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RESUMEN

Debido al cambio climético y al crecimiento poblacional se requiere consumir alimentos con
buena calidad nutricional para evitar enfermedades como la anemia, siendo la seleccién de
especies con potencial alimenticio una de las alternativas mas sustentables y sostenibles.
Dentro de estas especies, el tarwi es una excelente opcion por tener altas concentraciones de
hierro en la semilla, pese a crecer en suelos marginales. Esta caracteristica del tarwi revelaria
un eficiente mecanismo de absorcion, transporte y almacenamiento de hierro, el cual puede
ser utilizado para generar cultivares biofortificados a bajo costo, siendo esta la finalidad de
la tesis. Para ello, primero se identificaron seis accesiones con concentraciones apropiadas
de Fe, Zn, B, Cu y Mn para una dieta saludable sin afectar las caracteristicas fisicas de las
semillas, las cuales fueron: T05, T08, T25, P14, P16 y P21. Luego, con herramientas
bioinformaticas se identificaron y caracterizaron funcionalmente a 16 proteinas asociadas a
la absorcion, transporte y almacenamiento de hierro. Finalmente se evaluaron los cambios
de expresion de los genes, de las correspondientes proteinas analizadas in silico, con la
accesion T25 y el cultivar Andenes (control) revelando que los genes AHA2, FER2, NAS1,
YSL1, NRAMP1, NRAMP3, VIT1 y TC21 son criticos para mejorar la adaptabilidad y las
concentraciones de hierro a nivel de semillas en tarwi por su elevada expresion bajo

deficiencia de hierro.

Palabras claves: Lupinus mutabilis, hierro, biofortificacién, expresion genética



ABSTRACT

Due to climate change and population growth, consuming foods with good nutritional quality
IS necessary to avoid diseases such as anemia. Among the alternatives to combat amenia,
selecting species with food potential is one of the most sustainable alternatives, tarwi being
an excellent option. Despite growing in marginal soils, this species has a high concentration
of iron in seeds, which would indicate that it has an efficient mechanism of absorption,
transport, and storage of this mineral is critical for generating biofortified cultivars at low
cost, being the purpose of this thesis. First, six accessions with appropriate concentrations of
Fe, Zn, B, Cu and Mn for a healthy diet without affecting the physical characteristics of the
seeds were identified: TO5, T08, T25, P14, P16 and P21. Then, using bioinformatics tools,
16 proteins associated with iron absorption, transport and storage were identified and
functionally characterized. Finally, gene expression changes of the corresponding proteins
analyzed in silico were evaluated with the accession T25 and the cultivar Andenes (control),
revealing that the genes AHA2, FER2, NAS1, YSL1, NRAMP1, NRAMP3, VIT1 and TC21
are critical for improving adaptability and iron concentrations at the seed level in tarwi due

to their high expression under iron deficiency.

Keywords: Lupinus mutabilis, iron, biofortification, genetic expression



l. INTRODUCCION

La poblacion mundial podria alcanzar los 9 100 millones de personas para el 2050 y para
ese momento la produccion de alimentos debera mantenerse al menos en un 70 % (FAO,
2016). En la actualidad, se busca incrementar no solo la produccion, sino también la calidad
nutritiva de los alimentos, debido a los problemas graves de salud que pueden ocasionar la

deficiencia de estos en el ser humano (Finkelstein et al., 2017).

El consumo de alimentos con cantidades inadecuadas de nutrientes puede propiciar
enfermedades cronicas muy relevantes a nivel mundial y entre ellas tenemos a la anemia.
Esta enfermedad cronica se debe principalmente a la ingesta de alimentos bajos en hierro
(Medlineplus, 2020) y afecta al 27% de la poblacién mundial, siendo las mujeres y nifios los
mas vulnerables (Jeng y Chen, 2022). En el Per, los nifios menores de tres afios son los méas
afectados por esta enfermedad con porcentajes de prevalencia en costa, sierra'y selva de 48.8,
44.6 'y 33.9 %, respectivamente (Diaz-Rodriguez et al., 2022). Esta enfermedad cronica es
muy grave porque afecta las habilidades cognitivas en los nifios y productivas en los adultos,
reduciendo la capacidad competitiva laboral (Haas y Brownlie, 2001). Pese a que la anemia
estd asociada generalmente a un consumo de alimentos bajos en hierro (Piskin et al., 2022),
cabe resaltar que existen afecciones crénicas que alteran la permeabilidad del intestino
delgado, impidiendo la absorcidon de hierro y entre ellas tenemos: la enfermedad inflamatoria
intestinal (Malesza et al., 2022) y la gastritis (Noto et al., 2022), recomendando para estos
casos una suplementacion de hierro via intravenosa (Bischoff et al., 2022). Por ende, es
indispensable impulsar una cultura de consumo de alimentos més saludables desde las
primeras etapas de vida, con el objetivo de combatir de forma efectiva estas afecciones y, en

paralelo, la anemia.

Una alternativa de bajo costo para combatir la anemia es identificar, dentro de nuestra
agrobiodiversidad, especies vegetales con alto contenido de hierro, siendo el tarwi (Lupinus
mutabilis S.) una excelente opcion. Esta especie se caracteriza por su alto contenido de
proteinas (41-51%), acidos grasos (14-24%) (Chirinos-Arias, 2015), calcio (0.12%), fésforo
(0.6%) y hierro (78.45 ppm) (Ortega-David et al., 2010 Alcibiades y Granara, 2015).



Estos antecedentes incrementan el interés por estudiar los mecanismos genéticos que
permiten a esta especie mantener la calidad nutritiva bajo condiciones de suelos marginales.
Estos mecanismos genéticos contribuyen a mantener las concentraciones de hierro
necesarias para un buen funcionamiento de los procesos bioldgicos bajo deficiencia
concentraciones inadecuadas de este mineral en el suelo (Curie y Briat, 2003). El
conocimiento de las estrategias asociadas a la homeostasis de hierro en tarwi a nivel
vegetativo es esencial, porque nos permitira identificar a los genes con alta expresion
asociados a la absorcién y/o acumulacion de hierro de forma mas eficiente en esta planta y
esto servira como punto de partida para generar cultivares biofortificados cuyo consumo

reduzca la incidencia de anemia en el Per.



II.  REVISION DE LITERATURA

21 TARWIY SU IMPORTANCIA

El tarwi, también conocido como chocho o tarhui es una leguminosa cuyo origen se sitla en
la region andina de Peru, Bolivia y Ecuador (Huaringa-Joaquin et al., 2023). Su valoracion
como cultivo se remonta desde periodo inca; sin embargo, durante la invasion espafiola fue
desplazado, siendo sustituido por otros cultivos (Escobar-Navia et al., 2023, Jacobsen et al.,
2023). Actualmente, el tarwi tiene un area cultivada de dos millones de hectareas a nivel
mundial, de las cuales el 60 % son destinados para la produccién de grano y el 40 % para
forraje, siendo Australia y Espafia, lo mayores productores (Tapia, 2015). En Per, los
departamentos donde se cultiva esta leguminosa son la Libertad, Cuzco, Apurimac,
Huancavelica y Puno con rendimiento promedios de 4681, 3087, 2232, 1783 y 1350

toneladas, respectivamente (Puma Quispe, 2023).

En 2023, la productividad de esta leguminosa incrementd en un 2 % gracias a la
aceptabilidad del grano como alimento nutritivo, permitiendo su revaloracion (Chillitupa
Arredondo, 2023). De acuerdo a Mamani (2023), la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y Alimentacion (FAQO) define al tarwi como un super alimento capaz de
salvaguardar la seguridad alimentaria por su alto potencial nutritivo y nutracettico (Figura
1). En lo nutritivo esta leguminosa se caracteriza por su alto contenido de proteinas (41 a 51
%) y acidos grasos esenciales (14 a 24 %), superando incluso a la soya (Rodriguez-Ortega
et al., 2023) Ademas, las concentraciones de hierro (44.67 a 88 ppm) y zinc (35.67 a 52.67
ppm) en las semillas de tarwi superan a lo establecido por HarvestPlus (Fe > 42 ppmy Zn >
28 ppm) para considerarlo a un alimento como biofortificado (Vera-Vega et al., 2022).
Ademas, las concentraciones de boro (16.67 a 34 ppm) presentes en las semillas de tarwi son
mayores a las de otros alimentos considerados biofortificados para este mineral (Kuru et al.,
2019). Ademas, es fuente de potasio (1.22 %), magnesio (0.24 %), calcio (0.12 %), fosforo
(0.6 %), manganeso (36.72 ppm) y cobre (12.65 ppm), y vitaminas como tiamina, riboflavina
y niacina en concentraciones de 0.51, 0.42 y 4.1 mg/100g de alimento, respectivamente

(Sequeiros Huachaca, 2022). Respecto a los antinutrientes (Figura 1), el tarwi contiene inhi-



bidores de inhibidores de tripsina y hemaglutininas en muy bajas concentraciones , las que
disminuyen aun més durante el proceso de desamargado (Mendoza Ocampo, 2022).

En lo nutracedtico, el tarwi presenta metabolitos como el tamoxifen que es una isoflavona
capaz de unirse a los receptores de estrégenos, siendo una alternativa para la prevencion del
cancer de mama (Davies et al., 2013), enfermedades cardiovasculares, osteoporosis y
sintomas menopadsicos (Galvez et al. 2008). Por otro lado, las semillas y hojas de tarwi
presentan propiedades antileishmanial (Leishmania sp.) y antitripanosomial (Trypanosoma
cruzi) (Huamén et al., 2013). Por otro lado, esta leguminosa presenta alcaloides
quinolizidinicos con propiedades antimicrobianas capaces de controlar cepas bacterianas

resistentes causantes de la tuberculosis (Hidalgo et al., 2022).

Estos estudios en tarwi han generado la necesidad de explorar esta leguminosa a nivel
genético para identificar genes funcionales o regulatorios asociados a estos rasgos; sin
embargo, al no tener un genoma de referencia, los estudios han sido enfocados en analizar
la variabilidad genética y expresion global de genes (Taylor y De Angelis, 2020). Las
técnicas asistidas por marcadores moleculares fueron utilizadas para explorar la diversidad
genética inter e intra poblacional en tarwi (Guilengue et al., 2019), siendo las secuencias
intercaladas entre Microsatélites (ISSR) y Secuencias Simples Repetidas (SSR) las méas

utilizadas para este tipo de estudio (Gulisano et al., 2019).

Recientemente, Ramos (2021) y Hidalgo (2021) realizaron estudios de expresion global en
tarwi bajo floracion y estrés hidrico, secuenciando el transcriptoma por medio de la técnica
de ARNseq y utilizando herramientas bioinformaticas para su anotacion y analisis. Respecto
a los estudios de Ramos (2021) se identificaron genes asociados a la biosintesis de
fenolpropanoides, interconversiones de pentosas y glucuronato, entre otros; mientras que
Hidalgo (2021) determind genes funcionales asociados a canales y transportadores,
detoxificacion, sintesis de fosfolipidos, osmolitos y fotosintesis, y ademas genes regulatorios

relacionados a hormonas, modificacion de cromatina y factores de transcripcion.



COMPONENTES NUTRICIONALES

*  Proteinas

+  Acidos grasos esenciales
*  Macroelementos

*  Microelementos

*  Fitoquimicos

POTENCIAL NUTRACEUTICO

* Reduce el riesgo de enfermedades
cardiovasculares

*  Accién hipoglicémica

COMPONENTES ANTINUTRICIONALES * Reduce la hipertension

*  Mejora la funcién intestinal

* Fitatos * Combate sepas bacterianas causantes de
*  Taninos la tuberculosis
*  Saponinas * Previene el cancer de mama

*  Alcaloides
* Lectinas
* Inhibidores de proteasas

Figura 1. Componentes nutricionales, nutracedticos y antinutricionales en tarwi

2.2 SITUACION ALIMENTARIA EN EL PERU Y EL MUNDO

2.2.1 Importancia del hierro en la dieta humana

Desde la antiguedad, el hierro ha sido considerado como un nutriente importante en la dieta
humanay los primeros reportes de su utilizacion en la medicina datan de las culturas egipcia,
hindd, griega y romana (Forrellat Barrios, 2016). Sin embargo, en 1932 se demostrd su
importancia para la salud humana al comprobarse que el hierro inorganico es esencial para
la sintesis de hemoglobina (Abbaspour et al., 2014). Actualmente se reconoce la
participacion del hierro en méas de 100 enzimas que son de vital importancia para un correcto
crecimiento y desarrollo del cuerpo humano. Algunas de sus principales funciones son la
sintesis de ADN, al ser parte de la enzima ribonucleétido reductasa (Toxqui et al., 2010), el
transporte y almacenamiento de oxigeno, asi como para la sintesis de ATP (Yip, 2003). A
pesar que el hierro interviene en la sintesis de una multitud de proteinas y enzimas, cabe
mencionar que casi 2/3 del hierro del cuerpo se localiza en la hemoglobina, el 25% se

encuentra en las reservas movilizables y el resto esta unido a la mioglobina (Grijota Pérez,



2016). No obstante, una insignificante fraccion de este mineral se encuentra formando parte
de una amplia variedad de enzimas relacionadas a los procesos asociados con el metabolismo
oxidativo y otras funciones celulares (Abbaspour et al., 2014). La estrategia para mantener
la homeostasis de hierro en el organismo se basa en un continuo reciclaje y estricta
conservacion de este mineral (Forrellat Barrios, 2016). Ademas, el cuerpo debe recibir un

suministro diario de hierro y esto puede variar segun la edad y el sexo (Tabla 1).

Tabla 1. Requerimiento diario de hierro por edad y sexo

Etapa de la vida Cantidad recomendada
Bebés hasta los 6 meses de edad 0,27 mg
Bebés de 7 a 12 meses de edad 11 mg
Nifos de 1 a 3 afios de edad 7 mg
Nifios de 4 a 8 afos de edad 10 mg
Nifos de 9 a 13 afios de edad 8 mg
Adolescentes (varones) de 14 a 18 afios de edad 11 mg
Adolescentes (nifias) de 14 a 18 afios de edad 15 mg
Hombres adultos de 19 a 50 afios de edad 8 mg
Mujeres adultas de 19 a 50 afios de edad 18 mg
Adultos de 51 0 mas afios de edad 8 mg
Adolescentes embarazadas 27 mg
Embarazadas 27 mg
Adolescentes que estan amamantando 10 mg
Mujeres que estan amamantando 9 mg

Fuente: NIH (2023).

La fuente de hierro dietético presenta dos origenes: hemo y no hemo. El hierro hemo
proviene de las carnes rojas y blancas, el cual puede ser absorbido por el cuerpo hasta un
50% (Jumbo Crisanto, 2016). En cambio, el hierro no hemo se encuentra en los alimentos
de origen vegetal, unido a proteinas como la ferritina que permite su facil biodisponibilidad
(Gutiérrez Mesias, 2023). Sin embargo, este micronutriente también forma complejos
moleculares que son de naturaleza insoluble, lo que no permite su absorcion por el intestino
delgado y son conocidos como antinutrientes (Martinez-Valverde et al., 2000). Entre los mas
comunes tenemos al cido fitico, caracterizado por ser un acido orgénico que contiene
principalmente fosforo, y se ha reportado que también secuestra micronutrientes como hierro
(De-Paula et al., 2018). Este antinutriente lo podemos encontrar en especies cultivadas como
Glycine méaxima, Lens culinaris, Cicer arietinum, Arachis hipogaea y Phaseolus vulgaris en
concentraciones que varian entre 386 a 714 mg/100 g de semillas (Popova y Mihaylova,
2019) y en los cultivos del género Vigna; presentan concentraciones de acido fitico que
oscilan entre de 312 a 1135.625 mg/100 g de alimento (Tresina y Mohan, 2012; Kakati et



al., 2010; kalidass y Mohan, 2012). Sin embargo, Lupinus mutabilis contiene 0.311 mg de
fitatos por 100 g de semillas, reduciéndose hasta en un 55 % producto del desamarrado
(Fernandez, 2017). Otro antinutriente es el tanino, que tiene la capacidad de ligarse al hierro,
evitando la absorcion de este nutriente, reduciendo su absorcion hasta un 60 % (Alvarez y
César, 2019). Se ha registrado en Phaseolus vulgaris una concentracién de taninos de 2961
mg/100 g de alimento (Shimelis y Rakshit, 2008); mientras que en Cajanus cajan y Glycine
maxima las concentraciones de taninos son de 1900 y 1590 mg/100 g de alimento (Sangronis
y Machado, 2007 y Sharma et al., 2013). Ademas, Popova y Mihaylova (2019) analizaron
semillas de Lens culinaris, Cicer arietinum y Arachis hipogaea registrando concentraciones
de taninos que van de los 180 a 1800 mg/100g de alimento. En cambio, en semillas de tarwi
tenemos una concentracion de taninos de 95.53 mg/100 g de alimento que, con el
desamargado, se reduce hasta un 80%, garantizando una mayor biodisponibilidad de hierro

(Fernandez, 2017) a diferencia de las otras especies de leguminosas.

Las saponinas son metabolitos secundarios que juegan un rol en la defensa contra los
patdégenos (Franco Jiménez, 2021). Sin embargo, este antinutriente interfiere con la
absorcion y digestion de nutrientes Garcia, 2004). Ante ello, es crucial tener un registro de
las concentraciones de saponinas en las especies cultivadas, con el objetivo de establecer
estrategias de mejora genética para brindar alimentos mas saludables. En Glycine maxima,
Lens culinaris, Cicer arietinum, Arachis hipogaea y Phaseolus vulgaris, las concentraciones
de saponinas se encuentran en el rango de 106-170 mg/100 g de alimento (Popova y
Mihaylova, 2019). Por otro lado, las concentraciones de este antinutriente en Lupinus albus,
Lupinus luteus, Lupinus angustifolius y Cicer arietinum flucttan entre 168 y 201 mg/100 g
de alimento (Sharma y Sign, 2017). En cambio, en Lupinus mutabilis, Ruiz et al. (1995)
reportan concentraciones de saponinas que oscilan entre 37.9 a 74 mg/100 g de alimento,
siendo estas concentraciones menores a las descritas anteriormente, lo que la posiciona como

un alimento mas seguro respecto a otras leguminosas.
2.2.2 Anemia, una deficiencia micronutricional

En el mundo existen muchas enfermedades no transmisibles asociadas a una ingesta baja en
nutrientes y entre las mas comunes tenemos a la anemia (Medlineplus, 2020). La incidencia
de esta patologia es muy importante para la salud pablica, porque si no es atendida en los
primeros afios de vida, puede repercutir en forma negativa en la capacidad cognitiva y

productiva de las personas (Haas y Brownlie, 2001), siendo ademas una de las principales



causas de muerte de mujeres gestantes durante el parto (Milman, 2011). Esta enfermedad no
transmisible se debe a mdltiples causas; sin embargo, la mas relevante es el consumo de
alimentos bajos en hierro (Medlineplus, 2020). Esta afeccion presenta tres estadios: 1) la
disminucion de las reservas de hierro en el cuerpo denominada deplecion de hierro, 2) la
deficiencia de hierro con disminucion de la eritropoyesis, viéndose afectada la sintesis de
hemoglobina, y 3) la anemia ferropénica, es el caso mas grave y se caracteriza por una
reduccion de la sintesis de hemoglobina (Vasquez, 2003). La anemia ferropénica afecta al
27 % de personas en el mundo (Jeng y Chen, 2022). En los paises industrializados, los grupos
mas vulnerables a la anemia son las mujeres embarazadas (18%) y los preescolares (17 %);
mientras que en los paises en desarrollo estos indices aumentan a 56 % y 42 % en mujeres
embarazadas y preescolares (Vasquez, 2003). En el Perd, los niveles de anemia contintan
siendo un problema para salud publica, en donde los nifios y mujeres gestantes son los mas
vulnerables (Diaz-Rodriguez et al., 2022; Silva Lopez, 2024). Para detener el avance de la
anemia en el Pert y en el mundo se han planteados multiples alternativas y entre ellas:
suministrar suplementos nutricionales ricos en hierro; sin embargo, estos generan
estrefiimiento (Mansilla et al., 2017). Por otro lado, existen programas interdisciplinarios
como Harvestplus, que trabaja en conjunto con instituciones académicas del sector publico
y privado de 40 paises del mundo con el objetivo de generar alimentos biofortificados. En el
Per, el Ministerio de Salud (MINSA), por medio de su programa accién contra el hambre,
promueve el desarrollo de investigaciones de cultivos biofortificados (Alcazar, 2012; Nestel
et al., 2006; Douthwaite et al., 2023).

2.3 BIODIVERSIDAD VEGETAL Y BIOFORTIFICACION CON HIERRO

La biodiversidad vegetal cuenta con especies de importancia econémica en el sector
agroindustrial, textil, medicinal, entre otros (Begossi et al., 2000). Sin embargo, las de interés
alimenticio son las méas criticas, porque su consumo favorece el rendimiento corporal y
cognitivo (Haas y Brownlie, 2001) y reduce la incidencia de enfermedades crénicas
asociadas a la deficiencia de nutrientes (Ruiz et al., 2014). Ante ello, muchos investigadores
en fitomejoramiento se enfocan en explorar la variabilidad de las especies vegetales
domesticadas, a fin de identificar material genético promisorio que sirva de base para la
obtencion de cultivares biofortificados en hierro y, entre las especies comerciales mas
estudiadas, tenemos: frijol, trigo y otras (Gomez-Galera et al., 2010). El frijol (Phaseolus
vulgaris) es una de las leguminosas méas consumidas a nivel mundial y, por esta razon, se

han comenzado a identificar genotipos biofortificados con hierro por medio de mejoramiento
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convencional (Petry et al., 2015). El Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT)
evalud 1000 accesiones de frijol comin y encontrd algunas que presentaban entre 34 a 89
ppm de hierro total (Della Valle et al., 2013). Ademas, Aliu et al. (2014), estudiando la
variabilidad micronutricional de una poblacion de frijol, encontrd que el contenido de hierro
en estos genotipos variaba entre 53.36 a 114 ppm. Asimismo, Aradjo et al. (2003), evaluando
una coleccion de genotipos, cultivares y lineas élites de frijol, encontrd que la magnitud de
la dispersion del contenido de hierros estuvo entre 83.5 a 104 ppm. En cambio, en otras
leguminosas como las habas, las alverjas, el frijol castilla, el garbanzo y las lentejas el
contenido de hierro vari6 entre 5 a 97.78 ppm (Baloch et al., 2014; Diapari et al., 2015;
Gerrano et al., 2017; Grewal et al., 2020; Karakoy et al., 2012). El trigo (Triticum aestivum)
es otra especie de interés alimenticio para generar cultivares biofortificados con hierro, por
tener una gran variabilidad fenotipica en torno a la concentracion de este mineral en la
semilla, encontrando genotipos de 15 a 109 ppm de hierro (Cakmak et al., 2004; Badakhshan
etal., 2013). Por otro lado, Badigannavar et al. (2016), evaluando el contenido de hierro 112

genotipos de sorgo, encontrd que las cantidades de este micronutriente varian entre 11 a 954

ppm.

