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RESUMEN

El tarwi (Lupinus mutabilis) es una leguminosa con un alto potencial agrondémico y
aunque su genoma aun no ha sido secuenciado, cuenta con importante informacion
transcriptomica disponible. Sin embargo, no se han estudiado los ARN de cadena larga
no codificante (ARNIncs) en esta especie. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
identificar los ARNIncs en 12 librerias de ARN-seq de tarwi. Para lograrlo, se emple6 un
enfoque multifacético que involucrd la prediccion, anotacidon, ubicacion celular,
caracterizacion termodindmica, conservacion estructural y validacion de ARNincs. Se
identificaron 590 ARNIncs por al menos dos algoritmos de identificacion de ARNIncs. La
anotacion con la base de datos PLncDB mostrd 571 ARNIncs tinicos y 19 ARNIncs con
homologia en 28 familias botanicas, incluyendo Solanaceae (19), Fabaceae (17),
Brassicaceae (17), Rutaceae (17), Rosaceae (16), y Malvaceae (16), entre otras. En total,
12 ARNIncs mostraron homologia en mas de 40 especies. Segin cuatro algoritmos de
ubicacion celular, el 67 por ciento de los ARNIncs se ubicaron en el citoplasma, y 33 por
ciento en exosomas. La caracterizacion termodinamica permitié encontrar el ARNInc S03
con una estructura secundaria estable (-105,67 kcal/mol). Esta estructura incluy6 tres
regiones, con un bucle con ramificaciones multiples que contiene una horquilla con un
elemento similar a la secuencia de insercion de selenocisteina (SECIS). La evaluacion de
la conservacion estructural por Crossalign revel6 similitudes parciales entre tarwi (S03)
y L. lycopersicum (Solyc04r022210.1). La validacién por R7-PCR demostré que S03 se
sobreexpresa en condiciones de estrés por sequia y en el estadio E4 de desarrollo floral
en tarwi. Finalmente, estos resultados resaltan la importancia de los ARNincs en el

mejoramiento de tarwi durante el desarrollo reproductivo y bajo sequia.

Palabras clave: Lupinus mutabilis, tarwi, ARN de cadena larga no codificante, ARN

largo no codificante, [ncRNA, sequia, floracion



ABSTRACT

Tarwi (Lupinus mutabilis) 1s a legume with high agronomic potential and even though its
genome has not been sequenced, there is important transcriptomic information. However,
long non coding RNAs (IncRNAs) have not been studied in this species. Therefore, the
objective of this research was to identify /ncRNAs in 12 ARN-seq libraries of L. mutabilis.
Hence, a multilevel approach was used, based on /ncRNA prediction, annotation,
subcellular location, thermodynamic characterization, structural conservation, and
validation. Thus, 590 /ncRNAs were identified by at least two algorithms of /ncRNA
identification. Annotation with the PLncDB database showed 571 /[ncRNAs unique to
tarwi and 19 /ncRNAs with homology in 28 botanical families including Solanaceae (19),
Fabaceae (17), Brassicaceae (17), Rutaceae (17), Rosaceae (16), and Malvaceae (16),
among others. In total, 12 /ncRNAs had homology in more than 40 species. 67 per cent of
the /ncRNAs were located in the cytoplasm and 33 per cent in exosomes. Thermodynamic
characterization enabled the identification of SO3 with a stable secondary structure (-
105.67 kcal/mol). This structure included three regions, with a multibranch loop
containing a hairpin with a Selenocysteine Insertion Sequence-like (SECIS-like) element.
The evaluation of the structural conservation by Crosslign revealed partial similarities
between tarwi (S03) and S. lycopersicum (Solyc04r022210.1). RT-PCR validation
demonstrated that SO3 was upregulated under drought conditions and in the E4 stage of
flower development in tarwi. Finally, these results highlighted the importance of [ncRNAs
in tarwi improvement during the reproductive development stage and under drought

conditions.

Keywords: Lupinus mutabilis, tarwi, long non coding RNA, /ncRNA, drought,

flowering.



I. INTRODUCCION

Las nuevas herramientas biotecnoldgicas han permitido entender las interacciones entre
los sistemas bioldgicos de orden superior, asi como su afectacion por el medio ambiente.
De esta manera, en las ultimas décadas, se ha avanzado notablemente en el conocimiento
de la funcidon de diversos elementos gendmicos, transcriptomicos y metabolémicos
(Aroca 2013). El analisis de estos datos ha permitido identificar secuencias que, sin ser
convertidas en proteinas, cumplen diversos roles dentro del genoma, como los ARN no

codificantes (Han et al. 2018).

Las secuencias de ARN no codificantes se caracterizan por no ser traducidas a proteinas
y constituyen la mayor parte del transcriptoma en la mayoria de organismos eucariotas
(Khemka et al. 2016). Estas secuencias incluyen elementos diversos como micro ARNs
(miARN), ARN cortos de interferencia (siARN), ARN que interactiian con piwi (piARN)
y ARN largos no codificantes (ARNIncs; Rajewsky et al. 2018). Estos elementos cumplen
funciones esenciales al regular a secuencias codificantes del genoma mediante
mecanismos diversos (Han et al. 2018). Entre los ARN no codificantes mas abundantes,

se encuentran los miARNs, seguidos por los ARNIncs (Wei et al. 2004).

Los ARNIncs son conocidos por su gran capacidad de regulacion gendmica con un
potencial inmenso que va desde la transcripcion, catalisis y remodelacion, al
silenciamiento de ARN de cromosomas enteros (Goff y Rinn 2015). En tanto que su
desregulacion en el ser humano esta relacionada con diversos tipos de afecciones como
diabetes, enfermedad cardiovascular, asma, Alzheimer, enfermedad renal, desérdenes
neurologicos y cancer (Akerman et al. 2017, Chen y Zhou 2017, Goff'y Rinn 2015, Sun
y Wong 2016). Mientras que el estudio en organismos vegetales ha permitido conocer
que también cumplen un rol esencial en la regulacion de diversos procesos (Wekesa et al.

2019).

Los genomas vegetales, también presentan un gran numero de ARNIncs, que realizan un
amplio rango de funciones en respuesta a diferentes estimulos (Xuan et al. 2015). Los
procesos regulados varian desde el silenciamiento génico, maduracion, reproduccion,
diferenciacion, y tolerancia a estrés (Jarroux et al. 2017), siendo dianas con mucho

potencial en el mejoramiento y en el entendimiento de los mecanismos de regulacion



genético vegetal (Han et al. 2018). A pesar de que se han realizado pocos estudios
relacionados con ARNIncs en plantas, la disponibilidad de datos transcriptomicos hace

posible su busqueda y analisis.

Sin embargo, estos elementos no han sido estudiados a fondo, ni menos identificados en
especies nativas con gran potencial, como el tarwi. Esta especie es una leguminosa de los
Andes que ha sido considerada como un super alimento por su alto valor nutricional
(Repo-Carrasco-Valencia et al., 2021). Sus semillas estan biofortificadas con niveles
optimos de hierro, zinc y boro (Vera-Vega et al., 2022) y tiene alcaloides bioactivos con
propiedades antimicrobianas (25). Ademas, se ha realizado el ensamblaje de novo de los
transcriptomas de tarwi en condiciones de respuesta a estrés (Hidalgo 2021) y en
diferentes fases de desarrollo floral (Ramos 2021), lo cual abre la oportunidad de entender
el panorama evolutivo de los ARNIncs, su conservacion y funcionalidad durante el
desarrollo y estrés. Por esta razon, el presente trabajo se realizd con el objetivo de
identificar los ARN de cadena larga no codificante presentes en 12 librerias de ARN-seq

de tarwi (Lupinus mutabilis Sweet).



II. MARCO TEORICO

2.1. MECANISMOS DE REGULACION GENETICA

De forma tradicional, el estudio de los mecanismos de regulacion genética se ha enfocado
en la evaluacién de genes especificos, poniendo énfasis en las secuencias génicas
codificantes, es decir, aquellas capaces de producir proteinas (Amudha y Balasubramani
2011). El analisis de estos genes se ha realizado de manera individual, y su validacién se
ha hecho mediante la generacion de organismos knock-out (Aroca 2013) y organismos
recombinantes que expresan una proteina de manera heterdloga, lo cual ha permitido
descubrir como el gen en cuestion regula diversos procesos biologicos (Ashraf 2010).
Esta informacién ha permitido generar cultivos mejorados de forma biotecnologica,

introduciendo genes especificos que bridan caracteristicas deseables (Zhou et al. 2016).

Sin embargo, la evaluacion de genes de manera individual ha sido una limitante para
comprender el panorama global que gobierna diversos elementos de regulacion genética.
De manera que, mediante este enfoque, no se han podido estudiar los mecanismos
complejos relacionados con procesos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares que
involucran la participacion de decenas de genes (Farooq et al. 2009). En una célula, estos
genes interactuan entre si formando redes de regulacion que involucran a moléculas de
ADN, ARN y proteinas, permitiendo responder especificamente a estimulos
determinados, como el ajuste osmotico ante el estrés, o la diferenciacion de brotes florales

al alcanzar un estado de desarrollo (Jarroux et al. 2017).

El estudio de estas redes de regulacién y los miles de elementos moleculares que las
componen se han hecho posibles por la secuenciacion de proxima generacion (NGS), que
ha permitido analisis genomicos a gran escala, demostrando la existencia de secuencias
codificantes de proteinas y sus elementos regulatorios esenciales para la transcripcion
(Ashraf 2010). De esta manera, las herramientas gendmicas han permitido encontrar
cientos de genes relacionados a maduracion, respuesta a estrés, produccion de
metabolitos, entre otros (Akinci 2013). Gracias a esta informacion, en la ultima década el

entendimiento de los mecanismos de regulacion se ha realizado de forma mas eficiente.



Entre los datos mas relevantes obtenidos del anélisis de los trabajos NGS, se encuentra el
hallazgo de una gran cantidad de secuencias no codificantes que son transcritas a ARN
(Jarroux et al. 2017). De hecho, los estudios de anotaciéon de genoma en eucariotas,
indican que menos del dos por ciento de los genomas es traducido a proteinas; en tanto
que las regiones no codificantes pueden formar diferentes tipos de ARN, ademads de los
ARN de transferencia (ARNt) y ribosomal (ARNr). Estos ARN no codifican proteinas y
pueden ser de secuencia corta, como los miARNs y siARNs, o de secuencia larga, como
los ARNIncs (Wei et al. 2004). Estos ultimos son bastante abundantes en la célula, lo cual

constituye un claro indicador de su importancia en la regulacion de los procesos celulares.

2.2. EL ARN EN LA REGULACION GENETICA

Se ha postulado que los mecanismos de regulacion mas importantes en eucariotas han
sido generados por la expansion del transcriptoma no codificante. Esta expansion ha
llevado a la evolucion de redes de regulacion mediadas por ARN en casi cada aspecto del
funcionamiento celular (Morris 2016). De hecho, se ha observado que el aumento en la
regulacion mediada por ARN esta relacionado con la evolucion de la complejidad (Taft
et al. 2007). En particular, los ARN no codificantes, parecen tener un rol mucho mas
esencial, puesto que estan presentes en mayor cantidad en organismos mas complejos
(Mattick 2004). De manera que estos ARNs pueden regular la expresion a nivel de ADN,
ARN o proteinas, generando un cambio en el dogma de la biologia molecular tal como se

muestra en la Figura la (Lai et al. 2019).
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Figura 1. Los ARNIncs y su relacion con el dogma de la biologia molecular. a) Funciones
de los diferentes tipos de ARN no codificantes (Lai et al. 2019). b) Esquema del modelo

dinamico actual del dogma central de la biologia molecular, con énfasis en el rol de los

ARN no codificantes (Adaptado de Lai et al. 2019, Jarroux et al. 2017).

Como entidad biologica, el ARN puede regular la transcripcion en diversos puntos
(Figura 1b), puesto que tiene muchas propiedades tnicas que complementan a las
proteinas y las hacen particularmente adecuadas para muchas funciones celulares. Por
ejemplo, los ARNs pueden reconocer y unirse facilmente a otras moléculas de acidos
nucleicos (Morris 2016). Un ARN regulatorio puede secuestrar a su ARN diana, o
estabilizarlo, o enmascarar su secuencia de otros elementos regulatorios como proteinas
y otros ARNs. A través de la interaccion simultanea con ADN vy proteinas, los ARNs
pueden ayudar a incrementar la concentracion de proteinas en un locus gendmico

determinado (Rinn 2014). De esta manera, pueden llegar a crear redes—eelilares de

5



regulacion, en las cuales los ARN no codificantes pueden actuar como competidores o

activadores, indicando la localizacion o accion de las ribonucleoproteinas (Ugarkovic
2011).

Estas estrategias regulatorias mediadas por ARN son particularmente beneficiadas por el
hecho de que la sintesis de ARN presenta un requerimiento energético mas bajo en
comparacion con la sintesis de proteinas, la cual involucra el costo energético de la
traduccion y el plegamiento (Yang y Zhang 2015). Esto cobra mayor importancia en
etapas criticas de desarrollo y condiciones de deficiencias nutricionales o respuesta a
estrés (Chen et al. 2021). Ademas, algunos ARNSs regulatorios, como los ARNIncs
intrénicos, se originan de productos de expresion génica degradados, lo cual reduce aun
mas el costo energético de la regulacion mediada por ARNIncs (Ayupe et al. 2015). A
ello, se suma el hecho de que las moléculas de ARN son capaces de adquirir estructuras
secundarias y terciarias a partir de una cadena simple, presentando dominios estructurales
que interactiian con elementos especificos formando la red del interactoma de ARN

(Figura 2; Zampetaki et al. 2018).
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ARNInc L ntcleo
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Figura 2. Procesamiento de los ARNIncs. Edicion del ARN y conformacion de estructuras
complejas secundarias. Lai et al. (2019). MRE: Elemento de reconocimiento de micro-

ARN.



2.3. SINTESIS Y MECANISMOS DE ACCION DE LOS ARNincs

Los ARNIncs, constituyen alrededor del 70 por ciento de los ARN no codificantes (Han
et al. 2018). Estos elementos son definidos como secuencias transcritas de ARN mayores
a 200 nucleotidos (nt) que no codifican proteinas (Rinn y Chang 2012). La mayor parte
de los ARNIncs son transcritos por la ARN polimerasa II, y poseen una caperuza en el
extremo 5’ metilo, y una cola de poliadenina (poli A). Ademads, dependiendo de la
direcciéon en la cual se transcriben, pueden ser definidos como ARNIncs sentido
(transcritos de la hebra molde, al igual que el ARNm); ARNIncs antisentido (transcritos
de la hebra codificante, complementaria a la hebra que produce el ARNm); ARNincs
intronicos (se encuentran dentro del intron de otro gen); y ARNincs intergénicos

(transcritos de una region alejada de los genes codificantes) (Fallis 2011; Figura 2).

Existen miles de ARNIncs predichos en el genoma eucariota. Estas secuencias comparten
regiones de homologia significativa con los ARNs de proteinas codificantes (Kiegle et al.
2018), pudiendo ser encontrados en exones ¢ intrones que son cortados y empalmados
selectivamente (Kiegle et al. 2018). Por esta razon, se sostiene que los ARNIncs participan
en mecanismos de competencia por corte y empalme, asi como en la sintesis de otros
factores necesarios para el procesamiento del ARN (Kiegle et al. 2018). La existencia y
develacion de estos mecanismos, revela la complejidad de la expresion génica en

eucariotas (Li et al. 2017).

Los ARNIincs son capaces de adquirir estructuras secundarias complejas que permiten
regular la expresion génica (Figura 2; Yu y Zhu 2019) mediante diversos mecanismos
(Figura 3). De esta manera, los ARNIncs pueden actuar como elementos trampa para
factores de transcripcion, como esponjas de mi4 RN-ribonucleoproteinas (RNPs), como
componentes de RNPs que modifican la cromatina, o como factores de transcripcion que
realizan el reclutamiento y anclaje de complejos que modifican la cromatina a sus
secuencias diana, entre otros (Han et al. 2018). De esta manera, en Arabidopsis thaliana
se ha encontrado que los ARNincs afectan los patrones de metilacion (Chen 2021).
Ademas, se han encontrado ARNIncs que pueden impedir el silenciamiento génico al
actuar como dianas de miARNs y evitar la degradacion del ARNm (Li et al. 2017). Otros

ARNIincs pueden dirigir la formacion de complejos proteina-acidos ribonucleicos,



influyendo en la regulacion de la expresion genética y participando como reguladores en

diversos procesos metabodlicos (Figura 3; Rao 2017; Yuy Zhu 2019).
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Figura 3. Mecanismos de accion de los ARNincs. a) Los elementos trampa se unen a los
factores de transcripcion. b) Las esponjas de miARNs evitan la degradacion del ARNm.
¢) Los componentes de RNPs se unen a combinaciones especificas de
ribonucleoproteinas. d) Los ARNIncs pueden reclutar y anclar a los complejos
modificadores de la cromatina. e) Regulacion postranscripcional del ARNm a nivel
traduccional. f) Regulacion ARNm a nivel de corte y empalme. g) Regulacion del ARNm

a nivel de su desintegracion. Adaptado de Khalil y Coller (2013).

Los ARNIncs regulan diversos procesos, como la respuesta a estrés y el desarrollo (Yu'y
Zhu 2019). En condiciones de estrés, constituyen una fraccion significativa de los genes
que se expresan de forma diferencial, y una vez inducidos, contribuyen a la regulacion de
procesos celulares corriente abajo (Morris 2016). Los estudios realizados incluyen el
hallazgo de ARNIncs que son transcritos en respuesta a estrés hidrico en A4. thaliana (Qin
et al. 2017). Un estudio en yuca ha demostrado la presencia de ARNInc que son dianas
miméticas de miARNs en respuesta a estrés por frio o por sequia (Li et al. 2017). En Pyrus

betifolia, se han encontrado hasta 251 ARNIncs de respuesta a estrés, los cuales segun la



comprobacion experimental estuvieron relacionados a procesos de desecacion (Wang et

al. 2018).

Al realizarse analisis de regulacion cruzada con genes codificantes se ha encontrado que
muchos ARNIncs estan asociados con las rutas de transduccion en la sefalizacion
hormonal, biosintesis de metabolitos secundarios y metabolismo de la sacarosa (Li et al.
2017), siendo dianas con mucho potencial en el mejoramiento de plantas, que aun puede
ser explorada (Han et al. 2018). Por ejemplo, Khemka et al. (2016) identificaron 2248
ARNIncs intergénicos (ARNlncis) en garbanzo al caracterizar ocho estadios de desarrollo
floral sucesivos y tres tejidos vegetativos. En estudios en 4. thaliana, se ha encontrado
que los ARNIncs cumplen un rol esencial en la regulacion de la floracion al controlar la
expresion de FLOWERING LOCUS C (FLC; Csorba et al. 2014). En tanto que un estudio
en el endospermo de maiz mostro la presencia de ARNincs que exhibian diferencia
espacio-temporal, participando en redes de regulacion de factores de transcripcion e
impresion de genes (Kim at al. 2017). En particular, destacan los ARN COOLAIR y
COLDAIR que participan en el silenciamiento epigenético de FLC (Figura 4).

Locus FLC

FLC:---===ccccccncccccccnmnaccccccccnccncccccnnncncccenn >
sentido Transcripto COLDAIR (vernalizacion)
i | LiBL] P
— T THT]
D R L L L L e P L] antisentido
<4 - - - -Bucle-R- - - p
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b - COOLAIR
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I 9 | | -
-------------- rASL
I || .

