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1. RESUMEN

La elaboracion de cerveza es un proceso biotecnoldégico mas antiguo que aun
enfrenta grandes desafios, como el consumo total de azucares presentes en los
medios de fermentacion. Ademas, el estudio cientifico de otros factores como la
naturaleza biologica del medio de cultivo quedan limitados a aproximaciones
reducidas. La cerveza estilo lager, una de las mas importantes a nivel mundial,
se elabora con levadura Saccharomyces pastorianus (Sp), que debe fermentar
mostos con alto contenido de maltotriosa, pero su consumo representa un
problema notable, especialmente entre las cepas Sp que pertenecen al grupo |.
Factores como las condiciones de fermentacion, la presencia de transportadores
de maltotriosa, la variacion del numero de copias del transportador y las
variaciones en la regulacion genética contribuyen a este problema. Aunado a
esto, el estudio de la regulacion entre reinos mediada por RNA es un tema de
investigacion relativamente nuevo que sugiere que los ARN no codificantes
(ARNNC) de un organismo, como las plantas, pueden regular la expresién génica
en otros organismos, incluidos hongos, bacterias y parasitos. En este estudio,
también probamos la hipotesis de que los ARN, potencialmente presentes en el
mosto de cerveza originado a partir de cebada y/o ltpulo, influyen en la expresién
génica en dos cepas de levadura lager industrial. Por un lado, se determinaron
los factores que més afectan la fermentacion en dos cepas de levadura Sp:
SplIB1, con absorcion limitada de maltotriosa, y SpIB2, conocida por su eficiente
transporte de maltotriosa. Aqui, SpIB2 transporto significativamente mas maltosa
(28%) y maltotriosa (32%) en comparacion con SplB1. Ademas, SpiB2 expresé
todos los transportadores MAL (ScMALXx1, SeMALx1, SCAGT1, SeAGT1, MTT1
y MPHXx) el primer dia de fermentacién, mientras que SpIB1 solo exhibi6é los
genes ScMalx1l, SCAGT1 y MPH2/3. Algunos transportadores SplB2 tenian
dominios transmembrana polimérficos (TMD) que se asemejaban a MTTL,
acompafiados de una mayor expresion de estos transportadores y sus genes
reguladores positivos, como MAL63. Finalmente, después del tratamiento con
ARNasa en experimentos independientes, observamos efectos importantes en la
expresion génica en el segundo dia de fermentacién, un total de 671 genes DE
(expresados diferencialmente) en SpIBl1 y 536 en SplIB2. En el quinto dia,
observamos un efecto reducido con un total de 64 genes DE en SpIB1 y 29 en
SpIB2. En ambas levaduras, observamos en el segundo dia de fermentacion, una
induccion positiva del ciclo celular y la floculacion por la presencia de ARN en el
mosto de cerveza, junto con la posible represién del regulador transcripcional
AROB8O para el crecimiento de pseudohifas. Al quinto dia, el metabolismo de los
aminoacidos se vio afectado negativamente por la presencia de ARN en el medio,
lo que indica una posible reduccién de la aptitud en la dltima etapa de la
fermentacion. Estos hallazgos sugieren que, ademas de los factores
mencionados anteriormente, los reguladores positivos de los transportadores Mal
contribuyen significativamente a la diversidad fenotipica en el consumo de
maltosa y maltotriosa entre las cepas de levadura lager estudiadas. Y a su vez
indican un posible efecto del ARN presente en el mosto sobre la expresion
genética de dos levaduras industriales respaldando la hipétesis de la
comunicacion entre reinos mediada por ARNNc.



2. ABSTRACT

Brewing is one of the oldest biotechnological processes, yet it continues to face
significant challenges, such as ensuring the complete consumption of sugars
during fermentation. Additionally, scientific research into other factors, like the
biological composition of the beer wort, remains limited in scope. Lager beer, one
of the most popular beer types globally, is brewed using the yeast Saccharomyces
pastorianus (Sp). This yeast must efficiently ferment wort with a high maltose and
maltotriose content, but this process poses challenges, particularly for Sp strains
in group I. Factors such as fermentation conditions, the presence of maltotriose
transporters, variations in transporter copy numbers, and differences in genetic
regulation all contribute to these difficulties. In this study, we explore the metabolic
differences in maltose and maltotriose consumption between two lager yeast
strains. We also investigate a relatively new area of research: RNA-mediated
cross-kingdom regulation, which suggests that non-coding RNAs (ncRNAs) from
one organism, such as plants, can regulate gene expression in other organisms,
including fungi, bacteria, and parasites. Specifically, we test the hypothesis that
RNAs present in beer wort, originating from barley and/or hops, influence gene
expression in two industrial lager yeast strains. Our findings identify key factors
affecting fermentation in the two Sp strains: SplB1, which exhibits limited
maltotriose uptake, and SpIB2, known for its efficient maltotriose transport.
Notably, SpIB2 transported significantly more maltose (28%) and maltotriose
(32%) compared to SpIB1. Furthermore, SpIB2 expressed all relevant maltose
transporters (SCMALx1, SeMALx1, SCAGT1, SeAGT1, MTT1, and MPHXx) on the
first day of fermentation, whereas SpIB1 only expressed SCMALx1, SCAGT1, and
MPH2/3. Additionally, some transporters in SpiB2, like MTT1, exhibited
polymorphic transmembrane domains (TMDs) and were accompanied by higher
expression levels of these transporters and their positive regulatory genes, such
as MAL63. Moreover, in independent experiments involving RNase treatment, we
observed significant effects on gene expression by the second day of
fermentation, with 671 differentially expressed (DE) genes in SpIB1 and 536 in
SpIB2. By the fifth day, these effects diminished, with only 64 DE genes in SpIB1
and 29 in SpIiB2. On the second day, both yeasts exhibited positive induction of
the cell cycle and flocculation due to the presence of RNA in the wort, while a
potential repression of the transcriptional regulator ARO80, which is involved in
pseudohyphae growth, was noted. By the fifth day, amino acid metabolism was
negatively impacted by the presence of RNA, suggesting a possible reduction in
fitness during the final fermentation stages. These findings suggest that,
alongside other factors, positive regulators of maltose transporters play a critical
role in the phenotypic diversity of maltose and maltotriose consumption in the
studied lager yeast strains. They also indicate a potential influence of RNA present
in wort on gene expression in these industrial yeast strains, supporting the
hypothesis of ncRNA-mediated cross-kingdom communication.



3. INTRODUCCION

La elaboracién de cerveza es uno de los procesos biotecnolégicos mas antiguos,
manufacturado hace aproximadamente 6000-8000 afios (Hornsey. 2003) y hoy
en dia es un importante sector economico en la industria. En el 2018 la
produccion de cerveza resulté en 191.10 millones de kilolitros, un aumento del
0.6% respecto al afio anterior.

En este contexto, de los 1.09 millones de kilolitros del aumento respecto
al afo previo, México represent6 el 90% de esta producciéon. En ese mismo afo
en México se reportd una produccion de cerveza de 11.98 millones de kilolitros,
un incremento del 8.8% respecto al afio anterior. Con esto México se posiciond
en el cuarto pais productor de cerveza a nivel mundial, tan solo por debajo de

China, Estados Unidos y Brasil (Kirin Beer University Report. 2019).

Dentro de este contexto econdmico, el tipo de cerveza mas popular, a nivel
mundial es, sin duda, la cerveza tipo lager, representando el 90% de participacion
en el mercado. Una de sus principales caracteristicas es el uso de levaduras tipo
Saccharomyces pastorianus (Sp). Estds levaduras son el resultado de un
proceso de domesticacién y la hibridacién interespecifica entre S. cerevisiae (Sc)
y S. eubayanus (Se) (Gallone et al., 2018; Libkind et al., 2011). Existen dos linajes
genéticamente distintos dentro del grupo taxonémico de Sp, el grupo | (Saaz) y
el grupo Il (Frohberg).

La distincion se basa parcialmente en la utilizacién diferencial de los
carbohidratos del mosto cervecero, resaltando la incapacidad de las cepas del
grupo | en utilizar maltotriosa. También, otros aspectos como la baja produccion
de compuestos de importancia aromatica y sensorial en cepas del grupo | (Dunn
y Sherlock. 2008; Gibson et al., 2013).

El mosto cervecero contiene, tipicamente, ca. 50-60% y 15-20% de
maltosa y la maltotriosa respectivamente (Stambuk et al., 2006). Es por esto que

uno de los pasos limitantes en una fermentacion eficiente es la tasa de transporte



y metabolismo de estos carbohidratos dentro de la célula de levadura (Alves
et al., 2007; Meneses y Jiranek, 2002).

El reporte de Magalhdes y cols (2016), expone una serie de resultados
interesantes al comparar los procesos de transporte entre cepas del grupo | y
grupo Il. Los resultados demostraron que dos cepas del grupo | presentan un
fenotipo de transporte muy similar al observado en cepas del tipo Il, evidenciando
asi la variabilidad de este fenotipo dentro de las cepas de Sp del grupo I.
Adicionalmente, comprobaron la presencia de un transportador especifico con la

fermentacion eficiente observada en las cepas del grupo 1.

Aunado a los factores mas evidentes que pueden afectar la calidad del
producto cervecero final, existe un novedoso campo de investigacion relacionado
con la regulacion entre reinos a través de RNA"s no codificantes pequefos. Este
fendbmeno se caracteriza por el proceso en el que RNA, normalmente no
codificante, proveniente de un organismo influye en la regulacion genética de otro

organismo que pertenece a otro reino (Mahanty et al., 2023).

Este tipo de regulacion ha sido observada entre plantas y sus respectivos
patébgenos, animales e incluso entre distintos microorganismos. EI ARN que
participa en este mecanismo pude ser ARN mensajero (ARNm), ARN pequefio
interferente (siRNA), microARN (miRNA) o ARN no codificante de cadena larga
(INcRNA), y puede intervenir en la expresion genética y otros procesos bildgicos

en los organismos receptores (Leitdo & Enguita. 2016).

La exploracién de este fendmeno en el contexto industrial cervecero tiene
mucho sentido ya que la produccidn de cerveza se caracteriza por la interacciéon
de tres organismos vivos, principalmente: la cebada, el lGpulo y la levadura. La
interaccion de estos organismos mediante dicho fendmeno, tendria mas
importancia en el contexto de las relaciones fitopatdgenas de algunos hongos, ya
gue estos pueden tener afecciones en su expresion genética a través de RNA no

codificante proveniente de la planta (Mahanty et al., 2023).

Es claro que uno de los pasos trascendentales implicados en una

fermentacion eficiente es la toma y metabolismo de la maltotriosa, el cual es



altamente influenciado por la gran variabilidad fenotipica observada en cepas del
grupo |. Por esta razon, decidimos investigar este fendmeno en cepas de S.
pastorianus pertenecientes al grupo 1 y II.

Ademas, la exploracion del campo relacionado con la regulacion entre
reinos a través de RNA brindard informacién en el comportamiento general
relacionado con la fermentacion eficiente. A diferencia de las investigaciones
anteriores, en esta investigacion se empleara informacion proveniente de la
secuenciacion del genoma y transcriptoma de las cepas de estudio para abordar
este fenomeno de forma holistica (De Ledn-Medina et al., 2016), es decir
integrando la informacién gendmica, fisiolégica y bioquimica de las cepas de
estudio.



4. ANTECEDENTES

4.1 El proceso de la fermentacion cervecera; composicion de un mosto
estandar y el primer acercamiento al problema de los azUcares residuales

El proceso de elaboracidon de cerveza es una practica antigua que se remota a
6000-8000 afios de antigiiedad (Hornsey. 2003). Desde las ultimas décadas del
siglo diecinueve el proceso de elaboracién de cerveza avanzo hasta convertirse,
hoy en dia, en un proceso tecnoldgico controlado que participa activamente como
un importante sector econémico en México y el mundo (Kirin Beer University
Report. 2019) (Tabla 1).

Tabla 1. Principales paises productores de cerveza. Néotese como en el afio 2018 México
reportd le mayor crecimiento en la produccion cervecera.

Posicién Pais Produccion | Crecimiento del

2018 (KI) afo previo (%)
1 China 38,927,200 -2.2
2 Estados Unidos 21,460,700 -1.7
3 Brasil 14,137,900 1.0
4 México 11,980,000 8.8
5 Alemania 9,365,200 0.7
6 Rusia 7,747,000 4.1
7 Japon 5,108,300 2.7
8 Vietnam 4,300,000 -1.7
9 Reino Unido 4,228,200 45
10 Polonia 4,093,000 1.4

Es importante resaltar que, a pesar del asombroso avance tecnoldgico y
cientifico que ha sufrido el proceso cervecero, la forma fundamental del proceso
no ha sufrido cambios significativos (Bamforth, 2000).

La mayor parte del sector cervecero sigue las mismas operaciones
unitarias fundamentales para alcanzar un producto final deseable. Una
proporcion importante de cervezas son producidas a partir de granos de cebada
(Hordeum vulgare) que han sido malteados. En dicho proceso el grano de cebada

es germinado en condiciones de humedad especifica con el fin de promover la



activacion de enzimas hidroliticas que de otra forma no estan presentes en el
grano sin germinar. Estas enzimas son de suma importancia pues son las
encargadas, en procesos siguientes, de degradar los carbohidratos complejos y

proteinas en componentes mas asimilables para la levadura (Kok et al., 2019).

Posteriormente la cebada malteada es molida para la extraccion acuosa a
temperaturas altas. En esta parte, las enzimas hidroliticas convierten el almidon
a azUcares asimilables para la levadura. El liquido resultante (mosto), se
recupera, separandolo del grano gastado, y es hervido en presencia de lupulo
para brindar aroma y amargor. Después del enfriamiento, el mosto es inoculado
con levadura para que el proceso de fermentacion sea llevado a cabo durante
varios dias. En esta parte, los carbohidratos son convertidos a etanol, dioxido de

carbono y algunos compuestos sensoriales (Figura 1. [Bamforth, 2017]).

Cebada
Agua —> Remojado (1-2 dias; 14-18°C)
Calor —> Germinado (3-7 dias; 16-10°C)
Horneado (24 h; 50-110°C)
Malta

Almacenado (3-4 semanas;
temperatura ambiente)

y
Malta almacenada

—
Agua Molienda (temperatura ambiente)

Calor » Maceracién (ca. 1 h; 45-72°C)
Adjuntos ——> Recuperacion de mosto (1-3 h; 73-80°C)
Mosto
Ldpulo —>

Hervor del mosto (1-3 h; 100°C)

i —
Adjuntos Clarificacién (10 min -1 h; 90-100°C)

Calor ———

Mosto Inoculado
Oxigeno —>
— Fermentacion y maduracion (3-14
dias; 6-25°C)
Enfriamiento (3-21 dias; .-2-0°C)
Horneado (24 h; 50-110°C)
Estabilizacion, filtrado, y
empaquetado (<24 h; ca. 0°C)

Levadura
Refrigeracion —>
Estabilizadores —>

Filtrado ——>

Empaquetamiento ———>
Pasteurizacion —s

Cerveza

Figura 1. Principales pasos en el proceso de malteado y elaboracion de cerveza. Tomado
y modificado de Bamforth (2016).



La composicion de un mosto estandar, abarca un 90% de azUlcares;
sacarosa, fructosa, glucosa, maltosa y maltotriosa (He et al., 2014). No obstante,
los principales azucares como glucosa, maltosa y maltotriosa representan un 10-
15%, 50-60% y 15-20% respectivamente (Stambuk et al., 2006).

A pesar de la preponderante abundancia de maltosa y maltotriosa en los
mostos cerveceros, su consumo es evitado hasta que la glucosa ha sido
metabolizada en su totalidad, proceso que se denomina represion por catabolito
de carbono (Gancedo. 1998; Kayikci y Nielsen. 2015).

En este mismo contexto jerarquico de consumo, la maltosa es facilmente
captada por la mayoria de las levaduras cerveceras y la maltotriosa no solo es el
altimo carbohidrato consumido, sino que algunas levaduras no lo utilizan
eficientemente (Meneses y Jiranek. 2002; Yoon et al., 2003; Zastrow et al., 2000).
Esta dificultad que presentan algunas cepas de levaduras cerveceras exhibe
areas de oportunidad, tal como el contenido de azlcares fermentables en la
cerveza, bajos rendimientos de etanol y perfiles sensoriales atipicos (Gibson et
al., 2013).

Este problema ha sido asociado principalmente a la capacidad de
transporte de las levaduras cerveceras mas que a su capacidad hidrolitica
(Meneses y Jiranek. 2002) y es por esto que algunas investigaciones se han
enfocado en entender este problema mediante distintos enfoques que involucran
transportadores transmembranales en la levadura (Brickwedde et al., 2017, 2018;
Brouwers et al., 2019; Z. Liu et al., 2008; Stambuk et al., 2006).

4.2 Los principales exponentes microbianos en la elaboracion de cerveza
(levaduras tipo ale y lager)

Saccharomyces cerevisiae (Sc) es, sin duda, el principal microorganismo en la
produccién de cerveza tipo Ale cuya temperatura de fermentacién ronda entre los
16-26 °C. Este microorganismo ha sufrido algunos eventos genéticos tipicos de

un fendbmeno de domesticacion; variaciones estructurales del genoma,



aneuploidia, variacion en el numero de copias de genes y decaimiento genético

en la reproduccion sexual.

También se han observado variaciones pequefias como la duplicacion,
delecién, recombinacién y conversion genética en regiones subtelomeéricas, muy
importantes en la evolucion (Gallone et al., 2016; Selmecki et al., 2015). Junto
con la historia evolutiva de Sc, que le permite convertir etanol a partir de glucosa
aun en presencia de oxigeno (efecto Crabtree), y los eventos de domesticacion
mencionados anteriormente, han permitido que este microorganismo haya
colonizado un nicho industrial y desarrollado fenotipos deseables para el interés
humano (Pis et al., 2006).

De estos fenotipos, el mas destacable es la habilidad de utilizar
maltotriosa, azUcar abundante en el mosto cervecero y presente en minimas
concentraciones o ausente en ambientes naturales. Junto a estos eventos de
domesticacién, surgieron eventos de formacion de pseudogenes o pérdida de
genes relacionados con la reproduccion sexual resultando en la incapacidad de

sobrevivir en ambientes naturales (Gallone et al., 2016; 2018).

Ademas de colonizar nichos industriales relacionados con la produccion
de cerveza, Sc tienen una trascendencia econOmica mas amplia, al estar
presente en ambientes como la panificacion, produccion de otras bebidas
fermentadas como el vino, sake e incluso se ha observado que es un
microorganismo importante en la industria del chocolate (Parapouli et al., 2020;
Randez-Gil et al., 2013).

Para el beneficio de todo el sector industrial y econémico mencionado
anteriormente Sc resulta ser un microorganismo modelo cuyo genoma,
transcriptoma y proteoma han sido caracterizados en distintas condiciones
fisioldgicas, resultando en informacion importante para campos como la
medicina, biologia sintética y por supuesto para el sector economico que

depende total o parcialmente de este fantastico microorganismo (Hanson. 2018).

A pesar de “el derecho por antigiedad” que tiene Sc, Saccharomyces

pastorianus (Sp) domina el mercado cervecero con un 90% de participacién. Sp



es utilizada en la elaboraciéon de cerveza tipo lager cuya temperatura de
fermentacion se encuentra entre los 10-15°C. A partir de evidencia proveniente
de la secuenciacion y andlisis del genoma completo, se sabe que Sp es un hibrido
interespecifico entre Sc y una levadura tolerante al frio Saccharomyces
eubayanus (Se) (Baker et al., 2015; Libkind et al., 2011; Peris et al., 2016).

Entre los fenotipos importantes, se sugiere que la parte genémica de Se
brinda la caracteristica de tolerancia al frio, mientras que la parte Sc proporciona
los fenotipo antes mencionado; la utilizacion eficiente de maltotriosa y por tanto

una fermentacion eficiente (Herbst et al., 2017. Figura 2).
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Figura 2. Proceso de la toma de carbohidratos complejos por la levadura. Primero, transportadores
como Mal11p (AGT1), Mal61p y MAL31p transportan maltotriosa y maltosa. Dentro de la célula una
enzima maltasa hidroliza los enlaces alfa 1—4 de los azucares complejos y los convierte en
unidades de glucosa. A su vez la maltosa y maltotriosa activan el factor transcripcional que activa
los genes necesarios para el transporte y metabolismo de los carbohidratos complejos. Tomado y
modificado de Gallone y cols (2018).

En este sentido, existe algo de discusion en esta tesis pues se ha

observado que transportadores de maltotriosa provenientes de Se promueven el
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metabolismo de maltotriosa en levaduras lager (Baker y Hittinger. 2019; Brouwers
et al., 2019).

Igualmente, cepas de Sc tienen rasgos que les permiten tolerar bajas
temperaturas lo que implica que el aporte de tolerancia al frio, no necesariamente
provienen del subgenoma de Se (Garcia-Rios et al., 2017). Asi mismo,
recientemente se reportdé que el rasgo involucrado en la adaptacion a las
temperaturas bajas estd fuertemente asociado con el contenido genético
proveniente en el ADN mitocondrial (ADNmt) de la levadura, brindando apoyo a
la idea de que el aporte del ADNmt proveniente de Se, esta involucrado en la
adaptacién a bajas temperatura y que el ADNmt de Sc orquesta el crecimiento
Optimo en altas temperaturas (Baker et al., 2019).

Debido a su naturaleza hibrida, Sp ha tenido un éxito sin precedentes en
la colonizacion de nichos industriales en un periodo relativamente corto. Los
eventos antes mencionados, sin duda, se han implicado en este éxito rotundo.
Por lo tanto, la complejidad gendmica de estas levaduras, lejos de representar
eventos de inestabilidad, sustentan fenémenos de plasticidad genética que
brindan una ventaja selectiva en ambientes estresantes como lo es la

fermentacién cervecera (Selmecki et al., 2015).

Muchos esfuerzos se han realizado para elucidar la naturaleza hibrida de
Sp (ver Monerawela y Bond (2017). Una de las pruebas contundentes fue la
publicacion de la primera secuencia del genoma completo de una levadura lager,
cepa Weihenstephan 34/70. Dicho reporte revel6 un genoma poliploide con un
namero estimado de 36 cromosomas y mediante el analisis de la secuencia se
establecié que la parte subgendmica que no pertenecia a Sc provenia de S.
bayanus (Nakao et al., 2009).

Asi las primeras consideraciones que aceptaban a S. bayanus como cepa
parental de las levaduras lager, Libkind y cols (2011) demostraron que una nueva
levadura, S. eubayanus, era responsable del subgenoma no-cerevisiae de las

levaduras lager. También propusieron el modelo para la formacion del hibrido de
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Sp, que inicié con la contaminacion de fermentaciones cerveceras con levaduras

Se, permitiendo la interaccion de Scy Se.

Esta investigacion sugiere una hipotesis que indica el posible origen
Patagonico de las levaduras lager. Aunque, se ha reportado que aislados de Se
de la meseta tibetana comparten mayor identidad en secuencia que Se
patagdnica. En apoyo a estos hallazgos, se ha visto que el aporte subgenémico
de Se originaria del Tibet explica eficientemente los fenotipos en consumo de

maltosa y maltotriosa de las cepas Lager (Bing et al., 2014; Brouwers et al., 2019).

Sea cual sea el origen de subgenoma no-cerevisiae, en la literatura existen
distintas hipotesis que describen el origen de los tipos | y Il de levaduras lager.
Una de las ideas mas aceptadas sugiere dos eventos de hibridacion
completamente independientes, cada uno con la participacion de diferente

levadura domesticada Ale (Sc) y diferente levadura salvaje Se (Figura 3).
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Figura 3. Modelo hipotético sugerido para el surgimiento de las levaduras lager
tipo 'y Il. Tomado de Monerawela y Bond, (2018).

Esta hipotesis es apoyada por analisis filogenéticos que indican que los
subgenomas de las levaduras lager difieren significativamente entre los grupos |
y Il (Baker et al., 2015). La distribucion de la pérdida o retencion de genes
especificos en regiones subteloméricas provenientes del subgenoma de Sc
también difieren significativamente entre estos dos grupos, sugiriendo distintas
cepas Ale responsables del subgenoma S.c y por tanto abonando en la hipétesis
de dos eventos de hibridacién independientes (Monerawela et al., 2015;
Monerawela & Bond, 2017).

Pese a esto, investigaciones recientes discuten fuertemente el origen de
los grupos | y I, sugiriendo que ambos grupos de levaduras lager comparten un
unico evento de hibridacion, y la evolucién resultante de esa hibridacion dio forma

a las divergencias genomicas entre ambos grupos (Salazar et al., 2019).
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Debido a la variacion en el contenido genético y probablemente a los
eventos de hibridacion independiente mencionados anteriormente, se conocen
dos grupos principales dentro del taxdn de Sp. Las levaduras lager del tipo | y
tipo Il, conocidas comunmente como Saaz y Frohberg, respectivamente (Dunn 'y
Sherlock, 2008).

Similarmente, el analisis de secuencias genomicas estableciéo que las
cepas tipo | contienen un rango de entre 31 a 47 cromosomas, mientras que las
del tipo Il entre 36-79 cromosomas. Tipicamente, las cepas del grupo | y Il difieren
en su contenido de ADN de Sc, siendo las cepas del grupo | con el menor
contenido genético de Sc (Monerawela y Bond. 2017).

Las diferencias gendmicas mencionadas anteriormente se traducen en
rendimientos y actividad fisiologica diferencial entre ambos tipos de levaduras.
Dentro de las diferencias mas importantes, esta la utilizacion poco eficiente de la
maltotriosa por parte de las cepas del grupo |, a diferencia de las cepas tipo Il
que la utilizan eficientemente. Otras caracteristicas importantes es que las
cervezas producidas a partir de levaduras del grupo I, presentan un perfil
sensorial seis veces menor comparado con las fermentaciones de levaduras del
grupo Il (Gibson et al., 2013).

Los datos experimentales sugieren que las cepas tipo | presentan menor
eficiencia en las fermentaciones debido a su bajo contenido genético relacionado
con Sc y que, por su contraparte, las del grupo Il presenta altos valores de
eficiencia que posiblemente se relacionen con su mayor contenido genético
proveniente de Sc. A pesar de esto, una investigacion interesante ha expuesto
que dentro del grupo | existe una gran variacion respecto al fenotipo de utilizacion
de maltotriosa. De hecho, se observo que algunas cepas del grupo | consumen
la maltotriosa de forma similar a las cepas del grupo Il. Lo que sugiere la
presencia 0 ausencia de determinados transportadores especificos para el

consumo de maltotriosa (Magalhées et al., 2016).
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4.3 Asimilacion de carbohidratos y sistemas de transporte en levaduras
cerveceras

La interfase entre el medio ambiente y el citoplasma de la célula de levadura esta
constituida principalmente por la membrana plasmatica, aunque podemos
considerar la pared celular y el espacio periplasmico. En este aspecto la pared
celular es porosa y los azlucares son capaces de difundir a través de ella. Por lo
tanto, la principal barrera que tiene la levadura frente al medio ambiente es la
membrana plasmatica. Los nutrientes como azucares, presentes en el medio

ambiente, no pasan deliberadamente la membrana plasmética.

La levadura emplea proteinas embebidas en la membrana plasmatica
denominados transportadores, para el consumo de distintas fuentes de carbono,
entre ellos los azGcares como la glucosa. Existen tres principales mecanismos de
transporte que permiten transportar nutrientes a través de la membrana
plasmatica; difusion simple, difusion facilitada y transporte activo, en donde las
Gltimas dos categorias emplean proteinas transportadoras (Figura 4A) (Ramos et
al., 2016).

La levadura cervecera puede asimilar los carbohidratos presentes en el
mosto, pero cuando la glucosa esta presente, la captacion jerarquica entra en
operacion. La glucosa y la fructosa son internalizados primero por una familia de

transportadores de hexosas (HXT) (Ramos et al., 2016).

15



Estos transportadores realizan la translocacion de glucosa mediante
difusion facilitada independiente de energia. Debido a que la represion por
catabolito es un mecanismo genético altamente conservado en los hongos
(Ronne. 1995), no es sorprendente que en una fermentacion cervecera la
sacarosa Y la glucosa son consumidos por la levadura en las primeras etapas de
la fermentacion (Figura 4B) (Stewart. 2009).

Difusion Difusion
mediada por facilitada: Transporte activo: Simportador de protones
Difusion canal: Fps1 Hxts Mal1-6 sti1
simple : +
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Figura 4. A) Principales mecanismos de transporte en levadura. B) Orden de consumo de
los principales carbohidratos; Glucosa—Fructosa —Maltosa—Maltotriosa. Figura 3A
tomado de Ramos y cols (2016) y Figura 3B tomado de Stewart (2009).

La glucosa es el sustrato preferido de la levadura, resultando en un retardo
considerable en el transporte de la maltosa y la maltotriosa (Figura 4B). El

mecanismo por el cual la maltosa, la maltotriosa y cualquier otra fuente alternativa
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de carbono se ve reprimida es la represion o inhibicién por catabolito (Kayikci y
Nielsen, 2015).

Por otro lado, la maltosa y la maltotriosa son internalizadas en el
citoplasma de la levadura por un transporte acoplado a energia a través de un
mecanismo por simportador, en el cual un protdn es cotransportado con una

molécula de maltosa o maltotriosa (Henderson y Poolman, 2017).

La energia necesaria para este transporte es proporcionada por un
gradiente electroquimico de protones presente en la membrana, generado por
una ATPasa que bombea un proton fuera de la célula por ATP hidrolizado (Figura
4A). A pesar de que existen levaduras que consumen ambos, maltosa vy
maltotriosa, es un hecho que, dentro del repertorio de transportadores reportados
hasta el momento, la maltotriosa no tiene su propio transportador, lo que significa
qgue algunos, pero no todos, transportadores de maltosa también transportan
maltotriosa (Cousseau et al., 2013; Dietvorst et al., 2005, 2010; Stambuk &
Araujo. 2001; Vidgren et al., 2005; Yoon et al., 2003).

La mayoria de los transportadores reportados transportan mas
eficientemente la maltosa que la maltotriosa determinando asi que la captacion

de la maltotriosa suceda en las etapas finales de la fermentacion.

4.4 El centro de operaciones del transporte de alfa glucésidos; los loci MAL

La toma eficiente de maltosa, requiere la participacion de, al menos, uno de los
cinco loci MAL (MAL1-4, MALSG) los cuales han sido caracterizados en regiones

subteloméricas (Brown et al., 2010; Monerawela et al., 2015).

El locus MAL candnico comprende tres componentes fundamentales; al
menos una copia de los genes MALx1, MALx2 y MALX3 (x representa el locus)
que codifican a un transportador Malx1lp, una maltasa intracelular (alfa-
glicosidasa) Malx2p que se encarga de hidrolizar los azucares complejos en

monomeros de glucosa vy, finalmente un factor transcripcional Malx3p requerido
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para la induccién de la expresion genética de Malx1p y Malx2p en presencia de
maltosa (Figura 5) (Horak, 2013).

Activador MAL Induccién por

" / maltosa

— -— —_—
— MALx3 MALx] MALx2 pr—
T g
| Activador MAL Transportador | Maltasa
de maltosa
Represion por Represion por
glucosa glucosa

Figura 5. Estructura y organizacion de un locus MAL canénico. Se observan los puntos de
regulacion por el factor transcripcional MALx3 que se une a un promotor bidireccional para
activa a MALx1 y MALx2. Ademas, se observan los puntos de represion por catabolito
impartidos en la presencia de Glucosa. Tomado y modificado de Vidgren (2010).

En levaduras Sp los loci SCMAL1-4 y ScCMALG6 de Sc asi como SeMAL1-
SeMAL4 provenientes de Se también han sido mapeados en regiones
subteloméricas (Baker et al., 2015b; Brickwedde et al., 2018; Salazar et al., 2017).

Trabajos previos evidenciaron la existencia de cuatro transportadores con
homologia codificados por los genes MALx1, AGT1, MPH2 y MPH3. En general
las proteinas Malx1p exponen alta afinidad (Km 2-4 mM) hacia la maltosa y
ademas aceptan otros sustratos como turanosa, pero no otros como la
maltotriosa (Alves et al., 2008; Stambuk y Araujo, 2001).

Usualmente las cepas ale y lager poseen varias copias de MALX1 en sus
genomas (Jespersen et al.,1999). Cabe resaltar que, ademas de los
transportadores provenientes del subgenoma Sc, las levaduras lager también
poseen transportadores de maltosa Malx1lp provenientes del subgenoma de
Seubayanus (Baker et al., 2015; Libkind et al., 2011; Nakao et al., 2009).
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Los transportadores YDL247w y YJR160c fueron descritos originalmente
en levaduras Sc, estos marcos de lectura abiertos (ORF, por sus siglas en inglés)
se asociaron con transportadores de maltosa y se denominaron MPH2
(YDL247w) y MPH3 (YJR160c). Lo caracteristico de estos genes es que
comparten un alto grado de identidad, pero se localizan en distintos cromosomas;
MPH2 en el cromosoma IV y MPH3 en el cromosoma X. Estos transportadores
tienen alta afinidades hacia maltosa y maltotriosa con una Km 44 vy 7.2
respectivamente (Day et al., 2002). No obstante, su afinidad hacia la maltotriosa
ha sido muy discutida y se menciona que, de hecho, es ambigua o totalmente
nula (Brown et al., 2010; Magalhaes et al., 2016).

Algunos trabajos mostraron resultados discrepantes. Por un lado, ensayos
de transporte de alfa glucésidos que MPH2 y MPH3 no evidenciaron un
transporte eficiente de maltotriosa (Alves et al., 2008). Incluso se propuso que
estas proteinas no tienen un rol principal y por tanto exponen minima influencia

en el consumo de maltotriosa en levaduras lager (Duval et al., 2010).

Por otro lado, el gen AGT1 que codifica para un transportador de alfa
glucésidos, alelo natural de MAL11, con un 57% de identidad entre ellos, es un
transportador de alfa glucésidos de amplio espectro con una afinidad importante
hacia trealosa y sacarosa (Km 8 mM); menor afinidad para maltosa (Km 5-18
mM), maltotriosa (Km 18 mM); y la menor afinidad hacia isomaltosa, melecitosa
y palatinosa (Han et al., 1995). Estos trabajos en cepas de Sc, por tanto, estos
datos no son aplicables a las cepas de Sp. Estudios en levaduras lager indicaron
que el gen AGTL1 proveniente del subgenoma de Sc contenia un codén de paro
en el nucleétido 1183, resultando en un producto proteinico trunco de 394
aminoécidos mientras que las levaduras Ale analizadas exhibieron una proteina

de 610 aminoacidos totalmente funcional (Vidgren et al., 2005; 2009).

Los analisis gendmicos de una levadura lager revelaron otro gen presente
en la region subtelomérica del cromosoma XV que compartia un 79% de
identidad con Sc-AGT1 (Nakao et al., 2009). Posteriormente, este transportador

fue caracterizado, demostrando ser un transportador de relativa especificidad

19



para maltosa y maltotriosa (Km 17 y 22 mM, respectivamente), a pasar de su
divergencia en secuencia con solo 85% de identidad a nivel de aminoacidos con
Sc-AGT1 (Vidgren y Londesborough, 2012).

Por dultimo, el gen MTT1 (MTY1), descrito por dos investigaciones
independientes, de ahi la variacion en el hombre. Salema-Oom y cols (2005)
denominaron a este gen MTY1 (de las siglas en inglés de “maltose transporter in
yeast”) mientras que Dietvorst y cols (2005) los denominaron MTT1 (por las siglas
en inglés de “mty-like transporter’). Este gene comparte un 90% y 40% de
identidad con genes MALX1 y AGT1, respectivamente. De forma interesante, este
transportador expone mayor afinidad hacia maltotriosa (Km 16-27 mM) que
maltosa (Km 61-88 mM), representando una caracteristica de suma importancia
para el sector industrial. Al igual que la mayoria de los transportadores de maltosa
y AGT1, MTTL1 transporta su sustrato mediante el mecanismo de simportador
donde los protones son cotransportados con maltosa o maltotriosa en una

relacion estequiométrica 1:1 (Salema-Oom et al., 2005).

Otro aspecto interesante mostr6 que MTT1 posee variantes, como la
denominada MTT1alt (Dietvorst et al., 2005). Esta version contiene una delecién
de 66 pb del extremo 3" del gen. Esta version resulté mas eficiente en el
transporte de maltotriosa que la version original de MTT1. Esta observacion es
de particular importancia ya que, en investigaciones anteriores en nuestro
laboratorio, mostraron que la secuencia de MTT1 de una cepa industrial muestra
un gen del tamafio de 594 aminoacidos y en otra cepa el tamafio es de 610
(Hernandez-Véasquez, 2020). Dicho evento puede abonar en el camino deductivo
hacia la respuesta a un problema generalizado como el azucar residual en la

cerveza.

4.5 Principales aproximaciones al problema de azlUcares residuales
Debido a que el paso limitante en una fermentacion eficiente es el transporte de

alfa-glucoésidos dentro de la levadura (Figura 2), muchas investigaciones se han

dirigido hacia la comprension de los factores relacionados con estos fenotipos.
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Day y cols (2002) determinaron que en levaduras Ale (Sc), el transporte
de maltosa y maltotriosa es un evento competitivo y excluyente, siendo la maltosa
el sustrato preferido para el transporte. Esto sugiere que la presencia residual
maltotriosa en la cerveza no es debido a la incapacidad genética y fisioldgica de
la levadura, sino mas bien a que el sistema de transporte presenta baja afinidad
hacia maltotriosa en conjunto con las condiciones estresantes en las Ultimas

fases de la fermentacion resulta en su captacion ineficiente.

