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RESUMEN
Los alcaloides quinolizidinicos (AQ) son metabolitos secundarios toxicos que confieren un
sabor amargo a las semillas de chocho (Lupinus mutabilis). Para reducir la concentracion de
AQ en las semillas al valor umbral de inocuidad alimentaria (<0.02%) se suelen realizar
costosos procesos de desamargado, limitando la rentabilidad y expansion del cultivo. Por ello,
es fundamental investigar los genes involucrados en la ruta biosintética de los AQ. Entre los
genes de interés, se destaca el gen codificante para la Lysine Decarboxylase (LDC). En la
especie Lupinus angustifolius, el gen LDC ha sido identificado como precursor en la biosintesis
de AQ y variaciones en sus secuencias de ADN han sido asociadas a una alta y baja produccion
de estos compuestos. Respecto a L. mutabilis, hasta el momento el gen LDC no ha sido
estudiado, por tanto, el objetivo del presente estudio fue la caracterizacion de polimorfismos en
el gen LDC en accesiones de L. mutabilis con un alto y bajo contenido de AQ. Para esto, se
analizo el gen LDC en 7 accesiones con alto y 7 accesiones con bajo contenido de AQ en L.
mutabilis a través de secuenciacidn por nanoporo. Las secuencias consenso obtenidas para cada
accesion se alinearon y tradujeron para identificar polimorfismos y/o cambios en la secuencia
de aminoacidos. En total se identificaron 9 polimorfismos y todos correspondieron a
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP). De estos, 3 SNPs resultaron ser de interés ya que
causaron cambios no sinbnimos en la secuencia de aminoacidos (posicién 92: Lys por Ser/Thr
y posicion 120: Cys por Phe). Adicionalmente se encontré 2 SNPs causantes de mutaciones
sindénimas de aminoacidos (posicidn 236: no sustituciéon de Asp y posicion 303: no sustitucion
de Gly). Estos resultados podrian ser de gran utilidad para determinar la funcionalidad de estos
SNPs y asi validar su uso como posibles marcadores moleculares asociados a una baja
acumulacién de AQ en las semillas, acelerando asi el mejoramiento del cultivo de L. mutabilis.
Palabras clave: Alcaloides quinolizidinicos, lisina descarboxilasa (LDC), SNPs, Lupinus

mutabilis, secuenciacion por nanoporo.



ABSTRACT

Quinolizidine alkaloids (QA) are toxic secondary metabolites that confer a bitter taste to lupine
seeds (Lupinus mutabilis). To reduce the concentration of QA in the seeds to values below the
food safety threshold (<0.02%), expensive debittering processes are usually carried out, thus
reducing the profitability of the crop and limiting its expansion. Therefore, it is essential to
investigate the genes involved in the biosynthetic pathway of QA. Among the genes of interest,
the coding gene for Lysine Decarboxylase (LDC) stands out. In the species Lupinus
angustifolius, the LDC gene has been identified as a precursor in the biosynthesis of QA and
variations in its DNA sequences have been associated with a high and low production of these
compounds. Regarding L. mutabilis, to date the LDC gene has not been studied, therefore, the
objective of the present study was the characterization of polymorphisms in the LDC gene in
accessions of L. mutabilis with a high and low content of QA. For this, the LDC gene was
analyzed in 7 accessions of L. mutabilis with high content and 7 accessions with low content of
QA through nanopore sequencing. The consensus sequences obtained for each accession were
aligned and translated to identify polymorphisms and / or changes in the amino acid sequence.
A total of 9 polymorphisms were identified and all corresponded to single nucleotide
polymorphisms (SNP). Of these, 3 SNPs were of interest as they non-synonymous changes in
amino acids (position 92: substitution of Lys by Ser or Thr; position 120: substitution of Cys
by Phe). In addition 2 SNPs caused 2 synonymous mutations (position 236: no Asp substitution;
position 303: no Gly substitution). These results could be very useful to determine the
functionality of these SNPs and thus validate their use as possible molecular markers associated
with a low accumulation of QA in the seeds, thus accelerating the improvement of the L.
mutabilis crop.

Key words: Quinolizidine alkaloids, lysine decarboxylase (LDC), SNPs, Lupinus mutabilis,

Nanopore sequencing.
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1. INTRODUCCION

Lupinus mutabilis, comunmente conocido como tarwi, chocho o lupino, es una
leguminosa de Los Andes, originaria al norte de Peru y el Sur de Ecuador (Jacobsen and Mujica,
2006; Atchison et al., 2016). Debido a su valor nutricional, sus semillas son principalmente
destinadas a la dieta humana y son consumidas como snack directo, o utilizados en la
elaboracion de ensaladas, harinas, sustitutos de leches, entre otros. Adicionalmente, el chocho
es muy utilizado para alimentacion de animales, fines ornamentales, como pesticida o con fines
medicinales por la presencia de alcaloides (Villacrés et al., 2003; Camarena et al., 2012). El
interés en esta planta radica en la calidad nutricional de su semilla y llega a ser comparable o
incluso superior al resto de lupinos y otros granos como la soya, pues, se ha reportado que
mantiene el mayor porcentaje de proteinas y lipidos en sus semillas, alcanzando niveles
méaximos de 50% y 24% en peso seco respectivamente (Calgari, 2000; Giiémes-Vera et al.,
2008). Ademas, es la unica especie del género Lupinus que posee isoflavonoides que son
reconocidos por su actividad antioxidante (Ranilla et al., 2009). A pesar de esto, en el pais la
produccién de esta leguminosa es relativamente baja en comparacion otros paises, teniendo
alrededor de 6,000 hectareas (Mercado et al., 2018). Una de las principales limitaciones para la
expansion de su cultivo a gran escala es la presencia de compuestos anti-nutricionales en su
semilla, siendo los principales los alcaloides quinolozidinicos (AQ). Estos compuestos
confieren a las semillas un sabor amargo y resultan ser toxicos (Khan et al., 2015).

Hasta el momento, la ruta de biosintesis de los AQ ha sido dilucidada parcialmente y se
conoce que la molécula precursora de la ruta es la lisina, la cual es descarboxilada por la accion
de la enzima lisina descarboxilasa (LDC), generando como producto cadaverina (Bunsupa et
al., 2012). La cadaverina es luego modificada por deshidrogenacidn, oxigenacion, glicosilacion

o esterificacion para producir cientos de estructuras de AQ (Ohmiya et al., 1995). La sintesis
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de los AQ sucede en los cloroplastos de los tejidos aéreos y se transportan por el floema al sitio
de acumulacion que son las semillas (Wink & Witte, 1984). Los AQ son importantes para las
plantas ya que les permite repeler a predadores al ser directamente toxicos 0 mutagénicos para
ellos (Wink, 2003). El chocho de forma natural puede tener hasta 70 AQ diferentes que son
toxicos, especialmente la lupanina y la esparteina (Ruiz, 1978). Precisamente, cada especie de
lupino presenta un perfil especifico de AQ y las semillas ser&n mas o menos amargas en
dependencia del tipo y la concentracion de AQ que esté presente. Es importante mencionar que
la concentracion de AQ también depende del genotipo, el estrés bidtico/abidtico y las
condiciones ambientales (Gulisano, 2019). Para que la semilla sea segura y pueda ser destinada
para alimentacion, la concentracion de AQ debe mantenerse bajo el umbral industrial fijado de
0.02% (peso seco) (Frick, 2018). Una variedad representativa de chocho en el Ecuador (INIAP
450 Andino) posee un porcentaje de AQ de 3.92% que supera el umbral seguro, por tanto, se
deben llevar a cabo un proceso de eliminacion de alcaloides que consta de un paso de
hidratacién de 14 horas, seguido de coccidn por 45 minutos y desamargado con agua corriente
durante 3 dias. Esto eleva el costo de produccion ($1,363 por hectarea en el 2010) lo cual limita
su escala a produccion industrial (Caicedo et al., 2010).

Para comprender los factores que causan una alta o baja concentracion de AQ en las
semillas, se han realizado una serie de investigaciones para identificar los genes responsables
gue causan esta variacion fenotipica (Abraham et al., 2019). Los esfuerzos se centraron en
identificar a los genes involucrados en la biosintesis de AQ en L. angustifolius y L. albus. En
este proceso se caracterizaron 3 genes candidatos: L. angustifolius lisina/ornitina
descarboxilasa (LaL/ODC), L. angustifolius amina de cobre oxidasa (LaCAO) y L. albus 13a-
hidroxilupanina O-tigloiltransferasa (LaHMT) (Cowling, Huyghe & Swiecicki, 1998). En
estudios posteriores se encontré que en las accesiones amargas (altas en AQ) habia una alta

expresion del gen LaL/ODC y un elevado nivel de cadaverina, mientras que en las accesiones
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dulces (bajas en AQ) la expresion de este gen y los niveles de cadaverina eran reducidos,
sugiriendo que este gen actta como regulador de la sintesis de AQ (Bunsupa et al., 2012; Frick,
2018). Estos hallazgos vuelven extremadamente interesante al gen LDC para ser investigado
en especies cercanas, pues, se considera que el gen LaL/ODC es un buen indicador del
contenido de AQ entre accesiones amargas y dulces en L. angustifolius (Frick, 2018). Hasta la
fecha, este tipo de estudios no se han realizado en L. mutabilis debido a que los recursos
genéticos para esta especie son muy limitados ya que en las bases de datos se cuenta
principalmente con dianas moleculares de ARN ribosémico (Gulisano, 2019). Es asi como, la
informacidn disponible para L. angustifolius (mapas genéticos, conjuntos de transcriptomas y
proteomas, locus de rasgos cuantitativos y marcadores moleculares) puede potencialmente
explorarse para la mejora de L. mutabilis (Wolko et al., 2011; Abraham et al., 2019).

Los nuevos avances en las tecnologias de secuenciacion ahora brindan una oportunidad
realista para superar la escasez de informacion gendémica y podrian proporcionar informacion
valiosa sobre las variantes en L. mutabilis al permitir detectar polimorfismos presentes
(Abraham et al., 2019). Oxford Nanopore Technologies (ONT) es una herramienta de
secuenciacion atractiva por el hecho de que permite implementar sistemas de multiplexing que
reduce considerablemente el costo, ademas, se destaca por generar lecturas de largo tamafio, a
tiempo real, y con la precision necesaria para detectar variantes (Heather & Chain, 2016). El
funcionamiento del sistema se basa en nanoporos, donde el ADN monocatenario es conducido
a través de una membrana por canales ionicos, de forma que la disrupcién de la corriente es
proporcional a la longitud del &cido nucleico, asegurando una precisién del sistema del 99.17%
a una profundidad de 60x, lo cual es suficiente para detectar incluso polimorfismos simples,
como es el caso de los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) (ONT, 2021). Hay gran

interés en detectar SNPs por el hecho de que son la clase de polimorfismo mas abundante en
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los genomas de plantas y pueden llegar a ser los responsables de causar variacion fenotipica
(Kage et al., 2016).

El objetivo de este estudio fue analizar las secuencias del gen LDC en accesiones de L.
mutabilis con alto y bajo contenido de AQ para identificar la posible presencia de
polimorfismos que puedan estar relacionados con la concentracion de AQ. Para lograr este
objetivo se amplifico la region del gen LDC en accesiones de L. mutabilis. Los amplicones
obtenidos fueron secuenciados mediante nanopore sequencing (Oxford Nanopore
Technologies), lo cual generd una secuencia consenso por cada accesion. Estas secuencias
consenso fueron comparadas entre las accesiones con alto y bajo contenido de AQ para
determinar polimorfismos y verificar si estos causan un cambio en la secuencia de aminoacidos.
Esta informacion puede ser util para el desarrollo de marcadores moleculares funcionales para
el gen LDC en L. mutabilis que podran facilitar la seleccion de lineas parentales en cruces y
permitir una discriminacion entre accesiones amargas o dulces. De esta manera, se podria
acelerar la seleccién de las mejores progenies que presenten concentraciones reducidas de AQ
y que se ajusten al umbral industrial que requiere semillas con concentraciones de AQ iguales

o inferiores a 0.02% (Kroc et al., 2019).
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2. METODOLOGIA

2.1 Accesiones de L. mutabilis

El material vegetal empleado forma parte del Banco de Germoplasma de Chocho del
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP). En un estudio previo, realizado
en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ, se cuantifico el porcentaje de AQ en
semillas de 54 accesiones de chocho por titulacion acido-base. Los resultados generaron una
curva de distribucién normal (Anexo 1). Para identificar variaciones en las secuencias de ADN
asociadas a una alta y baja acumulacion de AQ, se selecciono a las 10 accesiones con el mayor
y menor porcentaje de AQ (ubicadas en los extremos contrapuestos de la curva de distribucion).
Adicionalmente, se incluyeron 4 accesiones catalogadas por el INIAP como altas (FR9 P3 y
FR11 P8) y bajas en contenido de AQ (Proinpa P5 y Proinpa P8). La cuantificacion de AQ de
estas 4 accesiones se realizo en este estudio. De esta manera, un total de 14 accesiones fueron

seleccionadas para la secuenciacion del gen LDC y posterior deteccion de polimorfismos.