2.4 HOMEOSTASIS DE HIERRO EN PLANTAS

El hierro es un micronutriente esencial para las plantas y su deficiencia puede repercutir en
procesos fisioldgicos implicados en su crecimiento y desarrollo tales como la respiracion,
biosintesis de clorofila y fotosintesis (Ishimaru et al., 2010). Sin embargo, este
micronutriente no puede estar en forma libre en las células porque puede reaccionar con los
radicales hidroxilos a través de la reaccion de Fenton, ocasionando dafios irreversibles a
nivel celular (Jeong y Guerinot, 2009). La compartimentalizacion de este micronutriente es
fundamental para evitar sus efectos téxicos y facilitar su biodisponibilidad para el buen
funcionamiento de la célula. Las biomoléculas que participan en su biodisponibilidad son
proteinas que intervienen en la toma de hierro del suelo hasta su almacenamiento y uso

dentro de las células vegetales (Mai y Bauer, 2016).
2.4.1 Absorcién y asimilacion de hierro en plantas

Las plantas, para crecer y desarrollarse, deben tomar los nutrientes necesarios del suelo
donde se encuentran (Morgan y Connolly, 2013). Sin embargo, estos suelos presentan
diversas caracteristicas que pueden facilitar o no la absorcion de nutrientes (Chapin, 1983).

En suelos donde los nutrientes no estén bajo su forma biodisponible, las especies vegetales
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han empleado estrategias para regular su homeostasis nutricional (Yoshiaki, 2021). Por
ejemplo, en suelos calcéreos el hierro se encuentra bajo la forma quimica de ion férrico o
Fe(l1l) (Nozoye et al., 2013). Ante esta situacion, las plantas desarrollaron mecanismos como
la reduccion de Fe(lll) a ion ferroso o Fe(ll) (forma bioasimilable) o la exudacién de
biomoléculas que atrapan el Fe(lll) para facilitar su ingreso a la raiz (Jeong y Guerinot,
2009). Ademas, estas estrategias estan presentes en plantas gramineas y no gramineas
(Figura 2).

a. Estrategia de absorcion de hierro en gramineas

Las especies gramineas, en respuesta a la deficiencia de hierro, liberan fitosideréforos a la
rizosfera. Dentro de estos fitosideroforos tenemos a la nicotianamina (NA) y la S-
Adenosilmetionina (SAM) que son biosintetizadas por las enzimas Nicotianamina sintasa
(NAS) (Nozoye 2018) y la S-Adenosilmetionina Sintetasa 3 (SAMS3) (Chen et al., 20164,
Mori y Nishizawa, 1987 y Binet et al., 2011). El fitosider6foro NA se caracteriza por ser un
aminoéacido no proteinogénico que fue descubierto por primera vez en el tabaco (Noma et
al. 1971). La NA se ha vuelto una biomolécula translocadora muy importante en la
homeostasis de hierro, ya que no solo facilita el transporte de hierro del suelo a la raiz, sino
también a las hojas e inclusive a las semillas (Kim et al., 2005; Masuda et al., 2009; Schuler
et al., 2012), convirtiendo a la enzima biosintetizadora de este fitosider6foro en pieza clave
para la generacion de cultivares tolerantes a la deficiencia de hierro (Johnson et al., 2011).
Para ello, se han realizado estudios de sobreexpresién de la enzima NAS en diversos cultivos
para confirmar la tolerancia. En soya, la sobreexpresion de la enzima HvVNAS1 ha
incrementado el contenido de hierro en semillas de 55 a 110 ppm (Nozoye et al., 2014). En
camote, la enzima NAS incrementd el contenido de hierro cinco veces mas en hojas en
comparacion con el testigo (Kim et al., 2005). En arroz, la sobreexpresion del gen HYNAS1
con ayuda del promotor CaMV 35 aumenté al doble el contenido de hierro en semillas
pulidas (Masuda et al., 2009). En cambio, en cebada el SAM es biosintetizado en repuesta a
la deficiencia de hierro (Takizawa et al.1996). EI NA secuestra el Fe(l1l) y el Fe(ll), y los
transporta al interior de la raiz por medio de la proteina transportadora Yellow Stripe Like 1
(YSL1) (Le et al., 2005). La proteina de transporte YSL1 se encuentra en la membrana
plasmatica de las células radiculares (Kumar et al., 2017) y se ha demostrado que la
expresion de este gen es mayor bajo deficiencia de hierro (Waters et al., 2006). En cebada
existe una proteina de transporte homdéloga a YSL1 conocida como Hordeum vulgare
Yellow Stripe 1 (HvYS1) que tiene afinidad por el fitosideréforo conocido como &cido
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mugineico (AM) para transportar el Fe(l11) al interior de la raiz (Inoue et al., 2009). En arroz,
la proteina YSL15 utiliza al 2’-desoximugineico (ADM) para transportar Fe(l11) al interior
de las células radiculares (Lee et al., 2009). A pesar que estas proteinas de transporte son
propias de las gramineas, se han encontrado en mdultiples especies, incluyendo

monocotiledoneas, dicotiledoneas, gimnospermas, helechos y musgos (Chen et al., 2014).
b. Estrategia de absorcidn de hierro en especies no gramineas

Las especies dicotiledoneas y monocotiledéneas no gramineas, bajo un panorama de
deficiencia de hierro, emplean estrategias para tomar este mineral no asimilable
convirtiéndolo en biodisponible (Jeong y Guerinot, 2009). Para facilitar el ingreso de hierro,
este grupo de plantas utiliza la exudacion de protones y acidos organicos con el objetivo de
generar las condiciones para convertir el Fe(lll) a la forma biodisponible que es el Fe(ll)
(Kobayashi y Nishizawa, 2012). Uno de los complejos que facilita la acidificacion de la
rizdsfera es la ATPasa (AHA) (Zhang et al., 2019). Esta enzima se localiza en la célula
radicular, exactamente en la membrana plasmatica y se ha demostrado que se expresa aun
mas bajo deficiencia de hierro (Yiy Guerinot, 1996). En Arabidopsis, se ha reportado que
la expresion de las enzimas AHA2 y AHAT es elevada bajo condiciones de deficiencia de
hierro, mientras que AHAL no (Yuan et al., 2017, Zhang et al., 2019). La acidificacion de la
rizosfera permite la liberacion del hierro en su forma oxidada; sin embargo, este mineral
debe reducirse a Fe(ll) para ingresar al interior de la célula radicular y para ello existe la
enzima Ferroquelato reductasa 2 (FRO2) (Vert et al., 2002). Esta enzima transforma el
Fe(lll) en Fe(ll) por medio de la donacion un electron proveniente del NADPH+H",
ocurriendo esta reaccion en el apoplasto de la raiz (Zhang et al., 2019). En Arabidopsis
thaliana, la enzima FRO2 estd asociada al incremento de la longitud de la raiz bajo
deficiencia de hierro (Satbhai et al., 2017). Mientras que en Glycine max, la FRO2 tiene una
alta afinidad por el Fe(111) (Mamidi et al., 2014). Una vez reducido, el hierro debe ingresar
al interior de la raiz y, para ello, es necesaria la proteina de transporte regulada por hierro 1
(IRTL). Ishimaru et al. (2007) y OKi et al. (2004) revelaron que el gen que regula la proteina
de transporte IRT1 en lineas transgénicas incrementa las concentraciones de hierro en las
células radiculares, mejorando la tolerancia a la baja biodisponibilidad de este

micronutriente en condiciones hidropdnicas y en suelos calcareos.
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Figura 2. Mecanismo de absorcion de hierro a nivel radicular en plantas

Las enzimas ATPasa 2 (AHA2), Ferroquelato reductasa 2 (FRO2) y la proteina conocida
como Transportador regulado por hierro 1 (IRT1) como parte de la estrategia en no
gramineas y las enzimas S-adenosylmethionina sintetasa (SAMS) y Nicotianamina sintasa
(NAS), asi como la proteina de transporte Yellow stripe like 1 (YSL1) conforman la
estrategia en gramineas. Las interrogantes (?) simbolizan proteina desconocida.

Fuente: Gayomba et al. (2015).

2.4.2 Transporte de hierro en el interior de la planta

El hierro es movilizado por diversas proteinas de transporte y de acuerdo a Jeong y Guerinot
(2009) el transporte puede ser de larga distancia, cuando el hierro es transportado de un
organo de la planta a otro, mientras que el transporte a nivel intracelular se denominaria de

corta distancia (Figura 3).
a. Transporte a larga distancia

El hierro, una vez que ingresa al interior de la célula, es distribuido a todas las demas partes
de la planta y, para ello, es critica la presencia de proteinas transportadoras. Sin embargo,
estas proteinas necesitan de fitosideroforos, para poder transferir el hierro (Jeong y Guerinot,
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2009). Dentro de estas tenemos a las proteinas de la familia Yellow Stripe Like (YSL)
(Kumar et al., 2019a). Las YSLs son parte de la familia de proteinas conocida como
oligopéctidos transportadores (OPT) y fueron identificadas en base a la similitud de sus
secuencias con la proteina Zea mays Yellow Stripe (ZmYS1) debido a su secuencia
proteinica altamente conservada (Harada et al., 2007). Estas proteinas se han identificado y
caracterizado en diversas especies vegetales como monocotiledoneas, dicotiledoneas,
gimnospermas, helechos y musgos (Lubkowitz, 2006). Curie et al. (2001), Inoue et al.
(2009), Murata et al. (2006) y Banakar et al. (2017) reportan que este tipo de proteinas de
transporte en arabidopsis, arroz y cebada estan involucradas en la adquisicion de hierro 'y su
distribucion a diferentes partes de la planta. En trigo, las proteinas TaYSL1A, TaYSL1B,
TaYSL3, TaYSL5 y TaYSL6 se encuentran reguladas en las raices, mientras que las
proteinas TaYSL5, TaYSL12 y TaYSL9 en el brote y su actividad incrementa bajo
deficiencia de hierro (Kumar et al., 2019a). Por otro lado, Senoura et al. (2017) revelaron
que la proteina OsYSL9 transporta tanto el complejo Fe(ll)-nicotianaminay el Fe(l11)- &cido
2-deoximugineico del endospermo al embrién durante el desarrollo de la semilla. En cambio,
la proteina OsYSL2 esta involucrada en el transporte de hierro desde las hojas a las semillas
(Koike et al., 2004; Ishmaru et al., 2010). En Oriza sativa, la proteina OsYSL15 se localiza
en la membrana plasmatica de la raiz y permite el ingreso del complejo Fe(lll)- acido 2-
deoximugineico y su sobreexpresion incrementa el contenido de hierro en las semillas de
arroz (Connorton y Balk, 2019). Moran Lauter et al. (2014), identificaron genes candidatos
en respuesta a la deficiencia de hierro en Glycine max, en donde solo la proteina de transporte
GmYSL7 se expreso a nivel de hojas. Sin embargo, en Arabidopsis thaliana, las proteinas
AtYSL1 y AtYSL3 se localizan en las raices y hojas, y su regulacion es mayor en respuesta
a la deficiencia de hierro; ademas, ellos hipotetizan que estas dos proteinas pueden translocar
el hierro del xilema al floema para poder transportarlo hacia las flores y frutos (Waters et al.,
2006).

Dentro de la familia OPT, existen otras proteinas conocidas como Peptide Transporters (PTs)
(Lubkowitz, 2011). Estas proteinas estan involucradas en procesos tales como: distribucion
de metales a larga distancia, movilizacion de nitrogeno, secuestro de metales pesados y
transporte de glutation (Lubkowitz, 2011). Sin embargo, dentro de este grupo hay proteinas
de transporte de larga distancia, cuyo rol es importante en la homeostasis de hierro en los
seres vivos. Bajo esa funcion utilizan a la NA para movilizar el hierro en su forma quimica

divalente o trivalente por el floema hacia las semillas (Grusak et al., 1999). EI homdlogo de
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la proteina OPT3 de Brassica juncea (BjGT1) se sobreexpresa en el tallo bajo deficiencia de
hierro, permitiendo la acumulacion de este micronutriente en las semillas (Zhai et al., 2014).
En cambio, en Arabidopsis thaliana, las proteinas AtOPT1 al 9 a excepcion de la AtOPT8 se
expresan fuertemente en las plantulas germinadas, especialmente en el tejido vascular de los
cotiledones e hipocotilos (Koh et al., 2002). La regulacién de estas proteinas preferentemente
es en el tejido vascular de los cotiledones; sin embargo, también se observa su regulacion en
raices, hipocaotilos, hojas, flores, vainas y semillas (Stacey et al., 2006). Por otro lado, las
proteinas de transporte OsOPT1, OsOPT3, OsOPT4, OsOPT5 y OsOPT7 movilizan tanto el
Fe(Il) como el Fe(ll) a las raices, tallos, hojas, cubierta de la semilla, pedicelo y embriones
(Vasconselos et al., 2008). A nivel del xilema, tenemos una proteina de transporte a larga
distancia conocida como Reductasa Feérrica Defectuosa 3 (FRD3) (Roschzttardtz et al.,
2011). Esta proteina fue aislada por primera vez en Arabidopsis thaliana y, estudiando su
funcionalidad, se determind como una proteina transportadora de manganeso (Delhaize,
1996). Sin embargo, se ha descubierto que anulando la expresion del gen FRD3 se pueden
generar, en arabidopsis, plantas cloréticas bajo un escenario de escasez de hierro en el suelo,
corroborando asi su importante participacion en la homeostasis de hierro (Yokosho et al.,
2009) Esta proteina transporta hierro en su forma férrica por medio del complejo citrato-ion
ferrico (Rogers y Guerinot, 2002; Green y Rogers, 2004; Durrett et al., 2007; Yokosho et
al., 2009). Este fitosiderdforo probablemente sea especifico para la FRD3 para el transporte
de hierro via xilema, ya que contiene el 99.5% del hierro presente en los exudados del xilema
(Durrett et al., 2007). La proteina FRD3 cumple roles relevantes asociados a la fertilidad, ya
que la anulacién de la expresion del gen FRD3 provocaria aborto de los granos de polen y,
con ello, la generacion de semillas vanas en Arabidopsis thaliana (Roschzttardtz et al.,
2011). En Oryza sativa hay seis ortologos de la proteina FRD3 de las cuales OsFRDL1 causa
clorosis en las hojas. Ademas, esta misma proteina fue localizada en el pedinculo, raquis,
cascaray estambre, asociandola con la viabilidad del polen y la fertilidad del grano (Y okosho
et al., 2009). Los reportes sobre estas proteinas asociadas a la homeostasis de hierro,
corroboran su importancia para su utilizacién dentro de un programa de mejora vegetal a fin

de tener cultivares biofortificados adaptados a suelos marginales.
b. Transporte a corta distancia

En la célula, el transito e ingreso de hierro en sus formas divalente y trivalente se da gracias
a proteinas de transporte de corta distancia. Estas proteinas se localizan en las organelas que

cumplen unrol vital en el crecimiento y desarrollo celular. Estas organelas son: el cloroplasto
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y la vacuola (Frazer y Anderson, 2014). En el cloroplasto (Figura 3), la proteina de
transporte conocida como translocon 21 de la membrana interna del cloroplasto (TIC21)
cumple la funcion de permitir el ingreso del hierro en su forma quimica de Fe(ll) (Li y Chiu,
2010). En Arabidopsis thaliana, esta proteina fue identificada por primera vez, determinando
su importancia en la homeostasis de hierro y en la formacion de plastidios (Sun et al., 2001;
Duy et al., 2007). Sin embargo, en el citoplasma también existe Fe(l11) que no puede ingresar
bajo esta forma quimica; es por ello que existe una enzima ubicada en la membrana del
cloroplasto que se encarga de reducir el Fe(lll) a Fe(ll) llamada Ferroquelato Reductasa 7
(FRO7) y es inducida durante la diferenciacién de las células en las hojas, asi como en la
maduracion de los cloroplastos (Kroh y pilon, 2020). Cabe mencionar que la FRO7 cumple
un rol importante en las necesidades fotosintéticas de las plantas, ya que un mal
funcionamiento de esta enzima puede generar un retraso en el crecimiento, un bajo transporte
de electrones y una disminucién en la acumulacion de citocromo b6f bajo condiciones in
vitro (Jeong et al., 2008).

En la vacuola (Figura 3), las proteinas de transporte de corta distancia mas importantes son:
el transportador de hierro vacuolar (VIT) y la resistencia asociada al macréfago (NRAMP)
(Yoshida y Negishi, 2013). La VIT1 es importante para la homeostasis de hierro porque
permite la trasferencia de hierro del citoplasma al interior de las vacuolas, permitiendo el
incremento de hierro en los cultivos (Kato et al., 2019). Esta proteina de transporte fue
reportada por primera vez en Arabidopsis thaliana (Kim et al., 2006). Para el uso del hierro
almacenado en la vacuola, el citoplasma circundante debe disminuir de pH, permitiendo asi
la activacion de los sistemas de flujos que liberan los iones metélicos almacenados en la
vacuola de las cuales uno de sus componentes son las Proteinas de macrofagos asociada a la
resistencia natural (NRAMPs) (Yoshida y Negishi, 2013). En Oriza sativa se han
identificado las proteinas OsNRAMP1-7, de las cuales solo cinco de ellas han sido
caracterizadas y solo la NRAMPG6 estaba involucrada en la homeostasis de hierro (Peris-
Peris et al., 2016). En cambio, en Arabidopsis thaliana se han identificado seis proteinas
NRAMP en las que la AINRAMP3 y AtNRAMP4 estan asociadas a la adquisicion de hierro
en las membranas vacuolares localizadas en los embriones durante las etapas de desarrollo
temprano (Calliatte et al., 2010). En Arachis hypogaea, se ha identificado la proteina
AhNRAMP1 en raices y hojas. La funcion de esta proteina es la movilizacion de hierro
divalente del interior de la vacuola al espacio intracelular, para su utilizacion cuando exista

deficiencia de hierro (Xiong et al., 2012), Las proteinas de transporte antes mencionas
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cumplen un rol primordial en la homeostasis de hierro en los cultivos, ya que permiten el
reciclaje y abastecimiento de este micronutriente para el normal funcionamiento de los

procesos bioldgicos vitales en un escenario de escasez de este mineral en el suelo.
2.4.3 Almacenamiento de hierro en las plantas

Dentro de las células, el hierro en su estado libre es téxico y, por eso, debe ser
compartimentalizado hasta cuando sea requerido y utilizado para la regulacion de procesos
fundamentales como la fotosintesis, respiracion entre otras (Bashir et al., 2016). Para ello
existen proteinas, conocidas como ferritinas (FERS), donde se almacena el hierro para
mantener el balance en el contenido de este mineral a nivel celular (Figura 3). Estas proteinas
de almacenamiento se localizan principalmente en el cloroplasto, mitocondrias (Vigani et
al., 2013) y vacuolas (Bastow et al., 2018). En Oriza sativa, al sobreexpresar el gen de la
ferritina se consiguid incrementar el contenido de hierro en las semillas y, después de ese
acontecimiento, se empez6 a estudiar este mismo gen en otras especies con el objetivo de
generar estrategias para obtener cultivos biofortificados en hierro (Kobayashi et al., 2010).
Por otro lado, la coexpresion del gen de la ferritina de Glycine max y de la Aspergillus
phytasa permitié el aumento de un 20 a 70% en el contenido de hierro a nivel de endospermo
en Zea mays (Lee et al., 2012). En banana, utilizando el gen de la ferritina de Glycine max
se logro incrementar el contenido de hierro en 6.32 veces en comparacion con las plantas
testigo (Kumar et al., 2011). Ademas, se utilizé el gen de la ferritina de Glycine max en trigo
consiguiendo aumentar el contenido de hierro a 40 ppm, mientras que sobreexpresando la
ferritina de trigo conocida como TaFer1-A se consiguio incrementar el contenido de hierro
a 44.5 ppm (kumar et al., 2019b). Goto et al. (1999) y Lucca et al. (2002) afirman que la
sobreexpresion de las ferritinas de las semillas de las especies de cereales contribuiria a
incrementar el contenido de hierro y, de esta manera, generar un alimento con mayor calidad
nutritiva en base a hierro. Aparte de las ferritinas, existen otras biomoléculas en donde el
hierro es almacenado y son conocidas como antinutrientes, porque solo almacenan y no
permiten la biodisponibilidad de hierro. Entre ellas tenemos a los taninos, polimeros
fenolicos y el acido fitico (Welch y Graham, 2004). El acido fitico puede precipitar el hierro,
disminuyendo su biodisponibilidad en la planta y dificultando su asimilacion como alimento
para las personas (Schuler y Bauer, 2012). Por lo tanto, un alimento con alto contenido de
acido fitico, es un recurso alimenticio que genera deficiencia de hierro y la anemia en su
poblacion (Shamsuddin, 2008). Ante esta situacion, los programas de mejoramiento genético

de cultivos trabajan en reducir el contenido de acido fitico en los cultivos con el fin de
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incrementar el contenido de hierro biodisponible (Kuwano et al., 2006).

Hoja Tallo
/ a Célula A\ Floema Xilema Simplasto de la raiz
[ \
Cloroplasto

Figura 3. Mecanismo de transporte y almacenamiento de hierro en plantas

Las proteinas Reductasa férrica defectuosa 3 (FRD3), Transportador de oligopéptidos 1
(OPT1), Transportador de oligopéptidos 3 (OPT3), Transportador de oligopéptidos 7
(OPT7), Yellow stripe like 1 (YSL1) y Yellow stripe like 3 (YSL3) transportan el hierro via
vascular y en hoja, las proteinas Proteina 1 de macrofagos asociada a la resistencia natural
(NRAMP1), Proteina 3 de macrofagos asociada a la resistencia natural (NRAMP3),
Transportador de hierro vacuolar 1 (VIT1) permiten la salida e ingreso del hierro de la
vacuola, y en el cloroplasto la enzima Ferroquelato reductasa 7 (FRO7) reduce el hierro de
Fe(lll) a Fe(ll) para que la Translocon 21 de la membrana interna del cloroplasto (TIC21)
permita su ingresos para ser almacenado en la proteina Ferritina 2 (FER2). Loas
interrogantes (?) simbolizan proteina desconocida.

Fuente: Gayomba et al. (2015) y Agafonov et al. (2016).

En leguminosas, se ha reportado que existe un simultaneo incremento del contenido de acido
fitico y de hierro (Petry et al., 2015). En cereales, se busca que la relacién entre acido fitico
y hierro esté en una relaciéon molar de 1:1, ya que esto significaria una absorcién significativa

de hierro en este tipo de alimentos (Hurrell y Egli, 2010). En cambio, para algunas legumbres
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y cereales integrales, si la relacion molar es de 10:1, la biodisponibilidad de hierro es nula
(Rodriguez-Ramiro et al., 2017). A nivel de mejora genética, en Pisum sativum se logro
reducir a un 60 % el contenido de acido fitico, logrando mejorar la biodisponibilidad de
hierro (Warkentin et al. 2012; Liu et al., 2014). La informacién antes mencionada evidencia
la importancia de incrementar el contenido de ferritina y disminuir el de acido fitico para
mejorar la biodisponibilidad de hierro y, con ello, garantizar una mejor adaptabilidad del

cultivo al ambiente y facilitar un alimento con calidad nutritiva en base a hierro.