Figura 4. ARNincs regulatorios producidos a partir del locus FLC. El silenciamiento
epigenético se realiza mediante la generacion de tres transcriptos. En azul, COOLAIR y
ASL se transcriben en direccion antisentido. En morado, COLDAIR se transcribe del

primer intréon de FLC en direccion sentido (Chekanova 2015).



2.4. Funciones de los ARNIncs EN FLORACION Y SEQUIA

Los procesos de desarrollo y respuesta a estrés abidtico se encuentran intimamente
ligados, con muchos elementos que interactiian a nivel molecular, para desencadenar los
procesos de maduracion floral en respuesta a estimulos ambientales (Vicente et al. 2017).
Esto se debe a la presencia de mecanismos moleculares de control que actiian a nivel de

factores de transcripcion, proteinas y ARNIncs (Ying et al. 2014).

2.4.1. Funciones de los ARNIncs en floracion

Se han descrito diversos ARNInc en especies como A. thaliana, Oryza sativa, Brassica
rapa, Gossypium hirsutum, Zea mays, Solanum lycopersicum, entre otros (Liu et al. 2012;
Zhang et al. 2014; Huang 2018; Wang et al. 2015; Li et al. 2014; Zhu et al. 2015). Por
ejemplo, los ARNIncs denotados como COOLAIR, COLDAIR, MAS, Ef-cd, AG-incRNA4,
LDMAR estéan involucrados en el control del tiempo de floraciéon y desarrollo floral (Chen

et al. 2021).

- COLDAIR
Algunos de los ARNincs mas estudiados estan relacionados con los procesos de
desarrollo. Por ejemplo, el ARNInc Cold of Winter-Induced Non-coding RNA (COLDAIR)
es un transcripto intréonico de 1098 nt, metilguanilado y no poliadenilado (Kim et al.
2017). Este ARNInc es producido a partir del intrén I de FLC en la misma direccion de
FLC empezando por el gen Vernalization Response Element (VRE). La expresion de
COLDAIR se incrementa en respuesta a estrés por frio (Akter et al. 2018). Este ARNInc
tiene la capacidad de asociarse a la cromatina en el locus FLC, favoreciendo la represion
del represor floral FLC y dando como resultado la respuesta de vernalizacién en A.
thaliana (Kim et al. 2017). Este ARNInc es capaz de regular la expresion genética de FLC
en forma trans, habiéndose demostrado que su sobreexpresion exdgena resulta en un

fenotipo de floracion tardia (Liu et al. 2020).

- COOLAIR
Otro ARNInc que participa en la regulacion del locus FLC se denomina cold-induced FLC
antisense (COOLAIR; Jiao et al.; 2019). Este ARNinc presenta metilguanosina y
poliadenina, siendo ademas capaz de sufrir corte y empalme alternativo en transcriptos

de 417 y 750 nt (Hawkes et al. 2016). COOLAIR es un transcripto natural antisentido
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(NAT) de accion cis, que actiia en la regulacion transcripcional y postranscripcional de su
gen codificante correspondiente, es decir FLC (Waseem et al. 2021). La estructura
secundaria de COOLAIR ha sido estudiada en A. thaliana, demostrandose su
conservacion evolutiva en diferentes miembros de la familia Brassicaceae (Hawkes et al.

2016).

COOLAIR ha sido relacionado con la ruta de floracion auténoma por activacion de su
sitio proximal de corte y empalme por FCA, FY, CstF64, y CstF77 (Liu et al. 2010).
Asimismo, este transcripto esta involucrado en la respuesta a vernalizacion, siendo
inducido por exposicion prolongada al frio y actuando de forma independiente con
complejos Polycomb para silenciar el locus FLC de forma epigenética (Csorba et al.

2014).

Ademéas, la expresion de COOLAIR ha sido validada en especies dicotiledoneas y
monocotiledéneas como Brachypodium, lo cual resalta la importancia de regulacion de la

transcripcion por ARNIncs antisentido (Jiao et al. 2019).

- COLDWRAP
El transcripto denominado Cold of Winter-Induced Non-coding RNA from the Promoter
(COLDWRAP) tiene 316 nt que se transcribe en direccion sentido con su inicio de
transcripcion ubicado 225 pares de bases (pb) corriente arriba de FLC (Kim y Sung 2017).
Este transcripto tiene la capacidad de reprimir de forma estable a FLC (Yuy Zhu 2019).

COLDWRAP actia en conjunto con COLDAIR para formar un bucle intragénico represor
en el locus de FLC durante la vernalizacion (Kim y Sung 2017). Ademas, el ARNInc
COLDWRAP es necesario para la asociacion con PRC2 y la mutacion dentro de esta
region impide la asociacion a PRC2 in vitro e in vivo (Kim y Sung 2017). El promotor
del FLC COLDWRAP, el cual podria interactuar con la represion estable de FLC durante

la vernalizacion (Kim et al. 2009).
De esta manera, COLDWRAP, como COLDAIR tienen un rol importante en el proceso de

vernalizacion (Yu & Zhu 2019). Lo cual ocurre por su asociacion con PRC2, el cual puede

ser reclutado por activacion cotranscripcional de ambos ARNlncs, o la presencia de una
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interaccion directa ADN-ARN entre los loci diana y estos ARNIncs (Rajewsky et al.,
2018).

- MAS

Se ha identificado el ARNInc MAS, que regula la expresion de MADS Affecting
Flowering4 (MAF4), el cual regula el tiempo de floracion. El ARNInc MAS es un
transcripto antisentido MAF4 que contiene un sitio de poliadenilacion y se localiza dentro
del nticleo (Waseem et al. 2021). El extremo 5' de MAS se inicia en el sitio de terminacion
de MAF4, mientras que el extremo 3' se extiende al intron 1 de MAF4 (Zhao et al. 2018).
Por esta razon, este transcripto también es considerado un NAT, que se sobreexpresa en
condiciones de bajas temperaturas y regula de forma positiva la expresion de MAF4,
reprimiendo la floracion (Zhang et al. 2019). Esta regulacion no estd ligada a un
mecanismo por mediacion de ARN pequenos (s4ARN), ni a la modificacion de la
estabilidad del transcripto de MAF'4, si no a la expresion de MAF'4 a nivel transcripcional
por unidon del ARNInc a WD40 containing repeat 5a (WDRJ5a), necesarios para la
activacion de MAF4 y la floracion (Zhao et al. 2018).

- LINC-AP2
LINC-AP2 es un ARNIncis cercano al FT regulatorio de desarrollo floral de APETALA2
(AP2; Gao et al. 2016). En su trabajo, Gao et al. (2016) encontraron que el locus LINC-
AP2 con la presencia de dos potenciadores, se une a multiples factores de transcripcion
reguladores maestros, incluyendo LEAFY (LFY), APETALAI1 (4PI) y SEPALLATA
(SEP3). La union de este ARNInci a API, se ha asociado con un incremento en la
expresion de ARNincis, lo cual permite la accesibilidad incrementada a los dos
potenciadores correspondientes, contribuyendo a la activacién de AP2 (Chen 2021). Estos
hallazgos, soportan lo expuesto por Azofeifa et al. (2018), quienes mencionan que la
actividad de los ARNIncis asociada a potenciadores, podria ser utilizada de una manera
predictiva para distinguir las actividades represoras de activadores en los factores de

transcripcion.

Por su parte, en dos estudios independientes, Gao et al. (2016) y Waseem et al. (2021)
encontraron que la sobreexpresion de LINC-AP2 se correlaciona con estructuras florales
anormales y la incapacidad de apertura de los brotes florales de A. thaliana durante la

infeccion con el virus Turnip Crinkle Virus (TCV). Estos efectos podrian deberse al efecto
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de que este ARNInci podria ejercer sobre dos estados de cromatina (eucromatina y
heterocromatina), lo cual podria proporcionar un modelo nico para entender la transicion

del estado de la cromatina durante el desarrollo floral (Chen 2021).

2.4.2. ARNIlncs en sequia

El estrés abiotico es capaz de inducir mecanismos moleculares de respuesta, capaces de
activar la tolerancia o susceptibilidad. Estos cambios incluyen la activacion de cascadas
de senalizacidon, cambios bioquimicos y diferentes rutas de transduccion de senal
(Waseem et al. 2021). Estos cambios incluyen la produccion de ARNIncs especificos de
respuesta a estrés. Estos han sido validados de forma experimental en 43 especies
vegetales, habiéndose obtenido un numero de 1187 ARNIncs relacionados a estrés, los

cuales han sido depositados en PLNIncRbase (Xuan et al. 2015).

Los ARNIncs regulan la respuesta a sequia en diferentes especies. Por ejemplo, en 4.
thaliana se ha encontrado la presencia de un ARNInc nuclear que mejora la respuesta a
estrés hidrico (Qin et al. 2017). En yuca se ha demostrado la presencia de ARNIncs como
dianas miméticas de miARNs en respuesta a estrés por frio o por sequia (Li et al. 2017).
En Pyrus betifolia, se han encontrado hasta 251 ARNIncs de respuesta a estrés y
relacionados a procesos de desecacion (Wang et al. 2018). Los anélisis de regulacion
cruzada sugieren que muchos ARNIncs estan asociados con las rutas de transduccion en
la sefializacion hormonal, biosintesis de metabolitos secundarios y metabolismo de la
sacarosa (Li et al. 2017), siendo dianas con mucho potencial en el mejoramiento de

plantas, que aun puede ser explorada (Han et al. 2018).

2.5. PREDICCION DE ARNincs: CALCULADORA DE POTENCIAL
CODIFICANTE (CPC)

Dado que cada vez hay mas datos transcriptomicos generados por las tecnologias NGS
(Qin 2019), ha surgido la necesidad de distinguir los elementos codificantes de los no
codificantes. De esta manera, se han desarrollado algoritmos que permiten determinar el
potencial codificante de una secuencia, basandose en sus caracteristicas. Al integrar las

caracteristicas de secuencia con la significancia bioldgica, CPC ha demostrado tener una
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gran precision en la validacion cruzada de ARNIncs (Kong et al. 2007). El algoritmo CPC
es mas rapido que herramientas como CONC (Liu et al. 2006), y estad preparado para
analisis de alto rendimiento. CPC utiliza menos caracteristicas, obteniendo un desempefio
comparable e incluso mejor en la evaluacion (Kong et al. 2007). Los resultados
demuestran que las caracteristicas de secuencia utilizadas por CPC tienen un alto poder
de discriminacion y podrian reflejar las propiedades intrinsecas de los transcriptos

codificantes. (Kong et al. 2007).

CPC proporciona evidencia detallada sobre la razén por la que un transcripto es
clasificado como codificante o no codificante, asi como otras caracteristicas de secuencia
en la pagina de evidencias. La pagina de evidencias muestra las seis caracteristicas del
transcripto, codificado segin color para una mejor visualizacion. También muestra
graficamente el marco abierto de lectura (ORF) putativo identificado por las dianas en
Framefinder y BLASTX, asi como el detalle de cada ORF'y diana en BLASTX. La pagina
de evidencia también proporciona opciones para comparar el transcripto problema con
bases de datos bien anotadas como la base de datos de dominios funcionales Pfam
(Bateman et al. 2004), SMART (Letunic et al. 2006), SuperFamily (Madera et al. 2004),
UTRdb (Mignone et al. 2005) y la base de datos de ncARNs RNAdb (Pang et al. 2005).

2.6. EL POTENCIAL DE LOS ESTUDIOS TRANSCRIPTOMICOS EN TARWI

La identificacion de elementos regulatorios como los ARNIncs requiere la disponibilidad
de datos transcriptomicos que permitan anotarlos y relacionarlos con sus respectivas
funciones bioldgicas. Los datos transcriptomicos se han podido obtener en tarwi gracias
trabajo de mejoramiento genético realizado en el Programa de Investigacion y Proyeccion
Social (PIPS) en Cereales y Granos Nativos, Facultad de Agronomia, Universidad
Nacional Agraria La Molina (UNALM). Asi, se ha permitido la identificacion y
evaluacion de accesiones promisorias. De manera que en las accesiones P11 y PO3 se han
realizado estudios de expresion global a nivel de tejido vegetativo y reproductivo en

condiciones normales y de estrés por sequia utilizando la técnica de ARN-seq.

En el estudio de Ramos (2021), la accesion P11 fue seleccionada por tener precocidad a
la floracion, mayor peso de 100 semillas, mayores niveles de sobrevivencia a estrés

hidrico, adecuado contenido de microelementos (Zn, Mn, Fe) y elevado contenido de
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proteinas solubles totales a nivel de semilla. A nivel morfologico, esta accesion desarrollo
sus brotes florales en seis estadios, presentando diferencias entre los estadios E4 y E6, en
relacion a la maduracion de sus verticilos florales y aparicion de polen. Estas diferencias
fueron evaluadas a nivel transcriptomico, encontrandose 2340 genes diferencialmente
expresados mediante ARN-seq de Illumina, con 1443 genes sobreexpresados y 897 genes
subexpresados relacionados a las rutas KEGG de biosintesis de metabolitos secundarios,

biosintesis de fenolpropanoides, interconversiones de pentosas y glucuronato, entre otros.

Por otra parte, el estudio de Hidalgo (2021), permitio seleccionar la accesion P03, una
accesion precoz, con tolerancia a sequia, mayor acumulaciéon de biomasa y menor
contenido de alcaloides, que es capaz de adaptarse a sequia a nivel foliar modificando sus
niveles de prolina. Al analizar las diferencias en la expresion genética entre el tejido
vegetativo sometido a estrés hidrico y en condiciones normales, mediante ARN-seq, se
encontraron 7813 genes diferencialmente expresados, con 4588 genes sobreexpresados y
3225 genes subexpresados. Estos genes fueron clasificados en genes funcionales y
regulatorios. Los genes funcionales incluyeron canales y transportadores, genes de
detoxificacion, genes relacionados a sintesis fosfolipidos, proteasas, fotosintesis,
osmolitos y factores de proteccion. Los genes con funcion regulatoria fueron los genes de
transduccion de sefial, hormonas, factores de transcripcion, y modificacion de la

cromatina.

Los datos transcriptomicos de ambos estudios proporcionan una oportunidad para realizar
investigacion avanzada que permita entender las bases moleculares de algunas
caracteristicas de importancia agronémica como el desarrollo floral y la respuesta a estrés

abiotico gobernadas por los ARNIncs.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

El trabajo bioinformatico se realizé en el Laboratorio de Fisiologia Molecular de Plantas
del PIPS en Cereales y Granos Nativos de la UNALM. Se utilizd un ordenador de
escritorio con sistema operativo LINUX version 5.13.8, procesador Intel Core 17 8700,
tarjeta grafica Gigabyte GTX 2060 DDR6 6Gb, memoria RAM de 64Gb DDR4,
almacenamiento SSD NVME de 4Tb y un ordenador portatil Asus ROG Flow x13, con
SO Windows 11 Pro, procesador AMD Ryzen 9 5900HS, memoria RAM de 16Gb DDR4
y almacenamiento SSD NVME de 2Tb. La validacion se realizé en el Laboratorio de

Marcadores Moleculares del PIPS en Cereales y Granos Nativos de la UNALM.

3.2.DATOS TRANSCRIPTOMICOS, SELECCION DE READS Y ENSAMBLAJE

Se utilizaron dos experimentos de ARN-seq en las accesiones P3 y P11 de tarwi,
provenientes de la Estacion Experimental Agraria Santa Ana del Instituto Nacional de
Innovacion Agraria bajo el Acuerdo de Transferencia de Material Genético ATMG 001-
2015. El primer experimento analizé el transcriptoma de los brotes florales en dos
estadios de desarrollo (Ramos 2021), y el segundo estudid la respuesta del tejido
vegetativo a estrés por sequia (Hidalgo 2021).

Doce librerias fueron preparadas por Macrogen Inc., Seul, Corea (http://macrogen.com).
La secuenciacion total mediante ARN-seq Illumina se realiz6 con el secuenciador HiSeq
2500 para obtener reads pareados. Cada experimento consistio de dos tratamientos con
tres replicados biologicos cada uno. Los reads de baja calidad con puntaje Phred<30,
reads cortos (<20 pb), nucledtidos vacios (N al final de los reads), y las secuencias de
adaptadores fueron recortados utilizando el software Cut4dapt para obtener reads de alta
calidad. El control de calidad antes y después del filtrado se realiz6 utilizando FastQC

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqgc/). Los datos en crudo

comprendieron 598479350 reads iniciales que produjeron 581249244 reads de alta
calidad. Finalmente, estos reads de alta calidad fueron ensamblados utilizando TRINITY
para obtener el total de transcriptos, produciendo contigs con un porcentaje de GC=38,62

por ciento. Los contigs tuvieron un N50 de 1879, con un promedio de 1184,59 pb. El



ensamblaje TRINITY produjo 172370 transcriptos y 83145 genes totales. El reporte de

calidad se presenta en el Anexo 1.

3.3. IDENTIFICACION DE ARNincs PUTATIVOS

Los transcriptos totales fueron filtrados segiin la metodologia de Khemka et al. (2016).
Para ello, se procedi6 a filtrar los transcriptos para obtener los ARNInc putativos. El flujo
de trabajo es mostrado en la Figura 5. Los transcriptos con una longitud < 200 nt y los
ORFs putativos con una longitud > 300 nt fueron descartados como transcriptos
potencialmente codificantes en A. thaliana, Glycine max, Medicago truncatula,y Lupinus

angustifolius (Hane et al. 2017) con SwissProt en Pfam.

Posteriormente, se evalu6 el potencial codificante de los transcriptos restantes utilizando
cuatro algoritmos diferentes (Anexo 2): CPC (Kong et al. 2007), CPC2 (Yu-Jian et al.
2017), CNIT (Jin-Cheng et al. 2019) y IncFinder (Han et al. 2018). Los transcriptos con
valores de CPC < 0; CPC2 <0,5; CNIT < 0; y IncFinder = 0, fueron considerados como
ARNIncs. La seleccion de los ARNIncs putativos se realizo por la coincidencia de por lo

menos dos algoritmos.

Transcriptos con Transcriptos con
longitud<200pb ORF>300pb

Transcriptos con ORF

Total de transcriptos I
< 300pb

Unicos ensamblados ) (iliea=cipio=En0p

Transcriptos con Transcriptos con
Transcriptos no coincidencia en D ™ coincidencia en
codificantes SwissProt Pfam

¢ swissProt

Transcriptos son
coincidencia en Pfam
y SwissProt

ARNInc

(22 algoritmos)

Transcriptos no

codificantes
—

ARNInc conservados

segun ubicacion ARNInc validados

termodinamicamente
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ARNInc anotados
estables

Estructuras
inestables

Figura S. Flujo de trabajo para la identificacion de los ARNIncs en tarwi.
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3.4. OBTENCION DE ARNincs DE ESPECIES VEGETALES

Se utilizé la base de datos PLucDB v2.2 (https://www.tobaccodb.org/plncdb/Download),

que contiene la informacion transcriptomica de 80 especies, con un total de 1246372
ARNIncs (Jingjing et al. 2021) mediante un flujo de trabajo que utiliza los algoritmos CPC
(Kong et al. 2007) y PLEK (Li et al. 2014). Estos datos fueron complementados con la
informacion de las bases de datos ARNinc, GreeNC, CANTATAdb, RNAcentral y
Ensembl.

