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RESUMO

O vinho é uma bebida alcodlica produzida a partir da fermentacéo alcodlica da uva.
Muitas espécies de leveduras estdo envolvidas no processo de fermentagao
espontanea da uva, sendo S. cerevisiae a mais relevante para a produgéo do vinho.
Outras espécies, consideradas como leveduras ndo convencionais, tinham um papel
secundario na fabricagdo do vinho. Recentemente, essa visdo tem mudado.
Leveduras ndo convencionais vém sendo estudadas a fim de verificar o seu
potencial para conferir propriedades distintas ao vinho, como aroma e sabor. Dentre
as leveduras mais promissoras, encontra-se Hanseniaspora sp., um género de
leveduras apiculadas abundante na microbiota natural da uva. Esse género, em
particular, apresenta dois grupos distintos em sua arvore evolutiva: um grupo de
lenta evolugéo e baixa diversificagdo, Slow Evolving Lineages (SEL), e um grupo de
rapida evolugado, Fast Evolving Lineages (FEL), caracterizado por extensa perda de
genes ao longo da histdria evolutiva, porém grande diversificagcdo de espécies. A
erosdo gendmica experimentada pelo género Hanseniaspora sp. evidencia uma
tendéncia para especializagdo ao ambiente fermentativo e de microbiota da uva.
Consequentemente, o género Hanseniaspora sp. pode abrigar grande diversidade
de genes com potencial biotecnolégico. A fim de testar essa hipétese, genomas de
Hanseniaspora sp. foram obtidos e anotados usando diferentes ferramentas
computacionais. As sequéncias ortdlogas foram identificadas entre os genomas de
Hanseniaspora sp. e S. cerevisiae. Uma analise filogendmica foi empregada para
classificar os genomas dentro dos grupos FEL e SEL. Os ort6logos foram anotados
funcionalmente, atribuindo-lhes termos de ontologia génica. De forma individual,
para cada grupo, os transcritos de Hanseniaspora sp. sem ortdlogos em S.
cerevisiae foram submetidos a analise de enriquecimento de ontologia identificando
as fungdes bioldgicas mais significativas para cada grupo. Obteve-se como resultado
que ambos os grupos apresentam um perfil de enriquecimento muito semelhante
entre si. Dentre os termos enriquecidos, alguns podem estar relacionados ao
processo fermentativo de Hanseniaspora sp., possuindo potencial para aplicacao
biotecnoldgica.

Palavras-chave: Hanseniaspora; fermentagao; leveduras nao convencionais;

anotacao de genomas; enriquecimento funcional; filogenia; ontologia génica.



ABSTRACT

Wine is an alcoholic beverage produced from the alcoholic fermentation of grapes.
Many yeast species are involved in the spontaneous grape fermentation process,
with S. cerevisiae being the most relevant for wine production. Other species,
considered unconventional yeasts, were considered to have a secondary role in the
manufacture of wine. Recently, this view has changed. Unconventional yeasts have
been studied in order to verify their potential to impart distinct properties to wine,
such as aroma and flavor. Among the most promising yeasts is Hanseniaspora sp., a
genus of apiculate yeasts abundant in the natural microbiota of grapes. This genus,
in particular, presents two distinct groups in its evolutionary tree: a group of slow
evolution and low diversification, Slow Evolving Lineages (SEL), and a group of rapid
evolution, Fast Evolving Lineages (FEL), characterized by extensive loss of genes
throughout evolutionary history, but great diversification of species. The genomic
erosion experienced by the genus Hanseniaspora sp. highlights a tendency towards
specialization to the fermentative and microbiota environment of the grape.
Consequently, the genus Hanseniaspora sp. can harbor a great diversity of genes
with biotechnological potential. In order to test this hypothesis, genomes of
Hanseniaspora sp. were obtained and annotated using different computational tools.
Orthologous sequences were identified among the genomes of Hanseniaspora sp.
and S. cerevisiae. A phylogenomic analysis was employed to classify the genomes
into the FEL and SEL groups. The orthologs were functionally annotated, assigning
them gene ontology terms. Individually, for each group, the Hanseniaspora sp.
without orthologs in S. cerevisiae were subjected to ontology enrichment analysis
identifying the most significant biological functions for each group. The result was
that both groups present a very similar enrichment profile to each other. Among the
enriched terms, some may be related to the fermentative process of Hanseniaspora
sp., having potential for biotechnological application.

Keywords: Hanseniaspora; fermentation; unconventional yeasts; genome

annotation; functional enrichment; phylogeny; gene ontology.
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1. INTRODUGAO

1.1 Leveduras

As leveduras s&o organismos unicelulares pertencentes ao reino Fungi, com
alguns membros classificados dentro do filo Ascomycota e outros pertencendo a
Basidiomycota. Suas células variam entre formatos ovais e alongados, capazes de
reproduzir-se assexuadamente através de brotamento ou fissdo, porém muitas
espécies realizam reprodugao sexual (BOEKHOUT, 2022; KNOP, 2011). De acordo
com “The Yeasts: a Taxonomic Study” (KURTZMAN, 2011), em sua edigdo mais
recente, havia cerca de 1301 espécies conhecidas, distribuidas entre 186 géneros.

A maioria das leveduras & anaerdbia facultativa, utilizando varias rotas
metabdlicas para obtencdo de energia na auséncia de oxigénio. O processo mais
comum € a fermentacao alcodlica que converte carboidratos em etanol e diéxido de
carbono. Esses organismos possuem distribuicdo ubiqua, sendo elementos
importantes no processo de decomposicao da matéria organica. Em seus nichos
ecologicos podem sobreviver utilizando a fermentagdo, enquanto houver
disponibilidade suficiente de nutrientes em seu substrato (MAICAS, 2020;
SPENCER, 1997).

O uso de leveduras para alimentacdo e produgdo de bebidas alcodlicas
desempenhou um papel fundamental na histéria da humanidade. A evidéncia
arqueoldgica indica que a cerca de 4.000 a.C, os egipcios ja dominavam o uso do
fermento para a produgdo de vinhos e paes (ROSS, 2002). O constituinte do
fermento sao leveduras, especialmente Saccharomyces cerevisiae, que € a levedura
modelo mais estudada pela ciéncia e amplamente usada na industria de panificagao
e produgdo de bebidas alcodlicas (PARAPOULI, 2020). As leveduras possuem
inumeras outras aplicagdes biotecnolégicas que vao além da alimentagdo humana,
tais como a producgao de biocombustiveis e outros compostos quimicos, a expressao
de proteinas recombinantes, biologia sintética, etc. (NANDY, 2018; TULLIO, 2022).