2.5 HIERRO Y SU COMPETENCIA CON OTROS MICRONUTRIENTES

El hierro se encuentra biodisponible en el suelo de pH acido. Sin embargo, la mayoria de los
suelos agricolas presentan pH alcalino y, en esta situacion, las especies cultivadas se valen
de estrategias para tomar el hierro del suelo y mantener la homeostasis de este micronutriente
en la planta (Guerinot, 2001). El hierro es tomado por la planta a traves de proteinas de
transporte que son activadas bajo deficiencia de hierro. Sin embargo, estas proteinas no
suelen ser especificas para este micronutriente (Puig y Pefarrubia, 2009). La proteina de
transporte IRT1 puede tomar del suelo mayor cantidad de cadmio, manganeso y zinc que de
hierro, demostrando su mayor afinidad por estos metales que por hierro (Staiger, 2002).
Cohen et al. (2004) revelaron que la proteina PsIRT1 no solo transporta Fe(l1) sino también
Zn(11) y Mn(I1) en Pisum sativum. En gramineas, el fitosider6foro NA a un pH de 6.5 puede
atrapar iones de Cu en lugar de hierro. Ademas, se ha reportado que la NA presenta mayor
afinidad por el Zn(11), Co(l1), Ni(I1), Cu(ll) y Fe(lI) que por Fe(ll). Asimismo, Singh et al.
(2017) reportan los fitosiderdforos biosintetizados por la TaNAS2 en trigo, secuestrando
tanto el hierro como el zinc. Estos complejos quelantes pueden ser transportados, de la raiz
a las hojas y de ellas a las semillas, por las proteinas de transporte YSL reduciendo las
concentraciones de hierro e incrementando el contenido de otros micronutrientes o metales
pesados en la planta (Curie et al., 2008). Asi, la proteina TaYSL5 reportada para trigo puede
movilizar el hierro, cobre, zinc y manganeso (Kumar et al., 2018). Via xilema, la proteina
de transporte AtFRD3 no es especifica de hierro, ya que también se ha reportado que puede
movilizar zinc (Pineau et al., 2012). Dentro de las proteinas de transporte a corta distancia,
se ha reportado que las proteinas NRAMP presentan mayor afinidad por el Cd(11) que por el
Fe(Il) (Thomine et al., 2000). En cambio, Mani y Sankaranarayanan (2018) y Kirammayi et
al. (2014) afirman que la proteina OSNRAMP puede trasladar tanto el hierro como zinc,

cobre y manganeso. También se ha reportado que las ferritinas no son especificas para
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almacenar hierro, ya que también pueden contener cobre y manganeso (Bashir et al., 2016).
Las biomoléculas antes mencionadas, son importantes por tener una mayor participacion
bajo deficiencia de hierro. Sin embargo, presentan cierta afinidad por otros micronutrientes,
pudiendo reducir la concentracion de hierro en la plantay, por lo tanto, la calidad nutricional
de los alimentos en relacion a este mineral.
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I1l. MATERIALES Y METODOS
3.1 EVALUACION Y SELECCION DE LAS ACCESIONES DE TARWI

3.1.1 Obtencion del material vegetal

Las semillas de los genotipos precoces (20) y tardios (25) de tarwi, fueron obtenidos del
banco de germoplasma del Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA) Huancayo
(Tabla 2).

Tabla 2. Descripcion de las 45 accesiones de tarwi utilizados en la tesis

Origin Saad physics characteristies
_C:'ldi_go del Codigo _d_e et Diasala ) -
vestigador la sccesitn Aozl poartamen PI00S Larzo Ancho . Infensidad  Color  Intensidad Dooroucin
to Provineia () (um) (mm) o2 Bl Color ) ojor secundario delelor Solcolor
sacundario ST
POl PER006145 Pracoz 119 Cuzeo Cuzeo 2784 1011 313 Cubotde  Brillo Blameo  Claro Mo Mo Jut]
P02 PER003098 Pracoz 113 Cajamarca Celendin 2333 l00e 772 Lenticular  Brillo Blanco  Claro Mo Mo Mo
PO3 PER006032 Pracoz 106 Cuzeo Cusco 08 83 7.1 Creal Brillo Blanco  Claro Mo Mo Mo
P03 PER006026 Pracoz 120 Cuzeo Cusco 2105 939 657 Lenticular  Brillo Blanco  Claro Marron Claro  Cejaveteada
P06  PERO04918 Pracoz 112 Ancazh Huari 45 531 763 Onal Brillo Blanco  Claro HNo Ho HNo
PO7 PERO063E% Pracoz 107 Jumin Coneapeidn i Brillo Blanco Medio Mo Mo Mo
POE PER005%E3 Pracoz B8 Cuzeo Cusco Brillo Blanco  Claro Mo Mo Mo
PI%  PER004935 Pracoz 112 Cuzco Cuosco Brillo Blanco  Medio Ho Ho Ho
P10  PERO06063 Pracoz 120 Cuzco Cuoseo Brillo Blanco  Claro HNo Ho HNo
Pll  PER003942 Pracoz a3 Cuzco Cuoseo Brillo Blanco  Claro HNo Ho HNo
P12  PER003430 Pracoz 107 Ancazh  Manscal Lummriaga Brllo Blanco  Claro No No Nao
P1?  PER003432 Pracoz 112 Ancash Corongo Brillo Blanco  Claro Ho Ho Ho
P14  PER00S0OT Precoz 120 Cuozeo Cusco Mate Blanco Oscuro No Mo Mo
Pl6  PER003%69 Pracoz ki Cuzco Cuosco Brillo Blanco  Claro Ho Ho No
P17 PER003716 Pracoz 86 Cusco Paucartambo Brillo Blanco  Claro No Mo Mo
P18  PER003%%4 Pracoz 120 Cuzco Cuosco Brillo Blanco  Medio Ho Ho Ho
P20 PER005515 Precoz 112 Cajamarca Cajzbamba Brillo Blance Clare No No No
P21 PERO0S302 Pracoz a3 Jumin Huancayo 3 7 7 Brillo Blancoe Medio No Mo HNo
P2  PER006167 Pracoz 122 Cuzco Cuosco 2414 105% 758 Onal Mate Blanco Medic  Mamdn Oscuro Madia lma
25 PER003623 Precoz ki3 Cuzco Paruro 233 1024 BS Cuborde  Mate Blanco Claro Ho Ho HNo
T01  PER00330% Tardio 140 Ancash Carhuaz 1833 %14 718 Onal Brillo Blanco  Claro Ho Ho HNo
T02  PER003304 Tardio 140 Ancash Carhuaz 2236 1019 817 Lenticular Brillo Blanco Medio Ho Ho No
T03  PER003336 Tardio 140 Ancash Huan 1924 832 708 Esférico  Brllo Blanco Medio HNo Ho Mo
T04  PER003338 Tardio 140 Ancash Huan 135 7 72 Desconccido Mate Blanco Medio Ho Ho HNo
TO5  PER00533% Tardie 140 Ancazh Huan 2073 546 739 Ol brille Blancoe Medic Mo Ho No
T06  PER003341 Tardio 140 Ancash Huan 1952 8% 75 Onal Mate Blanco Medio HNo Ho Mo
T07  PER005345 Tardio 140 Unkmown Unknown 18599 866 748 Desconocido brillo Blanco Medio No Mo Mo
T08  PER003347 Tardio 140 Anchash Unlmown 2239 %77 781 Desconocido Brillo Blanco Medio Ho Ho HNo
T0  PER003330 Tardio 140 Unkmown Unknown 2484 1007 8.4 Brillo Blanco Medic Mo Ho No
TI0  PER003395 Tardio 140 Ancash Yimgzay 1942 8.4 7353 Esférice  Brillo Blanco Oscure Mo Ho No
TIl  PER003402 Tardio 140 Ancash Huan 2546 97 1M Esférico  Brllo Blanco Medio HNo Ho Mo
T12  PER004345 Tardio 53 Cajamarca Celendin 2761 %82 303 Ol Mate Blanco Medic  Mamon Oscuro Media lma
T13  PER004347 Tardio 153 Cajamarca Celendin 2613 95 789 Ol Brillo Blanco Medic  Mamon Oscuro Media lma
T4  PER004349 Tardio 53 Cajamarca Celendin 2512 931 765 Ol Mate Blanco Medio Mo Ho No
T13  PER004330 Tardio 53 Cazjamarca Cajamarca 2412 %37 172 Ol Brillo Blanco Medie  Mamrdn Oscuro Madia lma
Tl6  PER004%03 Tardio 153 Cazjamarca Cajamarca 2163 894 733 Ol Mate Blanco Medio No o Mo
T17 PER005006 Tardio 153 Cajamarca Cajamarea 2607 973 7835 apoll:ﬁiu Mate Blanco Clare No No No
TI13 PER00Z007  Tardio 153 Cajamarca Cajatambo 23543 1018 734 Creal Mate Blanco Medio Mo Mo Mo
T1% PER005121 Tardio 153 Cajamarca Celendin 27.18 996 782 Creal Brillo Blance Oscuro Mo Mo Mo
TI0  PER0033%0 Tardio 166 Unkmown Unknown 1831 9355 727 apoll:i?iu Mate Blanco Claro Mo Ho No
TZl  PER003407 Tardio 166 Hupamico  Antomio Raimondi 2003 889 74 Onal Mate Blanco Claro Ho Ho Ho
T22 PER005437 Tardio 58 Ancash Corongo 2535 1018 B3 Desconccido Brllo Blance Oscuro No No No
TI3  PER003471 Tardio 166 Cazjamarca Cajzbamba 2445 1017 823 Onal Brillo Marrén  Oscure Ho Ho No
R . . . - Ohrale . Dresconocid
T4 PER0034E5  Tardio 166 Cajamarca Celendin 2337 9.6l H aplanado Mate Blanco Claro Marron Oscuro °
TI3  PER005330 Tardio 58 Cajamarca Cuotervo 24.86 1028 757 Cuboide  Mate Blanco Medio HNo Ho Ho




3.1.2 Experimentacion

a. Caracterizacion morfolégica y micronutricional para la seleccion de las accesiones de

tarwi

Para la seleccion de las mejores accesiones tardias y precoces de tarwi, se realizd una
caracterizacion a nivel de semilla, en donde se evalu6 los rasgos morfolégicos asociados a
la semilla como el ancho de semilla (mm), largo de semilla (mm) y el peso de 100 semillas
en gramos (Pereira et al., 2008). La caracterizacion micronutricional se baso en determinar
el contenido de Fe, Zn, B, Cu y Mn, utilizando 10 g de semillas por repeticion. En el
Laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes de la Universidad Nacional
Agraria La Molina fueron llevadas las muestras, en donde se trituraron, hasta su
pulverizacion, con ayuda de un molino y secadas en una estufa a 70°C. Para el analisis de
Fe, Zn, Cuy Mn, el polvo pasé por una digestion himeda en una mezcla nitro-perclorica y
la lectura se efectud por espectrofotometria de absorcion atomica (Zasoski y Burau, 1970).
La determinacion de B se realiz6 por colorimetria, empleando la curcumina acética (Dible
etal., 1954).

b. Seleccidn de accesiones en base al perfil micronutricional

La seleccion de las mejores accesiones de tarwi se realizé teniendo en cuenta los siguientes

criterios micronutricionales:
e Contenido de Fe > 40 ppm (Bouis y Saltzman, 2017).
e Contenido de Zn > 28 ppm (Bouis y Saltzman, 2017).
e Contenido de B > 13 ppm (Kuru et al., 2018).
e Contenido de Cu <9 ppm (Shokunbi et al., 2019).
e Contenido de Mn < 30 ppm (VKM, 2018).

3.1.3 Analisis estadisticos

a. Seleccion de las accesiones de tarwi por su perfil micronutricional (Fe, Zn, B, Cuy Mn)
y caracteristicas relacionadas a la semilla (peso de 100 semillas, asi como el largo y ancho

de semilla)

Los resultados obtenidos del punto a fueron sometidos a la prueba de normalidad e igualdad
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de varianzas de acuerdo a Kolmogorov — Smirnov y posteriormente se utilizo el CME del
ANOVA para evaluar la variabilidad (Rueda Restrepo et al., 2009) y el analisis de
conglomerados utilizando la distancia de Mahalanobis permitié seleccionar los mejores

grupos (Escobedo y Salas, 2008)

3.2 IDENTIFICACION Y SELECCION DE LOS TRANSCRIPTOS ASOCIADOS A
LA HOMEOSTASIS DE HIERRO A PARTIR DE UNA DATA
TRANSCRIPTOMICA PREVIA HECHA EN TARWI.

3.2.1 Recopilacion y validacion de los genes asociados a la ruta de homeostasis de hierro
en Arabidopsis thaliana.

La informacion de los genes asociados a la homeostasis de hierro en Arabidopsis thaliana
L. se obtuvo por expresidn global de genes realizados en los articulos cientificos de Liy Lan
(2017) y Naranjo-Arcos et al. (2017). Esta informacion fue revalidada con la base de datos

de Arabidopsis (www.arabidopsis.org), siendo 16 los genes identificados (Tabla 4).

3.2.2. Comparacion y seleccion de las secuencias involucradas con la homeostasis de

hierro de tarwi con las secuencias del punto 3.2.1.

El andlisis del blasteo involucro los siguientes pasos: (1) descargar las secuencias del punto
3.2.1 en formato fasta de las proteinas implicadas en homeostasis de hierro (Tabla 2). (2)
busqueda de las proteinas homdlogas en las siguientes especies: Glycine maxima L., Glicyne
soja L., Arachis hypogaea L., Arachis ipaensis L., Cicer arietinum L., Medicago trucantula
L., Cajanus cajan L., Vigna unguiculata L. y Lupinus angustifolius L. a través de Protein
BLAST (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) en NCBI. Las secuencias
de los puntos (1) y (2) fueron comparados contra la data de la informacidn proteica de tarwi
proveniente de los trabajos de la tesis de Hidalgo (2021) y Ramos (2021) por medio del
programa BLAST en la plataforma LINUX. La anotacion de los genes de tarwi relacionados
a la homeostasis de hierro se realizd teniendo en cuenta un e-valor menor a 1 x 10°°° (Lobos,
2008). Para un analisis funcional méas profundo de las secuencias proteicas relacionada con
la absorcidn, translocacion y almacenamiento de hierro en tarwi, se identifico los dominios
y motivos para cada proteina, utilizando InterPRO (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) y
software in silico MEME (https://meme-suite.org/meme/), respectivamente. Para la
identificacion de los dominios con funcion biol6gica validada, se utiliz6 la secuencia

proteica de la planta modelo Arabidopsis thaliana. Dentro de la plataforma de interPRO,
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fueron seleccionados los dominios predichos por el software InterPRO y PHANTER, ya que
coinciden con la funcionalidad de los dominios, asi como su ubicacién dentro de la secuencia

proteica de Arabidopsis thaliana.

Tabla 3. Reglas para la determinacion de la secuencia consenso

Reglas

(En la misma posicion dentro del alineamiento maltiple) Simbolo Referencia
(1) La frecuencia del aminoacido es un 100%, el consenso se A Hernandez et al.
escribe con maydscula. (2019)
(2) La frecuencia del aminoacido es mas de un 50%, el Hernandez et al.
consenso se escribe con minuscula. (2019)
(3) La frecuencia de espacios vacios superan mas del 50%, el Porebski y
consenso esta representado por el signo “menos” Buckle (2016)
(4) Si no se cumple la regla 1, 2 y 3, el consenso esta Porebski y
+

representado por el signo “mas”. Buckle (2016)
(5) Si dos aminoacidos en igual proporcién superan mas del

https://meme-

50% de los aminoacidos, el consenso estara representado )
. suite.org/meme/
como una fraccion.

Ademas, estos softwares fueron seleccionados por la actualizacion constante de su base de
datos (InterPRO) y por la utilizacion de secuencias curadas en la prediccion de dominios
(PHANTER). Con el software MEME se realizé la prediccion de motivos, utilizando todas
las secuencias de aminoacidos de las especies descritas en el punto 3.2.1 y 3.2.2 para cada
proteina. También se determind la secuencia consenso con ayuda del programa
bioinforméatico MultiAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/), teniendo en cuenta las

reglas descritas en la Tabla 3.
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Tabla 4. Genes involucrados en la ruta de homeostasis de hierro en Arabidopsis

thaliana
Genes Nombre del gen Cadigo del gen
Proteinas transportadoras de corta distancia
IRT1 Transportador regulado por hierro 1 AT4G19690.2
NRAMP1 Proteina 1 de macrofar?;z?;ociada a la resistencia AT1G80830 1
NRAMP3 Proteina 3 de macrofar?;z?;ociada a la resistencia AT2G23150 1
VIT1 Transportador de hierro vacuolar 1 AT2G01770.1
TIC21 Translocon 21 (ieiolzriorglzr;grana interna del AT2G15290 1
Proteinas transportadoras de larga distancia
OPT1 Transportador de oligopéptidos 1 AT5G55930.1
OTP3 Transportador de oligopéptidos 3 AT4G16370.1
OTP7 Transportador de oligopéptidos 7 AT4G10770.1
YSL1 Yellow stripe like 1 AT4G24120.1
YSL3 Yellow stripe like 3 AT5G53550.1
FRD3 Reductasa férrica defectuosa 3 AT3G08040.1
Proteina de almacenamiento
FER2 Ferritina 2 AT3G11050.1
Enzimas de oxido reduccién de hierro
FRO2 Ferroquelato reductasa 2 AT1G01580.1
FRO7 Ferroquelato reductasa 7 AT5G49740.1
Transportador de protones
AHA2 ATPasa 2 AT4G30190.1
Enzimas productoras de fitosideréforos
NAS Nicotianamina sintasa AT5G04950.1
SAMS3 S-adenosylmethionina sintetasa 3 AT3G17390.1

3.3 ESTUDIO DE LOS MECANISMOS GENETICOS IMPLICADOS EN LA
HOMEOSTASIS DE HIERRO BAJO CONDICIONES DE DEFICIENCIA DE ESTE
MICRONUTRIENTE

3.3.1 Experimento bajo deficiencia de hierro

De las accesiones de tarwi seleccionadas en la etapa 3.1.2.1, la accesion T25 fue seleccionada
por su bajo CVM de Fe, Zn, B, Cuy Mn (6.53 %) (Anexo 1) junto el cultivar Andenes
(testigo) y sembrados bajo solucion hidroponica Murashike Skoog (1962) sin hierro. A las
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dos semanas de sembrados T25 y Andenes se colectd, por separado, hojas, tallo y raiz que
presenten la sintomatologia de clorosis, los cuales fueron utilizados para realizar el
experimento de expresion génica y para el andlisis estadistico. Se utilizo tres réplicas

técnicas.
3.3.2 Analisis de expresion génica

La ruta de homeostasis de hierro integra la expresion de genes asociados a la absorcion,
transporte y almacenamiento (Tabla 3) (Morrissey y Guerinot, 2009). EI material colectado
(hojas, tallos y raices) de las accesiones seleccionadas en el punto 3.3.1 fue preservado a -
80 ° C hasta su procesamiento. EI ARN total fue aislado con TRI REAGENT (Molecular
Research Center, Inc.) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. El ARN total (2.5 pg)
fue tratado con DNAse | (Fermentas) a fin de eliminar el ADN restante. EI CADN fue
sintetizado con oligo dT (Invitrogen) usando SuperScript® 11 First-Strand Synthesis System
(Invitrogen) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. La transcriptasa reversa-PCR semi-
cuantitativo (RT-PCR) se realizé con primers especificos de cada gen. El gen 18S rRNA fue
usado como control para asegurar una carga igualitaria de cADN en cada muestra (Robinson
et al., 2007). La cuantificacion de las variaciones se hizo midiendo la intensidad de las
bandas usando ImageJ Software. El andlisis de PCR fue llevado a cabo 3 veces con 3

repeticiones técnicas independientes.
3.3.3 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos en los puntos 3.3.1y 3.3.2 fueron sometidos a las pruebas de normalidad
e igualdad de variancia de acuerdo a Kolmogorov — Smirnov. Posteriormente se evaluaron
las diferencias significativas entre los tratamientos mediante el test de Duncan, asi como el

analisis de varianza de un solo factor (ANOVA) (Ferreira et al., 2019).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 EVALUACION Y SELECCION LAS ACCESIONES DE TARWI
4.1.1 Caracterizacion micronutricional y morfologica de las semillas
a. Caracterizacién micronutricional de las semillas

La caracterizacion de micronutrientes realizada en las accesiones de tarwi, revelé que la
variabilidad en el contenido de hierro, zinc, boro, cobre y manganeso fue mayor en las
accesiones de floracion temprana que en las de floracién tardia (Figura 4A). En cuanto al
nivel de Fe, el tarwi es superior a Dolichos lablab (27 ppm), Phaseolus aureus (41.5 ppm),
Cajanus cajan (19 ppm), Phaseolus mungo (38 ppm) (Kamboj y Nanda, 2018), Phaseolus
vulgaris de tipo rifion (23 ppm), Phaseolus vulgaris de tipo blanco (16 ppm), Lens culinaris
de tipo verde (20 ppm), Lens culinaris de tipo marrén (15 ppm), Cicer arietinum (13 ppm)
(Margier et al. 2018), Vigna unguiculata (20 a 24 ppm) (Gondwe et al., 2019), Vigna radiata
(34 a 44 ppm) (Kumar y Pandey, 2020) y especies monocotiledéneas (Ancuceanu et al.,
2015). Sin embargo, la cantidad de Fe en tarwi fue similar a las siguientes leguminosas:
Vicia faba (67.7 ppm a 69.75 ppm), Cicer arietinum (46 ppm), Vigna mungo (44 ppm), Lens
esculenta (75.8 ppm), Phaseolus vulgaris (54.6 ppm), (Fetahu et al., 2014; Hossain et al.,
2013; Kamboj y Nanda, 2018 y Khursheed y Khan, 2016). Philipo et al. (2020) reportaron
genotipos de Phaseolus vulgaris con mayor contenido de Fe a diferencia de las
concentraciones de hierro encontradas en tarwi. Por otro lado, el nivel de Zn en tarwi fue
mas alto que Pisum sativum (10.1 a 20.4 ppm) (Kumar y Pandey, 2020), Vicia faba (31.4 a
33.3 ppm) (Khursheed y Khan, 2016), Vigna unguiculata (7 a 8 ppm) (Gondwe et al., 2019),
Vigna radiata (12 a 21 ppm) (Kumar y Pandey 2020), Phaseolus vulgaris tipo rifion (9.4
ppm), Phaseolus vulgaris tipo blanco (7.6 ppm), Cicer arietinum (11 ppm), Lens culinaris
tipo verde (9.9 ppm), Lens culinaris tipo marron (6.7 ppm) (Margier et al., 2018) y Phaseolus
vulgaris (13 a 38 ppm) (Fetahu et al., 2014; Hossain et al., 2013).



