NA
Basidiomycota |Wallemiomycetes Wallemiales Wallemiaceae Wallemia NA 22
Basidiomycota |Wallemiomycetes Wallemiales Wallemiaceae Wallemia NA
Basidiomycota |Wallemiomycetes Wallemiales Wallemiaceae Wallemia NA 0.0146 0.0030
Basidiomycota |Wallemiomycetes Wallemiales Wallemiaceae Wallemia NA 8
Basidiomycota [Wallemiomycetes Wallemiales Wallemiaceae Wallemia Wallemia_muriae 12 0.0051
Mucoromycota |Mucoromycetes Mucorales Mucoraceae Mucor NA 39 0.0147
NA NA NA NA NA NA
NA NA NA NA NA NA 12
Total 233365 145754 264937
Tabla 5. Hongos y levaduras asignadas con dada2
QC-22 QC-57 QC-95
Abundancia Abundancia Abundancia

Phylum Clase Orden Familia Género Especie Conteo | Género | Especie [Conteo | Género | Especie |Conteo [ Género | Especie
Ascomycota NA NA NA NA NA 16
Ascomycota NA NA NA NA NA 10
Ascomycota NA NA NA NA NA 1101
Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium NA 17 0.0265
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Didymellaceae NA NA 37
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergilluostianus 214
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergilluostianus 76

- - " - p " 0.6730
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergilluostianus 74
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergilluostianus 67 3.1793
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergilluruber 559
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergilluruber 555 2.5062
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergilluruber 491
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hgggizreales_fam_lncenae Acremonium Acremonium__charticola 159 0.2483 0.2483
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales NA NA NA 1164
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales NA NA NA 1158
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales NA NA NA 29
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Debaryomyces NA 3720 475 86
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Debaryomyces NA 3286 461 42
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Debaryomyces NA 3276 476
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Debaryomyces NA 634
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Debaryomyces NA 267
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Debaryomyces NA 258 18.8913 3.0459 0.2955
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Debaryomyces Debaryomycecoudertii 657 1.0259
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Debaryomyces Debaryomycenepalensis 117
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Debaryomyces Debaryomycenepalensis 114 0.6685
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Debaryomyces Debaryomycenepalensis 113 ’
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Debaryomyces Debaryomycenepalensis 53
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Meyerozyma Meyerozyma__carpophila 64 0.0999 0.0999
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Yamadazyma NA 242 166 42
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Yamadazyma NA 217 11134 155 0.8284 47 0.2054
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Yamadazyma NA 247 171
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Yamadazyma ‘Yamadazyma__triangularis 7 0.0109
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Metschnikowiaceae Kodamaea Kodamaea__ohmeri 1147
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Metschnikowiaceae Kodamaea Kodamaea__ohmeri 61 0.1027 0.1027 i i
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Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Barnettozyma Barnettozyma__californica 6 0.0139 0.0139
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella NA 438 306 320
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella NA 408 292 310
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 3797 2410 2529
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 3460 2308 2336
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 3363 2234 2186
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 2587 1856 1976
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 2598 1805 1766
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 2475 1681 1929
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 2324 1612 1763
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 2440 1740 1505
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 2253 1619 1442
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 2221 1658 1421
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 2046 1465 1490
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 1956 1454 1274
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 1085 63.08 751 47.53 671 64.0489
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 1022 700 593
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 942 66.1993 660 49.56 681 66.6090
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 879 703 599
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 844 556 565
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 717 538 591
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 641 505 477
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 569 449 394
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 526 358 423
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 437 271 297
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 416 307 276
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 408 305 279
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__phaffii 388 285 283
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__ulmi 237 111 99
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__ulmi 221 104 103
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__ulmi 208 1.8020 102 102 88 11057
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__ulmi 185 : 106 : 96 :
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__ulmi 142 79 93
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella__ulmi 161 103
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomylcetales_fam_l Candida Candida__atlantica 76 95
ncertae sedis
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomy.cetalesjamj Candida Candida__atlantica 85 0.3716 83 0.4176
ncertae_sedis
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomy.cetalesifamfl Candida Candida__atlantica 7 70
ncertae sedis
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomy_cetales_fam_l Candida Candida__intermedia 21 0.0485
ncertae sedis
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomy_cetales_fam_l Candida Candida__metapsilosis 168
ncertae_sedis
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales ::;:;er(;?é/izetales_fam_l Candida Candida__metapsilosis 67 0.6496 0.1046 0.8082 0.2829 4.3236 0.1200
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomylcetales_fam_l Candida Candida__metapsilosis 52
ncertae_sedis
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomy.cetalesjamj Candida Candida__parapsilosis 90 64 647
ncertae_sedis
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales ::gszzrzzgizetalesffamil Candida Candida__parapsilosis 0.1405 0.1078 609 4.1551
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomy_cetales_fam_l Candida Candida__parapsilosis 544
ncertae_sedis
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales :Cag:;g:rc;rgélizetales_fam_l Candida Candida__zeylanoides 21 0.0328
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Saccharomycetales_fam_|

Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales ncertae sedis Diutina Diutina__catenulata 119 0.1858 0.1858 72 0.1662 0.1662
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales ::g:;g:rzr:gizetales_fam_l Starmerella Starmerella__etchellsii 339 8620 205
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomy_cetales_fam_l Starmerella Starmerella__etchellsii 375 8089 211

ncertae_sedis
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales ::g:;g:rf;r:é/i(;etales_fam_l Starmerella Starmerella__etchellsii 332 7535 197

1.6334 1.6334 44.9209 44.9209 1.4151 1.4151

Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomy‘cetalesjamj Starmerella Starmerella__etchellsii 838

ncertae_sedis
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomy.cetalesifamil Starmerella Starmerella__etchellsii 804

ncertae sedis
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetales_fam_l Starmerella Starmerella__etchellsii 793

ncertae sedis
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Issatchenkia Issatchenkia__orientalis 2121
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Issatchenkia Issatchenkia__orientalis 0.1202 0.1202 395 6.5328 6.5328
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Issatchenkia Issatchenkia__orientalis 77 314
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Kluyveromyces Kluyveromycelactis 121 127 1915
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Kluyveromyces Kluyveromycelactis 0.1889 0.1889 0.2138 0.2138 135 4.9723 4.9723
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Kluyveromyces Kluyveromycelactis 104
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Trichomonascaceae Wickerhamiella Wickerhamiella__pararugosa 73 307
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Tr?chomonascaceae W!ckerham!ella W?ckerham?ella_pararugosa 0.1140 0.1140 343 26270 26270
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Trichomonascaceae Wickerhamiella Wickerhamiella__pararugosa 258
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Trichomonascaceae Wickerhamiella Wickerhamiella__pararugosa 230
Basidiomycota NA NA NA NA NA 27
Basidiomycota Agaricostilbomycetes Agaricostilbales Agaricostilbaceae Sterigmatomyces Sterigmatomycehalophilus 47

— - " - - " - - - - 0.0156 0.0156 0.0791 0.0791
Basidiomycota Agaricostilbomycetes Agaricostilbales Agaricostilbaceae Sterigmatomyces Sterigmatomycehalophilus 10
Basidiomycota Moniliellomycetes Moniliellal Moniliellaceae Moniliella NA 816 128 330
Basidiomycota Moniliellomycetes Moniliellal Moniliellaceae Moniliella NA 893 368
Basidiomycota Moniliellomycetes Monili Moniliellaceae Moniliella NA 783 357
Basidiomycota Moniliellomycetes Monili Moniliellaceae Moniliella NA 371 STRR 0.3199 336 <A
Basidiomycota Moniliellomycetes Moniliellal Moniliellaceae Moniliella NA 374 300
Basidiomycota Moniliellomycetes Monili Moniliellaceae Moniliella NA 332 62 266
Basidiomycota Tremellomycetes Tremellales Bulleribasidiaceae Vishniacozyma Vishniacozyma__victoriae 17 0.0265 0.0265
NA NA NA NA NA NA 48
NA NA NA NA NA NA 35
NA NA NA NA NA NA 17
Total 64040 59391 43320
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V. Asignhacion taxondmica de las secuencias metagendmicas de shotgun

