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RESUMEN 

Los alcaloides quinolizidínicos (AQ) son metabolitos secundarios tóxicos que confieren un 

sabor amargo a las semillas de chocho (Lupinus mutabilis). Para reducir la concentración de 

AQ en las semillas al valor umbral de inocuidad alimentaria (<0.02%) se suelen realizar 

costosos procesos de desamargado, limitando la rentabilidad y expansión 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 biosíntesis 

de AQ y variaciones en sus secuencias de ADN han sido asociadas a una alta y baja producción 

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 caracterización de polimorfismos en 

el gen LDC en accesiones de L. mutabilis con un alto y bajo contenido de AQ. Para esto, se 

analizó el gen LDC en 7 accesiones con alto y 7 accesiones con bajo contenido de AQ en L. 

mutabilis a través de secuenciación por nanoporo. Las secuencias consenso obtenidas para cada 

accesión se alinearon y tradujeron para identificar polimorfismos y/o cambios en la secuencia 

de aminoácidos. En total se identificaron 9 polimorfismos y todos correspondieron a 

polimorfismos de un solo nucleótido (SNP). De estos, 3 SNPs resultaron ser de interés ya que 

causaron cambios no sinónimos en la secuencia de aminoácidos (posición 92: Lys por Ser/Thr 

y posición 120: Cys por Phe). Adicionalmente se encontró 2 SNPs causantes de mutaciones 

sinónimas de aminoácidos (posición 236: no sustitución de Asp y posición 303: no sustitución 

de Gly). Estos resultados podrían ser de gran utilidad para determinar la funcionalidad de estos 

SNPs y así validar su uso como posibles marcadores moleculares asociados a una baja 

acumulación de AQ en las semillas, acelerando así el mejoramiento del cultivo de L. mutabilis. 

Palabras clave: Alcaloides quinolizidínicos, lisina descarboxilasa (LDC), SNPs, Lupinus 

mutabilis, secuenciación por nanoporo.  
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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.  



7 
 

 

TABLA DE CONTENIDOS 

1. Introducción ...................................................................................................................... 11 

2. Metodología ...................................................................................................................... 15 

2.1 Accesiones de L. mutabilis ............................................................................................. 15 

2.2 Cuantificación de alcaloides quinolizidínicos ............................................................... 15 

2.3 Diseño de cebadores para PCR ..................................................................................... 15 

2.4 Amplificación del gen LDC por PCR ............................................................................. 16 

2.5 Secuenciación de amplicones ......................................................................................... 16 

2.6 Procesamiento de las lecturas generadas ...................................................................... 17 

2.7 Identificación de polimorfismos  .................................................................................... 17 

2.8 Identificación de variaciones en la secuencia de aminoácidos ..................................... 17 

3. Resultados ......................................................................................................................... 18 

3.1 Cuantificación de alcaloides quinolizidínicos ............................................................... 18 

3.2 Diseño de cebadores y amplificación del gen LDC ....................................................... 18 

3.3 Secuenciación de amplicones mediante Nanopore Sequencing ..................................... 19 

3.4 Procesamiento de las lecturas ........................................................................................ 19 

3.5 Identificación de polimorfismos ..................................................................................... 20 

3.6 Identificación de cambios en la secuencia de aminoácidos ........................................... 21 

4. Discusión ........................................................................................................................... 22 

5. Conclusiones ..................................................................................................................... 26 

6. Tablas ................................................................................................................................ 27 

7. Figuras  .............................................................................................................................. 29 

8. Referencias bibliográficas ................................................................................................. 33 

Anexos ...................................................................................................................................... 37 

 

  



8 
 

 

ÍNDICE DE TABLAS 

 

 

Tabla 1. Porcentaje de AQ s en 14 accesiones de L.mutabilis provenientes de una colección del 

INIAP ....................................................................................................................................... 27 

Tabla 2. Secuencia del par de cebadores diseñado y parámetros de calidad evaluados. ......... 27 

Tabla 3. Rendimiento del ensayo de secuenciación con Nanopore Sequencing MinION™... 27 

 

  



9 
 

 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 

 

Figura 1. Geles de agarosa con la amplificación del gen LDC en las 14 accesiones de L. 

mutabilis ................................................................................................................................... 29 

Figura 2. Histograma del tamaño y el número de lecturas generadas en el ensayo de 

secuenciación ........................................................................................................................... 30 

Figura 3. Comparación entre la calidad promedio y el tamaño promedio de las lecturas antes y 

después del procesamiento con Nanoplot ................................................................................ 31 