Sin embargo, la cantidad de Zn en estas accesiones de tarwi fue similar a lo reportado en
Phaseolus vulgaris (17 a 54 ppm) por Blair et al. (2013) y en Glycine max (36.6 a 40.5 ppm)
por Rigo et al. (2018). El contenido de B en estas accesiones de tarwi fue superior al de Cicer

arietinum (10.3 ppm) y Phaseolus vulgaris (13 ppm) (Kuru et al., 2018).

[ Accesiones precoces de tarwi [ Accesiones tardias de tarwi
Tamaiio de Peso de
A Concentracion B semilla semilla
90+ (ppm) 12 (mm) 35- (e1)

- ;
. H | %@

]
i

8 g
o
HEH
-
T
K

10+

%%

Fe Zn B Cu Mn LS AS P100S

Figura 4. Caracterizacién micronutricional y morfologia de las accesiones de tarwi
Caracterizacion basada (A) el contenido de Fe, Zn, B, Cu and Mn, (B) largo de semilla (SL)
y ancho de semilla (WS), y (C) el peso de 100 semillas (P100S).

Sin embargo, la concentracion de B presente en las semillas de Phaseolus vulgaris (Blair et
al., 2013) y Glycine max (Rigo et al., 2018) fue similar a la encontrada en tarwi (Figura 4A).
Los niveles de Cu y Mn en tarwi fueron mas altos que los de Phaseolus vulgaris (2 y 5.5
ppm) (Blair et al., 2013), Phaseolus vulgaris de tipo rifion (4.4 y 27 ppm), Phaseolus
vulgaris de tipo blanco (2.2 y 5.5 ppm), Cicer arietinum (2.1 y 3.9 ppm), Lens culinaris de
tipo verde (2.1 a 3.8 ppm) y Lens culinaris de tipo marrén (1.9 y 8 ppm) (Margier et al.,
2018).

El contenido de Cu (8.5a 15.3 ppm) y Mn (25.2 a 33.3 ppm) en Glycine max reportado por
Rigo et al. (2018) fueron similares a estas accesiones de tarwi. Por lo tanto, las
concentraciones de Fe, Zn, B, Cu y Mn en tarwi mostraron ser superiores a las de otras
legumbres alimentarias importantes. Finalmente, los Unicos dos micronutrientes que

tuvieron una correlacion significativa y positiva fueron Mn y Zn (Tabla 5). Este patron
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también se observo en Phaseolus vulgaris (Blair et al., 2013; Gouveia et al., 2014; Beebe et
al. 2000) y Lens culinaris (Toklu et al., 2015). Ademas, Redd et al. (1978) reportaron que la
interaccion de Mn 'y Zn en soja afecto la absorcion y la translocacion. Sin embargo, Paredes
et al. (2009), Sarker et al, (2018) y Gerrano et al. (2015) no reportaron esta interaccion en
Phaseolus vulgaris, Lens culinaris y Vigna unguiculata.

Tabla 5. Andlisis de correlacion del contenido micronutricional (Fe, Zn, B, Cuy Mn) y
rasgos morfologicos (LA, AS y P100S) estudiados en tarwi

B
Cu -0.1478
Fe -0.0342 -0.1476

Mn 0.1184 0.1337  0.0405
Zn 0.0099 0.0865 0.0479  0.329
LS 0.5598 -0.4427 0.0004 0.1325 0.0757
AS 0.6308 -0.3149 0.0427 0.1274 0.1307 0.8904
P100S | 0.5889 -0.2774 0.1481 0.0934 0.1162 0.7558 0.7479
B Cu Fe Mn Zn LS AS P100S
Los resultados en amarillos son significativos bajo un valor de Alpha=0.05.

b. Caracterizacion morfolégica de las semillas

Las caracteristicas de las semillas en: largo (LS), ancho (AS) y peso de 100 semillas (P100S)
en las accesiones de floracion temprana tuvieron una mayor variabilidad que en las
accesiones de floracion tardia (Figuras 4B y 4C). Asi, el P100S en tarwi fue superior al
reportado por Buircell y Cowling (1998) en Lupinus angustifolius (11.3 g), Lupinus
cosentinii (16.3 g), Lupinus digitatus (12 g), Lupinus hispanicus (6.4 g), Lupinus luteus (9.7
g), Lupinus micranthus (8.7 g) y también fue mayor a Lens sculenta (3 a 7.5 g) (Santos et
al., 2018; Vandermark et al., 2014; Zhong et al. 2018). Asimismo, el P100S obtenido por
Santos et al. (2018), Zhong et al. (2018) y Fageria et al. (2009) en Lathyrus sativus (15 g),
Vigna radiata (3.6 g) y Cajanus cajan (12.1 g), fue menor al obtenido en tarwi. Por otro
lado, la informacion sobre el P100S en Dolichos lablab (23.4 g), Cicer arieinum (29.9 g),
Glycine max (18.3 a 23.9 g) y Phaseolus vulgaris (27 g) proporcionados por Fageria et al.
(2009), Sarika et al. (2019), Teng et al. (2009), Sjamsijah et al. (2020) y Darkwa et al. (2016)
fue similar al tarwi. Sin embargo, las accesiones de tarwi solo superaron el 10 % de los

genotipos de Phaseolus vulgaris estudiados por Sinkovic¢ et al. (2019).

El LS en tarwi fue mayor a lo descrito por Kang y Primack (1999) en las familias

Papilionoidea (2.2 a 3.4 mm), Mimosoideae (4.6 a 5.3 mm) y Caesalpinioideae (5 a 6.2
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mm). Dentro de las Fabaceae, las dimensiones de LS y AS en semillas de tarwi fueron
mayores a lo reportado por Fuller y Harvey (2006) en Macrotiloma uniflorum (4.4 a2 6.3 mm
y 2.5 a 5.2 mm), Cajanus cajan (4.6 a7 mmy 4.2 a 6.4 mm), Vigna unguiculata (3.4 a 7.7
mmy 3.5a5.4 mm), Vigna radiata (2.9 a 4.7 mmy 2.6 a 3.8 mm), Vigna mungo (3.6 a5.5
mmy 2.9 a 4.5 mm), Vigna aconitifolia (3.1 a 4.5 mmy 2.2 a 2.9 mm), Vigna umbellata
(5.0 2 6.5 mmy 2.6 a 3.9 mm), Vigna angularis (3.2 a 7.3 mm y 2.9 a 5.9 mm), Vigna
trilobata (2.7 a 3.4 mmy 2.2 a 2.6 mm), Vigna radiata sublobata (2.9a3.3mmy 1.2a 1.6
mm) y Vigna mungo sylvestris (2.7 a 3.6 mm y 1.9 a 2.5 mm). Sin embargo, el LS en
Phaseolus vulgaris (Sinkovi¢ et al., 2019) fue mayor, pero el AS fue similar al tarwi. La
variabilidad presente en P100S, LS y AS fue mayor que la reportada en otras leguminosas,
sumadas a su alto contenido de proteinas (Gulisano et al., 2019), contenido de aceite
(Chirinos-Arias, 2015) y micronutrientes (Figura 4A), lo convierten en un cultivo con alto

potencial para la industria de alimentos.

4.1.2 Evaluacion de la variacion ambiental (Ve)

Analizar el efecto del ambiente sobre la expresion fenotipica de los rasgos es fundamental
para la seleccion de plantas. Por lo tanto, se utilizo el cuadratico medio de error (CME) del
ANOVA para estimar la varianza ambiental (Malek et al., 2014) para el contenido de
micronutrientes (Fe, Zn, B, Cuy Mn), tamafio de semillas (LS y AS) y P100S. El contenido
de Fe, Cuy Mn en el tarwi fue menos influenciado por el ambiente, ya que su CME fue
menor y el ANOVA fue significativo para estas caracteristicas; por lo tanto, una seleccion
fenotipica para estos micronutrientes podria ser mas efectiva en comparacion con Zny B
(Tabla 6). Ademas, la Ve para Fe de las accesiones tardias y precoces de tarwi fueron
menores que lo reportado para Phaseolus vulgaris (104.5 a 390.3) (Gomes et al., 2020;
Hossain et al., 2013; Muhamba-Tryphone y Nchimbi-Msolla 2010). Este patron también fue
observado por Gerrano et al. (2015) en Vigna unguiculata (1970.9). Sin embargo, solo las
accesiones tardias de tarwi tienen una Ve para Fe menor que Lens culinaris (58.2) (Shrestha
et al., 2018), Cicer arietinum (55.8) (Jayalakshmi et al., 2018) y Pisum sativum (46.2) (Ray
et al., 2018). Por otro lado, la Ve para el contenido de Cu en tarwi fue menor que Phaseolus
vulgaris (9.4) (Hossaim et al., 2013), Cicer arietinum (18.9) (Jayalakshmi et al., 2018) y
Pennisetum glaucum (5.3) (Kumar et al., 2020). Sin embargo, solo la Ve de Cu en los
genotipos de floracién tardia fue menor que en Vigna unguiculata (1.5) (Gerrano et al.,
2017), Phaseolus vulgaris (1.5) (Ray et al., 2018) y Pisum sativum (1.1) (Ray et al., 2018).
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En contraste, la Ve para el contenido de Mn de tarwi también resulté ser menor que la de
Vigna unguiculata (1153.7) (Gerrano et al., 2017), Cicer arietinum (60.9) (Jayalakshmi et
al., 2018) y Pennisetum glaucum (22.8) (Kumar et al., 2020). Pero solo la Ve para el
contenido de Mn en las accesiones de floracidn tardia fue menor que el de Phaseolus vulgaris
(9.4) (Gomes et al., 2020).

En relacién al peso de 100 semillas (P100S), el Ve (1.9) reportado por Saba et al. (2016) fue
mayor a lo registrado en tarwi (Tabla 6). Asimismo, Cajanus cajan (Verma et al., 2018) y
Cicer arietinum (Manasa et al., 2020) presentaron valores de Ve mas altos en comparacion
con tarwi (Tabla 5). Este patron también se observé para Glycine Max (0.5 a 2.4)
(Chandrawat et al., 2017 y Kuswantoro 2019 y Saki et al., 2009). En contraste, la Ve para
LS y AS en semillas de tarwi fue ligeramente més alto que en Phaseolus vulgaris (0.02)
(Saba et al., 2016) y Cicer arietinum (0.02) (Takkuri et al., 2017). A pesar de este leve
incremento no se descarta la importancia de estas caracteristicas para seleccionar genotipos

con excelente tamario de semilla, pues el ANOVA fue altamente significativo (Tabla 6).

Table 6. Estimacion de la variabilidad ambiental (Ve) asociada al contenido
micronutricional y rasgos morfoldgicos de las semillas de tarwi

Accesiones tardias Accesiones precoces

Caracteristicas de tarwi de tarwi
Ve Ve

Fe 73.276% % %% 46 478 **

Zn 30.75 32.65

B 49284 11.75
Cu 2.095 %% 0.93 4%k
Mn 17.566% %% 5 7]2kk%%
Largo (dLeSS)emiIla 0,052 %5 0,051 k%%
Ancho(iesiemilla 0,028+ 5 0,033 %0
Peso dfpll%(z)ss)emillas 0.486%*%* 0.018%# %%

Valores de significancias: * p < .05, ** p < .01, *** p <.001 y **** p < .0001.




4.1.3 Seleccion de accesiones de tarwi

El Andlisis de Componentes Principales (PCA) se realizo con el fin de seleccionar los rasgos
de mayor importancia dentro de las variables micronutricionales y fisicas evaluadas en estos
dos grupos de accesiones de tarwi (Figura 5A). Dentro de este andlisis, los dos primeros
componentes explicaron el 41 %y el 17 % de la varianza fenotipica total (Figura 3B). Donde
el contenido de Zn, Mn y B contribuye significativamente (p <0.05) en la seleccion de
genotipos de tarwi (Figura 5B). El contenido de Zn tuvo una contribucion importante para
clasificar los genotipos de tarwi, como se informé en Phaseolus vulgaris (Yeken et al., 2018)
y Cicer arietinum (Aliu et al., 2016). Sin embargo, esta caracteristica no fue importante para
Sphenostylis stenocarpa (Alake y Poberni, 2020), Vigna subterranea (Alake y Alake, 2016),
Vigna unguiculata (Gerrano et al., 2017), Vicia faba (Baloch et al., 2014) y Lens culinaris
(Karakdy et al., 2012). Ademas, el contenido de B permitié una buena clasificacién
fenotipica en tarwi en comparacion a los reportado en Vigna unguiculata (Gerrano et al.,
2017). Este patron también se observd para el contenido de Mn, permitiendo una mejor
clasificacion de genotipos en tarwi, a diferencia de Vigna unguiculata (Gerrano et al., 2017),
Lens cuinaris (Karakoy et al., 2012) y Cicer arietinum (Aliu et al., 2016).
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Figura 5. Analisis de componentes de las principales de las accesiones tardias y
precoces de tarwi

(A) Grafico Biplot de la distribucion de las accesiones de tarwi para PC1 vs PC2 (B) Gréafico
de correlacion del andlisis de componentes principales para hierro, zinc, boro, cobre,
manganeso, largo de semilla, ancho de semillay el peso de 100 semillas.

Por otro lado, la Figura 3B también muestra la importancia de LS, AS y P100S en la
seleccion de genotipos. La seleccion basada en LS y AS fue mas eficiente en tarwi que en
Phaseolus vulgaris (Saba et al., 2016; Sinkovi¢ et al., 2019 y Yeken et al., 2018), Phaseolus
coccineus (Sinkovic et al., 2019), Vicia Faba (Baloch et al., 2014) y Cicer arietinum (Al-

Saady et al., 2019).

El P100S fue un rasgo menos eficiente para seleccionar genotipos en Sphenostylis
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stenocarpa (Aleke y Poberni, 2019) y Cicer arietinum (Mahmood et al., 2018) que en tarwi.
Sin embargo, Al-Saady et al. (2019) mostraron que P100S tiene una mayor contribucion a
la seleccidn fenotipica en Cicer arietinum. Para seleccionar los mejores genotipos se utilizd
el analisis de conglomerados utilizando la distancia de Mahalanobis. En base al P100S, las
accesiones de floracion tardia se subdividieron en 12 accesiones con P100S > 23 g y 13
accesiones con P100S < 23 g (Figura 4A). Mientras que 20 accesiones de floracion temprana
se dividieron en dos subgrupos, 2 genotipos con P100S < 21 g y 18 genotipos con P100S >
21 g (Figura 6A).
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Figura 6. Seleccion y caracterizacion de las tres accesiones tardias de tarwi

A) andlisis cluster y seleccidn en base al P100S, criterios micronutricionales y la variacion
de micronutrientes (MCVmicronutriente < 10%). y B) Descripcion del contenido de Fe, Zn,
B, Cu, Mn, LS, ASy P100S.

Para una seleccidn eficiente de las semillas se utilizaron los criterios que corresponden a una
alimentacion saludable en micronutrientes (Fe> 40 ppm, Zn> 28 ppm, B> 13 ppm, Cu< 9
ppmy Mn< 30 ppm) y el coeficiente medio de variacion para micronutrientes (CVM < 10%),
lo que nos permitio seleccionar tres accesiones de floracion tardia (T05, TO8 y T25) y tres
accesiones de floracion temprana (P14, P16 y P21) por su contenido adecuado de
micronutrientes (Figura 6B, 7B y Anexo 1) y sus excelentes rasgos asociados a la semilla
(Figura 6B, 7B y Anexo 1), a diferencia de Phaseolus vulgaris L. (Beebe et al., 2000; Blair
et al., 2013; Gouveia et al., 2014; Paredes et al., 2009), Vicia faba (Etemadi et al., 2018),
Lens culinaris M. (Sarker et al., 2018), Vigna unguiculata (Gerrano et al., 2017), Glycine
max (Rigo et al., 2018) y Arachis Hypogaea (Phan Thien et al., 2010). El material vegetal
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utilizado para el cumplimiento del tercer objetivo fue el T25 (47.00 ppm), el cual fue
comparado con el cultivar “"Andenes” (control), para identificar los genes asociados a la
homeostasis de hierro en tarwi y conocer que genes se sobreexpresan bajo deficiencia de

hierro, convirtiéndolos en criticos para la generacion de cultivares biofortificados.

A B Contenido Tamafio Peso
pos 901  aaa (ppm) 124 (mm) 35- (er)
P16 T bab
P21 . 80 N
Pl Ml HPl14 P16 [OP21
P22 =04 - aab 28 A h A
P09 l - o
P07 n In il
P25 60 L - [l
P17 | I aab T |
P12 U T I 214 1
P06 504 ] aaa T o
P13 L 6 I I 1l
P11 —F a0l | i aaa i M H
P02 Il - M M -
P18 I L& T M M 144 |
gig l—\ 304 ] u aaa I I I
POS ‘ Il Il fi 3] A M H
PO1 204 . l H H H -1 H

0.00 10.00 - i [l i i I

10 [ (] abb - i I L

W P100S > 2lgr u H E H T [ i Ll I
W P100S <21gr ol H M ol H L ol
W cVM=10% Fe Zn B Cu M SL  SW 100-SW

Figura 7. Seleccion y caracterizacion de las tres accesiones precoces de tarwi

(A) analisis cluster y seleccion en base al P100S, criterios micronutricionales y la variacion
de micronutrientes (MCVmicronutriente < 10%) y B) Descripcion del contenido de Fe, Zn,
B, Cu, Mn, LS, ASy P100S.

4.2 IDENTIFICACION Y SELECCION DE LOS TRANSCRIPTOS ASOCIADOS A

LA HOMEOSTASIS DE HIERRO EN TARWI

La variacion de micronutrientes (CVM< 10%) de los genotipos de tarwi seleccionados fue
minima y se observaron muy pocas diferencias significativas (Figura 3B, 4B y Anexo 1).
Esto podria deberse a una alta especificidad de las proteinas asociadas con la absorcion,
translocacion, removilizacion y/o almacenamiento de estos micronutrientes (Vera-Vega et
al., 2022). Por lo tanto, para esta investigacion se hizo necesaria la identificacion de las

proteinas implicadas en la absorcion, translocacion y almacenamiento de hierro en tarwi.

4.2.1 ldentificacion de los transcriptos implicados en los mecanismos de absorcion,

transporte y almacenamiento de hierro en tarwi

Los resultados obtenidos de la comparacion entre el transcriptoma de tarwi con respecto a la
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base de datos conjunta entre Glycine maxima L. (Glym), Glicyne soja L. (Glys), Arachis
hypogaea L. (Arah), Arachis ipaensis L. (Ahai), Cicer arietinum L. (Cica), Medicago
trucantula L. (Medt), Cajanus cajan L. (Cajc), Vigna unguiculata L. (Vigu), Lupinus
angustifolius L. (Lupina) y Arabidopsis thaliana L. (At), revelaron 16 genes asociados en la
absorcion, transporte y almacenamiento de hierro exclusivas en tarwi (Tabla 6). Estas
secuencias se caracterizan por tener un porcentaje de identidad que varia entre 72.98 % a
95.36 %. Ademas, el e-valor y bit score variaron entre 0 a 2,22E-93 y 324 a 1776,

respectivamente (Tabla 7).

Tabla 7. Transcritos asociados a los mecanismos de absorcion, transporte y
almacenamiento de hierro en tarwi

ACRONIMO ARABIDOPSIS HOMOLOGO EN % DE E- BITE
i} AGI LUPINUS MUTABILIS IDENTIDAD VALOR  SCORE

RAIZ

Gen que regula la exudacion de protones

AHA2 AT4G30190.1  TRINITY DN26268 c0_g1 il 92.05 0 1776

Gen que regulan el proceso de 6xido reduccion

FRO2 AT1G015801 TRINITY DN10820 c0_g1_il 72.78 0 686

Genes que regulan la biosintesis de fitosideroforos

NAS1 AT5G04950.1  TRINITY DN19184 c0 g1 i1l 76.73 3.00E-139 488

SAMS3 AT3G17390.1 TRINITY DN21351 c2_g2_il 95.36 0 610

Gen que regulan el transporte de larga distancia

YSL1 AT4G24120.1  TRINITY DN22586 c0_g1_il 80.14 0 1112

TALLO

Genes que regulan el transporte de larga distancia

FRD3 AT3G80040.1 TRINITY DN18069 c0_g2_i2 74.16 0 789

OPT1 AT5G55930.1  TRINITY DN19860 c0_g1_il 76.78 0 1214

OPT3 AT4G16370.1 TRINITY DN22490 c0_g2_i5 89.4 0 1373

OPT7 AT4G10770.1  TRINITY DN23386 c11_gi il 86.08 0 1346

YSL3 AT5G53550.1 TRINITY DN25538 ¢2_g6_i4 80.98 0 1128

HOJA (Vacuola)
Genes que regulan el transporte de corta distancia

NRAMP1 AT1G80830.1  TRINITY DN24501 c1_g5_i3 84.71 0 771
NRAMP3 AT2G23150.1 TRINITY DN19831 c0 g1 i2 78.02 0 775
VIT1 AT2G01770.1 TRINITY DN10042 c0_g1_i2 86.07 5.00E-109 410
HOJA (Cloroplasto)

Gen que regula el almacenamiento

FER2 AT3G11050.1  TRINITY DN20442 c0_g2_i2 73.11 2.22E-93 324
Gen que regulan el transporte de corta distancia

TIC21 AT2G15290.1 TRINITY DN19531 c0_g1_i2 81.24 6.00E-113 410

Gen que regulan el proceso de 6xido reduccion
FRO7 AT5G49740.1  TRINITY DN14213 c0_g1_i10 75.32 0 1131




4.2.2 Caracterizacion In silico de las proteinas implicadas en la homeostasis de hierro

en tarwi

Para esta etapa se utilizo la base de datos del trasdecoder del ensamblaje de tarwi (Ramos,
2021; Hidalgo, 2021) para identificar las secuencias de aminoacidos de los transcriptos
asociados a los mecanismos de absorcion, transporte y almacenamiento de hierro en tarwi

(Tabla 7), los cuales fueron utilizados para la caracterizacion in silico en el punto a al c.

a. Analisis filogenético, motivos conservados y dominios de las proteinas implicadas en la

homeostasis de hierro a nivel de célula radicular.