3.5. ANOTACION DE LOS ARNincs PUTATIVOS

Para realizar la anotacion de estos transcriptos se procedio a la anotacion funcional de los
ARNIncs, por lo cual se realizd6 una comparacion multiple de secuencias siguiendo la
metodologia de Hezroni et al. (2015). Asi, se utiliz6 BLASTN de la suite de BLAST+
2.9.0, modificando los parametros "-task blastn -word_size 8 -strand plus". Utilizando los
criterios de Khoei et al. (2021), los transcriptos con alineamientos con un E-value <107;
identidad >70 por ciento; y longitud de alineamiento >100 nt. fueron considerados como
similares en secuencia. Los ARNIncs de tarwi, con homologia con mas de 40 especies de

las bases de datos del punto 3.4 fueron tomadas para su evaluacion posterior.

3.6. DETERMINACION DE LA LOCALIZACION SUBCELULAR

Se utilizaron las bases de datos de localizacion subcelular RNAlocate (Cui et al. 2022;
http://www.rnalocate.org/iLoc-mRNA.html), iLoc-LncRNA 2,0 (Zhang et al. 2022;
http://lin-group.cn/server/iL.oc-LncRNA(2.0)/predictor.php), DeepLncLoc (Zeng et al.
2022; http://bioinformatics.csu.edu.cn/Deeplncloc/) y IncLocator 2.0 (Lin et al. 2021;

http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/IncLocator2/index.html) utilizando los parametros

por defecto. De esta manera, se pudo integrar, analizar e identificar la informacion de
localizacion subcelular en las secuencias anotadas como ARNIncs putativos obtenidas en
el paso de anotacion de ARNInc putativos. El consenso de los resultados de ubicacion
subcelular de estas bases de datos se utilizo para predecir la ubicacion de cada transcripto

de ARNInc en tarwi (Yang et al. 2022).
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3.7. CARACTERIZACION TERMODINAMICA DE LOS ARNincs

Tomando en cuenta la informacién de Bugnon et al. (2022), la caracterizacion de los
ARNIncs se realiz6 mediante el hallazgo de las estructuras con menor energia libre, para
lo cual se emplearon los algoritmos: RNAfold (Lorenz et al. 2011;

http://rna.tbi.univie.ac.at//cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi), LinearFold (Huang et

al. 2019; https://linearfold.eecs.oregonstate.edu/), LinearPartition (Zhang et al. 2020;

https://academic.oup.com/bioinformatics/article/36/Supplement 1/i258/5870487) y
RNAshapes (Steffen et al. 2006; https://bibiserv.cebitec.uni-bielefeld.de/rnashapes). Los

valores de energia libre minima (ELM; kcal/mol) fueron promediados. Luego, segun el
criterio de estabilidad termodindmica de Mohammadin et al. (2015), se eliminaron las

estructuras con ELM >—80 kcal/mol. Los parametros utilizados se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros para el célculo de la energia libre minima.

Algoritmo Parametros
Fold algorithms and basic options
minimum free energy (MFE) and partition function
avoid isolated base pairs

Energy Parameters
RNAfold RNA parameters (Turner model, 2004)

Output options
interactive RNA secondary structure plot help
RNA secondary structure plots with reliability annotation (Partition function folding only)
Mountain plot
Arguments
Constraints NO (one more line as structure constraints)
LinearFold Zuker suboptimal structures NO
Available model(s)
LinearFold-C (using CONTRAfold v2.0 machine-learned model, Do et al 2006)
Available model(s)
LinearPartition-C (using CONTRAfold v2.0 machine-learned model, Do et al 2006)
subopt: sub-optimal energy deviation
relative deviation: 10.0
absolute deviation

LinearPartition

stochastic options
structure probabilities
compute individual structure probabilities

RNAshapes folding options
overdangle [overdangle]
shape level: 5
Temperature: 37

thermodynamic model parameters
Turner model, 2004 [rna_turner2004.par]
lonely base pairs

no lonely pairs [0]
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3.8. CONSERVACION DE LOS TRANSCRIPTOS

El software Crossalign (Delli-Ponti 2018,

http://service.tartaglialab.com//new_submission/crossalign) fue utilizado para comparar
la estructura secundaria de los ARNincs estables (ELM<-80 kcal/mol) contra sus
homologos encontrados en la anotaciéon de los ARNIncs putativos. Se construyd una
matriz para evaluar la similitud basada en la combinacion del algoritmo Computational
Recognition Algorithm of Secondary Structure (CROSS) para predecir el perfil de
estructura secundaria del ARN, con resolucion de nucleétido tnico; y el algoritmo
Dynamic Time Warping (DTW) para alinear perfiles de diferente longitud. La evaluacion
de la significancia se realiz6 segun el criterio de Delli-Ponti (2018), segun el cual un valor
de distancia estructural menor que 0,08 y un valor p<10~ indica similitud estructural
significativa y valores p>0,10 resulta en un puntaje no significativo. El formato RNAFold

Ct de cada ARNInc se ploted con RiboSketch (https://rnastructure.cancer.gov/ribosketch/)

para encontrar similitudes entre estructuras secundarias. Finalmente, el software de

descubrimiento de motivos MEME v. 5.5.3 (https://meme-suite.org/meme/tools/meme;

Bailey et al. 2015) se utiliz6 para predecir nuevos motivos conservados.

3.9. VALIDACION DE PATRONES DE EXPRESION DIFERENCIAL POR RT-
PCR

Para validar los patrones de expresion, se utilizé la técnica RT-PCR en tarwi. La
validacion se realizé tomando el material procedente de brotes vegetativos en condiciones
hidricas normales y de sequia, segun Hidalgo (2021); asi como de brotes florales en los
estadios E4 y E6 detallados en el trabajo de Ramos (2021). La extraccion de ARN total y
la remocion de ADN gendmico se realizaron segun las indicaciones del kit Direct-zol™
RNAMiniprepPlus (ZYMO RESEARCH, Irvine, CA). El ARN total fue cuantificado con
el nanofotometro IMPLEN NPS80 y la calidad se evalu6 mediante un corrido
electroforético. Se elimind el ADN utilizando el kit RON de Promega, siguiendo las
indicaciones del fabricante. La sintesis de ADN complementario (ADNCc) se realiz6 segun
indicaciones del kit RevertAdid First Strand cDNA Synthesis Kit, utilizando los primers
hexaméricos aleatorios. Los primers especificos para amplificar los ARNincs

seleccionados  fueron  disefiados  utilizando  Primer3web, version 4.1.0
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(https://primer3.ut.ee/). Las secuencias son detalladas en la Tabla 2. La amplificacion se
realiz6 en el Termociclador BioRad 7700 con tres replicados bioldgicos y tres replicados
técnicos.

La expresion diferencial de los ARNIncs fue evaluada tomando los genes de referencia en
tarwi reportados por Linares (2023). Estos genes incluyeron RPLI1, RPSI8, RPS27L,
ERF3, OEP24, CESA, AT4G27220, y V-ATPasa. Al realizar la validacion en condiciones
de sequia en la accesion P03, se encontro que el gen OEP24 mantuvo su expresion
constante en las plantas sometidas a sequia y en las plantas del grupo control. Este gen
codifica para una proteina formadora de poros en la envoltura externa del cloroplasto que
se expresa de forma constitutiva en plantas C4, y ha sido previamente utilizado como
housekeeping para normalizar los niveles de expresion de enzimas de la biosintesis de
clorofila (Urbischek et al. 2019).

Por otra parte, al evaluar la expresion de los genes de referencia reportados por Linares
(2023) en los estadios florales E4 y E6 de tarwi, se encontr6 expresion constante en ERF 3.
El producto de este gen esta involucrado en el proceso de traduccion eucariota, formando
parte del complejo eucariota de liberacion (eRFI-eRF3)- GTP (Jackson et al. 2012). Al
ser constitutivo, el gen ERF3 se ha utilizado como gen para la normalizacion de expresion
genética en diversas especies, incluyendo A. thaliana (Yang et al. 2015). Ambos genes,
OEP24 y ERF3 fueron utilizados como un control para la normalizacion. Las secuencias
de los primers utilizados para amplificar las regiones del ARNInc y genes de referencia se

muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Descripcion de los primers para la validacion por R7-PCR.

S . T i d Temperatura
Nombre del Gen ecuencia amao ce de hibridacién
(5°-3) producto (pb) ©C)
i F: GTCTAAGAACTCGTGGGACTTTG
gz R: CATGTGGTCTCTGCACTAAGTTT 2 oY
1b F: CTACAGTGCAGTGGTCAAAAGAA
ERF3 R: GTACAGTACCCGATTCCACTTTG 312 60,9
S03% F: TCACTACTAGGCTGAGCAACC 11 60.4
R: TGTTCCCTGCTTCTTCTTGTG >

*TRINITY_DN20247 c5 g3 i3

® TRINITY_DN23955 ¢2_g4 i3

¢ TRINITY_DN19379 ¢l g3 i8

' OEP24 y ERF3 fueron utilizados como genes de referencia.
2503 fue el ARNInc validado.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. IDENTIFICACION DE LOS ARNincs

Los transcriptos generados del ensamblaje TRINITY por Hidalgo (2022) y Ramos (2022),
consistieron de 222217 transcriptos Unicos con una longitud mayor a 200 nt (Figura 6a).
Luego, se filtro para eliminar transcriptos con ORF superiores a 300 nt, lo cual permitid
separar 120493 secuencias, que por su tamafo podrian presentar regiones codificantes (Li
et al. 2020). Al realizar este filtrado, se obtuvieron 101724 transcriptos, que fueron
comparados con las bases de datos Pfam y SwissProt, eliminandose 100300 transcriptos
y obteniéndose 1424 secuencias no codificantes putativas. En contraste, Khemka et al.
(2016) encontr6 mayor cantidad de transcriptos no codificantes putativos (3051) al

analizar el transcriptoma de Cicer arietinum.

La identificacion de ARNIncs a partir de las secuencias no codificantes putativas, requiere
del uso de herramientas que permitan evaluar el potencial codificante de los transcriptos
(Pinkney et al. 2020) y que en combinacidén permiten incrementar la capacidad de
deteccion de ARNIncs (Figura 6b). El algoritmo CPC (Kong et al. 2007) ha sido evaluado
y tiene un buen desempefio en la identificacion de muestras de ARNIncs en eucariotas
(Duan et al. 2021). Por ello, se utilizé este algoritmo, permitiendo la identificacion de 625
ARNIncs putativos provenientes del ensamblaje de tarwi. En contraste, Aslam et al.
(2022), encontraron 2028 ARNIincs en raices de Lupinus albus sometidas a estrés por
déficit de P. En tanto Khemka et al. (2016), identificaron 2248 ARNIncis mediante CPC.
La mayor cantidad de ARNIncs putativos encontrada en estas leguminosas por Aslam et
al. (2022) y Khemka et al. (2016), podria deberse a que se trabajo con ocho estadios de
desarrollo en L. albus, y ocho estadios sucesivos de desarrollo floral con tres tejidos
vegetativos en Cicer arietinum, respectivamente. En tanto, los datos de tarwi incluyeron
dos estadios de floracién y brotes vegetativos sometidos a dos condiciones hidricas

diferentes.

El algoritmo CPC esta basado en una maquina de soporte vectorial (SVM) que incluye
seis caracteristicas en su modelo predictivo, incluyendo la cobertura del ORF y la

similitud de secuencia a genes codificantes de proteinas (Kong et al. 2007). Sin embargo,



a pesar de las ventajas de CPC, el desarrollo de herramientas mas precisas hace necesario
utilizar otros algoritmos para identificar los ARNincs (Pinkney et al. 2020). En la
actualidad hay un gran nimero de herramientas que evaluan diversas caracteristicas
intrinsecas de los ARNincs, permitiendo una mejor caracterizacion del potencial
codificante del ARN (Li et al. 2020). En tal sentido, Ma et al. (2020) y Aslam et al. (2022),
han utilizado mas de un algoritmo para la prediccion de ARNIncs. Por ello, en este trabajo,
se utilizaron los algoritmos CNIT, CPC2 y IncFinder en la posterior identificacion de los

ARNIncs (Figura 6b).

Al utilizar el algoritmo CNIT, se identificaron 266 ARNIncs, de los cuales 243 fueron
compartidos con CPC2, 255 ARNIincs fueron comunes a IncFinder, y un unico ARNInc
fue identificado solo con CNIT. Segin Guo et al (2019), CNIT esta basado en CNCI,
caracterizdndose por realizar una identificacion de diferentes organismos eucariotas
incluyendo vegetales como A. thaliana. Este algoritmo fue usado para evaluar muestras
de siete estadios de maduracion de fruto y postcosecha en dos especies de Vaccinium,
permitiendo la identificacion de 919 y 1116 transcriptos identificados como ARNIncs
(Wang y Nambeesan 2022). Por otra parte, el mismo algoritmo CNIT permitié la
identificacion de 4 382 ARNIincs en Solanum tuberosum (Glushkevich et al. 2022).

Al utilizar CPC2, se encontraron 429 ARNIncs putativos en L. mutabilis, de los cuales,
243 fueron compartidos con CNIT, 387 algoritmos fueron comunes a lncFinder, y 32
ARNIncs fueron tnicos a CPC2. Este algoritmo utiliza la longitud de cada ORF, la
integridad de los ORFs, el puntaje Fickett, y el valor del punto isoeléctrico (Kong et al.
2007). Al analizar los transcriptos de 25 especies de plantas con flor mediante CPC2,
Sang et al. (2021) obtuvieron el nimero de ARNIncs tnicos de cada especie, destacando
la presencia de 8817 ARNIncs en G. max 'y 10904 ARNIncs en M. truncatula. Asi mismo,
Ma et al. (2021) identificaron cuatro ARNIncs involucrados en la biosintesis temprana de
antocianinas inducida por luz en frutos de Malus domestica. CPC2 también permitio la
identificacion de 547 ARNIncs con patrones de expresion altamente dindmicos en la

formacion de cuerpos fructiferos en Fusarium graminearum (Kim et al. 2018).

En contraste, IncFinder permitio la identificacion de 547 ARNIncs putativos, de los cuales
255 transcriptos fueron coincidentes con CNIT'y 387 con CPC2. El algoritmo IncFinder

evalua las caracteristicas heterdlogas de secuencia mediante maquina de aprendizaje (Han
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et al. 2018). En Mangifera indica, Moh et al. (2021) utilizaron valores de IncFinder
menores o iguales a 0,5 para identificar ARNIncs involucrados en crecimiento, procesos
de desarrollo, defensa a patdgenos y respuesta a estrés. Por otra parte, Wang et al. (2022)

también utilizaron /ncFinder para caracterizar 12029 ARNIncs en Hevea brasiliensis.

En total, se encontraron 233 transcriptos comunes a todos los algoritmos utilizados. El
detalle del nimero de transcriptos segin algoritmos y la distribucion de transcriptos se
presenta en la Figura 6b, en tanto la distribucion y la probabilidad codificante de los

ARNIncs putativos para cada algoritmo usado en L. mutabilis se muestran en la Figura 6c.

A pesar de que los ARNIncs son por definicion no codificantes, se han encontrado algunos
péptidos pequetios que pueden ser producidos a partir de secuencias caracterizadas como
ARNIincs (Xing et al. 2021). Asi, autores como Duan et al. (2021) recomiendan un analisis
funcional que permita la caracterizacion fisicoquimica, anotacion y validacion de los
ARNIncs. Por esta razon, se tomaron los transcriptos caracterizados como ARNIncs por

dos algoritmos para iniciar la caracterizacion posterior.
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Figura 6. Prediccion de los ARNIncs en L. mutabilis. a) Identificacion de ARNIncs. Los
filtros aplicados a los datos de ARN-seq, se describen en las flechas del diagrama de flujo.
Los cuadros a colores detallan la informacién tomada en cuenta, mientras las flechas rojas
describen los datos excluidos. b) Diagrama de Venn para los algoritmos CPC, IncFinder,
CPC2 y CNIT utilizados en la prediccion de los ARNIncs putativos. ¢) Probabilidad de
codificacion versus la longitud del transcripto segiin los algoritmos CPC, IncFinder,

CPC2y CNIT.

25



4.2. ANOTACION DE LOS ARNIncs PUTATIVOS

La anotaciéon directa de los ARNIncs ha sido dificil dada la ausencia de secuencias
gendmicas, anotaciones parciales de genes codificantes de proteinas y limitacion de
herramientas para la reconstrucciéon de transcriptos completos de reads cortos
provenientes de ARN-seq (Hezroni et al. 2015). Al reconstruir y filtrar los 590
transcriptos, se realizd la anotacion por comparacion con los ARNincs presentes en 80
especies vegetales de la base de datos PLncDB v2.2, siguiendo los criterios de homologia
de Khoei et al. (2021; E-value <107%; identidad >70 por ciento; y longitud de alineamiento
de 100 pb). La Figura 7a muestra la agrupacion de los datos en funcion de las 28 familias
botdnicas representadas en la base de datos, lo cual permiti6 distinguir los transcriptos
comunes a cada familia. Se encontraron 571 transcriptos unicos para tarwi y 19
transcriptos mostraron homologia a nivel de diferentes familias. Las familias que
presentaron mayor nimero de ARNIncs homologos a tarwi fueron Solanaceae (19),
Fabaceae (17), Brassicaceae (17), Rutaceae (17), Rosaceae (16), Malvaceae (16), entre
otras. Ademas, se encontraron 14 transcriptos comunes a mas de 10 familias. El bajo
nimero de secuencias conservadas encontradas entre las diferentes familias demuestra la
pobre conservacion de ARNinc y la alta tasa evolutiva a la que estdn sometidas estas
secuencias, lo que concuerda con los hallazgos de Sang et al. (2021), quienes encontraron

756 ARNIncs conservados presentes en A. thaliana.

La anotacion sistematica de los ARNIncs ortdlogos permite establecer que una funcion
biologica putativa se ha mantenido a lo largo del proceso evolutivo (Corona-Gomez et al.
2020). Asi, los ARNIncs conservados parecen tener funciones mas importantes en el
control de diversos procesos, segun los hallazgos de Sang et al. (2021), quienes
encontraron que los ARNIncs conservados tienen secuencias mas largas, mas exones y
niveles de expresion mayores que los ARNincs no conservados. Por ello, se tomd el
criterio de homologia de Hezroni et al. (2016), seleccionando los transcriptos comunes
para al menos 40 especies. Las especies con 15 o mas ARNIncs homologos a tarwi
incluyeron a Capsicum annuum (19), Citrus sinensis (16), Glycine max (16), Gossypium
barbadense (16), Arachis ipaensis (15), Cicer arietinum (15), Elaeis guineensis (15),
Gossypium raimondii (15), Medicago truncatula (15), Nicotiana tabacum (15), Solanum
lycopersicum (15), Solanum tuberosum (15), Trifolium pratense (15)y Vigna radiata (15)

lo cual indica la baja conservacion presente en las secuencias de ARNIncs. El mismo
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patron de conservacion fue encontrado en A. thaliana, con muy pocos ARNincs
conservados (Liu et al. 2012). En contraste, la conservacion de ARNIncs de sorgo y maiz
fue de solo el 25 por ciento segin Li et al. (2014). En tarwi, se encontraron 12 ARNincs

comunes a 40 especies, los cuales son detallados en la Figura 7b.