Um resumo dessas aplicagdes pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1: Aplicagbes biotecnolégicas que fazem uso de leveduras (Modificado de
KURTZMAN, 2011).

1.2 Vinicultura

A vinicultura é o processo de producéo do vinho. O vinho € uma das bebidas
alcodlicas mais antigas do mundo. As evidéncias arqueoldgicas apontam para o
surgimento do vinho em aproximadamente 6.000 a.C., periodo neolitico, na regiao
do Oriente Médio. Ha cerca de 4.000 a.C , o cultivo da uva por sumérios, egipcios e
babildénios para produgao de vinho ou consumo in natura era generalizado. O vinho
foi incorporado a diversos aspectos da cultura, mitologia e religiosidade desses
povos, sendo consumido durante celebragbes, cerimbnias religiosas e explorado
para fins medicinais (MCGOVERN, 2003).

Os gregos desenvolveram uma profunda compreensao sobre o cultivo da uva
e da vinicultura, a partir das técnicas que foram aprendidas dos egipcios que
mantinham extensa cultura de videiras ao longo do Delta do Rio Nilo. Os romanos
herdaram esse conhecimento dos gregos e, durante a expansao do Império

Romano, introduziram o cultivo da uva em todo o continente Europeu (LI, 2018).
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Apesar de ser quase tdo antigo quanto a prépria histéria da humanidade, sé
desenvolvemos uma verdadeira compreensao sobre o processo que da origem ao
vinho no século XIX gragas aos trabalhos do quimico e microbiologista francés Louis
Pasteur e alguns de seus contemporaneos, que identificaram as leveduras,
especialmente Saccharomyces cerevisiae e outras espécies aparentadas a esta,
como os agentes responsaveis pela fermentacdo do vinho, do pao e de outras
bebidas alcodlicas (BARNETT, 2000). Pasteur foi um dos primeiros a caracterizar o
processo de fermentagdo por microrganismos, o primeiro a isolar e estabelecer
monoculturas de microrganismos para inoculagdo de diferentes produtos
fermentados e o criador da pasteurizacdo (MORTIMER, 2000; EL-MANSI, 2019).

Os primeiros trabalhos no estudo da microbiologia foram essenciais para o
desenvolvimento da industria das bebidas alcodlicas, como vinho e cerveja. Até
entdo, o processo de produgdo do vinho era muito artesanal e dependente da
fermentagcdo espontadnea, que devido a presenca de culturas heterogéneas e
condigbes muito variaveis, é muito propenso a contaminagdo por outros
microrganismos indesejados e pouco escalavel, limitando sua aplicagdo industrial.
Ao final do século XIX, entretanto, varias inovagdes foram desenvolvidas que
permitiram o progresso industrial, tais como o estabelecimento de monoculturas
puras de leveduras, o surgimentos dos primeiros biorreatores e meétodos de
esterilizagdo, como a pasteurizagdo, que permitem um rigoroso controle de
qualidade da produgdo (BERGER, 1972; MORTIMER, 2000; BUCHHOLZ, 2013;
MAICAS, 2023).

Atualmente, o mercado do vinho € global, sendo os Estados Unidos e paises
europeus, especialmente a Franca, Itdlia e Espanha, os maiores produtores e
consumidores (OHANA-LEVI, 2023). O vinho destaca-se de outras bebidas
alcoodlicas devido ao apelo de suas caracteristicas sensoriais. Acredita-se que
variagdes no clima, terra e estresse experimentadas pelas videiras possam alterar as
propriedades sensoriais do vinho, um conceito que os franceses denominam de
“terroir”. Assim, ao contrario de outras commodities, 0 mercado do vinho possui um
componente que apela para sua regidao de origem, movimentando o turismo e
investimentos econdmicos em algumas regides (BISSON, 2002).

Nesse contexto, origina-se a enologia, o estudo dos vinhos e de cada etapa
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da sua producdo. A fim de inovar neste campo de pesquisa, e aprimorar as
caracteristicas sensoriais do vinho, atencdo tem sido dada a outros elementos no
processo de fermentacdo que foram desprezados previamente (CAPOZZI, 2015).
Em particular, o efeito que leveduras n&o-convencionais apresentam sobre as
propriedades organolépticas (aroma, coloragdo, sabor, etc.) do vinho tem despertado
particular interesse cientifico (GAMERO, 2020).

Naturalmente, os frutos frescos de uva contém uma microbiota muito diversa,
0 que inclui diversos géneros distintos de leveduras tais como Brettanomyces,
Candida, Hanseniaspora, Pichia, entre muitos outros (RASPOR, 2006). A
fermentagao alcodlica do vinho € realizada principalmente por leveduras do género
Saccharomyces, pois esse grupo apresenta alta taxa de fermentagao e tolerancia a
concentragbes elevadas de etanol. Entretanto, leveduras Saccharomyces néao sao
naturalmente encontradas na microbiota da uva, pois estas sao incapazes de
degradar a parede celular dos frutos frescos, dependendo de outros microrganismos
para isso, surgindo apenas tardiamente no mosto durante o processo de
fermentacéo espontanea do vinho (VADKERTIOVA, 2012; WATANABE, 2023).

Outras leveduras presentes no mosto do vinho, porém menos relacionadas
com o género Saccharomyces, foram denominadas pelo termo n&o-Saccharomyces
(em inglés, “non-Saccharomyces yeasts”) e apresentavam um papel secundario na
fermentagcdo da uva, recebendo pouco interesse cientifico. Algumas dessas
leveduras nao-Saccharomyces compdem grande parte da microbiota natural da uva
(BINATI, 2020). Recentemente, essa visdo mudou na comunidade cientifica. Alguns
trabalhos tém observados efeitos positivos no uso de leveduras nao-Saccharomyces
para alteracdo da composi¢ao quimica, melhoria do conteudo nutricional, controle de
acidez e na introducdo de variagbes no aroma, coloragdo e gosto do vinho
(MORATA, 2021; WINDHOLTZ, 2021; AKAN, 2023).