Otras investigaciones han realizado analisis de la cinética de transporte de
cepas de Sc y a diferencia de lo observado en otras cepas Sc, la maltotriosa es
eficientemente utilizada debido a la presencia de genes especificos como AGT1
y MTT1, que presentan distinta afinidad frente a la maltosa y la maltotriosa (Tabla
2) (Alves et al., 2008; Salema-Oom et al., 2005).

Tabla 2. Condensado de las afinidad y velocidad maxima de distintos transportadores.
Para una revision de las referencias ir a Vidgren, (2010). Lo resaltado en color naranja
indica la afinidad hacia la maltotriosa de los transportadores AGT1y MTT1.

Transportador Maltosa Maltotriosa
Km (mM) Vinax Km (mM) Vinax
Mal21 4.7 £0.2 115+3 n.d. n.d.
Mal31 42+1.1 42 57+£1.0 |41
4.3+0.6 n.d. 335+ 165 |n.d.
Mal61 2-4 n.d. n.d. n.d
2.7x0.6 36 7.2+09 |40
Agtl 5-10 n.d. n.d. n.d.
17.8+1.3 |13.2+05 |18.1+1.8|7.8+0.3
5.1+0.6 41 4+0.7 39
30 n.d. 36 £2 n.d.

21



Mphx 44+05 39+4.2 72+10 |49+54

Mttl 61-88 n.d. 16-27 n.d.

41 +0 n.d. 23+4 n.d.

Por otra parte, las investigaciones en levaduras lager han comprobado
rotundamente que la presencia o ausencia de genes especificos promueven
fenotipos eficientes en la captacion de maltotriosa. De estos resultados,
interesantes conclusiones han surgido respecto a la gran variacion existente de

este fenotipo dentro de las levaduras del grupo I.

Se ha reportado que levaduras lager del grupo | presentan un rendimiento
en fermentacion muy similar a las levaduras del grupo Il. Mediante la
caracterizacion de la cinética de transporte con el uso de maltosa y maltotriosa
radio marcada y con el apoyo de informacion proveniente del mapeo
cromosomico de cada transportador y determinacion del nimero de copias, se
concluyé que el gen MTT1 es el principal responsable de la fermentacion eficiente

en levaduras lager del grupo | (Magalhées et al., 2016).

Esto pone en evidencia que dentro del grupo | la distribucion diferencial de
genes especificos esta relacionada con el consumo eficiente de la maltotriosa.
Por otra parte, resultados transcriptdmicos provenientes de nuestro laboratorio
(Hernandez, 2020), indican que nuestra levadura de estudio perteneciente al
grupo |, contienen un el gen anotado MALG61 el cual comparte 100% de identidad

con el gen MTT1 reportado por (Dietvorst et al., 2005).

Y de forma interesante, se observé que este gen presenta mayor nivel de
expresion relativa en la cepa del grupo I. Contrario a esto, los rendimientos en la
utilizacion de maltotriosa varian entre las cepas siendo menor en la cepa del

grupo .

Experimentos de evolucion asistida en levaduras Se, generaron genes
quiméricos capaces de transportar maltotriosa. Brouwers y cols (2019)
determinaron que en la cepa Se CBS 12357 expres6 un transportador nuevo,

SeMALT413, el cual se genero por la recombinacion entre tres diferentes
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transportadores de maltosa de esta misma cepa. Esto indica que las condiciones
de fermentacion inducen procesos de recombinacion que resulta en la

neofuncionalizacion de genes que les permite adaptarse a las condiciones.

De la misma forma, Baker y Hittinger (2019) demostraron la presencia de
un transportador quimérico que permitia el transporte de maltotriosa en Se
FM1318. Se presume que el transportador surgié por recombinacién de genes
paralogos, permitiendo rapidamente la adaptacion de Se al consumo de

maltotriosa.

De hecho, el gen especifico de levaduras lager MTY1/MTT1, ha sido
caracterizado y expone un 90% de identidad en secuencia con genes
MALXx1(Dietvorst et al., 2005; Salema-Oom et al., 2005) y de forma interesante
también muestra identidad en secuencia en fragmentos especificos con
transportadores de maltosa de Se (Cousseau et al., 2013). Estos eventos
muestran que MTT1 tiene una estructura mosaico similar a los genes quiméricos
reportados antes, y posiblemente el surgimiento involucr6 eventos de
recombinacién durante el proceso de domesticacion de las levaduras lager (E. P.
Baker & Hittinger, 2019; Brouwers, Vries, et al., 2019).

Debido a los factores involucrados en los fenotipos diferenciales expuestos
anteriormente y al hueco en el conocimiento sobre el transporte de maltotriosa
de las lavaduras lager del grupo I, nos propusimos investigar si los eventos de
expresion diferencial, numero de copias o variacion estructural estan
involucrados en los fenotipos diferenciales de consumo de maltosa y maltotriosa

en nuestras cepas de estudio.

Esto mediante la caracterizacion del transporte de maltosa y maltotriosa
de nuestras cepas de estudio, asi como el andlisis de la secuencia nucleotidica
del gen estructural y regulador de los transportadores mencionados. Con el fin de
aportar informacion valiosa en uno de los pasos mas importantes para la

determinaciéon de una fermentacion eficiente.
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4.6 La regulacion entre reinos mediada por RNA y sus principales
mecanismos

La regulacion entre reinos mediante ARN es una hipotesis que trata de explicar
como las moléculas de ARN de un organismo pueden influir en la biologia de otro
organismo perteneciente a un reino diferente. Este fenomeno presume de ser
muy importante en varias interacciones ecoldgicas, agricolas y médicas, y se esta
investigando cada vez mas debido a sus potenciales aplicaciones en
biotecnologia y salud (Samad et al., 2021). El mecanismo mas estudiado es la
interferencia de ARN (RNAI). En este proceso, moléculas de ARN pequefas,
como ARN pequeiios interferentes (SiRNA) y microARN (miRNA), juegan un

papel crucial en la regulacién de la expresion génica.

Estas moléculas pueden moverse entre organismos de diferentes reinosy
modificar la expresion de genes especificos, afectando procesos fisiolégicos y
patolégicos (Figura 6). Este mecanismo se basa en que el organismo receptor
contenga el sistema efector de la interferencia como podria ser DICR y el
complejo RISC para efectuar la regulacion (Wang et al., 2018).

De los ejemplos mas destacados en este tipo de regulacion, es la defensa
de las plantas contra patdgenos. Las plantas producen siRNAs que se transfieren
a patdbgenos como hongos y virus, donde ejercen su efecto regulatorio en genes
criticos para la virulencia del patdgeno. Este proceso es conocido como
"silenciamiento génico inducido por huésped" (Host-Induced Gene Silencing,
HIGS) y es una estrategia que las plantas utilizan para protegerse de dichos
fitopatogenos (Bilir et al., 2022; Hua et al., 2018).

En esta regulacion también sucede lo contrario, es decir algunos
fitopatdgenos secretan RNA regulatorios que tienen efecto en la expresion
genética de las plantas. Se ha demostrado que hongos patdgenos secretan
pequefios ARN que interfieren con las vias de RNAIi en plantas hospedadoras,

debilitando sus defensas y facilitando la infeccién (Weiberg et al., 2013).
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Por no dejar de mencionar el gran impacto biolégico de este fendbmeno,
otro &mbito de estudio es la interaccidén entre plantas e insectos herbivoros. Se
ha observado que los miRNAs de las plantas pueden ser absorbidos por los
insectos a través de la alimentacion, y estos mismos pueden regular la expresion
génica en los insectos, afectando su desarrollo, reproduccion y comportamiento
(Chi et al., 2023).

Figura 6. Principales interacciones mediadas por RNA pequefios que soportan una
comunicacion entre reinos con evidencia experimental. Los signos de interrogacion (?)
representan poca o nula evidencia que respalde la comunicacion mediada por ARN’s pequefios.
Tomado y modificado de Rabuma y cols (2022).

Un ejemplo es la capacidad de los miRNAs de plantas para interferir con
los genes que regulan el metabolismo en insectos, o que podria reducir su
capacidad para digerir ciertos compuestos vegetales o para reproducirse
eficazmente.

En otro contexto, los miRNAs también desempefian un papel en la

regulacion de los microbiomas. Los miRNAs de las plantas pueden afectar la
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expresion génica en microorganismos del suelo, influenciando la composicion y
funcion del microbioma de la rizosfera. Este tipo de regulacion puede tener
implicaciones significativas en la salud del suelo y en la productividad de las
plantas, ya que los microbiomas son cruciales para la disponibilidad de nutrientes

y la proteccién contra patogenos del suelo (Middleton et al., 2021, 2023).

Este tipo de regulacion entre reinos podria ser util en el control de plagas
en la agricultura, promoviendo enfoques mas sustentables que la utilizacion de
plaguicidas quimicos. Se ha demostrado que los miRNAs de plantas pueden
regular genes en insectos y en algunos patdégenos microbianos, lo que sugiere
que esta tecnologia podria ser utilizada para disefiar plantas con resistencia

mejorada (Hernandez-Soto et al., 2021).

En términos de salud humana, existe un creciente interés en la posibilidad
de que los miRNAs de plantas consumidos en la dieta puedan influir en la
expresion génica en humanos. Aungue este tema es aun controvertido y requiere
mas investigacion, algunos estudios preliminares han sugerido que los miRNAs
vegetales pueden tener efectos bioldgicos en mamiferos, incluyendo posibles
roles en la regulaciéon de genes implicados en el metabolismo y la inmunidad
(Cavalieri et al., 2016; Zhang et al., 2012).

Finalmente, la regulacion entre reinos también podria tener aplicaciones
en la biotecnologia y la medicina, especialmente en el desarrollo de terapias
basadas en ARN. El disefio de siRNAs especificos para genes patdgenos podria
ofrecer nuevas formas de tratar enfermedades infecciosas, mientras que la
modulacién de miRNAs podria ser una estrategia para influir en el microbioma
humano y tratar trastornos metabdlicos o inflamatorios. La regulacion entre reinos
mediada por ARN es un campo fascinante y en rapido desarrollo que promete
revolucionar nuestra comprension de la biologia y abrir nuevas vias para la
intervencion biotecnoldgica. A medida que la investigacion avanza, se espera que
surjan nuevas aplicaciones que aprovechen esta forma de comunicacién

molecular para mejorar la agricultura, la salud y la biotecnologia.
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4.7 Principales investigaciones en el tema de la regulacion entre reinos

En los ultimos afos, el campo de la regulacion entre reinos mediada por ARN ha
avanzado significativamente, con nuevas investigaciones que han ampliado
nuestro entendimiento de este fendmeno y sus aplicaciones potenciales en
agricultura, medicina y ecologia. Estudios recientes han expuesto como las
plantas utilizan siRNAs para defenderse contra patdégenos. De hecho, se ha
descubierto que las plantas de tabaco pueden transferir SIRNAs a patdégenos
fungicos para suprimir genes de virulencia, lo que fortalece la hipétesis de que el
silenciador génico inducido por el huésped (HIGS) es una defensa generalizada

en plantas contra una variedad de patégenos.

Este estudio destaco la versatilidad de las plantas en la produccion de
siRNAs especificos para diferentes patégenos, lo cual es crucial para el
desarrollo de cultivos resistentes a enfermedades (Wang et al., 2016). Por otro
lado, también se ha avanzado en la comprensién de como los miRNAs vegetales
pueden influir en los insectos. Zha y cols. (2018) demostraron que los miRNAs
de arroz pueden ser absorbidos por el insecto plaga Nilaparvata lugens
(saltahojas marrén), donde regulan la expresiébn de genes que controlan el

desarrollo y la fecundidad del insecto.

Este estudio sugirié que los miRNAs vegetales podrian ser una estrategia
biotecnolégica viable para el control de plagas, reduciendo la dependencia de
pesticidas quimicos y contribuyendo a practicas agricolas mas sostenibles (Jing
et al., 2023). La interaccion entre plantas y microbiomas también ha sido un foco
de investigacion reciente. Se ha discutido que los miRNAs exudados por plantas
de Arabidopsis pueden afectar la expresion génica en bacterias del suelo,
influyendo en la estructura y funciéon del microbioma. Estas aproximaciones
proporcionan evidencia de que las plantas pueden modular activamente su
entorno microbiano a traves de la liberacion de moléculas de ARN, lo que podria
tener implicaciones para la agricultura sostenible y la gestion del suelo (Huang et
al., 2019).
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La investigacion en este fenomeno de la regulacion entre reinos mediada
por ARN continla expandiéndose, con un enfoque en aplicaciones practicas y la
comprension de los mecanismos subyacentes. Desde 2017, la investigacion en
regulacion entre reinos mediada por ARN ha avanzado notablemente, revelando

la complejidad y el potencial de esta forma de comunicacién molecular.

A medida que la tecnologia y los métodos de andlisis avanzan, es probable
que descubramos mas ejemplos de regulacidn entre reinos y que estas
interacciones se aprovechen para aplicaciones practicas en agricultura y
medicina. Hasta cierto punto, queda mucho por entender especialmente en lo
relacionado con la funcionalidad y la relevancia bioldégica de estos ARN en
organismos no vegetales, lo que continuard siendo un area importante de

investigacion futura.

4.8 Larelacion bidireccional entre lainteraccién planta-hongo fitopatégeno

En el contexto especifico de la interacciébn planta-hongo fitopatdgeno, la
comunicacién entre reinos juega un papel crucial en la defensa de las plantas
contra infecciones y en la capacidad de los hongos para colonizar y causar
enfermedades. Las plantas han desarrollado mecanismos sofisticados para

defenderse contra los patdgenos, incluidos los hongos fitopatégenos (Figura 7).

Uno de estos mecanismos es el silenciamiento génico inducido por
huésped (HIGS), en el cual las plantas producen siRNAs especificos que se
transfieren a los hongos patégenos y silencian genes esenciales para su
virulencia. Un brillante estudio sugiere que los hongos como Botrytis cinerea
pueden liberar ARN pequefios que interfieren con las vias de RNAI en sus plantas

hospedadoras, debilitando sus defensas y facilitando la infeccién.

Este hallazgo resalté la capacidad de los hongos para utilizar ARN como

una herramienta de patogenicidad, asi como el potencial de las plantas para
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contrarrestar estas estrategias patdbgenas mediante la ingenieria genética para

producir siRNAs dirigidos a genes especificos de virulencia en hongos (Weiberg
et al., 2013).

Una revisidn propone los posibles mecanismos de cémo el hongo
Fusarium graminearum, un patdgeno significativo en cultivos de cereales,
interactda con su hospedador. Se describe que las plantas pueden utilizar SIRNAs

para regular la expresion de genes en el hongo, reduciendo asi su capacidad
para causar enfermedades.
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Figura 7. Principales mecanismos de la comunicacion entre reinos que tiene lugar en la
relacion bidireccional de algunas plantas contra hongos fitopatdgenos. Tomado y
modificado de Mahanty y cols (2023).

Este tipo de interferencia de ARN bidireccional subraya la complejidad de
las interacciones planta-patégeno y sugiere que los sistemas de RNAI son un
campo fértil para la investigacion y el desarrollo de cultivos resistentes a
enfermedades (Machado et al., 2018).
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La regulacion entre reinos mediada por ARN en la relacion planta-hongo
fitopatdgeno tiene importantes implicaciones para la agricultura. Los enfoques
basados en HIGS y la manipulacién de miRNAs ofrecen nuevas estrategias para
desarrollar cultivos resistentes a enfermedades. Al generar plantas que
produzcan siRNAs y miRNAs especificos para genes clave en patdégenos, es
posible reducir significativamente el impacto de enfermedades fangicas en la
produccion agricola, mejorando la seguridad alimentaria y reduciendo la

dependencia de fungicidas quimicos (Qiao et al., 2021).

La regulacion entre reinos mediada por ARN en la interaccién planta-
hongo fitopatégeno es un campo de investigacion prometedor que esta revelando
nuevas dimensiones de la defensa de las plantas y la patogenicidad de los
hongos. A medida que avanzamos en nuestra comprension de estos
mecanismos, es probable que surjan nuevas aplicaciones en biotecnologia
agricola, proporcionando herramientas mas eficaces y sostenibles para el manejo
de enfermedades de los cultivos.

La investigacion continua en esta area no solo contribuira al desarrollo de
nuevas estrategias de proteccion de cultivos, sino que también ampliard nuestro
conocimiento fundamental de las complejas interacciones ecoldgicas y evolutivas
entre plantas y patdégenos. Que, en ultima instancia, pueden tener repercusiones
importantes incluso en el &mbito de la biotecnologia aplicada como la elaboracion

de cerveza.
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5. JUSTIFICACION

Debido a que la produccion de cerveza es un sector industrial importante para
México y el mundo que impacta social y econémicamente, es de interés aportar
informacion, que soporte a la teoria existente sobre el problema de azucares

residuales, y se involucre en el desarrollo de procesos mas eficientes.

El transporte de alfa glucésidos como la maltosa y la maltotriosa es uno
de los pasos limitantes mas importantes en el desarrollo de una fermentacion
eficiente, por lo tanto, el desarrollo de investigacion que aporte informacion
relevante es de importancia capital en contextos de desarrollo de nuevos

productos o en el control y desarrollo de procesos mas eficientes.

Aunado a lo anterior, la elaboracibn de cerveza es el proceso
biotecnolégico mas antiguo de la humanidad y es de importancia capital estudiar
la posible relacion molecular existente entre los tres organismos presentes en

dicho proceso: la levadura, la cebada y el lupulo.

Con el fin de evidenciar la posible regulacion genética entre reinos y
abonar en el vasto conocimiento en existente en la biotecnologia de la cerveza,
el estudio de la regulacion mediante RNA no codificante proveniente de las
plantas, malta y lUpulo, hacia la expresion genética de la levadura representa una
idea innovadora que posiblemente brinde informacién importante sobre los

mecanismos de variabilidad en la fermentacion cervecera.
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6. HIPOTESIS

6.1 Hipotesis relacionada con la toma diferencial de maltosa y maltotriosa
en las levaduras SpiB1y SpIB2.

1. La variacién nivel de expresion de los genes MALx1, MPHx, AGT1 y MTT1,
involucrados en el transporte de maltosa y maltotriosa determinan la toma

diferencial de alfa glucésidos en dos levaduras de proceso.

2.- La variacion en la estructura de las proteinas transportadoras afecta
aminoacidos importantes en el mecanismo de translocacion de maltosa o

maltotriosa.

6.2 Hipdtesis relacionadas con el efecto en la expresion genética de las
levaduras de estudio debido a la presencia de RNA no codificante presente
en el mosto cervecero.

1- Existira un efecto significativo en la expresién genética global de las levaduras

de estudio debido a la presencia de RNA en el mosto cervecero.

2.- Una fraccion de los genes diferencialmente expresados y regulados a la baja

en cada levadura pertenecera a alguna categoria con importancia industrial.
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7. OBJETIVOS DEL TRABAJO

7.1 Objetivo general relacionado con la hipotesis de la seccion 6.1

Demostrar que las diferencias en la expresion de los genes MALx1, MPHx, AGT1y MTT1,
estan involucrados en el fenotipo diferencial de consumo de maltosa y maltotriosa en dos
cepas de Spastorianus y que las variaciones en la estructura de proteinas
transportadoras afectan aminoacidos importantes en el transporte de maltosa y

maltotriosa.

7.2 Objetivos especificos relacionados con la hipétesis de la secciéon 6.1

1.- Caracterizar la region reguladora, codificante de los genes MALx1, MPHX,
AGT1ly MTTL.

2.- Caracterizar la eficiencia de fermentacion de las levaduras de estudio en las
mismas condiciones de cultivo.

3.- Caracterizar la tasa de transporte de maltosa y maltotriosa en las dos cepas
de estudio.

4.- Determinar la expresion de los transportadores MALx1, MPHx, AGT1y MTT1

en condiciones de fermentacion lager.

7.3 Objetivo general relacionado con la hipoétesis de la seccion 6.2

Determinar que la expresion genética global de las levaduras de estudio esta
afectada por RNA presente en el mosto cervecero.
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7.4 Objetivos especificos relacionados con la hipotesis de la seccién 6.2

1.- Realizar un experimento de fermentacion para cada cepa que permita
evaluar el posible efecto de RNA presente en el mosto cervecero.

2.- Obtener el RNA total de las levaduras para su posterior envio a una
plataforma de secuenciacion de nueva generacion.

3.- Realizar un preprocecamiento de las lecturas de secuenciacion.

4.- Obtener los genes diferencialmente expresados en las condiciones de
fermentacion disefiadas para cada cepa.

5.- Analizar los genes diferencialmente expresados y asociarlos a un proceso

bioldgico de interés.
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8. CAPITULO 1 Patrones de expresion de los genes Mal y su asociacién con
la tasa de transporte de maltosa y maltotriosa de dos levaduras
Saccharomyces pastorianus

Este trabajo fue aceptado para su publicacion en la revista Applied and
Environmental Microbiology de la editorial American Society of Microbiology
(ASM) bajo el titulo:

“Expression patterns of Mal genes and association with differential maltose
and maltotriose transport rate of two Saccharomyces pastorianus yeasts”

Nota: todo el material suplementario mencionado en este capitulo esta disponible
en la publicacibon en linea del articulo. Por favor dirigirse a

https://journals.asm.org/doi/10.1128/aem.00397-24 o consultar el DOI siguiente.

DOI: 10.1128/aem.00397-24
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l. Resumen

La elaboracion de cerveza es un proceso bien conocido que aun enfrenta grandes
desafios, como el consumo total de azlcares presentes en los medios de
fermentacion. La cerveza estilo lager, una de las mas importantes a nivel mundial,
se elabora con levadura Saccharomyces pastorianus (Sp), que debe fermentar
mostos con alto contenido de maltotriosa, pero su consumo representa un
problema notable, especialmente entre las cepas Sp que pertenecen al grupo I.

Factores como las condiciones de fermentacion, la presencia de
transportadores de maltotriosa, la variacion del ndamero de copias del
transportador y las variaciones en la regulacion genética contribuyen a este
problema.

Aqui evaluamos los factores que afectan la fermentacion en dos cepas de
levadura Sp: SpIB1, con absorcion limitada de maltotriosa, y SpIB2, conocida por
su eficiente transporte de maltotriosa. SpIB2 transportd significativamente mas
maltosa (28%) y maltotriosa (32%) en comparacion con SplB1.

Ademaés, SpIB2 expres6é todos los transportadores MAL (ScMALXx1,
SeMALXx1, ScAGT1, SeAGT1, MTT1 y MPHXx) el primer dia de fermentacion,
mientras que SpIB1 solo exhibié los genes ScMalx1, SCAGT1y MPH2/3. Algunos
transportadores SpIlB2 mostraban dominios transmembrana polimoérficos (TMD)
que se asemejaban a MTT1, acompafiados de una mayor expresion junto con
sus genes reguladores positivos, como MAL63. Esto ultimo siendo un factor de
gran importancia para el estudio de este problema.

Estos hallazgos sugieren que, ademas de los factores mencionados
anteriormente, los reguladores positivos de los transportadores Mal contribuyen
significativamente a la diversidad fenotipica en el consumo de maltosa y

maltotriosa entre las cepas de levadura lager estudiadas.
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I. Introduccion

La cerveza es una de las bebidas fermentadas méas popular a nivel mundial
(Baiano, 2021), con una produccion que alcanzé los 189 millones kilolitros en
2022 https://www.statista.com/statistics/270275/worldwide-beer-
production/#:~:text=In%202022%2C%?20the%20global%?20beer,the%20United%
20States%20and%20Brazil).

El papel de los microorganismos en la biotecnologia de alimentos
fermentados, depende de la conversion enzimatica de sustratos crudos en
productos nutritivos y comestibles para el ser humano, especialmente en la
elaboracién de cerveza (Dimidi et al., 2019; Tamang et al., 2016).

En este sentido, las levaduras son cruciales en la elaboracion de cerveza,
Saccharomyces cerevisiae (Sc) se utiliza para la cerveza estilo ale, con
temperaturas de fermentacion que oscilan entre 16 °C y 26 °C. Mientras que
Saccharomyces pastorianus (Sp) es utilizada en la cerveza estilo lager y
fermentan entre 5 °C y 15°C (Bonatto, 2021; Petruzzi et al., 2016).

Sp, es un hibrido natural entre especies de Sc y una levadura criotolerante,
Saccharomyces eubayanus (Se) (Baker et al., 2015; Libkind et al., 2011; Peris et
al., 2016), que se divide en dos grupos metabdlica y genéticamente distintos; el
tipo Saaz (grupo ) y tipo Frohberg (grupo 1) (Gibson et al., 2013).

Dos hipétesis explican el origen de la levadura lager: (i) la existencia de dos
eventos de hibridacion independientes que involucran diferentes levaduras, Sc y
Se (Baker et al., 2015; Gallone et al., 2018; Monerawela et al., 2015); (ii) ambos
grupos de levaduras lager comparten un unico evento de hibridacion, y la
evolucion resultante de esa hibridacion dio forma a las divergencias genémicas

entre ambos grupos (Salazar et al., 2019).
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La prevalencia de Sp en la industria cervecera implica que este hibrido
posee una ventaja selectiva sobre sus cepas originales. Las caracteristicas clave
que contribuyen a esta ventaja incluyen una mejor aptitud biolégica en
condiciones de estrés y un consumo eficiente de maltotriosa (Gallone et al., 2016,
2018; Herbst et al., 2017).

Pero, una de las principales diferencias fisiologicas entre las levaduras lager
es la absorcion limitada de maltotriosa en algunos miembros del grupo | (Gibson
et al., 2013). El transporte de maltosa y maltotriosa es un “cuello de botella” para
lograr una buena fermentacion (Meneses & Jiranek, 2002), ya que representan
entre el 60% y el 50% de los azucares fermentables en un mosto cervecero
estandar, respectivamente (He et al., 2014; Stambuk et al., 2006).

A pesar de su abundancia, el transporte de maltosa y maltotriosa esta
regulado por un mecanismo de represion por catabolitos de carbono, donde se
prioriza la glucosa sobre la maltosa y la maltotriosa (Gancedo, 1998; Horak, 2013;
Kayikci y Nielsen. 2015). En consecuencia, la mayoria de las levaduras
cerveceras consumen mas facilmente la maltosa, lo que hace que la maltotriosa
prevalezca mas en las etapas posteriores de la fermentacion, donde algunas
cepas de levadura presentan una deficiencia en su absorcion (Meneses &Jiranek,
2002; Monerawela et al., 2015; Yoon et al., 2003; Zastrow et al., 2000).

En el fenotipo de consumo deficiente de maltotriosa intervienen diferentes
factores los cuales incluyen: (i) las condiciones estresantes en los ultimos dias
de la fermentacion (Day et al., 2002); (ii) la presencia o0 ausencia de
transportadores especificos de maltotriosa, como AGT1y MTT1/MTY1 (Dietvorst
et al., 2005; Magalhaes et al., 2016; Salema-Oom et al., 2005); y (iii) diferencias
regulatorias en genes transportadores de maltosa y maltotriosa (Dietvorst et al.,
2010; Vidgren et al., 2011).

Ademas, la aparicion de genes quiméricos, resultantes de la recombinacion
genomica, también participa en el mecanismo de generacion de variacion en
levaduras estrechamente relacionadas, lo que lleva al desarrollo de
transportadores de maltotriosa altamente eficientes (Baker y Hittinger, 2019;

Brouwers et al., 2019).
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Como se indico anteriormente, el consumo de alfa glucésido varia entre la
levadura lager y su estudio carece de una imagen global como en el analisis a
nivel transcriptomico. Aqui, investigamos el sistema de transporte de azucar en
dos levaduras lager, especificamente SplB1, caracterizada por una absorcion
limitada de maltotriosa, y SpIB2, que se distingue por su eficaz transporte de
maltotriosa.

Investigamos si las condiciones de fermentacion y/o las diferencias en la
arquitectura genética de los genes MAL estan asociadas con esta diversidad
fenotipica del consumo de maltosa y maltotriosa. Mediante el analisis integrativo
del transcriptoma, las detecciones cualitativas de genes y transcritos MAL, la
determinaciéon bioquimica de la tasa de transporte de maltosa y maltotriosa
aproximamos eventos moleculares, como regiones polimoérficas en los
transportadores de maltosa y maltotriosa, y los patrones diferenciales de
expresion del gen MAL que estan asociados con los fenomenos subyacentes
involucrados en la diversidad fenotipica de la utilizacion del azicar en dos
levaduras lager.

Hasta donde sabemos, este trabajo muestra el primer enfoque de datos de
RNA-seq para obtener informacion sobre el consumo de azlcar en dos levaduras
lager, lo que nos permiti6 detectar los genes reguladores MAL como una

caracteristica clave en esta diferencia.

lll.  Materiales y métodos

a) Cepas.
Las cepas SpIB1 y SpIB2, que representan los grupos | y Il, se obtuvieron de
Cerveceria Cuauhtémoc Moctezuma (Monterrey, NL, México). Las cepas de
levadura se almacenaron en medio YP-M (1% extracto de levadura, 2% peptona
y 2% maltosa) con 40% glicerol a -20°C después de 48 h o al alcanzar la fase

estacionaria para uso futuro.

b) Condiciones y medios de cultivo.
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Ambas cepas fueron inoculadas en medio YPM y mosto cervecero con la
siguiente composicion: 138 ppm de nitrdgeno amino libre, 0,11% (p/p) de
fructosa, 4,85% (p/p) de glucosa, 11% (p/p) maltosa y 3% (p/p) de maltotriosa. La
fermentacion se desarrollo durante 5 dias a 16°C y el experimento se realizo por
triplicado.

Los muestreos fueron realizados en el primer, segundo y quinto dia,
elegidos por su significativa expresion fenotipica en la produccion de dioxido de

carbono y el fenotipo de floculacién.

c) Inspeccidon y comparaciones por pares de permeasas presentes en los
datos gendémicos y transcriptémicos de las levaduras estudiadas.
Utilizamos los datos gendémicos obtenidos previamente (Leén-Medina et al.,
2016) para recopilar informacion sobre los transportadores de maltosa y
maltotriosa dentro de las cepas SpIB1l y SpIB2. Al examinar los archivos de

anotaciones del genoma, identificamos genes transportadores en cada cepa.

Empleando la funcién getfasta de bedtools version 2.30.0 (Quinlan & Hall,
2010), la utilidad grep UNIX y el paquete ggplot2 R, generamos graficos de genes

e informacién de los loci.

d) Andlisis de la estructura de la permeasa.

Fue elaborado un analisis estructural mediante alineamiento mdultiple de las
proteinas transportadoras para obtener los aminoacidos importantes en el
mecanismo de translocacion de la maltosa (Trichez et al., 2019). El andlisis de
conservacion de secuencia de aminoacidos se realiz6 con el paquete msaversion
1.32.0 (Bodenhofer et al., 2015), junto con el algoritmo CLUSTAL-W y matriz de
sustitucion BLOSUMBS8O0.

Los criterios de inclusion para la secuencia de aminoacidos de las
permeasas implicaron secuencias completas y/o predicciones completas del
dominio transmembrana. La distribucion filogenética de cada permeasa se

obtuvo mediante el método de maxima verosimilitud (del inglés Maximum
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Likelihood) con los paquetes ape version 5.7-1 (Paradis et al., 2004) y phangorn
version 2.11.1, con la implementacion de un espacio muestral Bootstrap de 1000
réplicas (Schliep. 2011).

e) Analisis de laregion reguladora de los genes Mal.

El software YEASTRACT fue empleado para identificar supuestos sitios de union
de los factores de transcripcion MAL63 y MIG1 para cada region reguladora rio

arriba de los genes Mal (Monteiro et al., 2020).

Basado en un modelo cientifico previo (Dietvorst et al., 2010; Vidgren et
al., 2011), en ausencia de sitios de unién al activador MAL63 de los genes MAL,
los transportadores muestran niveles de transcripcion reducidos para los genes
indicadores o un bajo crecimiento en medios de cultivo con maltotriosa como

Unica fuente de carbono y viceversa.
f) Valores de FPKM de los genes mal encontrados en cada cepa.

A partir de los datos transcriptomicos generados previamente (Hernandez,
2020), fueron obtenidos los valores de FPKM para los transportadores MALX1,
AGT1, MTT1y MPH2/3. Los datos transcripcionales fueron tomados del segundo

y quinto dia de fermentacion.

Debido a la naturaleza hibrida de la levadura, los posibles eventos de
recombinacién especificos y la ausencia de un genoma de referencia confiable,
se desarroll6 un ensamblaje de novo. Las lecturas transcriptomicas pareadas
para ambas cepas de levadura se procesaron con Trimmomatic version 0.38
(parametros LEADING:5 TRAILING:5 MINLEN:50) (Bolger et al., 2014) y

Sortmerna para la eliminacion de ARN contaminante (Kopylova et al., 2012).

Posteriormente, las lecturas forward y reverse para cada cepa fueron
concatenada de forma independiente y ensambladas utilizando la herramienta
Trinity versién 2.14.0 con parametros predeterminados (Haas et al., 2013;
Raychowdhury et al., 2011). Los transcriptomas ensamblados fueron anotados

utilizando la herramienta Trinotate version 3.1.0 (Bryant et al., 2017).
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Para mapear lecturas de alta calidad contra el transcriptoma ensamblado
de novo de cada cepa, fue empleada la herramienta Bowtie2 version 2.4.4 con
parametros predeterminados (Langmead & Salzberg, 2012). Para determinar la
abundancia de cada transcrito el software RSEM version 1.3.3 fue empleado con

valores predeterminados (Li y Dewey, 2011).

En particular, en el contexto del resultado del ensamblaje Trinity, se utiliza
el término “isoforma", dejando el significado biologico relacionado con el
empalme alternativo. Ademas, en este estudio se enfatiza el uso inequivoco de
la nomenclatura genética AGT1/MAL11y MTT1/MTY1.

g) Analisis de expresion global.
Un andlisis diferencial de expresion génica para fue elaborado para ambas cepas

de levadura utilizando muestras recolectadas en el segundo y quinto dia de

fermentacion.

Para evaluar las diferencias estadisticas en la expresion de los genes Mal,
empleamos el alineamiento de las lecturas con el genoma de referencia de Sp
CBS1483 (genoma y anotaciones disponibles en NCBI bajo el bioproject
prjina522669). El alineamiento de lecturas fue realizado con el programa Star
version 2.7.3a con parametros predeterminados (Dobin et al., 2013). Htseqg-count
version 0.11.1 (Anders et al., 2015) se utiliz6 para la obtencidén de archivos de
conteo a partir de los archivos de alineamiento bam. Para el andlisis de expresion

global el software edger version 3.34.0 (Robinson et al., 2010) fue utilizado.

Se filtraron genes con niveles de expresién bajos (cpm > 5), contrastando
los grupos en el segundo dia de fermentacion (f2) para ambas cepas (grupo de
contraste f2_820-f2_790), y de manera similar en el quinto dia de fermentacion
(f5) (grupo de contraste f5_820-f5_790).

Consideramos que un gen se expresaba significativamente si mostraba al
menos una abundancia doble en cada cepa (log2 (2) = 1) con una tasa de

descubrimiento de falsos positivos (FDR) de <0,05. Para efectos practicos de la
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investigacion, solamente nos centramos en los genes Mal de la lista de genes

expresados diferencialmente.

h) Prueba de tasa de transporte celular.
La tasa de transporte de pNP-a-glucosa (estructuralmente relacionada con la

maltosa) y pNP-a-maltosa (estructuralmente relacionada con la maltotriosa) fue

medida como se describié anteriormente (Hollatz y Stambuk, 2001).

En breve: las cepas SpIB2 y SpIB1 fueron suspendidas a 16 gL-1 en
succinato-Tris 50 mM, pH 5,0 a 30 °C durante 5 min; afiadimos pNP-glucosa o
pNP-maltosa (40 mM en agua) a concentracion final de 5 mM e incubados.
Muestras de 100 pL fueron retiradas cada min y transferidas a bafio de agua

hirviendo durante 3 min.

Después de enfriar a temperatura ambiente, agregamos un volumen de NaHCOs3
2 M, las células fueron eliminadas por centrifugacién y se midio el p-nitrofenol
presente en el sobrenadante a 400 nm.

Los experimentos fueron hechos por triplicado y controles de células
previamente hervidas fueron implementados. La prueba t de Student para las
comparaciones de las pendientes de transporte fue elaborada en R version 4.2.3

i) Extraccién de ADN y ARN.
La purificacion del ADN fue llevada a cabo como se mencioné anteriormente

(Amer et al., 2011). Brevemente: las cepas SpIB1 y SpIB2 fueron inoculadas, por

separado, en medio YPM e incubadas 48 h.

Las células fueron lavadas y 2 ml de células fueron recuperadas a 3000
rpm; agregamos 400 pL de solucion de extraccion estéril e incubamos 10 min a
65°C. Posteriormente, afladimos 130 ul de acetato de sodio 3 M, pH 5,2, a cada

muestra, se agité durante 30 seg e incubd a -20 °C.

Finalmente, el lisado fue centrifugado a 13000 rpm a 4°C durante 15 min;
el sobrenadante fue sometido a precipitacion con isopropanol. Para la extraccion

de ARN se realizo el protocolo de fenol caliente (Green y Sambrook, 2021), con
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la Gnica diferencia del uso de solucién AES (acetato de sodio 50 mM, EDTA 10

mM y SDS al 0,5%) en lugar de la solucion TES propuesta.

Brevemente, muestras de 10 ml del primer y segundo dia de fermentacion
fueron centrifugadas durante 5 minutos a 3000 rpm a 4°C; los sedimentos
celulares fueron lavadas con 5 ml de agua fria estéril y se centrifugaron a 3000
rpm a 4°C durante 5 min; el sobrenadante fue descartado y el sedimento celular
congelado en nitrogeno liquido y almacenado a -70 °C hasta su uso.

