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RESUMEN

Desde las levaduras hasta los humanos, la hibridacién introgresiva influye
significativamente en la historia evolutiva de los organismos vivos al introducir nueva
diversidad genética. Las cepas de Saccharomyces cerevisiae en todo el mundo
muestran introgresiones de su especie hermana S. paradoxus, a pesar de que la
identidad promedio entre los genomas de estas especies es inferior al 90%. Aunque
los aislados de S. cerevisiae del Neotrépico son conocidos por sus altos niveles de
introgresion, los eventos de hibridacion que los originan siguen siendo
desconocidos. En este estudio secuenciamos 216 cepas de S. cerevisiae de
fermentaciones abiertas y espontaneas de agave en todo México. Los genomas de
estas cepas revelan una considerable diversidad genética y una estructura
poblacional vinculada a la distribucion geografica que se habia pasado por alto
debido a que esta region megadiversa estaba submuestreada. Estas cepas, junto
con las de la Guayana Francesa, Ecuador y Brasil, forman un grupo filogenético
Neotropical mas amplio que esta notablemente enriquecido en introgresiones.
Sorprendentemente, los origenes de las introgresiones y sus patrones de
conservacion indican multiples eventos de hibridacion, lo que sugiere barreras
flexibles entre especies en esta region. Nuestros hallazgos subrayan procesos
evolutivos simultaneos—estratificaciéon geografica y multiples introgresiones—que
moldean los genomas de este linaje diverso de S. cerevisiae. Las levaduras
neotropicales representan un laboratorio natural para explorar los mecanismos y la
importancia adaptativa de la hibridacion introgresiva en la evolucion del genoma

eucariota.
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INTRODUCCION

Mas alla de su estatus consolidado como el modelo de células eucariotas mas
estudiado en el laboratorio, la levadura comun Saccharomyces cerevisiae se ha
convertido en un modelo sobresaliente para estudios en ecologia, genémica de
poblaciones y evolucion'®. Los analisis gendomicos de miles de aislados de
entornos naturales y antropogénicos en todo el mundo revelan que la especie esta
estructurada en clados que se correlacionan ampliamente con la geografia y el
sustrato de donde fueron aislados®2. Estos estudios gendémicos globales también
han demostrado que la mayoria de las cepas albergan material genético de otras
especies de Saccharomyces, fendmeno conocido como introgresion genética. Por
ejemplo, la mayoria de las cepas de S. cerevisiae de todo el mundo albergan genes
introgresados de la especie hermana Saccharomyces paradoxus®1°811.2 aunque
estas especies divergieron hace 4-6 millones de afnos y tienen una divergencia

nucleotidica media de ~14%13.14,

La regidn Neotropical, que se extiende desde el norte de México hasta Sudamérica,
es sumamente relevante desde el punto de vista biogeografico debido a sus altos
indices de biodiversidad'®. Algunas de las cepas de S. cerevisiae de esta area se
agrupan en una larga rama monofilética previamente considerada como compleja
por Pontes et al. (2020). Esta rama agrupa cuatro clados: Mexican Agave (MA),
French Guiana (FG), Wild Brazil 3 (WB3) y South American Mix 2 (SAM2). Las
cepas WB3 se aislaron de areas naturales, mientras que la mayoria de las cepas
de este grupo Neotropical fueron aisladas de ambientes antropogénicos. Teniendo
en cuenta la vasta extension que abarca esta region, los pocos aislados
secuenciados disponibles probablemente subestiman la diversidad genética,

limitando asi nuestro conocimiento de la especie en esta parte del mundo.

El puiado de genomas secuenciados disponibles indica que el grupo Neotropical
de S. cerevisiae alberga un numero inusualmente alto de introgresiones de S.
paradoxus'®87.17.12 Esto podria explicar la alta divergencia de este grupo en
comparacién con otros clados. Una fraccién de las introgresiones del grupo

Neotropical se ha asociado con poblaciones de S. paradoxus de América®'216 o
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que contrasta con el origen de las introgresiones presentes en linajes europeos®18.
Incluso se ha sugerido que las introgresiones en las cepas brasilefias derivan de
dos diferentes poblaciones de S. paradoxus, o que aumenta la posibilidad de
multiples eventos de hibridacion’®. Sin embargo, los origenes precisos de las
introgresiones estaban poco claros, en parte debido al numero limitado de
secuencias gendmicas de S. cerevisiae y S. paradoxus disponibles para esta
region. En México, se ha reportado la presencia de S. paradoxus con baja
frecuencia en fermentaciones de agave'%-23, incluyendo un linaje que coexiste con
S. cerevisiae en los alrededores de las destilerias de agave, que no ha sido
considerado en estudios previos??. Este linaje podria estar posiblemente asociado
a las introgresiones en la América tropical. Un entendimiento integral de la
evolucion de S. cerevisiae y el origen de sus introgresiones es esencial para

determinar con precisién la dinamica del flujo génico interespecifico en la region.

Para explorar la diversidad gendémica de S. cerevisiae en América tropical—
especialmente a la luz de sus fuertes huellas de introgresibn—secuenciamos 216
cepas aisladas principalmente de fermentaciones tradicionales de agave en
México. Estas fermentaciones espontadneas son sistemas antropogénicos y
abiertos que dependen de microorganismos de los entornos circundantes, a
menudo naturales®*23. Estudios previos han puesto de manifiesto la
megadiversidad en esta regién?* asi como una alta diversidad de S. cerevisiae en
la fermentacion de agave?>-28, pero los esfuerzos de secuenciacion de genomas
completos sélo han incluido nueve cepas hasta la fecha, la mayoria de una sola
region productora de destilados de agave®. En este trabajo, mostramos que la
mayoria de los aislados que secuenciamos pertenecen al grupo Neotropical,
revelando nuevos clados donde la diversidad se correlaciona con el origen
geografico de las cepas. Ademas, al analizar los patrones y origenes de las
introgresiones en el contexto de la relacién entre estos linajes, identificamos
multiples eventos de introgresion en su historia evolutiva. Notablemente, algunos
de estos pulsos de introgresibn son exclusivos de cepas aisladas de

fermentaciones de agave. Nuestra refinada filogenia nos permite ilustrar como
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ocurren episodios recurrentes de flujo genético entre dos especies hermanas del

género Saccharomyces en una region megadiversa del mundo.
RESULTADOS

Para ofrecer una vision completa de la diversidad de S. cerevisiae en una de las
regiones mas biodiversas del mundo'@?4, secuenciamos los genomas de 216
aislados provenientes mayormente de destilerias artesanales de agave a lo largo
de México (Figura S1, Datos Suplementarios S1). Este entorno de fermentacion
antropogénica representa un buen punto de partida para estudiar la diversidad de
levaduras, ya que las fermentaciones espontaneas se han producido durante mas
de 3,500 afos en una amplia variedad de ecosistemas, latitudes y contextos
culturales?®*-3'. En concreto, 211 de las cepas secuenciadas fueron aisladas de
fermentaciones de agave mediante diversos esfuerzos de muestreo realizados en
todo el pais entre los afios 1988 y 202132:25.33.28,34,26.2220 Gyatro de las cinco cepas
restantes fueron obtenidas de fermentaciones tradicionales de otros sustratos —
pulque (fermentacion de savia de agave cruda), sidra de manzana, tunas vy tallos
cocidos de plantas de sotol (Dasylirion spp.)— mientras que la quinta era una cepa
de levadura comercial no caracterizada y utilizada en una de las destilerias
muestreadas; todas ellas fueron aisladas en México (Datos Suplementarios S1).
Con los 216 genomas (cobertura promedio de profundidad = 163X), evaluamos la
ubicacion filogenética y la estructura poblacional de las cepas en el contexto de la
diversidad conocida de la especie, asi como la dinamica y el origen de las

introgresiones preponderantes de S. paradoxus dentro de cada poblacion.