Los resultados indicaron que la proteina YSL1y las enzimas NAS1, SAMS3, AHA2 y FRO2
pueden estar involucradas en el mecanismo de absorcion de hierro del tarwi (Tabla 7). La
enzima AHA2 es sensible a cambios repentinos en el pH del suelo, facilitando la
biodisponibilidad de hierro a través de la liberacion de protones a la rizosfera en condiciones
de estrés abidtico (Lager et al., 2010), convirtiéndola en un componente importante en la
adquisicién de este mineral en suelos marginales (Alcantara et al., 1991). Mediante anélisis
bioinformatico se identificd a la secuencia TRINITY DN26268 cO_gl1 il como una ATPasa
del tipo H en tarwi con un porcentaje de identidad del 92,05 % (Tabla 6). El analisis
filogenético agrupo6 en el mismo cluster a tarwi (TRINITY DN26268 c0_gl il) con los
ortélogos de Cicer arietinum (CiaAHA4) y Medicago trucantula (MetdAHAA4) (Figura 8A).
Se utiliz6 AtAHA?2 para predecir un dominio funcional altamente conservado que es propio
de bacterias, arqueas y eucariotas conocidas como P-type ATPase, subfamily I11A (Pedersen
et al. 2007) y cuya actividad es el transporte de iones especificos, entre ellos el hidrogeno
(H"), por la membrana celular utilizando la hidrélisis de ATP como fuente de energia (Stock
et al., 2023). Este dominio en la secuencia TRINITY DN26268 c0_gl il se encuentra
ubicado entre el aminoacido 39 al 880 (Anexo 1). De los 27 motivos predichos por MEME,
los motivos 5, 9, 23 y 26 no coinciden con la region del dominio P-type ATPase, subfamily
I1IA predicho para esta enzima (Figura 8A y Anexo 2), pudiendo ser definidos como
regiones no funcionales. En cambio, la ausencia del motivo 26 en AtAHA2 y ArahAHA4,
separ6 Arabidopsis thaliana y Arachis hipogaea de las leguminosas, asi como a las especies
del género Arachis, pudiendo deberse al proceso de especiacion (Vatansever et al., 2016).
Ademas, dentro del proceso de domesticacion (Tomar et al., 2022) se ha generado una
divergencia entre las especies de la tribu Genisteae (TRINITY DN26268 y LupinaAHA4) y

Dalbergieae (ArahAHA4 y AraiAHAA4). Por otro lado, la secuencia candnica de la enzima
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AHA obtenida a partir del alineamiento multiple revel6 zonas de alta variabilidad en los
motivos 26 (no funcional), 22 (funcional) y 8 (funcional), siendo este Gltimo motivo muy
variable debido a que se observa una posible deleccidn de 24 aminoacidos entre los residuos
574 al 606 en las leguminosas. Por otro lado, el alineamiento multiple revel6 sustituciones
en la secuencia TRINITY DN26268 cO_gl il versus sus respectivos ortdlogos. Asi, en el
motivo 7 se observé el cambio de valina (Val140) por una isoleucinay en las posiciones 443
y 483 del motivo 15, las lisinas (K) fueron sustituidas por arginina (R) y prolina (P),

respectivamente (Anexo 2).

La enzima FRO2 regula la reduccion del Fe(lll) a Fe(ll) bajo condiciones de estrées
(Mukherjee et al., 2006), lo que facilita la entrada del hierro y su uso inmediato para
amortiguar el dafio causado por el estrés abidtico. (Zhang et al., 2019). En tarwi, con un
porcentaje de identidad del 72.78 % (Tabla 7) se identifico la secuencia TRINITY DN10820
c0_g1 i1 como FRO2. A nivel filogenético agrup6 a TRINITY DN10820 c0 g1 il dentro
de la tribu Genisteae (Figura 8B), pese a la variacién en el tamafio de las secuencias, lo cual
pudo deberse a la alta frecuencia de regiones conservadas que comparten. Por medio de la
plataforma InterPRO se predijo 3 dominios para la enzima FRO2, los cuales son Ferric
reductase transmembrane component-like domain, FAD-binding domain y NAD binding
domain. El primer dominio facilita la movilizacion de electrones por medio de la membrana
plasmética (Roman et al., 1993), mientras que los dos Gltimos intervienen en el proceso de
donacion de electrones por parte del NADPH+H™ (lyanagi, 2022). En tarwi, el dominio
Ferric reductase transmembrane component-like esta constituido de una secuencia parcial
ubicada entre la posicion 257 al 308 (Anexo 3), siendo esta una diferencia relevante respecto
de sus respectivos ortélogos (Monstein et al., 2007). Por otro lado, FAD-binding domain y
NAD binding domain se localizan entre las posiciones 337 al 440 y 448 al 724,
respectivamente, en tarwi. De los 22 motivos determinados para FRO2, los motivos 11, 12,
14, 19y 20 son considerados no funcionales al no coincidir con las regiones de los dominios
predichos para esta enzima. Dentro de estos, la presencia del motivo 19 genero divergencia
separando, dentro de la tribu Phaceoleae, a las enzimas del género Glycine de CajcFRO2 y
ViguFRO2 asi como a las enzimas FRO2 del género Arachis. Por otro lado, la variabilidad
mostrada en la secuencia canonica es producto de la alta frecuencia de sustituciones y
deleciones. Las deleciones se localizan en el dominio FAD dentro del motivo 22 entre la
posicion 423 al 425; mientras que en NAD binding domain, estan distribuidas en los motivos
7, 10y 18 entre las posiciones 514 al 538, 658 al 665 y 637 al 639, respectivamente (Anexo
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3).

Otras enzimas criticas para la homeostasis de hierro a nivel radicula son NAS1y SAMSS3.
Estas enzimas sintetizan fitosideroforos, que son exudados a la rizésfera y cuya funcion es
secuestrar el Fe(111) y Fe(ll), facilitando la entrada de este micronutriente a las células de la
raiz (Bonneau et al., 2016). Los homdlogos Unicos en tarwi para la enzima NAS y SAMS
son TRINITY DN19184 c0_gl_il y TRINITY DN21351 c2_g2_il, por presentar un
porcentaje de identidad de 73,76 % y 95,36 %, respectivamente (Tabla 7). Respecto a la
enzima NAS (Figura 8C), el analisis filogenético agrupo de forma separada a las especies de
las tribus Genisteae, Phaseolieae y Dalbergieae en estudio. Con ayuda de la plataforma
interPRO, se identific6 al dominio NICOTIANAMINE SYNTHASE 3 que cataliza la
trimerizacion del S-adenosylmethionine para la formacion de nicotianamina (Singh et al.,
2021) y, en tarwi, se ubica entre la posicién 5 a la 312 (Anexo 4). Este dominio comparte
regiones con todos los motivos identificados por MEME a excepcion del motivo 13. Dentro
de los motivos funcionales, el motivo 3 y 14 son caracteristicos de las leguminosas, puesto
que presentan una alta similitud entre ellas. La secuencia consenso reveld una alta
variabilidad en la frecuencia de aminoéacidos dentro del dominio, en donde se pueden
destacar inserciones glutamina (Q), leucina (L) y isoleucina (I) en las posiciones 7, 312 y
314, siendo estas propias de la tribu Genisteae. Asimismo, la insercion de glicina (G) en la
posicion 123 separa a la tribu Dalbergieae del resto y de igual forma la insercién de Asn49,
Glu90, Asp91 y GIn92 distingui6 a AtNAS de sus ortdlogos (Anexos 3).

En SAMS, el andlisis filogenético revel6 una divergencia muy marcada entre la secuencia
TRINITY DN21351 c2_g2_il con sus ortélogos (Fig. 6D). Por otro lado, se identifico el
dominio S-adenosylmethionine synthetase que se encarga de catalizar la formacion de S-
adenosylmethionine utilizando como sustrato a la metioninay ATP (Remines et al., 2023) y
tarwi comparte una region parcial del dominio ubicado entre la posicién 51 y 367 del
alineamiento multiple (Anexo 5). Todos los motivos identificados para esta enzima
comparten regiones con el dominio S-adenosylmethionine synthetase, identificandolos
como funcionales. Sin embargo, la ausencia de los motivos 5y 6 ubicados en el extremo N-
terminal y C-terminal en tarwi es producto del secuenciamiento parcial. Ademas, esta
caracteristica pudo causar la separacién filogenética. Por otro lado, en los ortélogos de tarwi
se evidencia variaciones por sustitucion y deleccion, pudiendo ser la causa de esta variacion
el proceso de domesticacion y/o especiacion (Vleeshouwers et al., 2001). Dentro de la tribu

Genisteae se identifico un mayor nimero de sustituciones propias de Lupinus Angustifolius

37



y en tarwi sustituciones que se ubican en

la posicion 91 y 92, en donde hubo un cambio de

lysina por asparagina y asparagina por lysina, respectivamente (Anexo 5).

Otra proteina clave en la homeostasis de hierro a nivel radicular es la YSL1, facilitando la
entrada de los complejos NA-Fe(ll) y NA-Fe(lll) a la célula radicular, inducida por la
deficiencia de hierro (Araki et al., 2011), cumpliendo un rol clave en el buen funcionamiento

de la planta, asi como en la calidad micronutricional de los alimentos en referencia al hierro

(Negishi et al., 2002).
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Figura 8. Andlisis filogenético y de motivos conservados de las proteinas asociadas al
posible mecanismo de absorcion de hierro en tarwi



La proteina identificada como YSL1 (TRINITY DN22586 c0 gl il) para tarwi se muestra
en la tabla 7, por tener un porcentaje de identidad del 80.14 %. A nivel filogenético, se
agrupd de forma separada a las especies de la tribu Genisteae y Dalbergieae en estudio
(Figura 8E). Con interPRO se identificé el dominio Metal-nicotianamine transporter YSL-
like que es caracteristico de hongos, bacterias y arqueas y cuya funcion es regular el
transporte vascular del complejo NA-metal quelatado (DiDonato et al., 2004; Waters et al.,
2006). Este dominio comparte regiones como todos los motivos predichos para esta proteina
a excepcion del motivo 18 (N-terminal). Tanto la ausencia de este motivo como el 16 y 17
no son caracteristicos de AtYSL1; mientras que el motivo 18 generd divergencia entre las
especies del género Arachis y Glycine, siendo el proceso de domesticacién la posible causa
de esta variacion en el nimero de motivos (Gu et al., 2017). Ademas, la secuencia consenso
revel6 zonas variables, gobernadas por deleciones, inserciones y sustituciones dentro de los
motivos 7, 9, 11, 13, 15, 16 y 18, siendo las més resaltantes las posibles inserciones dentro
del motivo 9 de Gly118'y Tyr119 en LupinaYSL1y la insercion de regiones parciales dentro
del motivo 7 que parten desde Met343 a Val349 y Ala357 hasta Tyr391 dentro de las

especies de leguminosas (Anexo 6).

b. Anélisis filogenético, motivos conservados y dominios de las proteinas de transporte a

larga distancia implicadas en la homeostasis de hierro a nivel del tallo

Para tarwi se identificaron a FRD3 (TRINITY DN18069 c0 g2 i2), OPT1 (TRINITY
DN19860 c0 gl il), OPT3 (TRINITY DN22490 c0 g2 i5), OPT7 (TRINITY
DN23386 c11 gl il) y YSL3 (TRINITY DN25538 c2 g6 _i4) como posibles proteinas
asociadas a la homeostasis de hierro (Tabla 7). La FRD3 es un transportador del complejo
citrato-Fe(l11) que transporta este nutriente via xilema y cuya regulacion es intensificada
bajo estrés abidtico (Rogers et al., 2002), definiéndola como una proteina clave para la
adaptabilidad y biofortificacion de los cultivos (Rogers et al., 2009). El arbol filogenético
agrupd por separado a las especies de las tribus Genisteae, Phaseoleae y Dalbergieae (Figura
9A). Utilizando InterPRO, se identificd al dominio Protein detoxification 44, chloroplastic-
related, siendo propio de bacterias, arqueas y eucariotas, cuya funcion es regular el transporte
del complejo citrato-Fe(l1l) por el xilema del tallo (Rogers y Guerinot, 2002; Green y
Rogers, 2004), ubicandose este dominio entre los aminoacidos conservados Pro46 y Ile544
en tarwi. De los 16 motivos predichos, el 13 (N-terminal) puede ser considerado como no
funcional, por no encontrase dentro de la region del dominio. Dentro de la region funcional,

el motivo 10 es tipico de las leguminosas; ademas, el motivo 16 es propio de la tribu
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Dalbergieae, mientras que el motivo 14 no (Anexo 7).

La familia de proteinas OPT se caracteriza por transportar péptidos de bajo peso molecular,
macro y micronutrientes a lo largo de la planta (Cao et al., 2019; Lubkowitz, 2011), siendo
esenciales para mantener la homeostasis ionica (Lubkowitz, 2011; Stacey et al., 2006). En
esta familia, la YSL3 pertenece al grupo de Yellow Strike Like (YSL); mientras que la
OPT1,3 y 7 integran el Oligopeptides Protein Transport (OPT). En OPT1, el éarbol
filogenético reveld una estrecha relacion entre la secuencia TRINITY DN19860_c0 g1 il
y ViguOPT1 (Fig. 9B), mientras que en OPT3 y OPT7, las secuencias TRINITY
DN22490 c0 g2 i5y TRINITY DN23386_c11 gl il fueron agrupadas dentro de la tribu
Genisteae (Figuras 9C y 9D). Por otro lado, el dominio Tetrapeptide transporter (OPT1/isp4)
fue identificado para estas tres proteinas. Con ayuda de MEME, se identificaron 20, 22 y 20
motivos para OPT1, 3y 7, respectivamente. Sin embargo, los motivos 22 y 18 en OPT3y 7
no estan incluidas dentro del dominio, pudiendo ser consideradas como no funcionales
(Anexo 9 y 10). En OPT1 (Anexo 8), la secuencia consenso reveld una alta divergencia
dentro del motivo 19, pudiendo ser la causa de la separacion de TRINITY
DN19860 cO0 gl il y ViguOPT1 con sus ortologos (Vleeshouwers et al., 2001). Por el
contrario, GlysOPT3 se agrup6 con los ortdlogos de la tribu Phaseoleae, pese a la ausencia
de los motivos 22 y 13, pudiendo ser considerados no funcionales para esta tribu (Fig. 7C y
Anexo 9). Mientras que en OPT7, los motivos 18, 19 y 20 son propios en leguminosas, por
estar ausentes en AtOPT7. Por otro lado, el motivo 15 solo estd presente en ArahOPT7,
siendo util para su identificacién taxondmica (Figura 9D y anexo 10). Pese a ello, la
secuencia canonica evidencio zonas con alta variacion en las proteinas OPT producto de
sustituciones, deleccion e inserciones, siendo esta variacion muy marcada en el extremo N-
terminal, comprometiendo al motivo 19 en OPT1 (Anexo 8), al motivo 13 en OPT3 (Anexo
9) y al motivo 14y 18 en OPT7. Ademas, en AraiOPT7 existe una pérdida de aminoacidos
entre las posiciones 158 y 177 (Anexo 10).

Por otro lado, YSL3 es una proteina que transporta complejos NA-Fe(Il) y NA-Fe(l11) desde
el floema a las células foliares (Gamboya et al., 2015). El andlisis filogeneético realizado a
YSL3, agrupo a las proteinas de las tribus Phaseoleae, Genisteae y Dalbergieae (Figura 9E).
Con InterPRO se identifico al dominio Metal-nicotianamine transporter YSL-like cuya
funcién es el transporte de micronutrientes a nivel vascular (Zang et al., 2020). De los 20
motivos predichos, solo el motivo 14 y 20 no comparten regiones con el dominio, los cuales

pueden ser considerados como no funcionales (Anexo 11). Por otro lado, el motivo 15 es
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distintivo en leguminosas por estar ausente en AtYSL3. Ademas, la secuencia canonica
reveld una alta frecuencia de aminodcidos conservados y pequefias variaciones a nivel del
motivo 14 y entre los motivos 15 y 11 (Anexo 11). Estas variaciones en la secuencia
consenso pueden causar diferencias en la funcionalidad de estas enzimas (Kaya et al., 2019).
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Figura 9. Andlisis filogenético y de motivos conservados de las proteinas asociadas al
posible mecanismo de transporte de hierro en el tallo de tarwi



c. Arbol filogenético, motivos conservados y dominios de la proteina de almacenamiento
(FERZ2), de transporte de corta distancia (NRAMP1, NRAMP3, VIT1, TIC21) y enzima

de oxido-reduccion (FRO7) implicadas en la homeostasis de hierro a nivel de célula foliar.

La ferritina, como proteina de almacenamiento, cumple un rol importante para mantener la
homeostasis de hierro bajo estrés abiotico (Kar y Panda, 2020) y, a nivel nutricional, es
esencial para la generacion de cultivares biofortificados (Finkelstein et al., 2019). Esta
proteina fue identificada en tarwi como TRINITY DN20442 c0O g2 i2 y mantiene una
fuerte relacion filogenética con las especies del género Glycine y Arachis (Figura 10A).
Ademas, el dominio Ferritin es propio de animales, plantas y microorganismos (Lesjak y
Srai, 2019), cuya region funcional en tarwi abarca desde la posicion 79 hasta la 265 (Anexo
12). De los 6 dominios predichos por MEME, los motivos 5 y 6 se encuentran fuera del
dominio, pudiendo ser caracterizados como no funcionales. Sin embargo, solo el motivo 5
(Figura 10A) se presentd en los géneros Glycine y Arachis y su presencia puede tener su
origen en el proceso de mejoramiento genético al que se sometieron estas especies (Tomar
et al., 2022). Por otro lado, la secuencia canonica revelé una baja conservacion de
aminoacidos asociados a los motivos 4 y 1 (Anexo 12). Las causas de esta alta variabilidad
pueden deberse a la secuencia parcial FER2 en Lupinus angustifolius y a las sustituciones
que se presentan, lo cual podria originar un comportamiento diferencial en el

almacenamiento de hierro entre estas proteinas (Houston et al., 2005).

Para utilizar el hierro contenido en la vacuola, es critico tener proteinas que faciliten su
liberacion al citoplasma 'y, entre ellas, tenemos a las NRAMP (Yoshida y Negishi, 2013). En
tarwi se identificaron 2 proteinas NRAMP con los codigos TRINITY DN24501 c1 g5 i3
(NRAMP1) y TRINITY DN19831 c0_gl i2 (NRAMP3) (Figura 10B y 10C). El dominio
identificado para estas dos proteinas se denomina NRAMP family, cuya funcion es el
transporte de cationes divalentes y esta interaccién estd asociada a residuos altamente
conservados (Jiang et al., 2022). El programa MEME ha identificado 17 motivos para
NRAMP1y 14 para la NRAMP3, siendo el motivo 9, 13y 15 en NRAMPL1 y solo el motivo
13 de NRAMP3 es considerado como no funcional. Pese a la ausencia de los motivos 5, 12,
13y 14, lasecuencia TRINITY DN24501 c1 g5 i3 seagrup6 con LupinaNRAMP6 (Anexo
13y 14). Las secuencias de NRAMP estudiadas, presentan regiones muy variables ubicadas
en los extremos N y C-terminales. Las variaciones a nivel de NRAMP3 pueden deberse a
delecciones e inserciones. Por otro lado, en NRAMPL1 existen amino&cidos caracteristicos
de la tribu Genisteae, los cuales son Ser252, GIn283, Lys347, Ser400, Pro425 y Ala427
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(Anexo 13); mientras que en NRAMP3 solo se identifico VVal124 para esta tribu (Anexo 14).

Segun Liy Chiu (2010), TIC21 es una proteina de transporte critico para el ingreso de hierro
al cloroplasto. En tarwi, esta proteina fue identificada con el codigo TRINITY
DN19531 c0 gl i2, estando agrupada con Lupinus angustifolius como se muestra en el
arbol filogenético (Figura 10D). Esta proteina tiene como dominio a PROTEIN TIC 21,
CHLOROPLASTIC, cuya funcién es regular la permeabilizacion de la membrana para
asegurar el ingreso del hierro al cloroplasto (Filiz y Aydin Akbudak, 2020) y, en tarwi, este
dominio se localiza entre la posicion 44 a la 335 del alineamiento multiple (Anexo 15). Este
dominio comparte regiones como los 10 motivos identificados para esta proteina. Los
motivos 6, 8 y 9 son conservados y caracteristicos de las leguminosas, ya que se encuentran
ausentes en Arabidopsis thaliana. Pese a la ausencia de los motivos 5y 7 en GlysTIC21, esta
proteina guarda una alta relacion filogenética con GlymTIC21 (Fig. 10D). Por otro lado, el
motivo 10 es propio de la tribu Genisteae y se caracteriza por presentar Thr247 y 11e250
ubicado en el motivo 4 en comparacion a las otras leguminosas. De acuerdo a la secuencia
candnica, los motivos con mayor variabilidad se deben a posibles delecciones, sustituciones
e inserciones en los motivos 5, 6, 7 y 8. Por otro lado, los residuos de Serl71y Val276 son
caracteristicos de la tribu Genisteae (Anexo 15). Estas variaciones en el externo N-terminal
pueden generar diferencias muy marcadas en la funcionalidad de estas enzimas respecto al

transporte de hierro (Riedelsberger et al., 2021).

Asi como las NRAMPs, VIT1 es una proteina de transporte critica para la homeostasis del
hierro (Kato et al., 2019). En tarwi, esta proteina se identific con la secuencia TRINITY
DN10042 cO0 gl i2, como se muestra en la tabla 7. El arbol filogenético agrup6 a las
especies de los géneros Glycine, Arachis y Lupinus (Figura 10E). Con interPRO se identifico
al dominio FE(2")/MN(2") TRANSPORTER PCL1 el cual regula la permeabilidad
transmembrana para el ingreso del hierro a la vacuola (Mach y Sutak, 2020) y este dominio
abarca desde la posicion 46 al 279 en tarwi (Anexo 16). Este dominio comparte regiones con
los 6 motivos predichos por MEME, de los cuales los motivos 2, 4 y 6 estan ausentes en
GlysVIT1 y esto debido a la secuencia parcial utilizada para el analisis (Figura 10E). La
variabilidad observada a lo largo de la secuencia puede causar diferencias en el transito de

hierro al interior de la vacuola por esta proteina (Platre et al., 2022).

La enzima FRO7 es inducida por diferenciacion celular a nivel de hoja y la maduracion del

cloroplasto (Kroh y Pilon, 2020), jugando un rol importante en la fotosintesis (Jeong et al.,
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2008). En tarwi, la secuencia TRINITY DN14213 c0_g2_i2 se identific6 como FRO7 v,
segun el arbol filogenético, se encontrd que estaba muy relacionada con FRO7 de Lupinus
angustifolius (Figura 10F). En esta proteina se determin0 los siguientes dominios: Ferric
reductase transmembrane component-like domain, FAD-binding domain y NAD binding
domain. En donde, el primer dominio regula la movilizacion de electrones por medio de la
membrana plasmatica (Roman et al., 1993), mientras que los dos ultimos intervienen en el
proceso de donacidn de electrones por parte del NADPH+H* (lyanagi, 2022).
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De los 21 motivos establecidos para FRO7, solo los motivos 8, 10, 13 y 15 pueden ser
considerados como no funcionales (Anexo 17). No obstante, el motivo 15 es distintivo para
leguminosas por estar ausente en Arabidopsis thaliana y, dentro de la region funcional, los
17 y 20 son anicos de leguminosas. La secuencia consenso refleja una alta variabilidad
producto de delecciones, inserciones y sustituciones, siendo las méas representativas las
inserciones (Asnl115 y Asnl16) y la sustitucion (Leu291 por Phe291), caracteristicas de la
tribu Genisteae (Anexo 17). Este comportamiento puede deberse a la divergencia durante el

proceso de especiacion (Longo et al., 2018).