2.2 Cuantificacion de alcaloides quinolizidinicos

Para la cuantificacién porcentual de AQ en semilla de las 4 accesiones (FR9 P3, FR11
P8, Proinpa P5 y Proinpa P8) se empleo el método de titulacion acido-base. Para ello, se peso
0.2 mg de semillas secas pulverizadas y se mezcl6 con 10 ml de agua destilada. Los tubos se
llevaron a coccién a 60°C durante 1 hora y se filtr6 el precipitado. Se adicion6 0.25 ml de
fenolftaleina (indicador) y se afiadid la solucion de hidroxido de sodio (NaOH 0.1N) hasta
observar el viraje a un color rosa intenso. Se registré el volumen utilizado de NaOH y se empled
en la formula de estequiometria para obtener el porcentaje de AQ:

Normalidad NaOH (0.1 N) x Volumen gastado NaOHx peso equivalente lupanina (24.8)

% Alcaloid =
% Alcalotdes (p/p) peso de la muestira (0.2 g)

2.3 Disefio de cebadores para PCR
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Con la finalidad de amplificar el gen LDC en L. mutabilis se disefiaron cebadores
especificos para la especie. Para ello, se emplearon secuencias del transcriptoma de L. mutabilis
disponibles en la base de datos del NCBI (ID: SRR3423049; SRR3423050; SRR3423051).
Estas secuencias se utilizaron para reconstruir el gen LDC y la secuencia resultante se introdujo
en Primer3 v.4.0 para generar opciones de cebadores. Se comprobd la calidad de los cebadores
con mFold (Markham, Zuker & Keith, 2008) y Primer Blast (NCBI, USA) y se selecciond el
par de cebadores con las mejores caracteristicas para PCR convencional (Borah, 2011).

2.4 Amplificacion del gen LDC por PCR

La reaccion de PCR del gen LDC en L. mutabilis consistié en: PCR Buffer (1X), cloruro
de magnesio MgCl. (2.0 mM), dNTPs (0.3 mM), enzima Polimerasa Taq Platinum (Invitrogen,
USA) (1.0 U), cebadores (0.5 uM), ADN (20 ng). El volumen final de la reaccion fue de 30 pl.
El termociclado se realizé a las siguientes condiciones: 94 °C por 5 minutos, seguido de 35
ciclos de 94 °C por 30 segundos, 64 °C por 30 segundos y 72 °C por 2 minutos, con una
extension final de 72 °C por 5 min. Los amplicones se visualizaron por electroforesis (100V,
30 minutos) en gel de agarosa (1%). Los productos de PCR se almacenaron a -20°C.

2.5 Secuenciacion de amplicones

Los amplicones de las 14 accesiones se secuenciaron por multiplexing mediante
tecnologia de Oxford Nanopore (ONT). El protocolo utilizado fue Native barcoding amplicons
(EXP-NBD104, EXP-NBD114 and SQK-LSK 109) de ONT Yy se siguieron las especificaciones
del fabricante. Con la finalidad de maximizar el rendimiento del ensayo de secuenciacion,
adicional al gen LDC, la reaccion incluyd 4 genes mas involucrados en la biosintesis de AQ
(RAP2-7, DHDPS, LaAT y LaCAO). El presente estudio se centrara en el gen LDC, mientras
que los 4 genes restantes seran analizados como parte de otros proyectos de investigacion. Para
cada accesion, se cred un pool con los productos de PCR de los 5 genes amplificados. Los pools

fueron purificados con beads magnéticas (NEBNext, USA). Se afiadié un barcode de secuencia
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Unica a cada pool para preparar la libreria. EI cargado de la libreria se realizo en las celdas de
flujo R9.4.1 en el dispositivo MinlON™ Mk1C con software MinKNOW™, La cantidad de
ADN cargada fue 65.51 fmol cuantificado por Qubit (ThermoFisher, USA). La secuenciacion

se ejecutd por 24 horas y se selecciond el algoritmo high-accuracy basecalling.

2.6 Procesamiento de las lecturas generadas

Con la finalidad de separar las lecturas de cada accesiébn marcada por barcodes en
carpetas diferentes, se realizo el procedimiento de demultiplexing empleando el software de
MinKNOW™., A continuacion, los adaptadores y barcodes fueron removidos de las lecturas
utilizando Porechop v.0.2.4, para lo cual se fijo un umbral de identidad del 100%. De esta
manera, se logr6 que el procedimiento de reconocimiento y remocion de barcodes y
adaptadores fuera mucho mas preciso. Adicionalmente, se realizé un filtrado de las lecturas por
calidad y tamarfio utilizando el software de BBMap (JGI, 2020). Con ello, se logr6 eliminar
secuencias de calidad < g10 y de tamafio < 200 pb. Finalmente, se realiz6 una evaluacion de
calidad y de tamafios de las lecturas antes y después del procesamiento con Nanoplot v.1.30.1.

2.7 Identificacion de polimorfismos

Las lecturas procesadas se introdujeron en Geneious prime para ser mapeadas tomando
como referencia la secuencia del gen LDC de L. angustifolius (LOC109327937) y asi obtener
una secuencia consenso para cada accesion. La profundidad de cobertura fue obtenida
utilizando el algoritmo de Geneious prime. Como paso final, las secuencias consenso generadas

fueron alineadas en UGENE v.40.1 para la identificacion de polimorfismos.

2.8 ldentificacidn de variaciones en la secuencia de aminoacidos

Las 14 secuencias consenso generadas se introdujeron en Expasy (SIB, 2020) para
traducirlas hacia una secuencia de aminodcidos. Posteriormente, las 14 secuencias de
aminoéacidos se alinearon en UGENE para identificar variaciones. Se realizd una comparacion

con la secuencia de aminoacidos de la referencia de L. angustifolius (LOC109327937).
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3. RESULTADOS

3.1 Cuantificacion de alcaloides quinolizidinicos

La técnica de cuantificacion de AQ mediante titulacion acido-base usando hidréxido de
sodio permitié determinar exitosamente el porcentaje de AQ por gramo de muestra en las 4
accesiones cuantificadas (Proinpa P5, Proinpa P8, FR9 P3 y FR11 P8). Por un lado, Proinpa P5
y Proinpa P8, catalogadas por el personal del INIAP como accesiones dulces, mostraron un
porcentaje de AQ de 3.47% y 3.85% respectivamente, mientras que las accesiones FR9 P3 'y
FR11P8, catalogadas como accesiones amargas, mostraron valores mas elevados de 4.55% y
4.57% respectivamente. La Tabla 1 muestra los valores promedio y la desviacion estandar del
porcentaje de AQ de las 4 accesiones cuantificadas en el presente estudio, asi como los valores
correspondientes a las 10 accesiones cuantificadas en el estudio previo. El rango del porcentaje
de AQ del total de las 14 accesiones va desde un valor minimo de 2.84% hasta un valor maximo
de 4.91%. Del total de las 14 accesiones, se clasificaron a 7 accesiones como bajas en AQ (706,
707, 712, 723, 742, Proinpa P5 y Proinpa P8) y a 7 accesiones como altas en AQ (176, 188,
190, 192, 193, FR9 P3 y FR11 P8). El rango del porcentaje en las accesiones bajas en AQ
(2.84% - 3.85%; media: 3.39%) es menor al rango las accesiones altas en AQ (4.55% - 4.91%j;
media: 4.70%).

3.2 Disefio de cebadores y amplificacion del gen LDC

El par de cebadores disefiados logro amplificar la region del gen LDC en las 14
accesiones seleccionadas. La secuencia del cebador forward y el cebador reverse, junto con su
longitud (bp), temperatura de melting (Tm) y los parametros de calidad evaluados, se presentan
en la Tabla 2. Los parametros de calidad indican que los cebadores tienen un porcentaje de GC

ideal (entre 40-60%) (Borah, 2011) y ademas muestran muy baja o nula estabilidad para formar
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dimeros, provocar emparejamiento de bases en el extremo 3’ o formar hairpins en el extremo
3’. Adicionalmente, el valor 4G para cada cebador tiene un valor positivo 0 poco negativo,
representando baja estabilidad para que los cebadores formen estructuras secundarias no
deseadas (Zuker, 2003). En base a esto, los cebadores propuestos presentaron muy buenas
caracteristicas para la amplificacion del gen LDC. Los resultados de amplificacion y
electroforesis en geles de agarosa se muestran en la Figura 1. Las bandas obtenidas se
encuentran en el tamafio esperado (1.2 Kb). En ningun caso hubo amplificacion del control
negativo.

3.3 Secuenciacion de amplicones mediante Nanopore Sequencing

La reaccion de secuenciacion fue de tipo multiplex, en la cual los productos de PCR de
las 14 accesiones fueron marcados con barcodes especificos y secuenciados en la misma
corrida. El rendimiento del ensayo de secuenciacion generd 4.23 Gb de informacién en un
tiempo de 24 horas. Los detalles adicionales del rendimiento de la corrida se detallan en la
Tabla 3. El histograma de la cantidad de lecturas generadas y el tamafio de las mismas se
muestra en la Figura 2. Cabe mencionar que el tamafio esperado del gen LDC es de 1.2 Kb, por
lo tanto, las lecturas del gen LDC se ubican en el rango entre 60 pb hasta 1.2 Kb
aproximadamente. Las lecturas con tamafios superiores a 1.2 Kb corresponden a los otros genes
incluidos en la reaccion de secuenciacion (RAP2-7, DHDPS, LaAT y LaCAQ), que seran

analizados en estudios posteriores.

3.4 Procesamiento de las lecturas

El algoritmo de demultiplexing utilizado por el MinlON™ Mk1C logro identificar
correctamente a los 14 barcodes utilizados y clasifico correctamente a todas las lecturas de cada
barcode en carpetas separadas. Posteriormente, la remocion de barcodes y adaptadores fue
realizado con Porechop. El reconocimiento de dichas secuencias fue preciso y altamente

eficiente, dado que Unicamente alrededor del 2% de la informacidn suministrada fue clasificada
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como secuencias sin barcodes o quiméricas (amplicones unidos en tandem, separados por
barcodes intermedios).

Luego del filtrado de calidad con BBMap se conservo Unicamente las lecturas con
calidad > 10, teniendo un promedio de recuperacion de informacion del 88% por cada muestra.
La depuracion por tamafio con BBMap se conservé Unicamente las lecturas con longitud > 200
pb, a excepcidn de las accesiones 177 y 188 donde se conservaron lecturas de con longitud >
150 pb. De esta manera, se garantizo que la recuperacién de informacién sea superior al 70%
en todos los casos.

El input total de lecturas para ser procesadas fue de 4.1 millones de lecturas y el output
obtenido tras el procesamiento fue de 3.1 millones de lecturas, teniendo asi una recuperacion
del 76% de la informacion. La comparaciéon del tamafio de las lecturas contra la calidad
promedio antes y después del procesamiento fue realizada con Nanoplot y se presenta en la
Figura 3. El procesamiento de las lecturas permitié la eliminacién de lecturas muy cortas (<
200 pb) y de baja calidad (< g10), lo cual incrementd la calidad promedio de 12.9 a 14.5 Phred,

alcanzando valores maximos de 26 Phred.

3.5 Identificacidn de polimorfismos

Con el objetivo de separar las secuencias del gen LDC del resto de genes amplificados
para cada accesion, las lecturas procesadas fueron mapeadas frente a la secuencia consenso del
gen LDC de L. angustifolius. En promedio, se introdujo 222,048 lecturas por accesion a
Geneious prime para ser mapeadas, de las cuales, alrededor de 104,000 lecturas (47%) se
alinearon con la secuencia de referencia de L. angustifolius. A continuacion, las lecturas
recuperadas fueron utilizadas para el ensamblado de las secuencias consenso (profundidad de
cobertura: 18,433x - 47,271x; media: 31,506x; DS: 7,971.24). Las 14 secuencias consenso
generadas se incluyen en el Anexo 2 . La alineacion de estas secuencias consenso en UGENE

permitid identificar la presencia de 9 polimorfismos (Anexo 3). Todos los polimorfismos
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detectados correspondieron a polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP). La posicion donde

se encuentran estos SNPs y al grupo al que corresponden se muestra en la Figura 4.