Las cepas de fermentacion de agave pertenecen a un grupo Neotropical

genéticamente diverso

Para evaluar el parentesco entre las cepas S. cerevisiae provenientes de
fermentaciones de agave y otros aislados de la especie, primero realizamos un
analisis de escalamiento multidimensional (MDS por sus siglas en inglés) con 1,262
genomas, incluyendo las 216 cepas recién secuenciadas. La mayoria de los

aislados de México se agruparon con otras cepas de América Tropical, como las de
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los clados French Guiana (FG), Wild Brazil 3 (WB3), South American Mix 2 (SAM2)
y Mexican Agave 1 (MA1, anteriormente llamada “Mexican Agave”) (Figura 1a). La
mayoria de las cepas aisladas en el tropico del continente americano forman un
grupo consolidado, separado de otros clados del mundo (Figura 1a), incluso cuando
las cepas de fermentacién de agave no estan sobrerrepresentadas en el analisis
MDS (Figura S2). Sélo once de las cepas secuenciadas en este estudio se
agruparon en clados fuera del grupo Neotropical, mientras que los cuatro aislados
que secuenciamos de otros sustratos se agruparon con cepas de fermentacion de

agave.

Para establecer las relaciones filogenéticas de los aislados que secuenciamos, los
comparamos con un panel de cepas de referencia (véase Datos Suplementarios
S2). De forma consistente con el analisis MDS, la filogenia mostré que 205 de las
216 cepas secuenciadas en este estudio (94,9%) forman parte de un grupo
monofilético que incluye dos nuevos clados, Mexican Agave 2 (MA2) y Tequila
Distillery, junto con los clados previamente definidos MA1, FG, WB3 y SAM2 (Figura
S2). La diferenciacion genética de MA1, MA2, WB3 y FG fue validada usando un
anadlisis de Fst ponderado (Figura S2). Decidimos llamar a este nuevo grupo
filogenético el grupo Neotropical de S. cerevisiae, dado que casi todas las cepas de
este grupo provienen de América tropical (Figura 1b). Dentro de las cepas
secuenciadas que no se agruparon dentro del grupo Neotropical , cinco se
agruparon con el clado North American Oak, que comunmente se considera
silvestre®835  Otros cinco aislados —incluida la cepa comercial— estan
estrechamente relacionados con el clado Mixed Origin y solo uno se agrupa con las

cepas del clado Wine.

El grupo Neotropical mostrd consistentemente una rama relativamente larga en la
filogenia, abarcando todas las cepas de seis clados: MA1, MA2, FG, WB3, Tequila
Distillery y SAM2. La rama larga se vio respaldada por el elevado numero de
variantes de un solo nucleétido (SNV) presentes en las cepas de estos clados
(Figura 2). En algunas de las reconstrucciones filogenéticas, la inclusién de las

cepas mosaico de Tequila Distillery y SAM2 cambié la ubicacién relativa de MA1,
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MA2, WB3 y FG (Figura S2). Estas y otras cepas mosaico fueron excluidas de la
filogenia principal (Figura 1b) para evitar desplazamientos topoldgicos artificiales
producidos por la mezcla. Para determinar si las longitudes de las ramas
observadas en el grupo Neotropical estaban determinadas por regiones
introgresadas, generamos nuevamente la filogenia excluyendo las introgresiones
(Métodos). La eliminacién de estas regiones no tuvo impacto en la topologia general
de la filogenia y s6lo mostré un efecto modesto en la longitud de las ramas del grupo
Neotropical (Figura S2). El numero de SNVs de los clados neotropicales disminuyd
ligeramente cuando se eliminaron las regiones introgresadas (Figura 2). En
contraste, la eliminacion de la introgresién redujo notablemente la longitud de las
ramas y el numero de SNV en el clado de Alpechin, un grupo de cepas europeas
que alberga un alto numero de introgresiones de S. paradoxus. Para evaluar si las
ramas largas eran atribuibles al sesgo en la cantidad de cepas muestreadas,
reconstruimos las filogenias con base en un muestreo aleatorio considerando un
maximo de cinco cepas por clado (Figura S2). Las topologias filogenéticas
resultantes mostraron consistentemente la misma posicion y ramas relativamente
largas del grupo Neotropical, aunque el conjunto de datos mas equilibrado redujo
ligeramente la longitud relativa de las ramas (Figura S2), lo cual coincide con un
informe anterior3®. En conjunto, estos resultados destacan la robustez de los clados
dentro del grupo Neotropical y su caracteristica rama larga, consistente con las

filogenias globales previamente reportadas de S. cerevisiag®?.

Como se menciond anteriormente, pudimos distinguir tres clados entre los aislados
recién secuenciados de fermentaciones de agave en el grupo Neotropical de S.
cerevisiae. Primero, identificamos un grupo de 20 aislados del noreste de México,
que incluia las siete cepas previamente reportadas como “Mexican Agave™, en
adelante denominado clado “Mexican Agave 1” (MA1) (Figura 1b). Cabe mencionar
que el clado monofilético MA1 comprende hasta ahora sélo cepas aisladas al
noreste de la Sierra Madre Oriental, una cordillera que discurre paralela a la costa
del Golfo de México y actua como barrera natural, ejerciendo una fuerte influencia
sobre el clima y la biodiversidad a ambos lados de la cordillera®-37. Como resultado

del muestreo exhaustivo de los aislados aqui reportados, identificamos un nuevo
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clado MA2 estrechamente relacionado con MA1 (Figura 1b). La mayoria de las
cepas recién secuenciadas en este estudio (81,9%) pertenecen al clado MA2. Dos
cepas previamente secuenciadas aisladas en México® que habian sido asignadas
al clado SAM2'2, fueron reclasificadas tras nuestros analisis dentro del nuevo clado
MAZ2. El tercer grupo de aislados de agave esta compuesto por 15 cepas, la mayoria
con genotipos mezclados, todas secuenciadas en este estudio (Figura 1b, Figura
S$2). Nos referimos a este grupo como “Tequila Distillery”, ya que once de las 15

cepas fueron aisladas de la industria del tequila.

Nuestros resultados muestran que la mayoria de las cepas de fermentaciones
espontaneas de agave forman parte del grupo Neotropical, revelando que el grupo
previamente descrito como “Mexican Agave” representa solamente una fraccién de
la diversidad genética presente en las fermentaciones de agave. Ademas, los clados
dentro de este grupo, incluidos los grupos recién identificados, se situan entre los
mas altos en términos de SNVs en comparacion con el genoma de referencia,
superados unicamente por los clados asiaticos silvestres (Figura 2, Figura S3).
Esta tendencia se mantuvo cuando se cuantificé la identidad una a una para cada
secuencia (Figura S3), lo que indica que es independiente del genoma de referencia
especifico utilizado. La alta divergencia genética de las cepas neotropicales fue
recientemente respaldada por una comparacion por pares de 3,334 genomas de S.
cerevisiae que revelaron que la mayor distancia genética por pares dentro de la
especie se encuentra entre un aislado taiwanés silvestre y una cepa mexicana de
agave®. En conjunto, nuestros analisis filogendmicos y poblacionales de S.
cerevisiae de América tropical cierran una brecha en el conocimiento genético de

las especies en esta region.