La muestra fue colocada en hielo (para descongelar) y resuspendida en
400 pl de solucion AE; 400 pL de fenol acido fue agregado seguido de 30 s de
agitacion; las muestras de extraccion fueron incubadas durante 60 minutos a
65°C y una centrifugacion de 5 minutos a 13000 rpm a 4°C fue empleada. El
sobrenadante fue colocado en un nuevo tubo de microcentrifuga estéril y un

segundo procedimiento de extraccion con fenol acido caliente fue realizado.

El sobrenadante resultante fue tratado con un volumen de cloroformo y
centrifugado durante 5 minutos a 13000 rpm a 4°C; el sobrenadante resultante
fue sujeto a precipitacion con dos volimenes de isopropanol enfriado con hielo y
40 ul de acetato de sodio 3 M a pH 5,3, seguido de una incubaciéon en

refrigeracién durante 60 min.

Las muestras resultantes fueron centrifugadas durante 10 minutos a 13000
rom a 4 °C y el sedimento de ARN total se lavé con etanol al 70 % enfriado con
hielo en agua estéril tratada con pirocarbonato de dietilo (DPCE). Finalmente, el
sedimento lavado resultante fue resuspendido en 50 ul de agua tratada con
DPCE. La calidad de la extraccion de ARN fue evaluada mediante electroforesis
en gel de agarosa, y las concentraciones determinadas en un equipo tipo

nanodrop.

j) Deteccion molecular de permeasas en cada cepa.
Para la deteccion genOmica de los genes que codifican las permeasas MALX1,

AGT1, MTT1 y MPH2/3 en ambas levaduras, los cebadores y experimentos de
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PCR como se describiéo anteriormente fueron empleados (Magalhdes et al.,
2016).

En breve: el siguiente programa de PCR fue implementado: preincubacion
(95°C durante 5 min), ciclo de amplificacion repetido 35 veces (95°C durante 10
s, Tm °C para cada cebador especifico durante 10 s, 72°C durante 10 s). Para la
deteccion de los transcritos mensajeros, un experimento de PCR con
transcripcion inversa (RT PCR) para detectar las transcripciones de Malx1, AGT1,
MTT1y MPH2/3 fue ejecutado.

Para esto, fue utilizada una transcriptasa inversa comercial (M-MLV
Reverse Transcriptase, Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante y
utilizando las mismas condiciones de PCR mencionadas anteriormente
(Magalhdes et al., 2016). Los cebadores para ACT1, TAF10 y TFC1 fueron

empleados como genes de control y/o referencia (Teste et al., 2009).
k) Andlisis del consumo de mosto y alfa glucosidos.

Las muestras de mosto fueron analizadas mediante HPLC Serie 1200 de Agilent
Technologies utilizando un detector de infrarrojos (IR). La fase movil fue H2SOa4
(5 mM). El caudal se establecio en 1 ml/min utilizando una columna de
carbohidratos Aminex HPX-87C Hi-Plex Na, 300 x 7,7 mm, y la columna fue
equilibrada con H2SO4 5 mM en agua a 55 °C (Magalhées et al., 2016).

Los experimentos fueron realizados por triplicado y la prueba t de Student
fue empleada para determinar la significancia estadistica en la diferencia entre

las medias de transporte de maltosa y maltotriosa.

IV Resultados
Abundancia de las permeasas en las levaduras estudiadas.

Las posibles diferencias en el nimero de copias entre las permeasas, fueron
determinadas con datos gendmicos para identificar los loci asociados con los
genes transportadores MAL31, AGT1, MPH2/3 y MTT1, en ambas levaduras.
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Aunque una variacion del nimero de copias es congruente entre ambas
cepas para los genes AGT1, MPH2/3. Los genes MTT1, MAL31 mostraron
diferencias exhibiendo cuatro loci para la cepa SpIB2 y seis loci para la cepa
SpIB1 (Tabla 3; Fig. S1). A pesar de que ambas cepas tenian el transportador
MTT1 en su genoma, la secuencia de nucleétidos estaba incompleta en
comparacion con la longitud de referencia (Dietvorst et al., 2005; Salema-Oom
et al., 2005).

La longitud de los nucleétidos y aminodcidos en las permeasas vario
significativamente (Tabla 3), y solo las isoformas especificas de AGT1 y MAL31
estaban completas en cada genoma. Ademas, la distribucion estructural de los
loci MAL difirid6 del patrén canonico, que se observd solo en el scaffold15 en
SpIB2 (Fig. S1) (Monerawela et al., 2015; Monerawela y Bond, 2018).

Los datos transcriptomicos confirmaron la integridad de las permeasas,
mostrando que ambas cepas contienen el transportador MAL31 completo en
cada transcriptoma, mientras que la presencia del transportador MTT1 parecia
estar ausente. Para resolver estos resultados contradictorios, se realizaron
andlisis sobre los alineamientos multiples para determinar la distribucion
filogenética de estos transportadores utilizando un algoritmo de maxima

verosimilitud (del inglés Maximum likelihood).

Andlisis estructural, niveles de expresion y distribucién filogenética de las
permeasas.

Para detectar variaciones especificas en la estructura, el nivel de expresion y las
relaciones filogenéticas de los transportadores de maltosa y maltotriosa que
podrian aproximar la eficiencia diferencial del consumo de azucar, realizamos un
alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas para detectar regiones
polimorficas relacionadas con los mecanismos de translocacion de maltosa y

maltotriosa.
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Tabla 3. Localizacion y tamafio de las permeasas para maltosa y maltotriosa presentes en
las levaduras de estudio.

SpIB2 permeasas

Nombre | Nombre Locus Coordenadas Cadena | Tamafio en | Tamafio  en

del gen sistematico | (numero genoma transcriptoma
de (nt) (aa)
scaffold)

AGT1 YGR289C Scaffold3 4536 - 6368 + 1851/610 558

AGT1 YGR289C Scaffold50 | 71200 - 73051 - 1185/394

MAL31 YBR298C Scaffold102 | 3-581 - 581/193

MAL31 YBR298C Scaffold6 612004 - 613788 - 1784/594

MAL31 YBR298C Scaffold11l | 492091 - 492738 - 2165/721 615

MAL31 YBR298C Scaffold15 | 20813 - 21508 + 1793/597

MPH3 YJR160C Scaffold29 | 946600 - 948408 - 1808/602 374

MTY1 MTY1 Scaffold13 | 658031 - 659338 - 1307/435 No detectada

Sp820 permeases

AGT1 YGR289C Scaffold11l | 3868 - 5700 + 1833/611 610

AGT1 YGR289C Scaffold23 | 4299 - 6150 + 1185/394

MAL31 YBR298C Scaffold8 14887 - 15582 + 1825/608

MAL31 YBR298C Scaffold10 | 282142 - 283926 - 1784/594

MAL31 YBR298C Scaffold26 | 9677 - 11624 + 1947/614

MAL31 YBR298C Scaffold30 | 645561 - 645869 - 309/103 614

MAL31 YBR298C scaffold82 1-792 + 792/264

MAL31 YBR298C scaffold85 308 - 757 + 448/149

MPH3 YJR160C Scafold24 556421 - 558229 - 1809/602 462

MTY1 MTY1 Scaffold64 | 204 - 1553 - 1349/449 No detectada

Ademas, realizamos analisis transcriptomicos del segundo y quinto dia de

fermentacion para cada cepa de levadura con el fin de detectar diferencias que

podrian explicar la eficiencia del transporte de maltosa y maltotriosa. Finalmente,

llevamos a cabo una filogenia de maxima verosimilitud para estimar las
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relaciones estructurales/funcionales entre los transportadores de maltosa y
maltotriosa de ambas cepas.

Detectamos que los transportadores AGT1 y MAL31 de ambas cepas
mostraron 12 dominios transmembrana (TMD1-12), lo cual es caracteristico de
los transportadores MSF (Drew et al., 2021; Madej et al., 2014; Yan, 2013). A
pesar de su secuencia parcial (558aa), el transportador SpIB2 AGT1 mostro el
conjunto completo de dominios transmembrana tipicos de los miembros de la
familia MSF.

A pesar de ello, algunas transcritos asociados con los genes MPH2/3 y
MAL31 en ambas cepas carecian de predicciones del dominio transmembrana,
mientras que otras exhibieron deleciones que afectaron la estructura de TMD
(Fig. S2 y S3). Para las permeasas restantes, la prediccién de la estructura 3D
coincide con los transportadores de alfa-glucésido, lo que muestra un alto valor
de confianza entre la estructura TMD y las distribuciones de error alineadas
predichas son similares entre ellas (Fig. S2 y S3).

Teniendo en cuenta estos resultados, aquellas proteinas que mostraron
deleciones o falta de dominios transmembrana fueron excluidos de los
alineamientos multiples y de los andlisis filogenéticos (Philippe et al., 2011).

Con respecto al patron de conservacion, los dominios TMD1 (110-129 aa),
TMD2 (157 178 aa), TMD7 (371-399), TMD11 (501-524 aa) y TMD12 (532-550
aa) mostraron >50% de conservacion. En cierta medida, también observamos
algunas variaciones en las regiones especificas de MAL31 y AGT1 evidenciando
una region polimorfica que depende del transportador Mal (Fig. 8; Fig. S4).

Los patrones de conservacion de aminoacidos de las permeasas revelaron
una presencia constante (250%) de E120, D123, E167 y R505 en sus respectivos
TMD (Fig. 8). Como se muestra en la Fig. S4 (revisar en el articulo publicado en
linea), la asparagina (N) se conserva 250% en todas las secuencias de TMD11,
excepto las isoformas MAL11/AGT1 especificas presentes en SpIiB2 y SpiB1,
donde hay isoleucina (I). A su vez, una alanina (A) se conserva 250% en las
secuencias TMD12, pero no para SpiB2y SpIB1 MAL11/AGT1, donde se observo
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treonina (T557) en la isoforma SpIB2, mientras que las isoformas de SpIB1 tenian
A379 e Y384 (Fig. SH).
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Figura 8. Secciones del alineamiento multiple de proteinas transportadoras de maltosa y
maltotriosa que muestran los aminoacidos cargados involucrados en el mecanismo de
translocacion. Solo se muestran los dominios transmembranales DTM-1, DTM-2 y DTM-11.

En el andlisis del nivel de expresion, SplB2 exhibe mayor actividad
transcripcional para la mayoria de los transportadores, excepto MAL61, que
muestra mayor expresion en la cepa SplIB1. Especificamente, la isoforma AGT1
de SpIB2 demuestra una mediana mas alta de fragmentos por kilo base de
transcrito por millén de lecturas mapeadas (FPKM), 2,6 y 6,08, en el segundo y
quinto dia de fermentacién, en comparacién con la isoforma de SpIB1 con valores
de FPKM de 0,22 y 1,39 en los mismos dias (Fig. 9A).

Para los genes MAL31, la isoforma SpIB2 muestra los valores de expresion
mas altos en el segundo y quinto dia (329,26 y 180,08 FPKM), en contraste con
la isoforma SpIB1 que muestra 34,52 y 50,12 FPKM en los dias respectivos (Fig.
9B). Estos resultados son consistentes con el analisis de la region reguladora
donde, en general, la levadura SpIB2 tiene mas sitios de union funcionales para
las proteinas reguladoras MAL63 (Tablas S2 y S3).
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Figura 9. Niveles de expresion de los transportadores de maltosa y maltotriosa mostrados en
FPKM. Los datos son representados como grafico de caja conteniendo los valores FPKM, de
tres experimentos independientes, para cada gen MAL encontrado en cada cepa. Nétese que
en los genes A) AGT1, B) MAL31, D) MPH2 y F) MPH3 la cepa SpIB2 presenta mayor nivel de
expresion que la cepa SplB1. La cepa SpIB1solo tiene mayor expresion en el gene

F) MALG61 al quinto dia de fermentacion.

Con respecto a los transportadores MALG61, la isoforma SpIB1 exhibe la
expresion mas alta (67,27 FPKM) en el quinto dia de fermentacion (Fig. 9C). La
actividad transcripcional de MPH2 y MPH3 es mayor en SpIB2 que en SpIB1 (Fig.
8D y F). Empero, ambas cepas muestran isoformas con deleciones que afectan
a numerosos dominios transmembrana (Fig. S2).

Para obtener la relacion entre los transportadores MAL de SpiB2, SpIB1y
los reportados para Sc, Se y Sp, se estimO un arbol filogenético de maxima
verosimilitud (del inglés Maximum Likelihood). La Figura 10 mostré la presencia

de tres clados principales observados previamente (Baker y Hittinger. 2019;
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Brown et al., 2010), donde las proteinas AGT1 muy divergentes formaron su
propio grupo.

Aqui, observamos que las proteinas MAL11 de SpIB2 y SpIB1 se agruparon
en este clado, lo que sugiere una funcién similar. Los grupos MPH3 y MPH2 estan
constituidos por dos proteinas de Sc y una proteina de Sp. No obstante, no
incluimos las proteinas de SpIB2 y SpIB1 ya que observamos eliminaciones en
los dominios transmembrana importantes para la translocacion de maltosa (Fig.
S2).

El clado mas grande esta constituido por transportadores MALT de Se y

MAL31_6 de SpiB1, MALx1 de Sc y Sp y transportadores MTT1/MTY1
especificos de hibridos lager. Es importante sefalar que las proteinas SplB2
MAL31 se agruparon, respaldadas con un valor de bootstrap de 98,6, en el grupo
MTT1, lo que sugiere una funcion de transporte de maltotriosa muy relacionada.

Finalmente, incluimos un transportador MAL11 muy distante de Torulaspora
delbrueckii para obtener una interpretacion mas sélida del arbol (Philippe et al.,
2011).

Andlisis de expresion global de genes.
Para determinar la expresién génica afectada solo por el tipo de cepa de levadura

y no por las condiciones de fermentacion y también para obtener informacion
estadistica de la seccion de andlisis del nivel de expresion (FPKM), decidimos
realizar un analisis diferencial de la expresién génica mediante el alineamiento
de las lecturas transcriptomicas de SpIB1 y SpIB2 contra el genoma de referencia
de la levadura Sp.

Los loci MAL analizados en este trabajo mostraron una identidad del 99%
al 100% y una cobertura del 87% al 100%, con regiones cromosomicas del Sp
CBS1483 (Tabla S1). En términos generales, observamos un efecto considerable
segun el tipo de cepa. En el segundo dia de fermentacion, determinamos 1613
genes regulados negativamente y 1215 genes regulados positivamente en
SpIB1.
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Figura 10. Filogenia estimada con el algoritmo “Maximum likelihood” mediante un Bootstrap de

1,000 para los transportadores de maltosa y maltotriosa reportados en S. cerevisiae, S.

eubayanus, S. pastorianus, SpIB1y SpIB2. La escala de las barras indica el numero de

sustituciones aminoacidicas por sitio. Notese como las proteinas MAL31 de la cepa SplB2,

marcadas en rojo, se agrupan con las permeases MTT1/MTY1 reportadas para S.

pastorianus.

En el quinto dia de fermentacién, observamos 2494 genes regulados
negativamente y 2183 genes regulados positivamente en SplB1. Aqui podemos
interpretar a la inversa estos genes expresados diferencialmente (Anders et al.,
2013; Robinson et al., 2010), donde los genes regulados negativamente en SpIB1
estan regulados positivamente en SpIB2, y los genes regulados positivamente en

SpIB1 estan regulados negativamente en SpIB2.
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Figura 11. Grafico tipo Volcano que expone los genes diferencialmente expresados en A) el
segundo y B) quinto dia de la fermentacion para las cepas SplB1y SpIB2. Los genes al alta
(up) y a la baja (down) estan representados en azul y rojo, respectivamente (valor absoluto
del log2 fold change >1 y false-discovery rate [FDR] < 0.05). Genes con significancia
estadistica, pero con bajo nivel de expresion (s_but_low) (valor absoluto del log2 fold change
<1 and FDR < 0.05) son expuestos en gris y los genes sin significancia estadistica (ns) en
negro (FDR > 0.05).

A partir de estos genes expresados diferencialmente, nos centramos en
los genes de loci MAL, lo que dio como resultado la comparacion de fermentacion
del segundo dia (F2_820 frente a F2_790), con dos genes expresados
diferencialmente en SpIB1; MAL11 2y MAL11_1 (Fig. 11A).

Por el contrario, la cepa SpIB2 exhibe expresion diferencial en los genes
MAL33_1, MAL33 2, MAL32_1, MAL31_2, MAL33 3, MAL63y MAL13 (Fig. 11A;
Tabla S4). Estos genes realizan funciones reguladoras positivas y su expresion
global se confirma mediante mediciones de FPKM, lo que indica una mayor
expresion en SpIB2 (Fig. 9; Fig. Sb).

A pesar de ello, es importante tener en cuenta que los genes MAL63, MAL13
y MAL33 3 son estadisticamente significativos, pero muestran una expresion
baja en SpIB2 (log2 fold change <1, puntos grises en la Fig. 11A), lo que indica
que su abundancia es menos del doble en la cepa SpiB2.

El mismo patrén de expresion se observa en el quinto dia de fermentacion

(F5), donde la cepa SpIB1 muestra expresion de los transportadores de maltosa
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y maltotriosa, MAL11 (AGT1) y MAL31, asi como algunas maltasas, como MAL32
y MAL62 (Fig. 11B; Tabla S5).

De manera similar, la cepa SpIB2 tiene mas genes reguladores positivos,
como MAL63 y MAL33 1-3, y algunos transportadores, como MAL1l1l 3 y
MAL31_4. Los primeros cuatro genes, que son reguladores positivos, mostraron
mas del doble de abundancia en SpIB2 en comparacion con SpiB1, lo que
destaca la utilizacion significativa de estos genes por parte de SpIB2.

Analisis bioquimico de la tasa de transporte y deteccién molecular de los

transportadores de maltosa y maltotriosa.

Para demostrar si las condiciones de fermentacion tienen un efecto significativo
sobre el transporte de maltosa y maltotriosa, determinamos las curvas de
captacion celular para los sustratos p-nitrofenil-a-D-glucopiranosa (pNP-glucosa) y
p-nitrofenil-a-D-glucopiranosil-(1,4)-D-glucopirandsido (pNP-maltosa) para las
cepas SpIB2 y SpIB1 en las mismas condiciones de reaccion.

Los fundamentos de este ensayo son que los sustratos de pNP marcados
quimicamente se transportan al interior de la célula mediante transportadores de
alfa-glucésidos (MALx1, AGT1, MPHx y MTT1), una vez en el citoplasma de la
célula las alfa-amilasas hidrolizan el enlace alfa de la maltosa y la maltotriosa,
liberando el pNP. Después de la permeabilizacion y la extracciéon de pNP, se
realizaron mediciones espectrofotométricas a 400 nm para una determinacion
cuantitativa (Hollatz & Stambuk, 2001).

Debido a que la relacion estequiométrica de pNP al alfa-glucésido de interés
es 1:1 (Henderson & Poolman, 2017), se puede extrapolar la concentracion de
pNP transportado a la concentracion de alfa-glucosido marcado. Aunque ambas
cepas toman maltosa a un ritmo mayor que la maltotriosa, SpIB2 demuestra tasas
de transporte mas altas de ambos alfa glucésidos que SpIB1 (Fig. 12Ay 12B).

Especificamente, para la maltosa, SpIB2 tiene una tasa de transporte de
282 nmol min't mg* de peso seco, mientras que SpIB1 tiene 202 nmol min-t mg-

! de peso seco (Fig. S6). De manera similar, en el transporte de maltotriosa,
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SpIB2 exhibe una tasa mas alta de 183 nmol mint mg* de peso seco en

comparacion con SpiB1 de 124 nmol min't mg* de peso seco.

Estos resultados bioquimicos también reflejan el comportamiento fenotipico

en la misma condicién de fermentacion donde observamos 0,49 + 0,04% p/p y

1,44 £+ 0,27% P/P de maltosa residual y maltotriosa en el quinto dia,

respectivamente, en SpIB1, mientras que los azucares fueron no detectables en

SpIB2 (Fig. 12C).
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Figura 12. Tasa de transporte celular determinada por la toma de pNP-glucosa y pNP-
maltosa en un periodo de 7 minutos de reaccion en las cepas A) SpIB1y B) SpiB2. C)
Concentracién en %p/p de maltosa y maltotriosa en el segundo y quinto dia de la
fermentacion para la cepa SpIB1. Los datos para la cepa SpIB2 no fueron detectables.

Los datos de amplificacion genética sugieren que ambas cepas portan los
genes ScMALx1, SeMALx1, ScAGT1, SeAGT1l, MTT1 y MPH2/3, donde se
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confirmd la presencia de un gene tipo MTT1 en SpIB1 (Fig. 13A). La deteccion
de transcritos indica que ambas cepas expresan todas las permeasas analizadas,
aunque con un desfase temporal observado en la cepa SpIB1l. En particular,
SpIB2 exhibe todas las permeasas en el primer dia, mientras que SpIB1 solo
muestra ScMalx1, SCAGT1 y MPHXx.

En el segundo dia de fermentacion, observamos SeMalx1, SCAGT1, MPHXx
y MTT1 en SpIB2 y todas las transcritos para los transportadores analizadas en
SpIB1 (Fig. 13B). De estos resultados, destacamos que SpIB2 expresa todos los
transportadores MAL analizados en estas condiciones en el primer dia de la
fermentacién, mientras que con un desfase temporal la cepa SpIB1 expresa todos
los transportadores MAL, especialmente el MTT1. Esto sugiere un probableretraso
en la regulacién de la transcripcion causado por diferencias en el nivel de
expresion de las proteinas reguladoras MAL.

En general, estos hallazgos respaldan nuestras inferencias bioinforméticas,
destacando la regulacién genética como el factor predominante en la variacion

fenotipica del transporte de maltosa y maltotriosa en las cepas estudiadas.

V Discusion

La variabilidad estructural explica la variacion fenotipica en el transporte
de alfa glucosidos.

La mutacion espontanea es una fuerza impulsora importante detras de la
diversidad de proteinas bajo la seleccién natural, lo que potencialmente permite
una divergencia de ~50% a 80% sin afectar la estructura de las proteinas (Gong
y Blundell, 2010; Schaefer y Rost, 2012).

Pese lo cual, los cambios en residuos especificos, particularmente
aguellos relacionados con los sitios de unién al sustrato, podrian afectar la
funcion de las proteinas (Gong & Blundell, 2010). Las permeasas Mal analizadas
en este estudio muestran un patron de aminoacidos altamente conservado

(250%) en TMD1, TMD2 y TMD11, que se informaron como relevantes para el
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transporte de maltotriosa (Henderson y Poolman, 2017; Trichez et al., 2019).
Ademas, una alanina (A) se conserva =50 % en las secuencias de TMD12, pero
no en SpIB2 y SpIB1 MAL11/AGT1, donde se observo treonina (T557) (Smit et
al., 2008).

SplIB1

SpIB2

2,
ScMalx1
SeMalx1

ScAGT1
SeAGT1
MPHx
MTT1
TAF10

> SplB2

~ SpIB1

Figura 13. Deteccion molecular de los genes Mal presentes en las cepas SplB1y SpIB2. A)
Deteccion gendmica mediante PCR de los genes Mal ScMALx1, SeMALx1, ScCAGT1,
SeAGT1, MPHx, and MTT1/MTY1 indicando que cada levadura contiene todos los
transportadores analizados en este estudio. B) Deteccidn de transcritos por RT-PCR en el
primer y segundo dia de la fermentacion de las levaduras estudiadas. Notese que, en el
primer dia de la fermentacion, la cepa SpIB2 mostr6 todos los transcritos Mal, mientras que
la levadura SpIB1 solo exhibio ScMalx1, SCAGT1y MPHX.

Con todo esto, es importante mencionar que estos aminoacidos se modelan
en el contexto de los transportadores AGT1 y pueden no representar el panorama
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general de la especificidad de la maltotriosa de los transportadores similares a
MTT1/MTY1. Estudios recientes han informado sobre algunos sitios polimorficos
cruciales en TMD7 y TMD11 en MAL61, MTT1 y transportadores similares a
MTT1, donde la presencia de residuos T379 y N384 en TMD7 estan implicados
en la especificidad de la maltotriosa (Hatanaka et al., 2022).

Aqui, SpIB2 MAL31 mostré estas sustituciones de aminoacidos, pero no
estuvo presente en ninguna proteina MAL31 de SpIB1. Este resultado sugiere
fuertemente que SpIB2 tiene un eficiente sistema de transporte de maltotriosa
presente en su transcriptoma, mientras que SpIB1 tiene un paisaje similara AGT1
en su arquitectura de transporte de alfa glucésido.

En general, los cambios de aminodacidos y sintenia encontrados en los loci
Mal (Fig. S1) indican que las condiciones de fermentacion de la cerveza industrial
actian como una fuerza selectiva, y la naturaleza hibrida concomitante de Sp
puede causar la plasticidad del transporte de maltosa y maltotriosa observada en
estas levaduras (Brown et al., 2010; Hatanaka et al., 2022; Monerawela et al.,
2015; Monerawela y Bond, 2018; Salazar et al., 2019).

Los patrones de expresién y la identidad de los transportadores explican
eficientemente la variacion fenotipica del transporte de maltosa y

maltotriosa en las cepas analizadas.

Actualmente, diversas cepas de Sp utilizan proteinas MTT1 y/o AGT1 para el
transporte de maltotriosa (Day et al., 2002; Dietvorst et al., 2005; Magalhaes et
al., 2016; Salema-Oom et al., 2005; Yoon et al., 2003; Zastrow et al., 2000). El
agotamiento del azucar en el segundo (F2) y quinto (F5) dia para las cepas SplB2
y SpIB1 refleja las diferencias en la regulacién genética de los genes MAL. Esta
nocion esta respaldada por los datos transcriptomicos de los genes putativos
MTT1y AGT1 en SpIB2, pero solo AGT1 en SpiIB1.

Los resultados transcriptomicos confirmaron que MAL31 y MTT1 tienen
mas valores de expresion (FPKM) en SpiB2 que en SpIBl. Pese a esto, los

valores de expresion (FPKM) para AGTL1 fueron bajos en ambas cepas, aun con
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su gran importancia reportada previamente (Fig. 9) (Vidgren et al., 2005, 2009,
2011).

Este resultado tiene sentido porque estas levaduras lager tienen AGT1 en
su base genética, lo que sugiere un camino evolutivo relacionado con una menor
expresion de AGT1 y la presencia concomitante de transportadores similares a
MTT1 (Baker & Hittinger, 2019). Los transportadores de maltosa MAL61 se
expresaron mas en SplIB1 en el quinto dia de fermentacion (Fig. 9C), y esto es
consistente con su consumo de maltosa (Fig. 12C), que se asemeja al intervalo
de maltosa y maltotriosa residual observado previamente (Magalhdes et al.,
2016).

Finalmente, el nivel de expresion de los genes MPHXx fue mayor en SpIB2
qgue en SpIB1. Aun asi, los genes MPHXx son sélo transportadores especificos de
maltosa y su funcion en el transporte de maltotriosa es ambigua (Brown et al.,
2010; Magalhaes et al., 2016).

Con respecto a las relaciones filogenéticas de los transportadores de
maltosa y maltotriosa, nuestro arbol es consistente con informes anteriores
(Baker & Hittinger, 2019; Brown et al., 2010). En este sentido, la cepa SpIB2
mostro tres proteinas MAL31 agrupadas con transportadores MTT1/MTY1, lo que
evidencia que esta cepa probablemente tiene un sistema de transporte de
maltotriosa eficiente, mientras que los genes transportadores de la cepa SplB1
no exhibieron agrupacion con los transportadores MTT1/MTY1.

Es importante sefialar que SpIB1 MAL31_6 se agrupa con transportadores
de maltosa de Se, asemejandose una funcién similar a la permeasa de maltosa
de esta levadura. Como se observa aqui y en otros estudios, los transportadores
de maltosa y maltotriosa AGT1 son un grupo muy distante del clado MAL31 mas
grande, que tiene un subclado de transportadores especificos de maltotriosa
MTY1/MTT1, lo que sugiere que la evolucion de la caracteristica de consumo de
maltotriosa tiene redundancia y ocurrencia frecuente en el panorama evolutivo de
los transportadores MAL.

Contrariamente a la rapida evolucion de los loci MAL, las proteinas

transportadoras especificas de maltotriosa son un evento de baja frecuencia en
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la via de evolucion de este rasgo industrial crucial (Baker y Hittinger, 2019;
Brouwers et al., 2019; Brown et al., 2010), lo que explica la rica diversidad
fenotipica observada en el transporte de alfa glucésido en SpIB2, SpIB1 y otras

levaduras industriales importantes (Gibson et al., 2013; Magalhées et al., 2016).

En las mismas condiciones de fermentacion, las levaduras exhiben

diferencias en la tasa de transporte de maltosa y maltotriosa.

Para apoyar las predicciones bioinformaticas relacionadas con la expresion
diferencial de transportadores y reguladores MAL y probar el escenario hipotético
donde las condiciones de fermentacién ejercen un efecto en el consumo de
maltosa y maltotriosa de SpIB2 y SpIB1, la tasa de transporte celular de pNP-
glucosa (anélogo estructural de maltosa) y pNP-maltosa (anélogo estructural de
la maltotriosa) se calculé en las mismas condiciones de reaccién (Hollatz &
Stambuk, 2001; Smit et al., 2007; Trichez et al., 2019; Zastrow et al., 2000).

A pesar de que la hipétesis nula es la no diferencia en la velocidad de
transporte celular en las mismas condiciones de reaccion, los resultados del
transporte de carbohidratos mostraron diferencias importantes entre las cepas
analizadas. La cepa SpIB2 fue un 28 % y un 32 % mas eficiente para ingresar a
la maltosa y la maltotriosa, respectivamente (Fig. 12; Fig. S6).

Contrariamente a resultados anteriores, las condiciones de fermentacion
contribuyen poco o nada al fenotipo de transporte de alfa glucésido (Day et al.,
2002). En el contexto de la regulacién genética impartida por la represién de
catabolitos y la afinidad previa del transportador, podemos reevaluar la
importancia del transporte de maltosa en lugar del transporte de maltotriosa.

Aunque, AGT1 es responsable del transporte de ambos azUcares, muestra
dos sistemas de afinidad, un sistema superior para la maltosa (Km = 14 mM) y
un sistema inferior para la maltotriosa (Km =27 mM) (EK et al., 1995; Smit et al.,
2007; Stambuk y Araujo, 2001; Vidgren et al., 2005). Esta informacion bioquimica
y predicciones bioinformaticas podrian ayudarnos a explicar que el transporte
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reducido de maltotriosa observado en SplB1 es causado por las diferencias en

los patrones de expresion de los transportadores y reguladores MAL (Fig. 12C).

Evidencia fisica sugiere una regulacion genética diferencial entre las

levaduras analizadas.

La deteccidn genomica indica que ambas cepas contienen la misma maquinaria
molecular para el transporte de maltosa y maltotriosa (Fig. 13A). La deteccion de
transcritos mediante ensayos de PCR inversa demostr6 que todos los genes
analizados se inducen en SplIB2 el primer dia, incluso con presencia de glucosa,
incluido MTT1. No asi para la cepa SpIB1, done el gen de importancia MTT1 fue

ausente.

La tasa de transporte reducida observada en SpIB1 puede estar asociada

con una menor expresion de proteinas similares a MTT1 y otras supuestas
proteinas auxiliares como el alelo SCAGT1 (Han et al., 1995; Vidgren et al., 2005)
y MPH2/3 (Magalhaes et al., 2016).
Aunado a esto, se ha informado que el alelo SCAGT1 esta truncado en la levadura
Sp (Vidgren et al., 2009), y los genes MPHXx se han asociado con la maltosa, pero
no con el transporte de maltotriosa (Alves et al., 2008; Brown et al., 2010;
Magalhées et al., 2016).

Este comportamiento molecular coincide con las concentraciones de
maltosa en el segundo dia de fermentacién (Fig. 12C), donde solo las transcritos
de ScMalx1 y MPHX, expresadas el primer dia, son funcionalmente competentes
para este consumo (Fig. 13B).

El segundo dia, SpIB1 expreso todos los genes analizados (Fig. 13B) que
reflejan el agotamiento casi completo de maltosa, pero no de maltotriosa (Fig.
12C). En estas circunstancias, es razonable especular que ambas cepas tienen
patrones de regulacion diferentes relacionados con la jerarquia del consumo de

azucar, permitiendo asi la variacion en el consumo de maltosa y maltotriosa.
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VI Conclusion

Las diferencias en la regulacion genética juegan un papel significativo en
la variabilidad observada en el transporte de maltosa y maltotriosa en
ambas cepas de S. pastorianus.

Se han realizado muchos esfuerzos para mitigar las limitaciones de las nuevas
tecnologias de secuenciacion para resolver regiones repetitivas y conflictivas en
los genomas de algunas levaduras (Magalhdes et al., 2016; Salazar et al., 2019).
En cierto modo, complementar los enfoques bioinformaticos con el
transcriptoma de interés y la evidencia experimental permite un poder de
resolucion aun mayor de la informacién dmica en cuestion (Nobre et al., 2016;
Wei et al., 2020). El presente estudio investiga los factores que influyen en el
consumo de maltosa y maltotriosa en dos levaduras lager industriales.
Pudimos identificar no solo variaciones genéticas en dos regiones
importantes involucradas en la especificidad de la maltotriosa, sino también
diferencias en los niveles de expresion del transportador MAL y los genes
reguladores MAL positivos. Estos resultados indican que la diversidad fenotipica
relacionada con el consumo de maltotriosa es mas compleja que el fenémeno de
un solo factor, destacando la utilizacion significativa de genes reguladores MAL.
La mayor expresion de genes reguladores positivos para genes MAL
constituye un nuevo contribuyente a la complejidad de los fenotipos de consumo
de maltosa y maltotriosa en la levadura estudiada. Este factor adicional debe
incluirse en el analisis holistico para mejorar el proceso de elaboracién de

cerveza.
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ABSTRACT Beer brewing is a well-known process that still faces great challenges, such
as the total consumption of sugars present in the fermentation media. Lager-style beer,
a major worldwide beer type, is elaborated by Saccharomyces pastorianus (Sp) yeast,
which must ferment high maltotriose content worts, but its consumption represents a
notable problem, especially among Sp strains belonging to group I. Factors, such as
fermentation conditions, presence of maltotriose transporters, transporter copy number
variation, and genetic regulation variations contribute to this issue. We assess the factors
affecting fermentation in two Sp yeast strains: SpIB1, with limited maltotriose uptake,
and SpIB2, known for efficient maltotriose transport. Here, SpIB2 transported signifie
cantly more maltose (28%) and maltotriose (32%) compared with SpIB1. Furthermore,
SpIB2 expressed all MAL transporters (SCcMALx1, SeMALx1, SCAGT1, SeAGT1, MTT1, and
MPHx) on the first day of fermentation, whereas SpIB1 only exhibited ScMalx1, SCAGT1,
and MPH2/3 genes. Some SplIB2 transporters had polymorphic transmembrane domains
(TMD) resembling MTT1, accompanied by higher expression of these transporters and its
positive regulator genes, such as MAL63. These findings suggest that, in addition to the
factors mentioned above, positive regulators of Mal transporters contribute significantly to
phenotypic diversity in maltose and maltotriose consumption among the studied
lager yeast strains.

IMPORTANCE Beer, the third most popular beverage globally with a 90% market share
in the alcoholic beverage industry, relies on Saccharomyces pastorianus (Sp) strains
for lager beer production. These strains exhibit phenotypic diversity in maltotriose
consumption, a crucial process for the acceptable organoleptic profile in lager beer. This
diversity ranges from Sp group Il strains with a notable maltotriose-consuming ability
to Sp group | strains with limited capacity. Our study highlights that differential gene
expression of maltose and maltotriose transporters and its upstream trans-elements,
such as MAL gene-positive regulators, adds complexity to this variation. This insight can
contribute to a more comprehensive analysis needed to the development of controlled
and efficient biotechnological processes in the beer brewing industry.
KEYWORDS lager yeast, maltose and maltotriose uptake, differential gene expression
B eer represents a highly popular fermented beverage globally (1), with production
reaching 189 million kiloliters in 2022 (https://www.statista.com). The important
role of microorganisms in fermented food biotechnology depends on the enzymatic
conversion of raw substrates to human edible and nutritive products, especially in beer
brewing (2, 3). Yeasts are crucial in beer brewing, with Saccharomyces cerevisiae (Sc)
used for ale-style beer, with fermentation temperature ranging from 15°C to 26°C, and
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Saccharomyces pastorianus for lager-style beer, with fermentation temperatures between
5°Cand 16°C (4, 5). S. pastorianus (Sp), an interspecies hybrid of S. cerevisiae (Sc),
and a cryotolerant yeast, Saccharomyces eubayanus (Se) (6-8), is divided into Saaz type
(group 1) and Frohberg type (group IlI) based on chromosome number content and
sugar consumption (9). There are two hypotheses that explain the lager yeast’s origin:
(i) the existence of two independent hybridization events involving different yeasts,
Sc, and Se (6, 10, 11); and (ii) both groups of lager yeast share a single hybridization
event, and the evolution resulting from that hybridization shaped genomic divergene
ces between both groups (12). The prevalence of Sp in the brewing industry implies
that this hybrid possesses a selective advantage over its parent strains. Key charactere
istics contributing to this advantage include enhanced biological fitness under stress
conditions and efficient maltotriose consumption (10, 13, 14). However, physiological
differences between lager yeast highlight the defective maltotriose uptake seen in some
members of group | (9). The transport of maltose and maltotriose stands as a bottleneck
for achieving effective fermentation (15), given their substantial presence, accounting
for 50%-60% and 15%-20% of the fermentable sugars in a standard brewing wort,
respectively (16, 17). Despite their abundance, the transport of maltose and maltotriose
is regulated by a carbon catabolite repression mechanism, where glucose is prioritized
over maltose and maltotriose (18-20). Consequently, maltose is more easily consumed
by most brewing yeasts, leaving maltotriose more prevalent in later stages of fermentae
tion, where some yeast strains exhibit a deficiency in its uptake (11, 15, 21, 22).