Figura 4. Alineación de las secuencias de aminoácidos obtenidas para el gen LDC en las 14 

accesiones de L. mutabilis analizadas ...................................................................................... 31 

Figura 5. Alineación de las secuencias de aminoácidos obtenidos tras la traducción de las 

secuencias de nucleótidos del gen LDC en las 14 accesiones de L.mutabilis. ......................... 32 



10 
 

 

ÍNDICE DE ANEXOS 

 

Anexo 1: Histograma con la distribución de valores de cuantificación de alcaloides 

quinolizidínicos para las 54 accesiones de chocho  ................................................................. 37 

Anexo 2: Secuencias consenso generadas del gen LDC para las 14 accesiones evaluadas.    . 37 

Anexo 3: Posición de los  SNPs identificados en la alineación de las secuencias consenso del 

gen LDC en las 14 accesiones de L. mutabilis.  ....................................................................... 41 

Anexo 4: Alineación de la secuencia de aminoácidos derivados de la traducción de la secuencia 

de nucleótidos del gen LDC entre las 14 accesiones de L. mutabilis  ...................................... 44 

  



11 
 

 

1. INTRODUCCIÓN 

Lupinus mutabilis, comúnmente conocido como tarwi, chocho o lupino, es una 

leguminosa de Los Andes, originaria al norte de Perú 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 

elaboración de ensaladas, harinas, sustitutos de leches, entre otros. Adicionalmente, el chocho 

es muy utilizado para alimentación 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 proteínas y lípidos en sus semillas, alcanzando niveles 

máximos de 50% y 24% en peso seco respectivamente (Calgari, 2000; Güémes‐Vera et al., 

2008). Además, es la única especie del género Lupinus que posee isoflavonoides que son 

reconocidos por su actividad antioxidante (Ranilla et al., 2009). A pesar de esto, en el país la 

producción de esta leguminosa es relativamente baja en comparación otros países, teniendo 

alrededor de 6,000 hectáreas (Mercado et al., 2018). Una de las principales limitaciones para la 

expansión de su cultivo a gran escala es la presencia de compuestos anti-nutricionales en su 

semilla, siendo los principales los alcaloides quinolozidínicos (AQ). Estos compuestos 

confieren a las semillas un sabor amargo y resultan ser tóxicos (Khan et al., 2015).  

Hasta el momento, la ruta de biosíntesis 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 acción 

de la enzima lisina descarboxilasa (LDC), generando como producto cadaverina (Bunsupa et 

al., 2012). La cadaverina es luego modificada por deshidrogenación, oxigenación, glicosilación 

o esterificación para producir cientos de estructuras de AQ (Ohmiya et al., 1995). La síntesis 
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de los AQ sucede en los cloroplastos de los tejidos aéreos y se transportan por el floema al sitio 

de acumulación que son las semillas (Wink & Witte, 1984). Los AQ son importantes para las 

plantas ya que les permite repeler a predadores al ser directamente tóxicos o mutagénicos para 

ellos (Wink, 2003). El chocho de forma natural puede tener hasta 70 AQ diferentes que son 

tóxicos, especialmente la lupanina y la esparteína (Ruiz, 1978). Precisamente, cada especie de 

lupino presenta un perfil específico de AQ y las semillas serán más o menos amargas en 

dependencia del tipo y la concentración de AQ que esté presente. Es importante mencionar que 

la concentración de AQ también depende del genotipo, el estrés biótico/abiótico y las 

condiciones ambientales (Gulisano, 2019). Para que la semilla sea segura y pueda ser destinada 

para alimentación, la concentración 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 eliminación de alcaloides que consta de un paso de 

hidratación de 14 horas, seguido de cocción por 45 minutos y desamargado con agua corriente 

durante 3 días. Esto eleva el costo de producción ($1,363 por hectárea en el 2010) lo cual limita 

su escala a producción industrial (Caicedo et al., 2010).  