Tabla 6. Hongos y levaduras asignadas con Kraken2

Phylum Clase Orden Familia Género Especie Conteo |Abundancia (%)
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Debaryomyces Debaryomyces hansenii 73764 93.8378
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Scheffersomyces Scheffersomyces stipitis 1696 2.1575
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Candida Candida orthopsilosis 91 0.1158
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Candida Candida dubliniensis 31 0.0394
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Candida Candida albicans 17 0.0216
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Kluyveromyces Kluyveromyces lactis 629 0.8002
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Kluyveromyces Kluyveromyces marxianus 16 0.0204
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Saccharomyces Saccharomyces cerevisiae 23 0.0293
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Saccharomyces Saccharomyces paradoxus 20 0.0254
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Saccharomyces Saccharomyces eubayanus 8 0.0102
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Kazachstania Kazachstania africana 22 0.0280
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Kazachstania Kazachstania naganishii 16 0.0204
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Eremothecium Eremothecium gossypii 21 0.0267
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Eremothecium Eremothecium sinecaudum 4 0.0051
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Eremothecium Eremothecium cymbalariae 1 0.0013
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Naumovozyma Naumovozyma castellii 18 0.0229
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Naumovozyma Naumovozyma dairenensis 7 0.0089
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Tetrapisispora Tetrapisispora phaffii 13 0.0165
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Tetrapisispora Tetrapisispora blattae 10 0.0127
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Lachancea Lachancea thermotolerans 14 0.0178
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Zygosaccharomyces Zygosaccharomyces rouxi 13 0.0165
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Torulaspora Torulaspora globosa 7 0.0089
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Torulaspora Torulaspora delbrueckii 4 0.0051
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Nakaseomyces [Candida] glabrata 5 0.0064
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Zygotorulaspora Zygotorulaspora mrakii 3 0.0038
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Pichiaceae Ogataea Ogataea parapolymorpha 70 0.0890
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Pichiaceae Pichia Pichia kudriavzevii 35 0.0445
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Pichiaceae Brettanomyces Brettanomyces nanus 4 0.0051
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Trichomonascaceae Sugiyamaella Sugiyamaella lignohabitans 88 0.1119
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella phaffii 44 0.0560
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Dipodascaceae Yarrowia Yarrowia lipolytica 8 0.0102
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Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium pseudograminearum 72 0.0916
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium venenatum 10 0.0127
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium graminearum 5 0.0064
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium verticillioides 69 0.0878
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium fujikuroi 5 0.0064
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium oxysporum 19 0.0242
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Ophiocordycipitaceae Drechmeria Drechmeria coniospora 23 0.0293
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae Pochonia Pochonia chlamydosporia 3 0.0038
Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum Colletotrichum higginsianum 86 0.1094
Ascomycota Sordariomycetes Magnaporthales Pyriculariaceae Pyricularia Pyricularia pennisetigena 50 0.0636
Ascomycota Sordariomycetes Magnaporthales Pyriculariaceae Pyricularia Pyricularia grisea 9 0.0114
Ascomycota Sordariomycetes Magnaporthales Pyriculariaceae Pyricularia Pyricularia oryzae 3 0.0038
Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Sordariaceae Neurospora Neurospora crassa 24 0.0305
Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Thermothelomyces Thermothelomyces thermophilus 10 0.0127
Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Thermothielavioides Thermothielavioides terrestris 9 0.0114
Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Sclerotiniaceae Botrytis Botrytis cinerea 13 0.0165
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus fumigatus 18 0.0229
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus oryzae 5 0.0064
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Talaromyces Talaromyces rugulosus 21 0.0267
Ascomycota Dothideomycetes Mycosphaerellales Mycosphaerellaceae Cercospora Cercospora beticola 13 0.0165
Ascomycota Dothideomycetes Mycosphaerellales Mycosphaerellaceae Zymoseptoria Zymoseptoria tritici 3 0.0038
Ascomycota Schizosaccharomycetes  [Schizosaccharomycetales  |Schizosaccharomycetaceae Schizosaccharomyces |Schizosaccharomyces pombe 32 0.0407
Basidiomycota |Malasseziomycetes Malasseziales Malasseziaceae Malassezia Malassezia restricta 79 0.1005
Basidiomycota |Ustilaginomycetes Ustilaginales Ustilaginaceae Sporisorium Sporisorium graminicola 23 0.0293
Basidiomycota |Ustilaginomycetes Ustilaginales Ustilaginaceae Ustilago Ustilago maydis 12 0.0153
Basidiomycota |Tremellomycetes Tremellales Cryptococcaceae Cryptococcus Cryptococcus neoformans 12 0.0153
Basidiomycota |Tremellomycetes Tremellales Cryptococcaceae Cryptococcus Cryptococcus gattii VGI 6 0.0076
Microsporidia  |Unikaryonidae Encephalitozoon Encephalitozoon romaleae 1 0.0013
Total 78608
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Tabla 7. Hongos y levaduras asignadas con Kaiju