4.3. VALIDACION DE LOS GENES ASOCIADOS A LA HOMEOSTASIS DE
HIERRO POR MEDIO DE EXPRESION GENETICA

El cultivar “Andenes” y las accesiones T25 fueron utilizados para validar 16 genes asociados
a la homeostasis de hierro por medio de expresion genética. EI T25 fue seleccionado por su
bajo valor de CVmicronutricional (6.53 %) (Anexo 1) y el cultivar Andenes como control
comparativo para T25. De acuerdo a Chao y Chao (2022), para la adquisicion de hierro a
nivel radicular existen dos estrategias, en donde los genes AHA2 y FRO2, que forman parte
de la estrategia I, fueron identificados en tarwi; mientras que los genes NAS1 y SAMS3,
pertenecientes a la estrategia 1, se identificaron para esta leguminosa (Figura 11). Siendo
asi, T25 reveld niveles altos de expresion de AHA2 en hoja, tallo y raiz, a diferencia del
cultivar "Andenes” (Figura 11A), pudiendo reflejar una mayor adaptabilidad de este gen por
parte de T25 (lvanov et al., 2012), lo que facilitaria la exudacién de protones por parte de
AHAZ2, facilitando la liberacion de Fe(l1l) a la rizésfera. Esta forma de hierro no disponible
debe ser reducida a Fe(ll) y, para ello, el gen FRO2 se expresa (Connolly et al., 2003). En
tarwi, FRO2 se expresa en hoja, tallo y raiz en ambos genotipos (Figura 11B), siendo su
expresion predominante en raiz, disminuyendo en tallo y hoja. La expresion de FRO2 en
T25 se observa en los tres 6rganos, pudiendo indicar una mayor plasticidad a las variaciones
de hierro intracelular en la planta, para amortiguar los efectos de estrés causado por la

deficiencia de este mineral (Vert et al., 2003).

En torno la estrategia I, el gen NAS1 es sobreexpresado bajo estrés abidtico para
biosintetizar NA, que se encarga de secuestrar hierro fijado en el suelo y lo transporta al
interior de la célula radicular (Pearce et al., 2014). En tarwi se observo una elevada expresion
de NAS1 en T25 que en el cultivar Andenes (Figura 11C), revelando que la accesion T25

presenta una mayor resiliencia a la deficiencia de hierro, gracias a la sobreexpresién del gen
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NASL1 (Grillet y Schmidt, 2019); mientras que la baja expresion de NAS1 en “Andenes”
podria ser producto del proceso de mejora genética (Rauf et al., 2010). EI gen SAMS3
cumple un rol similar al NASL1, asociandolo a la tolerancia a la deficiencia de hierro (Heidari
et al., 2020). A nivel de tallo y raiz, la expresion del SAMS3 fue alta en "Andenes” versus
T25, a diferencia de lo observado en hojas (Figura 11D). El alto nivel de expresion de
SAMS3 en “Andenes”, podria deberse a la pérdida de secuencias en los extremos N y C-
terminal observadas en la region del dominio S-adenosylmethionine Synthetase (Anexo 5)
(Asify Nath, 2005). Para que el complejo fitosideroforo-hierro ingrese al interior de la célula
radicular es necesaria la expresion y traduccion del gen YSL1 (Le Jean et al., 2005). En la
accesion T25, el gen YSL1 mantiene un patron de expresion alto en hoja, tallo y raiz, a
diferencia de lo observado en “Andenes” (Figura 12E). La baja expresion de YSL1 en
“Andenes” pudo deberse a variaciones en las secuencias observadas en el dominio Metal-
Nicotiamine transporter YSL-like (Anexo 6) que se pudieron dar durante el proceso de

generacion de este cultivar (Afzal et al., 2020).

Para el transporte de hierro via xilema, es necesaria la expresion de genes asociados al
transporte a larga distancia (Conte y Walker, 2011) y, entre ellos, tenemos los genes FRD3,
OPT1, OPT3, OPT7 y YSL3. En tarwi, la expresion de FRD3 fue mayor en tallo y raiz en
“Andenes”, mientras que en T25 fue mayor en hojas (Figura 12A). Sin embargo, la accesion
T25 presenta una mayor uniformidad en la expresion de FRD3 a nivel de los érganos
evaluados, lo que facilitaria una mejor respuesta a la deficiencia de hierro (Zhang et al.,
2019), convirtiéndose en un gen critico para la adaptabilidad y biofortificacion de cultivos
(Tong et al., 2020).

En cambio, el gen OPT1 presenta una expresion diferencial en tallo y hoja, siendo alta y
similar en raiz para ambos genotipos (Figura 12B). Esta expresion diferencial es una
caracteristica de este tipo de genes (Liu et al., 2014). Sin embargo, los niveles de expresion
de OPT3 para T25 presentan diferencias significativas a nivel de raiz para ambos genotipos
(Figura 12C). La expresién de OPT3 en T25 fue mas uniforme, lo cual revelaria una mayor
estabilidad del gen frente a la deficiencia de hierro (Rauf et al., 2010). En OPT7, se observa
una mayor expresion en T25 que en "Andenes” para los tres rganos en estudio (Figura 12D),
revelando una eficiente regulacion de OPT7 en T25 para amortiguar los efectos negativos
generados por la deficiencia de hierro (Bashir et al., 2015). Por otro lado, la subfamilia YS
—like como YSL1y YSL3 juegan un rol importante como transportadores de larga distancia.

Sin embargo, YSL1 presenta una expresion predominante a nivel radicular (Jahan et al.,
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2023), mientras que YSL3 a nivel foliar (Sheng et al. 2019).
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Figura 11. Cambios en la expresion en hoja, tallo y raiz de los genes relacionados con
la estrategia | (AHA2 y FRO2) y la estrategia 11 (NAS1y SAMS3) en la adquisicion de
hierro para el cultivar “Andenes” y la accesion tardia T25 bajo deficiencia de este

micronutriente

La expresion de YSL1 en tarwi fue mayor en T25 que “Andenes’, mostrando diferencias
significativas a nivel de hoja y raiz. Sin embargo, YSL3 mostro un nivel de expresion
superior y significativo en Andenes a nivel de tallo y raiz (Figura 12F) pero alto en T25 a
nivel de hojas. Este comportamiento de YSL3 en hojas para T25 se ha reportado también
en Arabidopsis (Waters et al., 2018) y esto podria indicar que la planta trataria de reducir los

efectos negativos en la produccion de energia y biomasa, al proporcionar hierro a los

aparatos fotosintéticos y respiratorios (Bandyopadhyay et al., 2021).
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Figura 12. Cambios en la expresion de las proteinas de transporte de larga distancia
asociadas a la homeostasis de hierro en hoja, tallo y raiz en el cultivar “Andenes” y la
accesion tardia T25 bajo deficiencia de este micronutriente

A nivel de las células foliares el hierro debe ser utilizado o compartimentalizado y, para ello,
es necesario la regulacion de genes asociados al transporte de hierro a corta distancia (Curie
y Briat, 2003), siendo identificadas para tarwi a VIT1, NRAMP1, NRAMP3y TIC21. Para
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el ingreso del hierro a la vacuola es critico un transportador de corta distancia como VIT1
(Kim et al., 2006). La expresion de VIT1 en T25 fue mayor y significativa en todos los
tejidos (Figura 12A), mostrando una mayor respuesta a la deficiencia de hierro y, en
consecuencia, podria indicar una mejor respuesta frente a la deficiencia de hierro (Briat et
al., 2007). Para utilizar las reservas de hierro vacuolar, se requiere de una via de salida del
hierro, la cual involucra a los genes NRAMP1 y NRAMP3.
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Figura 13. Cambios en la expresion de las proteinas de transporte de corta distancia
asociadas a la homeostasis de hierro en hoja, tallo y raiz en el cultivar “Andenes” y la
accesion tardia T25 bajo deficiencia de este micronutriente

En tarwi, la expresion de NRAMPL1 en T25 fue mayor y significativa en todos los tejidos,
mostrando un patron de expresion muy similar a VIT1 (Figura 13B). Mientras que la
expresion de NRAMP3 de T25 fue significativa solo a nivel de hoja y raiz, mostrando una
expresion similar a nivel tallo para ambos genotipos (Figura 13C). La sobreexpresion de

NRAMP1 y NRAMP3 en la accesion T25, revelaria una mayor plasticidad a la deficiencia
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de hierro (Chen et al. 2016b), pudiendo ser una estrategia adaptativa en las accesiones
silvestres para mantener la homeostasis de hierro bajo suelos marginales (Chen et al., 2023).
El ion ferroso ingresa al cloroplasto a través de TIC21 (Filiz y Aydin Akbudak, 2020). En
tarwi, los niveles de expresion de TIC21 en T25 solo fueron altos y significativos a nivel de
hoja y tallo (Figural3D). No obstante, la baja expresion de TIC21 en “"Andenes”, podria
alterar la tasa fotosintética, perjudicando asi la calidad y rendimiento del cultivo a futuro
(Gong et al., 2015).
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Figura 14. Cambios en laexpresion de los genes FRO7 y FER2 en hoja, tallo y raiz en
el cultivar “Andenes” y la accesion tardia T25 bajo deficiencia de este micronutriente

El hierro debe ser reducido por la TIC21 para garantizar su ingreso al interior del cloroplasto,
siendo critica la reduccidn del hierro a través de FRO7 (Jeong et al., 2008). En tarwi, FRO7
no muestra diferencias significativas a nivel de hojas. Sin embargo, el cultivar Andenes
mostro diferencias significativas a nivel de tallo y raiz (Figural4A). La elevada respuesta de
FRO7 en "Andenes” podria ser consecuencia del proceso de mejora genética que tuvo este
cultivar (Schuback y Tortell, 2019). Tanto en la vacuola como en el cloroplasto, el hierro es
almacenado en ferritinas (Paramonova et al., 2007), siendo elevada la expresion de FER2 a
nivel de semillas, la cual disminuye durante la germinacion (Kranner y Colville, 2011). Sin
embargo, en tarwi se observa una sobreexpresion de FER2 en T25 en todos los tejidos
(Figura 14B), revelando una mayor resiliencia de FER2 a la deficiencia de hierro (Rauf et
al., 2010).
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V. CONCLUSIONES

1. Sin haber pasado por un proceso de mejora genética, las accesiones tardias y precoces
de tarwi estudiadas demostraron ser mas homogéneas en los rasgos fisicos y
micronutricionales, logrando una répida seleccion de 3 accesiones tardias (T05, TO8 y
T25) y 3 precoces (P14, P16 y P21) con cantidades adecuadas en Fe, Zn, B Cuy Mn sin
afectar la calidad fisica de la semilla.

2. Elandlisis in silico permiti6 identificar 16 genes y sus secuencias de proteinas asociadas
a la homeostasis de hierro en tarwi, las cuales son: enzima de ATPasa (AHA),
biosintetizadoras de fitosideroforos (NAS1 y SAMS3), proteina de almacenamiento
(FER2), enzimas de Oxido-reduccion (FRO2 y FRO7), proteinas de transporte de larga
distancia (FRD3, OPT1, OPT3, OPT7, YSL1y YSL3) y corta distancia (VIT1, TIC21,
NRAMP1, NRAMP3). Ademas, con la caracterizacion funcional de estas proteinas a
través de Meme e Inter Pro se predijo los motivos y dominios conservados para cada
secuencia, revelando diferencias con sus ortélogos que podrian estar asociadas con la

resiliencia de proteinas frente a deficiencia de hierro.

3. Lacomparacién de la expresion de los genes asociados a la homeostasis de hierro entre
la accesion T25 y el cultivar “Andenes™ (control), revelaron genes con una excelente
respuesta a la deficiencia de hierro en T25, los cuales son AHA2, FER2, NAS1, YSL1,
NRAMP1, NRAMP3, VIT1y TC21, considerandolos genes criticos para la generacion

de cultivares biofortificados.



V1. RECOMENDACIONES

Continuar con los estudios de la homeostasis de hierro en tarwi a nivel reproductivo y de llenado
de grano.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Tabla resumen del contenido de micronutrientes y caracteristicas
morfologicas de las semillas de las accesiones precoces y tardias de tarwi seleccionadas

Caracterizticas Acceziones Fe (ppm) Zn (ppm) B (ppm)
Accasionss P14 P16 P11l Pl4 Pl& P2l P14 Pl& P21
Minimo 62.00 | 69.00 | 65.00 | 36.00 | 3500 | 3500 | 2500 | 27.00 | 27.00
Maiximo Floracién precoz 67.00 | 87.00 | 87.00 | 45.00 | 35.00 | 38.00 | 3300 | 38.00 | 38.00
Promadio 6467 | 7633 | 7633 | 4067 | 3633 | 3633 | 2033 | 31.33 | 31.33
Dasviacion estandar 2.52 G.45 545 4.51 1.53 1.53 4.04 5.86 5.86
CV (%) 3.89 12.38 | 12.38 | 11.09 4.20 4.20 13.78 | 18.70 | 18.78
Apcesionss Tos TO8 T15 T0S TO8 Ti5 TS TO8 Ti5
Minimo 63.00 | 51.00 | 4400 | 36.00 | 3600 | 38.00 | 2200 [ 24.00 5.00
Maiximo Floracién tardia 78.00 | 54.00 | 33.00 | 45.00 | 4500 | 48.00 | 2400 [ 26.00 A
Promedio 70.33 | 3267 | 47.00 | 3567 | 4033 | 4367 | 2300 | 2500 | 27.33
Dasviacion estandar 7.51 1.53 5.2 4.73 7.51 5.13 1.00 1.00 2.08
CV (%) 10.67 2.90 11.06 | 11.91 | 18.61 | 11.75 4.35 4.00 62
Caracteristicas Accesiones Cu (ppm) Mn (ppm) CVM = 10%
Accasionss P14 P16 P11l Pl4 Pl& Pl P14 Pl& Pl
Minimo 3.00 6.00 6.00 24.00 | 2500 | 25.00

Miximo Floracion precoz g.00 7.00 7.0 253.00 | 26.00 [ 26.00

Promedio 8.00 £.33 £.33 2467 | 2533 | 2533 4.78 7.51 10
Dasviacion estandar (.58 (.00 0.58 0.58 .58 0.57

CV (%) 7.22 .00 22 2.34 2.28 7.22

Accasionss TOS TO8 T15 T0S TO8 T15 T0S TO8 T15
Minimo 7.00 10.00 500 21.00 | 2500 | 25.00

Miximo Floracién tardia 5.00 10.00 500 25.00 | 21.00 | 26.00 i
Promedio 3.00 10.00 500 2267 | 2267 | 2567 872 6.94 6.53
Dasviacion sstandar 1.00 0.00 0.00 2.08 2.08 0.58

CV (%) 12.50 0.00 0.00 5.18 5.18 2.25

Caracterizticas Acceziones Ancho de zemilla (mm) | Largo de zemilla (mam) | Pezo de 100 zemillas (g)
Accasionas P14 P16 Pl P14 Pl6 Pl P14 Pl6 Pl
Minimo g.02 8.53 533 11.05 | 1040 | 1150 ] 27.35 | 27.537 [ 3011
Miximeo Floracién precoz .50 3.88 5.35 11.75 | 10.57 | 11.84 | 28.88 | 28.78 [ 31.06
Promedio .28 3.76 5.58 11.43 | 10.50 | 10.53 | 28.04 | 28.16 | 2642
Desviacion estandar .24 0.20 0.27 0.34 0.0% 0.16 0.78 0.72 0.87
CV (%) 2.63 2.2 3.11 3.02 084 1.50 2.77 2.56 3.30
Accasionss TOs TO8 T15 T0S TO8 T15 T0S TO8 T15
Minimo 7.21 8.53 T.87 5.30 9.65 5.85 20.5% | 21.8% | 2024
Miximo Floracién tardia T.54 5.88 5.03 570 583 1047 | 2140 [ 2245 | 20.74
Promedio 7.39 7.81 7.97 546 5.78 1027 | 20984 [ 2229 | 20.52
Dasviacion estandar .23 0.06 0.0% 0.2 0.11 0.28 042 0.27 0.26
CV (%) 3.05 0.78 1.17 2.23 1.17 2.73 1.8% 1.20 1.23
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EVHFLPFNPYDKRTALTYIDASGNHHRASKGAPEQIHTLCHLREDAKKKYHATIDKFAERGLRSLAYARQEYPEKTKESAGAPHAF YGLLSLFDPPRHDSAETIRRALNLGYNYKHITGDOLATAKETGRRLGHGTHHYPSASLLGADKDANIAALPYEELTEKADGFAGY
EYHFLPFNPYDKRTALTY THNLCNLRODAKKKYHATIDKFAERGLRSLAYSROEYPEKSKDSPGAPHAF YGLLSLFDPPRHDSAETIRRALNLGYNVKHITGDOLATAKETGRRLGHG TNHYPSASLL GADKDASIAALPYEEL T AGY
EYHFLPFNPYDKRTALTY THILCGLI HALIDKFAERGLRSL
EIHFLPFNPYDKRTAL TYIDGNGNHHRASKGAPEQTHDLCKLREDTKRNIHAIIDKFAERGLRSLAYARQEVPEKTKESPGAPHOF YGLLSLFDPPRHDSAE TIRRALHLGYNYKHITGDQLATAKETGRRLGHGTNHYPSATLL GODKDANIAAL PYEELIEKADGFAGYFP-
EIHFLPFNPYDKRTAL TYIDGNGNHHRASKGAPEQTHNLCNLREDTKRNIHAIIDKFAERGLRSLAYARQE YPEKNKE SAGSPHAF YGLLSLFDPPRHDSAE TIRRALHLGYNYKHITGDQLATAKETGRRLGHGTNHYPSATLLGQD!
EVHFLPFNPYDKRTAL TYIDGSGNHHRYSKGAPEQTLEL AKASNDLSKKYLSTIDKYAERGL RSLAYARQYYPEKTKESPGAPHEF YGLLPLFDPPRHDSAE TIRRALNL GYNYKHITGDOLATGKETGRRLGHGT! =z<vmm=_y_y=4=x===_:mmu—_<mm_y Nmxz:mm:me.mtm<=_-_.H<HF=<N1=<:1H=R<<=_.<_|M

EvHFLPFNPYDKRTAL TYIDaNGNHHRaSKGAPEQIn+Lonlr+Dakkkvhal IDK ffleRGLRSL eV qF YGLLSLFOPF TIRrALNLGYNYKMITGDOLATaKE TGRRLGHGTNHYPSasLL! AGYFF
[ . - . 4 b b ab
> < > > < - > <

otivo & otivo 15 Motive & Motivo 18

601 610 620 630 640 650 660 670 680 630 700 710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
-EHKYEIYKKLQERKHICGHTGDGYNDAPAL KKADIGIAYADATDARRGASDIVL TEPGLSYIISAVL TSRATFQRHKNY TIYAYSITIRIVFGFHF IALTHKFOFSPFHYLITATLNDGT INTISKDRYKPSPLPDSHKLREIFATGIVLGSYLALHTYIFFHANKENTFFPOKFNYR-~HLTHEEHMSALYLOQ

FYFFIAEHKYETVKKL QERKHIVGHTGDGYNDAPAL KKRDIGIAYADATDRAREASDIYL TEPGLSYITSAYL TSRATF QRHKNYT IYAYSTT IRTVFGFHL IAL THEFDF SRFHYL LTATLNDGTIHTISKDRYKPSPTPOSHKLKE IFRTGYYL GGYQRIHTVIFF FSDTFG HGAYYLO
=====-EHKYEI¥kKLOERKHIcGHTGDGYNDAPALKkADIGIAYADATDARRSASDIYL TEPGLSYTASAVL TSRATFQRHKNY TIYAYSITIRIVFGFHF IALTMKFOFSpFHYLIIATLNDGTINTISKORYKPSP1PDSHKLKEIFATGHYLGeY1ALMTYIFFHAnkettF ﬂuarmmcn;__v:im:rw__: Lo
> < > P > < > 4

Motivo 8 Motivo 19 Motivo 2 Motivo 11 Motiva MN Motivo 27

801 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980 989

VSIYSOALIFYTRSRSHSFYERPGLLLLGAFFIAOLIATLIAY THLYSIVFYFPLI YILSGKAHVNHLENKTAFT AQRTLHGLOPPESSNIFNEKSSYRELTEIADQAKRRAEVARLRELHTLKGHVESYVKLKGLDIDTIQQHYTY
YSIVSOALIFYTRSRSHSFYERPGLLLYSAFIIAQLIATIIAYYADHGF AKYKGIGHGHAGY IHLYSYVFYIPLDFHKFAIRYILSGKARVNLLENKTAF TTKKDYGKEEREAQHALAQRTLHGLAPPDTSGIFNEKNS YRELSE IAEQAKRRAEVARLRELHTLKGHVESYVKLKGLDIDTIQQHYTY
VYSIVSOALIFYTRSRSHSFIERPGLLLHTAFITAOL TATYIAYYANNGFARTOGIGHGHAGYTHL YSTVFYFPLDLHKFATRYILSGKAMNNLLENKTAF TTKKDYGKEEREAQMALAQRTLHGLOPPETSNIFNEKSSYREL TETAEQAKRRAEVARLRELHTLKGHYESYVKLKGLDIDTIQQHYTY
VSIVSOALIFYTRSRSHSFIERPGLLLHTAFITAOL IRTYIAYYANHGFARIOGIGHGHAGYIHL YSIVFYFPLDLHKFAIRYILSGKAHNHLLENKTAF TTKKDYGKEERERQHALAQRTLHGLAPPETSNIFNEKSSYREL TETAEQRKRRAEVARLRELHTLKGHYESYVKLKGLDIDTIQQHYTY
VSIVSOALIFYTRSRSHSFYERPGLLLYSAFYIAOLIATLLAY THLYSIVFYVPLI YILSGKAHLNLLENKTAF TTKKDYGKEEREAQHALAQRTLHGLOPPERSNIFNEKSSYREL SE TAEQAKRRAEVARLRELHTLKGHVESYVKLKGLDIDTIQQHYTY
VSIVSOALTIFVTRSRGHSYFERPGLLLYTAFYIAQL IATIIAYYANHGFARIKGIGHGHAGY IHL YSYVFYVPLOLHKFGIRYILSGKAHSHLLONKTAF TTKKDYGKEEREAQHALAQRTLHGLOPPETSSIFHEKNS YRELSE IAEQAKRRAEVARLRELHTLKGHVESYVKLKGLDIDTIQQHYTY
VYSIVSOALIFYTRSRSHSYVERPGLLLYSAFITAOL IRTITAYYANNGFAKIKGIGHGHAGYIML YSLYFYVYPLDLHKFAIRYILSGKAHLNLLENKTAFTTKKDYGKEERERQMALAQRTLHGLOPPETSSIFNEKNS YREL SETAEQAKRRAEVARLRELHTLKGHYESYVKLKGLDIDTIQQHYTY