571
transcriptos

a) - b) Transcriptos cédigo Longitu.d de Ndme.r.o de Nl’lmer? de
transcriptos  familias especies

TRINITY_DN19379_c1_g3_il10  SO1 464 19 41
TRINITY_DN19379_c1_g3_i12 S02 503 20 40
3 TRINITY_DN19379_c1_g3_i8 S03 675 18 41
g- TRINITY_DN19675_c1_gl_i4 S04 372 21 46
2 TRINITY_DN22973_c0_g1 il S05 348 22 47
E TRINITY_DN22973_c0_g1_ill S06 329 22 47
© TRINITY_DN22973_c0_g1_i4 s07 455 22 49
g TRINITY_DN22973_c0_g1_i5 S08 347 22 49

) TRINITY_DN22973_c0_g1_i7 S09 380 19 47 s
g TRINITY_DN22973_c1_g1_i4 S10 422 20 44
< TRINITY_DN22973_c1_g2_i2 S11 380 18 41
' TRINITY_DN22973_c1_g3_il0 S12 368 23 53
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Figura 7. Anotacion de los ARNIncs de L. mutabilis. a) Grafico UpSet mostrando la
abundancia de transcriptos por familias de especies en PLncDB. b) Detalle de los

ARNIncs de L. mutabilis con el mayor numero de homoélogos en PLncDB.

4.3. LOCALIZACION SUBCELULAR DE ARNincs

Los algoritmos de localizacion subcelular permiten el analisis de secuencia para
identificar transcriptos que se ubican a nivel de nucleo, citoplasma, o sistema vesicular.
Para determinar la localizacion subcelular de cada transcripto, se utilizaron cuatro
softwares incluyendo RNAlocate v2.0 (Cui et al. 2022), iLoc-IncRNA (2.0), DeepLncLoc
(Zeng et al. 2022), y IncLocator 2.0 (Lin et al. 2021), cuyo consenso permitid descubrir
la ubicacion de los transcriptos. La Tabla 3 muestra los resultados de localizacion de los
cuatro algoritmos utilizados, brindando los resultados de localizacion y sublocalizacion

de los transcriptos de ARNInc en tarwi. Del total de transcriptos, se encontraron 67 por
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ciento de ARNIncs presentes a nivel de citoplasma, dentro de los cuales, el 25 por ciento
se ubico a nivel de citosol, donde podrian cumplir roles diversos en la regulacion de la
expresion genética al interactuar con ARNm, ribosomas y proteinas (Noh et al. 2018); y
el 75 por ciento tuvo su accion a nivel de ribosomas, donde segtin Jin et al. (2022), podrian
activar la traduccion. El 33 por ciento de los ARN/ncs restantes fue ubicada a nivel de
exosomas. Los exosomas son complejos de proteinas y ARN que participan en el
metabolismo de ARN al silenciar secuencias repetitivas mediante su degradacion (Shin
etal. 2013). En A. thaliana, los ARNIncs presentes a nivel de exosomas son producidos a
partir de potenciadores, siendo regulados por el exosoma e interactuando con otras
regiones del ADN (Wang et al. 2017). Los ARNIncs presentes en exosomas podrian
modular la interaccién entre los elementos regulatorios que controlan la expresion
genética y la organizacion nuclear al regular otros ARNIncs producidos a partir de estos
elementos (Chekanova et al. 2015). Por ello, su presencia en el transcriptoma de tarwi

podria indicar su participacion en procesos de regulacion genética.

Tabla 3. Localizacion subcelular de los ARNIncs de tarwi. Los nimeros entre paréntesis
indican la probabilidad de que el transcripto se ubique en la ubicacion designada segtn el

software respectivo.

. - iLoc- IncLocator Ubicacién Sububicacién
ID de Transcripto Cédigo RNALOCATE LncRNA(2.0) DeepLncLoc 2.0 predicha predicha
. Ribosoma Ribosoma  Citoplasma  Nucleo . .
TRINITY_DN19379 c1_g3 il0 S01 (0,99) (0,99) (0,56) (-1,04) Citoplasma Ribosoma
. Ribosoma Ribosoma  Citoplasma  Nucleo . .
TRINITY_DN19379 c1_g3_il12 502 (0,58) (0,58) (0,49) “111) Citoplasma  Ribosoma
Citoplasma,  Citoplasma, Citoplasma  Niicleo
TRINITY_DN19379 cl1_g3 i8 S03 Citosol Citosol (0p62) (-0,56) Citoplasma Citosol
(0,70) (0,70) ’ ’
Citoplasma,  Citoplasma, Citoplasma  Niicleo
TRINITY_DN19675_c1_gl1_i4 S04 Citosol Citosol ( Op 67) -131) Citoplasma Citosol
(0,99) (0,99) ? ?
. Ribosoma Ribosoma  Citoplasma  Nucleo . .
TRINITY_DN22973 ¢0_g1 il S05 (0,53) (0,53) 0,67) (-0,62) Citoplasma  Ribosoma
. Ribosoma Ribosoma  Citoplasma  Nucleo . .
TRINITY_DN22973_c0_g1_ill S06 0,72) 0,72) (0,76) (-1.20) Citoplasma  Ribosoma
. Ribosoma Ribosoma  Citoplasma  Nucleo . .
TRINITY_DN22973 ¢0_g1_i4 S07 (0.82) (0.82) 0.63) ¢1,18) Citoplasma Ribosoma
. Exosoma Exosoma  Citoplasma  Nucleo
TRINITY_DN22973 ¢0 g1 _i5 S08 (0,83) (0,83) (0,64) (-1,16) Exosoma Exosoma
. Exosoma Exosoma  Citoplasma  Nucleo
TRINITY_DN22973 ¢0_gl1_i7 S09 (0,67) (0,67) (0,65) (-1,14) Exosoma Exosoma
. Exosoma Exosoma  Citoplasma  Nucleo
TRINITY_DN22973_cl_gl1_i4 S10 (0,77) 0,77) (0,48) (1,32) Exosoma Exosoma
. Exosoma Exosoma  Citoplasma  Nucleo
TRINITY_DN22973 cl1_g2 i2 S11 (0,59) (0,59) 0,71y (-1,05) Exosoma Exosoma
. Ribosoma Ribosoma  Citoplasma  Nucleo . .
TRINITY_DN22973 c1_g3 il0 S12 (0,83) (0.83) (0,68) (-1,04) Citoplasma  Ribosoma
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4.4. CARACTERIZACION TERMODINAMICA Y ESTRUCTURAL DE LOS
ARNIlncs

La cadena de polinucleétidos de la molécula de ARN constituye su estructura primaria y
se pliega como resultado del apareamiento, generando estructuras de orden superior,
como las estructuras secundarias y terciarias, y es responsable de la mayor parte de la
energia termodindmica de cada estructura (Herschlag et al. 2018). También, desde una
perspectiva termodindmica, la estructura mas estable aparece cuando la energia libre se
minimiza (Mathews et al. 1999) y se utiliza junto con otros criterios para la identificacion
de ARNIincs funcionales (Trotta 2014). En esta investigacion, se utilizaron cuatro
algoritmos, incluyendo RNAfold (Lorenz et al. 2011), LinearFold (Huang et al. 2019),
LinearPar-tition (Zhang et al. 2020) y RNAshapes (Steffen et al. 2006), para medir la
energia libre minima (ELM) de cada ARNInc (Figura 8a).

Las secuencias S02 y S12 mostraron valores sobre -10 kcal/mol y 9 transcriptos (SO1,
S04, S05, S06, SO7, S08, S09, S10, S11) mostraron un valor de ELM de entre -10 y -50
kcal/mol. En tanto, el transcripto S03, con homologia en 41 especies, tuvo un valor de
ELM de 105,67 kcal/mol (Figura 8a), el cual puede con considerarse como estable
(Mohammadin et al. 2015). Las estructuras de orden superior estables contienen
estructuras y bolsillos con informacion capaz de interactuar con otros elementos a nivel
molecular (Statello et al. 2021). Por lo tanto, dado su baja ELM, S03 podria formar

estructuras de orden superior involucrados en la regulacion genética de tarwi.

Dado que la estructura del ARN est4 altamente limitada por la estructura bidimensional
(O’Leary et al. 2022), se analiz¢ la estructura secundaria de S03 generada por RNAFold
Delta (Figura 8b). Una molécula de ARN contiene estructuras rigidas y estaticas, asi como
estructuras altamente dindmicas (Mailler et al. 2019), que pueden ser organizadas en
regiones. Segin Ding et al. (2014), estas regiones de ARN contienen motivos
estructurales distintivos que se agrupan al interior de una molécula. En el caso de ARNInc
S03, la estructura muestra tres regiones distintas y bien definidas que incluyen dos
multibucles y un tallo corto con un bucle interno (Figura 8b), las que son descritas segin

Bugnon et al. (2022).
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Cada region tiene diferentes motivos (bucles, tallos, horquillas, protuberancias, etc.), que
son patrones estructurales tridimensionales que emergen de un grupo particular de
interacciones que proporciona estabilidad y funcionalidad (Butcher y Pyle 2011). La
region I muestra un bucle con multiples ramificaciones (Figura 8b-I) que da origen a seis
horquillas con bucles terminales (h1, h2, h3, h4, h5 y h6) y dos tallos cortos (s1 y s2). Las
horquillas h1 y h2 presentan dos bucles internos, mientras que h3, h4 y hS5 tienen un bucle
terminal grande, en tanto, h6 muestra dos protuberancias con un bucle terminal en su
tallo. La complejidad observada en la region I indica la presencia potencial de estructuras

con funciones especificas que interactian con otros elementos (Ross y Ulitsky 2022).

La region II (Figura 8b-II), posee un tallo corto con un bucle interno. Segiin Ross y
Ulitsky (2022), estas regiones cortas tienden a ser menos importantes a nivel funcional
porque son mas simples, no incluyen otros elementos y son menos rigidas. Esta
flexibilidad permite que adquieran diferentes conformaciones nivel tridimensional, al
reorganizar estructuras secundarias para formar diferentes estructuras terciarias (Ganser
et al. 2019). Las conformaciones producidas pueden variar en el espacio, dado que ellas
dependen de interacciones que podrian ocurrir a temperaturas fisioldgicas, produciendo
un cambio en la ELM total de la molécula (Spitale y Incarnato 2023). Estas propiedades
permiten la conexion de elementos funcionales (Mailler et al. 2019), como puede verse
en S03, en la cual la region II conecta las regiones mas complejas [ y 1. Sin embargo, la
configuracion de SO3 podria no ser variable en el tiempo, a pesar de la flexibilidad de la
region 11, tal como se describe por Mustoe et al. (2014). Esto podria deberse a las
restricciones termodindmicas entre las posibles estructuras terciarias de los ARNincs

(Spitale y Incarnato 2023).

La region III (Figura 8b-III) se conecta con un bucle interno de la region I y también
tiene una estructura compleja que incluye un segundo bucle con multiples ramas con dos
tallos cortos (s3 y s4) y cuatro horquillas con protuberancias y bucles internos (h7, h8, h9
y h10). Las horquillas h7, h9 y h10 tienen 2-4 protuberancias, y las horquillas h9 y h10
incluyen bucles internos. De forma similar, h7, h8, h9 y h10 tienen un bucle externo.
Estos tipos de estructuras permiten la interacciéon de ARNIncs con proteinas, regulando la
transcripcion y traduccion (Shaath et al. 2022). En particular, la horquilla h10, tiene una

estructura similar a la secuencia de insercion de selenocisteina (elemento similar a
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SECIS), que incluye una estructura con un bucle terminal que incluye una secuencia AGU

en el tallo adyacente a la segunda protuberancia.

La presencia de estructuras como tallos con protuberancias y bucles internos, como los
observados en las regiones [ y III de S03, incluyendo hl, h2, h7, h9 y h10 (Figura 8b),
podrian indicar que este transcripto tiene funcionalidad bioldgica. De hecho, estos tipos
de estructuras han sido involucradas en la interaccion entre ARNIncs y proteinas, y son
capaces de regular la transcripcion, el corte y empalme, y la traduccion (Shaath et al.
2022). Ademas, de acuerdo a Li et al. (2016), los bucles, protuberancias y horquillas
presentes en estas estructuras podrian estar involucrados en la interacciéon con ARNm (Li
etal. 2016) y la regulacion de diferentes procesos metabolicos, tal como podria ser el caso

del elemento similar a SECIS en S03.

El elemento SECIS presente en algunos ARNs es un elemento estructural que contiene
UGA (Svoboda y Di Cara 2006; Anexo 3) y permite la insercion de selenocisteina en una
proteina. La selenocisteina es un selenoaminoacido que puede ser tomado por
transportadores de membrana a nivel de las raices (Hu et al. 2022). El elemento SECIS es
un sitio de unidn para la proteina SECIS-binding protein 2 (SBP2). Esta proteina redefine
el codon UGA de terminacion para introducir el aminoacido selenocisteina durante su
sintesis (Mix et al. 2007). Este mecanismo es propio de los ARNm, pero puede ser
extendido a secuencias no codificantes. Por ejemplo, el elemento similar a SECIS fue
encontrado en el ARNInc CCDC152 (Mita et al. 2021). Este ARNInc puede interactuar
con los ARNm que codifican selenoproteinas, inhibiendo la union de la proteina SECIS-
binding protein 2 y reduciendo su afinidad por los ribosomas. De esta manera, CCDC152

es capaz de reducir la expresion de la selenoproteina P (Mita et al. 2021).

Fajardo et al. (2014) reportaron el elemento SECIS en plantas vasculares, proporcionando
informacion sobre los mecanismos genéticos que regulan el metabolismo de selenio en
plantas. De hecho, Frias et al. (2009) encontr6 selenometilselenocisteina en semillas de
L. angustifolius. Sin embargo, el rol de las selenoproteinas podria ser desvirtuado por la
falta de comprension de los mecanismos moleculares que controlan diferentes procesos a
nivel genético. Una de estas proteinas es Molybdenum cofactor sulfurase (LOS5/ABA3),
la cual se expresa en tarwi en condiciones de sequia (Hidalgo 2021). Esta es una liasa de

selenocisteina involucrada en la generacion de un cofactor de molibdeno (Xiong et al.
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2001) necesario para la actividad de aldehido oxidasa en el paso final de la biosintesis de
ABA en plantas (Watanabe et al. 2018). Por lo tanto, LOS5/4ABA3 podria influenciar la
respuesta a estrés en plantas. Ademas, el ABA y el Se han sido reportados para disminuir
el estrés por sequia en algunas plantas (Ramasamy et al. 2022). Notablemente, las
selenoproteinas O estan asociadas con la eliminacidn de las especies reactivas de oxigeno
y la tolerancia a deshidratacion en A. thaliana (Fichman et al. 2018). Estas proteinas
también estan involucradas en la regulacion de las funciones de o6xido-reduccion al
inactivar H>O; y otros compuestos toxicos (Bela et al. 2015). Sin embargo, se requiere
mas investigacion para entender la homeostasis de Se bajo sequia y la regulacion de su

metabolismo por los ARNIncs.

a) Cadigo RNAFold Delta LinearFold-V  LinearPartition RNAshapes ELM A
Promedio

So01 -13.67 -11.10 -16.37 -19.26 -15.10
S02 -6.60 -5.97 -9.95 -13.64 -9.04
S03 -104.40 -98.10 -114.28 -105.90 -105.67
S04 -23.70 -23.70 -26.59 -24.50 -24.62
S05 -18.30 -18.30 -21.22 -19.40 -19.31
S06 -17.50 -16.61 -21.04 -18.90 -18.51
S07 -31.00 -30.80 -37.11 -34.20 -33.28
S08 -15.61 -15.61 -19.31 -15.10 -16.41
S09 -9.12 -8.22 -13.47 -10.30 -10.28
S10 -20.50 -19.10 -21.89 -21.24 -20.68
S11 -28.39 -23.09 -34.96 -26.69 -28.28
S12 -4.10 -4.10 -10.54 -6.70 -6.36

SECIS-like element 11

Figura 8. Energia libre y estructura secundaria del ARNinc S03 de L. mutabilis. a)
Energia libre para los ARNincs de L. mutabilis. b) Estructura secundaria de S03 segin
RNAFold. 1: Bucle multiramificado con ocho ramas. II: Tallo con bucle interno. III.
Multibucle con 6 ramas. h: horquilla; ml: multibucle, hl: horquilla-bucle; el: bucle

externo; il: bucle interno; b: bucle abultado; s: tallo.
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4.5. CONSERVACION ESTRUCTURAL DE ARNincs

Los ARNIncs funcionales presentan relativamente baja identidad a nivel de secuencia,
pero sus estructuras secundarias se conservan en miles de transcriptos (Sanbonmatsu
2022). Estas estructuras dependen del apareamiento de multiples bases nitrogenadas que
generan estructuras secundarias estables que no pueden ser alteradas a temperaturas
fisiologicas. Por lo tanto, la conservacion estructural del ARNInc S03 con sus 41
homologos fue evaluada mediante el método Crossalign (Delli-Ponti et al. 2018), que
predice similitudes estructurales entre dos ARN segtin las probabilidades de hibridacion,
nucleodtidos vecinos y el ambiente celular (Ponti et al. 2020). Segun el criterio de Delli-
Ponti (2018), una distancia de Crossalign menor a 0,08 y un valor p<10~ para determinar
similitud estructural (Anexo 4). Sin embargo, en este trabajo no se encontraron
transcriptos que cumplan con estos criterios. Por lo tanto, se decidi6 estudiar los cinco
ARNIncs que mostraron una distancia estructural normalizada<0,1 y un valor p<0,05
(Figura 9a) para descubrir similitudes estructurales entre los ARNIncs. Dado que un valor

p>0,10 indica un valor no significativo (Delli-Ponti et al. 2018).

Los ARNIncs que cumplen estas caracteristicas incluyen Solyc04r022210.1 (S. lyco-
persicum), BNAP LNCO003827.4 (B. napus), BRAP _LNCO003139.3 (B. rapa),
MTRU_LNCO004005.50 (M. truncatula), ACHI LNCO008871.8 (A4. chinensis)y S03 (L.
mutabilis). Tal como se muestra en la Figura 9a, el ARNInc S03 de L. mutabilis comparte
un grado de conservacion estructural con Solyc04r022210.1 de S. lycopersicum con un
valor de distancia estructural normalizada de perfiles de estructura secundaria de 0,095,
obtenido en la regién de 115-790 nt y que muestra una correlacion de 0,91 con una
significancia de 0,033. La matriz también permitid establecer la similitud entre
BNAP LNC003827.4 de B. napus y BRAP LLNC003139.3 de B. rapa. Estos ARNincs
tienen un valor de distancia estructural de 0,047 entre los nucle6tidos 267-997, con una
correlacion de 0,94 y un valor p significativo=0,00013. Finalmente, los transcriptos
BRAP LNCO003139.3 de B. rapa y ACHI LNCO008871.8 de A. chinensis mostraron un
valor de distancia estructural de 0,093 en la region 265-1021, con una correlacion de 0,92

y un valor p=0,016.