Phylum Clase Orden Familia Género Especie Conteo [Abundancia

Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Debaryomyces Debaryomyces hansenii 47683 47.4453
Mucoromycota Glomeromycetes Glomerales Glomeraceae Rhizophagus Rhizophagus sp. MUCL 43196 11148 11.0924
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Debaryomyces Debaryomyces fabryi 5279 5.2527
Mucoromycota Mucoromycetes Mucorales Mucoraceae Mucor Mucor ambiguus 3317 3.3005
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Lachancea Lachancea nothofagi 1222 1.2159
Zoopagomycota Harpellomycetes Harpellales Harpellaceae Furculomyces Furculomyces boomerangus 806 0.8020
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycodaceae |Hanseniaspora Hanseniaspora guilliermondii 594 0.5910
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Trichomonascaceae Sugiyamaella Sugiyamaella lignohabitans 455 0.4527
Basidiomycota Agaricomycetes Corticiales Punctulariaceae Punctularia Punctularia strigosozonata 423 0.4209
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Pleosporaceae Bipolaris Bipolaris oryzae 371 0.3692
Basidiomycota Exobasidiomycetes Entylomatales SEggisomatales incertae Tilletiopsis Tilletiopsis washingtonensis 363 0.3612
Ascomycota Sordariomycetes Coniochaetales Coniochaetaceae Coniochaeta Coniochaeta ligniaria 260 0.2587
Basidiomycota Exobasidiomycetes Exobasidiales Cryptobasidiaceae Acaromyces Acaromyces ingoldii 214 0.2129
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Saccharomyces Saccharomyces cerevisiae 199 0.1980
Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Sclerotiniaceae Sclerotinia Sclerotinia borealis 192 0.1910
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Scheffersomyces Scheffersomyces stipitis 179 0.1781
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Wickerhamomyces Wickerhamomyces anomalus 175 0.1741
Ascomycota Sordariomycetes Ophiostomatales Ophiostomataceae Sporothrix Sporothrix schenckii 163 0.1622
Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales éﬁg:ﬁ;g;&les Chaetothyriales Chaetothyriales sp. CBS 134920 157 0.1562
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus fumigatus 138 0.1373
Basidiomycota Exobasidiomycetes Georgefischeriales Tilletiariaceae Tilletiaria Tilletiaria anomala 133 0.1323
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Phialosimplex Phialosimplexsp. HF37 119 0.1184
Basidiomycota Pucciniomycetes Pucciniales Pucciniaceae Puccinia Puccinia coronata 114 0.1134
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Millerozyma Millerozyma farinosa 110 0.1095
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Spathaspora Spathaspora sp. JAL 106 0.1055
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Pichiaceae Ogataea Ogataea polymorpha 98 0.0975
Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Teratosphaeriaceae Baudoinia Baudoinia panamericana 96 0.0955
Microsporidia Enterocytozoonidae Enterocytozoon Enterocytozoon hepatopenaei 94 0.0935
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Debaryomyces [Candida] psychrophila 92 0.0915
Basidiomycota Agaricomycetes Boletales Coniophoraceae Coniophora Coniophora puteana 90 0.0896
Ascomycota Eurotiomycetes Onygenales Ajellomycetaceae Blastomyces Blastomyces gilchristii 87 0.0866
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Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Kluyveromyces Kluyveromyces lactis 86 0.0856
Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Teratosphaeriaceae Hortaea Hortaea werneckii 85 0.0846
Basidiomycota Agaricomycetes Hymenochaetales Schizoporaceae Schizopora Schizopora paradoxa 84 0.0836
Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Tricholomataceae Laccaria Laccaria bicolor 84 0.0836
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Spathaspora Spathaspora passalidarum 83 0.0826
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Hyphopichia Hyphopichia burtonii 81 0.0806
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Pachysolen Pachysolen tannophilus 79 0.0786
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus steynii 78 0.0776
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Pichiaceae Pichia Pichia membranifaciens 74 0.0736
Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Polyporaceae Polyporus Polyporus arcularius 73 0.0726
Ascomycota ;’:g:;nnomycotma incertae Saitoella Saitoella complicata 72 0.0716
Ascomycota Eurotiomycetes Chaetothyriales Herpotrichiellaceae Capronia Capronia epimyces 72 0.0716
Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Meruliaceae Phlebia Phlebia centrifuga 72 0.0716
Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum Colletotrichum salicis 72 0.0716
Basidiomycota Tremellomycetes Cystofilobasidiales Mrakiaceae Xanthophyllomyces Xanthophyllomyces dendrorhous 71 0.0706
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Meyerozyma Meyerozyma guilliermondii 70 0.0697
Basidiomycota Malasseziomycetes Malasseziales Malasseziaceae Malassezia Malassezia restricta 69 0.0687
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Lipomycetaceae Lipomyces Lipomyces starkeyi 67 0.0667
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Suhomyces Suhomyces tanzawaensis 66 0.0657
Chytridiomycota Neocallimastigomycetes Neocallimastigales Neocallimastigaceae Piromyces Piromyces sp. E2 66 0.0657
Ascomycota Dothideomycetes il::;::rsoen;iyscetldae Gloniaceae Glonium Glonium stellatum 63 0.0627
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae Claviceps Claviceps purpurea 62 0.0617
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Candida Candida albicans 62 0.0617
Mucoromycota Glomeromycetes Glomerales Glomeraceae Rhizophagus Rhizophagus irregularis 62 0.0617
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Babjeviella Babjeviella inositovora 60 0.0597
Basidiomycota Dacrymycetes Dacrymycetales Dacrymycetaceae Calocera Calocera viscosa 60 0.0597
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus aculeatinus 59 0.0587
Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Lyophyllaceae Termitomyces Termitomyces sp. J132 58 0.0577
Ascomycota Sordariomycetes Xylariales Xylariales incertae sedis |Monosporascus Monosporascus sp. GIB2 58 0.0577
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Saccharomycetaceae Nakaseomyces [Candida] glabrata 56 0.0557
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Penicillium Penicillium italicum 54 0.0537
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Metschnikowiaceae Clavispora [Candida] auris 54 0.0537
Basidiomycota Tremellales Cryptococcaceae Cryptococcus S‘;)ép():tioecsotc:;:ums;:xoformans Cryptococcus neoformans 50 0.0517
Basidiomycota Microbotryomycetes Sporidiobolales Sporidiobolaceae Rhodotorula Rhodotorula toruloides 52 0.0517
Ascomycota Lecanoromycetes Teloschistales Teloschistaceae Xanthoria Xanthoria polycarpa 52 0.0517
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Metschnikowiaceae Metschnikowia Metschnikowia bicuspidata 51 0.0507
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Metschnikowiaceae Clavispora Clavispora lusitaniae 51 0.0507
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma atroviride 51 0.0507
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Mucoromycota Glomeromycetes Diversisporales Gigasporaceae Gigaspora Gigaspora rosea 50 0.0498
Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Plectosphaerellaceae  |Verticillium Verticillium longisporum 50 0.0498
Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum Colletotrichum tofieldiae 50 0.0498
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Ophiocordycipitaceae Purpureocillium Purpureocillium lilacinum 49 0.0488
Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Ceratobasidiaceae Rhizoctonia Rhizoctonia solani 47 0.0468
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma parareesei 44 0.0438
Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum Colletotrichum sublineola 43 0.0428
Chytridiomycota Neocallimastigomycetes Neocallimastigales Neocallimastigaceae Neocallimastix Neocallimastix californiae 42 0.0418
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Yamadazyma Yamadazyma tenuis 42 0.0418
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Metschnikowiaceae Clavispora [Candida] intermedia 40 0.0398
Basidiomycota Agaricomycetes Sebacinales Serendipitaceae Serendipita Serendipita vermifera 40 0.0398
Ascomycota Sordariomycetes Coniochaetales Coniochaetaceae Coniochaeta Coniochaeta pulveracea 40 0.0398
Ascomycota Pezizomycetes Pezizales Tuberaceae Tuber Tuber magnatum 39 0.0388
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus nidulans 39 0.0388
Chytridiomycota Chytridiomycetes Chytridiales Chytriomycetaceae Rhizoclosmatium Rhizoclosmatium globosum 38 0.0378
Mucoromycota Glomeromycetes Diversisporales Diversisporaceae Diversispora Diversispora epigaea 38 0.0378
Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum Colletotrichum graminicola 36 0.0358
Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Polyporaceae Ganoderma Ganoderma sinense 36 0.0358
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Talaromyces Talaromyces amestolkiae 36 0.0358
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Pichiaceae Pichia Pichia kudriavzevii 33 0.0328
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus terreus 33 0.0328
Ascomycota Sordariomycetes Xylariales Xylariaceae Xylaria Xylaria longipes 33 0.0328
Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Chaetomiaceae Thermothelomyces Thermothelomyces thermophilus 32 0.0318
Chytridiomycota Chytridiomycetes Spizellomycetales Spizellomycetaceae Spizellomyces Spizellomyces punctatus 32 0.0318
Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Dermateaceae Marssonina Marssonina brunnea 32 0.0318
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella phaffii 31 0.0308
Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Psathyrellaceae Psathyrella Psathyrella aberdarensis 30 0.0299
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus niger 29 0.0289
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Pichiaceae Ogataea [Candida] boidinii 29 0.0289
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus heteromorphus 29 0.0289
Ascomycota Sordariomycetes Ophiostomatales Ophiostomataceae Sporothrix Sporothrixinsectorum 29 0.0289
Cryptomycota Paramicrosporidium Paramicrosporidium saccamoebae 29 0.0289
Ascomycota Dothideomycetes Botryosphaeriales Botryosphaeriaceae Diplodia Diplodia seriata 28 0.0279
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Ophiocordycipitaceae Ophiocordyceps Ophiocordyceps sp. ‘camponoti-saundersi' 28 0.0279
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Candida Candida parapsilosis 27 0.0269
Mucoromycota Mucoromycetes Mucorales Cunninghamellaceae  |Absidia Absidia glauca 26 0.0259
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales ii(;cr?aa;rc;rgé/::setales Candida Candida sake 25 0.0249
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Basidiomycota