3.6 Identificacion de cambios en la secuencia de aminoacidos

La alineacion en UGENE de las 14 secuencias de aminoécidos traducidas a partir de las
secuencias consenso generadas se incluye en el Anexo 4. La alineacion permitio evaluar si los
polimorfismos identificados anteriormente generaron cambios en la secuencia de aminoacidos.
En total se detectaron 3 posiciones donde ocurrié una sustitucion de aminoacidos. En la
posicion 92 hubo una sustitucion del aminoécido Lisina (K) por el aminoacido Serina (S) en 3
accesiones con alto contenido de AQ vy la sustitucion de Lisina (K) por Treonina (T) en 1
accesion con alto contenido de AQ. En la posicion 120 hubo una sustitucion del aminoacido
Cisteina (C) por el aminoacido Fenilalanina (F) en dos accesiones con bajo contenido de AQ.
En la posicion 394 hubo una sustitucién del aminoacido Leucina (L) por el aminoacido
Fenilalanina (F) en una accesion con alto contenido de AQ. Con respecto a la comparacion de
la secuencia de aminoacidos de referencia de L. angustifolius, se encontr6 que del total de los
416 aminoacidos alineados tan solo hubo una variacion en 28 ubicaciones de aminoacidos,
denotando asi una conservacion del 93.3% entre L. mutabilis y L. angustifolius. La posicion de

las variaciones y el tipo de aminoéacido sustituido se muestra en la Figura 5.
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4. DISCUSION

El alto contenido de AQ disminuye el valor del chocho para ser utilizado como fuente
de alimento, siendo esta una de sus principales limitantes para expandir su cultivo a escala
industrial (Villacrés et al., 2009). Los programas de mejoramiento para el chocho se enfocan
en identificar polimorfismos que estén asociados a una baja o alta acumulacion de AQ (Frick,
2018), por ende, es crucial analizar accesiones de esta planta que presenten estos fenotipos
diferentes, es decir, fenotipos dulces con bajo contenido de AQ y fenotipos amargos con alto
contenido de AQ en sus semillas.

La cuantificacion del porcentaje de AQ en una muestra del banco de germoplasma de
chocho del INIAP permitio seleccionar las 7 accesiones con el menor contenido de AQ
(promedio de 3.39%) y las 7 accesiones con el mayor contenido de AQ (promedio de 4.70%).
Estos valores exceden el umbral industrial establecido como seguro (0.02%) (Frick etal., 2017),
no obstante, se encuentran dentro del rango esperado, pues, las semillas de L. mutabilis de
forma natural presentan un rango de AQ entre 0.02 a 4.45% (Mori & Paz, 2008). Al considerar
la correlacion entre la concentracion de AQ y el sabor amargo que estas sustancias confieren a
las semillas, se consideraria que todas las accesiones evaluadas en este estudio presentarian el
fenotipo de sabor amargo, pues, un sabor dulce se obtiene a una concentracion entre 0.01 y
0.05% (Jiménez-Martinez et al., 2007; Cortés-Avendafio et al., 2020). Sin embargo, al realizar
una prueba cualitativa de degustacidn, las accesiones PROINPA tuvieron un sabor dulce a pesar
de su alto porcentaje de AQ. Esto podria explicarse por las diferencias en el perfil de AQ que
pueden diferir dentro de la misma especie (Hatzold et al., 1983; Ramirez-Betancourt et al.,
2021). Precisamente, el AQ que tiene un mayor aporte hacia un sabor amargo es la esparteina
(Muzquiz et al., 2004), por lo que se podria pensar que las accesiones PROINPA posiblemente

son accesiones dulces que mantienen concentraciones bajas de este compuesto. La técnica de
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cuantificacion por titulacion acido-base limita este tipo de andlisis por lo que se sugiere que se
implemente un método de cuantificacion como cromatografia de gas liquido acoplado a
espectrometria de masas para poder identificar y cuantificar los tipos de AQ presentes en las
semillas de chocho (Ramirez-Betancourt et al., 2021). Adicionalmente, se propone analizar
otras variedades como “Inti” 0 “2150” que contienen porcentajes de AQ reducidos (0.0075% y
0.015%, respectivamente) (Gross et al., 1988) para asi identificar los diferentes tipos de
polimorfismos asociados a causar ese fenotipo (Gulisano et al., 2019).

En cuanto al método de secuenciacion, para detectar polimorfismos de un solo
nucleodtido o SNPs, se requiere que el sistema de secuenciacion provea una alta precision y baja
tasa de error para poder construir secuencias consenso de alta fidelidad (Heather and Chain,
2016). En este caso, se realizo secuenciacion de amplicones por multiplexing y este método
resultdé adecuado para la identificacion de SNPs. Esto se debe principalmente a que la
reconstruccion de cada una de las 14 secuencias consenso empled maultiples lecturas alineadas
entre si, logrando una cobertura promedio de 31,506x lo que aumenta la confiabilidad de la
secuencia obtenida y disminuye la probabilidad de errores (Wang et al., 2012). Incluso, se ha
reportado que este método puede ser considerado como una alternativa a métodos mas precisos
como la secuenciacion por Sanger que mantiene una precision del 99.99% (Loiu et al., 2020).
Otro parametro que se debe evaluar para determinar la fidelidad de las secuencias consenso
generadas es la profundidad de cobertura alcanzada en el rendimiento del ensayo de
secuenciacion. En base a la literatura, una profundidad de cobertura de 100x es adecuada para
establecer un genotipado preciso, e incluso una cobertura de 80x de profundidad se considera
suficiente para generar una secuencia consenso fiable (Liao et al., 2019; Whitford et al., 2021).
En el presente estudio, la profundidad de cobertura obtenida para cada secuencia consenso vario
entre 18,433x y 47,271x, con un promedio de 31,506x (DS = 7,971.24). Estos valores

sobrepasan la profundidad de cobertura minima sugerida para generar secuencias consenso
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fiables, de forma que se considera que el genotipado de las secuencias consenso generadas para
cada accesion es preciso y confiable.

La alineacion de las 14 secuencias consenso generadas permitio la deteccion de 9 SNPs
en el gen LDC entre las accesiones con alto y bajo contenido de AQ de L. mutabilis (Anexo 3).
Hay gran interés en detectar SNPs por el hecho de que se considera que son un tipo de
polimorfismo que desempefian un papel importante en la activacion de la variacién fenotipica
(Thornsberry et al., 2001). Pues, los SNPs que son funcionales pueden contribuir directamente
a la variacion fenotipica y por ende son de suma importancia para el desarrollo de marcadores
funcionales (Kage et al., 2016). Es bastante conocido que los SNPs que estan involucrados en
cambios no sinénimos de aminoacidos pueden conducir a variaciones fenotipicas; sin embargo,
se ha demostrado que los SNPs que estan involucrados en cambios sinénimos, donde no hay
cambio o sustituciones de aminoacidos, también pueden contribuir a una variacion del fenotipo
(Hunt et al., 2009; Goymer, 2007).

Del total de 9 SNPs identificados en este estudio, se encontré que 3 de ellos estan
relacionados a 2 sustituciones no sinénimas de aminoacidos (posicion 92 sustitucion del
aminoacido Lys por Ser o Thr y posicion 120 sustitucion del aminoacido Cys por Phe). La
primera sustitucion de aminoacidos (posicion 92) es especifica para 4 de las 7 accesiones altas
en AQ y la segunda sustitucion de aminoacidos (posicion 120) es especifica para las accesiones
PROINPA unicamente. Estas sustituciones no sinénimas son de gran relevancia por el hecho
de que pueden influir en la expresion génica, la conformacion del ARNm o inclusive en la
localizacion de las proteinas, dando como resultado un fenotipo diferente (Shastry, 2009). Sin
embargo, para poder relacionar a estos SNPs con cambios fenotipicos se requiere de estudios
mas detallados, en especial sobre la estructura y funcionalidad de las proteinas resultantes
(Bunsupa et al., 2012). Se ha demostrado que el cambio en los aminoacidos puede cambiar el

patron de union entre los aminoacidos, afectando a las estructuras secundarias y terciarias de
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las proteinas provocando alteraciones funcionales, como, por ejemplo, la abolicion completa
de la funcion de la proteina (Schaefer & Rost, 2012). Por tanto, para obtener conclusiones mas
informativas es necesario realizar modelamientos moleculares y predicciones de las estructuras
de las proteinas (Bunsupa et al., 2012).

Por otro lado, del total de los 9 SNPs identificados en este estudio, se encontrd 2 SNPs
que estan relacionados a 2 sustituciones sinénimas (posicion 236 sin sustitucion de Asp y
posicién 303 sin sustitucion de Gly). La primera sustitucion (posicion 236) es especifica para
las 7 accesiones altas en AQ y la segunda sustitucién (posicién 303) es especifica para 6
accesiones altas en AQ. Varios estudios han demostrado que los polimorfismos sinbnimos, es
decir, que no causan un cambio en la secuencia de aminoacidos, también pueden influir en la
estabilidad y empalme del ARNm e incluso en el plegamiento de las proteinas, lo cual a su vez
puede producir cambios significativos en el funcionamiento de las mismas (Hunt et al., 2009).
Ademas, los SNPs que residen fuera de las regiones codificantes también deben ser analizados,
como es el caso de la region promotora y los sitios de union de los factores de transcripcion
(Hunt et al., 2009). Precisamente, en un estudio realizado por Frick en el 2018, se report6 que
la region promotora del gen LDC en L. angustifolius diferia entre las accesiones amargas y
dulces con variaciones que incluyen SNPs, inserciones y deleciones; dando como resultado
alteraciones en los sitios de anclaje de la maquinaria de transcripcion especificos para cada
accesion (Frick, 2018). Estas mutaciones “silenciosas” pueden tener impactos significativos
sobre la expresion de genes y conformacion de las proteinas, de forma que se propone que en

futuros analisis se incluya la identificacion de polimorfismos en regiones no codificantes.
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5. CONCLUSIONES

En el presente estudio, se logro identificar polimorfismos de tipo SNP en el gen LDC
en 7 accesiones de L. mutabilis con alto contenido y 7 accesiones con bajo contenido de AQ
mediante nanopore sequencing (Oxford Nanopore Technologies). El sistema de secuenciacion
proporciond una profundidad promedio de cobertura de 31,506x para generar secuencias
consenso, de forma que se considera que este método permitié un genotipado preciso y
confiable, siendo eficaz para la identificacién de SNPs. En total se detectaron 9 SNPs, de los
cuales 3 SNPs causaron 2 sustituciones no sinénimas en aminoacidos y 2 SNPs causaron 2
sustituciones sindnimas en aminoacidos. Estos hallazgos son un punto de partida valioso para
comprender los factores genéticos asociados a la biosintesis de AQ en L. mutabilis. Los SNPs
identificados son un recurso util para explorar con mayor profundidad estudios funcionales que
permitan el desarrollo de marcadores moleculares. Para alcanzar esto, se sugiere ampliar la
muestra analizada y evaluar la presencia de estos SNPs en accesiones que presenten fenotipos
amargos, dulces e intermedios. Asi se podra establecer el grado de ligacién entre el SNP vy el
rasgo de interés. Ademas, se propone llevar a cabo estudios de prediccion de las estructuras
tridimensionales y andlisis de la localizacion de las proteinas resultantes para validar si los
SNPs reportados causan cambios estructurales o funcionales en la enzima LDC. Y no menos
importante, se debe considerar que este rasgo estd dado por un sistema poligénico, de forma
que es crucial investigar otros genes involucrados en la biosintesis de AQ para poder generar
mapas genéticos de alta resolucion en L. mutabilis que se asocien con la concentracion de AQ.
Este enfoque dara paso al desarrollo de marcadores moleculares funcionales, los cuales
representan una importante herramienta para mejorar la eficiencia de la seleccion y creacién de
lineas con genotipo mejorado, en este caso, semillas dulces que mantengan una baja

acumulacién de AQ. Esto permitira el mejoramiento acelerado del cultivo de chocho.
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6. TABLAS

Tabla 1. Porcentaje de AQ en 14 accesiones de L. mutabilis provenientes de una coleccion del
INIAP. El valor promedio y la desviacion estandar para cada accesion se obtuvo considerando

3 réplicas realizadas. M = media; DS = Desviacion Estandar.

Accesiones bajas en alcaloides Accesiones altas en alcaloides
Muestra M [%] DS Muestra M [%] DS
707 2.84 0.085 FR9 P3 4.55 0.068
742 3.15 0.111 FR11 P8 4.57 0.109
706 3.34 0.344 176 4.65 0.325
712 3.47 0.099 190 4.68 0.190
ProinpaP5 347 0.047 188 4.75 0.036
723 3.61 0.416 193 4.79 0.278
Proinpa P8  3.85 0.245 192 491 0.196

Tabla 2. Secuencia del par de cebadores disefiado y parametros de calidad evaluados. Tm =
Temperatura de melting; %GC = Guanina-Citocina; Any_th = Estabilidad de formacién de
dimeros; 3’ th = Estabilidad de emparejamiento en el extremo 3’; Hairpin = Estabilidad de

formacion de estructuras secundarias; 4G = Energia espontanea para estructuras secundarias.