El andlisis estructural se complemento6 con el software MEME (Bailey et al. 2015), que

fue utilizado para comparar los motivos entre ARNIncs. Este software predijo la presencia
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de cinco motivos, en los transcriptos de las seis especies (Figura 9b). Sin embargo, el
motivo 5 no fue encontrado en el ARNInc S03 de L. mutabilis. Las similitudes entre
estructuras secundarias fueron evidentes al nivel de un multibucle marcado con un circulo
rojo en la Figura 9c. Este patrén topologico, considerado la suma de los arreglos fisicos
o logicos de nudos y conexiones dentro de una red, es mas importante que los
apareamientos individuales (Huang et al. 2016). Lo que indica un rol mds interactivo con

diferentes elementos a nivel molecular (Li et al. 2021).
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a) Transcripto Especie L. mutabilis 5. . B. napus B. rapa M. truncatula  A. chinensis
lycopersicum

03 o utabile 0 0.01 0.91 0.9 0.91 0.89
B ) (0.033) (0.083) (0.12) (0.12) (0.16)
Solyc04r022210.1 S. lycopersicum 0.095 0 0.87 0.87 0.87 0.81
[115-790) (-) (0.5) (0.48) (0.52) (1)
BNAP_LNC003827.4 B. napus 0.097 0.104 0 0.94 0.88 0.8
[136-811) (51-758) (] (0.00013) (0.41) 1
BRAP LNCOO3139:3 B, rapia 0.098 0.103 0.047 0 0.87 0.92
- | ’ [323-998) (290-997) (267-997) () (0.48) (0.016)
MTRU_LNC004005.50 M. truncatula 0.098 0.105 0.101 0.103 0 0.91
[298-973) (319-1026) (373-1103) (190-1198) ) (0.03)
ACHI_LNC008871.8 A. chinensis 0.099 0.124 0.125 0.093 0.094 0
[162-837) (115-822) {122-852) (265-1021) (280-1036) 0]
b) Name p-value Motif location
1. L mutabilis 503 43056 * TN [T
2. Solyc04r022210.1 237e53 * — -
-
3.BNAP_LNC003827.4  1.13e83 * =
4.BRAP_LNC003139.3  103ess * ] L ——
5. MTRU_LNC004005.50  1.40e-56 * —— /.=
6.ACHI_LNCO08871.8  1i0es3 + MW [l == —
. . E-value
: (
20 B alrecaceagehocts Am,.TA Tes8esss0e]oe

B oCerax Connaoonabinbahs. o0 OssheesCichCangslh =

3P el ectbogoncoboortoroh 1 OTA 10 Tax oTegrseochl oeos

n =, JA cgcc$ccc°cXck¢AAEYI TAGTQATA ‘CTAcIcc$cc¢n Jeao] 3tesio

..................................................

50 = Q. CCTOOTOCTOAAGTrOTAL T, C ThssgzostOOTO0sla] oo

B. napus

M. truncatula

Figura 9. Conservacion estructural del 4ARNinc S03 de . mutabilis. a) Distancias
Crossalign entre S03 y sus homologos. Bajo la diagonal, datos y region de las distancias
estructurales normalizadas (corchetes). Sobre la diagonal, los valores de correlacion y
significancia (paréntesis). b) Motivos identificados por el software MEME. Los valores
“e” correspondientes de MEME se mencionan. ¢) Las estructuras secundarias predichas
de los ARNIncs fueron modeladas en RNAFold. Las lineas coloreadas muestran regiones

alineadas en los perfiles completos.
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4.6. EXPRESION Y VALIDACION POR R7-PCR

Los ARNIncs son elementos moleculares involucrados en el control de multiples procesos
a nivel molecular, incluyendo el desarrollo y la respuesta a estrés (Yu et al. 2019). Dentro
de los factores de estrés, la sequia es el estrés agricola mas dafiino a nivel mundial (Kumar
et al. 2021) al generar la pérdida de casi el 20 por ciento de rendimientos potenciales
(Ashraf 2010). En efecto, los Andes de Peru han sido afectados por sequias extremas
(Poveda et al. 2020). Los eventos de sequia son especialmente nocivos al afectar el
desarrollo durante la etapa reproductiva, durante las fases de floracion y llenado de
granos, afectando la produccion de las leguminosas de grano (Khatun et al. 2021), como
tarwi. Por esta razon, se procedi6 a validar la presencia del ARNInc S03 en condiciones
de estrés hidrico y en diferentes estados de maduracion floral (Figura 10). La validacion
se realizo tnicamente para el ARNI/nc S03, dado que no pudieron generarse primers para
S05, S07, S08, S09 y S10, en tanto que los ARNIncs S01, S02, S04, S11 y S12 no pudieron
ser amplificados. De forma coincidente, el ARNInc S03 validado en este estudio fue el
unico que alcanzo la estabilidad estructural segun el criterio de ELM<-80 kcal/mol

(Mohammadin et al. 2015).

El ARNInc S03 se expreso en el estadio E4, lo cual podria sefialar su importancia en la
diferenciacion temprana de los brotes florales. En este estadio se observaron 3 verticilos,
con ausencia de maduracion de polen en inflorescencias de 7,40-9,44 mm de altura, 4,9-
5,9 mm de diametro y 0,042-0,060 g de peso (Figura 10a). En contraste, en el estadio E6,
no se observo expresion de S03. A nivel morfolégico, la caracterizacion denota
principalmente un incremento longitudinal (12,8-13,6 mm) ocasionada por un mayor
numero de verticilos (4-5), ademés que de que se observo aparicion de polen en el
verticilo basal y aumento de peso del brote floral (0,09-0,10 g). Estos cambios a nivel de
la arquitectura de la inflorescencia podrian estar asociados a la variacion en la expresion

de S03 y otros transcriptos.

De forma similar, existen diversos ARNIncs asociados con el desarrollo reproductivo, que
son capaces de regular el tiempo de floracion y desarrollo floral en plantas. Entre los
ARNIncs mas caracterizados se encuentran los reguladores negativos de FLC
(FLOWERING LOCUS C), COOLAIR, COLDAIR, COLDWRAP, involucrados en la ruta

autonoma y de vernalizacion en diferentes especies (Chen et al. 2021). Estos ARNIncs
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estan relacionados con la induccion de la transicion floral, es decir, la conversion de
brotes vegetativos en brotes reproductivos. Durante las primeras etapas de floracion, la
expresion de ARNIncs especificos se incrementa, induciendo el proceso de floracion
(Wang y Chekanova 2017), luego de lo cual, disminuye. Este cambio en la expresion

también se observo en los brotes florales de L. mutabilis (Figura 10a).

Por otra parte, en L. mutabilis sometido a 10 dias de sequia progresiva (1,51 por ciento
agua en sustrato), se encontr6 sobreexpresion de S03 al ser comparado con el control bajo
condiciones hidricas normales (20,89 por ciento de agua en sustrato), tal como se puede
observar en la Figura 10b. Dado que este ARNInc se expresa en una accesion tolerante a
sequia e incluye elementos capaces de interactuar con diferentes dianas a nivel molecular
(Figura 8b), se propone que S03 es importante en la respuesta de L. mutabilis a sequia.
Ademas, el elemento similar a SECIS esté4 involucrado en la sintesis de selenoproteinas,
participando en la homeostasis de selenio (Steinbrenner y Sies 2013). Este podria ser el

caso de S03 de L. mutabilis en la respuesta a sequia.

La insercion de Se a nivel proteico parece ser un punto fundamental durante la respuesta
a sequia. Esto es soportado por Ahmad et al. (2016), quienes reportan que, en plantas
sometidas a estrés hidrico, el Se podria regular el estado hidrico e incrementar la biomasa
a través de la actividad antioxidante de enzimas como glutation peroxidasa. Esta insercion
de Se podria ser regulada a nivel postraduccional por la presencia de algunos ARNIncs.
De hecho, se ha observado que, durante el estrés hidrico, estas moléculas pueden afectar
a todos los elementos genéticos, incluyendo promotores, regiones no traducidas, exones,
intrones y terminadores, que controlan la expresion genética en multiples niveles,
incluyendo la modificacion de la accesibilidad de la cromatina, transcripcion, corte y

empalme y traduccion (Wierzbicki et al. 2021).

En tal sentido, la sobreexpresion del ARNInc S03 podria estar asociada a tolerancia a
sequia, como se ha observado en otras especies con ARNIncs especificos (Jampala et al.
2021). Por ejemplo, en A. thaliana, el ARNInc DRIR (Drought Induced IncRNA) se
sobreexpresa en condiciones de deshidratacion y tratamiento con ABA, actuando como
un regulador positivo de la tolerancia a estrés; a su vez, este transcripto induce tolerancia
a salinidad y sequia, e incremento en la respuesta a ABA en lineas que lo sobreexpresan

(Qin et al. 2017). Estos resultados también coinciden con los hallazgos de Chen et al.
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(2023) en lineas transgénicas de G. max donde la sobreexpresion del ARNinc
IncRNA77580, mejoro la tolerancia a estrés por sequia, relaciondndose con incremento en
el rendimiento al inducir mayor nimero de semillas por planta. A su vez, Li et al. (2017)
encontraron el ARNInci lincRNA340 en Manihot esculenta, el cual es inducido para
reprimir a miR169, lo cual libera la expresion del factor nuclear Y (NF-Y) para aumentar
la tolerancia a estrés por sequia actuando como una diana mimética de miARNs y
transcriptos asociados con las rutas de transduccion en la sefalizacion hormonal,
biosintesis de metabolitos secundarios y metabolismo de la sacarosa (Li et al. 2017). Por
lo tanto, SO3 también podria estar involucrado en los procesos de sefializacién en

respuesta a déficit hidrico en L. mutabilis.

Dado que S03 se expresa de forma diferencial durante el desarrollo floral y en respuesta
a sequia, su presencia podria estar relacionada con la regulacion trasversa de estos
procesos. Esta regulacion es fundamental en las leguminosas de grano, en las cuales la
produccion de semillas y la seguridad alimentaria dependen del desarrollo reproductivo
adecuado (Hidalgo et al. 2021). Sin embargo, la produccion de las plantas puede
disminuir hasta en 90 por ciento cuando estan sometidas a estrés hidrico durante la etapa
reproductiva (Lafitte et al. 2007). De hecho, cuando las sequias afectan a las plantas
durante el estadio reproductivo, incrementa la esterilidad del polen, causa aborto de brotes
florales e induce senescencia, lo que disminuye la produccion de granos (Aroca 2013).
Por esta razon, es necesario estudiar los ARNincs, como S03, para comprender los
mecanismos de regulacion que operan a nivel molecular durante el desarrollo floral y en
respuesta a sequia, asi como las funciones de los ARNIncs en el control de procesos

biologicos.
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Figura 10. Validacion del protocolo de R7-PCR aplicado en L. mutabilis. a)
Caracterizacion morfologica de los brotes florales de L. mutabilis. b) Expresion de S03
en brotes florales en comparacion con ERF3. ¢) L. mutabilis sometido a 10 dias de sequia
progresiva. d) Resultado de R7-PCR de S03 en condiciones de sequia en comparacion
con OEP24. Los resultados fueron obtenidos en base a tres repeticiones. Las barras de
colores indican el promedio. Las lineas con remate expresan el error estandar. Letras

diferentes indican diferencias segun Tukey HSD (p<0,05).
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V. CONCLUSIONES

Se identificaron 590 ARNIncs en L. mutabilis segin dos algoritmos (CPC, CPC2,
CNIT o IncFinder), utilizando datos de ARN-seq.

Se identificod el ARNInc S03, con homologia en mas de 40 especies vegetales,
estabilidad termodindmica (-105,67kcal/mol) y que incluye las regiones I, IT y III,
con un tallo largo, dos multibucles y un elemento similar a SECIS en su estructura,
el cual podria ser requerido para la regulacion de la sintesis de selenoproteinas,
que son proteinas involucradas en la homeostasis de Se y podrian tener un rol en
la floracién y respuesta a sequia.

A nivel estructural, existe conservacion estructural por Crossalign entre S03 de L.
mutabilis y Solyc04r022210.1 de S. lycopersicum, lo cual se demuestra mediante
el analisis de topologia, por la similitud estructural en el multibucle de ambos
transcriptos.

El ARNInc S03 estuvo sobreexpresado en la accesion tolerante a sequia P03 de L.
mutabilis sometida a condiciones de sequia.

El ARNInc S03 mostrd expresion diferencial, apareciendo en el estadio E4 y
desapareciendo en el estadio E6 de la accesion P11 de L. mutabilis.

Estos resultados resaltan la importancia de los ARNincs en los procesos de
floracion y respuesta a sequia y pueden ser utilizados en el mejoramiento de tarwi

para el desarrollo de marcadores genéticos.
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Anexo 1. Resumen de la secuenciacion HiSeq de Macrogen.

VII. ANEXOS

Reads de
Experimento | Tratamiento | ID Reads totales (pb) 25?@ d GC (%) | AT (%) Q20 (%) Q30 (%)
(pb)
Cl4 5594097908 55387108 | 43.46 | 56.54 96.81 94.84
Estadio  E4 "eig 5128560628 50777828 | 43.52 | 56.48 96.85 94.92
de floracion
£ C19 4843016458 47950658 | 43.44 | 56.56 96.93 95.02
‘g
E C21 5135089470 50842470 | 43.46 | 56.54 96.75 94.75
s
Estadio  E6 "3 5196980250 51455250 | 43.38 | 56.63 96.83 94.89
de floraciéon
C24 5211518796 51599196 | 43.30 | 56.70 96.81 94.91
Mi11 5799010546 57415946 | 43.82 | 56.18 96.84 94.89
Control M17 5162300082 51111882 | 43.86 | 56.14 96.98 95.08
. MIA 4924410944 48756544 | 44.03 | 55.97 96.77 94.78
5
g M23 4450645396 44065796 | 4320 | 56.80 96.70 94.68
Sequia M24 4397283864 43537464 |43.11 | 56.90 96.86 94.90
M29 4603500008 45579208 4327 | 56.73 97.52 95.79




Anexo 2. Resultados de los algoritmos de deteccion de los ARNIncs.

ID Longitud CPC CNIT CPC2 IncFinder

TRINITY DN38174 c0 gl il 520 -0,817097 -0,324436574  1,41129E-05  0,00272335
TRINITY DN46326 c0 gl il 312 -0,877516 -0,426742171  0,0778179 0,0131862

TRINITY DN25851 c0 g4 il 387 -0,95815 -0,541767366  9,42897E-06  0,01390129
TRINITY DN25006 c0_g2 il 318 -0,837614 -0,529740629  0,113736 0,01547576
TRINITY DN22576 _c0_gl i2 332 -0,90138 0,0785498 0,02329028
TRINITY DN37101 c0 gl il 324 -0,99186 -0,471122203  0,0554415 0,0251756

TRINITY DN8984 c0 gl il 355 -1,16165 -0,544252301  0,0223897 0,02529995
TRINITY DNI19570 c0 gl i2 987 -1,16022 -0,495126049  0,289034 0,02684732
TRINITY DN22693 ¢2 gl il 325 -0,573748 -0,26040625 0,0174088 0,02740252
TRINITY DN25030 cl g2 il 4206 -1,19927 0,231128 0,02839543
TRINITY DN52122 c0 gl il 313 -0,266539 0,181622 0,02881803
TRINITY DN25030 cl g2 i5 4108 -1,19833 0,231128 0,02917246
TRINITY DN19638 c2 gl i2 1068 -0,508445 -0,360983175 0,03200482
TRINITY DN16235 c0 gl il 306 -1,10174 0,00843892 0,03222957
TRINITY DN20109 c0 gl i5 826 -0,12335 0,0137685 0,03252141
TRINITY DN21355 ¢2 g3 i3 1318 -0,489358 -0,386205479 0,03370287
TRINITY DN16914 c0 gl i2 1127 -0,244601 0,443164 0,03395209
TRINITY DN21775 c0 g3 il 352 -0,903296 -0,448047673  0,0588084 0,0340674

TRINITY DN25541 cl gl i7 380 -0,685103 -0,536458157  0,0388412 0,03431731
TRINITY DN23688 c0 g5 i3 300 -0,974961 -0,44906955 0,071187 0,03570292
TRINITY DN22693 c2 gl i8 324 -0,473142 0,0220472 0,03823797
TRINITY DN24537 cl g2 i4 2361 -0,798371 0,422799 0,03852023
TRINITY DN23684 c7 gl i9 2137 -0,21093 0,04494627
TRINITY DN15360 c0_ gl il 1200 -1,0426 0,04494789
TRINITY DN17529 c0 gl i7 3377 -1,12587 -0,359332055  0,15317 0,04497183
TRINITY DN22693 ¢2 gl i7 325 -0,526254 0,0217504 0,04506522
TRINITY DN50713_c0_gl il 409 -0,712974 -0,380177234  0,0284495 0,04558701
TRINITY DN21682 c0 g2 i2 5507 -0,879272 0,04612798
TRINITY DN25621 ¢2 g2 il 310 -0,729537 -0,43539721 0,0840639 0,04740835
TRINITY DN20665 c6_g2 il 1032 -1,07402 -0,424914015  0,272767 0,04797738
TRINITY DN23843 c0 gl il 2006 -0,721534 -0,384354399  0,312781 0,04815559
TRINITY DN26367 cl g4 i3 858 -1,03141 0,192847 0,04884591
TRINITY DN23284 c0 g4 i4 937 -1,07821 -0,326900302 0,04895987
TRINITY DN25011 c6 g2 iS5 920 -1,00461 -0,439407922 0,04900566
TRINITY DN20434 c0 gl il 750 -0,809561 -0,34465496 0,262246 0,05019427
TRINITY DN25411 c0 g4 il 338 -0,394777 -0,5601109 0,0892643 0,05208958
TRINITY DN20104_c2 g3 il 1224 -1,26372 -0,330941294 0,0525065

TRINITY DN24123 cl gl i7 856 -1,14428 -0,410445075  0,390096 0,0530931

TRINITY DN25012 c0 g4 i2 856 -0,873246 0,05320878
TRINITY DN24470 cl1 g3 i2 571 -1,04787 -0,391355895  0,161998 0,05346054
TRINITY DN25057 cl_gl i3 1005 -0,741337 0,05377867
TRINITY DN24299 c2 gl i5 941 -1,11445 -0,356658061  0,302998 0,05414455
TRINITY DN26593 cl gl i8 808 -0,924693 -0,350125108  0,384867 0,05438923
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TRINITY DN25206 c0 g2 i2
TRINITY DN22116 c0_g2 il
TRINITY DN21403 cl g2 il
TRINITY DN26051 c0_g7 il
TRINITY DN223 c0 gl il
TRINITY DN23737 c2 gl il6
TRINITY DN20758 c0 g2 i3
TRINITY DN19915 c0_g3 il
TRINITY DN26574 c2 g2 i4
TRINITY DNB8762 c0_gl i2
TRINITY DN21073 ¢5 g3 i3
TRINITY DN26016_c2 gl i2
TRINITY DN2209 c0 gl il
TRINITY DN26279 c0 gl il
TRINITY DNI15018 c0 gl i3
TRINITY DN6700 c0_gl il
TRINITY DN24788 ¢3 g2 i5
TRINITY DNI15067 c0_gl il
TRINITY DN21682 c0 g2 i6
TRINITY DNI13891 c0 gl i2
TRINITY DN19178 c0 gl il0
TRINITY DN24171 cl g2 i2
TRINITY DN25479 ¢3 gl i29
TRINITY DN15064 c0_gl i8
TRINITY DN14031 c0 gl i4
TRINITY DN23684 c7 gl i3
TRINITY DN24106 c2 gl il
TRINITY DN23700 c0_gl ill
TRINITY DN22115 ¢l gl il6
TRINITY DNI8189 c0 g2 i2
TRINITY DN24583 ¢3 g2 ill
TRINITY DN9067 c0_gl il
TRINITY DN26593 cl gl i4
TRINITY DN22115 cl_gl il0
TRINITY DN23165 c0 gl ill
TRINITY DN17100 c0 gl i6
TRINITY DN20350 c0 gl i2
TRINITY DNI15620 c0_g2 il
TRINITY DNI9178 c0 gl i4
TRINITY DN21252 c0_gl i2
TRINITY DN24583 ¢3 g2 i3
TRINITY DN22115 cl gl i22
TRINITY DN21394 2 gl i5
TRINITY DN26004 c5 gl i4
TRINITY DN24829 cl gl i2
TRINITY DN22115 cl gl i4
TRINITY DN24829 cl gl ill
TRINITY DNI14308 c0 g2 i2

