
UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO USFQ 

 

Colegio de Ciencias Biológicas y Ambientales 

 

 

 

Caracterización de polimorfismos en los genes LaCAO (Lupinus 

angustifolius copper amine oxidase) y RAP2-7 (factor de respuesta al 

etileno/APETALA2), y su influencia en la concentración de alcaloides en 

las semillas del chocho (Lupinus mutabilis) 

. 

 

 

Daniel Alejandro Dávila Báez 

Ingeniería en Biotecnología  

 

 

Trabajo de fin de carrera presentado como requisito  

para la obtención del título de Ingeniería en Biotecnología 

 

 

 

Quito, 16 de mayo de 2022 

 

 

 

 

 

 



2 
 

UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO USFQ 

Colegio de Ciencias Biológicas y Ambientales 

 

HOJA DE CALIFICCIÓN                                                                             

DE TRABAJO DE FIN DE CARRERA 

 

 

Caracterización de polimorfismos en los genes LaCAO (Lupinus 

angustifolius copper amine oxidase) y RAP2-7 (factor de respuesta al 

etileno/APETALA2), y su influencia en la concentración de alcaloides en 

las semillas del chocho (Lupinus mutabilis) 

 

 

Daniel Alejandro Dávila Báez 

 

 

 

 

 

María de Lourdes Torres, PhD.          ……………………………………………… 

 

 

 

 

Quito, 16 de mayo de 2022 

 

 

 

 

 



3 
 

© DERECHOS DE AUTOR 

Por medio del presente documento certifico que he leído todas las Políticas y Manuales de la 

Universidad San Francisco de Quito USFQ, incluyendo la Política de Propiedad Intelectual USFQ, y 

estoy de acuerdo con su contenido, por lo que los derechos de propiedad intelectual del presente 

trabajo quedan sujetos a lo dispuesto en esas Políticas. 

Asimismo, autorizo a la USFQ para que realice la digitalización y publicación de este trabajo 

en el repositorio virtual, de conformidad a lo dispuesto en la Ley Orgánica de Educación Superior del 

Ecuador. 

 

 

 

 

Nombres y apellidos:                 Daniel Alejandro Dávila Báez 

 

Código:                                       00204439 

 

Cédula de identidad:                  1723114193 

 

Lugar y fecha:    Quito, 16 de mayo de 2022 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 
 

ACLARACIÓN PARA PUBLICACIÓN  

Nota: El presente trabajo, en su totalidad o cualquiera de sus partes, no debe ser considerado como 

una publicación, incluso a pesar de estar disponible sin restricciones a través de un repositorio 

institucional. Esta declaración se alinea con las prácticas y recomendaciones presentadas por 

el Committee on Publication Ethics COPE descritas por Barbour et al. (2017) Discussion document 

on best practice for issues around theses publishing, disponible en http://bit.ly/COPETheses. 

UNPUBLISHED DOCUMENT 

Note: The following capstone project is available through Universidad San Francisco de Quito USFQ 

institutional repository. Nonetheless, this project – in whole or in part – should not be considered a 

publication. This statement follows the recommendations presented by the Committee on Publication 

Ethics COPE described by Barbour et al. (2017) Discussion document on best practice for issues 

around theses publishing available on http://bit.ly/COPETheses. 

 

  

http://bit.ly/COPETheses
http://bit.ly/COPETheses


5 
 

RESUMEN 

Lupinus mutabilis, conocido como chocho o tarwi, es una leguminosa de los valles 

interandinos. En la actualidad ha despertado gran interés a nivel mundial como alimento 

funcional por su alto contenido de proteínas y ácidos grasos. Sin embargo, sus semillas 

poseen un contenido considerable de alcaloides quinolizidínicos (QAs), metabolitos 

secundarios que pueden inducir toxicidad al ser ingeridos. Esto, ha limitado el interés en la 

producción a gran escala del chocho por los elevados costos asociados a la remoción de 

alcaloides. Hay esfuerzos de mejoramiento genético para desarrollar variedades de chocho 

con baja cantidad de alcaloides. En el presente estudio, se analizó la secuencia de ADN de 

los genes LaCAO y RAP2-7 (involucrados en la ruta de biosíntesis de alcaloides en lupinos) 

en 14 accesiones de chocho provenientes del Banco de germoplasma del INIAP con el 

objetivo de identificar polimorfismos asociados a una alta y baja producción de alcaloides. 

Se realizó un diseño de primers y amplificación de los genes LaCAO y RAP2-7. Se llevó a 

cabo un secuenciamiento por nanoporo obteniendo secuencias consenso que sirvieron para 

observar la presencia de polimorfismos específicos para accesiones altas o bajas en QAs. Se 

encontró 2 polimorfismos específicos para accesiones con bajo contenido de QAs en el gen 

RAP2-7. Mientras que en el caso del gen LaCAO, no se encontró polimorfismos que sean 

específicos para accesiones con bajo contenido de QAs. Estos resultados son interesantes 

para el desarrollo de futuros proyectos enfocados en la funcionalidad de marcadores 

moleculares dirigidos al mejoramiento genético del chocho. 

Palabras clave: Lupinus mutabilis, LaCAO, RAP2-7, alcaloides quinolizidínicos, 

secuenciamiento por nanoporo 
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ABSTRACT 

Lupinus mutabilis, known as chocho or tarwi, is a legume from the inter-Andean valleys. 

Currently, it has raised great interest worldwide as a functional food due to its high protein 

and fatty acid content. However, its seeds have a considerable content of quinolizidine 

alkaloids (QAs), secondary metabolites that can induce toxicity when ingested. This has 

limited interest in the large-scale production of chocho due to the high costs associated with 

the removal of alkaloids. For this reason, there are breeding efforts to develop lupine varieties 

with low amount of alkaloids. In the present study, the DNA sequence of the LaCAO and 

RAP2-7 genes (involved in the alkaloid biosynthesis pathway in lupines) was analyzed in 14 

lupine accessions from the INIAP Germplasm Bank with the aim of identifying 

polymorphisms associated with high and low alkaloid production. A primer design and 

amplification of the LaCAO and RAP2-7 genes were carried out. Nanopore sequencing was 

performed for obtaining consensus sequences that were used to observe the presence of 

specific polymorphisms for accessions high or low in QAs. Two specific polymorphisms 

were found for accessions with low content of QAs in RAP2-7. While, in the case of the 

LaCAO gene, no polymorphisms were found that are specific for accessions with low content 

of QAs. These results are interesting for the development of future projects focused on the 

functionality of molecular markers aimed at the genetic improvement of lupine. 