Longitud Tm gc% any th 3" th hairpin AG1 AG: Secuencia

Cebador 25pb  60.22 44.00 0.00 0.00 0.00 -0.04 030 CTTCACTACTTCTCACAGAGGGTTT
forward
Cebador 25pb  59.71 44.00 0.00 0.00 0.00 0.52 0.62 GATGTCGTATAAGCACCCATATTCG

reverse

Nota: El tamafio del producto es 1,234 pb

Tabla 3. Rendimiento del ensayo de secuenciacion con nanopore sequencing MinlON™,



Rendimiento del ensayo de secuenciacion

Tiempo de corrida 24 horas
Cantidad de informacién generada 4.23 Gb
Cantidad de lecturas 621 M
Longitud de lecturas N50 817 pb
Calidad promedio 12.9 Phred

28
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7. FIGURAS

A. B176+ S706 S707 S712 S723 S742
1.2Kb

B. B176 B188 B190 B192 B193
1.2Kb

C. L  Bi76+ PROP5 PROP8 FR9P8 FR9P17 FRI1PT FR11P8
1.2Kb

Figura 1. Geles de agarosa con la amplificacion del gen LDC en las 14 accesiones de L.
mutabilis. A) Amplificacion del gen LDC en accesiones bajas en AQ (706, 707, 712, 723 y
724) y control positivo (B176+). B) Amplificacién del gen LDC en accesiones altas en AQ
(176, 188, 190, 192 y 193) y control positivo (CH2+). C) Amplificacién del gen LDC en
muestras PROINPA P5, PROINPA P8, FR9 P8, FR9 P17 y FR11 P8. La flecha roja indica la
banda del Ladder correspondiente a 1.2 Kb. Todas las bandas obtenidas se encuentran en el

tamario esperado.
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Figura 2. Histograma del tamafio y el nimero de lecturas generadas en el ensayo de
secuenciacion. Rango del tamafio de las lecturas va desde 60 pb hasta los 7,000 pb
aproximadamente. Los picos observados corresponden a los tamafios esperados de los genes
secuenciados (gen LDC: 1.2 Kb; RAP2-7: 3.4 Kb; LaAT: 3.8 Kb; DHPDS: 3.5 Kb; LaCAO:
6.9 Kb). Las lecturas para el gen LDC se encuentran entre el rango desde 60 pb hasta 1,200 pb

aproximadamente.
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Figura 3. Comparacion entre la calidad promedio y el tamafio promedio de las lecturas
antes y después del procesamiento con Nanoplot. A) Resultados obtenidos antes del
procesamiento (media de la calidad de las lecturas = 12.9 Phred; media del tamafio de lecturas
= 662 pb). B) Resultados obtenidos después del procesamiento. Se eliminaron las lecturas con
tamafo < 200 pb y con calidad < g10. (media de la calidad de las lecturas = 14.5 Phred; media

del tamafio de lecturas = 643 pb).
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Figura 4. Alineacion de secuencias del gen LDC entre accesiones con alto y bajo contenido
de AQ de L. mutabilis para la identificacién de polimorfismos. El tamafio de la secuencia
de todas las accesiones es alrededor de 1,260 pb. El color oscuro denota conservacion. Las
regiones claras indican la posicion y en qué grupo de accesiones se identificé un SNP. La region
roja indica la identificacion de un posible alelo especifico para todas las accesiones bajas en

AQ y otro especifico para todas las accesiones altas en AQ.
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Figura 5. Alineacion de las secuencias de aminoacidos obtenidas para el gen LDC en las
14 accesiones de L. mutabilis analizadas. Las regiones grises indican conservacion. Las
regiones coloridas indican la posicion donde se identifico una sustitucion de aminoacidos. En
la leyenda se especifica el codigo de letras para los aminoacidos. K = Lisina; T = Treonina; C

= Cisteina; F = Fenilalanina; L = Leucina; S = Serina.
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ANEXO 1 : HISTOGRAMA CON LA DISTRIBUCION DE VALORES DE
CUANTIFICACION DE ALCALOIDES QUINOLIZIDINICOS PARA LAS 54

ACCESIONES DE CHOCHO

Histograma Porcentaje de Alcaloides
25

| IIl
5

[2.84,3.22] (3.22, 3.60] 13.60, 3.98] (3.98, 4.36) (4.36,4.74] (4.74,5.12]

Frecuencia

Descripcion: El histograma muestra la curva de distribucion generada con los resultados de la
cuantificacion de AQ de las 54 accesiones realizado en un estudio previo en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la USFQ. Con la finalidad de analizar las secuencias de ADN de
accesiones que muestren fenotipos contrarios, se han seleccionado para el presente estudio las
5 accesiones con el mayor porcentaje de AQ y las 5 accesiones con el menor porcentaje de AQ

que se ubican en los extremos contrapuestos de la curva de distribucion.

ANEXO 2 : SECUENCIAS CONSENSO GENERADAS DEL GEN LDC PARA LAS 14

ACCESIONES EVALUADAS.

ID

. Secuencia consenso generada
accesion

TAATAAGGCCTTCACTACTTCTCACAGAGGGTTTATACCAGGCCAATAATGGTGCAACAACATGTACACCATTGAGCCTCA
706 AGGCCATTTATAATGCTTCTGGGGTGAAGGGTAAGCGAGTCACTCCATTACTCGCTAATGATGAACAAGGTGACATCTCA
CATTTCATTCAATCCATTATTCGTAACACTCCAGAAATTGATTCACCGTTCTTAGTGCTTGATCTTGGCGTAGTTATGCACC
TCATGGGCAAATGGACCACCAATCTTCCTAAGGTTCAGCCTTATTATGCAGTTAAGTGCAACCCTAACGCGTCGTTGTTAG
GTGTACTCGCAGCACTTGGTTCGAGCTTCGACTGTGCCAGCCGAGCCGAAATCGAATCGGTTTTATCACTTGGAGTCTCAC
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CGGACCGGATCATTTATGCGAACCCATGCAAATCAGAGAGTCACATTAAATATGCAGCCAGTGTTGGTGTTAACGTTACA
ACGTTCGACTCCAAGGAAGAGATTCAAAAGATTAAAAAGTGGCACCCGAAATGTGAGTTAGTTATTCGTATTAAGCCACC
ACAAGACAGTGGAGCAAGAAATGCTTTAGGTCTCAAATACGGTGCGCTTCCTGAAGAAGTTAAGCCACTGTTACAAGCCG
CAAAGGACGCAGGATTGAACGTTGTCGGTGTTTCATTCCACATTGGAAGTGGTGGTGCAGATTCTAGAACCTACCATGGA
GCAATTGCTGCAGCTAAAAGCGTTTTCGACATGGCTTCTAAAGAACTAGGCATGCCGAGAATGAAAATAGTGGACATTGG
AGGCGGTTTCACTTGTGGGAACCAATTTGATGCTGCTGCTTTTCACGTGAATGAGGCTCTTGAGGACAATTTTGGAAAAGA
AGAAGGTGTTGTGATAATCGGAGAACCTGGTCGTTATTTTGCAGAGTCACCTTTTACTTTGGCTAGTAAAGTTATTGGGAA
GCGCGTGAGGGGAGAAGTGAGGGAGTATTGGATTGATGATGGGATTTACGGTTCTCTTAATTGCATAATGTATGACTTTG
CAACTGTCACTTGCACGCCACTCGCGTGTGGATCAAAACCAGAGGATCCTGGTTGCAGAAACGCGAAAGTGTACCCTTCA
ACTGTGTTTGGACCCACATGCGATTCGTTAGATACTGTTCTAACAGATTACTTGTTACCGGAATTGGAACTTGACGATTGG
CTTGTGTTCCCGAATATGGGTGCTTATACGACATCGTCAKGGA

707

AATAATGCCTTCACTACTTCTCACAGAGGGTTTATACCAGGCCAATAATGGTGCAACAACATGTACACCATTGAGCCTCAA
GGCCATTTATAATGCTTCTGGGGTGAAGGGTAAGCGAGTCACTCCATTACTCGCTAATGATGAACAAGGTGACATCTCAC
ATTTCATTCAATCCATTATTCGTAACACTCCAGAAATTGATTCACCGTTCTTAGTGCTTGATCTTGGCGTAGTTATGCACCT
CATGGGCAAATGGACCACCAATCTTCCTAAGGTTCAGCCTTATTATGCAGTTAAGTGCAACCCTAACGCGTCGTTGTTAGG
TGTACTCGCAGCACTTGGTTCGAGCTTCGACTGTGCCAGCCGAGCCGAAATCGAATCGGTTTTATCACTTGGAGTCTCACC
GGACCGGATCATTTATGCGAACCCATGCAAATCAGAGAGTCACATTAAATATGCAGCCAGTGTTGGTGTTAACGTTACAA
CGTTCGACTCCAAGGAAGAGATTCAAAAGATTAAAAAGTGGCACCCGAAATGTGAGTTAGTTATTCGTATTAAGCCACCA
CAAGACAGTGGAGCAAGAAATGCTTTAGGTCTCAAATACGGTGCGCTTCCTGAAGAAGTTAAGCCACTGTTACAAGCCGC
AAAGGACGCAGGATTGAACGTTGTCGGTGTTTCATTCCACATTGGAAGTGGTGGTGCAGATTCTAGAACCTACCATGGAG
CAATTGCTGCAGCTAAAAGCGTTTTCGACATGGCTTCTAAAGAACTAGGCATGCCGAGAATGAAAATAGTGGACATTGGA
GGCGGTTTCACTTGTGGGAACCAATTTGATGCTGCTGCTTTTCACGTGAATGAGGCTCTTGAGGACAATTTTGGAAAAGAA
GAAGGTGTTGTGATAATCGGAGAACCTGGTCGTTATTTTGCAGAGTCACCTTTTACTTTGGCTAGTAAAGTTATTGGGAAG
CGCGTGAGGGGAGAAGTGAGGGAGTATTGGATTGATGATGGGATTTACGGTTCTCTTAATTGCATAATGTATGACTTTGC
AACTGTCACTTGCACGCCACTCGCGTGTGGATCAAAACCAGAGGATCCTGGTTGCAGAAACGCGAAAGTGTACCCTTCAA
CTGTGTTTGGACCCACATGCGATTCGTTAGATACTGTTCTAACAGATTACTTGTTACCGGAATTGGAACTTGACGATTGGC
TTGTGTTCCCGAATATGGGTGCTTATACGACATCGTCAGG

712

AGTAATAATGCCTTCACTACTTCTCACAGAGGGTTTATACCAGGCCAATAATGGTGCAACAACATGTACACCATTGAGCCT
CAAGGCCATTTATAATGCTTCTGGGGTGAAGGGTAAGCGAGTCACTCCATTACTCGCTAATGATGAACAAGGTGACATCT
CACATTTCATTCAATCCATTATTCGTAACACTCCAGAAATTGATTCACCGTTCTTAGTGCTTGATCTTGGCGTAGTTATGCA
CCTCATGGGCAAATGGACCACCAATCTTCCTAAGGTTCAGCCTTATTATGCAGTTAAGTGCAACCCTAACGCGTCGTTGTT
AGGTGTACTCGCAGCACTTGGTTCGAGCTTCGACTGTGCCAGCCGAGCCGAAATCGAATCGGTTTTATCACTTGGAGTCTC
ACCGGACCGGATCATTTATGCGAACCCATGCAAATCAGAGAGTCACATTAAATATGCAGCCAGTGTTGGTGTTAACGTTA
CAACGTTCGACTCCAAGGAAGAGATTCAAAAGATTAAAAAGTGGCACCCGAAATGTGAGTTAGTTATTCGTATTAAGCCA
CCACAAGACAGTGGAGCAAGAAATGCTTTAGGTCTCAAATACGGTGCGCTTCCTGAAGAAGTTAAGCCACTGTTACAAGC
CGCAAAGGACGCAGGATTGAACGTTGTCGGTGTTTCATTCCACATTGGAAGTGGTGGTGCAGATTCTAGAACCTACCATG
GAGCAATTGCTGCAGCTAAAAGCGTTTTCGACATGGCTTCTAAAGAACTAGGCATGCCGAGAATGAAAATAGTGGACATT
GGAGGCGGTTTCACTTGTGGGAACCAATTTGATGCTGCTGCTTTTCACGTGAATGAGGCTCTTGAGGACAATTTTGGAAAA
GAAGAAGGTGTTGTGATAATCGGAGAACCTGGTCGTTATTTTGCAGAGTCACCTTTTACTTTGGCTAGTAAAGTTATTGGG
AAGCGCGTGAGGGGAGAAGTGAGGGAGTATTGGATTGATGATGGGATTTACGGTTCTCTTAATTGCATAATGTATGACTT
TGCAACTGTCACTTGCACGCCACTCGCGTGTGGATCAAAACCAGAGGATCCTGGTTGCAGAAACGCGAAAGTGTACCCTT
CAACTGTGTTTGGACCCACATGCGATTCGTTAGATACTGTTCTAACAGATTACTTGTTACCGGAATTGGAACTTGACGATT
GGCTTGTGTTCCCGAATATGGGTGCTTATACGACATCGTCAGGGA