YSIVSOALIFYT LMGAFYIAQLIATIIAY THLYSLYFYFPLDFLKFRIRYYLSGKAHYNHLENKTAF TTKKDYGKEERERQHALAQRTLHGLOPPETSSIFNEKSNYREL SETAEQRKRRAEVARLRELHTLKGHVESYVKLKGLDIDTIQQHYTY
YSIVSOALIFYTRSRGHSFLERPGALLYIAFF IAQLIATIIAYYANHGF AKYOGIGHGHAGYIHLYSIVFYIPLDVHKFAIRYILSGKAHNNLLDNKTAF TTKKDYGKEEREAQHAHAQRTLHGLQPPESSGIFNEKSSYRELSE IAEQAKRRAEVARLRELHTLKGHVESYVKLKGLDIDTIQQHYTY
VSIVSOALIFYTRSRSHSFVERPGHLLLIAFFIAOL TATLIAYYANHTFAKYQGIGHGHAGYTHL YSTVFYFPLDYHKFATRYILSGKAMNNLLDNKTAF TSKKDYGKEEREAQMALAQRTLHGLOPPERSGTFNEKSS YREL SETAEQAKRRAEVARLRELHTLKGHYESYVKLKGLDIDTIQQHYTY

VYSITSOALIFYTRSRSHSFVERPGALLHIAFLIAOLIATLIAY THLYSIVTYFPLI YILSGKAHLHNI FENKTAF THKKDYGKEERERQUALAQRTLHGLOPKERYNIFPEKGSYREL SETAEQRKRRAETARLRELHTLKGHVESYVKLKGLDIET=-PSHYTY

VSIvSOALIFYTRSRsHSFVERPGLLLv+AF+IAOLIATLiAYYAnHgF AkikGiGHGHAGYIHLYSiVfYFPLDLnKFaIRYiLSGKAH+N1le NKTAF TLKKDYGKEERERQHALAQRTLHGLOPpet s £ 3 RELHTLKGHVESYYKLKGLDIdTiqqHYTV
. ! < . 5 . >
> > € L >
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Ina

dos para la protei

Ina

determ

IVOS y Secuencia consenso

, mot

IN10S

Anexo 3. Dom
FRO2

TRINITY_DN10820_c0_g1_i1
AtFRO2
CajcFRO2
GlymFRO2
GlysFRO2
MedtFRO2
CicaFRO2
LupinaFRO2
ArahFRO2
AraifRO2
ViguFRO2
Consenso

TRINITY_DN10820_c0_g1_i1
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TRINITY_DN10820_c0 g1 i1
AtFRO2
CajcFRO2
GlymFRO2
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MedtFRO2
CicaFRO2
LupinaFRO2
ArahFRO2
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ViguFRO2
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TRINITY_DN10820_c0_g1 i1
AtFRO2
CajcFRO2
GlymFRO2
GlysFRO2
MedtFRO2
CicaFRO2
LupinaFRO2
ArahFRO2
AraifRO2
ViguFRO2
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
1 1

HEIEKSNNGGSNPSAGEEFKDHIKGY TKFLHHVIFLGTINLMINMPTLTYRTKHLPHLRIKFGTSTYFGATGT TLFHYHFPHHYVACLGCYYLHFKNRKSPHHID--~-~RETKGGYHSKLRKPHLYKGPLGIYVSYTEITFLAMFYALLLHCFITYLRNSFATITPKSAARHDESLHOAKLESARLRLGLIGNICLAFLF
HGQETYAK-~ RVQFAIRLFYLYLFLGHILIHINHPTNTYRKRHLPRFRAKTNNSTYFGAKGANLLHYTFPYLLYATLGCYYLHIAKKYNDSNKESC~-~NAKKQHKYIIHKRPYLIKGPLGIVSGTELAFFLHF IALLINSYTTSIYNNFATITPKLAAKDGEKYHEEKLESAALRLGYYGNICLAFLF
HAQETGYKTSPSQEKYGRVQFAIRLLYLYLFLGHIF IMINSPTNTFRQAHLPRYKAKTNNT TYFGSKGAYLLLYTFPILLIATLGCYYLHIGKKYNDSNTESC-~-NAKK-FKATIMKRPYLIKGPLGIVSGTELAFLFHFILLLIHVFATSYHNSFATITPOLAAKDGEKHHEEKLDSYALRLGYVGNICLAFHF
HAQETGYKTSPSQEKYGRYQFSIRLLYLYLFLGHIF IHINSPTNTFRQAHLPRYKAKTNNTTYFGSKGAYLLLYTFPILLIATLGCYYLHIGKKYNDSNTESC~~~NAKK-FKATIMKRPYLIKGPLGIVSGTELAFLFHFILLLIHVFATSYHNSFATITPQLAARKDGEKMHEEKLDSYALRLGYVGNICLAFHF
HAQDK-YKRSPTQIKYGLIQSTIRLLHVLLFLGLIFIFINHPTYTFKHTHNPQFQAKTN-STYFGAQGTRILIYTFPYLLIATLGCYFLHIAKKSNESNHEIG~~~NGKKH-GTTIMNRPHLYKGPLGIVSITEIAFLLHF IALLIHSFSIYLHNDFATIISKSEAENGEKYHOEKTESYALRLGLYGNICLALLF
HAQEE-YKRSPSK~-KYVHIQSTIKLLHVLYFLGLILIFIMHPTNTFKKINFPQFQAKTN-STYFGAQGSRILHF TFPYLLHGTLGCYYLHIAKISNESNIEVY-~~NGKKHEALSIHKNPHIVKGPLGIVSGIEITFLYHF IALLYHSFGTPLYNNFATITSKSAREDGDKYHQEKLEAYGLRFGLYGNICLTFLF
HADQEILKRSPSQEKYGHVQSAIKILFLYVFVGHIF IMIHVPTNTERKKHLPQIRTETN-STYYGIEGGSFLIYTSPYLLHAYLGCYYLHIAKKSNDSNHESC-~-NYSK-LGYAICKRPYLYKGPLGIVSGTELAFLLHF IALLIHSFSKLLHNGFVTITPQLAAKDGQKIHQEKLDTYALRYGLYGNICLAFLF
HGDQEILKRSPSQVKYDHILYAIRLYYLYVLLGHIFIHINHPTSTFRQTHLPHLRAKTTTSTYFGSQGTTLLIYTFPYLFIASLGCIYLHIVKKANDSNHORCDONRNDDKGGKE TIMKRPF IVKGPLGIVSGTEVAHLLHF IGLLLHSFASYLHNFFALITQKSARQF GYKLHELKLEDAGLILGLYGNICLAFLF

HILYAIRLYVLYVLLGHIF IMIHHPTSTFRQTHLPHLRAKTTTSTYFGSQGTTLLIYTFPYLFIASLGCIYLHIVKKANDSNHDRCONRNDDKGGKE TIMKRPF IVKGPLGIVSGTEVANLLHF IGLLLHSFASYLHNFFALITOKSARQFGYKLMELKLEDAGLILGLYGNICLAFLF
HNSESENSKGYSGKHKKYLQHGIHCFSLLIFYGYVLYHIVRPTNIFYLQHFPDIEAKAD-SYFFGEQGTIILIYTFPILLIATLAGLYLHLEQKRSNHNSE ~=~~~SKGRFLGLYSHKRPLLTKGPLGIITHTELSFATHFVLLLINTFCSYLHSHFAS-ARQDARKERDQVHEVKLEYSATALGLYGNICLALLF
||||.¥++m+t2mva¢¢r@%miﬂw.—ﬁc*q lgui pivinnptntfr++ulpRL+aktnNstyf: nmﬁv?—.—fﬁ. pvlliatlgevylhi+kkSnd: c: ++k+++++ivkrp+lvkgplgivsgtetaf linfialliusf+++1hn+fatit +k+aa ++gtktueekle++alrlglvgniclaflf
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h Motivo19 -~ Motivo 14 T Motivo 11 T Motivo20 Motivo 12 7 Motivo 17 -
Ferric reductase transmembrane component-like domain N P FAD-binding domain
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 3do 350 360 370 380 390 400

KHDKYGISNHAGELALISGLLHMMIATIPRIRRKFFEIFFYIHHLYILFHLFFIFHYGITYSCLHLPSFYLFFLORYLRFLOSRRHVRLYSARYLPCEAVELNF SKAHGLTYNPTSYHF INIPSISKLOMHPF TVTSNSNLELEK
LPVARGSSLLPANGL TSESSIKYHIHLGHHYHALF TYHGLCYIIYHASHHE ISQHIMMDTKGYSNLAGEIALARGL YHHAT TYPKIRRRFFEVFFYTHYLYIVFHLFFYLHVGISFSFIALPGF YIFLYDRFLRFLOSRENYRLLAARTLPSDTHEL TFSKNSKLYYSPTSINFYNIPSISKLQWHPF TITSSSKLEPEK
FPYARGSCLLPLLGL TSENSIKYHIHLGHHAHILF TSHGICYIIYHAYTDQISRYLEMNKNDISNVAGEISLLFGLFLHIATIPRIRRKFFELFFYTHHFYILFIVFFIFHVGISYAFIMLPGFYLFLYDRYLRFLOSRQQYRLYSARYLPCEYYELNFSKGHGLTYNSTSYHF INVPSISKLQWHPF TITSNSNLERDK
FPYARGSCYLPLLGLTSESCIKYHIMLGHIANLLF TSHGICYIILHAYTDHISHHLEMKKNDISIVAGEISLLSGLFLHITTIPRIRRKYFELFYYTHHLYILFIVFFIFHYGYSYACINLPGFYLFYVDRYLRFLOSRRQYRLYSARYLPCEAYELNFSKGHGLTYNPTSYHF INVPSISKLOMHPF TYTSNSNLERDK
FPYARGSCYLPLLGL TSESCIKYHIMLGHIAMLLF TSHGICYIILHAYTDHISHHLEMKKNDISIVAGEISLLSGLFLMITTIPRIRRKYFELFYYTHHLYILFIVFFIFHVGYSYACINLPGFYLFYYDRYLRFLOSRRQYRLYSARYLPCEAYELNFSKGHGLTYNPTSYHF INVPSISKLOQMHPF TYTSNSNLERDK
FPYTRGSTVLPIFGLTSEGCIKYHIMLGHYLHTLFTTHGYCYIIYHASTHQISQHLKHDKYGYSNVAGEISLLAGLYLHVATIPYIRRKYFELFFYTHYLYIXFIIFFIFHVGISFACINLPGFYLFLYDRYLRFLOSRREVRLYSSRYLPCETYELNFSKGHGL TYNPTSYHF INVPSISKLOHHPF TITSNSKLESEK
FPYTRGSSLLPIFGLTSEGCIKYHIMLGHYLHTLF TSHGICYIIYHISTNQISQHLKHNKYGYSNYAGEISLLAGLFLHVATIPKIRRKHFELFFYTHYLYILFIIFFIFHIGISFAYINLPGFYLFLYDRYLRFLOSRREVRLYSTRYLPCETYELNFSKGHGLSYNPTSYIFINVPSISKLQMHPF TITSNSKLEPET
FPYARGSSYLPLFGLTSESSIKYHIHLGHIVHTLF TIHGLCYIIFHAYTNQISQHLKHDKYGISNLAGEIALTFGLINKIATIPRIRRKFFELFFYTHYLYILFIVFFIFHVGITYAFLHMLPSFYLFLYDRCIRFLOSRHQVRLYSARYLTCEAVELNFSKGHGLTYNPTSYHF INIPSISKLOQMHPF TYTSNSNLELEK
FPYSRASPYLPLLGLTSESCIKYHIMLGHLYLTFF TAHGYSYIIFHARTNQISQHYKHEKIGISNYAGEISLYCGLILHIATIPGIRRKFFELFFYAHYLYIFFHLFFIFHVGISYASINMLPGFYIFHYDRFLRFLOSRTHYHLYSARYLPCOTIELNFSKTLELSYTPTSYHF INIRSISKLOMHPF TITSSSKLEPEK
FPYSRASPYLPLLGL TSESCIKYHIMLGHLYLTFFTAHGYSYIIFHARTNQISQHYKHEKIGISNYAGEISLYCGLILHIATIPGIRRKFFELFFYAHYLYIFFHLFFIFHYGISYASINLPGFYIFHYDRFLRFLOSRTHYHLYSARYLPCOTIELNFSKTLELSYTPTSYHF INIRSISKLOUHPF TITSSSKLEPEK
FPYTRGSSILRFIGLTSEGSIKYHIMLGHTAMILF TAHGLGYIIFHYKTHOILEIFKHNKYGYSNYAGEVSLLAGLINHARTLPSIRRKAFELFFYTHYLYIVFVIFYVLHLGFSSSCYVLPGF YLFHIDRYLRFLOSQOKIRLLSARYLPCEAYELNFSKNLGLSYAPTSTIFINVPSISKLOQUHPF TYTSCSDTOPDT
fpvirgs+vlpligltsescikyhiulgh+fn+lf ﬂ*?ﬁt“uwma§+awu§r=+w+nww=<$mmwurT.m_.mﬁ.mu:?;E&, FELFfYtHYlYI1FilF fifHvGisya+inl PgFY1F+vDRYlIRFLOSr++vrLvsaRvl pce+vELnFSKghgltYnpTSunFiNvpSISKLOMHPFTiTSnSnle+ek
v
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Motivo 6 Motivo 16 Motivo 9 Motivo & Motivo1
o NAD binding domain

401 q10 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
| 1
LSYVIKSGGAMTQKLYNLLSTHS--AIDRLSYSVEGPYGPSSTDFLRHDTLYLISGGSGITPFISIVRELLFLKTTFKCKTPKYYLICSFKTHSSLSHIDLILPISSTPYDISN-~LELQIEAYITKOKEPQSNSHI-HLQTKHFKPNPSDYPHYAILGPNSHLHHGATISSSFITFLITIGIIGRYYIFPIDHNSNALF
LSIVIKKEGKHSTKLHORLSSSD--QIDRLAVSVEGPYGPASADFLRHEALYHYCGGSGITPFISYIRDLIATSQKETCKIPKITLICAFKKSSEISHLOLYLPLSGLETELSSD-INIKIEAF ITRONDAGDEAKAGKIKTLHFKPSLSDQSISSILGPNSHLHLGAILASSFLIFHITIGIITRYYIYPIDHNTNKIY
LSYVIKSEGSHTRKLYQLISTSS--TIDHLYVSYEGPYGPALTNYLRHESLYHYSGGSGITPFISIIRELYYHKTTFKCKTPKYYLICAFKNSSSLSHLDLILPISGNPSGIS-D-HELQIEAYITROKEFKEDGPI~-QPKTIHFKPNLSNAPTHAILGPNSHLHLGATISSSFITFLILIGIITRYYIFPIDHNSNQIF
LSYYVKGEGTHTKKLYOQHLSTPS--TIDRLAVSVEGPYGPASTNYLRHDTLYHVSGGSGITPFISIIRELIYLNTTFKCKTPKYVLICAFKNSSSLSHLOHILPISGTPSDIS-N-HELQIEAYITROKELKADCPI-HPQTIHFKPNPSDTPYHAILGPNSHLHLGAIISSSFITFLILIGIITRYYIFPIDHNSNKIF
LSYYVKGEGTHTKKLYOQHLSTPS=--TIDRLAVSVEGPYGPASTNYLRHDTLYNVSGGSGITPFISIIRELIYLNTTFKCKTPKYYLICAFKNSSSLSHLOHILPISGTPSDIS~N-HELQIEAYITROKELKADCPI-HPQTINFKPNPSOTPYHAILGPNSHLHLGAIISSSFITFLILIGIITRYYIFPIDHNSNKIF
LSYVIKSEGTHTKKLYOLLSNPS--PIDRLGISVEGPYGPASTNYLRHDTLYHYSGGSGITPFISIIRELIYLSTTFKCKTPNIVLISSFKNTSCLSHLOLILPISGTPSDIS-N-IOLQIEAYITROREFKSDSSI-HPQTLHFKPNPTOAPIHSHLGPNTHLHLGATISSSFIIFLIIIGIITRYYIFPIDHNTNKIF
LSYVIKSEGTHTQKLYOLLSSPS--PIDRLRISVEGPYGPASTNYLRHESLYHVSGGSGITPFISIIRELIYLSTTFKCKTPNIVLICSFKNTSYLSHLOLILPISNTPSEIS~-N-LOLQIEYYITROKEFKSDIPI-HPKTLHFKPNPTOYPIHANLGPNSHINLGAIISSSFIIFLYIIGIITQYYIFPIDHNTNKIF
LSYVIKSGGTHTQKLYELLSTDS--AIDRLSYSYEGPYGPASTDFLRHDTLYLISGGSGITPFISIIRELIFLKTTFKCKTPKYYLICSFRTYSSLSHTDLILPISSTPYDIS-N-LELQIEAYITKOKEPQSNSHI-HLQTKHFKPNLTOVPIYAILGPNSHLHHGATISSSFITFLILIGITGRYYIFPIDHNSNALF
LSVVIKSEGTHSKKLYQHLSTP-~-~TIDHIDVSVEGPYGPASTNYLRHDSLYHVSGGSGITPFISIIRDLIYLSTTFKYKTPKILLICAFKNTSSLSHLOLILPISGTPFEIS-N-LELQIEAYITROKEFKSNTLI-NLQTKHFKPNPNDAPIYAILGPNNHLHFGALIISSSFITFLILIGIITRYYIFPKOHNTNGIF
LSYVIKSEGTHSKKLYQHLSTP=--TIDHIDYSYEGPYGPASTNYLRHDSLYHYSGGSGITPFISIIRDLIYLSTTFKYKTPKILLICAFKNTSSLSHLDLILPISGTPFEIS-N-LELQIEAY ITROKEFKSNTLI-NLQTKHFKPNPNDAPIYAILGPNNHLHFGATISSSFITFLILIGIITRYYIFPKOHNTNGIF
LSVVIKSSGTHSNSLYONLSSSSSSPLSHLDYSIEGPYGPGSTFYSRHELLYLISGGSGITPFISIIRSLYFKANTEGGKTPRYLLLCAFKKCIDLSHIDLILPYSATSTTFDYSRLOLQIEAYYTREKQPDHNDKR-LTQTSHFKPNLLDEPYCEILGKNSHLYLSIIISSSFILFLLLIGILTRYYIYPIDHNTOLIY
LSvwViKseGtHt+klyqtlStps-—+idrl+vSvEGPYGPastdYlRHAH. YnvsGGSGITPFIS iiRel iyl +tLf rﬂxﬂ_urce_,m.uuﬂ—sw“uhm:;:P:mnovt;mu?~n~aHmoc:.&xovrut#mu—.3qiﬂxv%+$w:mrmvzwznzwnbmwummﬂmm:.w-mn:ﬁ..<<=.1w==z-.=+=

L o » < r < > < > ¢ > —
Motivo 8 T Motivo22 Motivo 2 T 7 Motivols g - Motivo 7 i Motivo 5 ’

601 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 738

I I

SFPLRTFLHHLIICGSIAMVASARYVLNKKKNAKARK-KIENIELSTPTYSPNSHIY======NYDRELESLPSOSLLOATNYHYGYRPDLRRLLFEIKGSSYKVLASGPTKHROEVARICSSGLAENLHFESISFSH

SLTSKTIIYILVISYSIHATCSARHLHUNKKKYGKYESKQYVONYDRPSPTSSPTSSHGY=~===~NSLREIESTPQESLYORTNLHF GERPNLKKLLLDVEGSSYGYLYCGPKKHROKYAEICSSGLAENLHFESISFSH
SFPLNAFLNHLYICYSIVSYASATFLHNKKHNAKEIN-QIQNLEGSTPTYSPNSHVY=~==-~NADRELESLPYOSLIHYTNYHYGYRPNLRRHLFEHKGSSYGYLASGPKINRQEYASICSSALAKNLHFESISFSH
SFPLNAFLNHLYICYSIASARSAVFLHNKKHNAKEAK-QVONHEGSTPTASPNSHYC-~=-=--NADRELESLPYQSLIHATNVHYGYRPDLRRHLLEHKESSYGYLASGPKKHQQEVARICSSGLADNLHFESISFSH
SFPLNAFLNHLYICYSIASARSAVFLMNKKHNAKEAK-QVONLEGSTPTASPNSHVC-~~-~-NADRELESLPYQSLIHATNYHYGYRPDLRRHLLEHKESSYGYLASGPKKHQQEYARLICSSGLADNLHFESISFSH
SYPLRVFLNVLVICYSVVVVASYAVIMNKKQNAKEAK-QIQNLEGSSPTYSPSSHIY======NYDRELESLPYQSLYQATNVHYGTRPDLKRLLFEHKGSSYGYLYSGPKQHRQEVASICSSGLYENLHFESISFTH
SFPLRSFLSHYVICVFIVYVASYAVLHNKKNNAKEAK-QIQNLEGSSSTYSPNSHIY===---NADRELESLPYOQSLYQATNYHYGERPDFKRLLFEIKGSSYGYLYSGPKKLRODVARICSSSLYENLHFESISFTH
SFPLRSFLHHLIICGSIAHYASAAYLLNKNHNAKEAK-KIQNLEYSTPTLSPSSHIY===-~-NVDRELESLPCOSLIQATNYHYGYRPDLRQILFEVKGSSYKYLASGPKKHROEVADICSSGLAKNLHFESISFSH
SYSLKALINHLYHCYSIAIVASYGYLHNKKLSAKKGNNQYQHLEGLSPTYSPSSYVYYNNNGGNHNYELESLPSOLIAQATNYHYGERPDLRKILFEIKGSSYGYFASGPKKHROEVARICSTGLTENLHFESISFSH
SYSLKALINHLYHCYSIAIYASYGYLHNKKLSAKKGNNQYQHLEGLSPTYSPSSYVYYNNNGGNHNVELESLPSOLIAQATNYHYGERPDLRKILFEIKGSSYGYFASGPKKHROEVARICSTGLTENLHFESISFSH
PNLSRSSLSHLFICYSTATIYATSAFLHNKKQONKDLG--QTKSIYASDASTSPGSGYY====-=~NADKELGSLPLOSLYQTANYHYGEKPDIKKILSGCDGSSIGYLYSGPRKHRHEVASICTSCSTDDLHFESLSFSH
sfplr+f. ~=:wemncwmuwcuuubcptzxx+=btour-a iqnlegs+ptvSP+Sntyemmmns N Kﬂm~sm~1Iuh«fﬂz<~¢mmﬂvanﬂﬂ_-rq et+kgSSvgVlasGPkknrqeVAalCssglaenl HFESiSFsH
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TRINITY_DN19184_c0_g1_i1
LupinaNAS
CajcNAS
ViguNAS
GlymNAS
GlysNAS
CicaNAs
MedtNAS
AraiNAS
ArahNAS
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NICOTIANAMINE SYNTHASE 3