Las poblaciones de levaduras neotropicales estan estratificadas por geografia

Las levaduras de América tropical provienen de una gran variedad de ambientes a
lo largo de una amplia gama de distancias geograficas. Por ello, nos preguntamos

hasta qué punto los parametros geograficos influyen en la estructura poblacional de
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S. cerevisiae en el grupo Neotropical. Para ello realizamos un analisis ADMIXTURE,
seleccionando el numero de poblaciones que mejor explicaban los genotipos en
funcién del menor error de validacion cruzada (Figura 3a, Figura S4). El analisis de
la estructura poblacional revelé once componentes ancestrales dentro del grupo
Neotropical. Especificamente, las cepas de los clados MA1, Tequila Distillery, FG y
WB3 formaron poblaciones distintas, mientras que las siete poblaciones restantes

procedian del clado MA2 recién identificado.

Dada la estratificacion observada en el grupo Neotropical, analizamos la distribucién
geografica de estos aislados segun su estructura poblacional. Los once colores en
el grafico de ADMIXTURE que representan componentes ancestrales dentro del
grupo Neotropical mostraron buena concordancia con su distribucion geografica
(Figura 3a). Esta estratificacién geografica se observé en dos niveles de resolucion.
Primero, cada uno de los cinco clados del grupo Neotropical esta restringido a
regiones especificas en el mapa. Segundo, dentro de la resolucién del clado MA2,
los siete colores del ADMIXTURE también se encuentran estratificados
geograficamente. En general, las cepas de la misma region productora de destilados
de agave se agrupan juntas en la filogenia y tienen el mismo componente
poblacional ancestral. Esto también se demostré mediante una correlacién entre las
distancias geograficas y genéticas en este conjunto de cepas (r=0.18,
significancia=0.0001 con 9,999 permutaciones; prueba de Mantel de Spearman,
unilateral, incluyendo las cepas MA1 y MA2). También observamos un aumento de
la diversidad genética y la heterocigosidad de norte a sur dentro del clado MA2
(Figura S5). En conjunto, estos hallazgos sugieren que la geografia influye en la

diversidad gendmica en el grupo Neotropical.

A pesar de la relacion general entre la geografia y la estructura poblacional en las
cepas de América tropical, hubo excepciones que sugieren flujo génico dentro e
incluso mas alla del linaje neotropical. Por ejemplo, una cepa aislada de una
fermentacién espontanea de agave compartia ascendencia cercana con aislados
silvestres del clado North American Oak, mientras que otros cuatro aislados

estrechamente relacionados con el clado North American Oak mostraron signos de
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mezcla con diferentes componentes genéticos del grupo Neotropical (Figura 3a). El
clado WB3 mostré6 poca mezcla, mientras que las cepas de SAM2 tenian
componentes genéticos de poblaciones de MA2, FG y WB3, lo cual no es
sorprendente ya que son parientes cercanos. Ademas, diez cepas del clado Tequila
Distillery mostraron mezcla, principalmente entre diferentes poblaciones
neotropicales, pero también con otros clados como el de vino (Wine). En conjunto,
estos hallazgos sugieren que las poblaciones de S. cerevisiae en América tropical
se han separado, al menos parcialmente, por aislamiento geografico, mientras que
otros procesos ecoldgicos o factores relacionados con el ser humano han promovido

el flujo génico, moldeando también la estructura genética de la poblacion.

Utilizamos los datos gendmicos para explorar mas a fondo los patrones de
diversidad genética en las cepas neotropicales. Cada clado difiere
significativamente en diversidad nucleotidica (1), D de Tajima y heterocigosidad
(Figura 3b-d, Figura S6), algunos mostrando alta diversidad genética a pesar de
que la mayoria de sus cepas estan aisladas de ambientes antropogénicos. Por
ejemplo, los clados MA1, MA2 y Tequila Distillery presentan mayor diversidad
nucleotidica que el clado Wine e incluso que el altamente introgresado clado
Alpechin (Figura S6). Estos hallazgos sugieren que la elevada diversidad genética
observada en los clados relacionados con agave no puede atribuirse Unicamente a
las introgresiones. En contraste, el clado FG mostré baja diversidad genética y un
grado homogéneo de heterocigosidad. El clado Tequila Distillery mostré los niveles
mas altos de heterocigosidad y diversidad de nucleétidos, en parte debido a los
genotipos mezclados de sus cepas, y en consonancia con las tendencias
observadas en aislados de cerveza®. En conjunto, nuestros analisis de estructura
poblacional y diversidad genética indican que las levaduras de América tropical

constituyen poblaciones diversas y estructuradas, estratificadas por la geografia.

Las diferencias en la distribucion de las introgresiones revelan un flujo génico

recurrente entre especies

Los genomas de las cepas de S. cerevisiae dentro del grupo Neotropical se

caracterizan por un numero atipicamente alto de regiones introgresadas de S.
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paradoxus'®>'6. Para obtener una vision sobre la dinamica del flujo génico,
identificamos el conjunto de genes introgresados con una estrategia que utiliza el
mapeo competitivo de lecturas de secuenciacidon a ambos genomas parentales y
analisis filogenéticos (Métodos). Es importante destacar que la mayoria de las
introgresiones que identificamos también se encontraron utilizando otras
estrategias, incluyendo: i) ensamblaje gendmico seguido de un enfoque
filogenético®, ii) identificando marcadores diagndsticos bona fide de introgresiones
de un solo nucleédtido? vy iii) filtrando ortogrupos después de realizar el mapeo

competitivo'® (Figura S7).

Todos los clados neotropicales mostraron mas genes introgresados que los demas
grupos del mundo, excepto el clado Alpechin (Figura 4a). Los tres clados de
Sudamérica (WB3, SAM2 y FG) mostraron introgresiones en menor numero y mas
cortas, con una fraccion menor de genes heterocigotos introgresados, en
comparacion con los tres clados de agave (Tequila Distillery, MA1 y MA2) (Figura
4a, Figura S8). Aqui, llamamos heterocigoto a un gen introgresado cuando tanto el
alelo de S. cerevisiae como el alelo de S. paradoxus estan presentes dentro del

mismo genoma (Figura 4a, Figura S8, Figura S9).

Entre los clados neotropicales, encontramos que los aislados de MA1 mostraron
tanto el mayor numero como el rango mas amplio en el numero de genes
introgresados, con recuentos que van desde 94 hasta 320 genes por cepa. Los
aislados MA2 presentaron entre 64 y 122 genes introgresados (Figura 4A).
Ademas, identificamos un subconjunto de cepas del clado MA1 con mas de 150
genes introgresados que presentan introgresiones mas largas y heterocigotas que

la mayoria de las cepas del clado (Figura 4, Figura S8).

Para inferir la historia de los genes introgresados, analizamos sus patrones de
retencion dentro del mismo clado y con respecto a otros. Observamos que los
patrones de presencia—ausencia agrupan a los tres clados asociados al agave y los
separan claramente de un segundo cluster que incluye a los tres grupos
sudamericanos (Figura 4b, Datos Suplementarios S3, Figura S9). A pesar de las

diferencias entre estos tres grupos, identificamos un sobrelape significativo en la