723

AGTAATAATGCCTTCACTACTTCTCACAGAGGGTTTATACCAGGCCAATAATGGTGCAACAACATGTACACCATTGAGCCT
CAAGGCCATTTATAATGCTTCTGGGGTGAAGGGTAAGCGAGTCACTCCATTACTCGCTAATGATGAACAAGGTGACATCT
CACATTTCATTCAATCCATTATTCGTAACACTCCAGAAATTGATTCACCGTTCTTAGTGCTTGATCTTGGCGTAGTTATGCA
CCTCATGGGCAAATGGACCACCAATCTTCCTAAGGTTCAGCCTTATTATGCAGTTAAGTGCAACCCTAACGCGTCGTTGTT
AGGTGTACTCGCAGCACTTGGTTCGAGCTTCGACTGTGCCAGCCGAGCCGAAATCGAATCGGTTTTATCACTTGGAGTCTC
ACCGGACCGGATCATTTATGCGAACCCATGCAAATCAGAGAGTCACATTAAATATGCAGCCAGTGTTGGTGTTAACGTTA
CAACGTTCGACTCCAAGGAAGAGATTCAAAAGATTAAAAAGTGGCACCCGAAATGTGAGTTAGTTATTCGTATTAAGCCA
CCACAAGACAGTGGAGCAAGAAATGCTTTAGGTCTCAAATACGGTGCGCTTCCTGAAGAAGTTAAGCCACTGTTACAAGC
CGCAAAGGACGCAGGATTGAACGTTGTCGGTGTTTCATTCCACATTGGAAGTGGTGGTGCAGATTCTAGAACCTACCATG
GAGCAATTGCTGCAGCTAAAAGCGTTTTCGACATGGCTTCTAAAGAACTAGGCATGCCGAGAATGAAAATAGTGGACATT
GGAGGCGGTTTCACTTGTGGGAACCAATTTGATGCTGCTGCTTTTCACGTGAATGAGGCTCTTGAGGACAATTTTGGAAAA
GAAGAAGGTGTTGTGATAATCGGAGAACCTGGTCGTTATTTTGCAGAGTCACCTTTTACTTTGGCTAGTAAAGTTATTGGG
AAGCGCGTGAGGGGAGAAGTGAGGGAGTATTGGATTGATGATGGGATTTACGGTTCTCTTAATTGCATAATGTATGACTT
TGCAACTGTCACTTGCACGCCACTCGCGTGTGGATCAAAACCAGAGGATCCTGGTTGCAGAAACGCGAAAGTGTACCCTT
CAACTGTGTTTGGACCCACATGCGATTCGTTAGATACTGTTCTAACAGATTACTTGTTACCGGAATTGGAACTTGACGATT
GGCTTGTGTTCCCGAATATGGGTGCTTATACGACATCGTCAGGGACT

742

ATAGTAATAATGCCTTCACTACTTCTCACAGAGGGTTTATACCAGGCCAATAATGGTGCAACAACATGTACACCATTGAGC
CTCAAGGCCATTTATAATGCTTCTGGGGTGAAGGGTAAGCGAGTCACTCCATTACTCGCTAATGATGAACAAGGTGACAT
CTCACATTTCATTCAATCCATTATTCGTAACACTCCAGAAATTGATTCACCGTTCTTAGTGCTTGATCTTGGCGTAGTTATG
CACCTCATGGGCAAATGGACCACCAATCTTCCTAAGGTTCAGCCTTATTATGCAGTTAAGTGCAACCCTAACGCGTCGTTG
TTAGGTGTACTCGCAGCACTTGGTTCGAGCTTCGACTGTGCCAGCCGAGCCGAAATCGAATCGGTTTTATCACTTGGAGTC
TCACCGGACCGGATCATTTATGCGAACCCATGCAAATCAGAGAGTCACATTAAATATGCAGCCAGTGTTGGTGTTAACGT
TACAACGTTCGACTCCAAGGAAGAGATTCAAAAGATTAAAAAGTGGCACCCGAAATGTGAGTTAGTTATTCGTATTAAGC
CACCACAAGACAGTGGAGCAAGAAATGCTTTAGGTCTCAAATACGGTGCGCTTCCTGAAGAAGTTAAGCCACTGTTACAA
GCCGCAAAGGACGCAGGATTGAACGTTGTCGGTGTTTCATTCCACATTGGAAGTGGTGGTGCAGATTCTAGAACCTACCA
TGGAGCAATTGCTGCAGCTAAAAGCGTTTTCGACATGGCTTCTAAAGAACTAGGCATGCCGAGAATGAAAATAGTGGACA
TTGGAGGCGGTTTCACTTGTGGGAACCAATTTGATGCTGCTGCTTTTCACGTGAATGAGGCTCTTGAGGACAATTTTGGAA
AAGAAGAAGGTGTTGTGATAATCGGAGAACCTGGTCGTTATTTTGCAGAGTCACCTTTTACTTTGGCTAGTAAAGTTATTG
GGAAGCGCGTGAGGGGAGAAGTGAGGGAGTATTGGATTGATGATGGGATTTACGGTTCTCTTAATTGCATAATGTATGAC
TTTGCAACTGTCACTTGCACGCCACTCGCGTGTGGATCAAAACCAGAGGATCCTGGTTGCAGAAACGCGAAAGTGTACCC
TTCAACTGTGTTTGGACCCACATGCGATTCGTTAGATACTGTTCTAACAGATTACTTGTTACCGGAATTGGAACTTGACGA
TTGGCTTGTGTTCCCGAATATGGGTGCTTATACGACATCGTCAGGGACTAATTTCAA
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Proinpa
P5

AGTAATAATGCCTTCACTACTTCTCACAGAGGGTTTATACCAGGCCAATAATGGTGCAACAACATGTACACCATTGAGCCT
CAAGGCCATTTATAATGCTTCTGGGGTGAAGGGTAAGCGAGTCACTCCATTACTCGCTAATGATGAACAAGGTGACATCT
CACATTTCATTCAATCCATTATTCGTAACACTCCAGAAATTGATTCACCGTTCTTAGTGCTTGATCTTGGCGTAGTTATGCA
CCTCATGGGCAAATGGACCACCAATCTTCCTAAGGTTCAGCCTTATTATGCAGTTAAGTGCAACCCTAACGCGTCGTTGTT
AGGTGTACTCGCAGCACTTGGTTCGAGCTTCGACTTTGCCAGCCGAGCCGAAATCGAATCGGTTTTATCACTTGGAGTCTC
ACCGGACCGGATCATTTATGCGAACCCATGCAAATCAGAGAGTCACATTAAATATGCAGCCAGTGTTGGTGTTAACGTTA
CAACGTTCGACTCCAAGGAAGAGATTCAAAAGATTAAAAAGTGGCACCCGAAATGTGAGTTAGTTATTCGTATTAAGCCA
CCACAAGACAGTGGAGCAAGAAATGCTTTAGGTCTCAAATACGGTGCGCTTCCTGAAGAAGTTAAGCCACTGTTACAAGC
CGCAAAGGACGCAGGATTGAACGTTGTCGGTGTTTCATTCCACATTGGAAGTGGTGGTGCAGATTCTAGAACCTACCATG
GAGCAATTGCTGCAGCTAAAAGCGTTTTCGACATGGCTTCTAAAGAACTAGGCATGCCGAGAATGAAAATAGTGGACATT
GGAGGCGGTTTCACTTGTGGGAACCAATTTGATGCTGCTGCTTTTCACGTGAATGAGGCTCTTGAGGACAATTTTGGAAAA
GAAGAAGGTGTTGTGATAATCGGAGAACCTGGTCGTTATTTTGCAGAGTCACCTTTTACTTTGGCTAGTAAAGTTATTGGG
AAGCGCGTGAGGGGAGAAGTGAGGGAGTATTGGATTGATGATGGGATTTACGGTTCTCTTAATTGCATAATGTATGACTT
TGCAACTGTCACTTGCACGCCACTCGCGTGTGGATCAAAACCAGAGGATCCTGGTTGCAGAAACGCGAAAGTGTACCCTT
CAACTGTGTTTGGACCCACATGCGATTCGTTAGATACTGTTCTAACAGATTACTTGTTACCGGAATTGGAACTTGACGATT
GGCTTGTGTTCCCGAATATGGGTGCTTATACGACATCGTCAGGKGCTAATTTSAAT

Proinpa
P8

AATAATGCCTTCACTACTTCTCACAGAGGGTTTATACCAGGCCAATAATGGTGCAACAACATGTACACCATTGAGCCTCAA
GGCCATTTATAATGCTTCTGGGGTGAAGGGTAAGCGAGTCACTCCATTACTCGCTAATGATGAACAAGGTGACATCTCAC
ATTTCATTCAATCCATTATTCGTAACACTCCAGAAATTGATTCACCGTTCTTAGTGCTTGATCTTGGCGTAGTTATGCACCT
CATGGGCAAATGGACCACCAATCTTCCTAAGGTTCAGCCTTATTATGCAGTTAAGTGCAACCCTAACGCGTCGTTGTTAGG
TGTACTCGCAGCACTTGGTTCGAGCTTCGACTTTGCCAGCCGAGCCGAAATCGAATCGGTTTTATCACTTGGAGTCTCACC
GGACCGGATCATTTATGCGAACCCATGCAAATCAGAGAGTCACATTAAATATGCAGCCAGTGTTGGTGTTAACGTTACAA
CGTTCGACTCCAAGGAAGAGATTCAAAAGATTAAAAAGTGGCACCCGAAATGTGAGTTAGTTATTCGTATTAAGCCACCA
CAAGACAGTGGAGCAAGAAATGCTTTAGGTCTCAAATACGGTGCGCTTCCTGAAGAAGTTAAGCCACTGTTACAAGCCGC
AAAGGACGCAGGATTGAACGTTGTCGGTGTTTCATTCCACATTGGAAGTGGTGGTGCAGATTCTAGAACCTACCATGGAG
CAATTGCTGCAGCTAAAAGCGTTTTCGACATGGCTTCTAAAGAACTAGGCATGCCGAGAATGAAAATAGTGGACATTGGA
GGCGGTTTCACTTGTGGGAACCAATTTGATGCTGCTGCTTTTCACGTGAATGAGGCTCTTGAGGACAATTTTGGAAAAGAA
GAAGGTGTTGTGATAATCGGAGAACCTGGTCGTTATTTTGCAGAGTCACCTTTTACTTTGGCTAGTAAAGTTATTGGGAAG
CGCGTGAGGGGAGAAGTGAGGGAGTATTGGATTGATGATGGGATTTACGGTTCTCTTAATTGCATAATGTATGACTTTGC
AACTGTCACTTGCACGCCACTCGCGTGTGGATCAAAACCAGAGGATCCTGGTTGCAGAAACGCGAAAGTGTACCCTTCAA
CTGTGTTTGGACCCACATGCGATTCGTTAGATACTGTTCTAACAGATTACTTGTTACCGGAATTGGAACTTGACGATTGGC
TTGTGTTCCCGAATATGGGTGCTTATACGACATCGTCAGGAACTAATTTC