Key words: Lupinus mutabilis, LaCAO, RAP2-7, quinolizidine alkaloids, Oxford Nanopore 

Sequencing 
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1. INTRODUCCIÓN 

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

de origen andino que crece en un rango altitudinal de 1.500 a 3800 msnm, principalmente en 

los valles interandinos de Ecuador, Perú y Bolivia (Chirinos-Arias, 2015). Su interés en la 

industria alimenticia se debe al alto valor nutricional de sus semillas. Entre sus componentes 

se encuentran ácidos grasos esenciales (ácido oleico y ácido linoleico) y aminas bio-activas 

(leucina, lisina, e isoleucina) con varias propiedades de defensa inmunológica, anti-

cancerígenas y anti-hipertensivas (Chirinos-Arias, 2015). Además, se conoce que la cantidad 

de proteínas varía del 41 al 51% de su peso seco, siendo superior al contenido proteico de 

otros cultivos de interés alimenticio como la soya (Jacobsen & Mujica, 2006). Sin embargo, 

hay una gran prevalencia de otros componentes anti-nutricionales en las semillas del chocho. 

Se ha identificado la presencia de alcaloides, ácidos fíticos, e inhibidores de tripsina que 

ejercen efectos fisiológicos indeseables y toxicidad anti-colinérgica (Villacrés et al., 2020).  

 El componente anti-nutricional más destacable en las semillas del chocho son los 

alcaloides quinolizidínicos (QAs). Estos son metabolitos secundarios derivados de lisina 

sintetizados en las partes aéreas de varias especies del género Lupinus, y acumuladas en las 

semillas maduras (Kroc et al., 2019). Su presencia aporta un sabor amargo en las semillas, y 

funciona como mecanismo de defensa contra herbívoros y patógenos (Frick et al., 2017). Se 

ha reportado que en general, el porcentaje de alcaloides presentes en las semillas de L. 

mutabilis se encuentra en un rango entre 2.56% y 4.14%; siendo la lupanina, esparteína, y 

1,3-hidroxilupanina los más prevalentes (Ortega-David et al., 2010).  

 Para un consumo seguro, se busca llegar a una concentración menor al 0.02% de 

alcaloides (Frick et al., 2017), el mismo que se logra mediante diferentes tipos de 
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procesamientos a nivel industrial; que incluyen remojo o deslupinación, mejoramiento 

agrícola y/o fermentación (Villacrés et al., 2020). La deslupinación es la metodología más 

utilizada; y consiste en una hidratación por 12 horas y cocción a presión de las semillas 

(Jacobsen & Mujica, 2006). Debido a este tedioso procesamiento, la producción industrial 

del chocho se ha visto limitada (Villacrés et al., 2009). Por ende, es importante el desarrollo 

de alternativas que potencien la producción del chocho, como lo es el mejoramiento genético 

y desarrollo de variedades con bajo o nulo contenido de alcaloides. 

 Se han realizado varios estudios a nivel de expresión genética en otras especies del 

género Lupinus (como L. angustifolius y L. albus) con el fin de determinar los principales 

genes asociados a la producción de alcaloides (Kroc et al., 2019). Se han identificado genes 

cuya expresión difiere de forma significativa entre accesiones amargas (alto contenido de 

alcaloides) y dulces (bajo contenido de alcaloides) de L. angustifolius. Los mismos se han 

categorizado en genes relacionados al metabolismo secundario, factores de transcripción del 

metabolismo secundario, y genes relacionados a la biosíntesis de L-lisina (Kroc et al., 

2019).Para fines de esta investigación, se analizará los genes LaCAO y RAP2-7.  

 LaCAO (L. angustifolius-copper amine oxidase) es un gen relacionado al 

metabolismo secundario en especies del género Lupinus, cuya proteína, ubicada en los 

peroxisomas, está involucrada en la catálisis de poli-aminas referentes a procesos de muerte 

celular, reestructuración de la pared celular, y desarrollo (Tavladoraki et al., 2016). En la 

síntesis de QAs, se involucra en la formación de la molécula 1-piperidina a partir de 

cadaverina, durante primeros pasos de la biosíntesis de la esparteína (el QAs más simple y 

del que derivan otros QAs). En L. angustifolius, este gen se expresa en tejidos como tallo, 
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hojas y pedicelos, y los alcaloides resultantes del proceso de biosíntesis, son transportados a 

la semilla mediante el floema (Yang et al., 2017). 

 RAP2-7 (factor de respuesta al etileno/APETALA2) es un factor de transcripción 

relacionado al metabolismo secundario de especies de Lupinus. Se segrega con el locus 

iucundus, un QTL involucrado en la biosíntesis de alcaloides (Czepiel et al., 2021). Su 

expresión en órganos aéreos varía entre accesiones amargas (alta expresión) y dulces (baja 

expresión); excepto en el tallo y vainas, donde existe una alta expresión en accesiones dulces 

de L. angustifolius (Czepiel et al., 2021). 

 La identificación de polimorfismos es una forma útil en la determinación de alelos 

específicos que aportan en algún fenotipo de interés (Morgil, Can Gercek & Tulum, 2020), 

como es el caso del rasgo cuantitativo de concentración de alcaloides. El desarrollo de 

marcadores moleculares permite la detección de dichos alelos, y para ello utiliza técnicas de 

hibridación a zonas polimórficas para una identificación molecular (Morgil, Can Gercek & 

Tulum, 2020). Para lograr identificar los polimorfismos a nivel de secuencia de ADN, una 

herramienta muy efectiva es la secuenciación. En este sentido, el secuenciamiento por 

nanoporo, desarrollado por Oxford Nanopore Technologies es un método de secuenciación 

de tercera generación que emplea una membrana con nanoporos, la cual es atravesada por la 

molécula de ADN y la secuencia es decodificada en tiempo real. (Slatko, Gardner & Ausubel, 

2018). Este método ofrece varias ventajas frente a otros métodos de secuenciación como 

Sanger o Illumina al ser más económico y enfocado a lecturas largas con un tamaño superior 

a 1.000 bp (Petersen et al., 2019). De igual forma, esta tecnología comprende de sistemas 

multiplexing, que consiste en el uso de barcodes para el etiquetado de diferentes ciertas 

muestras de DNA, con el objetivo de ser analizadas juntas dentro de una misma corrida 

(Freed et al., 2020).  
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 El objetivo de esta investigación fue determinar la presencia de polimorfismos 

específicos en los genes LaCAO y RAP2-7 en accesiones de Lupinus mutabilis con alto y 

bajo contenido de alcaloides. Para ello, se cuantificó alcaloides en accesiones provenientes 

del Banco de Germoplasma del INIAP, con el fin de definir las accesiones a analizar. Se 

realizó un diseño de primers y amplificación de estos genes en las accesiones seleccionadas. 