11
12/2025



VERSION EN ESPANOL
Recurrent introgression and geographical stratification shape Saccharomyces cerevisiae in the Neotropics

mayoria de las comparaciones entre subconjuntos de los clados neotropicales
(Datos Suplementarios S3), incluidos cinco genes que son comunes a los seis
clados neotropicales. Este numero de genes compartidos introgresados supera el
numero esperado por azar (prueba hipergeométrica, unilateral, p = 0,00234; Datos
Suplementarios S3). Esto probablemente se explique por un pulso de introgresion
en el ancestro comun de todas las cepas neotropicales, aunque una fuerte seleccion
también podria explicar la presencia de este conjunto compartido de genes
introgresados. Sin embargo, no se detectd un enriquecimiento significativo de GO
entre los genes presentes en al menos el 75% de las cepas de cada clado. Como
se esperaba, el analisis de los patrones de presencia-ausencia de genes
introgresados en el clado de Alpechin, utilizado como referencia, no revelé un
sobrelape significativo con los clados neotropicales, o que confirma que en este
grupo ocurrié un evento de hibridacion independiente como se habia reportado

previamente 1218,

Dados los complejos patrones de introgresion observados en el clado MA1 —
distribucién multimodal del nimero de genes introgresados (Figura 4a), presencia
de grandes segmentos heterocigotos introgresados (Figura S8) y numero
inusualmente alto de genes exclusivos de este clado pero presentes en baja
frecuencia dentro de él (Figura 4b)— examinamos los patrones de retencion junto
con las relaciones filogenéticas de las cepas MA1 (Figura S9). Aunque la mayoria
de las cepas compartia la mayoria de sus regiones introgresadas con aislados
estrechamente relacionados filogenéticamente, siete cepas MA1 mostraron
segmentos introgresados heterocigotos que se encontraron exclusivamente dentro
de grupos filogenéticos restringidos. Este patron podria explicarse por multiples
pérdidas convergentes de los mismos genes introgresados en otras ramas de MA1
y en MA2, o mas probablemente, por al menos un evento adicional de flujo génico

interespecifico de S. paradoxus que ocurrié exclusivamente en MA1.

Las introgresiones en el grupo Neotropical provienen de diferentes linajes de

S. paradoxus
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Para rastrear los origenes de las regiones introgresadas observadas, inferimos cual
era el linaje de S. paradoxus mas probablemente asociado a cada gen. Para ello,
evaluamos la identidad de secuencia de cada bloque introgresado contra un panel
de genomas de S. paradoxus representativos de América. Este panel incluye un
conjunto diverso de cepas que representan a las poblaciones previamente definidas
de Norteamérica (SpA, SpB SpC y SpD), asi como una cepa SpB de Brasil
(SpB_Bra), junto con cepas representativas de otros clados de China, el Lejano
Oriente Asiatico, Hawai y la cepa de referencia del linaje europeo (aqui agrupada
con SpA). Ademas, incluimos todas las cepas secuenciadas de México, abarcando
tres linajes exclusivos de esta region: SpB_MxAgave, SpB_Mx1 y SpB_Mx2%2.
Nuestros resultados indican que la mayoria de los genes introgresados en los clados
mexicanos de agave de S. cerevisiae provienen de SpB_MxAgave (Figura 5a), una
poblacién que se encuentra exclusivamente en destilerias de agave en México. Una
pequefia parte de los genes introgresados en estas cepas parece derivar de
SpB_Mx2 y del linaje SpB mas amplio. En cambio, la mayoria de los genes
introgresados en las cepas sudamericanas se rastrearon hasta el linaje SpB que se
encuentra comunmente en ambientes naturales en el Neotrépico, pero no se ha
reportado en fermentaciones de agave?’. Como era de esperar, los genes
introgresados en el grupo Alpechin se parecen mas a los del linaje europeo,
previamente identificados como la poblacién parental en este clado (Table
$4)38.18.12 Estos hallazgos indican que al menos dos linajes de S. paradoxus se han
hibridado con ancestros de las cepas neotropicales actuales, lo que resalta el papel
de las interacciones interespecie en la configuracién de la historia evolutiva de S.

cerevisiae en la region.
DISCUSION

La secuenciacion exhaustiva de genomas de S. cerevisiae en regiones
megadiversas y submuestreadas es esencial para comprender la diversidad
genomica de esta especie, su historia evolutiva natural y su asociacion con la
domesticacion. En este estudio, secuenciamos 216 cepas de fermentaciones

abiertas de agave, generando un extenso conjunto de datos gendmicos
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poblacionales de aislados de ambientes antropogénicos en el Neotropico. Nuestros
analisis filogenéticos y de estructura poblacional revelan multiples eventos de flujo
geénico interespecie que resultan en introgresiones dentro de este clado complejo

qgue se encuentra geograficamente estructurado.

Las introgresiones afectan las trayectorias evolutivas a lo largo del arbol de la vida,
desde bacterias hasta humanos 3940, y son centrales en la historia evolutiva de S.
cerevisiae®'%-2. En América, varios linajes de S. cerevisiae presentan un alto
numero de introgresiones de S. paradoxus, tanto en ambientes silvestres como
antropogénicos'641.7:4212  Aqui ofrecemos una amplia vision de la dinamica evolutiva
de la introgresion que ocurre en la region tropical de América con al menos tres
pulsos de introgresiones. Probablemente se produjo una introgresion temprana en
el ancestro comun del grupo Neotropical antes de su diversificacién, donde los
genes de los linajes americanos SpB de S. paradoxus introgresaron en S. cerevisiae
(Figura 5b). Este primer pulso fue seguido por un posterior evento de introgresién
de otro linaje, SpB_MXx, en el antepasado comun de MA1 y MA2. La presencia de
grandes regiones heterocigotas introgresadas exclusivas de un subconjunto de
cepas MA1 sugiere un pulso adicional y mas reciente de introgresién exclusivo de
este clado. Si estos pulsos multiples de introgresion son resultados estocasticos de
la coexistencia de S. cerevisiae y S. paradoxus en la region, o si reflejan procesos
adaptativos, sigue sin estar claro, especialmente teniendo en cuenta que no
encontramos enriquecimiento para categorias funcionales especificas entre los

genes introgresados comunmente conservados dentro de los clados.

El numero e identidad de los genes introgresados varian mucho entre cepas MA1.
Esto es coherente con una transicion continua de hibridacion a introgresion,
probablemente moldeada por la inestabilidad genomica y las retrocruzas'®. La
variacion en el contenido de genes introgresados puede deberse a la retencidn
alélica diferencial durante la inestabilidad gendémica, un diferente numero de
eventos de retrocruzas y el cruzamiento de diferentes cepas en distintas etapas de
la transicidn de hibridacion a genes introgresados estables. En general, los patrones

variables de los genes introgresados en MA1 son dificiles de conciliar con la
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retencion diferencial del evento de hibridacion compartido con MA2 o menos
eventos de retrocruzamiento, aunque esto no puede descartarse del todo. Las
pruebas experimentales y computacionales pueden ayudar a estimar el momento y
la contribucion relativa de estos escenarios, mientras que un muestreo mas amplio
en esta region probablemente también proporcionaria una visién mas profunda de
los procesos evolutivos que moldean el flujo génico interespecifico en

Saccharomyces.

Nuestro esfuerzo de secuenciacion amplié el conocimiento sobre la diversidad y
biogeografia de S. cerevisiae. Identificamos dos clados adicionales dentro del
grupo Neotropical: MA2 y Tequila Distillery. Junto con MA1, FG, WB3 y SAM2, el
grupo Neotropical incluye en total seis clados distintos. Los analisis filogenéticos
indican que los dos clados mexicanos de agave —MA1 y MA2— son clados
hermanos, que a su vez son los parientes mas cercanos de las cepas WB3 y FG,
en concordancia con la filogenia previamente reportada*®. La marcada
heterogeneidad observada entre los pocos aislados de los grupos neotropicales
submuestreados sugiere la existencia de linajes adicionales, aun no descubiertos,
en América tropical, una region de diversidad y complejidad biogeografica
excepcionales’. Para comprender a plenitud la gran diversidad de S. cerevisiae
en la region tropical de América y las subyacentes fuerzas evolutivas que
determinan su historia, es esencial ampliar el muestreo ambiental y los analisis

gendmicos en ella.