Different factors are involved in deficient maltotriose consumption phenotype. These
include (i) the stressful conditions on the last days of fermentation (23), (ii) the presence
or absence of specific transporters for maltotriose, such as AGT1 and MTT1/MTY1 (24-26),
and (iii) regulatory differences in maltose and maltotriose transporter genes (27, 28).
Furthermore, the emergence of chimeric genes, resulting from genomic recombination,
are also involved in the mechanism of generating variation in closely related yeast,
leading to the development of highly efficient maltotriose transporters (29, 30).

As set before, alpha glycoside consumption varies among lager yeast, and its study
lack global picture as in RNA-seq transcriptomic level analysis. Here, we investigate the
sugar transport system in two lager yeasts, specifically SpIB1, characterized by a limited
maltotriose uptake, and SpIB2, distinguished by its effective maltotriose transport. We
investigate if fermentations conditions and/or differences in the genetic architecture
of MAL genes are associated with this phenotypic diversity of maltose and maltotriose
consumption. By integrative analysis of transcriptome, qualitative detections of MAL
genes and transcripts, and biochemical determination of maltose and maltotriose
transport rate, we discuss molecular events, such as polymorphic regions in maltose and
maltotriose transporters, and differential MAL gene expression patterns are associated
with the underlying phenomena involved in the phenotypic diversity of sugar utilization
in two lager yeasts. To our knowledge, this work shows the first RNA-seq data approach
to get insight into sugar consumption in two lager yeasts, enabling us to detect the
regulatory MAL genes as a key feature in this difference.

RESULTS
Abundance of permeases in the strains studied

To investigate the possible gene copy number disparities among permeases, potentially
influencing distinct sugar utilization patterns, we leveraged genome sequencing data to
identify gene loci associated with MAL31, AGT1, MPH2/3, and MTT1 in both SpIB2 and
SpIB1 strains. Although congruence in copy number was observed for AGT1, MPH2/3,
and MTT1, MAL31 exhibited variation in copy number between SpIB2 (four loci) and
SpIB1 (six loci) (Table 1; Fig. S1). Despite both strains having the MTT1 transporter in
their genome, the nucleotide sequence was incomplete compared with the reference
length (25, 26). The length of nucleotides and amino acids in the permeases significantly
varied (Table 1), with only AGT1- and MAL31especific isoforms being complete in each
genome. Additionally, the structural distribution of MAL loci differed from the canonical
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TABLE 1 The location and size of permeases for maltose and maltotriose in the studied strains

Gene name Systematic name Locus Coordinates Strand Length in genome nt/aa

(scaffold numbe )

Length in transcriptome (aa)

SpIB2 permeases

AGT1 YGR289C Scaffold3 4536-6368 + 1,851/610
AGT1 YGR289C Scaffold50 71200-73051 - 1,185/394
MAL31 YBR298C Scaffold102 3-581 - 581/193

MAL31 YBR298C Scaffoldé 612004-613788 - 1,784/594
MAL31 YBR298C Scaffold11 492091-492738 - 2,165/721
MAL31 YBR298C Scaffold15 20813-21508 + 1,793/597
MPH3 YJR160C Scaffold29 946600-948408 - 1,808/602
MTY1 MTY1 Scaffold13 658031-659338 - 1,307/435

SpIB1 permeases

AGT1 YGR289C Scaffold11 3868-5700 + 1,833/611
AGT1 YGR289C Scaffold23 4299-6150 + 1,185/394
MAL31 YBR298C Scaffold8 14887-15582 + 1,825/608
MAL31 YBR298C Scaffold10 282142-283926 - 1,784/594
MAL31 YBR298C Scaffold26 9677-11624 + 1,947/614
MAL31 YBR298C Scaffold30 645561-645869 - 309/103

MAL31 YBR298C Scaffold82 1-792 + 792/264

MAL31 YBR298C Scaffold85 308-757 + 448/149

MPH3 YJR160C Scafold24 556421-558229 - 1,809/602
MTY1 MTY1 Scaffold64 204-1553 - 1,349/449

558

615

374
Not detected

610

614

462
Not detected

pattern, which was observed only at scaffold15 in SpIB2 (11, 31) (Fig. S1). Transcriptomic
data confirmed the completeness of permeases, showing that both strains had the
MAL31p transporter complete in each transcriptome, whereas the presence of the
MTT1p transporter seemed to be absent. To resolve these conflicting results, multiple
alignment analyses were conducted to determine the phylogenetic distribution of these
transporters using a maximum likelihood algorithm.

Structural analysis, expression levels, and phylogenetic distribution of the
permeases

To detect specific variations in the structure, expression level, and phylogenetic
relationships of maltose and maltotriose transporters that could approximate the
differential sugar consumption efficiency, we conduct multiple sequence alignment to
detect polymorphic regions related to maltose and maltotriose translocation mechae
nism. Also, we conduct transcriptomic analysis of the second and fifth days of fermene
tation for each yeast strain to detect differences that could explain the maltose and
maltotriose transport efficiency. Finally, we conduct a maximum likelihood phylogeny to
estimate structural/function relationships between maltose and maltotriose transporters of
both strains.

We detect that the AGT1 and MAL31 transporters of both strains showed 12
transmembrane domains (TMD1-12), which is characteristic of MSF transporters (32-34).
Despite its partial sequence (558 aa), the SpIB2 AGT1 transporter displayed the complete
set of canonical transmembrane domains typical of MSF family members. However, some
transcripts associated with MPH2/3 and MAL31 genes in both strains lacked transmeme
brane domain predictions, whereas others exhibited deletions affecting TMD structure
(Fig. S2 and S3). For the remaining permeases, the 3D structure prediction matches with
alpha-glycoside transporters, showing a high confidence value between TMD structure
and predicted aligned error distributions similar between them (Fig. S2 and S3). Taking
into account these results, those proteins that showed deletions or not transmembrane
domains predictions were excluded from multiple sequence analysis and phylogenetic
tree estimations (35).
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Regarding the conservation pattern, TMD1 (110-129 aa), TMD2 (157-178 aa), TMD7
(371-399), TMD11 (501-524 aa), and TMD12 (532-550 aa) showed >50% of conservae
tion. However, we also observed some variations in MAL31- and AGT1-specific regions
evidencing a polymorphic region that depends on Mal transporter (Fig. 1; Fig. S4).
Permease amino acid conservation patterns revealed a consistent presence (>50%)
of E120, D123, E167, and R505 in their respective TMD (Fig. 1). As drawn at Fig. 54,
asparagine (N) is conserved >50% in all TMD11 sequences, except for specific MAL11/
AGT1 isoforms present in SpIB2 and SpIB1, where there is an isoleucine (I). Additionally,
an alanine (A) is conserved >50% in TMD12 sequences, but not for SpIB2 and SplB1
MAL11/AGT1, where threonine (T557) was observed in SpIB2 isoform, whereas SplB1
isoforms had A379 and Y384 (Fig. S5).

In the expression level analysis, SpIB2 exhibits higher transcriptional activity for
most transporters, except for MAL61, which shows more expression in the SpIB1 strain.
Specifically, the AGT1 isoform from SpIB2 demonstrates a higher median of fragment per
kilobase of transcript per million of mapped reads values (FPKM ), 2.6 and 6.08, on the
second and fifth days of fermentation, compared with the isoform from SpIB1 with FPKM
values of 0.22 and 1.39 on the same days (Fig. 2A). For MAL31 genes, the SpIB2 isoform
displays the highest expression values on the second and fifth days (329.26 and 180.08
FPKM), contrasting with the highest expressed SpIB1 isoform showing 34.52 and 50.12
FPKM on the respective days (Fig. 2B). These results are consistent with the regulatory
region analysis where, in general, the yeast SpIB2 has more functional binding sites for
MAL63 regulatory proteins (Tables S2 and S3).

Concerning MAL61 transporters, the SpIB1 isoform exhibits the highest expression
(67.27 FPKM) at the fifth day of fermentation (Fig. 2C). Transcriptional activity of MPH2
and MPH3 is higher in SpIB2 than SpIB1 (Fig. 2D and E). However, both strains display
transcript isoforms with deletions affecting numerous transmembrane domains (Fig. S2).

To obtain the relationship between MAL transporters of SpIB2, SpIB1, and those
reported for S. cerevisiae, S. eubayanus, and S. pastorianus, a maximum likelihood
phylogenetic tree was estimated. Figure 3 reveals the presence of three principal clades
observed previously (30, 36), where very divergent AGT1 proteins formed their own
group. Here, we observed that MAL11 proteins from SpIB2 and SpIB1 grouped in this
cluster, suggesting a similar function. The MPH3 and MPH2 groups are constituted of

E120  p123 E167 R504
N

[ ) D | |
g o (ALOATTLETHLe ISyt  TULeesL.

SpIB1 AGT1 4 KAAMWSHMLVSTTLIYUEG YD TAJRLRE®2AW QT G LIMUICYANEGCERNSIGL Q I TP @l V)AEkgBT 1\ 519
SpIB2 AGT1 KAARWSILVSTTLYRIEGYDTAIRLEE®ARW Q) I G LABNIC\ANEGCENRIGLQ T pRIVINSHT CAQYLMAVFNAII®TP 519
SpIB1 AGT1 1 WOVALPEI )RS wed v MiANOIYILIAS 128 [MaEERN MoV L ClJaM I(EINRRIT Y M\E 179 JRIVINNIT CPQYLMAVFNATI®TP 519
SpIB1 AGT1 2 ROVAL LR TIREHRRR vV M) HNOHBPILINS 128 [MaBedAN Moy L ClejaM I[GHRES T YMYE 179 ERIVIBNST CRQILMAVFNATIBTP 519

SRRV RS NI K AAAWSLLVSTTLIQEGYDTATILGEMIMWQIGLINLCYMAGEIVGLQMTGPSVD RS I ILARNAYN VNIV VIV L I) RS
SR VR SRR I K AAAWSLLVSTTLIQEGYDTAILGESAMWQIGLSLCYMAGEIVGLQITGPSVDER&RSI T ILARNAYNEERSIT VIYT VL T MEHRA
SNV A K AAAWSLLVSTTLIQEGYDTAILGEMAMWQIGLSLCYMAGEIVGLQITGPSVDEN&ES I ILARNAYNRVRST VYT VL T MESRA
NPTV (I K AAAWSLLVSTTLIQEGYDTAILGEMANWQIGLSLCYMAGEIVGLQITGPSVDENERS I ILARNAYNEERST VIYT VL I MBS
0 F UV H AT < A AAWSLLVSTTLIQEGYDTAILGESSEWQIGLSLCIRYAGEIVGLQETGPVDENENTIILARNAYNVIQIVVTVL IMESK]
SNV A VTN I K AAAWSLLVSTTLIQEGYDTAILGEPARWQIGLSLCYMAGEIVGLQITGPSVDEN&NT I ILARNAYNVIQIVVTVL IMESK]
SNV AR TN S K AAAWSLLVSTTLIQEGYDTAILGRPARWQIGLSLCYMAGEIVGLQITGPSVDEN&ENTIILARNAYNVIQIVVTVL IMESK]
SN A TN K AAAWSLLVSTTLIQEGYDTATLGRPARWQIGLSLCYMAGEIVGLQITGPSVDEN&NTIILARNAYNVIQIVVTVL IMESK]
SN PR TN R I K AAAWSLLVSTTLIQEGYDTAILGEPARWQIGLSLCYMAGEIVGLQITGPSVDENENTIILARNAYNVIQIVVTVL IMESK]
)-SR TV R K AAAWSLLVSTTLIQEGYDTAILGEWARWQIGLSLCYMAGEIVGLQITGPSVDRYKATITLARNAYNVIQIVVTVL IMESK]
)RR NP A K AA AWSLLVSTTLIQEGYDTAILGESARWQIGLSLCYMAGEIVGLQITGPSVDRNERTITLARNAYNVIQIVVTVL IMESK]
=N YRR I K AAAWSLLVSTTLIQEGYDTAILGEWARWQIGLSLCYMAGEIVGLQITGPSVDRUARTITLARNAYNVIQIVVTVL IMEFK]
SpIB1 MAL61 KAAAWSLLVSTTLIQEGYDTAILGEWARWQIGLSLCYMAGEIVGLQITGPSVDEN&] TIILARNAYNVIQIVVTVLIM 513
consensus NIRRT R RN R R [N NN N EE

FIG 1 Sections of multiple amino acid sequence alignments of maltose and maltotriose transporters showing the charged residues involved in the maltose
translocation mechanism. Only the predicted transmembrane domains TMD-1, TMD-2, and TMD-11 are represented.
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two proteins from S. cerevisae and one protein from S. pastorianus; however, we do not
include the proteins from SpIB2 and SpIB1 as we observed deletions in the important
transmembrane domains for maltose translocation (Fig. S2). The largest clade constituted
of MALT transporters form S. eubayanus and MAL31_6 from SplB1, MALx1 from both
Sc and Sp and lager hybrid-specific MTT1/MTY1 transporters. It is important to note
that SpIB2 MAL31 proteins grouped, supported with 98.6 bootstrap value, in the MTT1
cluster, suggesting a very related maltotriose transport function. Finally, we include a
very distant MAL11 transporter from Torulaspora delbrueckii to obtain a more robust
interpretation of the tree (35).
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grouped with the MTT1/MTY1 permeases reported in Sp.

Global expression analysis

To determine the gene expression affected only by the type of yeast strain and not by
the fermentation condition and also to obtain statistical insights from the expression
level analysis (FPKM) section, we decided to perform differential gene expression analysis
by reading alignment of transcriptomic reads from SpIB1 and SpIB2 against the reference
genome of the yeast S. pastorianus CBS 1483. The MAL loci analyzed in this work showed
99%-100% identity and a coverage of 87%-100%, with chromosomal regions of the Sp
CBS1483 (Table S1). In general terms, we observed a considerable effect depending on
the strain type. In the second day of fermentation, we determined 1613 down-regulated
genes and 1215 up-regulated genes in SpIB1. On the fifth day of fermentation, we
observed 2494 down-regulated genes and 2183 up-regulated genes in SpIB1. Here we
can conversely interpret these differential expressed genes (37-39), where the down-
regulated genes in SpIB1 are up-regulated in SplB2, and up-regulated genes in SpIB1 are
down-regulated genes in SplB2.

From these differentially expressed genes, we focused on MAL loci genes, resulte
ing in the second-day fermentation comparison (F2_820 vs F2_790), with two differen-
tially expressed genes in SpIB1; MAL11_2 and MAL11_1 (Fig. 4A). In contrast, strain
SpIB2 exhibits differential expression in genes MAL33_1, MAL33_2, MAL32_1, MAL31_2,
MAL33_3, MAL63, and MAL13 (Fig. 4A; Table S4). These genes perform positive regulatory
functions, and its global expression is confirmed by FPKM measurements, indicating
major expression in SplB2 (Fig. 2; Fig. S5). However, is important to note that the MAL63,
MAL13, and MAL33_3 genes are statistically significant but show a low expression in
SpIB2 (log2 of fold change <1, gray dots in Fig. 4A), which indicate that their abundance
is less than double in the strain SpIB2.

The same pattern of expression is seen on the fifth day of fermentation (F5), where
strain SpIB1 shows expression of maltose and maltotriose transporters, MAL11 (AGT1)
and MAL31, as well as some maltases, such as MAL32 and MAL62 (Fig. 4B; Table S5).
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Similarly, strain SpIB2 has more positive regulatory genes, such as MAL63 and MAL33_1-
3, and some transporters, such as MAL11_3 and MAL31_4. The first four genes, which are
positive regulators, showed more than double the abundance in SpIB2 compared with
SplIB1, highlighting the significant utilization of these genes by SpIB2.

Biochemical analysis of the transport rate and molecular detection of
maltose and maltotriose transporters

To demonstrate if fermentation conditions have a significative effect in the maltose and
maltotriose transport, we determined the p-nitrophenyl-a-D-glucopyraonside (pNP-
glucose) and p-nitrophenyl-a-p-glucopyranosil-(1,4)-p-glucopyranoside (pNP-maltose)
transport rate curves for the strains SpIB2 and SpIB1 in the same reaction conditions. The
fundamentals of this assay are that chemically labeled pNP substrates are transported
into the cell by alpha-glycoside transporters (Malx1, AGT1, MPHx, and MTT1), where
alpha-amylases hydrolyze the alpha bond of maltose and maltotriose, releasing the pNP.
After permeabilization and pNP extraction, spectrophotometric measurements were
performed at 500 nm for quantitative determination (40). Because the stoichiometric
ratio of pNP to the alpha-glucoside of interest is 1:1 (41), it can extrapolate the concentrae
tion of transported pNP to the concentration of labeled alpha glycoside.

Although both strains take maltose at a higher rate than maltotriose, SpIB2 deme
onstrates higher transport rates of both alpha-glycosides than SpIB1 (Fig. 5A and B).
Specifically, for maltose, SpIB2 has a transport rate of 282 nmol min~' mg' dry weight,
whereas SpIB1 has 202 nmol min=' mg-" dry weight (Fig. S6).

Similarly, in maltotriose transport, SplB2 exhibits a higher rate of 183 nmol min-' mg-"dry
weight compared with SpIB1 124 nmol min~' mg™' dry weight. These biochemical
results also reflect the phenotypic behavior in the same fermentation condition where
we observed 0.49 + 0.04% p/p and 1.44 + 0.27%P/ P of residual maltose and maltotriose
at the fifth day, respectively, in SpIB1, whereas the sugars were not detectable in SpIB2
(Fig. 5C).

Genetic amplification data suggest that both strains carry ScMALx1, SeMALx1,
ScAGT1, SeAGT1, MTT1, and MPH2/3 genes, where the presence of a MTT1-like in SpIB1
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maltotriose on the second and fifth days of fermentation for strain SpIB1. Data for strain SpIB2 were undetectable.

was confirmed (Fig. 6A). Transcript gene detection indicates that both strains express
all analyzed permeases. Notably, SpIB2 exhibits all permeases on the first day, whereas
SpIB1 only shows ScMalx1, SCAGT1, and MPHx. On the second day of fermentation, we
observed SeMalx1, SCAGT1, MPHx, and MTT1 in SpIB2 and all analyzed transcripts in
SpIB1 (Fig. 6B). From these outputs, we highlight that SpIB2 expresses all MAL transporte
ers analyzed in these conditions, and SpIB1 expresses all MAL transporters, especially the
MTT1 on the second day of fermentation, suggesting a probable transcription regulation
delay caused by differences in the expression level of the MAL regulatory proteins.
Overall, these findings support our bioinformatic inferences, standing out genetic
regulation as the predominant factor in the phenotypic variation of maltose and
maltotriose transport in the studied strains.
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FIG 6 Molecular detection of maltose and maltotriose permeases in SpIB2 and SpIB1. (A) Genomic detection with PCR of
permeases SCMALx1, SeMALx1, SCAGT1, SeAGT1, MPHx, and MTT1/MTY1 indicates that each strain has all the MAL transporters
included in this analysis. (B) Transcript detection by RT-PCR on the first and second days of the fermentation of the studied

strains. Notice that on the first day, the strain SpIB2 showed all Mal transcripts, whereas SpIB1 only showed ScMalx1, ScAGT1,
and MPHx.

DISCUSSION

Structural variability accounts for the phenotypic variation in alpha-glycoside
transport

Spontaneous mutation is a significant driving force behind protein diversity under
natural selection, potentially allowing for ~50%-80% divergence without effecting
protein structure (42, 43). However, changes in specific residues, particularly those
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related to substrate-binding sites, could impact protein function (42). Mal permease
displays a highly conserved amino acid pattern (>=50%) in TMD1, TMD2, and TMD11,
which were reported as relevant for maltotriose transportation (41, 44). Additionally, an
alanine (A) is conserved >50% in TMD12 sequences but not for SpIB2 and SpIB1 MAL11/
AGT1, where threonine (T557) was observed (45). However, it is important to mention
that these amino acids are modeled in the context of AGT1 transporters and may not
represent the big picture of maltotriose specificity of MTT1/MTY1-like transporters.

Recent studies have reported some crucial polymorphic sites in TMD7 and TMD11 in
MAL61, MTT1, and MTT1-like transporters, where the presence of T379 and N384 residues
in TMD7 are involved in maltotriose specificity (46). Here, the SpIB2 MAL31 showed
these amino acid substitutions but not present in any SpIB1 MAL31 proteins. This result
strongly suggests that SpIB2 has an efficient maltotriose transport system present in its
transcriptome, whereas SpIB1 has an AGT1-like landscape in its alpha glycoside transport
architecture.

Overall, amino acid and synteny changes found in the Mal loci (Fig. S1) indicate that
industrial brewing fermentation conditions act as a selective force, and the concomitant
hybrid nature of Sp may cause the maltose and maltotriose transport plasticity observed
inthisyeast (11, 12, 31, 36, 46).

Expression patterns and identity of the transporters efficiently explain the
phenotypic variation of maltose and maltotriose transport in the analyzed
strains

Currently, diverse S. pastorianus strains use MTT1 and/or AGT1 proteins for maltotriose
transport (21-26). Sugar depletion on the second (F2) and fifth (F5) days for strain SpIB2
and SpIB1 reflects an illustration of differences in genetic regulation of MAL-type genes.
This notion is supported by the transcriptomic data of putative MTT1 and AGT1 genes
in SpIB2 but just AGT1 in SpIB1. Transcriptomic results confirmed that MAL31 and MTT1
have more expression values (FPKM) in SpIB2 than in SpIB1. However, the expression
values (FPKM) for AGT1 were low in both strains, even though its importance has been
previously reported (Fig. 2) (28, 47, 48). This outcome makes sense because these lager
yeasts have AGT1 in its genetic background, suggesting an evolutionary path related to
lower expression of AGT1 and the concomitant presence of MTT1-like transporters (30).
The maltose transporters MAL61 were more expressed in SpIB1 on the fifth day of
fermentation (Fig. 2C), and this is consistent with its maltose consumption (Fig. 5C),
which resemble the interval of maltose and maltotriose residuals observed previously
(24). Finally, the expression level of MPHx genes was more in SpIB2 than in SplB1;
however, the MPHx genes were only maltose-specific transporters and its function in
maltotriose transport is ambiguous (24, 36).

Regarding the phylogenetic relationships of maltose and maltotriose transporters,
our tree is consistent with previous reports (30, 36). In this sense, the SpIB2 strain
showed three MAL31 proteins clustered with MTT1/MTY1 transporters, evidencing that
this strain probably has an efficient maltotriose transport system, whereas no MTT1/
MTY1 clustering was observed in SpIB1 strain. It is important to note that SpIB1
MAL31_6 grouped with S. eubayanus maltose transporters, resembling a function similar
to maltose permease of this yeast.

As observed here and in other studies, the maltose and maltotriose transporters
AGT1 are a very distant group from the largest MAL31 clade, which has a MTY1/
MTT1 maltotriose-specific transporter subclade, suggesting that the evolution of the
maltotriose consumption feature has redundancy and frequent occurrence in MAL
transporter landscape. However, contrary to the rapid evolution of MAL loci, the
maltotriose-specific transporter proteins are a low-frequency event in the evolution
pathway of this crucial industrial trait (29, 30, 36), which explains the rich phenotypic
diversity observed in the alpha glycoside transport in SpIB2, SpIB1, and other important
industrial yeasts (9, 24).
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Under the same conditions, the yeasts show differences in their maltose and
maltotriose transport rates

To support the bioinformatic predictions related with the differential expression of MAL
transporters and regulators and prove the hypothetic scenario where the fermentation
conditions exert an effect in the maltose and maltotriose consumption of SpIB2 and
SpIB1, the cellular transport rate of pNP-glucose (structural analog of maltose) and
pNP-maltose (structural analog of maltotriose) was calculated in the same reaction
conditions (22, 40, 44, 49).

Despite the null hypothesis being not different in the cellular transport rate in the
same reaction conditions, carbohydrate transport results showed important differences
between the analyzed strains. SpIB2 strain was 28% and 32% more efficient to ingress
maltose and maltotriose, respectively (Fig. 5; Fig. S6). Contrary to previous results,
fermentation conditions make little or no contribution to the alpha-glucoside transport
phenotype (23).

In the context of genetic regulation imparted by catabolite repression and the
previous transporter affinity, we can reevaluate the importance of maltose rather than
maltotriose transport. Even so, AGT1 is responsible for transport of both sugars, and it
shows two affinity systems, a higher system for maltose (Km = 14 mM) and a lower
system for maltotriose (Km =27 mM) (47, 49-51). These biochemical information and
bioinformatic predictions could help us to explain that the reduced maltotriose transport
observed in SpIB1 is caused by the differences in the expression patterns of MAL
transporters and regulators (Fig. 5C).

Physical evidence of permeases suggests differential regulation among
yeasts studied

Genomic detection indicates that both strains contain the same molecular machinery
for maltose and maltotriose transport (Fig. 6A). Transcript detection through reverse PCR
assays demonstrated that all tested genes are induced in SpIB2 on the first day, even with
glucose presence, including MTT1. However, in SpiB1, the last gene was absent. Reduced
transport rate seen in SpIB1 may be associated with a lower expression of MTT1-like and
other putative auxiliary proteins as the SCAGT1 allele (47, 50) and MPH2/3 (24). However,
it has been reported that the SCAGT1 allele is truncated in S. pastorianus yeast (48), and the
MPHx genes have been associated with maltose but not with maltotriose transport(24,
36, 52). This molecular behavior matches the maltose concentrations at the secondday
of fermentation (Fig. 5C), where only the ScMalx1 and MPHx transcripts, expressedon
the first day, are functionally competent for this consumption (Fig. 6B).

On the second day, SpIB1 expressed all analyzed genes (Fig. 6B) that reflect the nearly
complete depletion of maltose but not maltotriose (Fig. 5C). Under these circumstances,
it is reasonable to speculate that both strains have different regulations patterns related
to the hierarchy of sugar consumption.

Conclusion: Difference in genetic regulation plays a significant role in the
variability of maltose and maltotriose transport in both strains of S. pastoria«
nus

Many efforts have been addressed to mitigate the limitations of the new sequence
ing technologies in resolving repetitive and conflicting regions in the genomes of
some yeasts (12, 24). Nonetheless, complementing bioinformatics approaches with the
transcriptome of interest and experimental evidence allows for even higher resolving
power of the omics information in question (53, 54). The present study investigates
factors influencing maltose and maltotriose consumption in two industrial lager yeasts.
We can identify not only genetic variations in two important regions involved in
maltotriose specificity but also differences in expression levels of MAL transporter and
positive MAL regulatory genes. These results indicate that the phenotypic diversity
related to maltotriose consumption is more complex than a single-factor phenomenon,
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highlighting the significant utilization of MAL regulatory genes. The major expression of
MAL-positive regulatory genes stands as novel contributor to the complexity of maltose
and maltotriose consumption phenotypes in the studied yeast. This additional factor
must be included in the holistic analysis to improve the beer brewing process.

MATERIALS AND METHODS
Strains

Strains SpIB1 and SpIB2, representing groups | and Il, were obtained from Cerveceria
Cuauhtémoc Moctezuma (Monterrey, NL, México). Inoculated into YP-M medium (1%
yeast extract, 2% peptone, and 2% maltose), the yeast strains were stored in YP-M
medium with 40% glycerol at -20°C after 48 h or upon reaching stationary phase for
future use.

Cultivation conditions and media

Both strains were inoculated in YP-M medium and brewing wort with the following
composition: 138 ppm free amino nitrogen, 0.11% (w/w) fructose, 4.85% (w/w) glucose,
11% (w/w) maltose, and 3% (w/w) maltotriose. Fermentation proceeded for 5 days at
16°C, and the experiment was performed in triplicates. Sampling occurred on the first,
second, and fifth days, chosen for their significant phenotypic expression in carbon
dioxide production and flocculation phenotype.

Inspection and pair-based comparisons of permeases present in the genomic
and transcriptomic data of the studied yeasts

We utilized previously obtained genomics (55) to gather insights into maltose and
maltotriose transporters within SpIB1 and SpIB2 strains. By examining genome
annotation files (31), we identified transporter genes in each strain. Employing the
getfasta function of bedtools version 2.30.0 (56), grep UNIX utility, and ggplot2 R
package, we generated gene plots and loci information.

Permease structure analysis

We conducted structural analysis by performing multiple sequence alignment for
obtaining amino acids in the maltose translocation mechanism (44). Sequence consere
vation analysis was performed using the msa package version 1.32.0 (57), with CLUS.
TAL-W and BLOSUM80 substitution matrix, to identify these amino acids in the MAL
transporter proteins of both yeasts. The inclusion criteria for permease amino acid
sequence involved complete sequences and/or with complete transmembrane domain
predictions.

The phylogenetic distribution of each permease was obtained through the maximum
likelihood method in ape version 5.7-1 (58) and phangorn version 2.11.1 packages with
a bootstrap sample space of 1,000 replicates (59). The topology of transmembrane
alpha-helix domains (TMD) in the MAL permeases of the studied strains was determined
using CCTOP software (60). Finally, 3D models of the MAL permeases were constructed
using the AlphaFold DB methodology (61, 62).

Mal gene regulatory region analysis

We used YEASTRACT to identify putative binding sites of the transcription factors
MAL63p and Mig1p for each Mal upstream regulatory region (63). Based on a previous
scientific model (27, 28), in the absence of binding sites to the activator of Mal genes,
MALG63 shows reduced transcription levels for reporter genes or low growth in culture
media with maltotriose as the sole carbon source and vice versa.
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FPKM values of the mal genes found in each strain

From the previously generated transcriptomic data (64), we derived FPKM values for the
transporters MALx1, AGT1, MTT1, and MPH2/3 to obtain MAL gene expression. Transcripe
tomic data were obtained from the second and fifth days of fermentation. Due to the
hybrid nature of the yeast, potential specific recombination events, and the absence of a
reliable reference genome, we performed de novo assembly.

Transcriptomic paired-end reads for both yeast strains were quality-trimmed using
Trimmomatic version 0.38 (parameters LEADING:5 TRAILING:5 MINLEN:50) (65) and
Sortmerna for contaminant RNA removal (66). Subsequently, forward and reverse
reads for each strain were concatenated independently and assembled using Trine
ity tool version 2.14.0 with default parameters (67, 68). The assembled transcripts
were annotated using Trinotate tool version 3.1.0 (69). For mapping trimmed reads
to the de novo assembled transcript of each strain, Bowtie2 tool version 2.4.4 with
default parameters (70) was employed. RSEM software version 1.3.3 with default values
determined expression values (FPKM) (71). Notably, in the context of Trinity asseme
bly output, the term “isoform” is used, leaving the biological significance regarding
alternative splicing. Additionally, the unambiguous use of gene nomenclature AGT1/
MAL11 and MTT1/MTY1 is emphasized in this study.

Global expression analysis

We conducted a differential gene expression analysis for both yeast strains using samples
collected on the second and fifth days of fermentation. To assess statistical differences
in Mal gene expression, we employed read alignment with the reference genome of

S. pastorianus cbs 1483 (genome and annotations available at NCBI under bioproject
prjna522669). Star version 2.7.3a with default parameters was used for alignment (72).
Htseg-count version 0.11.1 (73) converted bam alignment files to read count matrices,
and edger version 3.34.0 (39) performed differential expression analysis. Genes with low
expression levels (cpm > 5) were filtered, contrasting the groups on the second day
of fermentation (f2) for both strains (contrast group f2_820-f2_790), and similarly on
the fifth day of fermentation (f5) (contrast group f5_820-f5_790). A gene was conside
ered significantly expressed if it showed at least a twofold abundance in each strain
[log2(2) =1] with a false discovery rate (FDR) of <0.05. We focus on Mal genes from the list
of differentially expressed genes.

Cellular transport rate test

To determine the transport rate of pNP-a-glucose (structurally related to maltose) and
pNP-a-maltose (structurally related to maltotriose) in our studied strains, we performed a
cellular transport experiment in standard conditions as previously described (40). Briefly, SpIB2
and SpIB1 were suspended at 16 gL-'in 50 mM succinate-Tris pH 5.0 at 30°C for 5
min; pNP-glucose or pNP-maltose (40 mM in water) was independently added to each
strain at a final concentration of 5 mM. After 1-min interval, 100-pL aliquotswere
sampled and immediately placed in boiling water bath for 3 min. After cooling

at room temperature, one volume of 2 M of NaHCO3 was added to each sample, and
the cells were removed by centrifugation, and the p-nitrophenol present in supernatant
was measured at 400 nm. The experiments were performed in triplicate, and controls of
previously boiled cells were used. Student’s t-test was performed in R version 4.2.3.

DNA and RNA extraction

DNA purification was carried out as previously mentioned (74). Briefly, the SpIB1 and
SpIB2 yeasts were inoculated in YP-M medium, and after 48 h, 2-mL aliquots of cells were
spun down at 3,000 rpm; 400 L of sterile extraction buffer was added and incubated
at 65°C for 10 min; 130 pL of 3 M sodium acetate pH5.2 was added in each sample
followed vortexing for 30 s and incubated at -20°C. Finally, the lysate was centrifugated
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at 13,000 rpm at 4°C for 15 min; the supernatant was precipitated with isopropanol. For
RNA extraction, the hot phenol protocol was performed (75), with the only difference
being the use of AES solution (50 mM sodium acetate, 10 mM EDTA, and 0.5% SDS)
instead of the proposed TES solution. Briefly, 10-mL samples from first and second
fermentation days were centrifugated for 5 min at 3,000 rpm at 4°C; the cell pellets
were washed with 5 mL of sterile cold water and centrifugated at 3,000 rpm at 4°C for
5 min; the supernatant was removed, and the cell pellet was frozen in liquid nitrogen
and stored at -70° C until use. The frozen cell pellet was thawed on ice and resuspended
in 400 pL of AE solution; 400 pL of acid phenol was added followed by 30 s vortexing;
the extraction samples were incubated for 60 min at 65°C and then centrifugated for
5 min at 13,000 rpm at 4°C. The supernatant was placed in new sterile microcentrifuge
tubes, and a second hot acid phenol extraction procedure was performed. The resultant
supernatant was treated with one volume of chloroform and centrifugated for 5 min
at 13,000 rpm at 4°C; the resulting supernatant was precipitated with two volumes of
ice-cold isopropanol and 40 pL of 3 M sodium acetate at pH 5.3, then ice-cold incubated
for 60 min. Then, the samples were centrifugated for 10 min at 13,000 rpm at 4°C, and
the total RNA pellet was washed with 70% ice-cold ethanol in diethyl pyrocarbonate
(DPCE)-treated sterile water. Finally, the resultant washed pellet was resuspended in
50 pL DPCE-treated water, seen in agarose gel electrophoresis, and concentrations were
determined in nanodrop equipment.

Molecular detection of permeases in each strain

For the genomic detection of gene encoding Malx1, AGT1, MTT1, and MPH2/3 permeases
in both genomes, primers, and PCR experiments were performed as described previously
(24). Briefly, the following PCR program was used: pre-incubation (95°C for 5 min),
amplification cycle repeated 35 times (95°C for 10 s, Tm °C for each specific primer for
10s,72°Cfor 10s).

A reverse transcription PCR (RT-PCR) experiment was used to detect the Malx1,
AGT1, MTT1, and MPH2/3 transcripts. Briefly, a commercial reverse transcriptase (M-MLV
Reverse Transcriptase, Promega) was used, following the manufacturer instructions, and
using the same PCR conditions as mentioned above (24). The primers for ACT1, TAF10,
and TFC1 were used as reference control housekeeping genes (76).

Wort and alpha glycoside consumption analytics

Wort samples were analyzed by HPLC Series 1200 Agilent Technologies using infrared
detector (IR). The mobile phase was H2SO4 (5 mM). The flow rate was established to
1 mL/min using carbohydrate column Aminex HPX-87C Hi-Plex Na, 300 x 7.7 mm, and
the column was equilibrated with 5 mM H2S04 in water at 55°C (24). The experiments
were done in triplicates and the Student’s t-test was done for statistical significance in
the difference of maltose and maltotriose uptake means.
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9. CAPITULO 2. Datos de RNA-seq sugieren un efecto en la expresion
genética de dos levaduras lager causado por la presencia de RNA en el

mosto cervecero

Este capitulo ha sido preparado para su publicacion en la revista Scientific
Reports de la editorial Nature. Actualmente se encuentra en el estatus de
enviado y se esta a la espera de las primeras observaciones. El trabajo fue

sometido con el titulo en inglés siguiente:

‘RNA-seq transcriptome data support effect on genetic expression in

two industrial yeasts caused by RNA present in brewing wort”
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| Resumen

La comunicacion entre reinos mediada por ARN sugiere que los ARN no
codificantes (ARNnc) de un organismo, como las plantas, pueden regular la
expresion génica en otros organismos, incluidos hongos, bacterias y parasitos.

En este estudio, exploramos la hipotesis de que el ARN, potencialmente
presente en el mosto de cerveza originado a partir de cebada y/o ltpulo, influyen
en la expresion génica en dos cepas de levadura lager industrial. Después del
tratamiento con ARNasa, observamos efectos importantes en la expresion génica
en el segundo dia de fermentacion, un total de 671 genes DE (expresados
diferencialmente) en SpIB1 y 536 en SpIB2. En el quinto dia, observamos un

efecto reducido con un total de 64 genes DE en SpIB1y 29 en SpIB2.

En ambas levaduras, observamos en el segundo dia de fermentacion una
induccion del ciclo celular y la floculacion por la presencia de ARN en el mosto
de cerveza, mientras que se observd una posible represion del regulador

transcripcional ARO80 para el crecimiento de pseudohifas.