1034
300
1144
724
366
1031
871
698
795
523
835
1714
464
1374
759
825
427
2024
3037
1001
939
874
1020
2891
1024
2804
1165
2172
1616
1526
1342
500
649
1610
799
1401
759
370
801
1577
1357
1641
905
481
1525
1651
1524
1333

-0,845299
-0,870978
-0,412026
-0,398016
-0,79527
-1,02203
-0,219829
-0,902162
-1,05603
-0,357834
-0,577259
-0,59857
-0,966604
-1,12253
-0,672651
-0,853635
-1,00122
-0,938637
-0,818191
-0,0213938
-0,967722
-0,9872
-1,10159
-0,672409
-0,329666
-0,831846
-1,19715
-1,23629
-0,691629
-1,27231
-0,991011
-0,460229
-0,917866
-0,691149
-0,908396
-0,728892
-1,14683
-0,860499
-1,0264
-1,04911
-0,992596
-0,693519
-0,964402
-1,17806
-1,33073
-0,694316
-1,30502
-1,38827
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-0,55269115
-0,361307564
-0,362401052

-0,367239219

-0,348226308

-0,457913207

-0,340671057

-0,432576592
-0,371062546

-0,473086489
-0,511338471
-0,34997772

-0,367331467
-0,344403052
-0,395082331

-0,315528522

-0,397988336

-0,303908733
-0,371343803

-0,471928594

-0,326430582
-0,334370729
-0,380744927
-0,330535018

-0,530514654
-0,439083783

-0,439083783
-0,461270695

0,321084
0,049602

0,0984951
0,344825

0,205649
0,0468069

0,0790578
0,311981

0,0244024
0,4109

0,300074
0,429163
0,196929
0,0819176
0,102279
0,355589
0,169621
0,126948
0,315183
0,424854
0,258716
0,175271
0,428861
0,315183
0,164362

0,0489723
0,155342
0,247406
0,258716
0,312337
0,13879
0,459042
0,176078
0,306791
0,195459
0,0659405

0,05460267
0,05527744
0,05588363
0,05638563
0,05741938
0,05746842
0,05755136
0,05772977
0,05839152
0,05844418
0,05878873
0,05936269
0,0593798

0,0597662

0,05982108
0,05994347
0,06007089
0,06027308
0,06040701
0,06076996
0,0613444

0,06170115
0,06176617
0,06184489
0,06199958
0,06232792
0,06330991
0,06333703
0,06345533
0,06357649
0,06366595
0,06371832
0,06419774
0,06450741
0,06462667
0,06475504
0,06532682
0,0656808

0,06576462
0,06599518
0,06615982
0,06624581
0,06635195
0,06645757
0,06647598
0,06650014
0,06667707
0,06676006



TRINITY DN25684 ¢5 g2 i5
TRINITY DN25698 cl g3 i5
TRINITY DN20710 c2 g2 i7
TRINITY DN26019 cl g4 i2
TRINITY DN20743 c0 g2 i3
TRINITY DN14780 c0_gl i3
TRINITY DN24104 ¢4 gl i6
TRINITY DN22643 c0 gl ill
TRINITY DN7373 c0 gl i2
TRINITY DN22693 cl gl i4
TRINITY DN23696 c0 gl i3
TRINITY DN24231 ¢5 gl i5
TRINITY DN24925 c0 g2 i9
TRINITY DN26593 cl gl i6
TRINITY DN25722 0 g2 i2
TRINITY DN24372 c2 g3 i2
TRINITY DN23252 ¢8 gl i2
TRINITY DN21665 cl_g4 il
TRINITY DN22840 ¢l g4 il
TRINITY DN24881 c2 gl il9
TRINITY DN43828 ¢c0 gl il
TRINITY DN23866 c5 g3 il4
TRINITY DNI9100 ¢2 g3 i5
TRINITY DN11453 c0_gl il
TRINITY DN33734 c0 gl il
TRINITY DN25946 c0_gl_il5
TRINITY DN19637 c4 g2 il
TRINITY DN24853 c0_gl i35
TRINITY DN20684 ¢5 g2 i2
TRINITY DN20182 c0_g2 i5
TRINITY DN22115 ¢l gl il4
TRINITY DN24829 cl gl i5
TRINITY DN21812 ¢c0 gl i3
TRINITY DN25371 cl_gl i3
TRINITY DN22973 c0 gl ill
TRINITY DN22558 c3 g2 i8
TRINITY DN15062 c0 gl i5
TRINITY DN23566_c3_g6 i2
TRINITY DN21597 2 g2 i5
TRINITY DN24829 cl gl i9
TRINITY DN22828 ¢0 g3 il
TRINITY DN36500 c0 gl il
TRINITY DN21759 cl g4 i2
TRINITY DN23747 c0_g2 i2
TRINITY DN24382 ¢l g3 il
TRINITY DN25644 c7 gl il
TRINITY DN24382 ¢l g3 i8
TRINITY DN22661 c2 g2 i9

999
1019
1698
1592
2695
339
2257
520
329
517
3348
462
1744
817
758
987
2712
454
615
1506
488
2880
1426
444
687
873
531
2158
1080
1535
1649
2037
697
1594
329
2085
1347
1403
557
2035
1085
384
599
404
1773
1893
1869
1846

-1,22826
-0,95672
-0,866772
-1,16179
-0,944158
-0,45828
-1,14159
-0,333157
-1,15645
-0,0171533
-1,17992
-0,84833
-0,909892
-0,891602
-0,516888
-1,2674
-1,15238
-0,21548
-0,709566
-1,05002
-0,53693
-1,11015
-0,865732
-0,724915
-1,00855
-0,546149
-1,39967
-0,398946
-0,525362
-0,901028
-0,694139
-1,31234
-1,31164
-0,718572
-0,540285
-0,814687
-0,906511
-1,31474
-0,896834
-1,31234
-1,01504
-1,34978
-0,838002
-1,30158
-0,866716
-0,627131
-0,875144
-1,29454

54

-0,360861425
-0,502343316

-0,359977509

-0,40604857
-0,397706391

-0,360448183
-0,383209735
-0,348129984
-0,4420782

-0,419646887

-0,366642915

-0,430005808
-0,431829053

-0,439083783
-0,318349827
-0,423080961

-0,363524205
-0,31000155

-0,439083783
-0,450754505
-0,438632624
-0,332144254

-0,378349468
-0,368678933
-0,378349468
-0,426365285

0,0919126
0,251251
0,369105
0,0636172
0,220858
0,201279
0,403103
0,205117
0,0928692
0,0210348
0,107496
0,0573044
0,2275
0,137542
0,210814
0,0341016
0,325106
0,150779
0,0510914
0,236161
0,180491
0,251705
0,179653
0,0085948
0,0604796

0,00409056
0,251201

0,284783
0,267501

0,0919115
0,146553
0,453664
0,00832972
0,127755
0,158235
0,0467226
0,00912524
0,215356
0,0133874
0,112166
0,395922
0,112166
0,0616522

0,06681011
0,06681332
0,06681369
0,06710977
0,0671411
0,06751814
0,06763372
0,06782484
0,06796446
0,06817524
0,06843115
0,06873708
0,06879552
0,068822
0,06914424
0,06938268
0,06969373
0,07104666
0,07115136
0,07131341
0,071615
0,07192738
0,07211134
0,0724504
0,07275117
0,07315632
0,07317727
0,07331502
0,073375
0,07343307
0,07345691
0,07348608
0,07378
0,07391218
0,07404765
0,07455191
0,07466518
0,07501373
0,07620781
0,07636091
0,0765195
0,07661065
0,07703982
0,07707041
0,07723593
0,07747011
0,07774507
0,07777078



TRINITY DN19977 ¢2 g2 il
TRINITY DN49223 c0 gl il
TRINITY DN21177 cl gl i4
TRINITY DN24973 c0_g3 ill
TRINITY DN23355 c3 gl i3
TRINITY DN22073 c0_g2 il0
TRINITY DN11424 c0 gl il
TRINITY DN16288 c0 gl il
TRINITY DN26219 c0 gl i5
TRINITY DN17038 c0_gl il2
TRINITY DN24382 cl g3 ill
TRINITY DNI19670 c0_g2 i6
TRINITY DN24741 c2 gl i6
TRINITY DN25371 cl gl i2
TRINITY DN21893 c0 gl i36
TRINITY DN22693 c2 gl i9
TRINITY DN24724 c0 g3 il
TRINITY DN24382 cl g3 i3
TRINITY DN7289 c0 gl il
TRINITY DN30943 c0 gl il
TRINITY DN19660 c0 gl il
TRINITY DN20969 c2 g2 i6
TRINITY DN4683 c0 gl i2
TRINITY DN20266 c0_gl i2
TRINITY DN26384 c5 gl i6
TRINITY DN41706 c0_gl_il
TRINITY DN25279 c0 gl i7
TRINITY DN22164 c0_gl i7
TRINITY DN22046 2 gl i2
TRINITY DN24829 cl gl i8
TRINITY DN23657 cl gl i5
TRINITY DN39773 c0_gl il
TRINITY DN24881 c2 gl il7
TRINITY DN24853 c0_gl il9
TRINITY DN31984 c0 gl il
TRINITY DNI18587 c0_gl i5
TRINITY DN21893 c0 gl i20
TRINITY DN25024 c0_gl il0
TRINITY DN19379 cl g3 i8
TRINITY DNI12443 c0 gl i6
TRINITY DN22728 cl gl i2
TRINITY DN21177 cl_gl i7
TRINITY DN27742 c0 gl il
TRINITY DN23226 c0_gl ill
TRINITY DN20840 c5 g2 i2
TRINITY DN24829 cl gl i3
TRINITY DN11046 c0 gl i2
TRINITY DN23669 cl gl i3

3191
333
1480
466
995
410
440
546
1187
1745
2293
2572
1475
1528
2046
360
322
2245
613
325
787
585
672
405
598
313
787
767
1469
2126
1352
363
1530
2352
453
1923
2368
646
675
661
333
3569
718
706
1482
2036
569
700

-0,481018
-0,204163
-0,998165
-0,949563
-0,625657
-1,03887
-1,22899
-1,31507
-1,24424
-1,14556
-0,904905
-1,38438
-1,17462
-0,710599
-0,783246
-0,47672
-0,941849
-0,902079
-0,720931
-0,397937
-0,280169
-1,06999
-0,779836
-0,722065
-1,08317
-1,32263
-0,729002
-0,697788
-1,2353
-1,31381
-0,744457
-1,17498
-1,05205
-0,559496
-1,00586
-0,602676
-0,580702
-0,991094
-0,578891
-0,827786
-1,08919
-0,91912
-0,596455
-0,911731
-0,993241
-1,31234
-0,145696
-0,87824
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-0,411509788

-0,344658848
-0,418859861
-0,424925512
-0,373144159

-0,378349468
-0,435183826
-0,398853612
-0,423080961

-0,351278637
-0,378349468
-0,430399325

-0,485624243
-0,44398708
-0,378669283

-0,455103536
-0,439083783
-0,429300428

-0,392612516

-0,366810546

-0,494090114

-0,327615043
-0,515552583

-0,357128721
-0,389857581
-0,393711391
-0,439083783

-0,482823777

0,15197
0,160718
0,0631958

0,077045
0,0411425
0,00556644
0,0655672

0,123586
0,124467
0,354648

0,0942498
0,0223224
0,026147
0,123586
0,0386948
0,0884243
0,128844
0,0713912
0,304643
0,0138644
0,0423915
0,00870924

0,0459335
0,0844637
0,193669
0,0733447
0,133936
0,151178
0,0942249
0,102281
0,261741
0,0538402
0,0834956
0,232393
0,196563
6,42137E-07
0,246747
0,0652902
0,231582
0,214175
0,266244

0,263761

0,07777233
0,07778018
0,07780569
0,07802035
0,07809799
0,07845426
0,07848557
0,07859578
0,07873428
0,07883014
0,07886796
0,0791998

0,07978506
0,07996962
0,08001713
0,0802722

0,08045511
0,08089015
0,08090072
0,08090624
0,08090998
0,08141038
0,08156372
0,08161352
0,08178994
0,08192841
0,08215138
0,08225769
0,08244042
0,08260331
0,08276309
0,08279696
0,0828033

0,08285258
0,08330172
0,08356207
0,0839372

0,08401967
0,08457681
0,08476489
0,08487329
0,08522038
0,08523161
0,08528463
0,08546549
0,08549724
0,08616497
0,08643399



TRINITY DN22643 c0 gl il5
TRINITY DN23596 c0_g2 il
TRINITY DN21537 c0 g6 i7
TRINITY DN23580 cl g2 i3
TRINITY DN23442 c5 gl i4
TRINITY DN21893 c0_gl _i26
TRINITY DN19190 c0 gl ill
TRINITY DN21589 c0_g2 i5
TRINITY DN10055 c0 gl i2
TRINITY DNI18632 c0_gl i3
TRINITY DN7444 c0 gl il
TRINITY DN16953 c0_gl i3
TRINITY DN44474 c0 gl il
TRINITY DNI14379 c0 g3 il
TRINITY DN22338 c3 gl i2
TRINITY DNI19163 c0 gl i2
TRINITY DNI8792 0 gl i2
TRINITY DN19058 c0_g2 ill
TRINITY DN21112 c6 gl i27
TRINITY DN25988 cl g3 il
TRINITY DN24881 ¢2 gl il6
TRINITY DN20109 c0_gl i7
TRINITY DN21177 ¢l gl i8
TRINITY DN21812 c0 gl i2
TRINITY DN22046 2 gl i3
TRINITY DN27680 c0_gl il
TRINITY DN9348 c0 gl il
TRINITY DN16953 c0_gl i5
TRINITY DN20684 c5 g5 i2
TRINITY DNI16107 c0_gl i2
TRINITY DN24829 cl gl i4
TRINITY DN24129 cl g2 i4
TRINITY DN21145 c0 g2 i7
TRINITY DNI18632 c0_gl i8
TRINITY DN24531 c0 gl il7
TRINITY DN25493 c13 gl i7
TRINITY DN25479 ¢3 gl i2l
TRINITY DN24829 cl gl il
TRINITY DN24729 c0 g2 i64
TRINITY DN21112 c6 gl il8
TRINITY DN25493 c13 gl i3
TRINITY DN22971 cl gl i8
TRINITY DN22671 c3 gl il
TRINITY DNI18636_c0_gl_i21
TRINITY DNI8037 c0 g4 il
TRINITY DNI8683 c0 gl il3
TRINITY DN25800 c3 g4 i3
TRINITY DN21925 c0_g2 i4

1019
1062
611
1225
919
1383
1576
2098
411
1422
604
1588
363
397
373
628
939
2213
2469
352
1602
505
3159
669
1466
416
437
676
824
577
2128
1119
1407
1442
2031
2421
2022
2124
1720
2670
2423
857
378
1373
422
460
498
652

-0,397121
-1,14063
-1,29915
-1,17679
-0,760263
-0,881618
-1,0881
-1,27607
-1,11804
-1,04096
-0,383195
-0,880236
-1,05175
-0,432814
-0,622132
-0,658394
-0,658875
-0,712422
-0,609625
-0,886286
-1,0579
-0,580908
-0,904767
-0,997869
-1,23495
-0,784727
-0,686176
-0,781478
-0,989281
-1,04548
-1,31392
-1,32301
-0,771008
-1,0459
-0,653182
-1,08003
-0,880353
-1,31381
-0,684996
-0,760772
-1,08013
-0,461107
-0,919147
-0,657893
-1,05158
-0,303182
-0,867246
-0,215389
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-0,402444767

-0,489100525

-0,294035292

-0,429459536
-0,388654902

-0,401621527

-0,399915193
-0,392612516

-0,318349827
-0,455103536
-0,376603458

-0,393738266
-0,413901538
-0,439083783
-0,406821014

-0,37427452
-0,439083783

-0,342840242

-0,477764276

0,438731
0,0536771
0,0051354
0,100722
0,0848309
0,0581424

0,149179
0,00623743
0,0425887
0,125586
0,0698023
0,0219923
0,154562
0,0179238
0,207578
0,232062

0,111235
0,107894
0,0152673
0,197308
0,465003
0,0824309
0,00459667
0,0624296
0,0717843
0,202799
0,0398377
0,158085
0,02107
0,478298
0,0425887
0,324509
0,146313
0,155453
0,176237
0,298938

0,14207

0,0325036

0,0201557

0,141713
0,149595

0,08671803
0,08701275
0,08709826
0,08727261
0,08766599
0,08789835
0,08832816
0,08838225
0,08857703
0,08881946
0,08906518
0,08915669
0,08973626
0,0897789

0,08996226
0,09012831
0,09039164
0,09039502
0,09045815
0,09047556
0,09057874
0,09062831
0,09076324
0,09112245
0,09147158
0,09150701
0,09191656
0,09219293
0,09228609
0,09231821
0,09293291
0,09293421
0,09297157
0,09342608
0,09348952
0,09350106
0,09352576
0,09354596
0,0936472

0,0937631

0,09383667
0,09402948
0,0944523

0,09450228
0,09465239
0,09469325
0,09501022
0,09513612



TRINITY DN23580 ¢l g2 i5
TRINITY DNI18587 c0_g2 i2
TRINITY DN797 c0 gl il
TRINITY DN24137 c0_gl i6
TRINITY DN21036 ¢l gl i2
TRINITY DN20743 c0_gl i3
TRINITY DN20382 c0 gl i5
TRINITY DN25493 c13 gl il2
TRINITY DN22835 ¢l gl il
TRINITY DN20109 c0_gl il
TRINITY DN19807 c0 gl il4
TRINITY DN27630 c0_gl il
TRINITY DN22314 c0 gl i3
TRINITY DN14031 c0_gl i5
TRINITY DN24881 ¢2 gl il5
TRINITY DN23782 c2 gl i27
TRINITY DN7741 c0 gl il
TRINITY DN50075 c0_gl il
TRINITY DN21302 ¢l g2 il
TRINITY DN23413 c0 gl i4
TRINITY DN26425 ¢l gl il4
TRINITY DN23782 c2 gl i6
TRINITY DN19807 c0 gl i2
TRINITY DN41998 c0 gl il
TRINITY DN23927 cl gl i4
TRINITY DN25623 c0_gl il7
TRINITY DN24881 ¢2 gl i6
TRINITY DNI10580 c0_g2 il
TRINITY DN26413 ¢l gl i2
TRINITY DNI13523 c0 gl i2
TRINITY DNI8792 c0 gl i4
TRINITY DN45823 c0_gl il
TRINITY DN38609 c0 gl il
TRINITY DN24881 c2 gl il8
TRINITY DN2443 c0 gl il
TRINITY DN28261 c0 gl il
TRINITY DN20988 c4 g5 i2
TRINITY DN26462 cl gl i6
TRINITY DN21062 ¢0 gl i20
TRINITY DN3353 c0 gl il
TRINITY DN25085 c2 g5 il
TRINITY DN22260 c0_gl il
TRINITY DN23413 ¢c0 gl il
TRINITY DN24881 c2 gl il4
TRINITY DN23413 ¢0 gl ill
TRINITY DN19015 c4 g6 il
TRINITY DN23413 ¢0 gl i6
TRINITY DN27077 c0_gl_il