Para comprender los factores que causan una alta o baja concentración de AQ en las 

semillas, se han realizado una serie de investigaciones para identificar los genes responsables 

que causan esta variación fenotípica (Abraham et al., 2019). Los esfuerzos se centraron en 

identificar a los genes involucrados en la biosíntesis 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 13α-

hidroxilupanina O-tigloiltransferasa (LaHMT) (Cowling, Huyghe & Swiecicki, 1998). En 

estudios posteriores se encontró que en las accesiones amargas (altas en AQ) había una alta 

expresión del gen LaL/ODC y un elevado nivel de cadaverina, mientras que en las accesiones 
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dulces (bajas en AQ) la expresión de este gen y los niveles de cadaverina eran reducidos, 

sugiriendo que este gen actúa como regulador de la síntesis 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 ribosómico (Gulisano, 2019). Es así como, la 

información 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 tecnologías de secuenciación ahora brindan una oportunidad 

realista para superar la escasez de información genómica y podrían proporcionar información 

valiosa sobre las variantes en L. mutabilis al permitir detectar polimorfismos presentes 

(Abraham et al., 2019). Oxford Nanopore Technologies (ONT) es una herramienta de 

secuenciación atractiva por el hecho de que permite implementar sistemas de multiplexing que 

reduce considerablemente el costo, además, se destaca por generar lecturas de largo tamaño, a 

tiempo real, y con la precisión 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 iónicos, de forma que la disrupción de la corriente es 

proporcional a la longitud del ácido nucleico, asegurando una precisión 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 nucleótido (SNP) (ONT, 2021). Hay gran 

interés en detectar SNPs por el hecho de que son la clase de polimorfismo más abundante en 
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los genomas de plantas y pueden llegar a ser los responsables de causar variación fenotípica 

(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 concentración de AQ. Para lograr este 

objetivo se amplificó la región del gen LDC en accesiones de L. mutabilis. Los amplicones 

obtenidos fueron secuenciados mediante nanopore sequencing (Oxford Nanopore 

Technologies), lo cual generó una secuencia consenso por cada accesión. 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 aminoácidos. 

Esta información puede ser útil para el desarrollo de marcadores moleculares funcionales para 

el gen LDC en L. mutabilis que podrán facilitar la selección de líneas parentales en cruces y 

permitir una discriminación entre accesiones amargas o dulces. De esta manera, se podría 

acelerar la selección 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. METODOLOGÍA 

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 Biotecnología Vegetal de la USFQ, se cuantificó el porcentaje de AQ en 

semillas de 54 accesiones de chocho por titulación ácido-base. Los resultados generaron una 

curva de distribución normal (Anexo 1). Para identificar variaciones en las secuencias de ADN 

asociadas a una alta y baja acumulación de AQ, se seleccionó a las 10 accesiones con el mayor 

y menor porcentaje de AQ (ubicadas en los extremos contrapuestos de la curva de distribución). 

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 cuantificación de AQ de 

estas 4 accesiones se realizó en este estudio. De esta manera, un total de 14 accesiones fueron 

seleccionadas para la secuenciación del gen LDC y posterior detección de polimorfismos. 

2.2 Cuantificación de alcaloides quinolizidínicos  
 

Para la cuantificación porcentual de AQ en semilla de las 4 accesiones (FR9 P3, FR11 

P8, Proinpa P5 y Proinpa P8) se empleó el método de titulación ácido-base. Para ello, se pesó 

0.2 mg de semillas secas pulverizadas y se mezcló con 10 ml de agua destilada. Los tubos se 

llevaron a cocción a 60°C durante 1 hora y se filtró el precipitado. Se adicionó 0.25 ml de 

fenolftaleína (indicador) y se añadió la solución de hidróxido de sodio (NaOH 0.1N) hasta 

observar el viraje a un color rosa intenso. Se registró el volumen utilizado de NaOH y se empleó 

en la fórmula de estequiometría para obtener el porcentaje de AQ:  

 
 

 

2.3 Diseño de cebadores para PCR  
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Con la finalidad de amplificar el gen LDC en L. mutabilis se diseñaron cebadores 

específicos 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 comprobó la calidad de los cebadores 

con mFold (Markham, Zuker & Keith, 2008) y Primer Blast (NCBI, USA) y se seleccionó el 

par de cebadores con las mejores características para PCR convencional (Borah, 2011). 

2.4 Amplificación del gen LDC por PCR 
 

La reacción de PCR del gen LDC en L. mutabilis consistió en: PCR Buffer (1X), cloruro 

de magnesio MgCl2 (2.0 mM), dNTPs (0.3 mM), enzima Polimerasa Taq Platinum (Invitrogen, 

USA) (1.0 U), cebadores (0.5 μM), ADN (20 ng). El volumen final de la reacción fue de 30 μl. 