Posteriormente, estos genes fueron analizados mediante secuenciamiento por nanoporo y se 

realizó un procesamiento de lecturas para obtener las secuencias consenso correspondientes 

a cada accesión. Finalmente, se comparó dichas secuencias para la identificación de 

polimorfismos específicos para accesiones altas y bajas en concentración de alcaloides. Los 

resultados pueden ser útiles para la identificación de marcadores moleculares que puedan 

participar en programas de mejoramiento genético del chocho para promover el desarrollo 

de variedades de chocho con bajo contenido de alcaloides. 
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2. METODOLOGIA 

2.1 Material Vegetal 

 Para los ensayos de cuantificación de alcaloides, se analizó 4 accesiones provistas por 

el Banco de germoplasma del INIAP: 2 catalogadas como amargas: FR9-P3 (Flor rosada 9, 

planta 3), y FR11-P8 (Flor rosada 11, planta 8); y 2 catalogadas como dulces: PR-P5 

(PROINPA, planta 5) y PR-P8 (PROINPA, planta 8).  

 Para los ensayos de amplificación y secuenciación de los genes RAP2-7 y LaCAO, 

se agregó 10 accesiones seleccionadas por un estudio previo del Laboratorio de 

Biotecnología Vegetal: 5 con alto contenido de alcaloides (4.65% y 4.91%), denominadas 

accesiones amargas: 176, 188, 190, 192, 193; y 5 con bajo contenido de alcaloides (2.84%-

3.61%) denominadas accesiones dulces: 706, 707, 712, 723, 742.  

2.2 Extracción y Cuantificación de Alcaloides Quinolizidínicos (QAs) 

 Para la extracción de alcaloides presentes en las semillas de las muestras FR9-P3, 

FR11-P8, PR-P5, y PR-P8, se realizó una titulación ácido-base utilizando fenolftaleína como 

indicador y NaOH 0,1N como neutralizador. Se midió el volumen de NaOH requerido para 

causar el viraje de la solución de incoloro a rosado. Se utilizó la siguiente ecuación: 

% 𝐴𝑙𝑐𝑎𝑙𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠 =
𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑁𝑎𝑂𝐻 (0.1𝑁) ∗ 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑁𝑎𝑂𝐻 ∗ 𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑒𝑞𝑢𝑖𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑢𝑝𝑎𝑛𝑖𝑛𝑎 (24,8 𝑔)

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 (0,2 𝑔)
 

2.3 Diseño de Primers para la Amplificación de los Genes LaCAO y RAP2-7  

 Se hizo una búsqueda por homologías de los genes reportados en L. angustifolius 

(RAP2-7: MK834264.1; LaCAO: MF152953.1) con secuencias del transcriptoma de L. 

mutabilis (SRR3423049, SRR3423050, SRR3423051). Las secuencias homólogas 

encontradas fueron usadas para el diseño de primers mediante Primer 3 v.4.0. Se usó el 

software UNAFold para seleccionar los primers con: %GC: 40-60; hairpin: 0; ΔG >a -6.  
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 LaCAO, al tener un tamaño aproximado de 6.8 Kb, se lo dividió en 3 fragmentos 

solapantes:  fragmento 1 (2336 bp), fragmento 2 (2794 bp) y fragmento 3 (1669 pb). Se 

generaron primers para amplificar cada uno de los 3 fragmentos de manera independiente. 

Para el gen RAP2-7, de tamaño aproximado de 3 Kb, se diseñó un único par de primers, con 

el objetivo de amplificar la totalidad del gen en un solo fragmento. 

2.4 Amplificación de los Genes LaCAO y RAP2-7 

Las condiciones de amplificación de los 3 fragmentos de LaCAO fueron: Buffer 1X, 

MgCl2 3.0mM, dNTPs 0.3mM, primers 0.5uM y 1U de Taq Platinum (Invitrogen). Las 

condiciones de ciclado fueron: Denaturación inicial a 94 °C/5 min., 35 ciclos de denaturación 

a 94 °C/30 seg., annealing a 55 °C/30 seg. y extensión a 72 °C/3 min., y extensión final a 72 

°C/5 min. Las condiciones de amplificación de RAP2-7 fueron: Buffer 1X, MgCl2 2.0mM, 

dNTPs 0.3mM, primers 0.3uM y 1 U de Taq Platinum (Invitrogen). Las condiciones de 

ciclado fueron las mismas que los fragmentos del gen LaCAO. Los amplicones fueron 

almacenados a -20 °C hasta el momento de la secuenciación. 

2.5 Secuenciación de Amplicones LaCAO y RAP2-7 mediante Nanopore Sequencing 

 Para la preparación de librerías de secuenciamiento, se utilizó el protocolo Ligation 

sequencing amplicons - native barcoding, disponible en la página web de ONT 

(https://nanoporetech.com/community) que utiliza los kits SQK-LSK109 EXP-NBD104, 

EXP-NBD114.  Se midió la cantidad de ADN presente en la librería mediante fluorometría 

utilizando el Qubit 3.0. El pool de ADN fue cargado en una flow cell R.9.4.1 instalada dentro 

del instrumento MinION™ Mk1C, y la adquisición de datos se realizó mediante el software 

MinKNOW ™ v.21.10.8 utilizando el algoritmo de high-accuracy basecalling. 
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2.6 Secuenciación de Amplicones RAP2-7 mediante Sanger Sequencing 

 Para comparar las secuencias obtenidas del secuenciamiento por nanoporo, con 

secuencias de tecnologías tradicionales como Sanger, se envió amplicones del gen RAP2-7 

para su secuenciamiento en la empresa Macrogen, Corea, utilizando el servicio Standard 

Sequening. Se seleccionó las accesiones 190 y 707 como representantes de muestras altas en 

alcaloides y bajas en alcaloides, respectivamente.  