1.3 O género Hanseniaspora
Hanseniaspora € o género de leveduras com células apiculadas mais comum,
sendo naturalmente encontradas em alguns frutos, especialmente uvas onde

algumas espécies compdem a maior parte da microbiota do fruto. Hanseniaspora é

um dos géneros n&o-Saccharomyces mais importantes na fermentacdo do vinho e
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algumas outras bebidas alcoolicas (ROMANO, 1992; CARRAU, 2015; STERNES,
2016; VARELA, 2017). Esse género de leveduras ocupa um nicho ecolégico muito
especifico e estreito, conhecido pela capacidade de metabolizar poucas fontes de
carbono, principalmente agucares simples, além de possuirem alta demanda de
nutrientes mais complexos como vitaminas, o que sugere que estdo sempre
associados as plantas onde sao usualmente encontradas (KURTZMAN, 2011). O
género é muito diverso, mas facilmente confundido com outros grupos de leveduras
relacionados ou morfologicamente semelhantes, como Kloeckera, que também sao
naturalmente encontrados na microbiota dos frutos fermentaveis (CADEZ, 2002). Na
Figura 2, é exibida a morfologia celular de duas espécies pertencentes ao género

Hanseniaspora.

.
CET

| é 3

L 20 O @

Figura 2: Morfologia de leveduras apiculadas do género Hanseniaspora. A

’

esquerda, uma microscopia eletrénica de H. uvarum, a direita, células da espécie H.

vineae coloridas com corante azul de metileno (Modificado de MARTIN, 2018).

Inicialmente, o género foi pouco estudado, com alguns estudos focados na
identificacdo molecular de espécies de Hanseniaspora (ESTEVE-ZARZOSO, 2001;
CADEZ, 2002). Recentemente, gracas a tecnologia de sequenciamento e analise
genbmica, um trabalho muito significativo para a elucidagdo da histéria evolutiva
desse género foi conduzido por STEENWYK et al. (2019), que sequenciaram e
compararam varios genomas de diferentes espécies de Hanseniaspora, descobrindo
dentro desse género alguns dos menores genomas entre leveduras estudadas, o

que evidencia uma evolugdo marcada por extensiva perda de genes. Notadamente,
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muitos genes responsaveis pela regulagcdo do ciclo celular e mecanismos de
reparacdo do genoma estdo ausentes em todos os genomas estudados, o que
sugere que a diversificagdo do género Hanseniaspora se deu a partir de uma
linhagem ancestral possuindo fendtipo de hipermutagcdo. Além disso, o autor
identificou dois grupos claramente distintos dentro do género: um grupo de lenta
evolugdo e menor diversificagdo, nomeado “Slow Evolving Lineages” (SEL), € um
grupo de rapida evolugdo e alta diversificacdo, cujos genomas sao
excepcionalmente erodidos, nomeado “Fast Evolving Lineages” (FEL) (STEENWYK,
2019).

Leveduras do género Hanseniaspora sao frequentemente encontradas
durante o processo de fermentagao natural do vinho, aparecendo nos primeiros
estagios da fermentacao e sendo, posteriormente, substituidas por Saccharomyces
cerevisiae (SPENCER, 1997). Em particular, Hanseniaspora uvarum parece ser uma
das espécies mais abundantes em frutos maduros de uva e no mosto nos primeiros
estagios da fermentagao, e por isso uma das leveduras mais bem estudadas desse
género e com mais cepas conhecidas (ALBERTIN, 2016). Ultimamente, o interesse
na fermentacdo por leveduras nao-Saccharomyces tem aumentado devido ao
potencial destas para conferir caracteristicas unicas de aroma e sabor aos vinhos e
outras bebidas alcdolicas, bem como a possibilidade co-fermentagcédo utilizando
multiplas leveduras, com algumas espécies pertencentes a Hanseniaspora sendo
muito estudadas para esse fim (GRANCHI, 2002; PIETRAFESA, 2020; VALERA,
2021).

1.4 Pangenomas e prospecc¢ao de genes

A Genbmica é o campo da genética que se concentra no estudo e analise de
genomas completos, a fim de compreender as informag¢des hereditarias, as fungoes
de suas partes, o desenvolvimento de um organismo e sua evolugao
(THANGADURAI, 2015). Inicialmente a gendmica foi limitada devido a dificuldade
técnica de se sequenciar genomas inteiros, porém o surgimento das técnicas de
“Next Generation Sequencing” (NGS) revolucionou o estudo da gendémica, tornando
possivel o sequenciamento de genomas inteiros de maneira rapida e a um custo

cada vez mais acessivel (PERVEZ, 2022). Atualmente, o principal desafio da
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gendmica consiste no desenvolvimento de melhores ferramentas de bioinformatica
para estudar a enorme quantidade de dados de sequenciamento disponiveis
(GOLDMAN, 2016; BIANCONI, 2023).

Uma vez que mais espécies tém seu genoma sequenciado, o paradigma da
analise genémica tem mudado do estudo da genética do individuo para a genética
de populagbes. Nesse contexto, um conceito emergente € o0 pangenoma,
caracterizado como o conjunto completo de genes e variagbes na sequéncia
genética, incluindo eventos estruturais, dentro de todas as espécies ou cepas
pertencentes a um clado (BROCKHURST, 2019). Pangenoma é portanto a
representacdo de toda a diversidade genética presente em um clado (HICKEY,
2023). Essa abordagem é Uutil, entre outras coisas, para estudar a historia e as
tendéncias evolutivas, a plasticidade gendmica e adaptabilidade das espécies ou
cepas pertencentes ao clado representado como um todo (BARH, 2020).

Identificar novas sequéncias genéticas é uma etapa fundamental no processo
de prospecgao de genes, ou compostos produzidos por eles, com potencial para
exploragcéo biotecnologica em diversos setores, como a agricultura, alimentagéo,
farmacéutica, industria, etc. (SCHLOSS, 2003; ALBARANO, 2020). Atualmente,
somos capazes de explorar a diversidade biologica através de ferramentas de
bioinformatica usando unicamente informagdes de sequéncia. Essa abordagem tem
sido util para prospeccao de genes a partir de genomas individuais e mesmo de
metagenomas, isto é, genomas de comunidades microbianas heterogéneas
(ZERIKLY, 2009; ROUMPEKA, 2017). A mesma estratégia também se aplica a
outras comunidades de organismos. Nesse sentido, a construgao de pangenomas
também é util para prospecc¢ao de genes com potencial biotecnolégico a partir de um

grupo de organismos de interesse (GONG, 2023).