Demostramos que los segmentos introgresados aumentan la longitud de las ramas
en la filogenia, pero la longitud de las ramas del grupo Neotropical es menos
afectada por la eliminacion de introgresiones que la del grupo de Alpechin. Aunque
la longitud de las ramas también puede verse influenciada por el total de cepas
consideradas en la filogenia, el grupo Neotropical permanecié como uno de los
linajes mas divergentes al balancear el numero de cepas por clado (Figura S2). La
rama larga del grupo Neotropical puede deberse a multiples factores, incluyendo

una tasa elevada de mutacion causada por un fenotipo de hipermutante** o
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exposicion a mutagenos, asi como procesos demograficos como cambios en el

tamafio efectivo de las poblaciones o un aumento de las tasas de exogamia.

Es importante destacar que la fraccion de la diversidad genética previamente
desconocida del grupo Neotropical esta estructurada geograficamente. La influencia
geografica que moldeo la diversidad genética es evidente en varias dimensiones:
primero, se observo una correlacion clara entre cada uno de los once componentes
ancestrales de las cepas del Neotropico y su region de procedencia. En segundo
lugar, las cepas del clado MA2 presentan una mayor diversidad nucleotidica y
heterocigosidad, en un gradiente norte-sur. Finalmente, la divergencia genética
entre los clados MA1 y MA2 (Fst=0,43, SIl mediana=0,97) esta asociada con la
presencia de la cordillera Sierra Madre Oriental en México, que se encuentra en el
borde donde coinciden las regiones biogeograficas Neotropical y Neartica. Se sabe
que esta cadena montafiosa actua como una barrera geografica que afecta la

distribucion de mdltiples especies’®36:37,

Durante las fermentaciones tradicionales de agave, la fermentacién tiene lugar
espontaneamente en tanques abiertos?®. Las cepas de S. cerevisiae secuenciadas
que provienen de fermentaciones de agave se han clasificado como domesticadas
basandose en su fuente de aislamiento y en ciertas huellas genéticas’-'’. Sin
embargo, los limites entre las comunidades microbianas fermentadoras y las de los
entornos circundantes suelen difuminarse en estos y otros sistemas abiertos. Por
ejemplo, los aislados recolectados de S. cerevisiae de ambientes naturales
adyacentes a destilerias son genéticamente similares a los de fermentaciones
espontaneas abiertas de agave dentro de la misma zona??. De hecho, algunos
aislados de las fermentaciones de agave se agrupan con cepas del clado North
American Qak, tipicamente clasificado como silvestre®83% Ademads, ciertas
subpoblaciones provenientes de fermentaciones de agave dentro del clado MA2 son
predominantemente homocigotas, lo cual es un rasgo genético tipicamente
asociado a poblaciones silvestres. En conjunto, estos hallazgos sugieren que los
limites entre cepas S. cerevisiae de las fermentaciones de agave y las de los

habitats naturales circundantes son difusos.
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Mas alla de los factores biogeograficos, las actividades humanas pueden haber
desempefiado un papel en la configuracion de las poblaciones de levaduras, como
lo demuestran los eventos de cruzas dentro y fuera del grupo Neotropical. Queda
por abordar hasta qué punto la estructura poblacional observada esta impulsada por
factores naturales como la ecologia y biogeografia de los reservorios vegetales y
vectores de insectos, o por dinamicas y practicas humanas. Por ejemplo, practicas
especificas de produccion a nivel local y la notable diversidad de sustratos de
fermentacién, con mas de 50 diferentes especies de Agave utilizadas en la
produccion de destilados*®, pueden promover la diferenciacién poblacional.
Anteriormente se ha demostrado que la composicion de las comunidades
microbianas en las fermentaciones de agave esta determinada por factores locales
46_ Con la creciente demanda mundial de destilados de agave, existe un riesgo
creciente de que los productores abandonen las practicas tradicionales de
fermentaciéon. Este cambio podria provocar la pérdida de la diversidad microbiana
aqui descrita. Este trabajo proporciona un marco fundamental para desarrollar
estrategias de conservacion y gestion de estos hongos, destacando su valor mas
alla de la investigacion basica. El sistema de fermentacion de agave no solo es un
reservorio de notable diversidad genética de levaduras, sino también un laboratorio
natural Unico para obtener conocimientos sobre la interaccion de factores genéticos,
ecologicos y evolutivos que moldean la diferenciacién poblacional y la introgresiéon

entre especies.
METODOS

Secuenciacién del genoma e identificacion de variantes. El ADN se purific con
el kit de purificacion de ADN MasterPure, segun las recomendaciones del fabricante,
y se secuencio utilizando DNBSeq (2x150 pb; BGI, China). La calidad de las lecturas
brutas se evalué con fastp V0.20.047. Para cada aislado, las lecturas filtradas se
alinearon con BWA-MEM v0.7.4% con un genoma de referencia de especies
concatenado que incluye S. cerevisiae S288C, S. paradoxus YPS138, S. mikatae
IFO1815, S. kudriavzevii Cr85, S. jurei M1, S. arboricola H6, S. uvarum CBS7001,
S. eubayanus FM1318, K. marxianus DMKU31042 y P. kudriavzevii CBS573. Las
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lecturas duplicadas se marcaron con Picard 2.6.0%°, y se realizd una realineacion
local alrededor de las inserciones y deleciones y la identificacién de variantes con
GATK v4.1.1.0 %0, La informacion sobre el equilibrio alélico se incorporé a los
archivos VCF con el anotador de variantes GATK. Los genotipos llamados se
filtraron para mantener solo los SNP bialélicos con una profundidad minima de 5,
una puntuacion QUAL de al menos 30 y posiciones llamadas en al menos el 90 %
de los aislados. Ademas, los SNP también se obtuvieron mapeando las lecturas
filtradas sélo al genoma de referencia de S. cerevisiae para llamar variantes

teniendo en cuenta los segmentos introgresados (Figura S3, Figura S4).

Analisis de escalamiento multidimensional. Se utilizaron datos de SNP a nivel
gendmico para el analisis de escalamiento multidimensional (MDS) con PLINK
v1.9%7. Se seleccionaron en total 1,262 aislados para proporcionar una vision global
a nivel de especie, incluyendo 1,011 aislados de Peter et al. (2018) 6, 216 cepas
recién secuenciadas en este estudio, 33 cepas de trabajos previos de secuenciacion
en el Neotrépico (Barbosa et al. 2016, Barbosa et al., 2018)'%41 y cuatro secuencias
adicionales de linajes asociados a Sudameérica (SAM, Tellini et al., 2024)'2. Se utilizd
el SRA Toolkit v3.0.0 para recuperar los archivos FASTQ correspondientes a
muestras no secuenciadas en este manuscrito. Se excluyeron dos secuencias en la
Figura 1A debido a redundancia con otras entradas detectadas con PLINK#". Sélo
se consideraron SNPs nucleares, y se excluyeron variantes de baja frecuencia o
raras de este analisis usando un umbral de tasa de llamadas perdidas > 1 %. Tras
la aplicacion de este filtro, se descartaron los aislados con genotipos ausentes >
10%. Los indices cuantitativos (componentes) de la variacion genética para cada
aislado se calcularon a partir de la proporcidon media de alelos a nivel gendmico
compartido entre cualquier par de individuos dentro de la muestra. Para el analisis
MDS con representacién balanceada entre clados (Figura S2), seguimos los
mismos pasos descritos anteriormente, pero después seleccionamos
aleatoriamente hasta cinco aislados de cada clado filogenético descritos en la