1137
682
601
299
740
692
695
2036
801
688
3012
413
821
910
1641
3166
618
392
655
2585
373
3100
3024
307
598
720
1569
498
352
464
912
571
453
1813
386
614
652
512
603
939
1193
720
2721
1813
2677
420
2754
332

-1,16219
-0,112948
-0,427105
-0,564963
-1,00645
-0,687608
-0,698117
-1,14089
-0,39878
-0,537674
-0,679838
-0,778244
-0,978954
-0,345005
-1,06094
-1,15225
-0,393916
-1,27045
-1,12917
-0,631551
-0,590226
-1,15112
-0,68031
-0,858379
-1,1372
-0,419558
-1,05525
-0,790642
-0,418097
-0,488014
-0,650923
-0,44877
-0,498325
-1,07322
-1,2414
-0,529319
-0,52519
-0,740928
-0,583289
-1,19592
-1,22797
-1,18626
-0,638274
-1,07322
-0,636185
-1,16828
-0,639797
-0,790177
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-0,373410693

-0,455172905

-0,331959922
-0,331611697

-0,333295461
-0,312130621
-0,419646887

-0,333125424

-0,332053914

-0,580796842

-0,329478497

-0,367264346

-0,334379263
-0,419646887

-0,418116168
-0,393671264

-0,518001195

-0,432058659

-0,42493817

-0,371123764

-0,392224573

-0,392612516

-0,308401789

0,0827617

0,110513
0,0215161
0,0793856

0,051911

0,0378414

0,0958775
0,0557165
0,100023

0,0367313

0,211879
0,191562

0,0106401
0,0367313

0,0147069
0,15369

0,151178
0,471383
0,102967

0,232062
0,383945
0,148992
0,127338
0,0512087
0,0539219
0,0288559
0,0595786

0,00872869

0,0315126

0,0499504

0,116082

0,0605461

0,177964

0,09521792
0,095512
0,09599174
0,09599327
0,09624031
0,09637252
0,09659878
0,09696373
0,09711306
0,09728007
0,09731175
0,09786019
0,09788833
0,09837685
0,0984487
0,09852117
0,09865813
0,09875695
0,09893189
0,09899643
0,09905538
0,09926239
0,09960255
0,10028652
0,10052928
0,10056456
0,1008417
0,10097514
0,10106789
0,10130129
0,10142267
0,10159178
0,10173152
0,10237857
0,10248816
0,10249568
0,10269796
0,10287007
0,1029755
0,10360596
0,10362296
0,10377667
0,10378098
0,10418304
0,10431164
0,10466465
0,10475437
0,10477831



TRINITY DN21420 ¢l gl i8
TRINITY DNI12186 c0_gl il
TRINITY DN22578 ¢3 gl il5
TRINITY DN23222 cl gl il
TRINITY DN10549 c0 gl i2
TRINITY DN21281 c0_g4 il
TRINITY DN998 ¢c0 gl i2
TRINITY DN21919 c0_g3 i8
TRINITY DN21893 ¢0 gl i29
TRINITY DN23560 c0_gl il6
TRINITY DN23859 c0 g2 i5
TRINITY DN35159 c0 gl il
TRINITY DN22681 ¢l g3 i2
TRINITY DN21259 cl gl i4
TRINITY DN22956 c0 g4 i2
TRINITY _DN20109 c0_gl i3
TRINITY DN38739 ¢c0 gl il
TRINITY DN21340 c5 gl il9
TRINITY DN26251 ¢l g3 il
TRINITY DN25389 cl gl i2
TRINITY DN23441 ¢l g4 il
TRINITY DN9017 c0_gl il
TRINITY DN38465 c0 gl il
TRINITY DN20104 c2 g2 i7
TRINITY DN1775 c0 gl il
TRINITY DN48656 c0_gl il
TRINITY DN18644 c0 g2 il
TRINITY DN741 c0 gl il
TRINITY DN21043 ¢0 gl i21
TRINITY DN6442 c0 gl il
TRINITY DN1882 c0 gl il
TRINITY DN19190 c0 gl il
TRINITY DN23505 c1 g2 il
TRINITY DN19807 c0_gl il0
TRINITY DN34612 c0 gl il
TRINITY DN24678 c0_g3 i3
TRINITY DN26057 cl gl i7
TRINITY DN24116 cl_g3 i4
TRINITY DN24129 ¢l g2 i5
TRINITY DN26614 cl g4 il
TRINITY DN24729 c0 g2 i48
TRINITY DNI13982 c0 gl il
TRINITY DN24919 ¢2 g4 i4
TRINITY DN5516 c0_gl il
TRINITY DN22229 ¢0 gl i6
TRINITY DN21759 cl_g3 i3
TRINITY DN10797 0 gl i2
TRINITY DN24419 c0_g4 i7

554
514
773
457
585
663
442
2392
1400
1417
695
587
404
600
396
820
842
642
686
826
368
397
666
537
516
491
885
402
467
501
481
2057
789
3014
345
428
471
616
1199
416
1608
806
586
1146
1084
496
912
369

-0,764546
-1,36464
-1,07353
-1,11883
-0,43155
-0,906182
-0,721982
-1,22828
-0,882374
-1,03829
-1,14402
-0,800407
-0,628929
-0,664407
-0,911606
-0,157026
-1,19545
-1,16778
-1,22956
-1,09461
-1,0652
-0,537592
-1,01621
-0,812523
-0,957365
-0,465917
-1,30932
-1,18671
-0,79437
-0,733198
-0,87405
-1,08187
-1,12632
-0,782856
-1,2753
-1,04138
-0,0438325
-1,00926
-1,32909
-0,733379
-0,672786
-0,652312
-0,996468
-0,545638
-0,997687
-0,90719
-0,542637
-1,0103
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-0,490353149
-0,340582399
-0,438414161
-0,411760611

-0,424813762

-0,354715572
-0,294035292

-0,355707206
-0,373596103
-0,338013646
-0,345100218
-0,442511685

-0,366123392
-0,506431465
-0,384349934
-0,350202994
-0,376258737

-0,346196906
-0,352998216

-0,340617807
-0,328586218
-0,41238217

-0,351538515

-0,388553359
-0,414965253

-0,391262696
-0,413296273

-0,352161917

-0,481532447
-0,388215747
-0,435476329
-0,397163954

0,40816
0,0240881
0,0446917
0,0247883
0,380247
0,15408
0,0101907
0,0446643
0,0508011
0,0198546
0,0275037
0,0668632
0,0200989

0,0188175
0,087405
0,0233295
0,174362
0,136979
0,0143395
0,0178935
0,0488257
0,138527
0,0152443
0,0460832
0,131597
0,0155257
0,0205578
0,13724

0,0264555

0,0421478

0,018778
0,251035

0,214146
0,0241832
0,0132575
0,298938
0,348319
0,0387453

0,0212083
0,107127
0,0284686
0,00867928

0,10479526
0,10589625
0,10630493
0,10723272
0,108083
0,1082844
0,1083556
0,10868139
0,10885226
0,10897669
0,10906527
0,10911788
0,10959396
0,11034627
0,11092114
0,11093848
0,11143286
0,11145562
0,11170009
0,11241777
0,11277657
0,1129167
0,11303287
0,11321499
0,11331451
0,11348048
0,11369929
0,11426536
0,11430755
0,11433387
0,11480358
0,11494539
0,11498105
0,11506525
0,11563444
0,11618814
0,11667023
0,11688625
0,11689599
0,11696717
0,11797
0,11838315
0,11865258
0,11869971
0,11893185
0,1192653
0,11930488
0,11963302



TRINITY DN20687 c12 gl i4
TRINITY DN23622 c0_gl i7
TRINITY DN21259 ¢l g2 il
TRINITY DN23280 cl_g4 il0
TRINITY DN26591 ¢l gl il
TRINITY DN25467 c2 gl i2
TRINITY DN24788 ¢c0 gl il
TRINITY DN21655 cl gl il5
TRINITY DN22692 c0 gl i3
TRINITY DN22634 c0 gl i2
TRINITY DN20611 ¢3 g2 il
TRINITY DN44713 c0_gl il
TRINITY DN25552 c0 gl i8
TRINITY DN20665 c5 g2 il
TRINITY DN26486 c0 gl _i4
TRINITY DN25008 cl gl ill
TRINITY DN12634 c0 gl i5
TRINITY DN21579 c0_gl il
TRINITY DN23119 ¢3 gl il
TRINITY DN20369 cl g2 il
TRINITY DNI18636 c0 gl il2
TRINITY DN22626 c5_g3 i2
TRINITY DN10055 c0 gl il
TRINITY DN25772 c2 g3 il2
TRINITY DN24099 c0 gl i2
TRINITY DNI11664 c0 gl il
TRINITY DN15620 c0 gl il
TRINITY DN21394 c2 g2 il
TRINITY DN24099 c0 gl il
TRINITY DN23252 c6 gl il
TRINITY DN26057 ¢l gl _i4
TRINITY DN23729 c9 gl il
TRINITY DN21585 ¢l g6 il
TRINITY DN21216 c0_gl i2
TRINITY DN36501 c0 gl il
TRINITY DN48196 c0_gl il
TRINITY DN21139 ¢0 g3 i2
TRINITY DN26307 cl_g2 il5
TRINITY DN23317 ¢0 gl il2
TRINITY DN23459 c2 g2 i6
TRINITY DN24714 ¢0 g2 i9
TRINITY DNI18643 c0_gl i5
TRINITY DNI18587 c0 g2 il
TRINITY DN25276 cl gl il
TRINITY DN22334 c0 gl i42
TRINITY DN21073 c5 g2 il
TRINITY DN22164 ¢0 gl il2
TRINITY DN26425 cl gl i9

2470
1119
685
643
779
643
785
1126
1917
604
302
594
729
816
642
1043
550
500
479
510
1343
492
344
711
552
427
746
610
675
347
759
1144
354
1524
467
525
509
559
1123
361
565
364
871
917
1915
397
640
383

-0,741858
-0,477734
-1,42158
-1,08501
-1,11915
-1,18274
-1,16568
-0,550091
-0,743549
-0,488154
-0,921443
-1,06472
-1,07791
-0,982877
-0,852653
-0,72393
-0,815091
-1,21523
-0,928885
-1,13227
-0,855817
-0,713325
-1,10197
-1,24445
-1,23113
-0,333816
-0,580844
-1,10203
-1,25568
-1,12226
-0,0957582
-0,679481
-1,18185
-1,36813
-1,06288
-0,990804
-1,37446
-0,591193
-0,718082
-1,07307
-1,17592
-0,820432
-0,183437
-0,929021
-0,580766
-0,0970164
-0,42655
-0,591278
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-0,34258888

-0,375502658
-0,471756106
-0,322108663

-0,590863061
-0,34600849
-0,367282319
-0,370669955
-0,40070389

-0,493415903
-0,399623726
-0,506570018

-0,388654902
-0,511573399
-0,451575188

-0,373617082
-0,451575188
-0,399133242

-0,46052413
-0,409570855
-0,33935562
-0,334533013
-0,448722187

-0,424936074

-0,441594757

-0,340781301

-0,453361747

-0,322695305

-0,580796842

0,476751
0,0262053
0,098593
0,0319417
0,0189066
0,130451

0,00343698
0,00988666
0,0246779
0,00516569
0,083498
0,121662

0,0191379
0,0146203
0,0066211
0,0337393
0,223752
0,0609323
0,0150483
0,0244272
0,0385285
0,0761414
0,00804973
0,0341873
0,0307685
0,00567498

0,0205388
0,0151921
0,109815
0,0678817
0,00769684
0,0910693
0,00817887
0,0123547
0,0100026
0,177136

0,0180789

0,0604683

0,0739752
0,0347895

0,12021767
0,12023939
0,1205368

0,1206443

0,12151326
0,12162206
0,12217934
0,12233816
0,12253247
0,12253523
0,12266002
0,12297484
0,12303571
0,12317279
0,12322244
0,12352767
0,12421209
0,12426917
0,1245265

0,12589339
0,12599231
0,12627623
0,12645336
0,12655306
0,12661738
0,12674749
0,12682262
0,12713176
0,12817579
0,12822638
0,12834901
0,12838487
0,12891101
0,12900073
0,12908129
0,12934555
0,12937448
0,12939159
0,1296264

0,13000383
0,1309225

0,13136867
0,13172483
0,13207127
0,13210785
0,13220388
0,13289884
0,13293907



TRINITY DNI216 c0 gl il
TRINITY DNI18781 c0_gl i3
TRINITY DN21713_¢c0 g5 il
TRINITY DNI19379 cl gl i4
TRINITY DN20758 ¢c0 gl i3
TRINITY DNI19058 c0 g2 i2
TRINITY DN25008 cl g2 i8
TRINITY DN26138 c2 gl il
TRINITY DN24807 ¢l g2 i2
TRINITY DN24825 cl gl i3
TRINITY DN38114 c0 gl il
TRINITY DN24531 c0 gl i2
TRINITY DN21558 c0 gl i4
TRINITY DN24013 c2 gl i2
TRINITY DN38272 ¢0 gl il
TRINITY DN19484 c0 gl il3
TRINITY _DN19190 ¢0 gl il3
TRINITY DNI8662 c0 gl i2
TRINITY DN23569 ¢l gl il
TRINITY DN25239 cl gl i2
TRINITY DN22707 c0 gl ill
TRINITY DN11726 c0_g2 il
TRINITY DN35028 ¢c0 gl il
TRINITY DNI13126 c0 gl il
TRINITY DN24574 c0 gl i3
TRINITY DN22527 cl g5 il
TRINITY DN35841 c0 gl il
TRINITY DN22334 c0 gl il5
TRINITY DN10547 c0 gl il
TRINITY DN24729 c0 g2 i33
TRINITY DN26244 ¢l g3 i2
TRINITY DN23540 c2 g4 i2
TRINITY DN23579 ¢2 g2 il
TRINITY DN47926 c0_gl il
TRINITY DN23622 ¢0 gl i5
TRINITY DN29692 c0_gl il
TRINITY DNI18683 c0 gl i6
TRINITY DNI18144 c0 gl i2
TRINITY DN24691 ¢4 gl i7
TRINITY DN22277 c0_gl il
TRINITY DN20794 ¢l gl i4
TRINITY DN24531 c0_gl ill
TRINITY DN48681 c0 gl il
TRINITY DNI14664 c0 gl il
TRINITY DN26236 c2 gl i3
TRINITY DN24062 c2 gl i3
TRINITY DN22129 ¢l gl il2
TRINITY DN21597 c2 gl i4

492
376
369
477
1079
2458
545
302
375
473
580
2829
472
828
447
1630
1995
475
2317
473
515
336
361
725
1840
856
303
2245
936
1608
502
938
362
363
1090
330
771
479
622
447
1435
1699
353
610
810
4139
1851
2120

-0,511607
-0,0659649
-1,0052
-0,624348
-0,416071
-0,73414
-0,894642
-1,35456
-0,754772
-1,21617
-1,25354
-0,653813
-0,442734
-0,682748
-0,97767
-0,28703
-1,05415
-0,554122
-0,753288
-1,26942
-0,685338
-1,01717
-1,06833
-0,675542
-0,555881
-0,183194
-0,716873
-0,611362
-0,570989
-0,672485
-0,386081
-0,766421
-0,358594
-1,30124
-0,411258
-0,961853
-0,0825042
-0,192691
-0,349106
-0,734905
-0,679053
-0,603143
-0,354191
-0,0787622
-0,340128
-0,331476
-0,334772
-0,336071
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-0,311258889
-0,297888932

-0,435027374

-0,417900263

-0,390727381
-0,46442102

-0,380042123

-0,405466749
-0,356732654

-0,34284728
-0,487895441
-0,3579714
-0,38771039

-0,306285317

-0,320456022
-0,450915446

-0,349553643

-0,397885395

-0,334866666

0,0972782

0,00462219
0,0148764

0,193336
0,00895457
0,0454971
0,0108892
0,0154769

0,0143817
0,191236

0,0260807
0,204548
0,162004
0,365439
0,0148506
0,0121509

0,0196896

0,313908
0,164171
0,339802

0,0200137

0,00491516

0,0617858
0,379615
0,277181

0,13367839
0,13444877
0,1344661
0,13463391
0,1349009
0,13512928
0,13560934
0,13588938
0,13617946
0,13679577
0,13681054
0,13740931
0,13815269
0,13815841
0,13847683
0,13897023
0,13938027
0,13941858
0,1399884
0,14056197
0,14243236
0,14245194
0,14266357
0,14301817
0,14320591
0,14327214
0,14368929
0,14412038
0,14428801
0,14435012
0,144908
0,14611934
0,1490813
0,14937274
0,14980791
0,14997174
0,15015313
0,15169606
0,151718
0,15215434
0,15225853
0,15447468
0,15580138
0,15662313
0,15975419
0,16027664
0,16082814
0,16087383



TRINITY DN25608 c0 g2 il0
TRINITY DN24316_c0_g5 il
TRINITY DN23489 ¢l g2 il2
TRINITY DN21933 cl gl il
TRINITY DN25147 ¢3 gl i4
TRINITY DN23489 cl g2 il0
TRINITY DN14303 c0 gl i3
TRINITY DNI15692 c0_gl i2
TRINITY DN24818 ¢l g3 i2
TRINITY DN20252 c8 gl i3
TRINITY DN23782 ¢2 gl i7
TRINITY DN23630 c0_gl i6
TRINITY DN24691 ¢4 gl i6
TRINITY DN26111 c3_gl i4
TRINITY DN26095 ¢3 gl i2
TRINITY DNI16661 c0 gl i4
TRINITY DN22728 ¢l g6 il
TRINITY DN24321 c0_g5 il
TRINITY DN22261 ¢0 gl il2
TRINITY DN20969 cl gl i4
TRINITY DN25656 o4 gl il
TRINITY DN21236_c0_g2 il3
TRINITY DN22423 ¢0 g3 il
TRINITY DN19379 cl g3 il0
TRINITY DNI11 ¢0 gl il
TRINITY DN6700 c0 gl i2
TRINITY DN24729 ¢0 g2 i2
TRINITY DN24853 c0_gl i33
TRINITY DN20053 ¢4 g2 i5
TRINITY DN24691 c4 gl i3
TRINITY DN25868 ¢l gl i2
TRINITY DN21931 c3_g2 il
TRINITY DN10017 c0 gl il
TRINITY DN24231 c5 gl il
TRINITY DN19299 ¢0 gl i4
TRINITY DN25650 c0_g3 i3
TRINITY DN20208 c0 g2 i3
TRINITY DNG6146 c0 gl i2
TRINITY DNI16661 c0 gl i5
TRINITY DN22855 c4 g2 il
TRINITY DN21236 c0 g2 il2
TRINITY DN17901 c0 g2 i4
TRINITY DN25983 c0 g2 i3
TRINITY DN23664 c0_g2 il9
TRINITY DN24174 c0 g2 i7
TRINITY DNI18655 c0_gl i7
TRINITY DN23105 c0 g2 i3
TRINITY DN20182 c0_g2 i4

357
411
1762
643
2062
1777
432
1101
375
849
3016
715
546
1483
889
610
372
568
3610
2668
1830
2456
430
464
338
900
1593
1157
3283
539
1320
1060
469
420
1452
432
1876
676
376
304
2237
715
643
662
1010
1986
470
1676