El termociclado se realizó 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 

extensión 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 Secuenciación de amplicones  

Los amplicones de las 14 accesiones se secuenciaron por multiplexing mediante 

tecnología de Oxford Nanopore (ONT). El protocolo utilizado fue Native barcoding amplicons 

(EXP-NBD104, EXP-NBD114 and SQK-LSK 109) de ONT y se siguieron las especificaciones 

del fabricante. Con la finalidad de maximizar el rendimiento del ensayo de secuenciación, 

adicional al gen LDC, la reacción incluyó 4 genes más involucrados en la biosíntesis de AQ 

(RAP2-7, DHDPS, LaAT y LaCAO). El presente estudio se centrará en el gen LDC, mientras 

que los 4 genes restantes serán analizados como parte de otros proyectos de investigación. Para 

cada accesión, se creó un pool con los productos de PCR de los 5 genes amplificados. Los pools 

fueron purificados con beads magnéticas (NEBNext, USA). Se añadió un barcode de secuencia 
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única a cada pool para preparar la librería. El cargado de la librería se realizó en las celdas de 

flujo R9.4.1 en el dispositivo MinION™ Mk1C con software MinKNOW™. La cantidad de 

ADN cargada fue 65.51 fmol cuantificado por Qubit (ThermoFisher, USA). La secuenciación 

se ejecutó por 24 horas y se seleccionó el algoritmo high-accuracy basecalling. 

 2.6 Procesamiento de las lecturas generadas 
 

Con la finalidad de separar las lecturas de cada accesión marcada por barcodes en 

carpetas diferentes, se realizó el procedimiento de demultiplexing empleando el software de 

MinKNOW™. A continuación, los adaptadores y barcodes fueron removidos de las lecturas 

utilizando Porechop v.0.2.4, para lo cual se fijó un umbral de identidad del 100%. De esta 

manera, se logró que el procedimiento de reconocimiento y remoción de barcodes y 

adaptadores fuera mucho más preciso. Adicionalmente, se realizó un filtrado de las lecturas por 

calidad y tamaño utilizando el software de BBMap (JGI, 2020). Con ello, se logró eliminar 

secuencias de calidad < q10 y de tamaño < 200 pb. Finalmente, se realizó una evaluación de 

calidad y de tamaños de las lecturas antes y después del procesamiento con Nanoplot v.1.30.1.  

2.7 Identificación 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 así obtener 

una secuencia consenso para cada accesión. 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 identificación de polimorfismos. 

2.8 Identificación de variaciones en la secuencia de aminoácidos  

 

Las 14 secuencias consenso generadas se introdujeron en Expasy (SIB, 2020) para 

traducirlas hacia una secuencia de aminoácidos. Posteriormente, las 14 secuencias de 

aminoácidos se alinearon en UGENE para identificar variaciones. Se realizó una comparación 

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

3.1 Cuantificación de alcaloides quinolizidínicos 

 

  

La técnica de cuantificación de AQ mediante titulación ácido-base usando hidróxido de 

sodio permitió 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 más elevados de 4.55% y 

4.57% respectivamente. La Tabla 1 muestra los valores promedio y la desviación estándar del 

porcentaje de AQ de las 4 accesiones cuantificadas en el presente estudio, así 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 mínimo de 2.84% hasta un valor máximo 

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%; 

media: 4.70%).  

3.2 Diseño de cebadores y amplificación del gen LDC 

 

El par de cebadores diseñados logró amplificar la región 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 parámetros de calidad evaluados, se presentan 

en la Tabla 2. Los parámetros de calidad indican que los cebadores tienen un porcentaje de GC 

ideal (entre 40-60%) (Borah, 2011) y además muestran muy baja o nula estabilidad para formar 
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dímeros, provocar emparejamiento de bases en el extremo 3’ o formar hairpins en el extremo 

3’. Adicionalmente, el valor ΔG para cada cebador tiene un valor positivo o 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 

características para la amplificación del gen LDC. Los resultados de amplificación y 

electroforesis en geles de agarosa se muestran en la Figura 1. Las bandas obtenidas se 

encuentran en el tamaño esperado (1.2 Kb). En ningún caso hubo amplificación del control 

negativo. 

3.3 Secuenciación de amplicones mediante Nanopore Sequencing 
 

La reacción de secuenciación fue de tipo multiplex, en la cual los productos de PCR de 

las 14 accesiones fueron marcados con barcodes específicos y secuenciados en la misma 

corrida. El rendimiento del ensayo de secuenciación generó 4.23 Gb de información 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 tamaño de las mismas se 

muestra en la Figura 2. Cabe mencionar que el tamaño 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 tamaños superiores a 1.2 Kb corresponden a los otros genes 

incluidos en la reacción de secuenciación (RAP2-7, DHDPS, LaAT y LaCAO), que serán 

analizados en estudios posteriores. 