176

TAATGCCTTCACTACTTCTCACAGAGGGTTTATACCAGGCCAATAATGGTGCAACAACATGTACACCATTGAGCCTCAAGG
CCATTTATAATGCTTCTGGGGTGAAGGGTAAGCGAGTCACTCCATTACTCGCTAATGATGAACAAGGTGACATCTCACATT
TCATTCAATCCATTATTCGTAACACTCCAGAAATTGATTCACCGTTCTTAGTGCTTGATCTTGGCGTAGTTATGCACCTCAT
GGGCAAATGGACCACCAATCTTCCTTCGGTTCAGCCTTATTATGCAGTTAAGTGCAACCCTAACGCGTCGTTGTTAGGTGT
ACTCGCAGCACTTGGTTCGAGCTTCGACTGTGCCAGCCGAGCCGAAATCGAATCGGTTTTATCACTTGGAGTCTCACCGGA
CCGGATCATTTATGCGAACCCATGCAAATCAGAGAGTCACATTAAATATGCAGCCAGTGTTGGTGTTAACGTTACAACGTT
CGACTCCAAGGAAGAGATTCAAAAGATTAAAAAGTGGCACCCGAAATGTGAGTTAGTTATTCGTATTAAGCCACCACAAG
ACAGTGGAGCAAGAAATGCTTTAGGTCTCAAATACGGTGCGCTTCCTGAAGAAGTTAAGCCACTGTTACAAGCCGCAAAG
GACGCAGGATTGAACGTTGTCGGTGTTTCATTCCACATTGGAAGTGGTGGTGCTGATTCTAGAACCTACCATGGAGCAATT
GCTGCAGCTAAAAGCGTTTTCGACATGGCTTCTAAAGAACTAGGCATGCCGAGAATGAAAATAGTGGACATTGGAGGCGG
TTTCACTTGTGGGAACCAATTTGATGCTGCTGCTTTTCACGTGAATGAGGCTCTTGAGGACAATTTTGGAAAAGAAGAAGG
TGTTGTGATAATTGGAGAACCTGGTCGTTATTTTGCAGAGTCACCTTTTACTTTGGCTAGTAAAGTTATTGGGAAGCGCGT
GAGGGGAGAAGTGAGGGAGTATTGGATTGATGATGGGATTTACGGTTCTCTTAATTGCATAATGTATGACTTTGCAACTGT
CACTTGCACGCCACTCGCGTGTGGATCAAAACCAGAGGATCCTGGTTGCAGAAACGCGAAAGTGTACCCTTCAACTGTGT
TTGGACCCACATGCGATTCGTTAGATACTGTTCTAACAGATTACTTGTTACCGGAATTGGAACTTGACGATTGGCTTGTGT
TCCCGAATATGGGTGCTTATACGACATCGTCAGGGA

188

AGTAATAATKCCTTCACTACTTCTCACAGAGGGTTTATACCAGGCCAATAATGGTGCAACAACATGTACACCATTGAGCCT
CAAGGCCATTTATAATGCTTCTGGGGTGAAGGGTAAGCGAGTCACTCCATTACTCGCTAATGATGAACAAGGTGACATCT
CACATTTCATTCAATCCATTATTCGTAACACTCCAGAAATTGATTCACCGTTCTTAGTGCTTGATCTTGGCGTAGTTATGCA
CCTCATGGGCAAATGGACCACCAATCTTCCTAAGGTTCAGCCTTATTATGCAGTTAAGTGCAACCCTAACGCGTCGTTGTT
AGGTGTACTCGCAGCACTTGGTTCGAGCTTCGACTGTGCCAGCCGAGCCGAAATCGAATCGGTTTTATCACTTGGAGTCTC
ACCGGACCGGATCATTTATGCGAACCCATGCAAATCAGAGAGTCACATTAAATATGCAGCCAGTGTTGGTGTTAACGTTA
CAACGTTCGACTCCAAGGAAGAGATTCAAAAGATTAAAAAGTGGCACCCGAAATGTGAGTTAGTTATTCGTATTAAGCCA
CCACAAGACAGTGGAGCAAGAAATGCTTTAGGTCTCAAATACGGTGCGCTTCCTGAAGAAGTTAAGCCACTGTTACAAGC
CGCAAAGGACGCAGGATTGAACGTTGTCGGTGTTTCATTCCACATTGGAAGTGGTGGTGCTGATTCTAGAACCTACCATG
GAGCAATTGCTGCAGCTAAAAGCGTTTTCGACATGGCTTCTAAAGAACTAGGCATGCCGAGAATGAAAATAGTGGACATT
GGAGGCGGTTTCACTTGTGGGAACCAATTTGATGCTGCTGCTTTTCACGTGAATGAGGCTCTTGAGGACAATTTTGGAAAA
GAAGAAGGTGTTGTGATAATCGGAGAACCTGGTCGTTATTTTGCAGAGTCACCTTTTACTTTGGCTAGTAAAGTTATTGGG
AAGCGCGTGAGGGGAGAAGTGAGGGAGTATTGGATTGATGATGGGATTTACGGTTCTCTTAATTGCATAATGTATGACTT
TGCAACTGTCACTTGCACGCCACTCGCGTGTGGATCAAAACCAGAGGATCCTGGTTGCAGAAACGCGAAAGTGTACCCTT
CAACTGTGTTTGGACCCACATGCGATTCGTTAGATACTGTTCTAACAGATTACTTGTTACCGGAATTGGAACTTGACGATT
GGCTTGTGTTCCCGAATATGGGTGCTTATACGACATCGTCAGGGACT

190

AATAATGCCTTCACTACTTCTCACAGAGGGTTTATACCAGGCCAATAATGGTGCAACAACATGTACACCATTGAGCCTCAA
GGCCATTTATAATGCTTCTGGGGTGAAGGGTAAGCGAGTCACTCCATTACTCGCTAATGATGAACAAGGTGACATCTCAC
ATTTCATTCAATCCATTATTCGTAACACTCCAGAAATTGATTCACCGTTCTTAGTGCTTGATCTTGGCGTAGTTATGCACCT
CATGGGCAAATGGACCACCAATCTTCCTACGGTTCAGCCTTATTATGCAGTTAAGTGCAACCCTAACGCGTCGTTGTTAGG
TGTACTCGCAGCACTTGGTTCGAGCTTCGACTGTGCCAGCCGAGCCGAAATCGAATCGGTTTTATCACTTGGAGTCTCACC
GGACCGGATCATTTATGCGAACCCATGCAAATCAGAGAGTCACATTAAATATGCAGCCAGTGTTGGTGTTAACGTTACAA
CGTTCGACTCCAAGGAAGAGATTCAAAAGATTAAAAAGTGGCACCCGAAATGTGAGTTAGTTATTCGTATTAAGCCACCA
CAAGACAGTGGAGCAAGAAATGCTTTAGGTCTCAAATACGGTGCGCTTCCTGAAGAAGTTAAGCCACTGTTACAAGCCGC
AAAGGACGCAGGATTGAACGTTGTCGGTGTTTCATTCCACATTGGAAGTGGTGGTGCTGATTCTAGAACCTACCATGGAG
CAATTGCTGCAGCTAAAAGCGTTTTCGACATGGCTTCTAAAGAACTAGGCATGCCGAGAATGAAAATAGTGGACATTGGA
GGCGGTTTCACTTGTGGGAACCAATTTGATGCTGCTGCTTTTCACGTGAATGAGGCTCTTGAGGACAATTTTGGAAAAGAA
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GAAGGTGTTGTGATAATTGGAGAACCTGGTCGTTATTTTGCAGAGTCACCTTTTACTTTGGCTAGTAAAGTTATTGGGAAG
CGCGTGAGGGGAGAAGTGAGGGAGTATTGGATTGATGATGGGATTTACGGTTCTCTTAATTGCATAATGTATGACTTTGC
AACTGTCACTTGCACGCCACTCGCGTGTGGATCAAAACCAGAGGATCCTGGTTGCAGAAACGCGAAAGTGTACCCTTCAA
CTGTGTTTGGACCCACATGCGATTCGTTAGATACTGTTCTAACAGATTACTTGTTACCGGAATTGGAACTTGACGATTGGC
TTGTGTTCCCGAATATGGGTGCTTATACGACATCGTCAGGGA

192

AATAATGCCTTCACTACTTCTCACAGAGGGTTTATACCAGGCCAATAATGGTGCAACAACATGTACACCATTGAGCCTCAA
GGCCATTTATAATGCTTCTGGGGTGAAGGGTAAGCGAGTCACTCCATTACTCGCTAATGATGAACAAGGTGACATCTCAC
ATTTCATTCAATCCATTATTCGTAACACTCCAGAAATTGATTCACCGTTCTTAGTGCTTGATCTTGGCGTAGTTATGCACCT
CATGGGCAAATGGACCACCAATCTTCCTTCGGTTCAGCCTTATTATGCAGTTAAGTGCAACCCTAACGCGTCGTTGTTAGG
TGTACTCGCAGCACTTGGTTCGAGCTTCGACTGTGCCAGCCGAGCCGAAATCGAATCGGTTTTATCACTTGGAGTCTCACC
GGACCGGATCATTTATGCGAACCCATGCAAATCAGAGAGTCACATTAAATATGCAGCCAGTGTTGGTGTTAACGTTACAA
CGTTCGACTCCAAGGAAGAGATTCAAAAGATTAAAAAGTGGCACCCGAAATGTGAGTTAGTTATTCGTATTAAGCCACCA
CAAGACAGTGGAGCAAGAAATGCTTTAGGTCTCAAATACGGTGCGCTTCCTGAAGAAGTTAAGCCACTGTTACAAGCCGC
AAAGGACGCAGGATTGAACGTTGTCGGTGTTTCATTCCACATTGGAAGTGGTGGTGCTGATTCTAGAACCTACCATGGAG
CAATTGCTGCAGCTAAAAGCGTTTTCGACATGGCTTCTAAAGAACTAGGCATGCCGAGAATGAAAATAGTGGACATTGGA
GGCGGTTTCACTTGTGGGAACCAATTTGATGCTGCTGCTTTTCACGTGAATGAGGCTCTTGAGGACAATTTTGGAAAAGAA
GAAGGTGTTGTGATAATTGGAGAACCTGGTCGTTATTTTGCAGAGTCACCTTTTACTTTGGCTAGTAAAGTTATTGGGAAG
CGCGTGAGGGGAGAAGTGAGGGAGTATTGGATTGATGATGGGATTTACGGTTCTCTTAATTGCATAATGTATGACTTTGC
AACTGTCACTTGCACGCCACTCGCGTGTGGATCAAAACCAGAGGATCCTGGTTGCAGAAACGCGAAAGTGTACCCTTCAA
CTGTGTTTGGACCCACATGCGATTCGTTAGATACTGTTCTAACAGATTACTTGTTACCGGAATTGGAACTTGACGATTGGC
TTGTGTTCCCGAATATGGGTGCTTATACGACATCGTCAGGG

193

AATGCCTTCACTACTTCTCACAGAGGGTTTATACCAGGCCAATAATGGTGCAACAACATGTACACCATTGAGCCTCAAGG
CCATTTATAATGCTTCTGGGGTGAAGGGTAAGCGAGTCACTCCATTACTCGCTAATGATGAACAAGGTGACATCTCACATT
TCATTCAATCCATTATTCGTAACACTCCAGAAATTGATTCACCGTTCTTAGTGCTTGATCTTGGCGTAGTTATGCACCTCAT
GGGCAAATGGACCACCAATCTTCCTTCGGTTCAGCCTTATTATGCAGTTAAGTGCAACCCTAACGCGTCGTTGTTAGGTGT
ACTCGCAGCACTTGGTTCGAGCTTCGACTGTGCCAGCCGAGCCGAAATCGAATCGGTTTTATCACTTGGAGTCTCACCGGA
CCGGATCATTTATGCGAACCCATGCAAATCAGAGAGTCACATTAAATATGCAGCCAGTGTTGGTGTTAACGTTACAACGTT
CGACTCCAAGGAAGAGATTCAAAAGATTAAAAAGTGGCACCCGAAATGTGAGTTAGTTATTCGTATTAAGCCACCACAAG
ACAGTGGAGCAAGAAATGCTTTAGGTCTCAAATACGGTGCGCTTCCTGAAGAAGTTAAGCCACTGTTACAAGCCGCAAAG
GACGCAGGATTGAACGTTGTCGGTGTTTCATTCCACATTGGAAGTGGTGGTGCTGATTCTAGAACCTACCATGGAGCAATT
GCTGCAGCTAAAAGCGTTTTCGACATGGCTTCTAAAGAACTAGGCATGCCGAGAATGAAAATAGTGGACATTGGAGGCGG
TTTCACTTGTGGGAACCAATTTGATGCTGCTGCTTTTCACGTGAATGAGGCTCTTGAGGACAATTTTGGAAAAGAAGAAGG
TGTTGTGATAATTGGAGAACCTGGTCGTTATTTTGCAGAGTCACCTTTTACTTTGGCTAGTAAAGTTATTGGGAAGCGCGT
GAGGGGAGAAGTGAGGGAGTATTGGATTGATGATGGGATTTACGGTTCTCTTAATTGCATAATGTATGACTTTGCAACTGT
CACTTGCACGCCACTCGCGTGTGGATCAAAACCAGAGGATCCTGGTTGCAGAAACGCGAAAGTGTACCCTTCAACTGTGT
TTGGACCCACATGCGATTCGTTAGATACTGTTCTAACAGATTACTTGTTACCGGAATTGGAACTTGACGATTGGCTTGTGT
TCCCGAATATGGGTGCTTATACGACATCGTCAGGTGCCTACTTTCAATACATGGGTTTAAC