siguiente seccion.
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Analisis filogenético. Los arboles de maxima verosimilitud se construyeron
utilizando los genomas secuenciados en este estudio junto con cepas de referencia
globales, con especial énfasis en los clados americanos. Especialmente, en las
filogenias del material suplementario completas (Figura S1), incluimos 332 cepas
distribuidas de la siguiente manera: las 216 cepas recién secuenciadas generadas
en este estudio, 23 secuencias de Barbosa et al. (2016)'¢, 10 aislados de Barbosa
et al. (2018)*", cuatro aislados sudamericanos (SAM) de Tellini et al. (2024)' y al
menos un representante de cada clado definido por Peter et al. (2018) & (n=213
cepas). Para mejorar la resolucion dentro de los linajes que contienen aislados
asociados a agave, sobrerrepresentamos deliberadamente cepas de los clados
Mixed Origin, Wine y North American Oak de Peter et al. (2018)%. Ademas,
incorporamos 21 aislados de Alpechin de Pontes et al. (2019)%", como referencia
para determinar los efectos de altos niveles de introgresion. Las 487 cepas estan
indicadas en la columna Used in_Supplementary Complete_Phylogenies de
Datos Suplementarios S2. Para la filogenia principal representada en la Figura
1b, usamos el mismo conjunto de cepas pero excluimos a los individuos mezclados
(“admixed”). Solo se retuvieron 332 cepas con > 85% de un solo componente
genético predominante de acuerdo con el analisis ADMIXTURE para este arbol.
Las 332 cepas estan indicadas en la columna Used _in_Main_Phylogeny de los

Datos Suplementarios 2.

Para generar las filogenias, se obtuvieron secuencias de haplotipos con vcf2phylip
v2.3%8 de las variantes gendmicas nucleares que se mapearon al subgenoma de
S. cerevisiae del alineamiento al genoma multiespecifico concatenado, o cuando
se indica asi, directamente al genoma de referencia de S. cerevisiae para incluir
variantes de introgresiones. Los arboles filogenéticos se infirieron usando IQTree
2.3.6 con el mejor modelo calculado con -m MFP y sumando el parametro + ASC
con 1000 bootstraps ultrarapidos y aLRT (aLRT mostrado para ramificaciones
clave en Figura S2). Las filogenias también se reconstruyeron usando RAxML
v8.2.124° (raxmIHPC-PTHREADS-AVX2) con el modelo GTR+GAMMA y 100
réplicas bootstrap. Dado que los resultados eran similares con ambos métodos,

s6lo se usaron arboles |IQTree para las figuras del manuscrito. La visualizacion de
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los arboles se realizd usando Microreact®®. Para generar los arboles filogenéticos
con un muestreo a la baja que tuviera el mismo numero de cepas por clado (Figura
S$2), seleccionamos aleatoriamente hasta cinco aislados de los clados filogenéticos
incluidos en el conjunto de 332 genomas y construimos la filogenia con IQTree

2.3.6 con el parametro ASC.

ADMIXTURE. Para el analisis ADMIXTURE, analizamos un conjunto de datos que
comprende 466 cepas, centrado en los aislados asociados a agave recién
secuenciados, como se indica en la columna Used in ADMIXTURE de Datos
Suplementarios 2. Esto incluy6é todas las cepas secuenciadas en el presente
estudio (n = 216), junto con 213 genomas representativos de cepas de Peter et al.
(2018)% asegurando la cobertura de todos los clados e incluyendo las 20 cepas que
no estaban asignadas a algun clado en particular. Ademas, incorporamos 23 cepas
de Barbosa et al. (2016)'®, 10 cepas de Barbosa et al. (2018)*'y 4 cepas reportadas
por Tellini et al. (2024)® que pertenecen al linaje SAM. Para mejorar la resolucién
dentro de los clados donde se agrupaban cepas asociadas a agave,
sobrerrepresentamos intencionadamente los linajes de Mixed Origin, Wine y North
American Oak de Peter et al. (2018)°. Para ejecutar ADMIXTURE 1.3.0%", el VCF
con 466 genomas fue curado usando PLINK 1.9%2 para remover el desequilibrio de
ligamiento con parametros previamente usados para S. cerevisiae® (tamafio de
ventana de 50, deslizandose cada 5 nucleétidos y correlacion de 0,5). Después de
la curacion se obtuvo un panel final de 618,253 SNVs. Se utilizaron diez semillas
para ejecutar ADMIXTURE. El error de Validacion Cruzada (CV) se obtuvo para
modelos con K=2 a K=35. El CV mas bajo se observo en K = 24 y por lo tanto éste
fue el que se utilizé para la Figura 3. La visualizacién se hizo utilizando Pong 1.4.9
5. El paquete de R vegan (2.7-2)%° se uso para realizar la prueba de Mantel

Spearman.

Estimacion de la diversidad genética. Para calcular la diversidad genética (1) y
la D de Tajima, utilizamos VCFtools 0.1.14% y el VCF con variantes que mapeaban
a S. cerevisiae tras mapear a la referencia concatenada y filtrar SNPs bialélicos de

alta calidad con menos del 10% de datos faltantes. Se estimé la heterocigosidad por
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variante usando BCFtools 1.9%" sobre los VCFs de las cepas individuales para
calcular la proporcion entre el numero de variantes heterocigotas y el numero de

variantes.

Analisis de las introgresiones. Para identificar genes introgresados, obtuvimos
las regiones correspondientes al genoma de S. paradoxus cuando se realizaba el
alineamiento con la referencia concatenada. Un gen se consideraba introgresado si
mas de la mitad tenia una profundidad de cobertura superior al 25% de la
profundidad mediana de toda la referencia. Ademas, tenia que ser el ortdlogo con
mayor profundidad o, si no, su profundidad debia ser al menos el 25% de la de su
ortélogo en el subgenoma de S. cerevisiae. También era requisito una diferencia
minima del 5% a nivel de nucledtidos entre los ortdlogos de S. cerevisiae y S.
paradoxus. Un gen introgresado se consideraba heterocigoto si la relacién de la
cobertura de profundidad entre los dos subgenomas en el mapeo competitivo era
entre 0,25y 4.

Tras superar estos umbrales de mapeo a nivel de gen, agrupamos genes
consecutivos en bloques segun la anotacion®® y evaluamos la posicion filogenética
de cada bloque respecto a un panel de dos genomas de S. cerevisiae (Wine
ERS1082532 y Taiwanese ERS1082750) y cinco de S. paradoxus (SpA
SRR4074385, SpC SRR7500262, SpB SRR4074411, SpB Bra SRR4074412,
SpB_MxAgave YMX005537) con |Qtree. Usando ape 5.0%%, s6lo conservamos como
verdaderas introgresiones aquellos bloques que se agrupaban con S. paradoxus en

la filogenia.

El Gene Ontology Enrichment se realiz6 utilizando la herramienta GO Term Finder
de la base de datos gendmica de Saccharomyces. Se usaron genes introgresados
presentes en al menos 75% de las cepas dentro de cada clado como conjunto de
consultas, sin especificar el conjunto de fondo. Utilizando los parametros
predeterminados, no se encontraron términos enriquecidos o eran demasiado

ambiguos para proporcionar conocimientos bioldgicos relevantes.
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Una vez determinados los bloques introgresados para inferir el origen de las
introgresiones de S. cerevisiae, mapeamos el panel completo de genomas de S.
paradoxus de Lopez-Gallegos et al. (2025)?? al genoma de referencia concatenado
que incluye tanto S. cerevisiae como S. paradoxus. Soélo conservamos el
subgenoma de S. paradoxus. El VCF resultante se filtr6 para retener solo las
regiones previamente identificadas como introgradadas desde S. paradoxus hacia
cepas de S. cerevisiae. Utilizando este VCF, que contiene regiones introgradadas
en S. cerevisiae y las variantes correspondientes de S. paradoxus, se calcularon
valores pareados de identidad por estado (IBS) mediante PLINK v1.9.9%'. Para cada
region introgradada, se asigné su origen probable identificando el clado de S.
paradoxus que contiene la cepa con el valor mas alto de identidad por estado (IBS).
Cuando las regiones introgradadas mostraron una similitud igualmente alta (IBS)
con cepas de multiples linajes de S. paradoxus, no se asignd ningun origen.
Reportamos el origen de las regiones introgradadas segun el clado mas cercano
basado en la similitud de IBS, ya que este enfoque aprovecha el conjunto de datos
mas extenso, que incluye todas las cepas de S. paradoxus de Lopez-Gallegos et al
2025, y proporciona una mayor resolucion para asignar el origen de un mayor
numero de introgresiones. Esta asignacion es concordante con los resultados
obtenidos mediante métricas alternativas, incluida la identificacion de hermanos
filogenéticos y la asignacién al clado de la cepa con la menor distancia filogenética
(Datos  Suplementarios 4, columnas ClosestClade by IBS_Similarity,
Siblings_in_Phylogeny y Strain_with_LowestDistance in_Phylogeny). Todos los

genes dentro de un bloque dado se consideraban del mismo origen.