2.7 Procesamiento de las secuencias obtenidas 

El demultiplexing fue realizado por el equipo MinION™ Mk1C y el software Guppy 

v6.0.1. Para la remoción de adaptadores se utilizó el software Porechop v.0.2.4 (Wick et al., 

2018). Se realizó un filtrado por calidad y tamaño con el software BBmap (Joint Genome 

Institute, 2020). Las lecturas con calidad q < 10, y tamaños < 200 pb fueron removidas. 

2.8 Mapeo de Lecturas e Identificación de Polimorfismos 

Para aislar las secuencias de LaCAO y RAP2-7 del pool total de secuencias, se utilizó 

la estrategia de separación por mapeo. Se empleó la herramienta Map to reference del 

software Geneious prime, usando como referencia la secuencia de los genes en L. 

angustifolius. Para la identificación de polimorfismos asociados a un fenotipo amargo o 

dulce, se alineó y comparó cada secuencia de cada accesión, con el software Mega X. 

2.9 Comparación de Secuencias Obtenidas por Nanopore y Sanger 

 Para determinar la calidad de las secuencias se hizo una comparación entre la 

secuencia del gen RAP2-7 del secuenciamiento por Nanopore y la obtenida por Sanger. Para 

determinar discrepancias se realizó un alineamiento con el software Mega X. Se identificó 

discrepancias de nucleótidos entre ambos métodos y se hizo un árbol filogenético en MEGAX 

con la opción Phylogeny y el algoritmo Maximun Likelihood (Hall, 2013). 
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3. RESULTADOS 

3.1 Cuantificación de Alcaloides QAs 

 Se logró cuantificar los QAs de las semillas de las accesiones FR9-P3, FR11-P8, 

PROINPA-P5, y PROINPA-P8 por triplicado. Los valores promedio obtenidos fueron: 

4,55%, 4,57%, 3,47% y 3,85%, respectivamente. Los resultados, con su respectiva 

desviación estándar Stv. Dev., se presentan en la Tabla 1. 

3.2 Diseño de Primers y Amplificación de Genes LaCAO y RAP2-7 

 Los primers diseñados para la amplificación de los 3 fragmentos del gen LaCAO y el 

gen RAP2-7 se presentan en la Tabla 2. Todos los primers cumplen con las condiciones 

descritas en la sección 2.4. El ΔG es generalmente positivo, a excepción del primer forward 

de RAP2-7 (-1.15) y el primer forward de LaCAO_ fragmento 1 (-0.72). 

 Respecto a los resultados de amplificación, todos los primers diseñados generaron 

productos en el tamaño esperado: LaCAO_fragmento 1 (~2 Kb), LaCAO_fragmento 2 (~2 

Kb), LaCAO_fragmento 3 (~1.5 Kb) y RAP2-7 (~3 Kb) (Figura 1). Para los fragmentos 2 y 

3 del gen LaCAO y el gen RAP2-7 se obtuvo bandas claras e intensas. En el caso del 

fragmento 1 del gen LaCAO se observó bandas tenues en el tamaño esperado; sin embargo, 

también se observó bandas inespecíficas de ~500 bp en todas las accesiones, y una banda 

inespecífica de 1.5-2.0 Kb en la accesión 190. 

3.3 Secuenciación y Mapeo de Lecturas LaCAO y RAP2-7 tras Mapeo 

  La cantidad total de ADN determinada en la librería mediante fluorometría previo a 

la secuenciación fue de 101.20 ng (65,51 fmol). Este valor se encuentra dentro del rango de 

50 a 100 fmol que recomienda el protocolo Native Barcoding Amplicons. Los resultados 

generales de la secuenciación y basecalling se observan en la Tabla 3. Se generó un total de 
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4.23 Gb de información, para un total 6.21 millones de lecturas con una calidad promedio de 

12.9 Phred.  

 Respecto a la cantidad de información recuperada luego de aplicar los filtros de 

calidad y tamaño, el Anexo 2 muestra el porcentaje de recuperación de información, la 

calidad y tamaño promedio de las lecturas obtenidas para cada barcode antes y después del 

procesamiento de los datos. El porcentaje de recuperación promedio de las lecturas es del 

79%.  

 Los resultados obtenidos luego del mapeo en Geneious Prime para la recuperación 

de las lecturas de los genes LaCAO y RAP2-7 se muestran en la Tabla 4. En RAP2-7, la 

cobertura más baja corresponde a la accesión PROINPA P8 (bajo en alcaloides) con 23 

(0,023X) y la accesión con más cobertura es la 712 con 14,775 (15X); mientras que en el 

caso de LaCAO, la accesión con más baja cobertura es la 742 con 15,405 (15X), y la accesión 

con más cobertura es la FR9 P3 con 55,918 (56X). En el Anexo 3 se observa un gráfico de 

barras sobre la cobertura de ambos genes. En general, LaCAO alcanza una mayor cobertura. 

3.4 Identificación de Polimorfismos  

 En la Figura 2 se presentan los polimorfismos vistos en el gen RAP2-7. Se observó 

varios SNPs y deleciones no específicas para accesiones con bajo y alto contenido de 

alcaloides. Se encontró que las accesiones 192 y 193 tuvieron un patrón de deleción de 

citosina, adenina, guanina, adenina, y guanina en los nucleótidos 1.623, 1.624, 1.629, 1.638 

y 1.639, respectivamente. Finalmente, se identificó una deleción de citosina en el nucleótido 

8 de 3 accesiones bajas en alcaloides (706, 707, y 742), y una deleción de citosina en el 

nucleótido 1528 en 5 accesiones bajas en alcaloides (707, 712, 723, 742, y PROINPA P5).  
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 Por otro lado, en la Figura 3 se observan los polimorfismos asociados al gen LaCAO.   

Gran parte del gen no presenta polimorfismos entre todas las accesiones analizadas. Se 

encontró muchos polimorfismos asociados a la accesión 188 en los nucleótidos 4898, 

4900,4905, 4907 y 4913 (guanina a adenina, guanina a citosina, adenina a citosina, guanina 

a adenina, y guanina a adenina, respectivamente), además de una inserción en la posición 

5341-5349. Finalmente, se identificó la presencia de polimorfismos específicos en el gen 

LaCAO comunes en las accesiones PROINPA P5, PROINPA P8, FR9 P3, FR11 P8, y 712. 