FR9 P3

TAATGCCTTCACTACTTCTCACAGAGGGTTTATACCAGGCCAATAATGGTGCAACAACATGTACACCATTGAGCCTCAAGG
CCATTTATAATGCTTCTGGGGTGAAGGGTAAGCGAGTCACTCCATTACTCGCTAATGATGAACAAGGTGACATCTCACATT
TCATTCAATCCATTATTCGTAACACTCCAGAAATTGATTCACCGTTCTTAGTGCTTGATCTTGGCGTAGTTATGCACCTCAT
GGGCAAATGGACCACCAATCTTCCTAAGGTTCAGCCTTATTATGCAGTTAAGTGCAACCCTAACGCGTCGTTGTTAGGTGT
ACTCGCAGCACTTGGTTCGAGCTTCGACTGTGCCAGCCGAGCCGAAATCGAATCGGTTTTATCACTTGGAGTCTCACCGGA
CCGGATCATTTATGCGAACCCATGCAAATCAGAGAGTCACATTAAATATGCAGCCAGTGTTGGTGTTAACGTTACAACGTT
CGACTCCAAGGAAGAGATTCAAAAGATTAAAAAGTGGCACCCGAAATGTGAGTTAGTTATTCGTATTAAGCCACCACAAG
ACAGTGGAGCAAGAAATGCTTTAGGTCTCAAATACGGTGCGCTTCCTGAAGAAGTTAAGCCACTGTTACAAGCCGCAAAG
GACGCAGGATTGAACGTTGTCGGTGTTTCCTTCCACATTGGAAGTGGTGGTGCTGATTCTAGAACCTACCATGGAGCAATT
GCTGCAGCTAAAAGCGTTTTCGACATGGCTTCTAAAGAACTAGGCATGCCGAGAATGAAAATAGTGGACATTGGAGGCGG
TTTCACTTGTGGGAACCAATTTGATGCTGCTGCTTTTCACGTGAATGAGGCTCTTGAGGACAATTTTGGAAAAGAAGAAGG
TGTTGTGATAATTGGAGAACCTGGTCGTTATTTTGCAGAGTCACCTTTTACTTTGGCTAGTAAAGTTATTGGGAAGCGCGT
GAGGGGAGAAGTGAGGGAGTATTGGATTGATGATGGGATTTACGGTTCTCTTAATTGCATAATGTATGACTTTGCAACTGT
CACTTGCACGCCACTCGCGTGTGGATCAAAACCAGAGGATCCTGGTTGCAGAAACGCGAAAGTGTACCCTTCAACTGTGT
TTGGACCCACATGCGATTCGTTAGATACTGTTCTAACAGATTACTTTTTACCGGAATTGGAACTTGACGATTGGCTTGTGTT
CCCGAATATGGGTGCTTATACGACATCGTCAGGGANKAATTTCACTGGGTGATATTAACAACAACA

FR11 P8

ATAATGCCTTCACTACTTCTCACAGAGGGTTTATACCAGGCCAATAATGGTGCAACAACATGTACACCATTGAGCCTCAAG
GCCATTTATAATGCTTCTGGGGTGAAGGGTAAGCGAGTCACTCCATTACTCGCTAATGATGAACAAGGTGACATCTCACAT
TTCATTCAATCCATTATTCGTAACACTCCAGAAATTGATTCACCGTTCTTAGTGCTTGATCTTGGCGTAGTTATGCACCTCA
TGGGCAAATGGACCACCAATCTTCCTAAGGTTCAGCCTTATTATGCAGTTAAGTGCAACCCTAACGCGTCGTTGTTAGGTG
TACTCGCAGCACTTGGTTCGAGCTTCGACTGTGCCAGCCGAGCCGAAATCGAATCGGTTTTATCACTTGGAGTCTCACCGG
ACCGGATCATTTATGCGAACCCATGCAAATCAGAGAGTCACATTAAATATGCAGCCAGTGTTGGTGTTAACGTTACAACG
TTCGACTCCAAGGAAGAGATTCAAAAGATTAAAAAGTGGCACCCGAAATGTGAGTTAGTTATTCGTATTAAGCCACCACA
AGACAGTGGAGCAAGAAATGCTTTAGGTCTCAAATACGGTGCGCTTCCTGAAGAAGTTAAGCCACTGTTACAAGCCGCAA
AGGACGCAGGATTGAACGTTGTCGGTGTTTCATTCCACATTGGAAGTGGTGGTGCTGATTCTAGAACCTACCATGGAGCA
ATTGCTGCAGCTAAAAGCGTTTTCGACATGGCTTCTAAAGAACTAGGCATGCCGAGAATGAAAATAGTGGACATTGGAGG
CGGTTTCACTTGTGGGAACCAATTTGATGCTGCTGCTTTTCACGTGAATGAGGCTCTTGAGGACAATTTTGGAAAAGAAGA
AGGTGTTGTGATAATTGGAGAACCTGGTCGTTATTTTGCAGAGTCACCTTTTACCTTGGCTAGTAAAGTTATTGGGAAGCG
CGTGAGGGGAGAAGTGAGGGAGTATTGGATTGATGATGGGATTTACGGTTCTCTTAATTGCATAATGTATGACTTTGCAA
CTGTCACTTGCACGCCACTCGCGTGTGGATCAAAACCAGAGGATCCTGGTTGCAGAAACGCGAAAGTGTACCCTTCAACT
GTGTTTGGACCCACATGCGATTCGTTAGATACTGTTCTAACAGATTACTTGTTACCGGAATTGGAACTTGACGATTGGCTT
GTGTTCCCGAATATGGGTGCTTATACGACATCGTCAGGGACTAA
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Descripcion: Se incluye la secuencia consenso (formato FASTA) de cada una de las 14

accesiones evaluadas. Las secuencias consenso se obtuvieron luego del mapeado y ensamblado

en Geneious prime de las lecturas que alineadas a la secuencia de referencia (LOC109327937).

Estas secuencias consenso fueron alineadas para la identificacion de SNPs.

ANEXO 3 : POSICION DE LOS SNPS IDENTIFICADOS EN LA ALINEACION DE

LAS SECUENCIAS CONSENSO DEL GEN LDC EN LAS 14 ACCESIONES DE L.

MUTABILIS.

Polimorfismo identificado

Posicion y grupo al que pertenece

706 -
707 -
712 -
723 -
742 -

Bajo en alcaloides
Bajo en alcaloides
Bajo en alcaloides
Bajo en alcaloides
Bajo en alcaloides

Consensus:

Proinpa P5 - Bajo en alcaloides
Proinpa P8 - Bajo en alcaloides

176 - Alto en alcaloides
188 - Alto en alcaloides
190 - Alto en alcaloides
192 - Alto en alcaloides
193 - Alto en alcaloides

FR9 P3 - Alto en alcaloides
FR11 P8 - Alto en alcaloides

AAtGCCTTCA
AAGGCCTTCA
AATGCCTTCA
AATGCCTTCA
AATGCCTTCA
AATGCCTTCA
AATGCCTTCA
AATGCCTTCA
AATGCCTTCA
AATGCCTTCA
AATGCCTTCA
AATGCCTTCA
AATGCCTTCA
AATGCCTTCA
AATGCCTTCA

Polimorfismo de un solo nucleétido en la
posicion 11 en accesion baja en
alcaloides.

706 -
707 -
712 -
723 -

742

Bajo en alcaloides
Bajo en alcaloides
Bajo en alcaloides
Bajo en alcaloides

- Bajo en alcaloides

Consensus:

Proinpa P5 - Bajo en alcaloides

Proinpa P8 - Bajo en alcaloides

176 -
188 -
190 -
182 -
193 -

Alto en alcaloides
Alto en alcaloides
Alto en alcaloides
Alto en alcaloides
Alto en alcaloides

FRY P3 - Alto en alcaloides
FR11 P8 - Alto en alcaloides

TCCTaaGGTT
274 276 278 280 28
TCCTAAGGTT
TCCTAAGGTT
TCCTAAGGTT
TCCTAAGGTT
TCCTAAGGTT
TCCTAAGGTT
TCCTAAGGTT
TCCTTCGGTT
TCCTAAGGTT
TCCTACGGTT
TCCTTCGGTT
TCCTTCGGTT
TCCTAAGGTT
TCCTAAGGTT

Polimorfismo de un solo nucledtido en la
posicidn 277 y 278 en accesiones altas en
alcaloides.
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Consensus: GACTgTGCCA

706 - Bajo en alcaloides

707 - Bajo en alcaloides

712 - Bajo en alcaloides

723 - Bajo en alcaloides

742 - Bajo en alcaloides
Proinpa P5 - Bajo en alcaloides
Proinpa P8 - Bajo en alcaloides
176 - Alto en alcaloides

188 - Alto en alcaloides

190 - Alto en alcaloides

192 - Alto en alcaloides

193 - Alto en alcaloides

FR9 P3 - Alto en alcaloides
FR11 P8 - Alto en alcaloides

i

Polimorfismo de un solo nucleétido en la
posicion 362 en accesiones bajas en
alcaloides.

Consensus:GTTTCaTTCC

680 682 684 686 688

TTTCATTCC
TTTCATTCC
TTTCATTCC
TTTCATTCC
TTTCATTCC
TTTCATTCC
TTTCATTCC
TTTCATTCC

706 - Bajo en alcaloides
707 - Bajo en alcaloides
712 - Bajo en alcaloides
723 - Bajo en alcaloides
742 - Bajo en alcaloides
Proinpa P5 - Bajo en alcaloides
Proinpa P8 - Bajo en alcaloides
176 - Alto en alcaloides

188 - Alte en alcaloides
190 - Alte en alcaloides
192 - Alte en alcaloides
193 - Alte en alcaloides
FRY P3 - Alto en alcaloides

TTTCATTCC
TTTCATTCC
TTTCATTCC
TTTCATTCC
TTTCCTTCC

FR11 P8 - Alto en alcaloides TTTCATTCC

Polimorfismo de un solo nucleétido en la
posicidn 684 en accesion alta en
alcaloides.

Consensus: GGTGC+GATT
> 704 706 708 710 71z

706 - Bajo en alcaloides

707 - Bajo en alcaloides

712 - Bajo en alcaloides

723 - Bajo en alcaloides

742 - Bajo en alcaloides
Proinpa P5 - Bajo en alcaloides
Proinpa P8 - Bajo en alcaloides
176 - Alto en alcaloides

188 - Alto en alcaloides

190 - Alto en alcaloides

192 - Alto en alcaloides

193 - Alto en alcaloides

FR9 P3 - Alto en alcaloides
FR11 P8 - Alto en alcaloides

e e e e
>
-
—

Polimorfismo de un solo nucle6tido en la
posicion 708 en todas las accesiones del

grupo.
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706 - Bajo en alcaloides
707 - Bajo en alcaloides
712 - Bajo en alcaloides
723 - Bajo en alcaloides
742 - Bajo en alcaloides

Consensus:

Proinpa P5 - Bajo en alcaloides
Proinpa P8 - Bajo en alcaloides

176 - Alto en alcaloides
188 - Alto en alcaloides
190 - Alto en alcaloides
192 - Alto en alcaloides
193 - Alto en alcaloides

FR9 P3 - Alto en alcaloides
FR11 P8 - Alto en alcaloides

ATAATcGGAG
J 8 910 912 !
ATAATCGGAG
ATAATCGGAG
ATAATCGGAG
ATAATCGGAG
ATAATCGGAG
ATAATCGGAG
ATAATCGGAG
ATAATTGGAG
ATAATCGGAG
ATAATTGGAG
ATAATTGGAG
ATAATTGGAG
ATAATTGGAG
ATAATTGGAG

Polimorfismo de un solo nucleétido en la
posicion 909 en accesiones altas en
alcaloides.

706 - Bajo en alcaloides
707 - Bajo en alcaloides
712 - Bajo en alcaloides
723 - Bajo en alcaloides
742 - Bajo en alcaloides

Consensus:

Proinpa P5 - Bajo en alcaloides
Proinpa P8 - Bajo en alcaloides

176 - Alto en alcaloides
188 - Alto en alcaloides
190 - Alto en alcaloides
192 - Alto en alcaloides
193 - Alto en alcaloides

FR9 P3 - Alto en alcaloides
FR11 P8 - Alto en alcaloides

TTTACtTTGG

) 044 046 943 050

TTTACTTTGG
TTTACTTTGG
TTTACTTTGG
TTTACTTTGG
TTTACTTTGG
TTTACTTTGG
TTTACTTTGG
TTTACTTTGG
TTTACTTTGG
TTTACTTTGG
TTTACTTTGG
TTTACTTTGG
TTTACTTTGG
TTTACCTTGG

Polimorfismo de un solo nucleétido en la
posicidn 948 en accesion alta en
alcaloides.