Generacién de mapas. Los mapas se generaron en R utilizando ggplot2 4.0.08".
Los datos de lineas de costa y limites politicos a nivel mundial se obtuvieron del

conjunto de datos Natural Earth mediante el paquete rnaturalearth 1.1.0 62
DISPONIBILIDAD DE DATOS

Los datos de secuenciaciéon gendmica generados en este estudio se han depositado
en el NCBI SRA bajo el BioProject PRJNA1138754

[https://www.ncbi.nim.nih.gov/bioproject/?term=PRJNA1138754]. Los numeros de
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accesion de cada genoma utilizado en este estudio, incluidos aquellos previamente
secuenciados, se proporcionan en los Datos Suplementarios 1y 2. Esta traduccion
al espanol del articulo, esta incluida en los Datos Suplementarios 5. Los datos fuente

se proporcionan junto con este articulo.
DISPONIBILIDAD DE CODIGO

Scripts personalizados. Los scripts para identificar genes introgresados,
determinar su origen y generar las cifras presentadas en este estudio estan
disponibles en: https://github.com/GELab-LIIGH/ScerYeastGenomesMx2024%3
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Figura 1. Un linaje novedoso divergente agrupa la mayor parte de la diversidad de levaduras
provenientes de fermentaciones espontaneas abiertas de agave. a Andlisis MDS de 1,262
genomas de cepas de todo el mundo (173,331 sitios informativos). Los puntos grandes son cepas
de América tropical coloreadas segun su clado: “Mexican Agave 17 (morado), “Mexican Agave 2”
(azul), “French Guiana” (naranja), “Tequila Distillery” (amarillo), “Wild Brazil 3" (carmesi) y “South
American Mix 2” (SAM2, rosa). Pequefios puntos grises indican aislados de otras partes del mundo,
con las referencias de donde se ubican cepas de los clados Wine, Mixed Origin y North American
Oak (NA Oak). Los contornos sélidos negros sefialan cepas secuenciadas en este estudio (n=216).
Los circulos grises con un contorno solido indican los pocos aislados de fermentacion de agave que
no se agruparon con otras cepas neotropicales. b Arbol filogenético de maxima verosimilitud
construido con 694,264 SNPs en 332 cepas, incluyendo un subconjunto de genomas de referencia
representativos de cepas de todo el mundo y excluyendo cepas mezcladas segun el analisis
ADMIXTURE (Figura 3a, véase Métodos). Para mayor claridad, sélo se etiquetan los clados clave,
aunque todos los linajes relevantes de la especie se incluyeron en la filogenia (véase la Datos
Suplementarios S2). Los nombres de clados son segun Tellini N, et al. (2024)'%; para los nombres
originales de otros clados neotropicales, véanse Barbosa et al. (2016)'®, Barbosa et al. (2018)*'y
Peter et al. (2018)°.
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Figura 2. La divergencia del grupo Neotropical no se debe sélo a introgresiones. Los diagramas
de caja muestran los percentiles 25y 75 y los bigotes que se extienden hasta los valores minimos y
maximos dentro de 1,5 veces el rango intercuartil. Los puntos representan observaciones
individuales de cada clado. Las lineas horizontales rojas indican las medianas de los conteos de
SNV para 487 cepas agrupadas por clado filogenético. Los SNVs se llamaban ya sea desde
alineamientos al genoma de referencia de S. cerevisiae (azul, incluyendo regiones introgresadas) o
al subgenoma de S. cerevisiae a partir del alineamiento a una referencia multiespecie concatenada
(amarillo, excluyendo regiones introgresadas) (véase Métodos). WB3, Wild Brazil 3; SAM2, South
American Mix 2.
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Figura 3. Las levaduras del Neotrépico muestran una estructura poblacional correlacionada
con la geografia. a Estructura poblacional de cepas del Neotrépico y otras regiones del mundo como
referencia en K=24 producida con ADMIXTURE (n=466); K=24 fue el K con el menor error de
validacion cruzada (Figura Suplementaria S5); las cepas estan ordenadas segun los clados
filogenéticos (primera banda desde la izquierda). A la derecha, la ubicacién geografica de cada cepa
aparece en el mapas de México y parte de Sudamérica que abarca Brasil, Ecuador y Guayana
Francesa. Los colores de las lineas que conectan las cepas con la ubicacion geografica son los
mismos que el componente genético mas prevalente de la cepa segun ADMIXTURE (segunda banda
desde la izquierda). MA1, Mexican Agave 1; MA2, Mexican Agave 2; FG, French Guiana; WB3, Wild
Brazil 3. b Diversidad genética, TT (arriba), heterocigosidad (centro) y D de Tajima (abajo) de los
clados que pertenecen al grupo Neotropical. Los diagramas de caja muestran los percentiles 25 y
75, con lineas verticales que indican las medianas de todos los valores. Los bigotes se extienden
hasta los valores minimo y maximo dentro de 1,5 veces el rango intercuartil. Los mas extremos no
se muestran explicitamente. Solo se muestran los clados con mas de 10 secuencias disponibles. El
numero de cepas consideradas para cada clado fue de n = 20 para MA1; n = 178 para MA2; n = 15
para Tequila; y n = 29 para FG; solo se muestran los clados con mas de 10 secuencias disponibles.
Para los analisis de diversidad genética y el estadistico D de Tajima, el nUmero de ventanas de 10
kb utilizadas para los diagramas de caja fue de n = 1,135 para MA1, n = 1,145 para MA2, n = 1,144
para Tequila y n = 1,139 para FG. Los datos fuente se proporcionan como un archivo de Datos
Fuente.
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Figura 4. Diferentes patrones de introgresiones en los clados del Neotropico. a Distribucion del
numero de genes introgresados por cepa en cada grupo. Las cepas de Alpechin se incluyen como
referencia de una poblacion independiente y altamente introgresada. El color de cada punto, tal como
se muestra en la escala de colores, indica la fraccion de genes introgresados que son heterocigotos
en cada cepa, lo que significa que estan presentes tanto los alelos de S. cerevisiae como los de S.
paradoxus. b Agrupamiento de los genes introgresados del grupo Neotropical y el clado de Alpechin
(n = 1,226 en total, 832 en clados neotropicales). Los colores indican la fraccidon de cepas de cada
clado que tenian el gen introgresado, tal y como se representa en la leyenda. MA1, Mexican Agave
1; MA2, Mexican Agave 2; WB3, Wild Brazil 3; SAM2, South American Mix 2; FG, French Guiana.
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Figura 5. Pulsos de introgresion muiltiples de dos linajes de S. paradoxus en el grupo
Neotropical de S. cerevisiae. a Numero de genes introgresados de cada linaje de S. paradoxus en
cada clado neotropical de S. cerevisiae. Cada circulo representa un genoma, la barra muestra la
media y las barras de error son una desviacion estandar. b Esquema del modelo que muestra
multiples pulsos de introgresion (flechas moradas y rojas) como el escenario evolutivo mas plausible
para explicar los patrones observados sobre el nUmero, heterocigosidad, longitud y origen de los
bloques introgresados de S. paradoxus. MA1, Mexican Agave 1; MA2, Mexican Agave 2; TD, Tequila
Distillery; SAM2, South American Mix 2; FG, French Guiana; WB3, Wild Brazil 3.
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Figura Suplementaria S1. Origen de las 216 cepas secuenciadas en el presente estudio, obtenidas
a partir de diferentes esfuerzos de muestreo en el pais entre los afios 1988 y 2021'-°. La forma de
cada simbolo representa la referencia del muestreo, mientras que su color indica el afio en que se