Al quinto dia, el metabolismo de los aminoacidos se vio afectado
negativamente por la presencia de ARN en el medio, lo que indica una posible
reduccion de la aptitud en la Gltima etapa de la fermentacién. Estos resultados
indican un posible efecto del ARN presente en el mosto sobre la expresion
genética de dos levaduras industriales y respaldan la hipétesis de la

comunicacién entre reinos mediada por ARNNc.
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Il Introduccién

Existen funciones basicas bien caracterizadas que involucran al ARN no
codificante (ARNNc). Estos procesos biolégicos van desde la regulacion
transcripcional y el procesamiento del ARN hasta la interferencia mediada por
ARN (miARN). Los principales tipos de ARNnc incluyen el ARN de transferencia
(ARNU), las ribozimas, el microARN (miARN) y el ARN no codificante largo
(ARNINC).

Los ARN no codificantes largos (ARNINc) son particularmente importantes
para los eventos de silenciamiento génico, especialmente en organismos
eucariotas (Cech & Steitz, 2014). Estos eventos biolégicos son cruciales para el
silenciamiento de transposones, la defensa viral, la compactacion de la
heterocromatina y la regulacién postranscripcional de los genes codificantes de

proteinas (Craig y Darryl, 2004; Dang et al., 2011).

La interferencia de ARN (ARNIi) es un proceso eucariota conservado que
requiere pequefios ARN no codificantes acoplados a proteinas como
Argonaute/Piwi, un componente nuclear del complejo de silenciamiento inducido
por ARN (de las siglas en inglés RISC). Este complejo interviene a través de la
complementariedad de bases entre el ARN y los genes que codifican a proteinas
(Cerutti & Casas-Mollano, 2006; Meister & Tuschl, 2004).

Existe evidencia acumulada que sugiere que los ncRNAs pueden
transferirse dentro de células y tejidos e incluso a través de especies, dominios y
reinos (Leitdo y Enguita, 2016; Zhou et al., 2017). Se ha encontrado una relacion
bidireccional en la transferencia de ncRNA entre plantas y hongos en contextos

fitopatoldgicos.

Esta evidencia muestra que los ncRNAs fungicos pueden regular
negativamente los sistemas inmunes de las plantas, mientras que los ncRNAs de
las plantas pueden reducir los fenotipos patégenos de ciertos hongos (Weiberg y
Jin, 2015; Zeng et al., 2019).
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Aunque la relacion planta-hongo esta menos documentada, investigaciones
previas indican que las plantas de algodon producen ncRNAs especificos, que
exportan a las hifas de los hongos, induciendo el silenciamiento de genes que
reduce el fenotipo patdégeno del hongo (Zhang et al., 2016). Este tipo de evidencia
nos llevo a plantear la hipoétesis de que las levaduras de importancia industrial

pueden capturar ARN exd6geno y regular su expresion genética en consecuencia.

Es probable que estos eventos de regulacion genética mediados por ncCRNA
ocurran en entornos antropogénicos, como la manipulacién microbiolégica de la
levadura en el mosto de cerveza. Si bien el uso sisteméatico de levaduras lager
en procesos industriales es relativamente reciente, el uso de levaduras ale se
remonta a entre 6000 y 13000 afios atras (Cabras y Higgins, 2016; Hornsey,
2003; Liu et al., 2018).

En particular, el uso de levaduras hibridas interespecificas, como
Saccharomyces pastorianus (Sp), es comun en la industria cervecera. El origen
exacto de estos hibridos no se conoce con certeza, pero se especula que pueden
haber resultado de la contaminacion de las fermentaciones de Saccharomyces
cerevisiae (Sc) con levaduras de la especie Saccharomyces eubayanus (Se)
(Gibson & Liti, 2015; Krogerus et al., 2015; Libkind et al., 2011).

Esta levadura es un ejemplo de domesticacion exitosa de hibridos
interespecificos ya que no puede sobrevivir en el entorno natural, lo que la hace
completamente dependiente de la propagacion humana. En este contexto, la
levadura no conoce otro entorno que el del mosto de cerveza, que ha dado forma
a su trasfondo evolutivo. Los Unicos desencadenantes del cambio son el propio
mosto de cerveza y las condiciones de propagacion y fermentacion utilizadas en
el proceso de elaboracion de la cerveza (Dunn y Sherlock, 2008; Libkind et al.,
2011).

Como se ha mencionado anteriormente, una de las interacciones
importantes que pueden haber desarrollado las levaduras cerveceras es la
posible regulacion de la expresion génica mediada por ARN exdgenos presentes

en el mosto de cerveza. Esta hipotesis se basa también en la evidencia disponible
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gue indica que el arquetipo de interferencia mediada por ARN de doble cadena

(ARNI) esta evolutivamente ausente en la levadura en ciernes S. ¢

A pesar de esto, este sistema de interferencia esta presente en otros
organismos como Saccharomyces castelli y Candida albicans, donde el proceso
se lleva a cabo por vias alternativas a Dicer (Dang et al., 2011; Drinnenberg et
al., 2009; Nakayashiki et al., 2006).

La pérdida evolutiva de este sistema de interferencia en las levaduras
gemantes representa un aspecto importante en nuestra investigacion, ya que se
ha demostrado experimentalmente que nuestras cepas son hibridos

interespecificos funcionales entre Sc y Se (Ledn-Medina et al., 2016).

No obstante, esto no implica que el sistema de silenciamiento génico esté
completamente ausente en las levaduras en ciernes. En respuesta a la falta de
RNAI, levaduras como Sc han experimentado una expansion especifica del
sistema de ARN antisentido largo no codificante (ASINncRNA) y otros ARN no
codificantes importantes que realiza funciones sinénimas del RNAi (Alcid &

Tsukiyama, 2016; Balarezo-Cisneros et al., 2021).

Aunque existe cierto debate sobre la funcionalidad del sistema de
interferencia del ARN antisentido, con indicios de que no todos los ARN
antisentido desempefian un papel en el silenciamiento y/o reduccion de la
abundancia de proteinas en levaduras (Huber et al., 2016), la evidencia apoya la
idea de que el ARN antisentido es importante en la regulacion de la expresion

génica.

Por ejemplo, el ARN antisentido esté involucrado en el control de la entrada
en el ciclo celular meiético y la dinamica molecular de la pared celular en Sc
(Hongay et al., 2006; Novacic et al., 2020). Es posible que debido a la ausenciade
un sistema de interferencia mediado por ARN pequefio y la presencia de un
sistema regulador genético mediado por ARN largo no codificante (INCRNA),
nuestras levaduras hayan desarrollado una forma de comunicacion funcional con

los componentes presentes en los medios de cultivo a base de malta de cebada.
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Esto podria amortiguar potencialmente la ausencia del sistema regulador
mediado por RNAI. Aunque el concepto de comunicacion entre reinos mediada
por ncRNA es controvertido, la investigacion pionera sobre este tema nos ha
llevado a explorar la hipétesis de que una comunicacion molecular similar entre
reinos ocurre en entornos antropogénicos, como el manejo microbiolégico de

levaduras cerveceras.

Como resultado de los datos presentados anteriormente, decidimos probar
la hipotesis de que los cambios en la expresion genética en levaduras lager son
inducidos por la transferencia horizontal de ARN no codificante. Para ello,

empleamos tecnologia de secuenciacién de ARN y enfoques computacionales.

Il Materiales y métodos

a) Cepas

Las cepas utilizadas en este estudio fueron cordialmente brindadas por CCM.
Estas levaduras son utilizadas en procesos industriales y forman parte de la
especie Sp y la nomenclatura en este articulo corresponde a SpIiB1 y cepa SpiB2,
esto con base en su capacidad de utilizar alfa-glucésidos expuestos en la
clasificacion fenotipica del grupo |, Saaz, y grupo I, Froghber, respectivamente
(Gibson et al., 2013).

Estas cepas fueron mantenidas en un medio YP-M (1% extracto de
levadura, 2% peptona y 2% maltosa) con 40% de glicerol a -20 °C después de 48

h en YP-M liquido o al alcanzar fase estacionaria hasta su uso.

b) Disefio experimental

Para probar la hipétesis de posibles cambios en la expresion génica en las dos

cepas de levaduras lager inducidas por la transferencia horizontal de ARN
85



presente en el mosto de cerveza, fue implementado un experimento con

tratamiento enzimatico (ARNasa).

El experimento consistio en 4 matraces cilindricos con 450 mL de mosto
estandar de 16 °P (140 ppm de nitrégeno aminico libre, 0,11% [p/p] de fructosa,
4,80% [p/p] de glucosa, 11% [p/p] de maltosa y 3% [p/p] de maltotriosa). Dos de
ellos tratados con 5 mL de ARNasa (ARNasa A Bio Basic, 50 kU/mg) y los dos
restantes como control. Luego, los 4 matraces, 2 tratamientos y 2 controles,
fueron incubados con agitacién a 120 rpm durante 4 h a temperatura ambiente.

Después del tratamiento, 200 mL de cada matraz fueron distribuidos en
cuatro matraces cilindricos de 1 L e inoculados a una tasa de 1,5 x 10°
células/ml/°P de cada levadura (SpIB1 y SplB2) (Thesseling et al., 2019).
Resultando en 8 fermentaciones, 2 repeticiones del tratamiento con ARNasa y 2
repeticiones del control para cada cepa utilizada.

Luego, las condiciones de fermentacion fueron establecidas a 16°C por 5
dias. Las muestras del material biol6gico fueron recuperadas el segundo y quinto
dia de fermentacion. Las comparaciones estadisticas fueron dentro de cada
cepa; tratamiento el dia 2 contra control el dia 2 y tratamiento el dia 5 contra

control el dia 5.

c) Manipulacién del material biol6gico y extracciéon de ARN total

Los muestreos de los dias 2 y 5 de la fermentacién consistieron en 15 mL de
material biologico el cual fue centrifugado a 3000 rpm por 5 min. Luego cada
pellet celular fue resuspendido en un buffer 5 mL de PBS e inmediatamente

congelado en nitrogeno liquido y almacenado hasta su uso.

Para la extraccion de ARN, un protocolo previamente reportado fue
implementado (Rio et al., 2010), con algunas modificaciones. En resumen; el

material biolégico fue descongelado en bafio metabdlico a 37°C y centrifugado a
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3000 rpm por 5 min. Luego 3 volumenes de TriZol fueron adicionados para

solubilizar la muestra durante 10 min a temperatura ambiente (TA).

Para la formacion de la fase 600 pl de cloroformo fueron agregados, fue
aplicado un vértice durante 15 segundos y una posterior incubacion durante 5
min a TA. Luego fue centrifugado a 10000 g durante 15 min a TAy la fase acuosa
fue recuperada. Fueron afiadidos 1,5 mL de isopropanol, seguido de agitacion

suave y una incubacion durante 10 min a TA.

El resultado fue centrifugado a 12000 g durante 10 min y descardado el
sobrenadante. Luego, 6 mL de etanol al 75% en agua estéril tratada con dietil
pirocarbonato (DEPC) fue adicionada, mezclada y centrifugada a 7500 g durante
5 min. El etanol fue eliminado y el procedimiento fue repetido una vez més. Las
muestras de ARN total en etanol al 75% en agua-DEPC fueron enviadas a la

empresa GENEWIZ para la secuenciacion del ARN.

d) Secuenciacion de ARN Yy procesamiento de datos

Las bibliotecas de ARN fueron preparadas con seleccion de poli Ay secuenciadas
en una maquina lllumina HiSeq 2x150 pb. Lo que obtuvimos fueron 16 archivos
fasta con lecturas pareadas (F y R) con una calidad de 80% por encima del valor
Phred 30.

Para obtener datos de alta calidad, las lecturas fueron evaluadas con el
software FASTQC (disponible en:
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), luego la eliminacion
de lecturas de baja calidad, recorte de adaptadores y limpieza de ARN ribosomal
con el software fue realizado con los programas Trimmomatic (Bolger et al., 2014)
y SortMeRNA (Kopylova et al., 2012), respectivamente.

Para revisar los datos procesados, FASTQC fue empleado para obtener
una vision generalizada de los posibles cambios en los datos de alta calidad

generados (Delhomme et al., 2014).
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Una vez que los datos pasaron los controles de calidad descritos
anteriormente, un ensamblaje de novo con el uso de la herramienta Trinity version
2.8.4 fue implementado, utilizando los pardmetros por defecto, modificando
Unicamente el niamero de hilos de computo y la cantidad de memoria RAM a
utilizar (Haas et al., 2013; Raychowdhury et al.,, 2011). Los transcritos
ensamblados fueron posteriormente anotados con el software Trinotate (Bryant
et al., 2017).

e) Estimacion de abundancia de transcritos, expresion génica
diferencial, ontologia génicay andlisis de vias metabdlicas KEGG

En primera instancia el software Bowtie2 fue empleado para el alineamiento de
las lecturas procesadas contra el transcriptoma ensamblado, esto con los
parametros por defecto en el programa (Langmead & Salzberg, 2012). Para
estimar la abundancia de transcritos el software RSEM fue utilizado con los

paradmetros por defecto (Li & Dewey, 2011).

Para obtener los genes expresados diferencialmente en las
comparaciones establecidas entre el tratamiento y el control el software edgeR
fue implementado (Robinson et al, 2010). Los genes expresados
diferencialmente (GED’s) obtenidos para cada comparacion y levaduras
siguieron el criterio de al menos 2 veces su abundancia, log2 (2) = 1, con un valor
p ajustado menor a 0,05 (FDR <0,05).

Para el andlisis ontoldgico y de vias metabdlicas de los GED’s el programa
ClusterProfiler fue utilizado (Yu et al., 2012) junto con los datos de anotacionesde
Scerevisiae 288C, parte importante del paquete org.Sc.sgd.db (disponible en:

https://bioconductor.org/packages/release/data/annotation/html/org.Sc.sqgd.db.ht

m).

El método para ajustar los p-valores, necesarios en los multiples testeos
realizados en la expresion global y el andlisis ontoldgico, fue el procedimiento de

Benjamini-Hochberg.
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IV Resultados

El ARN presente en el mosto de cerveza induce cambios en la expresion
global en dos levaduras lager

Para obtener los conjuntos de genes afectados por el ARN presente en el mosto
de cerveza, se analizaron los perfiles de expresion de SpIBl y SpIB2 en

fermentaciones lager con tratamientos de ARNasa y controles sin tratamiento.

Para determinar los patrones de agrupamiento de la expresion global entre
las fermentaciones de cada levadura y sus condiciones, se realizd un analisis de

componentes principales (PCA) de las bibliotecas de RNAseq.

Cuando comparamos las réplicas, observamos, como se esperaba, un
agrupamiento global entre las muestras de control para ambas levaduras. Hasta
cierto punto, se observa cierta varianza en las muestras de tratamiento,

especialmente en el segundo dia de fermentacion de ambas levaduras.

En este sentido, observamos en la Figura 14 un efecto provocado por el
tratamiento en el segundo dia de fermentacion para ambas levaduras. Aunque,
en la cepa SpIB1 observamos que, en el PC1 que explica el 62% de la varianza
observada en los datos, las muestras del segundo dia no exhiben una dispersion
considerable, pero en la PC2, que explica el 15% de la varianza, observamos una

distancia considerable entre las muestras control y tratamiento.

Para las muestras obtenidas en el quinto dia de fermentacion de SpIB1,
observamos que en la proyeccion de la PC1 se detect6é una dispersion reducida,
y en la proyeccion de la PC2 observamos algunas de las varianzas entre las
muestras control y tratamiento. Para la levadura SplB2 observamos cierta
dispersién en la proyeccion del PC1, que explica el 31% de la varianza, entre las

muestras control y tratamiento del segundo dia de fermentacion.

En estas mismas muestras, también observamos cierto grado de variacion

en la proyeccion del PC2, que explica el 26% de la varianza. Por ultimo, se
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detecté un patron de agrupamiento considerable, en la proyeccion de ambos
componentes principales, entre las muestras control y tratamiento a partir del
quinto dia de fermentacion, lo que significa que el patrén de expresion global

muestra una variabilidad reducida en estas muestras.

En conjunto, estos resultados sugieren que el tratamiento enzimatico con
ARNasa del mosto de cerveza tiene un efecto en el transcriptoma de la levadura
lager analizada, siendo el efecto evidente en el segundo dia de fermentacion,

pero menor en el quinto dia.

0.50 -
a) b) 6.
0.25 wie
© 0,54 Condition
hp cf2rep1
é’ § cf2rep2
W 0.00- g = 5 cf5rept
N ~ 0.0 Xz cf5rep2
O O
& o YW HH  tferept
s X tferep2
-0.25-
i 0.3- tf5rep1
& tf5rep2
-0.50- H H
—OI.4 «OI.2 OTO 072 074 »OI.G —d.4 ~OI.2 OfO 072
PC1(62.52%) PC1(31.06%)

Figura 14. Andlisis de componentes principales (PCA) de las librerias de ARNasas de a)
SpIB1y b) SpIB2 en los diferentes dias de recoleccion de muestras y tratamiento. En la
leyenda de la figura, la primera letra indica ¢ = muestras de control o t = muestras de
tratamiento con ARNasas, seguida de 2 o f5, que significan el segundo y quinto dia de
fermentacion, y por ultimo las repeticiones del experimento.

Para obtener el numero de genes expresados diferencialmente (DG) en
cada condicién y levadura, analizamos estos genes bajo el criterio de que tienen
el doble del cambio (valor absoluto del fold change =2 y FDR < 0,05). En el SpIB1
en el segundo dia de fermentacion, se observo un total de 671 genes DE los
cuales 250 estaban regulados negativamente (puntos rojos en la Fig. 15a), 133

genes DE estaban regulados positivamente (puntos azules en la Fig. 15a) y 288
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mostraron un cambio significativo, pero de baja expresion (puntos grises en la
Fig. 15a).

En el quinto dia de fermentacion para la misma levadura, observamos un
total de 64 genes DE donde 30 mostraron una regulacion negativa (puntos rojos
en la Fig. 15b) y 25 genes DE estaban regulados positivamente (puntos azules
en la Fig. 15b) y, 9 genes DE se observaron como significativos, pero con un
cambio de baja expresion (puntos grises en la Fig. 15b).

Por otra parte, la cepa SpIB2 mostré un total de 536 genes DE en el segundo
dia de fermentacion, donde 135 genes DE fueron regulados a la baja (puntos
rojos en la Fig. 15c¢), 75 se regularon al alza (puntos azules en la Fig. 15¢) y 326
genes DE fueron significativos, pero con un cambio bajo en su expresion (puntos

grises en la Fig. 15c).

Finalmente, en el quinto dia de fermentacién, la cepa SpIB2 mostré un total
de 29 genes DE, donde 14 genes DE mostraron una regulacién a la baja (puntos
rojos en la Fig. 15d), 11 genes DE regulados al alza (puntos azules en la Fig. 15d)
y 4 genes DE con un cambio significativo, pero bajo en su expresion (puntos

grises en la Fig. 15d).

En conjunto, estos hallazgos indican que los transcriptomas de las dos cepas
de levadura lager analizadas en este estudio exhiben una variacion significativa
atribuible al tratamiento con ARNasa. Esta variacion sugiere fuertemente que la
presencia de moléculas de ARN influye en los perfiles de expresion génica global

de las cepas de levadura bajo investigacion.
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Figura 15. Graficos de volcan que representan los genes DE en el a) segundo y b) quinto dia
de fermentacion para la cepa SpIB1y, de manera similar, en la cepa SpIB2 se muestranlos
genes DE obtenidos en el ¢) segundo y d) quinto dia de fermentacién. Los datos se
representan como los genes regulados al alza en azul (fold change > 2 y tasa de falsos
descubrimientos [FDR] < 0,05), los genes regulados a la baja en rojo (fold change < -2y FDR
< 0,05), los genes con un cambio significativo, pero bajo (fold change absoluto > 2 y FDR <
0,05) se representan en gris y los genes no significativos en negro (FDR > 0,05).

El ARN presente en el mosto de cerveza es necesario para la capacidad de

fermentacién 6ptima de las cepas de levadura lager estudiadas

Para obtener una vision mas general y completa de los genes DE observados en
cada cepa, se realizé un analisis por ontologia génica y vias metabdlicas para

obtener las sobrerrepresentaciones significativas de los términos GO y KEGG.

En las comparaciones del segundo dia para la cepa SpIB1, observamos
que los términos GO como proceso biologico involucrado en interacciones
intraespecies (G0:0051703), adhesion celular (GO:0007155), floculacién
(GO:0000128), adhesion entre organismos unicelulares (G0:0098610) y

crecimiento invasivo en respuesta a la limitacion de glucosa (G0O:0022604)
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estuvieron regulados positivamente

cerveza (Fig. 16a).
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Figura 16. Anélisis ontoldgico de los genes DE en el segundo dia de fermentacion para la cepa
SpIB1. Los genes DE se representan como a) genes regulados a la baja y b) genes
regulados al alza que respaldan los términos ontoldgicos con significacion estadistica (tasa de
descubrimiento falso [FDR] < 0,05). Los términos ontoldgicos en los genes regulados ala
baja significan que estos genes estan regulados positivamente por el ARN presente en el
mosto de cerveza y los términos ontoldgicos de los genes regulados al alza sugieren una
posible regulacion a la baja por el ARN presente en el mosto de cerveza. Todas las
comparaciones se realizan entre fermentaciones tratadas con ARNasa frente a

fermentaciones de control (tratamiento frente a control).

En los términos GO mencionados anteriormente se observaron genes
como FLO9, FLO5, FLO1, FLO10, SNF2, CYCS8. Junto con el sistema de
floculacién, también se observaron los términos GO relacionados con la via de
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crecimiento filamentoso, donde el proceso metabdlico y biosintético del
betaglucano estaban sobrerrepresentados (GO0:0034406 y GO:0034410

respectivamente).

Otros términos GO importantes de mencionar estan relacionados con el
ciclo celular mitético, donde la regulacién positiva de la transicion G1/S del ciclo
celular mitético (GO:1900087), la regulacion positiva de la transicion de fase G1/S
del ciclo celular (GO:1902808), la regulacion de la transicion de fase G1/S del
ciclo celular (GO:1902806) y la regulacién de la transicion G1/S del ciclo celular
mitotico (GO:2000045), es importante mencionar que estos términos GO del ciclo

celular mitotico estan enriquecidos por el mismo conjunto de genes DE.

En conjunto, estos resultados sugieren que el posible efecto del ARN
presente en el mosto de cerveza regula positivamente el ciclo celular mitético de
la cepa SpIB1, lo que indica una relacién positiva con el ARN no codificante

presente en el mosto de cerveza.

Por otro lado, los genes DE que fueron afectados negativamente por el
ARN presente en el mosto, alimentaron términos GO relacionados con los
compuestos de nitrégeno, fésforo y azufre (Fig. 16b), términos GO como proceso
metabdlico de oxoacidos (G0:0043436), proceso metabdlico de acidos organicos
(GO:0006082) y proceso metabdlico de &cidos carboxilicos (G0O:0019752)

estuvieron sobrerrepresentados en este analisis.

Junto con estos términos GO, el proceso metabdlico de aminoéacidos
(GO:0006520) también se observd6 como afectado negativamente. Estos
resultados sugieren que la capacidad biosintética de la cepa SpIB1 se redujo por
la presencia del ARN en el mosto de cerveza. En general, la promocion del
crecimiento filamentoso y la supresion de la capacidad biosintética de SpIB1l
fueron el comportamiento principal del cambio de datos transcriptomicos

observado en esta levadura en el segundo dia de fermentacion.

El comportamiento transcriptomico del quinto dia de fermentacion para
SpIB1 no mostr6 sobrerrepresentacion de términos GO, lo que sugiere un estado

metabdlico bajo que coincide con los ultimos dias de fermentacion, donde la
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levadura mostré una baja aptitud biolégica en la expresion del transcriptoma
(Olesen et al., 2002).

A pesar de que los datos transcriptomicos del quinto dia no muestran
sobrerrepresentacion de términos GO, observamos dos términos metabdlicos
KEGG que mostraron regulaciones positivas por la presencia de ARN en el mosto
de cerveza. Como se esperaba, el comportamiento metabdlico en el quinto dia
de fermentacion coincide con los términos GO observados en el segundo dia de
fermentacién, donde el metabolismo del acido lipoico y del piruvato (sce00785 y
sce00620, respectivamente) se observaron como vias metabdlicas reguladas

positivamente (Fig. 17a).

a) b)
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Saccharomyces cerevisiae - Q Saccharomyces cerevisiae 0
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Lipoic acid metabolism -
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(budding yeast)
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Figura 17. Sobrerrepresentacion de los términos KEGG observados en los datos
transcriptomicos para el quinto dia de fermentacion de la cepa SpIB1. Los términos KEGG
estan enriquecidos con a) los genes regulados a la baja y b) los genes regulados al alza
observados. Esto significa que los términos KEGG subregulados se ven afectados
positivamente por la presencia de ARN en el mosto de cerveza y viceversa, los términos
KEGG regulados al alza se ven regulados negativamente por la presencia de ARN en el
mosto de cerveza (comparaciones del tratamiento frente al control).

Estos términos KEGG sugieren un comportamiento fermentativo ordinal en
presencia de ARN en el mosto de cerveza. Por otro lado, debido al agotamiento
del ARN durante el tratamiento con ARNasa, el comportamiento metabdlico en el
quinto dia de fermentacion sugiere una reduccion de la capacidad catabdlica de
aminodcidos de la levadura, lo que coincide con los términos GO anteriores que

indican una capacidad reducida para el metabolismo del nitrégeno.
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En general, estos resultados sugieren que la presencia de ARN en el mosto
de cerveza es importante para la correcta capacidad de fermentacién de la
levadura SplIB1, al promover el ciclo celular mitético, la floculacion y el
crecimiento filamentoso en el segundo dia de fermentacion. Mientras que, en el
quinto dia de fermentacion, se asemeja al comportamiento de fermentacion

ordinal relacionado con el metabolismo del piruvato.

Esto, también respaldado por los términos GO y KEGG observados en los
genes regulados positivamente, causados por el agotamiento del ARN presente
en el mosto de cerveza, que indican una reduccién del proceso metabdlico del

nitrégeno y los aminoécidos.

La respuesta transcriptomica de SpIB2 parece ser mas cabtica, ya que solo
observamos términos GO relacionados con la funciébn molecular en los genes
sobreexpresados del segundo dia de fermentacion (Fig. 18a) y no se
enriquecieron términos GO relacionados con el componente celular y el proceso

bioldgico.

Esta informacién podria ayudarnos a aproximarnos al estado metabdlico de
la cepa SpIB2, como lo indica el constituyente estructural de la pared celular
(GO:0005199) observado en los genes sobreexpresados del segundo dia de
fermentacién. En este término GO observamos genes como PAU1, PAU2, PAU5,
PAU22, PAU19 y PAU17 que indican las condiciones estresantes del desempeiio
fermentativo vigoroso de esta levadura, donde se debe mantener la integridad de

la pared celular (Luo y van Vuuren, 2008).

Por otra parte, los genes regulados a la baja afectados por la eliminacién
del ARN presente en el mosto de cerveza, enriquecieron procesos bioldgicos
como la floculacion (G0O:0000128) y la adhesion entre organismos unicelulares
(G0O:0098610). Esto es consistente con el resultado transcripcional para SplB2
en comparacién con SpiB1, donde la floculacién y la adhesion entre organismos
unicelulares se vieron afectadas positivamente por la presencia de ARN en el

mosto.
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Figura 18. Analisis ontoldgico de los genes DE en el segundo dia de fermentacion para la cepa
SplB2. Los genes DE se representan como a) genes regulados a la baja en el tratamiento
y b) genes regulados al alza que respaldan los términos ontolégicos con significacion
estadistica (tasa de descubrimiento falso [FDR] < 0,05). El término de funcion molecular en a)
genes regulados a la baja significa que estos genes estan regulados positivamente por el
ARN presente en el mosto de cerveza y los términos de proceso bioldgico de b) genes
regulados al alza sugieren una posible regulacién a la baja por el ARN presente en el mosto
de cerveza (comparaciones tratamiento vs control).

Finalmente, el resultado transcriptdmico en el quinto dia de fermentacion
indica que las proteinas reguladoras involucradas en la autofosforilacion de
proteinas (G0O:0046777) y fosforilacion (GO:0006468) estan significativamente

enriquecidas con los genes sobreexpresados (Fig. 19).

Estos genes, involucrados principalmente en el estrés oxidativo y
nutricional, se ven afectados negativamente por la presencia de ARN en el mosto,
lo que sugiere una funcionalidad adecuada para enfrentar estas condiciones

estresantes en la etapa final de la fermentacion.

Y, como se esperaba, el proceso biolégico como el ciclo celular mitético
(G0:1903047) se enriquecio con los genes sobreexpresados, lo que significa
que, por la presencia de ARN en el mosto de cerveza, la expresion de estos
genes se activo. El cuadro general del resultado transcriptomico de SpIB2 sugiere
gue la alta capacidad fermentativa de esta levadura se ve afectada positivamente

por la presencia de ARN en el mosto de cerveza, al inducir genes involucrados
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en la floculacion y el ciclo celular mitético y al reprimir genes involucrados en la

respuesta a condiciones estresantes.

Estos resultados consistentes entre estas levaduras lager indican que la
presencia de ARN en el mosto es necesaria para el proceso adecuado de
reproduccion asexual y floculacion, mientras que procesos como el metabolismo

de aminoacidos y los genes inducidos por estrés fueron reprimidos.
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Figura 19. Andlisis de enriquecimiento de los datos transcriptomicos en el quinto dia de
fermentacion en la cepa SpIB2. Los términos GO enriquecidos en el proceso bioldgico conlos
genes a) regulados a la baja y b) regulados al alza. Nétese que las proteinas reguladoras
involucradas en la autofosforilacion y fosforilacion de proteinas estan enriquecidas por los
genes regulados a la baja, lo que sugiere que estos procesos bioldgicos son inducidos por
la presencia de ARN en el mosto. Por el contrario, el ciclo celular mitdtico se ve afectado
negativamente por la presencia de este ARN en el mosto (Comparaciones del tratamiento
frente al control).

V Discusioén

En este trabajo, exploramos el supuesto efecto que el ARN exdgeno, presente
en el mosto cervecero, tiene sobre la expresion genética de dos levaduras
cerveceras (cepas SpIiBl1 y SpiB2). ElI comportamiento de los datos
transcriptdmicos mostré un mayor efecto en el segundo dia de fermentacion y un

efecto reducido en el quinto dia en ambas cepas utilizadas en el estudio.
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La explicacion general de este comportamiento esta relacionada con el
estado metabdlico de las levaduras es mas activo en el segundo dia, mientras
que en el quinto dia el estrés por etanol, oxidativo, osmético y nutricional ejercen
efectos que promueven la adhesion célula-célula (Stewart, 2018). Los principales
resultados representativos estan en el proceso de regulacion positiva en cada
levadura donde se elimind el ARN total en el mosto, ya que estos procesos
metabolicos se ven afectados negativamente por la presencia de ARN en el

mosto de cerveza.

El panorama general de la respuesta transcriptomica al tratamiento con
ARNasa en el segundo dia de fermentacion mostré una regulacién negativa en
el proceso metabdlico de acidos organicos y carboxilicos y el proceso de
aminoéacidos en SplIB1. El gen ARO80, que enriquece los procesos metabdlicos
de oxo y acidos organicos en SplB1 y SpIB2, es regulado a la baja por la
presencia del ARN en el mosto, es particularmente interesante ya que esta
involucrado en la activacién transcripcional de ARO10y 9.

Los genes ARO10 y 9 se han relacionado con el sistema de quérum
sensing en S. cerevisiae, siendo estas las enzimas productoras de moléculas
sefial como el triptofol y el 2-feniletanol. En asociacion con esta idea, estas
moléculas se han relacionado con el proceso de formacion de pseudohifas en Sc
(Avbelj et al., 2015), una estructura posiblemente analoga a los mecanismos de
penetracion de hongos fitopatdgenos en los tejidos vegetales, como lo hace un
ascomiceto patdgeno del arroz Magnaporthe oryzae (Sakulkoo et al., 2018).

Por lo tanto, la inhibicion por RNA del factor de transcripcion del gen
AROB8Q0, tiene un profundo significado que ilustra los mecanismos de defensa
conservados por las plantas contra el crecimiento micelial de hongos
fitopatdgenos. Este mismo escenario se observa en SpiB2, a pesar de que este
importante gen ARO80 no enriquece ningun proceso bioldgico o metabdlico,
observamos que este gen se regulaba a la baja en el tratamiento con RNasa de
SpIB2.
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Por ultimo, el resultado transcriptomico en el quinto dia de fermentacion
muestra que la cepa SplB1 tiene una regulacion positiva de los metabolismos de
piruvato y acido lipoico en presencia del ARN en el mosto, lo que sugiere un
efecto positivo en el curso normal de la fermentacién. Esto es consistente con la
regulacion negativa del proceso metabdlico relacionado con el metabolismo de la
beta-alanina y la degradacién de valina, leucina e isoleucina. Estos procesos
metabdlicos son necesarios cuando la fuente de carbono es limitada y son muy
importantes en el resultado organoléptico de la produccion de cerveza
(Hazelwood et al., 2008).

Esto puede estar asociado con la regulacion negativa del gen ARO80 en
el segundo dia de fermentacion, donde es importante para la induccion de ARO8

y ARQOZ9 involucrados en la via de Ehrlich (Hazelwood et al., 2008).

Para el SpIB2, el efecto en el tratamiento del quinto dia de fermentacién
se reduce, debido al estado metabdlico caracteristico en la fase de muerte o
floculacion. Los procesos biolégicos en el tratamiento con ARNasa (Fig. 19b) se
enriquecieron con el gen GCN2, una quinasa sensora de estrés nutricional
requerida para la adaptacion en ambientes con bajo contenido de nitrégeno
(Cambiaghi et al., 2014).

En el contexto de la relacién patologica planta-hongo, especulamos que el
evento de inhibicion de una quinasa sensora traeria importantes ventajas a la
planta. La regulacién negativa de GCN2 en presencia de posible ARNnc tiene
consecuencias negativas para la levadura, ya que presenta dificultades para

adaptarse a ambientes con bajos niveles de nitrégeno.

En el mismo contexto, otro gen interesante es RIM15, una quinasa que
regula positivamente la entrada apropiada a la fase estacionaria bajo estrés
nutricional (Cameroni et al., 2004). La intervencién transcripcional de este gen
puede traer ventajas a la planta al interrumpir el proceso apropiado de entrada a

dicha fase de algunos hongos fitopatégenos.

Bajo el supuesto de que existen ARN en el mosto cervecero con efecto

sobre la expresion genética de las levaduras cerveceras, estos datos
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posiblemente reflejen los eventos defensivos que desarrolla la planta, Hordeum
vulgare y/o Humulus lupulus, frente a hongos fitopatdgenos presentes en sus
ambientes de crecimiento, los cuales probablemente comparten genes ortélogos

con otros ascomicetos como las levaduras gemantes (Kiss et al., 2019).

Si bien es cierto que el tema relacionado con la comunicacion a través de
especies y reinos mediada por ncRAN es controversial debido a la falta de
evidencia experimental y teorica sobre los mecanismos de accién de este
sistema, aqui exponemos mediante experimentos de secuenciacion de ARN y
métodos computacionales un posible efecto sobre la expresion genética de dos
levaduras lager debido a la accion del RNA presente en el mosto cervecero

utilizado en la produccion industrial de cerveza lager.

VI Conclusién

En este trabajo, determinamos el posible efecto del RNA presente en el mosto de
cerveza sobre la expresion genética de dos levaduras lager. El efecto principal
se observé el dia 2, cuando se presentd el mayor nimero de DEG. Mientras que
el dia 5 se observo un efecto reducido.

En el contexto de la relacidbn planta-patébgeno, algunos genes
posiblemente inhibidos por la accién del RNA tienen sentido, ya que los genes
diana en hongos fitopatdgenos pueden compartir homologia con los otros
ascomicetos.

Este trabajo aporta informacién sobre el controvertido tema relacionado
con la comunicacién entre reinos mediada por RNA y mas especificamente
nuestros descubrimientos pueden ayudar en la toma de decisiones en el proceso
de manipulacion microbiologica de cepas de levaduras con importancia industrial.

Somos conscientes de que son necesarios mMas experimentos para
demostrar el efecto del RNA. Aun asi, bajo la secuenciacion de ARN y las
herramientas computacionales utilizadas en este trabajo, determinamos un
efecto del RNA sobre la expresion genética de dos levaduras con importancia
industrial.
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10.CAPITULO 3. Otras contribuciones producto de la colaboracion cientifica

En este apartado se muestran los productos de una sélida colaboracién

cientifica que surgieron durante el desarrollo doctoral de esta investigacion.
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ABSTRACT
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Plant-derived miRNAs can be found in the human body after dietary intake, and they can affect post-
transcriptional gene regulation in human. It is important to identify targets to determine the possible effects
in human genes by using computational approach. In this study, 787 possible mMRNAs human targets were
predicted by 84 miRNAs of wheat. A total of 14 miRNAs were identified with individual binding to 33 mRNAs
associated with schizophrenia, epilepsy, neurodevelopmental disorders, and various cancers, located in the 3'UTR
of the mRNA. A functional enrichment was carried out, where the results showed associations to pathways such as
dopaminergic synapse (hsa04728), and signaling pathways, significantly associated with the target genes. The
prediction of target mMRNAs in humans by wheat miRNAs, offer candidates that could facilitate the search and
verification, which could be of relevance for future projects and therefor contribute in the therapeutic treatment of

various human diseases.

1. Introduction

The microRNAs (miRNAs) of plants and animals are an abundant
class of small non-coding RNAs sequences around ~22 nucleotides long
[1]. They are derived from hairpin precursors, which have remained
evolutionarily similar in various species, and have the ability to nega-
tively regulate gene expression at the post-transcriptional level by
complementary base binding in various regions of the mRNA (3'UTR,
5'UTR and ORF) and via the RNA-induced silencing complex (RISC)
whose binding causes mMRNA cleavage or translation inhibition [ [2-4]].
It is expected that 30-60% of the genes in humans are miRNA reg-
ulatory targets [5], involved in various developmental processes, mo-
lecular, cellular pathways and human disease [6]. When crossing the
intestinal barrier after ingestion miRNAs can be packaged in micro-
vesicles, circulate through the human body and be identified in fluids
such as human plasma [7] and breast milk [8].