 3.4 Procesamiento de las lecturas 

 

El algoritmo de demultiplexing utilizado por el MinION™ Mk1C logró identificar 

correctamente a los 14 barcodes utilizados y clasificó correctamente a todas las lecturas de cada 

barcode en carpetas separadas. Posteriormente, la remoción de barcodes y adaptadores fue 

realizado con Porechop. El reconocimiento de dichas secuencias fue preciso y altamente 

eficiente, dado que únicamente alrededor del 2% de la información suministrada fue clasificada 
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como secuencias sin barcodes o quiméricas (amplicones unidos en tándem, separados por 

barcodes intermedios). 

Luego del filtrado de calidad con BBMap se conservó únicamente las lecturas con 

calidad ≥ q10, teniendo un promedio de recuperación de información del 88% por cada muestra. 

La depuración por tamaño con BBMap se conservó únicamente las lecturas con longitud ≥ 200 

pb, a excepción de las accesiones 177 y 188 donde se conservaron lecturas de con longitud ≥ 

150 pb. De esta manera, se garantizó que la recuperación de información 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 así una recuperación 

del 76% de la información. La comparación del tamaño 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 permitió la eliminación de lecturas muy cortas (< 

200 pb) y de baja calidad (< q10), lo cual incrementó la calidad promedio de 12.9 a 14.5 Phred, 

alcanzando valores máximos de 26 Phred. 

 3.5 Identificación de polimorfismos 

 

Con el objetivo de separar las secuencias del gen LDC del resto de genes amplificados 

para cada accesión, las lecturas procesadas fueron mapeadas frente a la secuencia consenso del 

gen LDC de L. angustifolius. En promedio, se introdujo 222,048 lecturas por accesión 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 continuación, 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 alineación de estas secuencias consenso en UGENE 

permitió identificar la presencia de 9 polimorfismos (Anexo 3). Todos los polimorfismos 
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detectados correspondieron a polimorfismos de un solo nucleótido (SNP). La posición donde 

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

3.6 Identificación de cambios en la secuencia de aminoácidos 

 

La alineación en UGENE de las 14 secuencias de aminoácidos traducidas a partir de las 

secuencias consenso generadas se incluye en el Anexo 4. La alineación permitió evaluar si los 

polimorfismos identificados anteriormente generaron cambios en la secuencia de aminoácidos. 

En total se detectaron 3 posiciones donde ocurrió una sustitución de aminoácidos. En la 

posición 92 hubo una sustitución del aminoácido Lisina (K) por el aminoácido Serina (S) en 3 

accesiones con alto contenido de AQ y la sustitución de Lisina (K) por Treonina (T) en 1 

accesión con alto contenido de AQ. En la posición 120 hubo una sustitución del aminoácido 

Cisteína (C) por el aminoácido Fenilalanina (F) en dos accesiones con bajo contenido de AQ. 

En la posición 394 hubo una sustitución del aminoácido Leucina (L) por el aminoácido 

Fenilalanina (F) en una accesión con alto contenido de AQ. Con respecto a la comparación de 

la secuencia de aminoácidos de referencia de L. angustifolius, se encontró que del total de los 

416 aminoácidos alineados tan solo hubo una variación en 28 ubicaciones de aminoácidos, 

denotando así una conservación del 93.3% entre L. mutabilis y L. angustifolius. La posición de 

las variaciones y el tipo de aminoácido sustituido se muestra en la Figura 5. 
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4. DISCUSIÓN 

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 acumulación 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 cuantificación del porcentaje de AQ en una muestra del banco de germoplasma de 

chocho del INIAP permitió 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 et al., 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 correlación entre la concentración de AQ y el sabor amargo que estas sustancias confieren a 

las semillas, se consideraría que todas las accesiones evaluadas en este estudio presentarían el 

fenotipo de sabor amargo, pues, un sabor dulce se obtiene a una concentración entre 0.01 y 

0.05% (Jiménez-Martínez et al., 2007; Cortés-Avendaño et al., 2020). Sin embargo, al realizar 

una prueba cualitativa de degustación, las accesiones PROINPA tuvieron un sabor dulce a pesar 

de su alto porcentaje de AQ. Esto podría explicarse por las diferencias en el perfil de AQ que 

pueden diferir dentro de la misma especie (Hatzold et al., 1983; Ramírez-Betancourt et al., 