recolectd el aislado.
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Figura Suplementaria S2. EIl cluster neotropical permanece coherente independientemente
de la profundidad de muestreo o de la presencia de introgresiones. a Analisis de Escalamiento
Multidimensional (MDS) de un conjunto de datos submuestreado que incluye hasta cinco cepas por
clado, considerando las introgresiones. El grafico MDS se generé utilizando SNPs llamados a partir
de alineamientos contra la referencia de S. cerevisiae, que retiene SNPs de regiones introgresadas.
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b Grafico MDS generado utilizando SNPs llamados a partir de alineamientos contra una referencia
concatenada que conserva Unicamente los SNPs presentes en el subgenoma nuclear de S.
cerevisiae, excluyendo asi los SNPs provenientes de introgresiones. ¢ Filogenia de maxima
verosimilitud con un conjunto de 486 genomas, incluyendo SNVs dentro de las introgresiones
(1,177,709 SNPs). d Filogenia de maxima verosimilitud con el mismo conjunto de 486 cepas, pero
excluyendo las introgresiones (1,002,285 SNPs). e Filogenia de maxima verosimilitud de 332 cepas,
como se describe en la Figura 1B del texto principal. f, Diferenciacién genética entre los grupos
neotropicales, utilizando Fst ponderado.g—h Filogenias de maxima verosimilitud inferidas a partir de
un conjunto submuestreado de genomas (hasta cinco cepas por clado), incluyendo (g) o excluyendo
(h) las regiones introgresadas. Todas las filogenias se generaron con IQ-TREE utilizando correccion
por sesgo de asercion, con soporte aLRT indicado para nodos clave. Los puntos coloreados en las
puntas de las ramas indican el origen de las cepas de S. cerevisiae del cluster neotropical: Mexican
Agave 1 (morado), Mexican Agave 2 (azul), French Guiana (naranja), Tequila Distillery (amarillo),
Wild Brazil 3 (carmin), South American Mix 2 (rosa); las cepas de Vino, Alpechin, Regién Mosaico y
Taiwan se muestran como referencia.
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Figura Suplementaria S3. Las cepas neotropicales agrupadas en clados muestran un alto nimero
de SNVs en comparacién con la diversidad mundial. a Los diagramas de caja muestran los
percentiles 25 y 75, las lineas horizontales indican las medianas de los conteos de SNVs de las
cepas que representan la diversidad mundial agrupada por clado. Los clados neotropicales estan en
el extremo izquierdo y el resto esta ordenado por la mediana de SNVs mostrada en rojo. Las
variantes de las cepas recién secuenciadas se fusionaron con el VCF de Peter et al., 2018, y el
numero de variantes se calculé usando bcftools 1.9. b Identidad mediana por secuencia entre clados
usando el VCF con los SNVs de los 487 genomas usados para la reconstruccion filogenética
completa.
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Figura Suplementaria S4. Analisis de la estructura poblacional con ADMIXTURE. (A) Analisis de
error de validaciéon cruzada, donde cada punto es una de diez réplicas para diferentes valores de K.
Las lineas cian y magenta son la media y la mediana, respectivamente. (B) Andlisis de la estructura
poblacional de mezcla con los errores de validacion cruzada mas bajos (K=3 a K=26). Los grupos
denominados South American Mix (Tellini et al. 2024)'" estan integrados como sigue: SAM1 esta
formado por cepas del linaje B1 de Barbosa et al. (2016)'? y cepas del clado Ecuadorean de Peter
et al. (2018)'°, SAM2 esta formado por el linaje WB3 de Barbosa et al. (2016)'?y diferentes cepas
no asignadas de las Américas de Peter et al. (2018)'°, y SAM3 incluye el linaje B4 de Barbosa et al.
(2016)'?, cepas de Cachaca de Barbosa et al. (2018)"®y una cepa de destilado de Brasil de Gallone
et al. (2016)'.
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Figura Suplementaria S5. Las regiones bioculturales donde se fermenta agave para la produccion
de destilados muestran un gradiente de diversidad genética. A la izquierda, los diagramas de caja
muestran los percentiles 25 y 75, con lineas verticales que indican las medianas de T calculadas en
ventanas de 10kb. Centro, heterocigosidad a nivel genémico. La linea discontinua muestra el umbral
que determina si las cepas son homocigotas segun Peter et al., (2018)'°. Las regiones corresponden
a lo descrito por Gallegos-Casillas et al., (2024)".
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Figura Suplementaria S6. Parametros de diversidad genética en clados de levaduras del grupo
Neotropical. Los diagramas de caja representan los percentiles 25y 75, con lineas horizontales que
indican las medianas de diversidad genética 11 (a), D de Tajima (b) y heterocigosidad (c). Cada matriz
a la derecha muestra el valor de p de una prueba pareada de U Mann-Whitney tal como se muestra
en la leyenda. Se consideran clados con mas de diez cepas disponibles (n=20 MA1; n=178 MA2;
n=15 Tequila; n=29 FG; n=23 Wine1; Alpechin n=12; Wine2 n=11). Para los calculos de diversidad
genética y D de Tajima, el nimero de ventanas de 10kb usado para los diagramas de caja son MA1
n = 1,135, MA2 n = 1145, Tequila= 1,144, FG n = 1139, Wine1 n=1140, Alpechin n=1134 and Wine2
n=1137.
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Figura Suplementaria S7. Comparacion del método utilizado en este estudio para detectar genes
introgresados con enfoques alternativos. a Diagrama de Venn que muestra el nimero de genes
identificados como introgresados en 46 cepas compartidas utilizando tres métodos diferentes: este
estudio; Tellini et al., 2024; Peter et al, 2018. b, Diagrama de Venn que muestra el nimero de genes
identificados como introgresados en 3 cepas compartidas utilizando tres métodos de identificacion
diferentes: este estudio; Tellini et al., 2024; Barbosa et al, 2016.
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Figura Suplementaria S8. Tamario del bloque de introgresion por clado del grupo Neotropical. Las
cepas con mas genes por bloque tienden a mostrar también un mayor nimero de bloques de
introgresion. WB3, Wild Brazil 3; FG, French Guiana; SAM2, South American Mix 2.
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Figura Suplementaria S9. Cladograma de MA1 junto con la matriz de ausencia/presencia de genes
introgresados por cepa. Las relaciones filogenéticas se extrajeron de la filogenia de la Figura 1B. El
color de cada gen esta determinado por la proporcidon del nimero de lecturas entre el alelo S.
cerevisiae y el alelo de S. paradoxus. Las introgresiones con proporciones entre 0,25 y 4 se marcan

como heterocigotas (rojo), mientras que

las proporciones menores se marcan Ccomo

homocigotas/hemicigotas. Para FG y MA2, se eligieron veinte secuencias aleatorias para ser

representadas como referencia.
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