3.5 Comparación de las Secuencias Consenso de RAP2-7 entre la Secuenciación por 

Oxford Nanopore y Sanger 

 La secuenciación de RAP2-7 por Sanger en la accesión 190 generó un archivo de 

1.326 pb producto del primer forward 1 y otra secuencia de 1382 del primer reverse. Mientras 

que en la accesión 707 se generó un archivo de 1374 nt del primer forward y otro de 1401 nt 

del primer reverse. Los resultados de la alineación en MEGAX se observan en la Figura 4. Se 

encontró discrepancias entre las secuencias analizadas. Las mismas fueron comunes en 

regiones homopoliméricas. De igual forma, el árbol filogenético que compara las secuencias 

consenso generadas por Sanger y Oxford Nanopore se encuentra en la Figura 5. En el caso 

de las accesiones bajas en alcaloides, se observa que las secuencias de las accesiones 723 y 

742 se encuentran más relacionadas mediante una longitud de rama de 0,06 (6 sustituciones 

por cada 100 nucleótidos). Además, la secuencia 707 obtenida de Sanger no es igual a la 

secuencia 707 obtenida de Oxford Nanopore; incluso, la misma tiene 2 sustituciones por cada 

100 nucleótidos (0,02 de longitud de rama) al compararla con el grupo de secuencias 706, 

707, 712, 723 y 742 de Oxford Nanopore. Por otra parte, la secuencia 190 de Sanger está 

más relacionada a la accesión 188 que a la accesión 190 generada por Oxford Nanopore. 
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4. DISCUSIÓN 

4.1 Cuantificación de alcaloides 

El porcentaje de alcaloides en las accesiones amargas FR9 P3 y FR11 P8, fue 4,55% 

y 4,57%, respectivamente. Mientras que, las accesiones dulces PROINPA P5/P8 tuvieron 

una concentración de 3,47% y 3,85%, respectivamente. Esto no coincide con los resultados 

planteados por la literatura. Es sabido que las semillas manifiestan una percepción dulce o 

carente de amargor cuando alcanzan una concentración inferior al 0,1% de alcaloides 

(Gutiérrez et al., 2016), difiriendo con lo obtenido en las accesiones PROINPA P5/P8. Una 

posible explicación sería la presencia de posibles compuestos ácidos de las semillas como 

equivalentes del ácido gálico (Ruiz et al., 2019). Estos compuestos podrían disminuir el pH, 

generando una neutralización no dirigida a alcaloides durante la titulación ácido-base.  Esta 

falta de precisión sugiere que los resultados no sean válidos. Con el fin de solucionar la falta 

de precisión en la neutralización, se puede proponer el uso de herramientas como la 

cromatografía de gas líquido acoplado a espectrometría de masas para futuros proyectos 

(Fadhil et al., 2007). 

4.2 Diseño de Primers y Amplificación 

 Los resultados de la PCR mostraron que todos los primers amplificaron bandas en el 

tamaño esperado para los 3 fragmentos del gen LaCAO y el gen RAP2-7. Sin embargo, el 

gen LaCAO_ fragmento 1 presentó bandas tenues.  Esto se puede deber a una baja 

complementariedad de los primers con la secuencia del ADN genómico que podría reducir 

la eficiencia del anclaje de la Taq polimerasa. De igual forma, es posible que las secuencias 

de los primers presenten cierto grado de auto-complementariedad de acuerdo a lo observado 

en el análisis con el software UNAFold. El análisis indicó que la secuencia del primer forward 



23 
 

del fragmento 1 presenta una energía espontánea ΔG de -0,71 (UNAFold, 2013). Este valor 

de ΔG negativo podría formar acoplamientos por puentes de hidrógeno dentro de la secuencia 

del primer, generando estructuras secundarias que reducen la eficiencia del anclaje a la 

secuencia target y, por tanto, una menor tasa de amplificación (Rychlik, 1993).  

4.3 Secuenciación  

 En la Tabla 3 se observa que se generó alrededor de 4,23 Gb y un valor Phred de 12,9. 

Anteriores estudios basados en la secuenciación de amplicones por Oxford Nanopore 

mostraron que un valor Phred de 12,2 puede alcanzar hasta un 94% de precisión y una 

disminución en la aparición de errores en la secuenciación (Tabata et al., 2022). Con ello, se 

infiere que las lecturas generadas fueron menos susceptibles a errores de la secuenciación. 

4.4 Mapeo y generación de secuencias consenso 

 En el caso de RAP2-7, se obtuvo una cobertura promedio de 8.760 X. LaCAO_ 

fragmento 1 tuvo una cobertura promedio de 13X, LaCAO_ fragmento 2 una cobertura de 

8.520X, y LaCAO_ fragmento 3 una cobertura de 21.537 X. Se ha reportado que valores de 

cobertura en el rango 40X a 139X inducen una tasa de error máxima de 0,008% en las 

secuencias obtenidas de mediante Oxford Nanopore (Whitford et al., 2021). Mientras que 

una cobertura de 15 X manifiesta una tasa de error mayor al 0,042% y una inducción de 

quimeras del 0,009% (Karst et al., 2021). Por lo tanto, los altos valores de cobertura de RAP2-

7, LaCAO_ fragmento 2/3 indican que las secuencias consenso presentarían tasas de error 

muy bajas. Sin embargo, el caso de LaCAO_ fragmento 1 sugiere la posibilidad de generar 

secuencias consenso con mayor porcentaje de error y formación de quimeras. Debido a los 

bajos niveles de cobertura, los resultados de este fragmento fueron descartados. Las lecturas 

obtenidas en Geneious Prime indican una alta presencia de adeninas y timinas en el 
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fragmento 1 de LaCAO. Las regiones homopoliméricas son secuencias de DNA de bases 

idénticas (Ivády et al., 2018), y presentan problemas en la identificación de polimorfismos 

debido a la dificultad de Oxford Nanopore en determinar si una o muchas bases repetidas 

pasan por el nanoporo (Yang et al., 2012), generando así posibles regiones erróneas que se 

suelen manifestar con baja cobertura en el mapeo (Menegon et al., 2017).  

4.5 Detección de Polimorfismos 

 No se logró encontrar polimorfismos asociados a accesiones con bajo o alto contenido 

de alcaloides en el gen LaCAO. La elevada cobertura de los fragmentos 2 y 3 del gen LaCAO 

permitió identificar ciertas mutaciones propias para cada secuencia individualmente.  