Identifying mammalian gene targets in a timely manner by plant
miRNA offers a reliable, effective and economical way to determine the
possible effects of interactions given by exogenous molecules, regardless of
their origin, on human mRNA [ [9-14]].

Recently, plant miRNAs and their interactions have been actively
studied, contributing to the knowledge of coevolution mechanisms
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between plant miRNAs and human mRNAs. For example, the in silico
prediction on the possible regulation of plant miRNA on human mRNA
was tested, coincided with an increase in cholesterol-LDL levels in vivo
and in vitro, caused by the decrease of LDLRAP1 protein expression,
providing the first evidence that food miRNA could bind to a target mMRNA
and influence the regulation of interspecies expression [15]. Similarly,
through bioinformatics analysis, found a number of potential target genes
for MIR2911 from the Lonicera japonica plant (honeysuckle) were found in
different viruses such as HIN1, H3N2, H5N1 and H7N9. Later, in cultures
of cellular lines infected with HIN1 and transfected with synthetic
MIR2911, they managed to significantly decrease the viral count because
the target genes: PB2 and NS1, are essential for replication. Subsequent
functional studies showed that miR2911 inhibited several IAVs (influenza
A viruses) including HIN1, H5N1 and H7N9, decreasing mortality in an
animal model [16]. Suggesting the first reports that exogenous miRNAs
regulate gene expression in endogenous mRNAs similar to mammalian
miRNAs and in turn the use of the bioinformatics approach, playing an
important role in target identification.

In the present study we have selected the monocotyledonous plant
Triticum aestivum (wheat) because it is a common source in human
nutrition, we performed an in silico prediction analysis of potential
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mRNAs target in Homo sapiens (human) by mature miRNAs of wheat,
and its relationship to diseases through an enrichment of the possible target
genes. In addition, we identified target genes with diverse func- tions in
cellular processes, providing information on regulatory mech- anisms
given by wheat miRNAs. Also, a functional enrichment has been carried
out to explore the participation of the target human mRNAs involved in
biological processes and associated pathways, including apelin signaling
pathway, fanconi anemia pathway and dopaminergic synapse.

1. Material and methods
1.1. Data collection

The complete set of known mature miRNA sequences, which includes
a total of 122 miRNAs from wheat, were downloaded from the registered
database (version 22.1) (http://www.mirbase.org) in FASTA format. To
reduce errors in prediction and future detection, we applied rigorous
filtering for mature miRNAs, i) The mature miRNA should have more
than 1400 reads during sequencing reported in its bioinformatic anal- ysis;
i) The miRNA size should be in the range of 19-25 nucleotides and
i) All mature miRNAs should be in the same direction from 5' to 3°.
Following this, 84 miRNAs from wheat were selected as reference data
set for the study.

1.2. Prediction of potential targets of miRNAs

The prediction of possible targets on human was carried out by the
sequence similarity search tool BLASTn (2.9.0) on its NCBI website
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) using the default settings, an E-value
threshold of 10; and the search coordinates were set in the nucleotide
sequence 2 to 13 of each miRNA. From the RefSeq RNA database the
predicted miRNA target sites were identified by aligning the sequences in
a complementary way to the miRNA of wheat with human mRNA.
RNAhybrid [17] was used to scan the hybridization patterns of the in-
dividual miRNAs/mRNA following Zhou Z. et al. methodology with some
modifications [16]. i) The seed region had to perfectly match the nucleotide
2 to 7 of the mature miRNA. ii) The minimum free energy (MFE) for the
hybridization was below —25 kcal/mol iii) No G-U bonds in the seed
region. We also used the MIR168a as a target prediction control [15].

1.3. miRNA homology

We searched for homology using MirCompare between 2042

H. sapiens and 84 T. aestivum matured miRNAs from miRBase was used [18].
The parameters used for this analysis were taken from Minutolo et al.,
2018 [19], with modification in the threshold of the seed region according
to the guidelines provided by the default settings of the tool. The possible
target genes of the resulting human miRNAs with homologyto wheat
miRNAs as reported by MirCompare were found by an analysiswith
TargetScan 8.0 algorithms (http://www.targetscan.org).

1.4. Functional enrichment analysis

The functional analysis of the targets, including biological processes
was done using clusterProfiler [20], package inside programming lan-
guage R version 4.0.3 [21]; with only those target sequences with miRNA
binding sites in the 5UTR, 3UTR and CDS regions. Designating the
potential processes with an adjusted p-value lower than 0.05 (FDR
<0.05) that involve the predicted mRNA sequences and suggesting the
probable influence in the regulation of plant miRNAs in the human
organism.

Non-coding RNA Research 7 (2022) 89-97

2. Results

2.1. Characteristics of the binding of wheat mature miRNAs with human
mMRNAs

According to the methodology previously mentioned, the results
obtained were similar to the ones described by Zhang et al. 2012 [15].
We selected 84 mature miRNAs from wheat and predict putative targets
genes in humans, based on the criteria specified in methods section, which
resulted in a total 889 miRNA/target interactions with 787 genes with
diverse functions, the characteristics and specific target sequences of the
84 miRNAs analyzed in this study are provided in the (Supple- mentary
Table 1). 70 of these genes had interactions with more than one miRNA
and 6 come from miRNAs families, as previously reported by Han R. et
al. [22] (Table 1). These miRNAs were divided in two groups; in group
one, 14 miRNAs identified with one to four target genes, giving a total of
30 target genes. In group two 70 miRNAs with five or more target genes,
giving a total of 757 target genes. The tae-miR9652-3p and tae-miR9652—
5p of group one, originated from the same precursor (pre- miRNA) in
miRNA biogenesis, have binding sites in the mMRNAs of different genes.
In the second group the tae-miR9657b-3p and tae- miR9657b5-p, were
found as a pair originating from the same pre- miRNA, obtaining 18
targets for miR-3p, and 10 for miR-5p strand, all being different. The
miRNAs with the highest number of targets were tae- miR9657c (19
genes), tae-miR9654a (21 genes), tae-miR160 (22 genes),
tae-miR396 (23 genes), tae-miR9662a (23 genes), tae-miR9666a (24
genes), tae-miR9664 (28 genes), tae-miR9655 (31 genes),
tae-miR9666b-3p (34 genes), tae-miR164 (35 genes).

In order to show the targets and MFE for the binding between some
wheat miRNAs with human mRNAs, data was filtered to show the tar- gets
genes with lower value of MFE and were the sites union are located in
3'UTR binding (Table 2). 10 of the miRNAs show 1 target gene, 2 miRNAs
show two targets, and 2 miRNAs show three and six targets, with a MFE
between —34.1 and —43 kcal/mol. The tae-miR160 shows 10 target genes
with a free energy value between —36.9 and —45.9 kcal/ mol.

Because genes are nucleotide sequences coding for diffusible ele- ments
that participate in all cellular processes, it is important to show information
about some human target genes by wheat miRNAs, involved in various
biological processes (Supplementary Table 2): RALY - lung cancer,
CNTNAP4 - epilepsy, CCDC88C - neurodevelopment, PCARE -
pigmentary retinosis, FRMD8 - inflammation, CRIBB33 - cataracts,
PLEKHAG® - schizophrenia, BTNL9 - ocular melanoma, KAT5 - anaplastic
thyroid cancer, PARBV - oral squamous cell carcinoma, PRKAG2-
nonalcoholic steatohepatitis, CHST10-tumor suppressor, RTN4RL1 -
nasopharyngeal carcinoma, MTCL1 — cerebellar ataxia, GNAI2 — ovarian
cancer, SMARCC2 — embryogenesis and corticogenesis, CSRP1 — lung
fibrosis, BBGNT7 — colon cancer, KCNA2 — epileptic encephalopathy,
NOXS5 — diabetic nephropathy, CBX7 — hepatocellular carcinoma, BCL7B
— Whnt signaling, MBD3 — pancreatic cancer, CORO1B - TGFB1 signaling,
ATPAF2 — dementia risk, DIAPH3 — lung adenocarcinoma, and TPM2 —
aortic dissection.

Interactions between wheat miRNA and human mRNA can show how
efficiently these molecules act. Some tae-miRNA160/mRNAs binding
patterns in the 3'UTR of the mRNA, resulting from the bioinformatic tool
RNAhybrid are shown in (Fig. 1). Taking into consideration the nucle-
otide sequence after the seed region of the mature miRNA, in the in silico
prediction through the RNAhybrid tool, it is possible to observe the type
of interaction between the tae-miRNAs with their targets and provide an
approach to the type of silencing like repression and/or degradation
through the complementary base pairing. For this reason, when exam-
ining the type of binding or complementarity that was performed in each
miRNA/mMRNA result, in a complete or incomplete complementary
binding, it was found that 100% of the 889 predicted tae-miRNA/target
interactions, were shown as imperfect hybrids in at least one nucleotide
of the complementary mRNA after the seed region.
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Table 1

Potential target genes of 84 wheat miRNAs identified in human.

miRNA 1D Number of miRNA Target Gene
targets family

Tae-miR1117 9 TULP4, CHSY3, SMARCCI, C5orf52, DSCAML1, BZW1, UBR5, LOC102724740, ACVR1B

Tae-miR1118 7 ARHGAP32, PRUNE2, XKRX, HOOK3, LOC105372263, ANTXR2, MAP1B

Tae-miR1120b 1 RPAP2

Tae-miR1122a 6 SERINCS, ZBTB39, GDNF, SPAGY, ZC3H12C, CDC42BPB,

Tae-miR1122b 2 LOC105375144, SPTLC3

Tae-miR1122c 1 PPP2R3A

Tae-miR1123 9 EPO, LOC105375220, ASGR2, HPCAL1, CNFN, COL16A1, IGF2BP2, BEST1, LOC100507516

Tae-miR1125 5 CHRM3, SLC38A8, RALY, TIMM10, RYR2

Tae-miR1127a 4 MSRB3, IPO13, RRAD, MFAP3

Tae-miR1127b 9 XKR6, STXBP5L, NOL8, ZNF691, KRIT1, RP1L1, ZNF510, SNX13, RGS6

Tae-miR1128 12 CNTNAP4, LOC105371840, ESR1, RAPGEF6, LOC107986008, TMEM161B-AS1, BRINP1, INTS4, THAP9, ADCY1, RUSC2,
KLHL36

Tae-miR1130b 2 PRORY, ASPH

Tae-miR1131 7 SMARCC1, DSCAML1, UBRS, CHSY3, BZW1, TULP4, STXBP5L

Tae-miR1133 7 WDR75, MALT1, RIMKLB, SKAP1, ACAD11, GPR176, ST8SIA4

Tae-miR1135 5 LOC112268243, LOC105371988, SPACA1L, THSD7A, DDX5

Tae-miR1136 11 OBSCN, DHX37, MRC1, STAB1, LOC105379283, SNORA14B, ZNF174, CALN1, TMEFF2, CALN1, UQCC2

Tae-miR1137a 3 ATP6V1B2, ZFPM2, ATXNI1L

Tae-miR1137b 8 RBX1, STK35, CREB5, RNF121, KIF27,JAG1, PKHD1, ITGA1l

Tae-miR1138 8 KDM3B, USP35, PRKACB, MAK, ZBED2, TESK2, BMP3, ZSCAN25,

Tae-miR1139 5 ZFHX3, ZC3H8, CDON, MID1, DZIP1L

Tae-miR156 14 CCDC88C, F11R, FAM13A, KIF5A, LOC105369388, MAPK11, ZBTB40, LINCOO312, CCDC15 TMEM201, ADGRD1, CAPN13,
TGOLN2, CCNH

Tae-miR159a 8 CNOT9, GPR4, TEX13C, LOC105377862, MDH1B, LINC02789, MAN1A2, GPR135,

Tae-miR159b 8 miR159 CNOT9, GPR4, TEX13C, LOC105377862, MDH1B, LINC02789, MAN1A2, GPR135,

Tae-miR160 22 miR160 PCARE, FAM118B, BCAS1, BCAP29, TMEM241, CAMTA1L, FMRD8, PSMD7, ASPDH, CRYBB3, PLEKHAG, BTNL9, ANKRD35,
KATS5, DAAM2, PARVB, PRKAG2, RTN4RL1, CHST10, RHPN1, GHRL, LOC100996662

Tae-miR164 35 miR164 FGFRL1, ZNF701, SLC9A9, MTCL1, PPRC1, GREM1, SYNEL1, C80rf33, GRM2, PCYT2, GLI3, SNED1, GNAI2, SMARCC2, CSRP1,
B3GNT7, KCNA2, LOC107986317, RFPL4B, FSTL4, SLC25A1, RASSF6, KCNH6, APOBEC3B, APOBE3CA, ABCBY, BIRCS,
NCAPH, SETD4, SLC6A7, LRRC55, MNT, ACBD4, TRIM41, PBXIP1

Tae-miR167a 13 miR167 PRICKLE2, WASHC2A, TM2D3, CACNA2D4, LOC105375492, NOX5, CBX7, TNFRSF10D, BCL7B, MBD3, NCBP3, SLC9B2,
THBS3

Tae-miR167b 9 EME1, ZNF20, PLCE1, LOC107986558, CACNALC-IT1, LOC440292, CAMK2D, GPD1, SNRNP200

Tae-miR167c 12 TM2D3, WASHC2A, CACNA2D4, NCBP3, BCL7B, LOC105375492, MBD3, NOX5, CBX7, TNFRSF10D, SLC9B2, THBS3

Tae-miR171a 2 miR171 IGF1, C150rf56

Tae-miR171b 11 TMEMSA, RNF112, TMEM151A, NAT16, RPAP1, LIMK2, GCC1, LOC107986282, MPRIP, RAPH1, LOC112268024

Tae-miR1847 15 CRISP2, CYP27A1, ALG3, LAMAS, N4BP1, ART3, ZNF619, UBQLN4, TMEM178B, LMOD1, LGI3, LOC105377347, SH3PXD2A,
CRISPLD1, MRM1

Tae-miR319 14 SCART1, HOXB3, SLC1A4, TIGD7, FAT4, FAM205C, KLC2, KMT5A, ACLY, MUC16, CCDC134, LOC105375153, RAB5B, SUOX

Tae-miR395a 7 CLCNS5, LOC107984275, VAPA, LOC105373908, CERS4, PPARGCI1B, ITGB8

Tae-miR395b 11 miR395 CLCNS5, USP6NL, LINCO2739, FN1, CASP5, WDFY3, CEP63, METRN, UBAPIL, LOC112267986, LYPLAL1

Tae-miR396 23 SLC25A25, CPOG1, CYFIP1, NOTCH2NLB, ZNF814, KDM1A, PELI3, GCDH, ZNF32, ADAMTS18, ZNF776, CL11A1, PTCH2,
UNC119B, ZBTB14, LOC107984192, REST, FOXP2, SLITRK9, CDC5L, EFHB, KIF2A, GRIN1

Tae-miR397 5 PALM2AKAP2, SURF6, BCAR1, Clorf67, RNF175

Tae-miR398 14 PPM1H, CORO1B, ANKK1, LOC105374534, FBX010, DNMT1, SLC37A1, PCNX3, LOC105370363, LOC105378740, ZNF691,
KIAA0408, SOGA3, PPIP5K2,

Tae-miR399 16 DRICH1, ANKRD36, SET, LINC02142, ARIH2, FAM166C, ZFP2, SCCPDH, ADPRM, LRRIQ1, AOC3, NUP210, CALM1, MANBA,
MYLK4, ANKFN1

Tae-miR408 16 USP43, ATPAF2, PSMD11, ADGRF5, DIAPH3, AGO3, ABCG8, LOC105376475, ZNF518A, EPS15L1, ANXAL11l, ROS1, RYR3,
KCNB2, LOC112268372, KSR1

Tae-miR444a 14 LOC112268280, RUNDC1, LOC105371800, ZC3H4, LOC107986334, CDC25A, ZC3H4, CCDC171, SUPT20HL1,
LOC101929566, SYNJ2, TEKT3, FRMD3, YPELS5

Tae-miR444b 13 LOC112268280, RUNDC1, LOC107986334, LOC105371800, ZC3H4, CDC25A, CCDC171, SUPT20HL1, LOC101928566,
SYNJ2, TEKT3, FRMD3, YPEL5

Tae-miR5048 5 CHRM3, TBC1D4, ADAM22, GRM4, LOC105378532

Tae-miR5049 2 LOC147004, PNPT1

Tae-miR5050 9 PEG3, IPPK, ITPA, TRIO, TEX30, SCFD2, FOSL2, LINC01226, BCLAF1

Tae-miR5062 9 ARMCY, YEATS2, LOC107985153, CD2BP2, ABI2, RNF183, CACNA2D4, AHNAK, HS6ST2

Tae-miR5175 16 SETBP1, RBBBP6, GPRC5D, CHST2, Cdorf54, CENPS-CORT, CORT, RNLS, TRIM37, NSL1, LINC01588, SNRNP27,
LOC101929270, SUCO, STK31, DNAJC6

Tae-miR5200 5 LINC02842, LOC101927610, LOC107986016, NRG4, LOC101928421

Tae-miR531 18 REPIN1, LOC107985320, SLC5A10, GBX2, GPC6, NINL, BACH2, B3GLCT, PLXNB3, DAB2IP, GCK, DCP2, ZNF282, NECTIN4,
RFTN1, GPR22, ZNF618, GPR153

Tae-miR6197 3 EXOC6, ABCD2, ZNF519

Tae-miR7757 2 RPR6KA2, HDACS8

Tae- 1 PSMD13

miR9652-3p
Tae- 1 POU2F1
miR9652-5p

Tae-miR9653b 15 ADCKS5, SHE, TPST2, CPNE2, FGGY, P4HA2, TPM2, PAHA2, LOC105372821, VPS26C, HES7, ABCGS8, RAB37, MTOR. RAB37

Tae-miR9654a 21 DTX2, SGO2, LOC10537819, TBRG1, LOC107984429, NT5DC2, LOC107986811, ELP6, LYRM9, LOC105375206, CFAP61,
CHI3L2, GEMIN5, AP3M2, ZSCAN26. FBX040, BZW2, TNRC6B, SESTD1, EBF2, TBL2,

Tae-miR9654b 12 ZNF740, CNF740, CNST, HOXD4, ARHGAP1, SLITRK3, KALRN, UFL1-AS1, SLCO4A1, PCDH8, MLYCD, PDE1A

(continued on next page)

105



Table 1 (continued )

miRNA ID Number of miRNA Target Gene
targets family
Tae-miR9655 31 KPNAG, ELMO1, GEMINS5, TOMM20, TRIM71, CCBE1, CMBL, TAX1BP3, FGFR10P, CCR9, ELOVL2, ADH6, ARHGAP33, RNF8,
TTC39B, CHD1, HMBOX1, MYADM, PLSCR3, HIPK1, STX7, LOC105372520, LOC105377622, WBP2, NIPAL3, TRPC3, VAMP2,
PRRT2, USP12, HOOK3, AP1S3
Tae-miR9656 7 NPSR1-AS1, DAAM1, LDLRAP1, TRIM72, FAM49B, TRAK1, FAM49B
Tae-miR9657a 18 MECR, C170rf80, PCNT, STOX1, MAGI2, MELTF, PITRM1, LASP1, EPHA10, FYCO1, RGS6, SNX29, LZTS3, ZNF395,
LINCO00473, TTF1, MYO10, CCDC40
Tae-miR9657b- 17 C170rf80, MELTF, PCNT, STOX1, MAGI2, LZTS3, PITRM1, EPHA10, RGS6, SMX29, LASP1, TTF1, ZNF395, FYCO1,
3p LONCO00473, MYO10, GAD1
Tae-miR9657b- 10 MAFB, SPON1, MAF, TBC1D8, MAFA, FSTL4, CEBPB, DMXL1, SCAMP4, ELFN2
5p
Tae-miR9657c 19 MECR, C170rf80, MELTF, PCNT, STOX1. MAGI2, LZTS3, PITRM1, EPHA10, RGS6, SNX29, LASP1, TTF1, ZNF395, FYCO1,
LINCO00473, MYO10, CCDC40, GAD1
Tae-miR9662a 23 LOC101929698, LRCOL1, LOC105370502, KCNA7, RBCK1, CLDN20, HRH2, TAF5L, MIR155HG, LINC02568, RIBC2, PFKFB2,
TOP3A, LOC107986445, MOB3C, CLTRN, JAKMIP2, HIRA, LOC105374262, PCNT, SS18L2, CASP9, ARNTL
Tae-miR9662b 12 LOC101929698, PIGV, FAM83H-AS1, LOC105370502, AOX3P-AOX2P, HRH2, LOC105371449, LINC02568, HIRA,
LOC107986445, LOC102723784, GNB5
Tae-miR9663 5 TAF1, ZC3H7B, PSMB4, DHPS, SGF29
Tae-miR9664 28 IQGAP1, TNXB, RIN3, USP40, LOC112268055, TNC, SOX30, ABCC1, FAHD2B, ABCC1, FAHD2CP, TNR, MLST8,CLEC3B,
CCN1, CASZ1, KRT31, COPG1, NTNG2, CORIN, ZBTB48, CFAP46, TENM3, TELO2, LOC112268408, ALPK1, DENND3,
KIAA0586
Tae-miR9666a 24 RAPGED4-AS1, BOC, OVOL1, USH2A, NACA, C8orf34, ANXAL1l, DOK1, CDH11. MST1R, CSRNP1, MBD1, PRR23D1, STON2,
DCHS1, MARC1, WDR46, MBD1, DEFB119, ZFANDS5, CDH6, SFMBT1, SEC14L2, DLX5, RAD51AP2
Tae-miR9666b- 34 SEC14L2, DLX5, RAD51AP2, POLR2A, YEATS4, CC2D2A, PCDHA6, PCDHA2, PCDHAL0, PCDHA4, PCDHAL3, IFT22, RAET1G,
3p BSN, PDLIM5, ADAMTS10, KCNIP3, GABBR1, PCDHAS8, PDZD2, ATP13A1, RBM6, ARID5B, ARHGAP26, PHF2, PCDHA12,

PCDHAS, SGPP2, PCDHAT7, ARHGAP26, CLOCK, WDR1, SLC24A1, PEXS5L

FRG2C, DCTN5, BMP8A, PKHD1, PKHD1L1, LOC107987108, NELL2, CEP152, SEC22B, WDFY3, PLXNA4, TACR3

ACSS1, FANKI, TJP2, LOC105370291, EIF3A, DYRKI1A, ATP9B, ZNF629, PDZRN3, LIPG, RWDD1, PRMT3, TMEM246, ELF4,

TBX19, DSTYK, TXNDC9, FANCE, NSDHL, GALNT3, TCF4, FAAH2, TOP2B, LOC112268009, TCF4, TSTD2, GCLC, SBF2,

DPH7, ABLIM1, ZMIZ1, BCL7B, MBOAT2, CBX5, DRP2, INPP5B, ZNF704, TBC1D12, RELN

LOC112267915, RCSD1, RNLS, ZNF184, SAMD12, CYP24A1, GASK1A, LOC105371867, LOC101928819, TRDMT1,

Tae-miR9668 6 LIN02362, TMEM185B, POLE2, LOC101928985, LOC105376956, SLX4
Tae-miR9669 8 TOP3A, RXRG, SSH2, ENGASE, LRP6, GAB1, SMUG1, BAHCC1
Tae-miR9670 7 LOC105372542, NCAPD3, TPM2, GDAP1, SMG7, SCTR, NRG1
Tae-miR9672a 12
Tae-miR9672b 6 TOX4, LOC102724245, MYO018B, GNL2, APMAP, KIAA1217
Tae-miR9674a 18

VPS33A, ERICH1, FARL, LINGO2
Tae-miR9674b 15

LINC03094
Tae-miR9675 5 BTRC, TMEM135, MRRF, ATRIP, ATRIP-TREX1
Tae-miR9676 3 TMEMZ259, GRID1, FOXD1
Tae-miR9677a 6 MAN2A2, RRAS2, OLFML2B, LOC100132249, ABCC8, SLC8B1
Tae-miR9679 11
Tae-miR9772 5 AAK1, RAP1B, NUCB2, SRGAP2, LOC105374129
Tae-miR9774 6 CTB-3M24.3, H6PD, OTUD6B, EDNRB, RGS3, EXPH5
Tae-miR9775 3 MGATA4D, MED27, USP11
Tae-miR9776 5 OLIG2, HECA, ZBTB11, RNF213, LOC105370091
Tae-miR9782 16

LOC105375471, NIPAL2, SRGAP1, ALG10B, CD38, LOC107987129
Tae-miR9783 7 EIFAEBP2, FGFBP2, DHX8, GINS2, ARPC5, TRPC3, FAM209B

1.1. Analysis of human homologs of wheat miRNAs

In the analysis we found homology candidates in 9 human miRNA
sequences, with 7 wheat miRNA sequences. Supporting this, we identi-
fied target gene predictions of human miRNAs using the TargetScan
tool and determined those targets in common predicted in this study as
awhole (Table 3).

1.2. Functional enrichment of target genes by wheat miRNAs

Functional annotation of target genes is an important step in un-
derstanding the respective functions. A gene ontology (GO) enrichment
analysis was performed in the Kyoto Encyclopedia of Genes and Ge- nomes
(KEGG) to identify the functions that miRNAs could have on their
predicted targets in humans, where all MRNAs that had binding sites in the
prediction were used. From the complete target search data, 670 different
genes were used, selected according to probable binding site, including only
those in the 5" UTR, 3UTR, and CDS region and excludingthose in non-
coding sequences for functional enrichment analysis. The main GO terms
classified in biological process are shown, with

significance adjusted p-values (<0.05) indicating that a total of 17
mRNAs enriched the biological process of homophilic cell adhesion
(G0:0007156), through adhesion molecules to the plasma membrane,
and 22 mRNAs enriched the biological process of cell-cell adhesion
through adhesion molecules to the plasma membrane (GO:0098742), by
miRNAs known from wheat in the prediction (Fig. 2).

Enrichment analysis of the KEGG pathway showed that the 670
predicted genes of the 84 selected wheat miRNAs were significantly
enriched in 8 pathways, with an adjusted p value (<0.05) (Supple-
mentary Table 3). 18 genes were enriched in calcium signaling pathway
(hsa04020), 10 genes were enriched in the gastric acid secretion
pathway (hsa04971), 14 genes were enriched in the apelin signaling
pathway (hsa04371), 9 genes were enriched in the long-term potentia- tion
pathway (hsa04720), 11 genes were enriched in the circadian entrainment
pathway (hsa04713), 8 genes were enriched in the fanconi anemia
pathway (hsa03460), 13 genes were enriched in the dopami- nergic
synapse pathway (hsa04728), and 13 genes enriched the adren- ergic
signaling pathway in cardiomyocytes (hsa04261) (Fig. 3).
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Table 2
Individual interaction between wheat miRNAs and human mRNAs at the 3’
UTR site

miRNA 1D kcal/mol

Gene

EPO Tae-MIR1123 —39.1
RALY Tae-MIR1125 —35.3
CNTNAP4 Tae-MIR1128 —38.7
CcDcCs8sC Tae-MIR156 —34.9
PCARE Tae-MIR160 —45.9
FRMD8 Tae-MIR160 —40.3
CRYBB3 Tae-MIR160 —38.8
PLEKHAG6 Tae-MIR160 —38.7
BTNL9 Tae-MIR160 —38.6
KATS Tae-MIR160 —37.7
PARVB Tae-MIR160 —37.4
PRKAG2 Tae-MIR160 —37.2
CHST10 Tae-MIR160 —36.9
RTN4RL1 Tae-MIR160 —36.9
MTCL1 Tae-MIR164 —37.5
GNAI2 Tae-MIR164 —35
SMARCC2 Tae-MIR164 —34.9
CSRP1 Tae-MIR164 —34.3
B3GNT7 Tae-MIR164 —34.2
KCNA2 Tae-MIR164 —34
NOX5 Tae-MIR167a —345
CBX7 Tae-MIR167a —34.2
BCL7B Tae-MIR167¢c —35
MBD3 Tae-MIR167¢c —34.6
SURF6 Tae-MIR397 —34.1
CORO1B Tae-MIR398 —36.1
DRICH1 Tae-MIR399 —34.8
ATPAF2 Tae-MIR408 —36.8
DIAPH3 Tae-MIR408 —35.6
ZNF518A Tae-MIR408 —34.2
LOC107985320 Tae-MIR531 —43
TPM2 Tae-MIR9653b —37.4
LRCOL1 Tae-MIR9662a —35.4

1. Discussion

Based on the results of this work and the extensive study on the
mechanisms of plant miRNAs when entering the circulatory system
through the diet, entering the cells to achieve a target and regulate the
expression of a gene [15]. Some authors [23,24], suggest the use of
available and evaluated tools for predictive analyses, since they recog-
nize the fundamental importance of identifying the target genes in the
human genome by exogenous miRNAs, in order to infer their functions
and regulatory mechanisms, however they agree that it is convenient to
explore and combine predictive tools because individually, they may
not reflect the abundance and possible regulatory capacity of miRNAs,
improving the speed and accuracy of the targets. In our research we
used two search engines, that way we were able to simulate a possible
interaction between species. By usingBLASTN as the first instance as a
search engine for complementary sequences with the updated version
of the RefSeq human transcriptome database, we were able to find
several targets and their variants, which is important because factors
related to expressionvariation in target genes can provide a solid
foundation and more systematic view of the genetic mechanisms that
are related to human genetic variation [25].

The results obtained by the BLASTn analysis were filtered in a second
computational method using RNAhybrid tool as used successfully used
in several studies of cross kingdom miRNAs [16,26,27], which allows us
to determine the MFE, characteristics and complementary regions of the
miRNA/MRNA interaction, which allowed filtering of those interactions
that we consider energetically favorable (MFE-

25 kcal/mol). This

provided us with a combination of algorithms in the study that allowed
us to obtain a total of 787 genes and their variants with different func-
tions as shown in (Supplementary Table 1). In addition, Table S1 shows
the transcripts of non-coding RNAs (ncRNAs) that were targeted by the
84 miRNAs, since miRNA targets are not limited to coding transcripts,
but can also be found in ncRNAs, indicating that miRNA targeting
mechanisms can be complex by binding to a wide variety of targets [28].
A total of target genes for 84 miRNA of wheat, divided into two
groups according to the number of targets, and families that each miRNA
obtained, since miRNAs with a larger number of target genes should be
monitored in human fluids, due to their possible ability to significantly
regulate human receptor cells [9]. These targets were located in various
regions along the mRNA (5'UTR, CDS, 3'UTR), increasing the area of
study on the interactions given by exogenous molecules, it could help
understand the role of binding sites in the mRNA with the miRNAs [29].
We also evaluated the type of binding, obtaining 100% of the possible
binding as imperfect base-pair by at least 1 base, however the analysis
was made with the criterion of perfect binding of the seed region which
would suggest that the possible mechanism of regulation of expression
according to the reported silencing by mature miRNAs [2] could be
translation inhibition and not degrading by cleavage the mRNA, which
is sufficient for the miRNAs to suppress their targets [23,30]. In plants,
miRNA bind to their targets with high complementarity, causing
messenger degradation, however in animals, miRNA recognition in just
their seed region is extremely important in target recognition, this
complementarity can trigger expression regulation, [31,32]. Even in
humans, the seed region of some miRNA can define toxicity or tumor-
suppressive for some cancer cell lines [33]. This is due to seed region
target recognition mechanisms [34,35], show that an initial search for
target sites transitions from being transient to Kineticallystable,
when target complementarity binds to the full length of the seedregion
of miRNA [36]. Furthermore, several authors have identified and
demonstrated regulation of target gene expression, even when miRNAs
have not bound in a fully complementary manner, showing evidence of
their function [16,37,38].

In this study we included a homology analysis, identifying 7 wheat-
derived miRNAs show homology with 9 human miRNAs, revealing a
series of target genes in common, through our prediction. Although plant
sequences do not show high homology with human sequences, results
obtained by author [39], show that they can perform similar functional
activities to endogenous sequences, in a cross-kingdom interaction [19].
Therefore, we consider this dataset provides a solid basis for future
projects.

In our mRNA and miRNA interaction analysis we aimed to identify
the genes that are the target of multiple miRNAs and their possible health
effect through KEGG pathways. We found that the target genes are
associated with the calcium signaling pathway, showing participa- tion of
the CD38 gene, associated with diseases such as asthma, neoplasia and
neuroimmune diseases [40], as well as the ADCY1 gene, involved in
insulin secretion, related to diabetes mellitus and its corre- lation with
pancreatic cancer [41].

Among the pathways, three stand out, the pathway of fanconi ane- mia
(hsa03460), circadian entrainment (hsa04713), and dopaminergic
synapse (hsa04728), which we have found a relation with a couple of
publications [42,43](Gluten-Free Diet for the Treatment of ADHD; Pilot
Study) where in a case study they describe the difficulty of finding a
diagnosis to a series of neuropsychiatric manifestations, described as
“non-celiac gluten sensitivity” (NCGS), where a series of symptoms
related to the consumption of gluten-containing foods (wheat) are
characterized in people not affected by celiac disease (CD) or wheat
allergy (AW).). Attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) related
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Fig. 1. Schemes of the interaction of wheat miRNA nucleotide sequences with human mRNA genes.

to the circadian entrainment pathway [44], and schizophrenia related
to the dopaminergic synaptic pathway, are some of the main symptoms
related to wheat consumption in case studies, in addition, including a
low-ferritin anemia in the clinical picture. Despite attempts to consoli-
date a possible explanation, this has not been achieved due to lack of
information on response mechanisms or genetic components of the
disease and therefore the number of people who may be affected is
uncertain. In the enrichment results, we have5 genes, GNB5, GNAI2,

PRKACB, CALM1, and CAMK2D as possible targets in common for
miRNA regulation of wheat involved in the dopaminergic synapse
pathway and circadian entrainment.

Since the report of miRNA plants, regulating gene expression by
miR168a in mice and humans [15], the identification of new targets by
miRNA is of major importance, due to its high efficiency, low cost, and
time saving [16,38,45]. Since this could be a way to explain negative
events in human health, related to some diseases that could risk public
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health, such as cancer, schizophrenia, and metabolic diseases.

Table 3
Potential target genes in common by wheat and human miRNAs.

Fig. 3. Pathway enrichment of predicted human target genes
derived from
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Fig. 2. Gene ontology analysis of predicted human target genes derived from
miRNAs of wheat.
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ABSTRACT Bacillus toyonensis is a recently described species related to Bacillus cereus
and Bacillus thuringiensis. The GM18 strain previously identified as B. thuringiensis is now
classified as B. toyonensis based on the RNA 16S sequence and whole-genome average
nucleotide identity. The genome analysis revealed the presence of insecticide, nemati-
cide, and antitumoral proteins.

he GM18 bacterium was isolated from agricultural soil collected in the state of
Guanajuato, Mexico, using the methodology described by Travers et al. (1), and
based on its H antigen characteristics, this strain was recognized as a new serotype (H-
24) and named Bacillus thuringiensis subsp. neolonensis. In an early description,
Rodriguez-Padilla et al. (2) showed that GM18 possesses characteristics of the B. thurin-
giensis group; it is Gram positive and sporulated and synthesizes a parasporal crystal.
However, it had no insecticidal activity. Later, when the inclusion body was tested
against cancer cell lines, solubilized proteins displayed biological activity, and cytotox-
icity ranged from low against 1c1c7 and A431 to high against A375 and BpRc1 cell
lines, but no cytotoxicity for sheep erythrocytes was detected (3).

For the genome sequencing of B. toyonensis GM18, cells obtained from our labora-
tory cryostock were grown in 25 ml of LB broth for 6 h at 30°C, and then the pellet was
recovered after centrifugation and washed with sterile water. The pellet was shipped
chilled to Genewiz (New Jersey, USA), where total DNA extraction was performed, and
the DNA library was prepared with the lllumina DNA prep, (M) tagmentation, and IDT
for llumina DNA/RNA indexes set A tagmentation kits (lllumina, Inc., California, USA).
Whole-genome sequencing of B. toyonensis GM18 was performed with paired-end
lllumina MiSeq sequencing, which resulted in 11,175,537 paired-end reads of 137 to
150 bp with a coverage of 250%; for genome assembly and annotation, we used

Galaxy (4). In brief, the sequence quality was determined with FastQC (Galaxy version
0.721galaxyl) (5). Then, low-quality sequences and adapters were removed with
Trimmomatic (Galaxy version 0.038.0) (6). The processed sequence reads were
assembled with the Shovill pipeline, including the SPAdes assembler (Galaxy version
1.1.01galaxy0) (7); the resulting contigs were annotated with Prokka (Galaxy version
1.14.51galaxy0) (8) and with the NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline
(PGAP) using the best-placed reference protein set method (GeneMarkS-21) (9, 10);
91.59% of all sequences were assembled in 156 contigs with an Nso value of 171,900
bp. Default parameters were used for all software.

We found that GM18 has a 6.13-Mb genome containing 6,129 open reading frames
(ORF) with a GC content of 34.93%. The genome has 96 operons for tRNAs and 16 for
rRNAs. The average nucleotide identity (ANI) of the whole genome determined during
the GenBank submission process (11) showed 99.018% identity with the type genome
of Bacillus toyonensis; this and the sequence identity of the rRNA 16S (GenBank acces-
sion number JADNYS010000095.1), gyrB (MBF7148837.1), groEL (MBF7150603.1), and
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XRE (MBF7150840.1) genes suggests that this isolate belongs to the B. toyonensis spe-
cies (12).