2021). Precisamente, el AQ que tiene un mayor aporte hacia un sabor amargo es la esparteína 

(Muzquiz et al., 2004), por lo que se podría pensar que las accesiones PROINPA posiblemente 

son accesiones dulces que mantienen concentraciones bajas de este compuesto. La técnica de 
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cuantificación por titulación ácido-base limita este tipo de análisis por lo que se sugiere que se 

implemente un método de cuantificación como cromatografía de gas líquido acoplado a 

espectrometría de masas para poder identificar y cuantificar los tipos de AQ presentes en las 

semillas de chocho (Ramírez-Betancourt et al., 2021). Adicionalmente, se propone analizar 

otras variedades como “Inti” o “2150” que contienen porcentajes de AQ reducidos (0.0075% y 

0.015%, respectivamente) (Gross et al., 1988) para así identificar los diferentes tipos de 

polimorfismos asociados a causar ese fenotipo (Gulisano et al., 2019).  

En cuanto al método de secuenciación, para detectar polimorfismos de un solo 

nucleótido o SNPs, se requiere que el sistema de secuenciación provea una alta precisión y baja 

tasa de error para poder construir secuencias consenso de alta fidelidad (Heather and Chain, 

2016). En este caso, se realizó secuenciación de amplicones por multiplexing y este método 

resultó adecuado para la identificación de SNPs. Esto se debe principalmente a que la 

reconstrucción de cada una de las 14 secuencias consenso empleó múltiples lecturas alineadas 

entre sí, 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 más precisos 

como la secuenciación por Sanger que mantiene una precisión del 99.99% (Loiu et al., 2020). 

Otro parámetro 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 

secuenciación. 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 varió 

entre 18,433x y 47,271x, con un promedio de 31,506x (DS = 7,971.24). Estos valores 

sobrepasan la profundidad de cobertura mínima 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 accesión es preciso y confiable. 

 La alineación de las 14 secuencias consenso generadas permitió la detección 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 desempeñan un papel importante en la activación de la variación fenotípica 

(Thornsberry et al., 2001). Pues, los SNPs que son funcionales pueden contribuir directamente 

a la variación fenotípica y por ende son de suma importancia para el desarrollo de marcadores 

funcionales (Kage et al., 2016). Es bastante conocido que los SNPs que están involucrados en 

cambios no sinónimos de aminoácidos pueden conducir a variaciones fenotípicas; sin embargo, 

se ha demostrado que los SNPs que están involucrados en cambios sinónimos, donde no hay 

cambio o sustituciones de aminoácidos, también pueden contribuir a una variación del fenotipo 

(Hunt et al., 2009; Goymer, 2007). 

 Del total de 9 SNPs identificados en este estudio, se encontró que 3 de ellos están 

relacionados a 2 sustituciones no sinónimas de aminoácidos (posición 92 sustitución del 

aminoácido Lys por Ser o Thr y posición 120 sustitución del aminoácido Cys por Phe). La 

primera sustitución de aminoácidos (posición 92) es específica para 4 de las 7 accesiones altas 

en AQ y la segunda sustitución de aminoácidos (posición 120) es específica para las accesiones 

PROINPA únicamente. Estas sustituciones no sinónimas son de gran relevancia por el hecho 

de que pueden influir en la expresión génica, la conformación del ARNm o inclusive en la 

localización de las proteínas, dando como resultado un fenotipo diferente (Shastry, 2009). Sin 

embargo, para poder relacionar a estos SNPs con cambios fenotípicos se requiere de estudios 

más detallados, en especial sobre la estructura y funcionalidad de las proteínas resultantes 

(Bunsupa et al., 2012). Se ha demostrado que el cambio en los aminoácidos puede cambiar el 

patrón de unión entre los aminoácidos, afectando a las estructuras secundarias y terciarias de 
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las proteínas provocando alteraciones funcionales, como, por ejemplo, la abolición completa 

de la función de la proteína (Schaefer & Rost, 2012). Por tanto, para obtener conclusiones más 

informativas es necesario realizar modelamientos moleculares y predicciones de las estructuras 

de las proteínas (Bunsupa et al., 2012). 