Curiosamente, al analizar las secuencias de las muestras del grupo PROINPA y Flor Rosada 

9 y 11, se pudo detectar una inserción de 13 nucleótidos en la posición 3441. La presencia de 

polimorfismos específicos es un indicativo de un origen común de las accesiones, que 

diferencian estas 4 accesiones de las demás (Lucht, 2015).  

 Con respecto al gen RAP2-7 se logró detectar polimorfismos específicos para 

accesiones bajas en alcaloides (Figura 2). La detección de estos polimorfismos en accesiones 

dulces podría sugerir que estos alelos estarían relacionados a un fenotipo dulce como se ha 

planteado en anteriores estudios en L. angustifolius (Kroc et al., 2019). Se ha reportado en L. 

angustifolius que los alelos de fenotipo amargo y dulce son sustituciones no sinónimas que 

cambian una serina (alelo amargo) a arginato (alelo dulce). Esto propone futuros enfoques 

que relacionen los polimorfismos encontrados con cambios en la secuencia de aminoácidos.  

4.6 Comparación entre secuencias ONT y Sanger sequencing 

Se observó que las secuencias obtenidas para las accesiones 707 y 190 mediante 

secuenciamiento por nanoporo y por secuenciamiento Sanger difieren mucho entre sí. En la 
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Figura 4 se presentó discrepancias entre las secuencias consenso de ambas secuenciaciones 

en regiones homopoliméricas.  Esto es un indicativo de la limitación de Oxford Nanopore 

para determinar polimorfismos en estas regiones, ya que es posible que dichas discrepancias 

no sean producto de mutaciones sino por errores en la secuenciación (Slatko et al., 2018). 

Posibles soluciones son el uso de primers que excluyan áreas homopoliméricas durante la 

amplificación (Applied Biosystems, 2016), uso de ensamblados de novo a partir de 

referencias obtenidas de secuenciamiento en Sanger (Menegon et al., 2017), y herramientas 

de corrección como Denoiser (Ivády et al., 2018), donde se ha logrado aumentar la cobertura 

y precisión de bases en homopolímeros (Ivády et al., 2018; Quince et al., 2011). 

 Finalmente, la identificación de polimorfismos en los genes RAP2-7 y LaCAO se 

resumen en la Figura 6. A pesar de que se identificó polimorfismos específicos que 

diferencian accesiones amargas y dulces en RAP2-7, no se puede concluir fácilmente sobre 

su reproducibilidad como marcador molecular. Las limitaciones en la secuenciación de 

homopolímeros mediante Oxford Nanopore indica la necesidad de otras alternativas en la 

preparación de librerías, secuenciación y procesamiento (Jain et al., 2015). En enfoques 

futuros, se sugiere analizar la funcionalidad del marcador mediante pruebas de detección 

como hibridación de sonda con tag o métodos basados en PCR con primers dirigidos a sitios 

polimórficos (Lin et al., 1996). Adicionalmente, es necesario tomar en cuenta la 

concentración de alcaloides como rasgo cuantitativo (Sharma et al., 2012). Esto plantea la 

necesidad de estudiar QTLs asociados a este rasgo, como la región genómica iucundus al que 

pertenece RAP2-7 en L. angustifolius (Czepiel et al., 2021), con el fin de estudiar más genes 

y desarrollar marcadores con potencial asociación a este rasgo (Baack et al., 2008).  
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5. CONCLUSIONES 

En este estudio, se logró determinar polimorfismos en los genes LaCAO y RAP2-7 entre 

accesiones con baja y alta concentración de alcaloides quinolizidínicos en L. mutabilis, 

mediante secuenciación con Oxford Nanopore. Se obtuvo 4,23 Gb de información y una 

cobertura promedio de 31155,21X en LaCAO y 8760,36X para RAP2-7. No se encontró 

polimorfismos específicos para accesiones amargas o dulces en el gen LaCAO. Sin embargo, 

se identificó una región polimórfica en el nucleótido 3441 a 3453 del gen LaCAO que es 

exclusivo para las accesiones PROINPA P5 y PROINPA P8 (bajo contenido de alcaloides); 

y FR9 P3, FR11 P8, 193 (alto contenido de alcaloides). Por otra parte, sí se observó 

polimorfismos específicos en RAP2-7 en el nucleótido 8 (una deleción de citosina), y en el 

nucleótido 1528 (una deleción de citosina), que son comunes en las accesiones de bajo 

contenido de alcaloides 706, 707 y 742, y en 707, 712, 723, 742, y PROINPA P5, 

respectivamente. En general, para futuros proyectos asociados a la búsqueda de 

polimorfismos, se recomienda utilizar estrategias de secuenciamiento apoyado con Sanger 

para regiones homopoliméricas acoplada a NGS. Además, se sugiere la realización de 

pruebas moleculares basadas en PCR como CAPS o dCAPS para determinar la funcionalidad 

de RAP2-7 como marcador molecular. Finalmente, se recomienda enfocar otros estudios en 

el locus iucundus en L. mutabilis, con la finalidad de determinar otros genes asociados al 

rasgo cuantitativo de síntesis de alcaloides. Los resultados obtenidos en esta investigación 

son relevantes para establecer potenciales marcadores moleculares dirigidos a accesiones con 

bajo contenido de alcaloides, con el fin de potenciar programas de fito-mejoramiento para la 

selección de estas variedades de chocho. 
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6. TABLAS 

Tabla 1. Porcentaje de alcaloides promedio de accesiones bajas en alcaloides (PROINPA P5 

y PROINPA P8) y altas en alcaloides (FR9 P3 y FR11 P8) obtenidas mediante una titulación 

ácido base con NaOH y fenolftaleína por triplicado. Std. Dev.: Desviación estándar. 

Accesiones Bajas en Alcaloides Accesiones Altas en Alcaloides 

Muestra % Alcaloides Std. Dev. Muestra % Alcaloides Std. Dev. 

PROINPA P5 3,47 0,047 FR9 P3 4,55 0,068 

PROINPA P8 3,85 0,245 FR11 P8 4,57 0,109 

 

 

Tabla 2. Primers propuestos para la amplificación de los genes LaCAO_ fragmento 1, 

LaCAO_ fragmento 2, LaCAO_ fragmento 3 y RAP2-7 obtenidos en Primer3. Tm: 

Temperatura de melting. %GC: porcentaje de guaninas y citosinas. Hairpin: Estabilidad de 

estructuras secundarias. ΔG: Energía espontánea de formación de estructuras secundarias. 