17



2. JUSTIFICATIVA

O género Hanseniaspora ocupa um papel fundamental na vinicultura, pois
através da fermentacao, essas leveduras contribuem para a formagao de compostos
aromaticos e metabdlitos que conferem aroma, sabor e complexidade ao vinho, o
que as tornam um interessante alvo de varios estudos. Dada a sua histéria evolutiva
unica, recentemente descoberta, e a grande diversidade de espécies, o género
Hanseniaspora apresenta potencial para prospeccao de genes. A compreensao
mais profunda da diversidade genética exclusiva desse grupo, pode revelar novos
genes com possiveis aplicagdes biotecnoldgicas em processos industriais diversos,

especialmente na producao de vinhos.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar a diversidade de ortélogos presentes no género Hanseniaspora,
identificar tendéncias evolutivas dentro do género e conjecturar sobre a possivel

influéncia destas no processo fermentativo conduzido por essas leveduras.

3.2  Objetivos Especificos

e Selecionar genomas em fase de scaffold representativos do género
Hanseniaspora e conduzir a anotagéo génica de cada um deles.

e Identificar ortdlogos comuns entre Saccharomyces cerevisiae e
Hanseniaspora e proteinas presentes unicamente em Hanseniaspora.

e Realizar a anotagdo funcional dos ortélogos exclusivos de Hanseniaspora e
identificar fungdes bioldgicas enriquecidas no género.

e Obter insights sobre a diversidade genética exclusiva de Hanseniaspora e o
possivel efeito destes no processo fermentativo realizado por essas

leveduras.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Selegado de genomas

Um total de 60 genomas de Hanseniaspora foram selecionados a partir do
banco de dados GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/, acesso a
21/08/2023) utilizando o termo de busca "Hanseniaspora[Organism]", representando
o total de genomas associados ao género presentes no banco de dados. Os
genomas obtidos e seus dados estédo representados na Tabela S1. Estatisticas de
qualidade foram geradas, para cada montagem, usando o software QUAST
(GUREVICH, 2013). O software BUSCO (SIMAO, 2015) foi usado para acessar 0s
valores de completude (uma estatistica que corresponde a porcentagem de
ortdlogos identificados entre a montagem e um genoma de referéncia, sendo util
para avaliar a qualidade de uma montagem) em modo de sequéncia genémica em

relacdo ao conjunto de dados saccharomycetes_odb10 de S. cerevisiae.

4.2 Anotacgdo dos genomas

Os softwares de predicdo génicas Augustus (STANKE, 2004), Genemark-ES
(BORODOVSKY, 2011) e Geneid (PARRA, 2000) foram utilizados para anotagao dos
genomas de Hanseniaspora. Dado que modelos de espécie sdo necessarios para o
uso das ferramentas Augustus e Geneid, foram utilizados os modelos de leveduras
“saccharomyces” e “sjaponicus.param_Oct 12 2006”, para Augustus e Geneid,
respectivamente. A Tabela S2 possui os parametros utilizados para cada anotador.
Os arquivos em formato .gff3 contendo as anotagdes geradas pelas ferramentas
para cada um dos genomas foram concatenados e genes redundantes foram
removidos usando o software gffcompare (PERTEA, 2020). Peptideos com extensao
superior a 100 aminoacidos foram foram identificados através do utilitario
TransDecoder.LongOrfs (https://github.com/TransDecoder/TransDecoder, acesso em
30/09/2023). Para cada espécie, os proteomas resultantes contendo as sequéncias

de aminoacidos para todas as proteinas preditas foram salvos em formato FASTA.

4.3 Identificagdo de ortdlogos
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O software OrthoFinder (EMMS, 2019) foi utilizado para identificar familias de
ortdlogos entre Hanseniaspora e Saccharomyces cerevisiae e familias de
nao-ortdlogos exclusivas para o género Hanseniaspora. Para a execugdo da
ferramenta, o proteoma completo de Saccharomyces cerevisiae foi obtido a partir da
plataforma Ensembl (https://ftp.ensembl.org/pub/release-110/fasta/saccharomyces_
cerevisiae/pep/Saccharomyces_cerevisiae.R64-1-1.pep.all.fa.gz, acesso em
01/10/2023) e usado como referéncia na identificagdo de ortélogos e nao-ortélogos
com os proteomas anotados de Hanseniaspora. Utilizando um script em linguagem
Python simples, os ortogrupos (a denominagdo dada pela ferramenta aos
agrupamentos de genes relacionados) identificados por OrthoFinder foram divididos
em trés categorias: ortdlogos compartiihados com Saccharomyces, ortélogos
exclusivos do género Hanseniaspora e genes que nédo puderam ser associados a

nenhum ortogrupo pela ferramenta.

4.4  Filogendbmica do grupo Hanseniaspora

A fim de construir a relagdo filogenética entre os genomas estudados e
classifica-los dentros dos grupos FEL e SEL identificados por por STEENWYK et al.
(2019), isolou-se um grupo de 23 ortogrupos de gene unico compartilhados entre S.
cerevisiae e todos os genomas analisados. Utilizando o método de concatenagao
(LUO, 2021), as sequéncias polipeptidicas desses ortélogos foram reunidas e
concatenadas em um arquivo multi-fasta e submetidas ao alinhamento multiplo de
sequéncias usando o software MUSCLE (EDGAR, 2004) v.1.3.8 usando parametros
default. O alinhamento em formato Phylip resultante foi utilizado para performar a
inferéncia filogenética usando o método de maxima verossimilhangca (GUINDON,
2010) através da interface Web de PhyML 3.0 (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/,
acesso a 03/12/2023) utilizando selecdo automatica de modelo e suporte estatistico
dos ramos por aLRT SH-Like (ANISIMOVA, 2011). A arvore resultante foi visualizada
usando a ferramenta FigTree (https://github.com/rambaut/figtree/, acesso em
07/12/2023), destacando-se os genomas pertencentes aos grupos FEL e SEL. Um
script em linguagem R foi usado para plotar as médias dos numeros totais de

transcritos preditos, ortdlogos compartilhados e nao-compartilhados com S.
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cerevisiae (Figura 5).