Exobasidiomycetes

Microstromatales

Microstromatales

Jaminaea

Jaminaea rosea

incertae sedis 25 0.0249
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Elaphomycetaceae Elaphomyces Elaphomyces granulatus 24 0.0239
Ascomycota Eurotiomycetes Onygenales Ajellomycetaceae Blastomyces Blastomyces dermatitidis 23 0.0229
Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Phaeosphaeriaceae Parastagonospora Parastagonospora nodorum 23 0.0229
Mucoromycota Mucoromycetes Mucorales Lichtheimiaceae Lichtheimia Lichtheimia corymbifera 23 0.0229
Ascomycota Sordariomycetes Sordariales Lasiosphaeriaceae Podospora Podospora comata 23 0.0229
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Neonectria Neonectria ditissima 23 0.0229
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Penicillium Penicillium antarcticum 23 0.0229
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus taichungensis 23 0.0229
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Phaffomycetaceae Komagataella Komagataella pastoris 22 0.0219
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Candida Candida maltosa 22 0.0219
Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Helotiaceae Glarea Glarea lozoyensis 22 0.0219
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Cordycipitaceae Beauveria Beauveria brongniartii 22 0.0219
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Ophiocordycipitaceae Ophiocordyceps Ophiocordyceps polyrhachis-furcata 22 0.0219
Basidiomycota Tremellomycetes Tremellales Tremellaceae Tremella Tremella mesenterica 21 0.0209
Blastocladiomycota |Blastocladiomycetes Blastocladiales Blastocladiaceae Allomyces Allomyces macrogynus 21 0.0209
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Penicillium Penicillium freii 21 0.0209
Basidiomycota Tremellomycetes Trichosporonales Trichosporonaceae Apiotrichum Apiotrichum porosum 21 0.0209
Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Omphalotaceae Gymnopus Gymnopus luxurians 21 0.0209
Ascomycota Leotiomycetes Helotiales Dermateaceae Diplocarpon Diplocarpon rosae 21 0.0209
Basidiomycota Ustilaginomycetes Violaceomycetales Violaceomycetaceae Violaceomyces Violaceomyces palustris 21 0.0209
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales Debaryomycetaceae Meyerozyma Meyerozyma sp. JA9 21 0.0209
Basidiomycota Agaricomycetes Auriculariales Exidiaceae Exidia Exidia glandulosa 20 0.0199
Ascomycota Eurotiomycetes Onygenales Sgﬁenales incertae Coccidioides Coccidioides immitis 20 0.0199
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Talaromyces Talaromyces marneffei 20 0.0199
Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Cortinariaceae Hebeloma Hebeloma cylindrosporum 20 0.0199
Ascomycota Sordariomycetes Sordariales SS;);?:rlales incertae Madurella Madurella mycetomatis 20 0.0199
Basidiomycota Agaricomycetes Trechisporales Hydnodontaceae Sistotremastrum Sistotremastrum niveocremeum 20 0.0199
Ascomycota Saccharomycetes Saccharomycetales ii(:;?:;rizgicsetales Kuraishia Kuraishia capsulata 20 0.0199
Mucoromycota Glomeromycetes Glomerales Glomeraceae Glomus Glomus cerebriforme 20 0.0199
Basidiomycota Agaricomycetes Auriculariales Auriculariaceae Auricularia Auricularia subglabra 20 0.0199
Ascomycota Sordariomycetes Xylariales Xylariales incertae sedis |Monosporascus Monosporascus sp. 5C6A 20 0.0199
Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium oxysporum 19 0.0189
Ascomycota Sordariomycetes Magnaporthales Magnaporthaceae Gaeumannomyces Gaeumannomyces tritici 19 0.0189
Mucoromycota Mortierellomycetes Mortierellales Mortierellaceae Mortierella Mortierella verticillata 19 0.0189
Basidiomycota Microbotryomycetes Leucosporidiales Leucosporidiaceae Leucosporidium Leucosporidium creatinivorum 19 0.0189
Basidiomycota Agaricomycetes Russulales Bondarzewiaceae Heterobasidion Heterobasidion irregulare 19 0.0189
Ascomycota Xylonomycetes Xylonales Xylonaceae Xylona Xylona heveae 19 0.0189
Ascomycota Leotiomycetes Is_ggitlsomycetes incertae Is_ggitlsomycetes incertae Phialophora Phialophora cf. hyalina BP 5553 19 0.0189
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