Gen Primer Tm %GC Hairpin ΔG Secuencia Extensión 

Tamaño 
de 

producto 
esperado 

(nt) 

LaCAO_ 
fragmento 

1 

Forward 59,70 40,00 0 
-0,72 

GCAATCTTCTTAGCCATCATTTCCT Exón 1-
Exón 2 

2336 
Reverse 60,35 50,00 0 GAGTTTGTGCAGCATCCTTCAC 

LaCAO_ 
fragmento 

2 

Forward 59,51 40,00 0 
1,48 

TGGACCCTTTATCTCCTTCTGAAAT Exón 2-
Exón 8 

2794 
Reverse 59,24 41,67 0 AGCTTCACCAGGTTTAGAATCAAC 

LaCAO_ 
fragmento 

3 

Forward 59,18 40,00 0 
0,93 

TAAGCTAACTGGAATTCTGAGCATG Exón 8-
Exón 12 

1669 
Reverse 57,69 40,00 0 GACTCCAATTCACATTTACTAGGTG 

RAP2-7 
Forward 57 36,00 0 

-1,15 
ATCTCAACCTATGGTAAAGATTTGG Exón 1-

Exón 8 
2926 

Reverse 63 45,00 0 TCTCCCTGATGCAATGTTCA 

 

Tabla 3. Resultados generales de la Secuenciación del pool de 7 genes en las 14 accesiones 

obtenidas por el software MinION™. 
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Rendimiento de la Secuenciación 

Tiempo de corrida 24 horas 

Tiempo de basecalling 75 horas 

Información generada 4,23 Gb 

Número de lecturas 6,21 M 

Calidad promedio 12,9 Phred 

 

Tabla 4. Cobertura tras el mapeo de los genes RAP2-7 y LaCAO en las 14 accesiones 

analizadas. 

RAP2-7 

Accesión Cobertura 

706 (Bajo en 
alcaloides) 

14.607 

707 (Bajo en 
alcaloides) 

8.588 

712 (Bajo en 
alcaloides) 

14.775 

723 (Bajo en 
alcaloides) 

14.042 

742 (Bajo en 
alcaloides) 

8.050 

PROINPA P5 (Bajo en 
alcaloides) 

1.481 

PROINPA P8 (Bajo en 
alcaloides) 

23 

176 (Alto en 
alcaloides) 

8.074 

188 (Alto en 
alcaloides) 

10.193 

190 (Alto en 
alcaloides) 

11.026 

192 (Alto en 
alcaloides) 

12.522 

193 (Alto en 
alcaloides) 

13.014 

FR11 P3 (Alto en 
alcaloides) 

3.103 

FR11 P8 (Alto en 
alcaloides) 

3.147 

LaCAO 

706 (Bajo en 
alcaloides) 

21.537 

707 (Bajo en 
alcaloides) 

19.451 

712 (Bajo en 
alcaloides) 

27.231 

723 (Bajo en 
alcaloides) 

28.482 
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742 (Bajo en 
alcaloides) 

15.405 

PROINPA P5 (Bajo en 
alcaloides) 

47.247 

PROINPA P8 (Bajo en 
alcaloides) 

39.821 

176 (Alto en 
alcaloides) 

20.423 

188 (Alto en 
alcaloides) 

29.092 

190 (Alto en 
alcaloides) 

25.988 

192 (Alto en 
alcaloides) 

28.984 

193 (Alto en 
alcaloides) 

27.754 

FR9 P3 (Alto en 
alcaloides) 

55.918 

FR11 P8 (Alto en 
alcaloides) 

48.840 
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7. FIGURAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Amplificación de los genes RAP2-7, LaCAO_ fragmento 1, LaCAO_ fragmento 

2 y LaCAO_ fragmento 3 en las accesiones 176, 188, 190, 192, 193, 707, 707, 712, 723 y 

742. A. Amplificación de RAP2-7 en accesiones 176-742. B. Amplificación de LaCAO_ 

fragmento 1 en accesiones 176-742. C. Amplificación de LaCAO_ fragmento 2 en accesiones 

dulces (706, 707, 712, 723 y 742). D. Amplificación de LaCAO_ fragmento 3 en accesiones 

amargas (176, 188, 190, 192 y 193). L: Ladder 2Kb. C+: Control positivo. C-: Control 

negativo. 
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Polimorfismo en el nucleótido 8. Deleción 

de une citosina en las accesiones 706, 707 

y 742. 

Polimorfismo de 1 sólo nucleótido en la 

posición 473. Cambio de adenina a citosina 

en la accesión 192. 

Polimorfismo de 1 solo nucleótido en la 

posición 1011. Cambio de adenina a timina 

en la accesión 192. 

Polimorfismo de 1 solo nucleótido común 

en accesiones de bajo contenido de 

alcaloides (707, 712, 723, 742, PROINPA 

P5). Deleción de citosina en posición 1528.  
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Figura 2. Polimorfismos en RAP2-7 de las 14 accesiones. En la izquierda se encuentra la 

alineación de las secuencias consenso de todas las accesiones, y en la derecha el tipo de 

polimorfismo y la posición. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Polimorfismo en accesiones 192 y 193. 

Deleción de citosina, adenina, guanina, 

adenina y guanina en las posiciones 1623, 

1624, 1629, 1638 y 1639, respectivamente. 

Región descartada no comparable. 0 a 2727 

nucleótidos (Fragmento 1) 

Polimorfismo de 1 sólo nucleótido en la 

accesión 188. Cambio de guanina a 

adenina, guanina a citosina, adenina a 

citosina, guanina a adenina y guanina a 

adenina en las posiciones 4898, 4900,4905, 

4907 y 4913. 
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Figura 3. Polimorfismos en LaCAO de las 14 accesiones. En la izquierda se encuentra la 

alineación de las secuencias consenso de todas las accesiones, y en la derecha el tipo de 

polimorfismo y la posición. 

Polimorfismo de 1 solo nucleótido en la 

accesión 188. Cambio de guanina a citosina 

en la posición 5571. 

Polimorfismo en la accesión 188. Inserción 

de 19 nucleótidos en la posición 5341. 