4.5 Anotacao funcional de sequéncias ortélogas

Os ortdlogos pertencentes a ortogrupos comuns entre S. cerevisiae e
Hanseniaspora tiveram sua anotag¢ao funcional atribuida por meio da associacao
com os termos GO (Gene Ontology) com os genes de S. cerevisiae através de um
script Python usando como referéncia as anotagdes de termos GO para todos os
genes de S. cerevisiae, obtidas através da interface Web BioMart dentro da
plataforma Ensembl (https://www.ensembl.org/biomart/martview, acesso em
24/11/2023). Para os ortogrupos exclusivos de Hanseniaspora € 0s genes nao
atribuidos por OrthoFinder, a anotacao funcional foi executada através da ferramenta
InterProScan5 (JONES, 2014), com arquivo de saida em formato *.TSV com
identificacdo dos termos GO. Dominios PFAM de genes mapeados por
InterProScan5, que nao puderam ter termos de ontologia anotados pela ferramenta,
foram resgatados e os termos de ontologia associados foram atribuidos aos
transcritos de forma manual usando um script python, usando como referéncia um
arquivo de associagao entre dominios PFAM e seus termos GO proveniente de
GODomainMiner (https://godm.loria.fr/download/, acesso a 29/12/2023).

4.6 Analise de enriquecimento de ontologia

Para cada genoma de Hanseniaspora, os termos GO associados a cada um
dos transcritos preditos foram listados em um arquivo de formato TSV, utilizando um
script python. A fim de produzir perfis de enriquecimento para os grupos FEL e SEL,
termos de ontologia e suas associagdes foram obtidos a partir da biblioteca GO.db
(https://bioconductor.org/packages/release/data/annotation/html/GO.db.html, acesso
em 29/12/2023) para a linguagem R. Preliminarmente, os ortélogos compartilhados
com S. cerevisiae foram removidos do conjunto de genes analisados, a fim de
identificar termos enriquecidos apenas no conjunto de ortélogos exclusivos de
Hanseniaspora. Anotagdes para transcritos identificadas por InterProScan5 ou
mapeados a partir de dominios PFAM contendo termos GO obsoletos também foram

removidos do conjunto de transcritos analisados.
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A analise de enriquecimento para os genomas pertencentes aos grupos FEL
e SEL foi realizada utilizando a biblioteca clusterProfiler (WU, 2021) para a
linguagem R, utilizando o método Benjamini-Hochberg Procedure (BH) para ajuste
de valores p (HAYNES, 2013). Termos de ontologia com p ajustado < 0.01 foram
considerados enriquecidos dentro dos conjuntos de dados analisados. A biblioteca
enrichplot (https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/enrichplot.html,
acesso em 29/12/2023) foi utilizada para produzir as Figuras 7 e Figura 8 do
enriquecimento funcional para os grupos FEL e SEL, e a biblioteca rrvgo
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/rrvgo.html, acesso em
29/12/2023) foi utilizada para compor a Figura 9, que exibe os principais processos
associados aos ortdlogos exclusivos dentro do género Hanseniaspora como um
todo, através da reducao semantica dos GO Terms enriquecidos em ambos os
grupos FEL e SEL.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Classificagdo dos genomas nos grupos FEL e SEL

No estudo conduzido por STEENWYK et al. (2019), o género Hanseniaspora
revelou possuir alguns dos menores genomas de leveduras conhecidos, indicando
grande reducao gendmica ao longo da histéria evolutiva do género. Durante a
construcdo da filogenia de Hanseniaspora foi revelada a clara distincdo de dois
grupos distintos dentro do género, um grupo de lenta evolugdo e menos
diversificado, SEL, e um grupo de rapida evolugdo, genomas muito erodidos, porém
com grande diversificacdo de espécies, FEL. No estudo em questdo, entretanto,
apenas 25 genomas pertencentes ao género foram analisados.

A fim de classificar os 60 genomas obtidos para esse trabalho dentro dos
grupos de rapida e lenta evolugédo, adotaram-se os procedimentos Selegdo de
genomas-Filogenémica do grupo Hanseniaspora narrados na seg¢ao de métodos. A
arvore filogenética gerada pode ser visualizada na Figura 3. Nela, os grupos FEL e
SEL podem ser facilmente distinguidos, a posi¢do de cada genoma dentro da arvore
filogenética foi usada para agrupa-los dentro dos grupos FEL e SEL.

A Figura 4 exibe um grafico do log(N50) pela completude de cada genoma,
com cada ponto colorido de acordo com o grupo ao qual pertence. Como a
estatistica de completude de BUSCO é baseada na identificacdo de ortélogos com
uma espécie aparentada, valores baixos dessa estatistica podem indicar perda de
genes no genoma ou uma baixa qualidade da montagem. A sobreposicdo dessa
estatistica com o log(N50) permite diferenciar os genomas de boa qualidade, porém
baixos valores de completude. E notavel a divisdo clara entre os grupos, mesmo
genomas do grupo SEL com menor qualidade sao significativamente mais completos
que genomas do grupo FEL devido a maior perda de genes dentro de FEL.

A Figura 5 exibe as diferengas nas médias do numero de genes anotados,
ortélogos compartilhados com S. cerevisiae e ortdlogos exclusivos de
Hanseniaspora entre os grupos FEL e SEL. Em todas as métricas, as médias do
grupo SEL sao significativamente maiores que as do grupo FEL. Levando em
consideragao ambas as figuras em conjunto, em concordancia com STEENWYK et

al. (2019), esses dados reafirmam a maior redugcdo genémica experimentada pelas

23



espécies pertencentes ao grupo FEL.
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Figura 3: Arvore filogenética do género Hanseniaspora. A raiz da arvore é S.
cerevisiae. Dois grupos claramente distintos irradiam durante a historia evolutiva do
género, FEL e SEL. Em laranja, temos o grupo de lenta evolugdo SEL e, em azul, o

grupo de rapida evolugao FEL.
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Figura 4: Grafico log(N50) x Completude. Os genomas estdo coloridos de acordo com o grupo ao qual pertencem. Pontos em

vermelho representam genomas pertencentes ao grupo SEL e pontos em azul representam genomas pertencentes ao grupo FEL.

As linhas pontilhadas vermelha e verde, representam as médias das métricas log(N50) e Completude, respectivamente.
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Figura 5: Distribuicdo dos ortélogos identificados dentro dos grupos FEL e SEL de
Hanseniaspora. De cima para baixo, os graficos boxplot representam a média em:
numero de genes anotados, numero ortélogos compartilhados com S. cerevisiae e

numero de ortélogos exclusivos para cada um dos genomas analisados.
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5.2 Anotacgéao funcional dos ortélogos

Apos a identificagcdo dos ortogrupos compartilhados com S. cerevisiae, 0s
transcritos exclusivos de Hanseniaspora foram anotados por InterProScan5. A
ferramenta conseguiu atribuir caracterizagado funcional apenas para uma pequena
porcentagem dos transcritos de Hanseniaspora, como pode ser observado na
Figura 6. Essa identificagdo irregular de anotag¢des funcionais por InterProScan5
pode ser explicada, em parte, por uma limitagdo da propria ferramenta, que € sujeita
a varias cenarios, onde mudancas em seus bancos de dados podem impactar
significativamente na atribuicdo de termos de ontologia, como foi explorado por
SANGRADOR-VEGAS et al. (2016).