706 - Bajo en alcaloides
707 - Bajo en alcaloides
712 - Bajo en alcaloides
723 - Bajo en alcaloides
742 - Bajo en alcaloides

Consensus:

Proinpa P5 - Bajo en alcaloides
Proinpa P8 - Bajo en alcaloides

176 - Alto en alcaloides
188 - Alto en alcaloides
190 - Alto en alcaloides
192 - Alto en alcaloides
193 - Alto en alcaloides

FR9 P3 - Alto en alcaloides
FR11 P8 - Alto en alcaloides

TACTTgTTAC
TACTTGTTAC
TACTTGTTAC
TACTTIGTTAC
TACTTGTTAC
TACTTGTTAC
TACTTGTTAC
TACTTGTTAC
TACTTGTTAC
TACTTGTTAC
TACTTGTTAC
TACTTGTTAC
TACTTGTTAC
TACTTTTTAC
TACTTIGTTAC

Polimorfismo de un solo nucleétido en la
posicion 1185 en accesion alta en
alcaloides.

Descripcion: Se muestra los SNPs identificados tras la alineacion de las 14 secuencias
consenso generadas. En la parte izquierda se indica el ID de la accesion. En la parte derecha se

indica la posicion donde se encuentra cada SNP.
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ANEXO 4 ALINEACION DE LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS DERIVADOS DE

LA TRADUCCION DE LA SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DEL GEN LDC

ENTRE LAS 14 ACCESIONES DE L. MUTABILIS.

--mPSLLLtEGLYQANNGATtctPLSLKATYNASGVKGKRVTPLLANd
12 4 6 8 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48

Consensus:

Referencia

706 - Bajo en alcaloides

707 - Bajo en alcaloides

712 - Bajo en alcaloides

723 - Bajo en alcaloides

742 - Bajo en alcaloides
Proinpa P5 - Bajo en alcaloides
Proinpa P8 - Bajo en alcaloides
176 - Alto en alcaloides

188 - Alto en alcaloides

190 - Alto en alcaloides

192 - Alto en alcaloides

193 - Alto en alcaloides

FR9 P3 - Alto en alcaloides
FR11 P8 - Alto en alcaloides

[ T T T e S S e e Y S e = S o
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.
<< << <=<=<=<=<=====
T
ARAAAAARAAARAARARRNARRAN
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e e e e
UOUDUUOUDUUUDODUODOOOM

- - T

E Y
BEEEEIR I R R

dEqQGdISHFIQSIIRNTPeIDSPFLVLDLGVVMHLMgKWTTNLPkLVQp
54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 B84 86 88 90 92 95

=

T

Consensus:

Referencia

706 - Bajo en alcaloides

707 - Bajo en alcaloides

712 - Bajo en alcaloides

723 - Bajo en alcaloides

742 - Bajo en alcaloides
Proinpa P5 - Bajo en alcaloides
Proinpa P8 - Bajo en alcaloides
176 - Alto en alcaloides

188 - Alto en alcaloides

190 - Alto en alcaloides

192 - Alto en alcaloides

193 - Alto en alcaloides

FR9 P3 - Alto en alcaloides
FR11 P8 - Alto en alcaloides
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—
FaS

PYYAVKCNPNaSLLGVLAALGSSFDcASRAEIESVLSLGVSPDRIIYA
95 98 100 102 104 106 108 110 112 114 116 118 120 122 124 126 128 130 132 134 136 138 140 142

Consensus:

Referencia

706 - Bajo en alcaloides

707 - Bajo en alcaloides

712 - Bajo en alcaloides

723 - Bajo en alcaloides

742 - Bajo en alcaloides
Proinpa P5 - Bajo en alcaloides
Proinpa P8 - Bajo en alcaloides
176 - Alto en alcaloides

188 - Alto en alcaloides

190 - Alto en alcaloides

192 - Alto en alcaloides

193 - Alto en alcaloides

FR9 P3 - Alto en alcaloides
FR11 P8 - Alto en alcaloides
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Consensus ANPCKSESHIKYAASVGVNVTTFDSKEEIQKIKKWHPKCELVIRIKPP

142 144 146 148 150 152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172 174 176 178 180 182 184 186 189
Referencia 137 KSESHIIIKY TTFDSKEETHKIKKWHPKEIE K
706 - Bajo en alcaloides 140 KSESHIIKY TTFDSKEE KIT K KWH [P K E K
707 - Bajo en alcaloides 140 KSESHIIKY TTFDSKEE KIT K KWH[PIKIE K
712 - Bajo en alcaloides 140 KSESHIIKY TTFDSKEE KIT K KWH [PIK & E K
723 - Bajo en alcaloides 140 KSESHIIKY TTFDSKEE KIT K KWH[PIKEIE K
742 - Bajo en alcaloides 140 KSESHIIKY TTFDSKEE KIT K KWH [PIK S E K
Proinpa P5 - Bajo en alcaloides 140 KSESHIIKY TTFDSKEE KIT K KWH [P K E K
Proinpa P8 - Bajo en alcaloides 140 KSESHIKY TTFDSKEE KT K KWH P KB E K
176 - Alto en alcaloides 140 KSESHIIKY TTFDSKEE KIT K KWH [PIK & E K
188 - Alto en alcaloides 142 KSESHIKY TTFDSKEE KT K KWH P KB E K
190 - Alto en alcaloides 140 KSESHIIKY TTFDSKEE KIT K KWH [PIK S E K
192 - Alto en alcaloides 140 KSESHIIKY TTFDSKEE KIT K KWH [P K& E K
193 - Alto en alcaloides 140 KSESHIKY TTFDSKEE KT K KWH P KB E K
FR9 P3 - Alto en alcaloides 140 KSESHIKY TTFDSKEE KT K KW H PIK & E K
FR11 P8 - Alto en alcaloides 140 KSESHIKY TTFDSKEE KK KWHPIKEE K

e e

PQDSGARNALGLKYGALPEEVKPLLQAAKDAgQLNVVGVSFHIGSGGAD
189 192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 212 214 216 218 220 222 224 226 228 230 232 234 236

~

Referencia

706 - Bajo en alcaloides

707 - Bajo en alcaloides

712 - Bajo en alcaloides

723 - Bajo en alcaloides

742 - Bajo en alcaloides
Proinpa P5 - Bajo en alcaloides
Proinpa P8 - Bajo en alcaloides
176 - Alto en alcaloides

188 - Alto en alcaloides

190 - Alto en alcaloides

192 - Alto en alcaloides

193 - Alto en alcaloides

FR9 P3 - Alto en alcaloides
FR11 P8 - Alto en alcaloides

= viiviviviiviiviiviiviiviiviiviiviv]
ANAARAARAARNARAAAXRNARARANA
Jc 0§ Ot Ot g% g6 Ot g5 gn g6 g de gn o dg
[=iviiviiviiviiviiviiviiviiviivilvilviv]

T

D

D K'Y EEVK K D

DSRTYHGAIAAAKSVFDMASKELGMPRMKIVDIGGGFTCGNQFDAAaF
236 238 240 242 244 246 248 250 252 254 256 258 260 262 264 266 268 270 272 274 276 278 280 283

Consensus:

Referencia 231 p K D K D T D
706 - Bajo en alcaloides 234 p K D K D T D
707 - Bajo en alcaloides 234 p K D K D T D
712 - Bajo en alcaloides 234 p K D K D T D
723 - Bajo en alcaloides 234 p K D K D T D
742 - Bajo en alcaloides 234 p K D K D T D
Proinpa P5 - Bajo en alcaloides 234 p K D K D T D
Proinpa P8 - Bajo en alcaloides 234 p K D K D T D
176 - Alto en alcaloides 234 p K D K D T D
188 - Alto en alcaloides 236 p K D K D T D
190 - Alto en alcaloides 234 p K D K D T D
192 - Alto en alcaloides 234 p K D K D T D
193 - Alto en alcaloides 234 p K D K D T D
FR9 P3 - Alto en alcaloides 234 p K D K E K D T D
FR11 P8 - Alto en alcaloides 234 p K D K E K D T D
Consensus: FHVNEALEDNFGKEEGVVi IGEPGRYFAESPFTLASKVIGKRVRGEVR

283 286 288 200 202 204 296 208 300 302 304 306 308 310 312 314 316 318 320 322 324 326 328 330

m
<
m

Referencia

706 - Bajo en alcaloides

707 - Bajo en alcaloides

712 - Bajo en alcaloides

723 - Bajo en alcaloides

742 - Bajo en alcaloides
Proinpa P5 - Bajo en alcaloides
Proinpa P8 - Bajo en alcaloides
176 - Alto en alcaloides

188 - Alto en alcaloides

190 - Alto en alcaloides

192 - Alto en alcaloides

193 - Alto en alcaloides

FRS P3 - Alto en alcaloides
FR11 P8 - Alto en alcaloides

mmmmMmMMmMmT™mMmMTMm™mTmMmmmm
i T T T T T T B T T B B T B
ARARAAARAAARARARARARARAARARARRAN
ARARARAARARARARAARARARARARARARARAARARARRA

H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H

mmmmTmIimTmimimTmmimimmmm
mmmmTmIimTmfmimimmmmm
<< < < << << <X << <=
mmmmMmTMmTMmTmTmTmmmmmm



46

Consensus: REYWIDDGIYGSLNCIMYDFATVTCTPLACgSKPEDPgCrNAKvYPST
330 332 334 336 338 340 342 344 346 348 350 352 354 356 358 360 362 364 366 368 370 372 374 377

Referencia 325REY Y TVTET K K KM Y T
706 - Bajo en alcaloides 328REY Y TVMTET K R KV Y T
707 - Bajo en alcaloides 328REY Y TVMTET K R KV Y T
712 - Bajo en alcaloides 328REY Y TVTET K R KVY T
723 - Bajo en alcaloides 328REY Y TVMTET K R KV Y T
742 - Bajo en alcaloides 328REY Y TVMTET K R KV Y T
Proinpa P5 - Bajo en alcaloides 328REY Y TVTET K R KVY T
Proinpa P8 - Bajo en alcaloides 328REY Y TVMTET K R KVY T
176 - Alto en alcaloides 328REY Y TVTET K R KV Y T
188 - Alto en alcaloides 330REY Y TVTET K R KVY T
190 - Alto en alcaloides 328REY Y TVTE@T K R KV Y T
192 - Alto en alcaloides 328REY Y TVTET K R KV Y T
193 - Alto en alcaloides 328REY Y TVTET K R KVY T
FR9 P3 - Alto en alcaloides 328REY Y TVTE@T K R KV Y T
FR11 P8 - Alto en alcaloides 328REY DD Y TVMTET K{P.E D R KV Y T

L I B B

Consensus: TVFGPTCDSLDTVLTDYILPELELDDWIVFPNMGAYTTSSgtnfng- -
380 382 384 386 388 390 392 394 396 398 400 402 404 406 408 410 412 414 416 418 420 422 424

Referencia 72TV F T@D EILE F TNF F

706 - Bajo en alcaloides 35TV F TEID EME FPNMGAYTTSSX - - -+ - -
707 - Bajo en alcaloides 375TMF T@D EME FPNMGAYTTSS - - - - - - - -
712 - Bajo en alcaloides S75TMF T@D EME FPNMGAYTTSSG - - - - - - -
723 - Bajo en alcaloides 35TV F T@D EMME FPNMGAYTTSSGT - - - - - -
742 - Bajo en alcaloides S7STMF T@ID EME F TINE - - - -
Proinpa P5 - Bajo en alcaloides 375TMF T@D EMME F X. [
Proinpa P8 - Bajo en alcaloides 3S75TMF T@D EMME F TNFE- - - -
176 - Alto en alcaloides 3S75TM F T@D EME FPNMGAYTTSSG- - - - - - -
188 - Alto en alcaloides 377 TN F TEID EME FPNMGAYTTSSGT - - - - - -
190 - Alto en alcaloides 375TM F T@D EMME FPNMGAYTTSSG- - - - - - -
192 - Alto en alcaloides 3S75TMF T@D EME FPNMGAYTTSSG - - - - - - -
193 - Alto en alcaloides 375 TNV F TED 3 [3 F Y F.i-
FR9 P3 - Alto en alcaloides 375TM F T@D EWMNE F XNFTG- -
FR11 P8 - Alto en alcaloides S75TMF T@D EME FPNMGAYTTSSGT - - - - - -

Descripcion: Se muestra la posicion de las variaciones de aminoécidos detectados luego de la
alineacion las secuencias de aminoacidos para las 14 accesiones de L. mutabilis. Estas
secuencias han derivado de la traduccion de las secuencias de nucleétidos del gen LDC. En la

parte superior se incluye la secuencia de aminoéacidos para la proteina LDC de L. angustifolius.