Polimorfismo asociado a las accesiones 

712, PROINPA P5, PROINPA P8, FR9 P3, 

FR 11 P8, 192. Sustitución de timina a 

citosina, guanina a adenina, guanina a 

citosina, timina a adenina, adenina a 

citosina, guanina a citosina y deleción de 

adenina, guanina y adenina en las 

posiciones 3441, 3442, 3443, 3446, 3447, 

3449, 3450, 3451, 3452 y 3453, 

respectivamente 



34 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Discrepancias entre secuencias consenso obtenidas por la secuenciación de Oxford 

Nanopore y Sanger A. Accesiones altas en alcaloides. B. Accesiones bajas en alcaloides. En 

la izquierda se encuentra la alineación de las secuencias consenso, y en la derecha el tipo de 

polimorfismo y la posición. *: Secuencia consenso obtenida de Sanger. 
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Figura 5. Árboles filogenéticos de las secuencias consenso obtenidas por Oxford Nanopore 

y Sanger. A. Filogenia de accesiones dulces (706, 707, 712, 723 y 742). B. Filogenia de 

accesiones amargas (176, 188, 190, 192 y 193). Los números sobre las ramas son el branch 

lenght entre accesiones. Color celeste: Secuencias de Oxford Nanopore. Color rojo: 

Secuencias de Sanger. 
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Figura 6. Ubicación de polimorfismos asociados a los genes LaCAO y RAP2-7. A. Gen 

LaCAO. B. Gen RAP2-7. Color negro: Exones. Color plomo: Intrones. Color celeste: 

Polimorfismos asociados a una o dos accesiones. Color morado: Polimorfismo asociado a 

muestras seleccionadas cualitativamente (PROINPA P5, PROINPA P8, FR9 P3 y FR11 P8). 

Color rojo: Polimorfismos asumidos como específicos para accesiones de bajo contenido de 

alcaloides. 
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9. ANEXOS 

ANEXO 1: CUANTIFICACIÓN DE ALCALOIDES QUINOLIZIDÍNICOS EN 

ACCESIONES 176, 188, 190, 192, 193, 706, 707, 712, 723 Y 742  

 

Accesiones Bajas en Alcaloides Accesiones Altas en Alcaloides 

Accesión % Alcaloides Std. Dev. País Origen Accesión % Alcaloides Std. Dev. País Origen 

706 3,34 0,344 Perú 176 4,65 0,068 Ecuador 

707 2,84 0,111 Perú 188 4,75 0,109 Otros 

712 3,47 0,344 Perú 190 4,68 0,325 Ecuador 

723 3,61 0,099 Perú 192 4,91 0,19 ExURSS 

742 3,15 0,047 Perú 193 4,79 0,036 ExURSS 

 

Descripción: Se observa el porcentaje de alcaloides QAs de las accesiones 

seleccionadas previamente en el Laboratorio de Biotecnología Vegetal de la USFQ. 

Se incluye el nombre de la accesión (código propuesto por el INIAP), y su país de 

origen. Std. Dev.: Desviación estándar. 
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ANEXO 2: TAMAÑO, CALIDAD, NÚMERO DE READS Y PORCENTAJE DE 

RECUPERACIÓN DE LA SECUENCIACIÓN DEL POOL DE 7 GENES EN LAS 14 

ACCESIONES ANALIZADAS  

 

Muestra 
Tamaño 
Medio 

(pb) 

Calidad 
Media 
(Phred) 

Número de 
reads 

% 
Recuperación 

706 (Bajo en 
alcaloides) 

Sin Filtro 719,1 13,1 266 632 
79,73% Filtro de calidad y 

tamaño 
650,8 14,6 212 577 

707 (Bajo en 
alcaloides) 

Sin Filtro 553,1 13,1 256 876 
71,54% Filtro de calidad y 

tamaño 
505,3 14,6 183 769 

712 (Bajo en 
alcaloides) 

Sin Filtro 585,9 13 410 654 
86,70% Filtro de calidad y 

tamaño 
490,6 14,7 356 044 

723 (Bajo en 
alcaloides) 

Sin Filtro 652,5 12,9 331 754 
77,01% Filtro de calidad y 

tamaño 
608 14,5 255 479 

742 (Bajo en 
alcaloides) 

Sin Filtro 707,3 12,9 245 227 
77,92% Filtro de calidad y 

tamaño 
664,4 14,4 191 087 

PROINPA P5 (Bajo 
en alcaloides) 

Sin Filtro 905,8 13,1 218 985 
80,78% Filtro de calidad y 

tamaño 
853,3 14,4 176 900 

PROINPA P8 (Bajo 
en alcaloides) 

Sin Filtro 1169 13 157 814 

81,57% Filtro de calidad y 
tamaño 

1130 14,4 128 735 

176 (Alto en 
alcaloides) 

Sin Filtro 466,4 12,4 378 907 

85,51% Filtro de calidad y 
tamaño 

377,7 14,6 324 005 

188 (Alto en 
alcaloides) 

Sin Filtro 522,1 12,7 377 703 
82,23% Filtro de calidad y 

tamaño 
444,3 14,4 310 583 

190 (Alto en 
alcaloides) 

Sin Filtro 554,5 13 342 907 
72,11% Filtro de calidad y 

tamaño 
519,9 14,6 247 261 

192 (Alto en 
alcaloides) 

Sin Filtro 525,1 12,8 404 326 
70,44% Filtro de calidad y 

tamaño 
489,4 14,6 284 824 

193 (Alto en 
alcaloides) 

Sin Filtro 591,5 12,9 323 587 
74,04% Filtro de calidad y 

tamaño 
557,6 14,6 239 578 

FR9 P3 (Alto en 
alcaloides) 

Sin Filtro 1070,9 13 196 886 
81,94% Filtro de calidad y 

tamaño 
1030,5 14,4 161 323 
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FR11 P8 (Alto en 
alcaloides) 

Sin Filtro 1018,2 13,1 181 544 
80,34% Filtro de calidad y 

tamaño 
983 14,4 145 857 

 

Descripción: Resultados de la secuenciación en las accesiones 176, 188, 190, 192, 

193, PROINPA P5, PROINPA P8, 706, 707, 712, 723, 742, FR9 P3 y FR11 P8. 
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ANEXO 3: GRÁFICO DE BARRAS DE COBERTURA DE LOS GENES RAP2-7 Y 

LACAO EN LAS 14 ACCESIONES ANALIZADAS  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Descripción: Gráfico de barras para la cobertura de los genes en las accesiones 176, 188, 

190, 192, 193, PROINPA P5, PROINPA P8, 706, 707, 712, 723, 742, FR9 P3 y FR11 P8. A. 

RAP2-7. B. LaCAO. 
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