Para fins de comparagcdo, em CADEZ et al. (2019), onde o genoma da
espécie Hanseniaspora gamundiae, o qual também ¢é representado aqui, foi
caracterizado, o numero de genes preditos foi de 4.624, um numero bem préximo de
outras espécies de Hanseniaspora analisadas no trabalho em questdo, em
comparagdo com os 11.016 transcritos preditos para Hanseniaspora gamundiae,
neste trabalho (Tabela S1). Pode-se supor que isso é principalmente devido a
metodologia mais flexivel adotada aqui, pois com o objetivo de identificar o maior
numero possivel de transcritos para cada genoma, optou-se por realizar multiplas
anotagcbes com 3 ferramentas distintas: Augustus, Genemark-ES e Geneid (ver
Tabela S2) e reunir transcritos ndo redundantes, enquanto CADEZ, et al. (2019)
optou por realizar a anotacdo de seus genomas usando apenas a ferramenta
Genemark-ES com parametros mais exigentes. Como resultado, dos 4.624 genes
preditos, 4.128 (89.3%) foram anotados com sucesso através da ferramenta
Blast2GO (CONESA, 2005) utilizada no estudo citado.
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Género Hanseniaspora Grupo FEL Grupo SEL

Legenda
B Ortologos compartilhados com S.cerevisiae P Ortologos exclusivos com anotacao funcional B Ortologos exclusivos com funcao desconhecida

Figura 6: Porcentagem médias de ortdlogos compartilhados com S. cerevisiae e ortdlogos exclusivos de Hanseniaspora com e
sem fungao biologica predita. Para ambos os grupos FEL e SEL, apenas uma pequena parte dos transcritos péde ser anotada, a

maior parte dos transcritos ainda possui fungao desconhecida.
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5.3 Enriquecimento de ontologia em Hanseniaspora

Com o objetivo de identificar o enriquecimento funcional no contexto dos grupos
FEL e SEL operou-se uma analise de enriquecimento sobre os termos de ontologia
presentes nos grupos seguindo os procedimentos da secdo “Analise de
enriquecimento de ontologia”. Os termos associados com p ajustado < 0.01 foram
considerados como sendo significativamente enriquecidos dentro dos grupos. A
analise retornou um conjunto de 1.233 e 1.053 termos de ontologia
significativamente enriquecidos nos grupos FEL e SEL, respectivamente. Os 20
termos associados a fungdes bioldgicas mais significativos nos grupos FEL e SEL
sao apresentados em Figura 7 e Figura 8, respectivamente.

As assinaturas nos dois grupos, em nivel global, sdo muito semelhantes entre
si. Em ambos, o termo mais enriquecido € floculagcido, um processo observado em
algumas leveduras que, como explicado por GUARAGNELLA et al. (2020), consiste
na agregacao das células formando aglomerados denominados flocos. Esse
processo é de grande interesse para a industria vinicola, pois aumenta a resisténcia
as condigdes de estresse do meio de fermentacéo e facilita a filtragem e remocgéao
das células do vinho produzido (VARELA, 2020). No estudo citado, varias cepas de
H. uvarum isoladas de fermentagcbes esponténeas de uvas, tiveram seus genomas
sequenciados e anotados, e analises de enriquecimento de dominios mostraram que
muitas proteinas preditas paras as linhagens apresentaram assinaturas relacionadas
ao processo de floculagdo, embora apenas duas das linhagens estudadas exibisse a
formacgdo de flocos em testes experimentais (GUARAGNELLA, 2020). Proteinas
com funcdo associadas ao processo de floculagdo, devem ser portanto
caracteristicas do género Hanseniaspora, ainda que nem todos os seus membros

sejam capazes de realizar esse processo.
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Figura 7: Barplot de enriquecimento do grupo FEL. As fungdes bioldgicas

associadas aos 20 termos de ontologia mais representados dentro do grupo FEL.

Todos os 20 primeiros termos associados ao grupo FEL possuiam p ajustado <

0.0001.
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Outros processos enriquecidos em Hanseniaspora estdo associados a
regulacédo e biossintese de componentes da membrana e parede celular, em
especial, fosfatidilinositol e manoproteinas. Como evidenciado nos trabalhos de
HENDERSON et al. (2013) e LOPEZ-MALO et al. (2015), ha crescente evidéncia de
que a composic¢ao lipidica da membrana se altera durante o prosseguimento da
fermentagao e que o conteudo de manoproteinas na parede celular desempenha um
papel importante na tolerancia a fermentacdo em baixas temperaturas, que é
tipicamente empregada para manter os componentes volateis que conferem o perfil
aromatico de alguns vinhos. Entretanto, muitas linhagens de leveduras atualmente
sdo pouco adaptadas para proceder a fermentacdo de forma satisfatéria em
condicbes de baixa temperatura, o que pode levar a problemas como lento
crescimento da levedura e fermentacdo reduzida (MASSERA, 2021). De fato, H.
vineae e outras leveduras ndo-Saccharomyces se mostraram promissoras em operar
a fermentagao a temperaturas mais baixas durante as fases iniciais de co-cultura
com S. cerevisiae (MATURANO, 2015; ZHANG, 2018).

Na revisdo de RIBEIRO et al. (2022) é apontado o papel que a parede celular
fungica exerce na resposta e tolerancia a multiplos tipos de agentes estressores,
portanto podemos conjecturar que o enriquecimento de termos relacionados a
organizacdo da parede celular pode indicar possiveis genes de Hanseniaspora
relacionados com a resposta ao estresse. Outros termos enriquecidos em ambos o0s
grupos estdo principalmente relacionados com fung¢des regulatorias, controle da
expressao génica, transporte de ions e substancias, metabolismo de agucares e
aminoacidos, replicagdo, reparo por recombinacdo homologa, processos de
biossintese, resposta a nutrientes, tolerancia a estresses, etc. Esses termos s&o
especialmente relevantes porque podem estar associados ao ciclo de vida e ao
processo de fermentagdo em leveduras do género Hanseniaspora.