In brief, the sequence of the GM18 genome could be key to understanding the Bacillus
group and its members’ evolutionary relations. This genome shows greater identity with
Bacillus toyonensis, although it has protein-coding genes with identity to cry (GenBank acces-
sion number WP_195755641.1, WP_195755715.1), vip (WP_195755724.1, WP_195755747.1),
and parasporin (WP_195755716.1) that are characteristic of B. thuringiensis species; it also
has insertion sequences with identity to those of B. thuringiensis, but this could be because
B. toyonensis is a relatively newly described species of the Bacillus group (13).

Data availability. The Bacillus toyonensis GM18 whole-genome shotgun sequence
has been deposited in GenBank under the accession number JADNYS000000000 and
BioProject number PRINA676032. The raw sequence files can be found under SRA
number SRP301246.
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Draft Genome Sequence of Bacillus albus Strain IB84, Isolated
from Mexican Soill
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ABSTRACT Bacillus albus is a new species, but it lies on the borderline with Bacillus
thuringiensis. In this work, we report a strain previously identified as Bacillus thurin-
giensis IB84, which now, based on average nucleotide identity and rRNA 16S, gyrB,
groEL, and xre gene sequences, must be identified as Bacillus albus.

he 1B84 strain was originally recognized as Bacillus thuringiensis because it is Gram
positive and sporulated and produces a small parasporal crystal. This bacterium
was originally isolated from agricultural soil collected in the state of San Luis Potosi,
Mexico, using the methodology described by Travers et al. (1), and it belongs to the B.
thuringiensis collection of the Instituto de Biotecnologia of the Facultad de Ciencias
Biol6gicas-UANL. Preliminary bioassays revealed that crystal inclusion proteins were
not toxic against several insects (2).

For the whole-genome sequencing of Bacillus albus 1B84, cells obtained from our
laboratory cryostock were grown in 25 ml of LB broth for 6 h at 30°C, and then the pellet
was recovered after centrifugation and washed with sterile water. The pellet was shipped
under cold conditions to Genewiz (New Jersey, USA), where total DNA extraction was per-
formed using the EasyPure genomic DNA kit (Genewiz), and the DNA library was prepared
with the DNA prep (M) tagmentation, and IDT for lllumina DNA/RNA indexes set A tagmen-
tation kits (lllumina, Inc., California, USA). The whole genome was sequenced using paired-
end lllumina MiSeq sequencing, which resulted in 10,065,062 paired-end reads of 118 to
150 bp with a coverage of 250x. For genome assembly and annotation, we used Galaxy at

http://usegalaxy.org (3). In brief, the sequence quality was determined with FastQC (Galaxy
version 0.721galaxy1) (4). Then, low-quality sequences and adapters were removed with
Trimmomatic (Galaxy version 0.038.0) (5). Processed sequence reads were assembled with
the Shovill pipeline, which includes the SPAdes assembler (Galaxy version 1.1.01galaxy0)
(6); the resulting contigs were annotated with the NCBI Prokaryotic Genome Annotation

Pipeline (PGAP) using the best-placed reference protein set method (GeneMarkS-21) (7, 8); Citation Garcia-Garcia JH, Moreno-Pefia CJ,
92.03% of all d bled in 156 . Defaul d Hernandez-Vasquez Cl, Galan-Wong LJ,

.03% of all sequence reads were assembled in 156 contigs. Default parameters were use Pereyra-Alférez B, 2021 Draft genome
for all software. sequence of Bacillus albus strain 1B84, isolated

from Mexican soil. Microbiol Resour Announc

We identified a 5.96-Mb genome with an Nso value of 155,983 bp, 6,015 open reading
; 10:€00274-21. https://doi.org/10.1128/MRA
frames (ORF), 35.06% GC content, 74 tRNA operons, 6 rRNAs, and 5 noncoding RNAs Aooez74-21A ST
(ncRNAs). The average nucleotide identity (ANI) of the whole genome determined during Editor Steven R. Gill, University of Rochester
the GenBank submission process (9) showed 97.907% identity with the type genome of School of Medicine and Dentistry
Bacillus albus; this and the sequence identities of rRNA 16S, gyrB, groEL, and xre genes sug- Copyright © 2021 Garcia-Garcia et al. This is an
- . . . . open-access article distributed under the terms
gest that this isolate belongs to the Bacillus albus species (10). This species has been o (e Eerive Cus A A0
described recently as having an important salt tolerance and the ability to degrade poultry International license.
waste processing industrial (PWPI) effluent (10, 11). The I1B84 whole-genome analysis Address correspondence to Benito Pereyra-
. . . e . Alférez, benito.pereyraal@uanl.edu.mx.
revealed sequences associated with assimilation and detoxification of nitrogen and arsenate i
IV . - Received 22 March 2021
compounds, as well as salt tolerance, antibiotic resistance, and oxidative stress genes. Accepted 23 March 2021
The whole-genome sequence, assembly, and annotation of IB84 help to further under- Published 29 April 2021

stand B. albus and its evolutionary relationships with the Bacillus group. Furthermore, it
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allows us to study the possible advantages of its genetics, its biochemical machinery, and
its biotechnological potential.
Data availability. The Bacillus albus 1B84 whole-genome shotgun sequence has
been deposited in GenBank under the accession number JADNYT000000000 and BioProject
number PRINA676033. The raw sequence files can be found under SRA number SRP301583.
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RESUMEN: La cebada malteada representa el
principal componente del mosto cerveceroy
las enzimas proteasas juegan un papel
fundamental en la calidad. Fue comparada la
actividad proteolitica en cebadas malteadas,
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(CCM), México. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C hasta su uso. Adicionalmente,
fue utilizada la malta comercial 2-ROW como control, obtenida de la empresa Malteurop
(Milwaukee, WI, USA).

11 EXTRACCION DE PROTEINAS

Las muestras de malta (10 g) fueron molidas hasta un polvo fino (<50 pum)
usando un molino de marca Foss Cyclotec 1093. Las proteinas fueron extraidas con
buffer de extraccién (Tris-HCI 25 mM; MgCl, 5 mM pH 7.5), segun lo reportado por
Lopez et al. (2016). La concentracion de proteina soluble total se determiné mediante

el método de Bradford.

12 EFECTO DEL PH EN LAS HIDROLASAS PRESENTES EN LA CEBADA MALTEADA

La evaluacion del efecto del pH sobre la actividad enzimatica tipo amilasa fue
realizada en microplaca de 96 pozos de acuerdo con la metodologia descrita por Oliveira et
al. (2019), con algunas modificaciones. Las pruebas fueron realizadas bajo diferentes
condiciones de pH utilizando buffer de acetato de sodio 0.05 M (pH 3.0, 4.0 y 5.0) y buffer
de fosfato de sodio 0.1 M (pH 6.0, 7.0 y 9.0). En cada pozo fueron colocados: 20 ul de cada
buffer a sus respectivos niveles de pH, 10 pl de solucién de almidén de papa al 0.2 % y 10
pl de cada muestra. La microplaca fue incubada a 40 °C por 30 min. Terminado el tiempo
de incubacidn, fueron afiadidos 30 pl de la solucién de Lugol a una dilucién 1:10 y 170 pl
de agua bidestilada. Finalmente, la microplaca fue leida a 595 nm. El efecto del pH en la
actividad de proteasa fue realizada de acuerdo con la metodologia descrita por Secades
y Guijarro (1999) con algunas modificaciones. Para este ensayo fue empleada azocaseina
1.0 % como sustrato disuelta en buffer Tris-HCI 25 mM con MgCl, 5mM en un rango de pH de
3.0 211.0. A 60 ul de cada muestra de malta fueron agregados 240 pl de azocaseina
1.0 %, mezclados por vértex e incubadas a 40°C por 30 min. La reaccién fue detenida con
300 pl de TCA 10 %, incubado en hielo por 30 min y centrifugacion a 15,000 g por 10min
a 4 °C. Pasado el tiempo fueron tomados 400 ul del sobrenadante y fueron neutralizados
con 100 pl de NaOH 1.8 N. Finalmente, se leyd la absorbancia a 420 nm. Una unidad de
actividad enzimatica se definié como la cantidad que produjo un aumento en A420 de

0.01 en 30 min a 30 °C. Se realizaron triplicados bioldgicos para todas las pruebas.

24 ACTIVIDAD PROTEOLITICA

La actividad enzimatica fue evaluada mediante zimogramas de una dimension

como lo describen Herrera et al. (2018) y Lépez et al. (2016) con algunas modificaciones.
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241 Nitrégeno amino libre (FAN)

Fue utilizado el método colorimétrico de ninhidrina para determinar la cantidad
de FAN en el mosto. (Método de Wort-12). Los mostos (1 ml) se diluyeron a 100 ml con
agua destilada y 2 ml de la dilucion fueron transferidos a tubos de ensayo por triplicado.
Después, se afiadié 1 ml de reactivo de ninhidrina (Na;HPO,4 2.8 mM, ninhidrina 0.3 mM,
KH,PO4 4.4 mM, pH 6.6 - 6.8) a cada muestra y se colocd en un bafio de agua hirviendo
durante 16 minutos. La reaccion se dejo enfriar durante 20 min en un bafio de agua a 20
OC. Posteriormente, fueron afadidos 5 ml de la solucién de diluciéon (KIO; 9.4 mM, etanol
al 38.4 %) a cada muestra. Después de mezclar bien la reaccién, la absorbancia es medida
a 570 nm contra agua bidestilada. Fue utilizada solucién de glicina 0.14 mM como solucidn
estandar. Para los calculos se utilizd la siguiente formula: FAN (mg/ml) = (absorbancia

neta de la solucién de prueba/ absorbancia neta de la solucién estandar) x 2 x dilucién.

242 Determinacion de azlcares en el mosto

Las muestras de mosto fueron analizadas por HPLC Agilent 1100 con deteccion
ELSD. El solvente de HPLC fue 75 % de acetonitrilo en agua, a una tasa de flujo de 1 ml/
min utilizando una columna de hidratos de carbono de Alltech de 4.6 mm x 250 mm. El
ELSD se ajustd a un caudal de nitrégeno de 2 ml/min (a 87 - DO). Las mediciones fueron

realizadas por duplicado.

243 Color

El color fue determinado siguiendo el método Beer-10. 100 ml de volumen final
de mosto es filtrado y mezclado con 5 g de tierra de diatomeas grado analitico. Se deja
reposar por 5 min y se filtra nuevamente para clarificar completamente el mosto. La
absorbancia se mide a 430 nm en una cubeta de espectrofotémetro (1/2 in.). El color es
calculado por la formula: Color = 10 (Absorbancia en 2 cubeta a 430 nm).

244 pH

La concentracién de iones hidrégeno se mide empleando un potenciémetro a

temperatura ambiente.

245  Viscosidad

La viscosidad de los mostos se midié de acuerdo con el método Wort-13. Este
método calcula la viscosidad absoluta o dinamica (en unidades centipoise) utilizando un
viscosimetro Ostwald, con un rango de agua de 50 - 150 s y de acuerdo con el principio
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de Hoeppler al medir el tiempo de rodadura de una bola a través de un capilar de vidrio
inclinado lleno de 5 ml de agua o mosto a 20 °C. Calculos: Viscosidad = Tiempo de flujo de

mosto x Densidad de mosto x 1.002.

241 Analisis de aminoacidos libres

Fue determinado el perfil y concentracién de aminoacidos presentes en cada
mosto mediante el método de AccQ Tag Waters, utilizando el reactivo AccQ Flour (6-
aminoquinolyl-N-hydroxisuccinimidyl carbamato, AQC); seguido de cromatografia deliquidos
de alto desempefo reversa (High Performance Liquid Chromatography, HPLC||)para
separar los derivados; finalmente, la cuantificacién se realizd6 por medio de un
detector de fluorescencia a 395 nm.

242 Determinacion de DMS (libre, total y precursor)

Para la determinacion de dimetil sulfuro (DMS) en mosto se emplea la cuantificacion
por cromatografia de gases acoplada a Headspace (HS/GC). Para la medicion de DMS
libre se utilizé directamente el mosto, mientras que para DMS-p (DMS precursor) se
realizd un pretratamiento térmico en rotavapor con la adicion de hidroxido de sodio,
esto convierte los DMS-p en DMS, luego la solucién se mide con HS/GC utilizando una
columna GS-Q. El DMS total es la suma del DMS libre y DMS-p.

243 Monitoreo de las hidrolasas presentes en los mostos 100 % cebada malteada Para

el monitoreo de las hidrolasas presentes en los mostos 100 % cebada

malteada fue empleada la metodologia descrita en la seccién 2.4.

1 RESULTADOS Y DISCUSION
11 PARAMETROS DE CALIDAD DE LA MALTA CERVECERA

Las caracteristizas bioquimicas de la cebada malteada influiran directamente
sobre la elaboracion y calidad de la cerveza. En este trabajo, caracterizamos dos maltas
cerveceras y relacionamos sus caracteristicas con la calidad del mosto. Las cebadas
malteadas provienen de diferentes ciclos de cultivo (invierno y verano), ambas son
comunmente empleadas en la industria cervecera en México. Las diferiencias en sus
perfiles bioquimicos diferencias influyerén en los siguientes parametros: enzimas,
concentracion de proteina total soluble, niveles FAN, viscosidad, color, DMS, perfil de

aminoacidos y de azUcares.
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11 EFECTO DEL PH

El efecto del pH fue medido con el fin de caracterizar las proteasas presentes
en dos maltas, nombradas D1 y D3, en un rango de 3.0 a 11.0. Ambas presentaron mayor
actividad enzimatica entre pH 5.0 a 9.0 (Fig. 1). Esto resultados demuestran que las maltas
contienen proteasas acidas (tipo cisteinil y aspartico proteasas) y alcalinas (tipo serino
proteasas, carboxipeptidasas y aminopeptidasas) y coincide con lo reportado por Jones
y Marinac (2002). La malta D3 presentd un mayor contenido de enzimas acidas, mientras

que la malta D1 contiene mayor contenido de enzimas alcalinas.

Figura 1. Efecto del pH en la actividad de proteasa en muestras de malta.
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12 ACTIVIDAD PROTEOLITICA

La cebada contiene reservas de nutrientes, almidon y proteinas, que son necesarios
para su desarrollo. Durante el malteado son activadas las enzimas que convertiran
estas reservas en nutrientes asimilables por la levadura, logrando un buen desempefio
durante la fermentacion (Schmitt y Marinac, 2008). Cada malta varia de acuerdo con su
variedad y condicidn de cultivo, por eso es necesario entender los sistemas hidroliticos
presentes en cada una. Con este estudio, ayudaremos a predecir el desempefio de la
fermentacion y tomar acciones preventivas, ya sea combinando lotes de malta o mediante
la suplementacion de enzimas durante el proceso. Se evalud la actividad tipo proteasa
utilizando zimogramas con gelatina como sustrato, las dos maltas mostraron un perfil
diferente al ser incubadas a diferentes valores de pH. La malta D1 a pH 7.5 muestra 6
bandas con actividad proteolitica entre 50 y 150 kDa, mientras que la malta D3 mostro 4
bandas con actividad proteolitica con diferentes pesos moleculares 100 kDa, 60 kDa, 45
kDa y 30 kDa. Grudkowska et al. (2013) reportan una metaloproteinasa (150 kDa) y una
proteinasa aspartica (110 kDa) similares. Las metaloproteinasas son relacionadas con la
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una cerveza con caracteristicas deseables. Se puede observar que a pH 7.5 la actividad
es inhibida en todas las maltas y controles (Fig. 3). Esto indica que las maltas poseen
actividad de tipo cisteinil proteasas las cuales son inhibidas a este valor de pH incluso
con el uso de inductores.

Figura 3. Induccion de la actividad proteolitica en muestras de malta D1. Malta D1. MC. Malta comercial. D3. Malta D3.
B. Bromelina de tallo de pifia 30ug/pl. T. Tripsina de pancreas bovina 20 pg /ul. -. sin inductor. + con inductor.

PM D1 mC D3 B T D1 mC D3 B T D1 mc D3 B T

pH 4 pH5 pH7.5

i1 PREPARACION DEL MOSTO

Diferentes grupos de enzimas hidroliticas participan durante el proceso de
maceracion y son activadas mediante los cambios de temperatura que ocurren en las
diferentes etapas del proceso (Fig. 4).

Figura 4. Curva de maceracion de los mostos con 100 % malta.
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Para relacionar las hidrolasas provenientes de la malta con la calidad del mosto,
se prepararon mostos 100 % de cebada malteada (Iimure et al., 2012). La concentracién
de proteina total soluble fue medida en cada etapa de la maceracion (Fig. 5) con el
fin de estudiar cambios en el contenido de proteinas presentes durante el proceso. Los

resultados muestran que en el mosto D1 no hubo disminucién en el contenido de
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. . Mostos
Parametros de analisis
D1 D3 Malta comercial
Proteina total soluble (mg/ L) 700 400 400
Alfa amino nitrégeno (mg/L) 350 273 269
Viscosidad (cps) 1,72 1,67 1,51
pH 5,9 6,0 5,9
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Estos resultados también concuerdan con los valores obtenidos respecto al color:
mosto D1 (20.80+0.57), mosto D3 (20.90+0.14) y mosto control (8.4). Guzman-Ortiz et al.
(2018), reportaron resultados similares con mostos preparados con la variedad de cebada
Dofla Josefa y presenta un color tipo melano (16.26+0.19) y tipo chocolate (27.73+0.79),
clasificandolas como cervezas tipo Weissbier y Double IPA, respectivamente. En cuanto
al perfil de aminoacidos libres, el mosto D1 mostré mayor concentracidon con respecto al
control y al mosto D3 (Fig. 6). Lingzhen et al. (2016), encontraron que la prolina y el acido

glutamico son importantes constituyentes en la formacion de turbidez en la cerveza.

Figura 6. Perfil de aminodacidos de mostos 100 % malta.
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Mediante zimogramas, observamos que las principales diferencias entre la malta
D1 respecto a las maltas D3 y la comercial, son bandas de actividad presentes entre 25y 37
kDa observadas principalmente a pH 5.0 y 7.5 (Fig. 7). Una pequefia banda de actividadde
ca. 22 kDa fue observada en la etapa de maceracion a 70 °C (pH 4.0), la cual esta
presente solo en esta malta (flecha amarilla). Otra de ca. 33 kDa (pH 7.0) que es mas
intensa en la malta D1 (flecha rosa). Estas dos bandas podrian estar relacionadas a los
resultados descritos anteriormente.
Figura 7. Actividad proteolitica presente en el proceso de maceracién D1. Mosto preparado con malta D1. CM.

Mosto preparado con malta comercial. D3. Mosto preparado con malta D3. 25, 45y 70 representa la temperatura de
cada etapa a diferentes valores de pH.
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El perfil de azlcares de los dos mostos evaluados estad dentro de los pardmetros
de calidad establecidos por la European Brewery Convention, 1998; donde casi el 60
% es maltosa, seguido de maltotriosa 15-17 %, glucosa 12-15 % y 1.3-1.9 % de fructosa
(Fig. 8). Estos resultados indican que las condiciones de cultivo no afectan de manera
significativa el perfil de azUcares fermentables, ya que los mostos preparados con esta
variedad, producen el perfil éptimo para una buena fermentacidon y poseen niveles
similares al mosto preparado con malta comercial. Sin embargo, el mosto D3 presentd

niveles ligeramente mas altos de fructosa, maltosa y maltotriosa.

Figura 8. Determinacion de azucares fermentables en los mostos.
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Finalmente, evaluamos el DMS libre, total y el s-metilmetionina (SMM) precursor
del DMS. EI DMS es un importante contribuyente al sabor de la cerveza tipo lager, es
beneficioso para el sabor y aroma en concentraciones moderadas entre 30 y 100 ppb
pero a concentraciones superiores a su umbral aporta notas desagradables al aroma
de la cerveza tal como aroma a pan de elote (Ferreira y Guido, 2018). Encontramos
que el mosto D3 dulce cumple con los parametros de calidad para este compuesto,
detectandose niveles bajos (127 ppb mosto sin ebullicion y 63 ppb con ebullicién) y cae
dentro del rango que no son percibidos. Por el contrario, el mosto D1 presentd niveles
moderados (172 ppb) de DMS solo en los mostos después de la etapa de ebullicidon. Los
mostos hervidos preparados con malta D1 y D3 presentaron niveles menores de DMS en
comparacién con el mosto de la malta comercial (229ppb). Por lo tanto, la malta D3 puede
ser utilizada para preparar mostos dulces reduciendo el tiempo de maceracidén, mientras
que, utilizando la malta D1 requerira de la etapa de ebullicion después de la maceracién

para disminuir los niveles de DMS (Fig. 10).
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Figura 9. Determinacion de Dimetil sulfuro en mostos 100 % malta.
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No se habia demostrado como impacta la aplicacion de azufre y nitrégeno en
los procesos de fertilizacion de la cebada, hasta que el grupo de Zhao et al. (2006)
comprobaron que al aplicar concentraciones altas de azufre y nitrogeno puede afectar
la concentracién de DMS precursor en la cebada malteada, la calidad del malteo, el
tamafio del grano y a su vez el sabor de la cerveza. Ellos recomiendan una adecuada
concentracidon para que no se vea afectados los parametros de calidad de la cebada.
Estos resultados se relacionan con lo observado con el mosto D1, donde nuevamente las
condiciones de cultivo impactan en las caracteristicas de la cebada malteada, lo que
significa que la cebada D1 en su condicién de cultivo esta mas expuesta a suelos ricos en

azufre y nitrégeno, de ahi sus niveles altos de DMS precursor y FAN.

1 CONCLUSIONES

La produccion de enzimas hidroliticas depende principalmente de la variedad de
cebada, condiciones de cultivo y condiciones ambientales. La actividad enzimatica es
activada durante el proceso de malteado de la cebada y maceracion del mosto, y son
pieza clave para la produccidn de cerveza. De estas actividades dependeran la cantidad
de aminoacidos y azlcares disponibles para la levadura durante la fermentacion. La malta
D1 mostro una proteasa de 150 kDa similar a una metaloproteinasa reportada relacionada
con el KI y FAN. Presenta niveles superiores de FAN y una mayor cantidad del aminoacido
prolina relacionado con la presencia de turbidez en la cerveza. Este resultado se relaciona
también con la presencia de mayor actividad proteolitica alcalina. La malta D3 muestra
mayor actividad proteolitica acida que se relaciona con un 6ptimo nivel de FAN y perfil de
aminoacidos. Presenta una banda tipo tiolproteasa EP-A muy prominente ca. 37-40 kDa

inducida con &cido giberélico, principal enzima de digestion de las hordeinas. Utilizando
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Capitulo de libro

CAPITULO 5

ANALISIS DE LA
EXPRESION GENETICA:
EL TRANSCRIPTOMA

César |. Hernandez-Vasquez, Ramiro Elizondo-Gonzalez, Jessica G.
Herrera-Gamboa, Jorge Hugo Garcia-Garcia, Claudia B. Lopez-Alvarado,
Adrian Garcia-Martinez y Benito Pereyra-Alférez

. L lisef |
Como cualquier enfoque cientifico, el disefio experimental juega
importantes roles en la obtencion de resultados reproducibles,
confiables y con la menor cantidad posible de variacion técnica;
error sistematico. En un experimento de alto rendimiento que
implique tecnologias de secuenciacion de nueva generacion, como
es el caso de secuenciacion de ARN (RNA-seq, por sus siglas en
Inglés), la salida de las observaciones representa millones de
mediciones en forma de fragmentos de secuencias (Reuter et al.,
2015) por lo que un disefio experimental apropiado permite tomar
en cuenta la variacion biologica del material experimental asi como la
variacion explicada por el error sistematico. El disefio
experimental apropiado se traduce en inferencias biologicas

cuantitativas mas cercanas a la realidad.
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En esencia, un disefio experimental podria variar dependiendo de
las necesidades de las preguntas del investigador y por supuesto del
tipo de experimento a realizar. Sin embargo, como requisito crucial
para un estudio transcriptomico basado en RNA-seq, es necesario
la manipulacioén rapida y correcta de las muestras biologicas, un
numero apropiado de réplicas para el objeto bioldgico de estudio,
asi como estandarizar un protocolo de extraccion de ARN que
permita obtener muestras de acidos nucleicos lo mas homogéneas
posible. Ademas, tener cuidado a la hora de seleccionar el tipo de
libreria y profundidad de secuenciacion, es un aspecto importante en

el disefo experimental(Conesa et al., 2016).

Dentro del primer requisito, la manipulacién de las muestras, es de
importancia capital que la recopilacion del material biologico se
realice de la forma mas rapida y homogénea posible. Ante cualquier
cambio en las condiciones ambientales y fisiolégicas, los
organismos, a nivel celular, orquestan cambios en la abundancia
relativa de ARN total para amortiguar las condiciones cambiantes.
Esta regulacion dinamica que en parte depende de procesos
estocasticos y condiciones ambientales, activan mecanismos de
degradaciéon o sobre produccion de ARN especificos. Aunado a
esto los distintos tipos de ARN, ribosomales, mensajeros y no
codificantes presentan vidas medias relativamente heterogéneas
(Duffy et a., 2018; Raj y van Oudenaarden, 2008; Schofield et al.,
2018; Schwalb et al., 2016; Yang et al., 2003), evidenciando asi la

importancia critica del manejo adecuado de la muestra bioldgica.

En el segundo punto, si el costo o dificultad de la recopilacion de
muestras es reducida, el protocolo puede demandar material en
exceso que pueda apoyar, en caso de fallos, etapas posteriores. Si
habitaramos un mundo donde la vida fuera perfecta, viviriamos en
un mundo homogéneo y sin variacion. Por tanto, si la variacion
biolégica y técnica no existiera, los cientificos serian tremendamente

felices sabiendo que sus investigaciones bajarian
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en costo al solo requerir una sola unidad experimental en cada
combinacion de factores. Sin embargo, la variabilidad de nuestro
sistema natural nos exhorta la necesidad de la replicacion la cual
nos brinda un panorama poblacional mas preciso y nos permite
vislumbrar la variabilidad que existe en nuestro experimento al
brindarnos una aproximacién precisa sobre la variabilidad y una
disminucioén considerable del error estandar de la media muestral
(Mathe y Davis, 2016).

Para ejemplificar la replicacion en un experimento RNA-seq
expondremos los pasos y protocolos empleados en nuestra
investigacion sobre el transcriptoma de Saccharomyces cerevisiae
(S.c) en distintos tiempos de su curva de crecimiento como
nuestras condiciones fisioldgicas. La hipotesis de nuestro
experimento implica que en distintos tiempos del ciclo de
crecimiento de S.c el perfil trasncripcional presentara discrepancias
importantes entre los tiempos de crecimiento. Para cumplir con el
cometido, nuestro disefio experimental implicé la realizacion de
crecimiento de S.c en tubos con medio de cultivo. En nuestro
ejemplo, las réplicas técnicas representan un mismo indculo,
refiriendonos a la misma generacion celular, de levadura en
distintos tubos con medio de cultivo exponiendo asi multiples

curvas de crecimiento para un solo inoculo de levadura.

Réplicas biolégicas
VoV v

S.cNG1

I-—)

Réplicas

técnicas = — —

N

S.cNG2

No. Células

l@ Tiempoen horas

Figura 1. Disefio experimental. S.c NG1 y NG2 indica la cepa con nimero
de generacion 1y 2 respectivamente. En cada experimento se recolectaron
muestras en los tiempos 1y 2 (Dia 1y Dia 3 de la fermentacion) de la curva
de crecimiento. En este arreglo, las columnas corresponden a las réplicas
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La réplica biologica se realizé con la misma cepa de levadura, pero
con distinto niumero de generacion. En resumen, nuestro disefo
expone que las réplicas técnicas son el conjunto de matraces con
cepas del mismo numero de generacion y las réplicas biologicas

son el conjunto matraces con distinto nimero de generacion.

Posteriormente, el protocolo de tratamiento de las muestras consto
de centrifugacion de las muestras de levadura y reconstitucion en
amortiguador PBS, de forma rapida y cuidadosa para cumplir con
un apropiado manejo de las muestras. Luego se efectudé una
congelacion rapida en nitrégeno liquido para mantener el estado
fisiologico de las muestras los mas intacto posible hasta su uso en
los ensayos de extraccion de ARN. Con este arreglo experimental
podemos obtener informacion biolégica importante sobre nuestro
sistema bioldgico ademas de disminuir nuestro error sistematico a
tal grado que podamos observar homogeneidad a la hora de

analizar los datos transcriptomicos.
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Figura 2. Panorama general del flujo de trabajo
tipico en un experimento de RNA-seq
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Una vez disefiado el experimente, procede su ejecucion y analisis
posteriores de los datos de secuenciacion. La Figura 2 muestra el
panorama general de la generacion de muestras para su
secuenciacion masiva y sus posteriores analisis. En las siguientes
secciones se explica con detalle los pasos fundamentales en un

experimento de RNA-seq.

12 Extraccion y calidad de ARN

Antes de que el ARN pueda ser secuenciado, debe ser extraido y
purificado del ambiente intracelular que consiste principalmente en
proteinas, ADN y carbohidratos. El transcriptoma de una célula
eucariota alberga una amplia complejidad que incluye ARN
codificante y no codificante por lo que este aspecto debe de tomarse
en cuenta a la hora de los requerimientos de la investigacion. En la
literatura, existe una vasta variedad de kits utilizados para la
extraccion de ARN. Sin embargo, métodos que emplean el reactivo
TriZol y fenol-cloroformo son ampliamente utilizados en algunas
investigaciones que emplean secuenciacion de alto rendimiento
(Shekhawat et al.,, 2019; Sweet et al., 2018). Sin importar el
protocolo empleado, los fundamentos bioquimicos de wuna
extraccion y purificacion de ARN permanecen constantes en cada
enfoque metodoldgico existente y esto se debe a que dichos
fundamentos estan basados en la estructura quimica del ARN (Fig
3A).

Es importante mencionar que la estructura quimica de ARN lo hace
mas susceptible a degradacion que el ADN. El grupo 2’-hidroxilo
unido a la ribosa puede actuar como un nucledfilo intramolecular
atacando el enlace fosfodiéster adyacente, creando un 2’,3’ fosfato
ciclico escindiendo el esqueleto del RNA (Li y Breaker, 1999) (Fig
3B). Aunado a la susceptibilidad intrinseca del ARN, existen tres
causas principales de degradaciéon de ARN; pH alcalino, iones
metalicos divalente y ribonucleasas, que son totalmente

prevenibles. Como se menciond anteriormente, existen muchos
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enfoques diferentes para purificar RNA que funciona de forma
correlativa si se ejecutan apropiadamente. En cualquier protocolo de
purificacién, el primer paso es la solubilizacién del material del cual

se extraera el ARN; células, normalmente.

En dicho proceso de solubilizacién es importante inactivar las
nucleasas existentes mediante el uso de compuestos caotropicos
como isotiocianato de guanidina o detergentes desnaturalizantes
como SDS. Posterior a la solubilizaciéon, es necesario emplear
compuestos organicos apolares como el cloroformo para inducir la
separacion de la solucién en dos fases, fase organica y acuosa.
Normalmente, la fase organica contiene la mayor parte de las
proteinas y otros componentes solubles en cloroformo como lipidos.
La fase acuosa contiene moléculas de ARN hidrosolubles. Dicha fase
acuosa se recupera cuidadosamente en un recipiente nuevo y libre
de nucleasas. Después de la purificacion, el ARN debe ser
recuperado y la forma estandar de hacerlo es empleando la
precipitacion por etanol al 95% o isopropanol. Una vez centrifugado,
la pastilla de ARN debe ser identificada para la remocidn de exceso
de sales con etanol al 75%. Lavada la pastilla, debe de recuperarse
nuevamente por centrifugacion y re suspendida en agua libre de
nucleasas (RNAsa) (El-Ashram et al., 2016; Nilsen, 2013; Rio et al.,
2010).

Como se mencion6 anteriormente, el ARN es mas susceptible a
degradaciéon por lo que debe cumplir con criterios de calidad y
pureza que permita buenos resultados en la preparacion de las
librerias y propiamente en la secuenciacion. Tradicionalmente, la
calidad de ARN se comprueba via electroforesis en gel por la
inspeccion visual de las bandas principales de ARN ribosomal
(Sambrook y Russell, 2001). Dado que la interpretacion humana es
subjetiva y sesgada, se han desarrollado algoritmos informaticos
para el calculo de un valor numérico que indique la integridad del
ARN (RIN). Esta tecnologia desarrollada por la empresa Agilent

Technologies, permite dichos calculos mediante la utilizacion de un
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dispositivo, Agilent Bioanalyzer, que brinda resultados cuantitativos
sobre la calidad de nuestro ARN (RIN) (Masotti y Preckel, 2006). El
bioanalyzer es un dispositivo bioanalitico que usa tecnologia de
micro fluidos para la separacion electroforética de moléculas
biologicas, ARN y ADN, de forma automatica y altamente
reproducible (Mueller et al., 2000).
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Figura 3. A) Estructura quimica del ARN. B) Hidrdlisis alcalina responsable de la
degradacién de ARN inducida por pH. El analisis de calidad puede ser observado
mediante electroferograma en gel simulado C) o electroferograma capilar D).

Cantidades exiguas de ARN son separadas en canales, dentro chips
microfabricados, de acuerdo a su peso molecular vy

subsecuentemente detectados por medio de fluorescencia. El
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resultado es visualizado en un electroferograma (Figs. 3C y 3D)
donde la cantidad de fluorescencia es proporcional a la cantidad de
ARN de una talla especifica. Debido a que la degradacion de ARN
€s un proceso continuo que implica nulas categorias de integridad,
algoritmos basados en aprendizaje automatico (Machine Learning)
pueden ser aplicados a los datos de observaciones experimentales
para deducir un modelo implicito de integridad de ARN, el cual
provee un método de obtencion de datos de integridad de ARN
independientes de las observaciones subjetivas del usuario
(Schroeder et al., 2006).

Los valores del RIN van de 10 a 1 siendo los valores de 10 los que
representa las mas alta calidad y pobre o nula degradacién de la
muestra. Valores RIN por debajo de 6 representa un panorama de
baja calidad que puede afectar experimentos posteriores como la
preparacion de las librerias y sesgos en la secuenciacion,
significando esto conclusiones biologicas erroneas (Kukurba y
Montgomery, 2015). Para brindar un escenario pragmatico de los
conceptos abordados, exponemos los resultados obtenidos de
extracciones de ARN realizado en nuestro proyecto de
investigacion. EI ARN purificado fue analizado en un Bioanalyzer
2100 (Agilent Technologies, CA). En la Figura 3C se ejemplifica un
electroferograma en gel simulado con los datos digitales obtenidos
en el bioanalyzer y en la Figura 3D se observan dos
electroferogramas capilares pertenecientes a distintas muestras.Es
importante notar que una de las muestras presenta indicios de
degradacion por lo que el algoritmo le asigna un RIN de 6.3, mientras
que otra muestra presenta un buen criterio de calidad exponiendo
un valor RIN de 9.1. En este caso, la muestra correspondiente a RIN
= 6.3 se decidio secuenciar a pesar de su valor de calidad reducido.
Algunas investigaciones apoyan la idea de que; muestras de ARN
relativamente degradadas pueden ser utilizadas en estudios de
RNA-seq, sin perder informacion biolégicaimportante (Reiman et al.,
2019).
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1.2 Tipo de libreria, profundidad de secuenciacion vy

fundamentos de secuenciacién por sintesis

Una vez que el ARN ha sido aislado y verificado de cumplir los
criterios de calidad (RIN > 8), el siguiente paso en la secuenciacion
del transcriptoma es la creacion de una libreria de RNA-seq. En
términos que circulan dentro de proyectos que impliquen
secuenciacion de nueva generacion, el concepto libreria hace
referencia a una coleccion, preferiblemente aleatoria, de fragmentos
de DNA que estan listos para ser secuenciados mediante un
protocolo o plataforma especifica. La construccion de librerias de
secuenciacion involucra: i) aislamiento de moléculas de ARN
deseada, ii) fragmentacion de moléculas a un tamafio deseado, iii)
transcripcion reversa de fragmentos de ARN a ADNc y iv) la ligacion

de adaptadores de secuenciacion (Head et al., 2014).

En el primer paso, el ARN de interés de ser separado o enriquecido
respecto a otras moléculas de ARN no deseadas. Como ejemplo,
algunos ARN abundantes como el ribosomal que comprende cerca
del 80%, debe ser removido ya que puede introducir sesgos en la
preparacion de la libreria. Silos ARN ribosomales no son removidos
antes de la construccion de la libreria, entonces consumira la mayor
parte del conjunto de lecturas de secuenciacion, reduciendo la
cobertura general y limitando la detecciéon de algunos ARN
mensajero (ARNm) de bajo nivel de expresion (Kukurba y
Montgomery, 2015). Para la mayoria de los organismos eucariotas
el enriquecimiento de la porcion mensajera del ARN puede ser
realizada mediante el uso de seleccion por poli(A). La seleccion por
poli(A) requiere una proporcion relativamente alta de ARNm sin
degradacion. En algunos casos, como las biopsias de tejidos, no se
puede obtener muestras de ARN con altos valores de calidad y por
tanto se requiere de la eliminacion directa del ARNr. En el caso de
los organismos procariotas, en los cuales los ARNm no estan

poliadenilados, la
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Unica alternativa es la eliminacion directa de ARNr (Conesa et al.,
2016). En la tabla 1 se muestran algunos disefios en el tipo de

librerias, los usos y descripciones de los objetivos experimentales

e investigacion que abordan.