 Por otro lado, del total de los 9 SNPs identificados en este estudio, se encontró 2 SNPs 

que están relacionados a 2 sustituciones sinónimas (posición 236 sin sustitución de Asp y 

posición 303 sin sustitución de Gly). La primera sustitución (posición 236) es específica para 

las 7 accesiones altas en AQ y la segunda sustitución (posición 303) es específica para 6 

accesiones altas en AQ. Varios estudios han demostrado que los polimorfismos sinónimos, es 

decir, que no causan un cambio en la secuencia de aminoácidos, también pueden influir en la 

estabilidad y empalme del ARNm e incluso en el plegamiento de las proteínas, lo cual a su vez 

puede producir cambios significativos en el funcionamiento de las mismas (Hunt et al., 2009). 

Además, los SNPs que residen fuera de las regiones codificantes también deben ser analizados, 

como es el caso de la región promotora y los sitios de unión de los factores de transcripción 

(Hunt et al., 2009). Precisamente, en un estudio realizado por Frick en el 2018, se reportó que 

la región promotora del gen LDC en L. angustifolius difería 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 transcripción específicos para cada 

accesión (Frick, 2018). Estas mutaciones “silenciosas” pueden tener impactos significativos 

sobre la expresión de genes y conformación de las proteínas, de forma que se propone que en 

futuros análisis se incluya la identificación de polimorfismos en regiones no codificantes.  
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5. CONCLUSIONES  

En el presente estudio, se logró 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 secuenciación 

proporcionó una profundidad promedio de cobertura de 31,506x para generar secuencias 

consenso, de forma que se considera que este método permitió un genotipado preciso y 

confiable, siendo eficaz para la identificación de SNPs. En total se detectaron 9 SNPs, de los 

cuales 3 SNPs causaron 2 sustituciones no sinónimas en aminoácidos y 2 SNPs causaron 2 

sustituciones sinónimas en aminoácidos. Estos hallazgos son un punto de partida valioso para 

comprender los factores genéticos asociados a la biosíntesis de AQ en L. mutabilis. Los SNPs 

identificados son un recurso útil 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. Así se podrá establecer el grado de ligación entre el SNP y el 

rasgo de interés. Además, se propone llevar a cabo estudios de predicción de las estructuras 

tridimensionales y análisis de la localización de las proteínas 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 está dado por un sistema poligénico, de forma 

que es crucial investigar otros genes involucrados en la biosíntesis de AQ para poder generar 

mapas genéticos de alta resolución en L. mutabilis que se asocien con la concentración de AQ.  

Este enfoque dará paso al desarrollo de marcadores moleculares funcionales, los cuales 

representan una importante herramienta para mejorar la eficiencia de la selección y creación de 

líneas con genotipo mejorado, en este caso, semillas dulces que mantengan una baja 

acumulación de AQ. Esto permitirá 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 colección del 

INIAP. El valor promedio y la desviación estándar para cada accesión se obtuvo considerando 

3 réplicas realizadas. M = media; DS = Desviación Estándar.  

 

 

Tabla 2. Secuencia del par de cebadores diseñado y parámetros de calidad evaluados. Tm = 

Temperatura de melting; %GC = Guanina-Citocina; Any_th = Estabilidad de formación de 

dímeros; 3’_th = Estabilidad de emparejamiento en el extremo 3’; Hairpin = Estabilidad de 

formación de estructuras secundarias; ΔG = Energía espontánea para estructuras secundarias.  

 

 

Tabla 3. Rendimiento del ensayo de secuenciación con nanopore sequencing MinION™.  
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7. FIGURAS  

 

Figura 1. Geles de agarosa con la amplificación del gen LDC en las 14 accesiones de L. 

mutabilis. A) Amplificación del gen LDC en accesiones bajas en AQ (706, 707, 712, 723 y 

724) y control positivo (B176+). B) Amplificación del gen LDC en accesiones altas en AQ 

(176, 188, 190, 192 y 193) y control positivo (CH2+). C) Amplificación 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 

tamaño esperado. 
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Figura 2. Histograma del tamaño y el número de lecturas generadas en el ensayo de 

secuenciación. Rango del tamaño de las lecturas va desde 60 pb hasta los 7,000 pb 

aproximadamente. Los picos observados corresponden a los tamaños 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. Comparación entre la calidad promedio y el tamaño 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 tamaño de lecturas 

= 662 pb). B) Resultados obtenidos después del procesamiento. Se eliminaron las lecturas con 

tamaño < 200 pb y con calidad < q10. (media de la calidad de las lecturas = 14.5 Phred; media 

del tamaño de lecturas = 643 pb). 