A colonizacdo de Hanseniaspora, bem como outras espécies de
microrganismos que compdem a microflora da uva, ocorre inicialmente na casca do
fruto, trazidos muito provavelmente por insetos atraidos pelos compostos volateis
produzidos por essas leveduras ou particulas do solo, permitindo a propagacgao das
leveduras para novos hospedeiros (SIPICZKI, 2016). Frutos como a uva, possuem

uma espessa casca composta principalmente por componentes da parede celular
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vegetal como celulose, lignina, hemicelulose, pectina, etc., que age como uma
barreira de protegao contra a dessecagao, dano fisico e invasdo de microrganismos.
Algumas espécies de fungos e bactérias conseguem se manter de maneira estavel
nesse ambiente, devido a capacidade de obter nutricdo a partir da casca por meio
da secrecdo de enzimas, como celulases, pectinases e cutinases. A degradagéo da
casca expde a polpa do fruto, permitindo que leveduras como S. cerevisiae, que nao
sobrevivem na casca do fruto, tenham acesso a essa reserva nutricional, dando
inicio a fermentagcdo. O mosto do vinho é composto principalmente pelo conteudo da
polpa da uva, que ao contrario da casca, € mais adequada para a reprodugao das
leveduras por ser rica em agucares e outros nutrientes importantes (WATANABE,
2023).

A secrecao de enzimas importantes como beta-glucosidase, glucanases,
pectinase e proteases ja havia sido identificada em algumas espécies pertencentes
ao género Hanseniaspora, o que estd de acordo com a capacidade dessas
leveduras de subsistir na superficie das uvas (MANE, 2017). No entanto, varias
evidéncias sugerem uma tendéncia a adaptagdo de Hanseniaspora as condigdes de
estresse do ambiente fermentativo de forma analoga a algumas adaptacdes vistas
em S. cerevisiae, como resposta a privagao de nitrogénio, produgdo de compostos
inibitérios contra outros organismos e duplicagcéo de genes relacionados ao processo
fermentativo (LLEIXA, 2019; CARRAU, 2023; VAN WYK, 2024). De fato, a maioria
das leveduras do género Hanseniaspora, com a notavel excegao de Hanseniaspora
smithiae sp. nov., uma espécie que perdeu varias rotas metabdlicas relacionadas a
fermentagdo e ndo se encontra tipicamente associada com plantas, parece ter se
especializado como fermentadores naturais em diversas variedades de frutos,
conservando muitos dos genes envolvidos nesse processo (CADEZ, 2021;
CARRAU, 2023).

Também foi sugerido que a perda de genes dentro de Hanseniaspora
associados ao controle do ciclo celular pode estar associada a uma estratégia
competitiva de crescimento acelerado (STEENWYK, 2019). Além disso, como
abordado por TONDINI et al. (2020), a variabilidade das condi¢ées ao longo do
processo de fermentagdo do mosto demanda respostas rapidas da levedura a essas
mudangas, 0 que pode envolver muitos dos processos de regulagdo da expressao

génica e resposta ao estresse enriquecidos em Hanseniaspora. Como exemplo
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temos que analises transcriptbmicas de H. uvarum, uma das espécies mais
promissoras para vinicultura, em meio fermentativo exibiram grandes variagdes no
numero de genes diferencialmente expressos ao longo de diferentes etapas da
fermentacao (GIORELLO, 2018).

Muitos dos termos identificados neste trabalho estdo relacionados aos
mesmos processos  associados a estratégia de fermentagdo conduzida por
Hanseniaspora, como reproducao acelerada, tolerancia aos agentes estressores do
mosto e competicao interespecifica. Em menor numero, termos associados com
replicagdo viral também podem ser encontrados dentro do conjunto de transcritos
exclusivos de Hanseniaspora, o que nao é incomum, pois a presenga de genoma
viral parece ser comum em outras leveduras (BECKER, 2017). A Figura 9 apresenta
resumo das principais fungdes biolégicas enriquecidas

um no género

Hanseniaspora.

Funcées biolégicas enriquecidas em Hanseniaspora
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Figura 9: Treemap representando os principais termos de ontologia associados ao
género Hanseniaspora. Essa figura foi produzida por meio da redugcdo semantica

dos GO Terms enriquecidos para ambos os grupos, FEL e SEL.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

No presente trabalho, diferentes genomas em fase de scaffold de
Hanseniaspora foram selecionados e anotados. Uma filogenia foi construida para
classifica-los dentro dos grupos de evolugéo rapida ou evolugao lenta, FEL e SEL,
respectivamente. O objetivo principal era realizar a anotagéo funcional dos genes
preditos para os genomas e observar fungdes bioldgicas enriquecidas nos grupos.

A partir dos dados gerados, observa-se que o0 género Hanseniaspora
apresenta uma grande diversidade, com muitos genes ainda ndo caracterizados que
podem exercer atividades bioldgicas de interesse para o processo de fermentagao
desses organismos. Apesar de filogeneticamente distintos, os resultados obtidos
neste trabalho sugerem uma uniformidade dentro do género, com muitas fungdes
biolégicas comuns entre os grupos FEL e SEL. Termos de interesse para a industria,
como a floculacdo e tolerancia a estresses, sdo comuns a muitos dos transcritos
exclusivos de Hanseniaspora.

Uma vez determinadas as fungdes bioldgicas enriquecidas dentro do género
Hanseniaspora, a perspectiva seria proceder com a caracterizagao molecular dos
transcritos preditos associados a essas funcdes, através de alinhamentos com
sequéncias conhecidas em bancos de dados com NCBI, a determinagado de sua
estrutura e identificagdo de dominios proteicos por meio de ferramentas de
bioinformatica. E nessa etapa que podemos prospectar individualmente os genes
candidatos mais promissores para uso industrial. Por exemplo, as enzimas, que
alteram perfis de sabor e aroma no processo fermentativo ou fatores de transcrigao
envolvidos na resposta ao estresse, possibilitando seu isolamento, modificagao,
conducéo de testes experimentais e aplicagao transgénica em outros organismos.