Tabla 1. Protocolos y disefios de librerias para secuenciacion de ARN.
Tomado y modificado de Kukurba y Montgomery (2015)

Disefio de
libreria

Uso

Descripcion

Seleccién por
poly(A)
Eliminacién
directa de ARNr

Seleccién por
tamano

Nucleasa duplex-
especifica

Cadena
especifica

Multiplex

Secuenciacion de
ARNmM

Secuenciacién de
ARNmM, pre-
ARNm y ARNnc

Secuenciacion de
miARN

Reduce
transcritos
altamente
abundantes

Ensamble de
novo del
transcriptoma

Secuenciacion de
multiples
muestras juntas

Enriquecimiento especifico de
ARNm

Elimina ARNr y enriquece
ARNm, pre-ARNm y ARNnc

Selecciona especies de ARN
usando fragmentacion de
tamafio por electroforesis en

gel

Elimina transcritos altamente
abundantes, incluyendo ARNr
y otros genes altamente
expresados

Preserva informacion de la
cadena del transcrito

Marcaje genético que permite
la secuenciacién de multiples
muestras juntas

En cuanto al segundo paso general, la fragmentacion de acidos
nucleicos no siempre se emplea en proyectos de secuenciacion,
esto depende del enfoque y las preguntas que se quieran responder
durante la investigacion. Sin embargo, la preparacion delibrerias
mediante fragmentacioén, shot gun, son ampliamente utilizadas y la
plataforma mas utilizada es lllumina. De hecho, de acuerdo a la base
de datos de SRA (Sequence Read Archive), masdel 80% de las
secuencias almacenadas en dicha base de datos provienen de la
plataforma lllumina (Kodama et al., 2012; Leinonenet al., 2011). Por

tanto, tomaremos como tema principal las librerias de secuencias

cortas generadas tipicamente por “shot gun” via
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plataforma lllumina. La talla de fragmentos especificos en la libreria
final es un parametro de suma importancia, sin importar las
plataformas de secuenciacion que empleen fragmentacion, en
proyectos de secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus
siglas en inglés). Existen tres enfoques principales para cumplir
con el paso de la fragmentacion del ADN o ARN en el caso de RNA-
seq: fisico, enzimatico y quimico. La fragmentacion de acidos
nucleicos se hace tipicamente mediante métodos fisicos, ej.
Sonicacion, o por métodos enzimaticos, eje. Cocteles de
endonucleasas no especificas y reacciones de “tagmentacién” con
transposones (Head et al., 2014).

Seguido de la fragmentacion, en el caso de ARN-seq, las muestras
deben ser convertidas a ADNc para poder entrar en los protocolos
de secuenciacion por sintesis y esto se hace mediante
retrotranscripciéon (RT-PCR). Otra parte importante son los
adaptadores de secuenciacidon que fungen como indicadores de
muestras en procesos paralizados, ademas de funcionar como
medio de anclaje a la fase sélida en la celda de secuenciacién, por
apareamiento de bases (lllumina, 2015.). En la Figura 4A se
muestran los pasos importantes en la preparacion de las librerias
para RNA-seq.

Una vez listas las librerias, el procedimiento de secuenciacion puede
llevarse a cabo. Dado que hemos estado hablando de secuenciacion
por fragmentacion de moléculas de acidos nucleicos(shot gun) y la
plataforma mas utilizada al momento es lllumina, abordaremos los
fundamentos basicos de dicha plataforma. Sin dejar de mencionar
que existen otros tipos de RNA-seq donde el objetivo es producir
lecturas mas largas para cumplir con objetivos de optimizaciéon de
ensamblaje y descubrimientos de isoformas (Stark et al., 2019).

En primera instancia, las librerias deben de amplificarse de forma
clonal para generar conjuntos enriquecidos de cada molécula, esta
amplificacién clonar es importante ya que los detectores de

fluorescencia no estan disefiados para detectar sefiales de una
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1. Preprocesamiento: control de calidad y limpieza de los

datos transcriptémicos

En los ejemplos posteriores se asume que el lector presenta
conocimiento basico de sistemas operativos basados en
GNU/LINUX como Debian y Ubuntu, por mencionar algunos. En esta
parte expondremos algunos programas de personal preferencia. Sin
embargo, existen multiples opciones que satisfacen distintos
objetivos especificos de investigacion por loque exhortamos al
lector explorar las alternativas y verificar la literatura de tal manera
gue se tome en cuenta herramientas actualizadas o completamente
nuevas. En cuanto a la infraestructura computacional se asume que
el lector tiene acceso a una computadora con un minimo de 10
nucleos y una memoria RAM de 32 GB. Si no es el caso,
recomendamos la utilizacion de servicios computacionales en la
nube brindados por Amazon Web Service

(https://aws.amazon.com/es/) y Google Cloud

(https://cloud.google.com/) que solucionan problemas relacionados

con la falta de hardware computacional.

2.1 Control de calidad: revision de estadisticos de calidad de

los datos crudo mediante FastQC

Una vez que los datos RNA-seq en formato FASTAQ son recibidos
de la plataforma de secuenciacion, es de suma importancia verificar
la calidad de dichos datos. De los aspectos mas importantes, se
debe revisar la calidad general de las secuencias, el porcentaje de
guanina y citocna (%GC) y el porcentaje de secuencias
sobrerrepresentadas. El programa FastQC se ha convertido en la
herramienta estandar para realizar este trabajo. El siguiente
comando, realizado en la terminal de UBUNTU 18.04 LTSrealizar el

reporte de calidad de todos los archivos fastq.

fastqc -o qc/raw -t 10 *.fq.gz
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En el comando anterior asumimos que los directorios gqc y raw ya
han sido creados ademas de estar posicionados en el directorio de
trabajo, lugar en el sistema de archivos donde se encuentran los
archivos FASTQ correspondientes a las lecturas de secuenciacion.
En nuestro caso de estudio tenemos 24 archivos FASTQ con un
promedio de 22M de lecturas. La parte *.fq.gz procesa todos los
archivos que terminen con fg.gz, esto es, todos nuestros archivos
FASTQ que se encuentran en el directorio de trabajo. La salida del
comando anterior es un archivo Zip que contiene un reporte en
formato HTML el cual se subdivide en diferentes secciones que
describen distintos aspectos de calidad que hemos analizado en

las lecturas crudas. Las secciones son las siguientes:
a) Estadisticas basicas

Este mdédulo genera un conjunto de mediciones simples en los

archivos analizados. La descripcion incluye:

e El nombre del archivo: EI hombre original del archivo que
esta siendo analizados

e Tipo de archivo: indica si el archivo contiene el llamado de
bases o espacios de color que se convierten en llamadas
de bases

e Cadificacion: indica el cédigo ASCII de la calidad de las

bases en esos archivos

e Secuencias totales: Numero total de secuencias para cada
archivo analizado

e Secuencias de baja calidad: Numero de secuencias que
contienen bases de baja calidad

e Longitud de secuencias: El tamafio de las secuencias

analizadas
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e Porcentaje GC: Proporcion de guanina y citosina calculada
para todas las secuencias del archivo analizados

b) Calidad de las secuencias por base

En este modulo se representa graficamente la calidad de cada base
en todas las lecturas de secuenciacion. El eje y representa los
valores Phred de calidad. Cuanto mas alto el valor mejor la calidad
de la base. La escala de calidad de Phred representa la probabilidad
p de que una base es incorrecta. Por ejemplo, un valorPhred de 10
indica un error por cada 10 bases 0 90% de exactitud. En el eje x se
representa la posicion de las bases en la lectura. El fondo de la
grafica se divide en calidad muy buena de bases (verde), bases de

calidad razonable (naranja) y bases de baja calidad (rojo) (Fig. 5).

Quallty scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

1

® /|

Filename 1 R1 061.fastq.gz ®

T

File type Conventional base calls =

Encoding Sanger / Illumina 1.9
Total Sequences 16684598 »
Sequences flagged as poor quality 0 2)
Sequence length 150 s
%6C 43

J

123456789 1518 3030 4549 6064 7570 0084 105100 120124 135136 150

Position in read (bp)

Figura 5. Estadisticas basicas de nuestros datos RNA-seq crudos a la
izquierda. Grafica de calidad de cada base dentro de todas las secuencias
de la libreria.

¢) Contenido GC por secuencia

Este apartado mide el contenido GC a través de la longitud completa
de cada secuencia en el archivo analizado y la compara con una
distribucién normal tedrica. En una libreria que consta de segmentos
aleatorios de secuencias se espera que la distribucion de contenido

GC corresponda al organismo correspondiente. Sin
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embargo, al no tener el organismo en cuestion el contenido GC
modal se calcula a partir de los datos observados y se usa para
construir una distribucion tedrica como referencia. Se arrojan avisos
cuando la distribucién observada contiene sesgos en comparacion

con la distribucion tedrica.

a) Valores de calidad por secuencia

En este mddulo se grafica los valore de calidad en el eje x y el
numero de secuencias que contienen dicho valor de calidad en el
eje y. Esto permite observar si un conjunto de lecturas contiene,
universalmente, bajos valores de calidad. Si los datos contienen

valores de calidad buenos, el histograma se sesga hacia la izquierda
(Fig. 6).
A) B)

Qualky score distribution over all sequenices
GC court perread | 8000000
1000000 Theoretical Distribution

7000000

500000
6000000

5000000
600000

4000000,

400000
3000000

2000000)
200000

1000000

¢ G2468 11 15 19 22 27 31 35 39 43 47 51 55 59 63 6/ 7L /5 /9 93 €/ 6L & 88
Mean GE contert () 1112121015 16 17 12 10 20 21 22 22 24 25 26 27
Mean Secuence oualite (Fhi

2 20 20 31 32 33 39 35 26 37 38 39 40

Figura 6. A) Distribucion teorica (Azul) y observada (roja) del contenido GC del archivo
FASTQ analizado. B) Valores de calidad por secuencia. Se puede observar que los
valores de calidad no contienen subgrupos en bajos niveles ya que la mayor
proporcion de las lecturas contienen valores entre 25-40 valor Phred, la grafica
muestra asimetria negativa.

b) Distribucion de la longitud de secuencias

Algunas plataformas de secuenciacion generan fragmentos de
secuencias con una longitud uniforme, pero otros pueden generar
datos con longitud de secuencia variable. Esto se puede observar
mediante la comparacion de la longitud de las secuencias contra el
conjunto de lecturas que tienen dicha longitud. Una distribucion
uniforme debe de contener un rango muy estrecho de longitud donde

la mayor proporcion de lecturas de situarse.
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A) Diatribution of sequence lengths over all sequences

1.6E7 Sequence Length

1.4E7
1.267
1.0E7
5000000
6000000
4000000

2000000

148 150 15l
Sequence Length [bp)

% adaprer

B) llumina Universal Adapter

1234567691213 1619 2425 30-11 36-37 4243 46-40 5455 6061 86-67 7273 1879 B4-65 9001 0667 104105 114115 124125 138135
Postion in read tbp]

Percent of seqs remaining If deduplicated 40.00%
( ) 100
% Deduplicated sequences
% Total sequences
a0
80
70
&0
50
40
30
20
10
Q
1 2 3 4 B 5 7 8 ® =10 =50 =100 =500 =1k =5k =10k

Sequence Duplicaticn Level

Figura 7. A) Distribucion del tamafio de la libreria. Nétese el rango estrecho
de tamano de 149-150 pb. B) Grafico de contenido de adaptadores en las
librerias analizadas. Se observa una proporcién importante en el extremo
de las lecturas. Este adaptador corresponde a oligonucledétidos universales
empleados por la plataforma lllumina. C) Grafico que expone los nivele de
duplicaciéon de secuencias. En datos RNA-seq es comun observar niveles
de duplicacion >10 que corresponden a la alta cobertura de genes con altos
niveles de expresion.

151



152



#Creamos un directorio donde pondremos la base de datos
DBDIR=~/db/sortmerna

mkdir -p ${DBDIR}

#Copiar los archivos FASTA en el directorio de la base de
datos

cp rRNA_databases/*.fasta ${DBDIR}

#Indexamos todas las bases de datos

for f in ${DBDIR}/*.fasta; do indexdb_rna --ref
S${f},5{f/.fasta/} & done

#Creamos una variable de bash para todas las bases de datos
SORTMERNADB=S$(for f in S${DBDIR}/*.fasta; do echo -n
"${f},5{f/.fasta/}:"; done)

#Eliminamos el colon final incorrecto de la variable
SORTMERNADB=S{SORTMERNADB/%:/}

#Agregamos la variable al archivo ~/.profile para que la

base de datos este #siempre disponible

Con los comandos anteriores construimos la base de datos
necesaria para el filtrado de ARNr de nuestras librerias. El paso
siguiente es el filtrado de nuestras librerias y recordando tenemos
un conjunto de 24 archivos fasta correspondiente a tres replicas
técnicas y tres replicas biolégicas de nuestras fermentaciones. Son
24 archivos porque tenemos datos pareados (paired-end reads).Sin
embargo, el programa SortMeRna necesita un archivo por muestra
por lo que tendremos que unir los dos archivos de cada muestres y
realizar el filtrado de ARNr de la forma siguiente.

# unimos los dos archivos de cada muestra
merge-paired-reads.sh x_R1_001.fastq x_R2_001.fastq

x_001_merged.fastq

# Filtramos los archivos unidos para cada muestra
sortmerna --ref $SSORTMERNADB --reads x_001_merged.fastq -
paired_in \  -a 18 -log --fastx --aligned 11_001_rRNA --

other x_001_sortmerna -v
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En los comandos anteriores remplazamos la x con el numero del 1 al
12 que representan la nomenclatura de nuestras librerias. Seguido
del filtrado, debemos separar los archivos originalmente unidos para
generar un reporte FastQC para cada uno de los dos archivos por

muestra. Esto se cumple con los siguientes comandos:

#Separamos los archivos filtrados
unmerge-paired-reads.sh x_001_merged_sortmerna_fastq \
x_R1_sortmerna.fastq x_R2_sortmerna.fastq

#Eliminamos nuestros archivos merged y movemos los
archivos separados #a un directorio nuevo (/sortmernal/)
rm *merged*.fastq

mkdir sortmerna

mv *sortmerna* /sortmerna

mv *rRNA*.log /sortmerna

mv *rRNA*.fastq /sortmerna

#Creamos un directorio qc/sortmerna para guardar los
archivos del #reporte
mkdir gc/sortemrna

#Generamos un reporte de calidad con FastQC para todos los
archivos que #contengan en su nombre la palabra *sortmerna*
fastqc -o qc/sortmerna/ -t 10 sortmerna/*sortmerna®*.fastq

Hasta el momento hemos eliminado las posibles contaminaciones
con RNAr presentes en la base de datos que creamos. En el reporte
de FastQC no vemos ningun cambio aparente en la distribucion del
contenido GC indicando que la contaminacién que se observé fue
relativamente reducida. Sin embargo, si tabulamos la proporciéon de
secuencias de nuestras librerias que coinciden con la base de
datos de ARNr obtenemos la siguiente Tabla 2. Para los analisis
posteriores los archivos filtrados se utilizan como entrada para los

algoritmos. Por ejemplo, en el paso siguiente,
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remover las lecturas de baja calidad y los adaptadores de

secuenciacion presentes en nuestras librerias, los archivos de

salida de SortMeRNA seran utilizados como entrada para el

algoritmo de limpieza.

Tabla 2. Porcentaje de coincidencia de las librerias de RNA-seq con la base de

datos de ARN ribosomal construida
con las utilidades de software SortMeRNA.

Archivo

Base de datos de ARN ribosomal

(% de coincidencia)

1_001_merge.fastq (F2 Lab 1)
2_001_merge.fastq (F2 Lab 2)
3_001_merge.fastq (F2 Lab 3)
4_001_merge.fastq (F5 Lab 1)
5_001_merge.fastq (F5 Lab 2)
6_001_merge.fastq (F5 Lab 3)
7_001_merge.fastq (F2 Lab 4)
8_001_merge.fastq (F2 Lab 5)
9_001_merge.fastq (F2 Lab 6)
10_001_merge.fastq (F5 Lab 4)

11_001_merge.fastq (F5 Lab 5)

12_001_merge.fastq (F5 Lab 6)

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.14

0.10
0.01

0

0

0.01

0.24

0.10

0.69

0.9

1.28

0.93

211

0.89

0.87

1.25

1.28

2.03

1.67

0.77

1.65

2.00

2.68

1.95

4.24

1.78

2.02

270

2.74

4.21

3.34
1.68

2.1 Recorte de lecturas de baja calidad y eliminacién de

adaptadores de secuenciacion

Es comun que en los secuenciadores lllumina, la calidad de las

bases esta relacionada con su posicion en la lectura. Un ejemplo

clasico es que las bases de los ultimos ciclos de la secuenciacion,

normalmente presentan baja calidad con respecto a las posiciones

anteriores, esto es evidente en el reporte de calidad que se genero

anteriormente (Fig. 4). Uno de los principales enfoques frente a este

problema, con el fin de aumentar la tasa de alineamiento de
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las lecturas, es la eliminacidon de las bases de baja calidad de los
extremos 3" hasta que la calidad especificada por el usuario sea
alcanzada. Otro problema adicional, es la presencia de adaptadores
de secuenciacion en los extremos de nuestras secuencias que
intervienen de forma importante en los analisis posteriores si no se
eliminan. Existen una gran variedad de herramientas disponibles
para la realizacién de estas tareas. En este libro presentamos
ejemplos con la herramienta Trimmomatic, una herramienta que
cumple satisfactoriamente con ambas tareas (Bolger et al., 2014).
Los comandos utilizados para nuestros datos paired-end son los
siguientes:

#Eliminacion de bases de baja calidad y adaptadores

java -jar /home/cesarihv7/trimmomatic/Trimmomatic-
0.39/trimmomatic-0.39.jar PE -threads 16 -phred33
sortmerna/x_R1_sortmerna.fastq
sortmerna/x_R2_sortmerna.fastq
X_R1_sortmerna_trimmomatic.fastq
x_R1_sortmerna_unpaired.fastq
X_R2_sortmerna_trimmomatic.fastq
X_R2_sortmerna_unpaired.fastq
ILLUMINACLIP:/home/cesarihv7/trimmomatic/Trimmomatic-
0.39/adapters/TruSeq3-PE1.fa:3:30:10 SLIDINGWINDOW:5:20
MINLEN:50

Es importante notar que la ruta de ejecuciéon de los archivos jar
deben de ser adaptados el entorno general de nuestra terminal.
Los archivos TrueSeqg3-PE1.fa son parte de la instalacion de
Trimmomatic. Al igual que en los comandos anteriores solo
reemplazamos la letra x con el nimero de nuestras librerias. En
general nuestro comando elimina los adaptadores de secuenciacion
presentes en el archivo TrueSeq3-PE1.fa. También corta las
secuencias, mediante el algoritmo SLIDINGWINDOW:
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esto es que busca 5 bases y promedia su calidad, valor Phred, y si
este valor no alcanza 20 entonces corta la secuencia, aceptando
solo secuencias de 50 pb (MINLEN:50). Para la explicacion
detallada de estos parametros y otros se exhorta al lector revisar el
manual de usuario de Trimmomatic disponible en
http:/iwww.usadellab.org/cms/uploads/supplementary/Trimmomatic/Trimmomatic
Manual_V0.32.pdf.

Luego de realizada esta tarea se ejecuta un ultimo andlisis de

calidad, FastQC, para verificar que el pre-procesamiento de
nuestros datos se realizé de forma adecuada. Esto es conservando
lecturas de alta calidad y sin introducir sesgo técnico aparente.
Algunos cambios deberan ser evidentes con respecto al reporte de
calidad de nuestros datos crudos. Por ejemplo, si observamos el
reporte FastQC para la calidad de las bases podemos notar que el
numero total de secuencias se redujo por el efecto de eliminar
aquellas que no cumplen con los criterios de calidad, ademas de ver
un aumento de calidad en las bases al final de cada lectura, la
sobrerrepresentacion de secuencias practicamente desaparece, la
distribucion de la longitud cambia debido al corte de lecturas por
SLIDINGWINDOW y un pequefio cambio en el contenido GC, que
representarian los cambios mas importantes en esta primera etapa

de control de calidad (Fig. 8).

Con este procesamiento de calidad, contamos con datos listos para
los analisis posteriores. Es importante enfatizar que dependiendo de
la plataforma de secuenciacién o protocolo utilizado estos pasos
pueden ser prescindibles y sin ningun problema en los analisis
posteriores. Sin embargo, es de suma importancia verificar la
calidad de las librerias para tomar decisiones con respecto a la
calidad de los datos.
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Figura 8. Cambios més importantes en el andlisis "c'iém{:élidad, eliminacion de bases de baja
calidad y adaptadores de secuenciacion. A) Estadisticas basicas que muestran, en este ejemplo
representativo, la disminucion de lecturas en la libreria de 16684598 a 14935051 y un cambio en
el contenido GC de 43 a 42. B) Aumento de calidad en las bases del extremo 3’ de las lecturas.

C) Cambio en la distribucion de la longitud de secuencias debido al corte de aquellas que no

cumplen con el valor de calidad especificado.
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Andlisis integral de los GDE’s por ontologia de genes y rutas
metabodlicas

Como se menciond en el capitulo anterior, el incremento de la
utilizaciéon de las ciencias OMICAS ha permitido abordar estudios
a escalas genomicas, protedmicas, transcriptomicas,
metabolémicas, entre otras 6micas (Joyce y Palsson, 2006). Estos
términos, recordando un poco, hacen referencia a todo el contenido
molecular de un sistema biolégico. Tomando como ejemplo nuestro
estudio de caso, el transcriptoma de la levadura S.c es todo el
conjunto de transcritos presentes en cada tiempo de muestreo.
Enfatizando en la cantidad masiva de informacion que se obtiene
de un experimento de RNA-seq, un problema fundamental es el
manejo integral de dicha informacién. En los subtemas anteriores
hemos filtrado por analisis de calidad, ensamblado o mapeado las
lecturas de secuenciacion y hemos realizado un analisis de
expresion diferencial de genes comparando nuestros tiempos de
fermentacion. Estos procesos han permitido, de cierta forma, acortar
y moldear la informacion de tal manera que de una compleja libreria
de secuencias se obtienen genes, ensamblados o mapeados, que
se expresan en una condicion. No obstante, esta informacién ya
analizada no presenta ningun indicio de valor biolégico, es decir solo
tenemos una lista de genes diferencialmente expresados (GDE’s).
El enfoque mas utilizado para organizar aun mas la informacion y
poder hacer conclusiones con alto valor biologico, es agrupar todos
los GDE’s en categorias ontolégicas (GO) y rutas metabolicas
(KEGGQ) (Carbon et al., 2019; Kanehisa et al., 2017). Después de
todo, la ciencia se trata de hacer conclusiones sencillas a partir de

un conjunto de datos complejos (Fig 9).
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Cantidad | Nivelde
fastg dedatos | descripcion

Lecturas: conjunto de datos
complejos sin valor informativo

\l,FiItracic')n y limpieza de datos
$ Ensamble y/o mapeo

J’ Expresion diferencial de genes

Analisis GO Andlisis KEGG

Datos organizados con alto valor informativo

\

Datos organizados permiten hacer conclusiones bioldgicas

Figura 9. El procesamiento general de los datos se traduce en niveles de organizacion
y descripcion donde el mas alto nivel de organizacion se representa en los anélisisGO
y KEGG. Esta figura representa una de las caracteristicas mas importantes de la

En el analisis ontolégico (GO) se brinda un Iéxico integrativo para
la comunidad en la anotacion de genes. En datos de secuenciacion
como péptidos, ARN, ADN, este tipo de analisis da un término GO
definido para cada gen en nuestro conjunto de datos. En esencia
el analisis GO nos permite describir, clasificar y analizar datos. La
tecnologia que subyace GO tiene su origen en inteligencia artifica
basada en légica que permite una inferencia sofisticada y deteccion

de errores. El nivel mas alto de la clasificacion los términos GO
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pueden representar eventos como componente celular, funcion
molecular y proceso bioldgico. Donde el proceso bioldgico hace
referencia al objetivo biolégico al cual un gen determinado
contribuye. Una subcategoria de proceso bioldgico describe una
serie de eventos 0 un conjunto de eventos vistos en funcion
molecular. Funcién molecular hace referencia a la actividad
bioquimica del producto génico. Por ejemplo, hidrolisis, union a
ligandos especificos, entre otros. Por ultimo, componente celular,
describe el lugar en la célula donde el producto génico es activo
(Hastings, 2017; Liu, 2017).

Por otro lado, el analisis mediante rutas metabdlicas con la
utilizacién de la base de datos de la Enciclopedia de Genes y
Genomas de Kioto (KEGG por sus siglas en ingles), nos brinda un
campo semantico altamente descriptivo de la funcionalidad de
nuestros GDE’s. La base de datos KEGG es una compilacién de
mapas verificados manualmente de las interacciones biologicas
entre moléculas de un organismo. Fundamentalmente, es una
fuente de conocimiento para el analisis sistematico de la funcion de

genes.

Esto se realiza mediante la relacion de informacion genémica con
informacion funcional de alto nivel. La informacidon genomica es
una coleccién de genes para todos los genomas completamente
secuenciado, anotados y se almacena en la base de datos GENE.
La informacion de funcional de alto nivel contiene representacion
grafica de procesos celulares y esta informacién se guarda en las
bases de datos PATHWAY. Por ultimo, la base de datos LIGAND
proporciona informacion acerca de compuestos quimicos, enzimas
y reacciones enzimaticas (M Kanehisa y Goto, 2000; Manyam et al.,
2015).

Hablando de forma general, estas herramientas de clasificacion, nos
permite organizar la informacion de acuerdo a la funcionalidad de
nuestro conjunto de genes. Esto nos permite obtener una imagen

mas detallada de lo que representa nuestra lista de GDE’s
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2012) dentro del entorno del proyecto Bioconductor (Gentleman et
al., 2004; Huber et al., 2015).

Nuestro material de trabajo sera una lista de genes diferencialmente
expresados en las condiciones del tiempo fermentacion, esta tabla
contiene, entre otras cosas, los identificadores de los genes
necesarios para realizar los analisis de enriquecimiento y
agrupacion. Especificamente, tomaremos como ejemplo, el dia uno

de la fermentacion (Fig. 10).

entezD ORF D Symbol logFC unshrunkJogFC ~ logCPM PValue FOR

853482YJR025C  BNAL  0.9707106523042510.970787569093872 5.92213143277354  0.000769890712883  0.019587722344449
854007YOL1S6C  ENB1  0.9971417102910550.997198669031666 6.19199077356355 0.002886223353214  0.045668270065676
856509 YHR192W LNP1  104471482222298 1.04487026204229 4.8857551991526  0.000929243631299  0.022445814474343
855720 YNLO12W 'SPO1  105786101507765 1.05800572494735 5.28230268936956 0.002128469444777  0.038156708339287
851617 YDROATW HEM12  105989423378685 1.05994467042129 6.55299446672675 0.000614064985778  0.018053510581874
853604YJR139C HOM6  106793802798323 1.06796427604434 751506989760747 0.001164551617637  0.026712675344383
856508 YHR191C CTF8  107717661036902 1.07759336213416 350743373864016 0.002171586194163  0.038676664731392
851493 YDLOGEW IDP1 1.07892671349467 1.07896548917924 7.39972461812325  0.003036046999087  0.046739616263269
852395 YBROJBW  MMS4 10850825306839 1.08525026780648 5.00559893097415  0.0013097384616937  0.030593803634648
850602YFRO41C ERJ5  109669706147109 1.09698157530507 4.64033570230433  0.002870421865223  0.045668270065676
854185YOR020C  HSP10  112001746482692 112005559003972 7.32396476358024  0.002392193520457  0.041324266364861
852153 YDR540C  IRC4 1.12432640983174 1.12503224001199 3.20571077388106  0.003274523527033  0.048056394306218
856698 YELOLTW  GTT3  112500919430741 112529011414626  4.149080952768  0.002503515316218  0.04251018581499
856678 YELO33W MTC7  112652093713418 112674388208527 4.94440059556202  0.003110483058414  0.04741055095046
855969 YPL134C  ODC1 1.1329526437644 1.13303080993337 6.25011604033862  0.000174195408296  0.008786621330231
852124 YDRS13W |GRX2 1.1344937494925 113452497075872 7.09171774358616  0.002406204900341  0.041324266364881
855646 YNLOTBW  NIS1 1.14307943121481 1.14328735749898 4.76360880664413  0.00149297335251  0.03142445040628
854126 YOL031C  SIL 1.14634872920212 1.14648626943415 554504647132830  0.000879922005519  0.021755030259031
854675YIL131C  FKH1  116202251378722 116222956776986 5.1661801717774  0.001498784884521  0.03142445040628

Figura 10. Lista de genes positivamente regulados en el dia uno de la
fermentacion. Es posible observar que se presentan los identificadores en las
tres primeras columnas

Lo primero que tenemos que hacer es exportar la tabla de Excel al
entorno de R, esto se consigue con los siguientes comandos:
#Exportar la tabla de GDE’s de excel a R

> matriz GDE F1 <- read.csv(“F1_GDE.csv”, sep =
“,”, header = TRUE)

Con el comando anterior tenemos disponible los datos dentro del
ambiente de R. Lo que se tiene que hacer luego es acceder solo a
los identificadores genéticos para poder introducirlos en el programa

ClusterProfile. En el primer analisis, GO, utilizaremos los
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identificadores ENTREZ y los obtendremos de la matriz GDE’s de

la siguiente manera:

Con esto obtenemos los datos necesarios para realizar el analisis de
enriquecimiento por ontologia de genes (GO). Es importante
mencionar que necesitamos tener instalado el paquete de
Bioconductor y otros paquetes para poder realizar los analisis de
enriquecimiento. Esto se consigue ejecutando los siguientes

comandos en R:
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A partir de esto, el entorno de R esta listo para realizar los analisis
de enriquecimiento por GO y KEGG. Para realizar el analisis
necesitamos los identificadores ENTREZ, obtenidos anteriormente,
para poder alimentar el software ClusterProfile. El analisis de

enriquecimiento GO se consigue de la siguiente manera:

#Analisis de enriquecimiento por Ontologia de
Genes

#Analisis para Funcion Molecular

> GO_analisis F1 <- enrichGO (ENTREZ ID F1, OrgDb
= “org.Sc.sgd.db”,

KeyType = “ENTREZID”, ont = “MF”, pvalueCutoff =
0.05, pAdjustMethod = “BH”)

#Extraemos una tabla que resume nuestros
resultados y la imprimimos en #nuestro directorio
de trabajo

> GO_MF Fl resumen <- summary (GO_analisis F1)

> write.table(GO_MF Fl resumen, sep = ‘\t’, file
= “GO_MF F1l resumen.tab”)

=

Ahora graficamos nuestros resultados
barplot (GO_analisis F1l, showCategory = 50)

v

Esto se hace para las tres categorias ontologicas de mas alto nivel:
funcién molecular, proceso biolégico y componente celular. Esto se
hace solo cambiando el parametro ont en el comando enrichGO.
En el ejemplo realizamos funcion molecular (MF), solo restaria
cambiar a CC, componente celulary BP, para proceso bioldgico (Fig.
11).

Con estos resultados completamos el analisis de enriquecimiento
por ontologia de genes. Esta informacion nos da un indicio de
posibles eventos moleculares en nuestras condiciones. Sin
embargo, la informacién contundente es la brindada por una
evaluacion de rutas metabdlicas mediante analisis de
enriquecimiento de datos KEGG. Esto se consigue mediante la

ejecucion de los siguientes comandos:
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constituent of cel

Anioxidant activity

(Cofactor binding

Oxidoreductase actvity actin on NAD(P)H

Oxidoreductase activity, actin on the aldehyde or
oxo group of donors, NAD or NADP as aceptor

Oxidoreductase activity, actin on paired donors,
with incorporation or reduction of molecular

p.adjust

001
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0.04

0
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Process
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Figura 11. Ejemplos de resultados de los analisis de enriquecimientos por GO. A} Términos
significativamente enriquecidos en funcidn molecular, B) proceso bioldgico y C) companente
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-
[=]
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celular en el dia 1 de la fermentacian.
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Esto se puede visualizar de forma grafica (Fig. 12) o en forma de
diagrama (Fig. 13). La forma grafica es la que obtenemos al ejecutar
el comando dotplot en la seccion de arriba y los diagramasde rutas
metabdlicas se obtienen con los identificadores presentes en
nuestra tabla resumida.

Biosynthesis of secondary metabolites { .
Biosynthesis of antibiofics< [ ]
N D Description
wolbsyiess @ sce00100  Steroid biosynthesis
Longevtyrequiig pathway-mulge species| @ Cont sce01110  Biosynthesis of secondary metabalites
e nedism, @ 0 see01130 Blosynﬂ_lesmofanuhloucs _
0: 5ce00860  Porphyrin and chlorophyll metabolism
Giyclyi / Guconeogeness @ 0 sce04213  Longevity requlating pathway - multiple species
Porphyrin and chlorophyll mefabolism: @ sce00620 PWI.IVEIIE metabalism
Sreniidneisnl_ . 50200410  beta-Alanine metaholism
yeepameEn pake sce00561  Giycerolipid metabolism
belarAlarine metzbolism: @ 00t sce00010  Glycolysis/ Gluconeogenesis
Tependd backine bicynitsis| @ 002 50600900 _ Terenoid backbone biosynesis
003 5ce00360  Phenylalaning metabalism
Phenyiaanne metablsm ¢ 004 sce00450  Selenocompound metabolism
Selenocompound metabolism- @
0 02 03

GeneRatio

Figura 12. Se muestra graficamente las rutas significativamente enriquecidas y una
tabla con la descripcion de la ruta y el identificador KEGG para la bisqueda de
esquemas de rutas metabdlicas en KEGG.

Si tomamos un identificador y hacemos la busqueda en la base de
datos KEGG (la consulta se realiza en la liga siguiente:

https://www.genome.jp/kegg/pathway.html) para una

representacion esquematica de la ruta metabodlica obtenemos el
diagrama expuesto en la figura x4. Que corresponde a la ruta
metabdlica glucolisis/gluconeogénesis significativamente
enriquecida en el dia 1 de la fermentacién. El identificador KEGG
que utilizamos fue sce00010 a partir de nuestra tabla resumida en la
Figura 13. Con esta informacion detalladamente organizada
podemos hacer conclusiones sobre el estado metabdlico de nuestro
sistema bioldgico de estudio. Hasta este nivel nuestra informacion

es un campo fértil para las propuestas de hipotesis y
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GLYCOLYSIS / GLUCONEOGENESIS
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11.CONCLUSIONES GENERALES

El presente trabajo arroja luz sobre los factores subyacentes a los diferentes
fenotipos de consumo de maltosa y maltotriosa que existen en algunas levaduras
cerveceras. Nuestras observaciones sugieren que el evento principal asociado
con las diferencias en el consumo de alfa-glucésidos en las levaduras estudiadas
es la expresion génica diferencial de los reguladores positivos de los

transportadores.

Ambas levaduras tienen la misma maquinaria para una fermentacion
eficiente, pero desde una perspectiva evolutiva, la levadura SplB2 ha producido
un fenotipo de consumo de alfa-glucosidos eficiente. Esto sugiere que la levadura
SpIB1 podria lograr una fermentacion eficiente y posiblemente un cambio en su

panorama general de fermentacion a través de un experimento evolutivo asistido.

Por ultimo, las aportaciones que se hacen en el campo del tema
relacionado con la regulaciobn entre reinos es que los mecanismos de
interferencia también pueden suceder en ambientes de importancia
biotecnoldgica, como la elaboracion de cerveza. Cuyo efecto puede incidir en el

proceso estandar de una fermentacion lager.

Si bien, no se presenta el mecanismo de accion de dicho fenbmeno, se
presenta evidencia empirica de su posible contribucion en la fermentacion
eficiente de cada cepa analizada. Esto abre la discusion para futuras
investigaciones que se planteen el estudio de la comunicacion entre reinos a

través de RNA en contextos puramente industriales.
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12. PERSPECTIVAS

A lo largo de esta investigacion hemos analizado profundamente los aspectos,
principalmente moleculares, relacionados con la diferencia en la toma de alfa
glucosidos, asi como el posible efecto de RNA presente en el mosto cervecero
en la expresion genética global en dos levaduras Saccharomyces pastorianus

empleadas en el proceso cervecero.

Los resultados expuestos en este trabajo impactan directamente el disefio
de medios de cultivo y/o mostos cerveceros que implique distinta cantidad de
metabolitos represores como la glucosa y el correcto monitoreo de la presencia
de RNA en el mosto. También, estos resultados sugieren que, a pesar de que las
dos levaduras contienen el mismo potencial genético de consumo de maltosa y
maltotriosa, la represion por catabolito esta impartiendo diferentes interacciones

en cada levadura.

Es por esto que dentro de las principales perspectivas se encuentra
caracterizar la respuesta molecular de los loci MAL en presencia de distintas
concentraciones de glucosa en un medio quimicamente definido. Ademas de la
caracterizacion de la expresién genética de los transportadores, se debe de
implementar un ensayo bioquimico de transporte frente a distintas

concentraciones de los sustratos y el represor.

De esta forma, se contribuiria solidamente a las principales conclusiones
de esta investigacion. Por otro lado, debido a que las aproximaciones
computacionales sobre la determinacion del nimero copias esta limitada por la
estructura y tipo de datos empleados, el disefio y ejecucion de un experimento
de PCR cuantitativa (QPCR) es de vital importancia para la confirmacion de los

resultados sobre la variacion en el niumero de copias.

Ademas, como lo sugiere este trabajo, los reguladores positivos son de
vital importancia y su estudio traeria beneficios importantes a la industria

cervecera. Por ultimo, lo relacionado con el efecto de RNA en el medio debe ser
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probado por experimentos de gPCR para validar las observaciones realizadas en

este trabajo.

Tomando como base este trabajo, se propone que se realicen
experimentos relacionados con la induccion de los loci MAL, esto es,
experimentos de crecimiento de las levaduras en cuestion en medios
quimicamente definidos con maltosa o maltotriosa y analizar la expresion
genética de los loci MAL, ademas, es necesario el desarrollo de experimentos en
donde se evalle la expresion genética de los genes afectados por la presencia
de RNA en el mosto cervecero como control de calidad para el curso de una

fermentacion estandar.
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