-0,89929
-0,83464
-1,11338
-0,767178
-0,383752
-1,11494
-0,359121
-0,4042
-0,818246
-0,150221
-1,14967
-0,301986
-0,53539
-0,853685
-0,14557
-0,459812
-0,748806
-1,12052
-0,825564
-0,657314
-0,783203
-0,551135
-0,827316
-0,0296817
-1,00154
-0,986226
-0,690993
-0,22425
-0,871573
-0,307398
-0,772998
-0,27446
-0,800877
-0,380342
-0,758063
-0,393035
-0,822359
-0,372739
-1,08438
-0,811985
-0,53406
-0,0384327
-0,712106
-0,300772
-0,262605
-0,712316
-0,442465
-0,631281

-0,354146403
-0,317221102

-0,452120284

-0,467481348

-0,571043729

-0,399220452

-0,479058697
-0,473086489

-0,344538106
-0,320136388

-0,322272949
-0,408238596
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0,189552

0,160472

0,00821479

0,0302898

1,47229E-06
0,033494

0,16916
0,091959
1,66064E-05
0,0974181
0,0540066
0,394478

0,116496
0,0261734
0,10039
0,21727
0,246188
0,0779078

0,0904234
5,05042E-06

0,111395
0,0672565

0,16107662
0,16145444
0,16175841
0,16225026
0,16252653
0,16313997
0,16492239
0,16579403
0,16669166
0,16737509
0,16757819
0,17059978
0,17117717
0,17129517
0,17237483
0,17265648
0,17734579
0,17855764
0,17879076
0,1790192

0,18036587
0,18108345
0,18166527
0,18357367
0,18377717
0,18392961
0,18497836
0,18600587
0,18781337
0,19004377
0,19238488
0,19458608
0,19759497
0,19891368
0,19933285
0,20047755
0,20306088
0,20431125
0,20455599
0,20576317
0,2069513

0,21210077
0,22126282
0,22182042
0,22397071
0,22756615
0,23649542
0,23901489



TRINITY DN24174 c0 g2 il
TRINITY DN17229 c0 g2 i4
TRINITY DN24729 c0 g2 i47
TRINITY DN9594 c0 gl il
TRINITY DN21825 ¢2 gl i6
TRINITY DN20955 c0_gl i6
TRINITY DN18258 ¢0 gl i9
TRINITY DN24103 c0 gl i4
TRINITY DN23630 c0 gl i8
TRINITY DN26221 cl gl il
TRINITY DN30160 c0 gl il
TRINITY DN26057 cl_gl i3
TRINITY DN24996 ¢5 gl i2
TRINITY DN25019 c0_g2 i6
TRINITY DN22693 ¢l gl i8
TRINITY DN23191 c0 g3 i2
TRINITY DN21361 0 gl i2
TRINITY DN22334 c0_gl i27
TRINITY DN20351 c0 g3 i4
TRINITY DN12489 c0 gl il
TRINITY DN22277 c0 gl i4
TRINITY DN23664 c0 g2 i2l
TRINITY DN41590 c0 gl il
TRINITY DN24784 cl g3 i2
TRINITY DN15601 c0 gl il
TRINITY DN21259 cl gl i5
TRINITY DN22477 ¢l g2 il0
TRINITY DN20852 c2 g2 i2
TRINITY DN24062 c2 g2 i7
TRINITY DN23663 c2 g5 i2
TRINITY DN18949 ¢l gl i5
TRINITY DN21597 2 gl ill
TRINITY DN21314 c0 g2 i8
TRINITY DNI16389 c0 gl i2
TRINITY DNI9047 c0 gl i4
TRINITY DN25698 cl g3 i6
TRINITY DN20380 ¢c8 gl i4
TRINITY DN25200 c3 gl il7
TRINITY DN6345 c0 gl il
TRINITY DN26642 c8 gl i2
TRINITY DN26362 ¢l g2 i2
TRINITY DN22973 cl gl i2
TRINITY DN26201 ¢2 gl il
TRINITY DNI18520 c0 gl i2
TRINITY DN21557 0 g2 ill
TRINITY DN22973 cl gl i3
TRINITY DN20969 ¢2 gl il4
TRINITY DN22107 c0_g2 il

1022
1789
1386
388
978
1329
963
1019
918
766
718
432
672
955
514
1928
556
1781
1039
1186
578
732
320
2360
720
636
1196
1144
3301
893
321
2162
2064
858
886
633
822
472
368
1100
628
680
1003
1032
2137
726
3408
1142

-0,264709
-0,990594
-0,673696
-0,898053
-0,775578
-0,27354
-0,359948
-0,362826
-0,373342
-0,606304
-0,458267
-0,338677
-0,678535
-0,914518
-0,00568203
-0,55625
-0,291959
-0,497261
-0,486495
-0,491221
-0,528227
-0,311083
-1,03375
-0,488275
-0,828994
-0,50836
-0,569654
-0,211187
-0,34256
-0,076945
-0,524512
-0,316465
-0,253494
-0,294973
-0,484677
-0,825096
-0,641491
-0,092296
-0,951582
-0,50025
-0,605002
-0,371938
-0,336018
-0,735716
-0,118222
-0,16611
-0,264367
-0,415866
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-0,472287167

-0,361682476

-0,409039114

-0,411083256

-0,381016194

-0,344426059

-0,502343316

-0,387766253
-0,472767759

0,0497849
0,056919

0,307775

0,279633
0,0640699
0,147335
0,0792293
0,282428
0,12149
0,216567
0,184866

0,151662

0,0436368

0,143715

0,0249175

0,199292

0,151928

0,186676

0,24007626
0,24020505
0,25037566
0,25116714
0,25269753
0,25359489
0,26041396
0,26100919
0,26188777
0,26294871
0,26522022
0,26635833
0,26665364
0,2668913

0,27390312
0,27445479
0,27814046
0,2842549

0,28593588
0,2888223

0,28986347
0,2934927

0,29359728
0,29904135
0,30021086
0,30087898
0,30216348
0,30254803
0,30477017
0,30699372
0,30705298
0,3072019

0,30722101
0,31048936
0,31342383
0,31464355
0,31518008
0,32620931
0,32982984
0,33141704
0,33849049
0,33877253
0,35243782
0,36483999
0,36760831
0,36880171
0,36948343
0,37414521



TRINITY DN22477 cl g2 i7
TRINITY DNI16430 c0_gl i7
TRINITY DN22477 cl g2 il4
TRINITY DNI18490 c0 gl i2
TRINITY DN25030 cl gl il3
TRINITY DNI18660 c0_gl_i5
TRINITY DN22693 ¢2 g3 il
TRINITY DN3617 c0_g2 il
TRINITY DN32461 c0 gl il
TRINITY DN20208 c0_g2 i7
TRINITY DN19379 cl g3 il2
TRINITY DN22830 c3 g2 i5
TRINITY DN25366 cl g2 i2
TRINITY DN27370 c0_gl il
TRINITY DN16430 c0 gl i4
TRINITY DN24928 c0 g3 i4
TRINITY DNB8439 c0 gl i2
TRINITY DN42011 c0_gl il
TRINITY DN10547 0 gl i2
TRINITY DN22124 c0_g2 i7
TRINITY DN51276 c0 gl il
TRINITY DN24151 c0 gl i2
TRINITY DN21112 c6 gl i31
TRINITY DN17121 c0_g2 il
TRINITY DN21968 c0 gl i2
TRINITY DN21665 cl_g6 il
TRINITY DN22462 c3 gl i2
TRINITY DN25621 c2 gl i3
TRINITY DN23038 c0 g2 i5
TRINITY DN22973 cl g3 il0
TRINITY DN17121 c0 gl i3
TRINITY DN12933 c0 gl il
TRINITY DN22973 c0 gl i5
TRINITY DN19795 c0_g2 il0
TRINITY DNI8035 c0 gl i4
TRINITY DN25366 cl_g2 il
TRINITY DN49414 c0 gl il
TRINITY DN19795 c0_g2 i6
TRINITY DN49933 c0 gl il
TRINITY DN23664 c0_g2 i7
TRINITY DN22973 c0 gl i7
TRINITY DNI15305 c0 gl i2
TRINITY DN22973 c0 gl i4
TRINITY DN24231 c5_g4 i2
TRINITY DN22728 cl g3 i9
TRINITY DN24962 c0_g2 i3
TRINITY DN16422 0 gl i2
TRINITY DN25307 cl gl i4

1278
978
1290
806
2811
1363
372
639
381
1636
503
784
316
637
1010
315
672
384
864
950
307
1068
4986
300
1350
321
2090
991
1758
368
587
797
347
2110
1308
298
375
1973
768
803
380
1568
455
519
1813
726
952
2262

-0,540959
-0,30316
-0,54334
-0,023144
-1,17442
-0,656915
-0,489199
-0,371327
-1,24263
-0,687222
-0,0522535
-0,145627
-0,467996
-0,579646
-0,312452
-0,173155
-0,739822
-1,05501
-0,240095
-0,316982
-0,725775
-0,212138
-0,816639
-0,570393
-0,136046
-0,336543
-0,292571
-0,849904
-0,334835
-0,496401
-0,0858468
-0,0664759
-0,615491
-0,789745
-0,0541553
-0,426025
-0,12227
-0,847636
-0,430471
-0,137554
-0,530732
-0,0402601
-0,180225
-0,196536
-0,0881269
-0,182434
-0,534134
-0,406251

-0,351739666

-0,399051122

-0,403058037

-0,449091043

-0,39984923
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0,100383
0,153772
4,796E-07

0,142594

0,0601864
0,210583

0,0496399

0,292588

0,18825

0,105972

0,404479
1,33591E-05

2,27445E-06

0,00322434
0,148632
0,378137
1,89757E-05

0,046017

0,00980859

0,192834

0,00810196

1,89757E-05
0,16653

0,228174

0,38404353
0,38582076
0,38713859
0,39092512
0,39833656
0,39918293
0,39977504
0,40728966
0,4213262

0,42388637
0,42745992
0,43160964
0,43358168
0,43783268
0,44170279
0,44222252
0,45558581
0,45991199
0,46532194
0,46932496
0,47290198
0,47468297
0,47929779
0,49091742



TRINITY DN26331 c5 gl il
TRINITY DN22973 cl g2 i2
TRINITY DN26113 ¢2 gl i3
TRINITY DN11372 c0_g2 il
TRINITY DN3987 c0 g2 il
TRINITY DN23287 c0_g2 i4
TRINITY DNI8038 c0 gl il
TRINITY DN22973 c0 gl il
TRINITY DNI12651 c0 g2 il
TRINITY DN24843 c0_gl il0
TRINITY DN20352 c4 g5 il2
TRINITY DN24358 cl g5 i7
TRINITY DN17673 c0 gl i3
TRINITY DNI18255 c0_gl il
TRINITY DNI19675 cl gl i4
TRINITY DN12528 c0_gl i3
TRINITY DN25866 c0 g2 i4
TRINITY DN41220 c0 gl il
TRINITY DN19440 c0 gl i2
TRINITY DN22698 c0 g2 il
TRINITY DN42111 c0 gl il
TRINITY DN21716 c0_gl_i4
TRINITY DN23301 c0 g2 il
TRINITY DN18038 c0_gl i5
TRINITY DN19807 c0 gl il2
TRINITY DN23301 c0 g2 i4
TRINITY DN25665 c0 g2 il
TRINITY DN25146 c3 g2 ill
TRINITY DN25743 ¢l gl i2
TRINITY DN22986 c0_gl i7
TRINITY DN31570 c0 gl il
TRINITY DN18922 c0_gl il0
TRINITY DN21655 cl gl il3
TRINITY DN26294 c0_g2 i3
TRINITY DN22529 c2 gl i9
TRINITY DN20171 c3_g5 il
TRINITY DN3898 c0 gl il
TRINITY DN24871 cl_g2 i6
TRINITY DN15394 0 gl i2
TRINITY DN21366 _cl_gl_il5
TRINITY DNI8721 c0 gl i2
TRINITY DN21716_c0_gl il
TRINITY DN24766 c2 g2 i9
TRINITY DN16664 c0_gl i3
TRINITY DN22973 cl gl i4
TRINITY DN22164 c0 gl ill
TRINITY DN22033 cl g2 il
TRINITY DN22693 cl gl i7

329
380
339
419
310
1385
353
348
393
463
2405
1916
1119
728
372
320
412
826
1795
748
391
835
316
371
2101
328
689
1792
1966
559
315
1295
1751
1213
2000
1035
426
1173
348
2580
859
988
1097
1152
422
1501
1718
540

-1,0125
-0,223048
-1,52383
-0,798171
-0,819436
-0,58299
-0,961744
-0,541666
-0,561173
-0,72009
-0,419773
-0,376917
-0,410381
-0,38136
-0,30678
-1,01545
-0,718858
-0,00372846
-0,0133248
-0,148648
-0,966443
-0,159305
-1,27061
-0,979162
-0,351543
-1,26573
-0,0156171
-0,538717
-0,359862
-0,144793
-0,729917
-0,201953
-0,398693
-0,514719
-0,614175
-0,406551
-0,721222
-0,415093
-0,19934
-0,0846076
-0,300355
-0,0679118
-0,226964
-0,507379
-0,0203997
-0,4616
-0,322185
-0,0172749
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-0,399699975
-0,438940846
-0,379100361

-0,439454126

-0,343239998

-0,335043424

-0,426233797

-0,336566562

-0,415855154

0,0685917
0,165119
7,62483E-06
0,110494
0,128025

0,182952
1,89757E-05
0,00304296
0,151343

0,108037

0,167706
0,0468966
0,108313

0,291285
0,0370544
0,273697
6,09424E-07
0,176365

6,09424E-07

0,201506

0,174112
0,130466

0,0932035
0,0996803
0,150719

0,31041

0,169635

0,020842



TRINITY DN24224 cl gl i7
TRINITY DN23579 c2 gl i6
TRINITY DN22482 c0 g2 il2
TRINITY DN22482 c0 g2 i8
TRINITY DN20790 c2 gl i2
TRINITY DN22913 cl gl i4

1467
1167
1050
1053
1363
2025

-0,331906

-0,000545712

-0,0233143 0,392504
-0,0231549 0,392504
-0,322236

-0,0258182
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Anexo 3. Elemento SECIS en eucariotas
80S

S N\
g9
eEFsec

Proteina en sintesis
* Adaptado de Clark y Pazdernik, 2013.
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Anexo 4. Datos de conservacion estructural mediante Crossalign.

Familia Transcripto Cédigo Distanci val Correla Aligne T c A G GC leng Optim Free Freque Ensem Centro
a or tion d u) cont th al energy of noy of ble id
estructu P Reglo ent Second the the diverst second
ral nin ary thermodyn MFE ty ary
‘normallz the Structu structu. structu.
ada ‘Longe re ensemble rein rein

I3 Minim the dot-
Profll um ensem bracke
e Free ble t
Energy notati
(keal/ on
mol) minim
um
free
energy
{keal/
mol)

Solanum_lycopers Inc_RNA:Solyc04r02221 0,095 115 30 7, 23 37 45 707 -145,1 -158,7 0 2294 85,76
e icum 0.1 s
gene=Solyc04r022210.1

Brassicace Brassica_rapa BRAP_LNC003139.3 323- 2
ae

, 23 43 52 100 -242,1 2588 0 2209 -189,8
gene=BRAP_LNC003139 2 998 A 2

Actinidiac Actinidia_chinensi ACHI_LNC008871.8 0,099 01 0,89 162- 2 33 31 12 46 756 79,67 92,21 0 167,3 28,61
eae s gene=ACHI_LNC008871 6 837 6 2 3 8

Fabaceae Vigna_radiata LNC000907.1 0,201 02 .9 1334- 29 0 34 4 36 187 3922 4295 0 582,4 -256,5
gene=VRAD_LNC000907 7 2009 8 6 8 9 8 3

Euphorbia Manihot_esculent MESC_LNC006791.5 0,103 03 0,89 232- 25 11 28 34 46 791 2036 2164 0 162,9 -170,7

ceae a gene=MESC_LNC006791 9 907 8 6 2 4 2

Linaceae Linum_usitatissim LUSI_LNC005493.9 0,104 04 0,89 34- 32 13 26 26 40 984 -253,8 2726 0 366,6 1222

um gene=LUS|_LNC005493 5 709 6 6 9 8 1

Fabaceae Arachis_ipaensis AIPA_LNC002320.2 0,108 09 0,86 408- 27 s, 17 49 55 257 46,6 51,28 0,05 45,79 -20

gene=AIPA_LNC002320 3 665 2 8 9

Fabaceae Pisum_sativum PSAT_LNC036744.6 0,108 1 0,84 278- 29 s, 23 41 a7 363 51 57,79 0 105,2 31,5
gene=PSAT_LNC036744 641 2 2 7 9 5

Citrus_sinensis CSIN_LNC002075.6 122- 23 8, 15 53 61 360 65,2 72,91 0 103,1 29,5
gene=CSIN_LNC002075 482 3 3 3 s 8

Euphorbia Jatropha_curcas JCUR_LNC000659.5 0,109 09 0,81 199- 30 7, 14 47 55 270 53,5 59,74 0 67,23 42,7
ceae gene=JCUR_LNCO00659 5 469 4 8 8

Brassicace Arabidopsis_thalia ATHA_LNC000044.2 011 0,87 278- 28 12 27 32 a4 441 41217 1303 0 146,9 69
a na gene=ATHA_LNC000044 719 3 5 2 3

Fabaceae Lupinus_angustifo LANG_LNC003548.1 0111 0,85 300~ 29 7, 26 37 45 445 91 99,07 0 142,2 35,1
lius gene=LANG_LNC003548 745 4 3 3 5

Solanacea Solanum_pimpine SPIM_LNC000101.1 0111 09 0,86 449- 31 8, 19 39 48 223 49,5 52,8 0,47 77,58 -11,9
e lifolium gene=SPIM_LNC000101 7 672 8 5 7 9

Fabaceae Cicer_arietinum CARI_LNC003190.12 0,113 1 0,83 319- 30 6, 19 42 49 414 74,47 83,9 0 1382 25,2
gene=CARI_LNC003190 733 Kl 5 8 8 1

Asteracea Lactuca_sativa LSAT_LNC001553.1 0,113 09 079 191- 29 4, 17 a8 53 256 27,7 34,83 0 91,75 51

B gene=LSAT_LNC001553 9 447 7 3 6 A

Solanacea Solanum_tuberos STUB_LNCOD5069.36 172- 31 7, 21 40 48 414 75,1 -84,22 0 1544 26

e um gene=STUB_LNC005069 586 2 5 3 E 3

Fabaceae Glycine_max GMAX_LNC003740.2 0,84 30- 30 9 21 39 8 491 -110,1 -120,7 0 167,8 58,5
gene=GMAX_LNC00374 521 5 K E
0

Fabaceae Trifolium_pratens TPRA_LNC000558.12 0,83 235- 32 6, 19 41 a7 412 81,9 90,82 0 105,3 59,42
e gene=TPRA_LNC000558 647 8 1 9 3 8

Fabaceae Phaseolus_vulgari PVUL_LNC003538.18 0,118 0,82 308- 28 5, 23 42 48 518 -89,8 -99,13 0 139,8 -49,73
s gene=PVUL_LNC003538 826 2 8 7 3 6




Araliaceae Panax_ginseng PGIN_LNC002793.4 0,119 0,84 109- 30 10 25 34 45 643 -144,9 -157,1 187,6 97,14
gene=PGIN_LNC002793 752 5 3 2 3

Rubiaceae Coffea_arabica CARA_LNC007267.26 0,125 0,82 229- 30 8, 25 35 a4 495 -104 12,4 76,76 97,7
gene=CARA_LNC007267 724 A 3 9 8
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