No cenario atual, o interesse por leveduras ndo convencionais vem crescendo
significativamente, devido ao potencial destas em conferir alteracbes nas
propriedades fisico-quimicas do vinho. Em particular, o género Hanseniaspora sao
algumas das leveduras mais promissoras nesse sentido. Um estudo mais
aprofundado desse género oferece uma oportunidade Unica para aprimorarmos

nossas técnicas de vinicultura e fermentacao.
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ANEXOS

Tabela S1: Genomas utilizados neste trabalho. As primeiras duas colunas, Entrada

NCBI e Organismo, apresentam a entrada do genoma em NCBI e o organismo ao

qual pertence, respectivamente. A coluna Grupo de evolugdo indica a qual dos

grupos, o genoma foi classificado neste trabalho, com base no relacionamento das

espécies dentro da arvore filogenética do género (Figura 3). As colunas Genes

anotados e Tamanho do genoma (bp), apresentam o numero de transcritos distintos

preditos para o genoma, neste trabalho, e o tamanho do genoma em pares de

bases.

Grupo de Genes Tamanho do
Entrada NCBI Organismo evolugdo | anotados genoma (bp)
GCA 019649515.1 Hanseniaspora mollemarum FEL 6963 8962907
GCA 004919785.1 Hanseniaspora jakobsenii FEL 10323 14051380
Hanseniaspora
GCA_003708335.1 pseudoguilliermondii FEL 7973 9077954
GCA _009805765.1 Hanseniaspora uvarum FEL 7042 8745848
GCA 030370665.1 Hanseniaspora meyeri FEL 9486 8750633
GCA 030567315.1 Hanseniaspora uvarum FEL 7139 8761644
GCA 004919765.1 Hanseniaspora lachancei FEL 8504 9948763
GCA 030573515.1 Hanseniaspora jakobsenii FEL 7757 11018984
Hanseniaspora singularis (nom.
GCA_003708365.1 inval.) FEL 7272 9236024
GCA 004919925.1 Hanseniaspora uvarum FEL 7119 8801344
GCA 001747055.1 Hanseniaspora uvarum FEL 9263 8807786
GCA 030569975.1 Hanseniaspora lindneri FEL 7821 10913158
GCA 030572935.1 Hanseniaspora mollemarum FEL 6953 8960409
GCA 030573495.1 Hanseniaspora nectarophila FEL 8254 8660224
Hanseniaspora hatyaiensis
GCA_003708765.1 (nom. inval.) FEL 8477 10009638
Hanseniaspora
GCA_030573455.1 pseudoguilliermondii FEL 7885 8795275
GCA 002894425.1 Hanseniaspora uvarum FEL 9450 8827137
GCA 030567255.1 Hanseniaspora guilliermondii FEL 7026 9061334
GCA 019649525.1 Hanseniaspora lindneri FEL 7702 10792737
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Hanseniaspora hatyaiensis
GCA_030573555.1 (nom. inval.) FEL 8287 9643601
GCA_004919825.1 Hanseniaspora meyeri FEL 10901 10244664
GCA_030567295.1 Hanseniaspora meyeri FEL 9330 8839385
GCA _030567335.1 Hanseniaspora opuntiae FEL 8391 8896164
GCA _004919795.1 | Hanseniaspora sp. CRUB 1602 FEL 7152 9548207
Hanseniaspora thailandica (nom.
GCA_030573475.1 inval.) FEL 7805 8992097
GCA_030567275.1 Hanseniaspora lachancei FEL 8124 8900485
Hanseniaspora thailandica (nom.
GCA_004919915.1 inval.) FEL 8217 9976088
GCA 0032437151 Hanseniaspora uvarum FEL 9974 8966449
GCA_003706385.1 Hanseniaspora clermontiae FEL 9206 9003383
GCA_001749795.1 Hanseniaspora opuntiae FEL 10958 8831957
GCA_004919845.1 Hanseniaspora nectarophila FEL 9198 9955993
GCA _009805785.1 Hanseniaspora uvarum FEL 7081 8751237
GCA_030180015.1 Hanseniaspora uvarum FEL 7126 8887533
GCA 0049197751 Hanseniaspora guilliermondii FEL 7029 9135640
GCA 9378592151 Hanseniaspora opuntiae FEL 7537 7685595
Hanseniaspora valbyensis NRRL
GCA_001664025.1 Y-1626 FEL 7838 11464036
GCA_030567235.1 Hanseniaspora clermontiae FEL 8994 8711982
GCA _937857875.1 Hanseniaspora uvarum FEL 6735 8221548
GCA 9496407251 Hanseniaspora uvarum FEL 7240 8904028
GCA_030573575.1 | Hanseniaspora sp. CRUB 1602 FEL 7142 9447694
GCA 900119595.1 Hanseniaspora guilliermondii FEL 6894 9037850
GCA 030567375.1 Hanseniaspora valbyensis FEL 7312 9528379
GCA _000775265.3 Hanseniaspora uvarum FEL 7078 8085558
GCA _009805715.1 Hanseniaspora uvarum FEL 7209 9073990
Hanseniaspora singularis (nom.
GCA_030565715.1 inval.) FEL 7152 8883820
Hanseniaspora uvarum DSM
GCA_000968475.1 2768 FEL 7881 9503661
GCA _018105805.1 Hanseniaspora uvarum FEL 8433 8650206
GCA 002141495.2 Hanseniaspora vineae SEL 9850 11373809
GCA 000585475.3 Hanseniaspora vineae SEL 9868 11338948
GCA 030580215.1 Hanseniaspora vineae SEL 10538 11887022
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GCA 004919945 .1 Hanseniaspora vineae SEL 10015 11103790
GCA_001747045.1 Hanseniaspora osmophila SEL 13235 11458415
GCA _937836975.1 Hanseniaspora osmophila SEL 8869 9686042
GCA _003707715.2 Hanseniaspora osmophila SEL 10021 11218515
Hanseniaspora occidentalis var.
GCA_004919885.1 citrica SEL 10522 12166029
Hanseniaspora occidentalis var.
GCA _030567355.1 occidentalis SEL 10113 11515705
Hanseniaspora occidentalis var.
GCA_004919895.1 occidentalis SEL 9928 11273150
Hanseniaspora occidentalis var.
GCA_030573535.1 citrica SEL 10073 11340894
Hanseniaspora taiwanica (nom.
GCA_030580555.1 inval.) SEL 8853 10019776
GCA _003020785.1 Hanseniaspora gamundiae SEL 11016 10183153

Tabela S2: Parametros utilizados pelos anotadores. Para todos os anotadores as

anotacgdes foram geradas em arquivos formato *.gff3.

Programa

Comando

Parametros

Augustus

augustus

--strand=both
--genemodel=intronless
--species=saccharomyces
--gff3=on

Genemark-ES

gmes_petap.pl

--ES
--fungus
--gff3=on

Geneid

geneid

-P sjaponicus.param_Oct_12_ 2006
-s
-3
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