 

Figura 4. Alineación de secuencias del gen LDC entre accesiones con alto y bajo contenido 

de AQ de L. mutabilis para la identificación de polimorfismos. El tamaño de la secuencia 

de todas las accesiones es alrededor de 1,260 pb. El color oscuro denota conservación. Las 

regiones claras indican la posición y en qué grupo de accesiones se identificó un SNP. La región 

roja indica la identificación de un posible alelo específico para todas las accesiones bajas en 

AQ y otro específico para todas las accesiones altas en AQ.  
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Figura 5. Alineación de las secuencias de aminoácidos obtenidas para el gen LDC en las 

14 accesiones de L. mutabilis analizadas. Las regiones grises indican conservación. Las 

regiones coloridas indican la posición donde se identificó una sustitución de aminoácidos. En 

la leyenda se especifica el código de letras para los aminoácidos. K = Lisina; T = Treonina; C 

= Cisteína; F = Fenilalanina; L = Leucina; S = Serina.  
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ANEXO 1 : HISTOGRAMA CON LA DISTRIBUCIÓN DE VALORES DE 

CUANTIFICACIÓN DE ALCALOIDES QUINOLIZIDÍNICOS PARA LAS 54 

ACCESIONES DE CHOCHO  

 

Descripción: El histograma muestra la curva de distribución generada con los resultados de la 

cuantificación de AQ de las 54 accesiones realizado en un estudio previo en el Laboratorio de 

Biotecnología 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 distribución.  

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

ACCESIONES EVALUADAS.  

 

ID 

accesión 
Secuencia consenso generada 

706 

 

TAATAAGGCCTTCACTACTTCTCACAGAGGGTTTATACCAGGCCAATAATGGTGCAACAACATGTACACCATTGAGCCTCA

AGGCCATTTATAATGCTTCTGGGGTGAAGGGTAAGCGAGTCACTCCATTACTCGCTAATGATGAACAAGGTGACATCTCA

CATTTCATTCAATCCATTATTCGTAACACTCCAGAAATTGATTCACCGTTCTTAGTGCTTGATCTTGGCGTAGTTATGCACC

TCATGGGCAAATGGACCACCAATCTTCCTAAGGTTCAGCCTTATTATGCAGTTAAGTGCAACCCTAACGCGTCGTTGTTAG

GTGTACTCGCAGCACTTGGTTCGAGCTTCGACTGTGCCAGCCGAGCCGAAATCGAATCGGTTTTATCACTTGGAGTCTCAC



38 
 

 

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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Descripción: 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 identificación de SNPs.  

ANEXO 3 : POSICIÓN DE LOS SNPS IDENTIFICADOS EN LA ALINEACIÓN DE 

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

MUTABILIS.  

Polimorfismo identificado Posición y grupo al que pertenece 

 

Polimorfismo de un solo nucleótido en la 

posición 11 en accesión baja en 

alcaloides. 

 

Polimorfismo de un solo nucleótido en la 

posición 277 y 278 en accesiones altas en 

alcaloides. 
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Polimorfismo de un solo nucleótido en la 

posición 362 en accesiones bajas en 

alcaloides. 

 

Polimorfismo de un solo nucleótido en la 

posición 684 en accesión alta en 

alcaloides. 

 

Polimorfismo de un solo nucleótido en la 

posición 708 en todas las accesiones del 

grupo. 
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Polimorfismo de un solo nucleótido en la 

posición 909 en accesiones altas en 

alcaloides. 

 

Polimorfismo de un solo nucleótido en la 

posición 948 en accesión alta en 

alcaloides. 

 

Polimorfismo de un solo nucleótido en la 

posición 1185 en accesión alta en 

alcaloides. 

 

Descripción: Se muestra los SNPs identificados tras la alineación de las 14 secuencias 

consenso generadas. En la parte izquierda se indica el ID de la accesión. En la parte derecha se 

indica la posición donde se encuentra cada SNP.  
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ANEXO 4 ALINEACIÓN DE LA SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS DERIVADOS DE 

LA TRADUCCIÓN DE LA SECUENCIA DE NUCLEÓTIDOS DEL GEN LDC 

ENTRE LAS 14 ACCESIONES DE L. MUTABILIS.  
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Descripción: Se muestra la posición de las variaciones de aminoácidos detectados luego de la 

alineación las secuencias de aminoácidos para las 14 accesiones de L. mutabilis. Estas 

secuencias han derivado de la traducción de las secuencias de nucleótidos del gen LDC. En la 

parte superior se incluye la secuencia de aminoácidos para la proteína LDC de L. angustifolius. 

  

 

 

 

 

 