- 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
1 1
HYCEEEQLLVEKYCDLYEQISSLESLKPSKNVOHLF TQLYLTCHPLSP-IDVSNLNKNVQEIRSKLIRLCGYAEGHLESHFSTILGSYD=~~NPLNHLHIFPYYNNYLKLGLLEFNILNOHI-INVPNKIAFVGSGPLPLTSIVLASNHLLSTTFHNYDIDHLANSYAQNLYTROPDLSTRHYFHTNDILNYTKELEEYE
HFCOEEQLLYEKYCELYEQISNLESLKPSKNVDHLF TQLYLTCHPPSP-IDVSKLNKNYQEIRSKLIRLCGYAEGHLESHYSTILGSYD=~~NPLDHLHIFPYYNNYLKLGLLEFNILSQHI-TNVPNKIAFVGSGPLPLTSIVLASNHLLST TFHNYDIDHLANSYAQNLVIRDPDLSNRHVFHTNDILDVSNELEEYE
HYCEEE-HLIEKYCELYEQISSLESLKPSKNVDHLFTQLYLTCIPPSP-IDVTKLDKTYQEIRSHLIRLCGEAEGHLETHYSTILGSYD=~~NPLDHLNIFPYYSNYLKLGLLEF TILSQHC-THYPTKIAFYGSGPLPLTSIVLASNHLPST TFHNYDHDPLANSNATRLYSSDPDL SKRHVFHTTDILDVSNGLKEYE
HYCEEE-LLIEKYCGLYQOISSLESLKPCKNVDHLFTQLYLTCIPPSP-IDVTNLNKNVQEIRSHL IKLCGEAEGHLETHYSTLLGSYD=~~NPLONLHIFPYYSNYLKLGLLEF TILTQHC-THVYPTKIAFYGSGPLPLTSIVLASNHLPST TFHNYDHDPLANSNANRL VSSHPDL SNRHLFHTSDILDVSNALKEYE
HYCEEE-LLIEKYCSLYEQISSLESLKPCKNVOHLFTKLYLTCIPPSP-IDVTKLNKTYQDIRSHLIKLCGEAEGHLESHYSTILGSYD==~KPLNHLNIFPYYSNYLKLGHLEF TILSQHC-THYPTKVAFYGSGPLPLTSIVLASNHLPST TFHNYDHDPLANSNANRLYSSDPDLSKRHFFHTNDILEVSNALKEYE
HYCEEE-LLIEKYCSLYEQISSLESLKPCKNVDHLF TKLYLTCIPPSP-IDVTKLNKTYQDIRSHLIKLCGEAEGHLESHYSTILGSYD==-~KPLNHLNIFPYYSNYLKLGHLEF TILSQHC-THYPTKVAFVGSGPLPLTSIVLASNHLPST TFHNYDHDPLANSNANRLYSSDPDLSKRHFFHTNDILEVSNALKEYE
HYCOED-LLIEKYCDLYEQISSLESLKPCKNVDHLF TELVLTCHPPSP-IDVTNLPKNIQEKRSHLIRLCGEAEGYLERHYSSILGSYQ==~NPLQHLHIFPYYSNYLKLGLLEFSILSQHS-THYPNKIAF IGSGPLPLTSIVLASNHLPST TFHNYDIDPLANSSANHLYSSDPDLSNRHVFHTNDILDVSNDLKDYE
HGCOEE-LLIAKYINLYEQISSLETLKPCKNVDHLFTELVLTCHPPSP-IDVTKLPNTYQGKRSHLIRLCGEAEGYLERHYSAILGSYQ==-~NPLNHLHIFPYYSNYIKLGHLEFSILSQHC-THYPNKIAF IGSGPLPLTSIVLAMNHLPST TFHNYDIDPLANSSAKHLYSSDPDLSNRHVFHTNDILDVSNDLKDYE
HYCQEE-YLISKYCELYSEIASLESLKPCKNVDTLFTELVLTCIPPSP-IDVTKLSKNLQEIRSNLIRLCGIAEGHLEHHYSAILGSYD==~NPLHHLHIFPYYKNYLKLALLEF TILSQHCGPQLPNKIAFVGSGPLPLTSIVLASNHLPST TFHNYDIDSSANSSANRLYSGDPDLSKRHAFHTNDILDVTSCLEEFD
HYCOEE-YLISKYCELYSEIASLESLKPCKNVOTLFTELVLTCIPPSP-IDYVTKLSKNLQEIRSNLIRLCSIAEGHLEHHYSAILGSYD=-=NPLHHLHIFPYYKNYLKLGLLEF TILSQHCGPQLPNKIAFVGSGPLPLTSIVLASNHLPSTTFHNYDIDSSANSSANRLYSGDPDLSKRHAFHTNDILDY-SCLEEFD
HACONN-LYVKQIIDLYDOISKLKSLKPSKNVDTLFGQLYSTCLPTDTNIDYTNHCEEVKDHRANL IKLCGEAEGYLEQHFSTILGSLOEDQNPLDHLHIFPYYSNYLKLGKLEFDLLSQHS-SHYPTKIAFYVGSGPHPLTSIVLAKFHLPNT TFHNFDIDSHANTLASNLYSRDPDLSKRHIFHTTOVLNATEGLDQYD
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Motivo Tl Motivo 8 Motivo 3 Motivo 12 Motivo 4 Motivo 6 Motivo 2 Motivo 9
201 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 331
| 1

YYYLAALYGHDKESKIRYIDHLAKYHAPSAILHLRSAHGARAFLYPYVEPCOLKGFEFLSYFHPHDEVINSYVIARKYP-~HLLSSSLE-DIGSHILPNKCS-EVQVFNNPL-INHENHI-EELTVEEQHS
YVYLAALYGHDKESKNCYIDHLAKYHAPGAILHLRSAHGARAFLYPYVEPCOLKGFEFLSYFHPHDEVINSYVIARKYP--HPISSSIDADIGSHILPNKCS-EVEVFNNPL-INHGNHI-EELTYEEQHS
YVYLAALYGHDKEGKNRIIDHLAKNHAPGALLHLRSAHGARAFLYPYVEPCDLRGFEVLSYFHPTDEVINSYVIARKYPQPYPHHSLDOQGLASHILPNKCS~-EIQAFNPL~-~-~NHGNII-EELATEEQLL
YVYLARLYGHDKEGKNRIIDHLAKHHNPGAFLHLRSAHGARAFLYPYVEPCDLRGFEVLTYFHPTDEVINSYVIARKYP-~LPHHSLDQ-GLASKILPNKCS~EIQAFNPL-~~NHGNII-EELATEEQL
YVYLAALYGHDKEGKNRI IDHL GKHHNPGALL HLRSAHGARAFL YPYVEPCDFRGFEVLSYFHPSDEVINSYYIARKL==-=--YHSLEQGLYGSHIL PNKCS-EIQAFNPL---NHGNHI-EELAVEEQLL
YVYLAALYGHDKEGKNRIIDHL GKHHNPGALLHLRSAHGARAFLYPYVEPCDFRGFEYLSYFHPSDEVINSYYIARKL -=--=-YHSLEQGLYGSHILPNKCS~-EIQAFNPL~---NHGNHI-EELAVEEQLL
YYYLAALYGHONIEKNRIIDHL GKHHAPGSLLHLRSAHGARAFLYPYVEPSDLRDFEVISYFHPHDEVINSIVISRKYS--HPIRPLDQ-GLGSHILPNKCS-EIQVFNPLHGLNHGNHI-EELTINED
IVYLAALYGHDKEEKNRIIDHLGKHHAPGALLHLRSAHGARAFLYPYVEASDLRGFEVLSYFHPADEVINSIVISRKYP-~HPKHSHDH-SLCSHILPNKCS-EIQVFNPLRGLNHGNHI-EELTIDDQLH
YVYLAALYGHDKEEKNRHIDHL SKYHAPGAVLHLRSAHGARAFLYPYVEPCOLRGFEVLSYFHPTDEVINSLYIARKYP---LSYVDQQQGLASHILPNKCSDEIQAFNHP-~LNHGNIIIEELTLDDQL
YVYLAALYGHDKEEKNRYIDHLSKYHAPGAVLHLRSAHGARAFLYPYVEPCOLRGFEVLSYFHPTDEVINSYLIARKYP---LSYVDQQQGLGSHILPNKCSDEIQAFNHP-~LNHGNIIIEELTLODOL
YYFLAALYGHDKESKYKATEHLEKHHAPGAVLHLRSAHALRAFLYPIVDSSOLKGF OLLTIYHPTDDVYNSYVIARKLG~~GPTTPGYNGTRGCHFHPCNCSKIHATHNNR-~~GKKNHIEEFSAIE
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Anexo 5. Dominios, motivos y secuencia consenso determinados para la proteina

SAMS3

TRINITY_DN21351_c2_g2_i1
AtSAMSA
CajcSAMS

GlymSAMS
MedtSAMS
AraisAMS
ArahSAMS
ViguSAMS
GlysSAmS
CicasaMs
:...r._-;zm

TRINITY_DN21351_c2_g2 i1
AtSAMS4
CajcSAMS
GlymSAMS
MedtSAMS
AraiSAMS
ArahSAMS
ViguSAMS
GlysSAMS
CicaSAMS
LupinaSAMS
Consenso

S-adenosylmethionine synthetase

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 130 200
NHVHYFGELTTKANYDYEKIVRDTCRNIGF YSADYGLDADKCNVLYNIEQQSPDIAQGYHGHL TKKPEEIGAGDQGHHF GYATDE TPELHPLSHVLATKLGARL TEVRKNGTCPHLRPDGKTQYTVEYYNDKGAHVPIRVHTVLISTQHD
HESFLFTSESYNEGHPDKLCDQISDAILDACLEQDPESKYACETCTKTNHYHVFGEITTKANYDYEQIVRKTCREIGF VSADYGLDADNCKYL YNIEQQSPDIAQGYHGHL TKKPEEYGAGDQGHHFGYATDETPELHPLTHYLATKLGAKL TEVRKNGTCPHLRPDGKTQVTIEYINESGAHYPYRVHTVLISTOHD
HAQETFLF TSESYNEGHPDKLCDQISDAYHDACLEQDPDSKYACETCTKTNHYHVFGELTTKANVDYEKIVRDTCRNIGFVSDDVGLDADNCKYLYNIEQQSPDIAQGYHGHL TKRPEEIGAGDOGHHF GYATDETPELHPLSHYLATKLGARL TEVRKNGTCPHLRPDGKTQVTVEYYNDKGANVPIRVHTVLISTQHD
HAQETFLF TSESYNEGHPDKLCDQISDAVLDACLEQDPDSKYACETCTKTNHYHYFGEITTKANYDYEKIVRDTCRNIGFVSDDVGLDADNCKYLYNIEQQSPDIAQGYHGHL TKRPEE IGAGDQGHHFGYATDE TPELHPLSHYLATKLGAKL TEVRKNGTCPHLRPDGKTQYTVEYYNDKGAHYPIRVHTVLISTQHD
HATETFLYTSESYNEGHPDKLCDQISDAYLDACLEQDPDSKYACETCTKTNHYHYFGELTTKANVDYEKIVRKTCRNIGFVSDDVGLDADNCKYLYNIEQQSPDIAQGYHGHL TKRPEEIGAGDOGHHF GYATDE TPELHPLTHYLATKLGAKL TEVRKNGTCPHLRPDGKTQVTIEYFNDKGANYPIRVHTVLISTQHD
HARETFLF TSESYNEGHPDKLCDQISDAYLDACLEQDPDSKYACETCTKTNHYHYFGELTTKANVDYEKIVRDTCRNIGFVSNDVGLDADNCKYLYNIEQQSPDIAQGYHGHL TKRPEEIGAGDOGHHF GYATDE TPELHPLSHYLATKLGAKL TEVRKNGTCPHLRPDGKTQVTVEYVNDKGANYPIRVHTVLISTQHD
HAAETFLF TSESYNEGHPDKLCDQISDAYLDACLEQDPDSKYACETCTKTNHYHVFGELTTKANYDYEKIVRDTCRNIGF YSNDYGLDADNCKYLYNIEQQSPDIAQGYHGHL TKRPEEIGAGDOGHNF GYATDE TPELHPLSHVLATKLGAKL TEVRKNGTCPHLRPDGKTQVTVEYVNDKGANYPIRVHTVLISTQHD
HAETFLF TSESYNEGHPDKLCDQISDAYLDACLEQDPESKVACETCTKTNLYHYFGEITTKANYDYEKIVRDTCRNIGF ISDDVGLDADNCKYLYNIEQQSPDIAQGYHGHL TKRPEEIGAGDQGHHFGYATDETPELHPLSHYLATKLGARL TDVRKNGTCPHLRPDGKTQVTVEYYNDKGANYPYRYHTVLISTQHD
HAETFLF TSESYNEGHPDKLCDQISDAYLDACLEQDPDSKVACETCTKTNLYHYFGEITTKANVDYEKIVRDTCRNIGF YSNDVGLDADNCKVLYNIEQQSPDIAQGYHGHL TKRPEE IGAGDOGHHFGYATDE TPELHPLSHYLATKLGARL TEVRKNGTCPHLRPDGKTOVTVEYYNDNGAHVPYRYHTVLISTQHD
HAETFLFTSESYNEGHPDKLCDQISDAYLDACLEQDQDSKVACETCTKTNLYHYFGEITTKANVDYEKIVRDTCRKIGFYSDDVGLDADNCKYLYNIEQQSPDIAQGYHGHL TKRPEEIGAGDQGHHFGYATDETPELHPLSHYLATKLGARL TOVRKNGTCPHLRPDGKTQVTVEYYNDKGAHYPYRYHTYLISTQHD
=mqmrm<mmm<.ﬂ§nn8<gsmrgﬂrmnﬂvmganakq.ﬁc:ﬁﬂm<q§<=<mx~§z<n.§~nﬂ.—w==<n_.g==nx<_.<zmm§H§<=n—!q.envmmmgncg.aﬂm<a:-m-mmC‘.;.—:S.3x_rn:x_.qm<.=c-n«ngrnvsxag.:m;zamgvrﬂius.umunzn

=++etflft hpdklcdqisd. tktNnVHYFGEITTKANVDYEKIVRATCRNIGFvSaDVGLDADNCKYLYNIEQQSPDIAQGYHGHL TKrPEE iGAGDOGHHF GYATDETPELHPLSHYLATKLGAKLTe VRKNgTCPHLRPDGKTQYT vEYYNdkGANVPiRVHTVLISTQHD
< > < > > ¢ > < >
Motivo 5 Motivo 7 Motivo 11 Motivo1 Motivo 8 Motivo 2
201 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
1

390 396
1

ETVTNDEIAADLKEHYIKPYIPEKYLDEKTIFHLNPSGRFYIGGPHGDAGL TGRKIIIDTYGGHGAHGGGAF SGKDPTKYDRSGAYIVROARKSIVANGLARRCIVQYSYAIGYPEPLSYFYDSYGTGKIPDKEILKIVKETFDFRPGHISINLDLKRGGNSRFLKT
ETVTNDEIAADLKEHYIKPYIPEKYLDEKTIFHLNPSGRFYIGGPHGDAGL TGRKIIIDTYGGHGAHGGGAF SGKDPTKYDRSGAYIVROARKSIVASGLARRYIVQYSYAIGYPEPLSYFYDSYGTGKIPDKEILEIVKESFDFRPGHISINLDLKRGGNGRFLKTAAYGHFGRDDADF THEYVKPLKSNKVQA
ETYTNDEIARDLKEHYIKPYIPEKYLDEKTIFHLNPSGRFYIGGPHGDAGL TGRKIIIDTYGGHGAHGG-AFSGKDPTKYDRSGAYIVROAAKSIVINGLARRAIYVQVSYAIGYPEPLSYFVDTYGTGKIPDKEILSIVKENFDFRPGHISINLDLKRGGNGRFLKTARYGHF GRDDPDF THEVVKPLKGDKYSS
ETYTNDEIARDLKEHYIKPYIPEKYLDEKTIFHLNPSGRFVIGGPHGDAGL TGRKITIIDTYGGHGAHGGGAF SGKDPTKYDRSGAYIVRAAAKSIVANGLARRATYVQVSYAIGYPEPLSYFVDTYGTGKIPDKEILSIVKESFDFRPGHISINLDLKRGGNGRFLKTARYGHFGRDDPDF THEYYKPLKGEKYPA
ETYTNDEIAADLKEHYIKPYIPEKYLDEKTIFHLNPSGRFYVIGGPHGDAGL TGRKIIIDTYGGHGAHGGGAF SGKDPTKVDRSGAYIVRAAAKSIVANGLARRCIVAVSYAIGYPEPLSYFVDSYGTGKIPDKEILNIVKETFDFRPGHISINLDLKRGGNNRFLKTARYGHFGRDDADF THEYYKPLKGGKLATA
ETVTNDEIAADLKEHYIKPYIPEKYLDEKTIFHLNPSGRFVIGGPHGDAGL TGRKITIDTYGGHGAHGGGAF SGKDPTKYDRSGAYIVROAAKSIVASGLARRCIVAVSYAIGYPEPLSYFVDTYGTGKIPDKEILQIVKENFDFRPGHISINLDLKRGGNNRFLKTARYGHFGRDDSDF THEVYKPLKHEKA
ETYTNDEIARDLKEHVIKPLIPEKYLDEKTIFHLNPSGRFVIGGPHGDAGL TGRKITIIDTYGGHGAHGGGAF SGKDPTKVDRSGAYIVROAAKSIVASGLARRCIVAVSYAIGYPEPLSYFVDTYGTGKIPDKEILQIVKENFDFRPGHISINLDLKRGGNNRFLKTARYGHFGRDDSDF THEVYKPLKHEKA
ETYTNDEIARDLKEHYIKPVIPEKYLDEKTIFHLNPSGRFVIGGPHGDAGL TGRKIIIDTYGGHGAHGGGAF SGKDPTKYDRSGAYIVROAAKSIVASGLARRCIVAVSYAIGYPEPLSYFVDTHGTGKIPDKEILKIVKENFDFRPGHISINLDLKRGGNGRFLKTARYGHFGREDPDF THEVYKPLKHEKA
ETVTNDEIAADLKEHYIKPYIPEKYLDEKTIFHLNPSGRFVIGGPHGDAGL TGRKIIIDTYGGHGAHGGGAF SGKDP TKYDRSGAYIVROAAKSIVASGLARRCIVQVSYAIGYPEPLSYFVDTYGTGKIHDKEILNIVKENFDFRPGHISINLDLKRGGNNRFLKTARYGHF GREDPDF THEYVKPLKHEKA
ETVTNDEIAADLKEHYIKPYIPEKYLDSKTIFHLNPSGRFVIGGPHGDAGL TGRKITIDTYGGHGAHGGGAF SGKOPTKYDRSGAYIVRAAAKSIVANGLARRCIVQVSYAIGYPEPLSYFVDTYGTGKIPDKEILTIVKNSFDFRPGHISINLDLKRGGNSRFLKTARYGHFGRODPDF THEVVKPLKHEKA
ETVTNNOIAKDLKEHYIKPYIPADYLDDHTIFHLNPSGRFYIGGPHGDAGL TGRKIIIDTYGGHGAHGGGAF SGKDPTKYDRSGAYIVROARKSYVASGLARRCIVQVSYAIGYPEPLSYFYDTYKTGKIPDKDILALIKENFDFRPGHIANNLDL TRGGNFRYQKTAAYGHF GRDDPDF THETVKILKPKA
ETYTNneIAaDLKEHVIKPvIPekYLDek TIFHLNPSGRFYIGGPHGDAGL TGRKITIDTYGGHGAHGGgAF SGKDPTKYDRSGAYIVROAAKSiVasGLARRCIVAVSYRIGYPEPLSYFVDLygTGKIpDKeIL +ivKenF =1wﬂnxuu§r=rr§uq 1KTaayghfgrddpdftuevvkplk ek «==-
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Motivo 9 Motivo 6

» P <

Motivo 10 Motivo 4 Motivo 3



Anexo 6. Dominios, motivos y secuencia consenso determinados para la proteina

YSL1

TRINITY_DN22586_c0_g1_i1

LupinaYsL1
Medtyst1
ArahYsL1
AraiYsL1
Consenso

TRINITY_DN22586_c0_g1_i1
AtYSL1
GlymYsL1
GlysystL1
Cajeysil
ViguysL1
CicaysL1
LupinaYSL1
MedtysL1
ArahysL1
AraiYSL1
Consenso

TRINITY_DN22586_c0_g1 i1
AtYSL1
GlymysL1
GlysysL1
Cajeyst1
Viguyst1
CicaysL1
LupinaYSL1
MedtySL1
ArahysL1
AraiYSL1
Consenso

TRINITY_DN22586_c0_g1_i1
AtySL1
Glymyst1
GlysysL1
Cajeysii
ViguYsL1
CicaYsL1
LupinaYSL1
MedtysL1
ArahysL1
AraiYsL1
Consenso

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
1 1
HEIEQRRINKREGEEEEDNNQLSLQEEEPDTEEENSGR: ~TIEPHTKQITYRGYFVSIVIGY~--YFSYIAQKLNLTTGIVPNLNSSAALLAFVFYQTHTKILKKSGFVAKPF TROENTHIQTSAVACYGIAVGGGFASYLLGLNH
HYPTSIHTVAVPLRKHILITFHLHPIGQEKSKGERTNKLRPYSCYYRYREINISPSSGLNHE~~~~EEKKQEIY-ERDQDLEDQLPA-~ARREVHESQPHTEQI TYRGIFVSHIIGI~~-TFSIIVHKLNLTTGHVPNCNYSAALLAFYFYRTHTKLLHKAGF YAKPFSROENTIIOTCAYACYSIAVGGGFASYLLGLNR
HE-~=-EEKKEEIV-ERDEDLEEQYPA--AREY~-~EPQPHTEQLTYRGLFYSHIIGI-~TFSITYHKLNLTTGHYPNCNYSAALLAFVFIRTHTKLLHKAGFYAKPFSROENTITOTCAVACYSIAVGGGFASYLLGLNR

HISPSSGLDHE~----EEKKVEIV-ERDEDLEDQQPY-~PGGEV-ESQPHREQITVRGYFVSHITIGI~-~IYSIIVHKLNLTTGHYPNLNYSAALLAFYFYRTHTKLLHKAGF YAKPFSROENTIIOTCAYACYSIAVGGGFASYLLGLNR
HE----EEKKLEIV-ERDEDLEDQYAR--AEY~---QSQPHREQITLRGYFYSHHIGI-~IYSIIVHKLNLTTGHYPNLNYSAALLAFVFVRTHTKVLSKAGIVAKPFSROENTIIOTCAVACYSIAYGGGFASYLLGLNR
HISPSSPLNIN-HEFGEKKHEIERDINQNHEERLPYI-GAEYIQSDEHHTEHITVRGLFYSHMIGI~~IYSITAMKLNLTTGHYPNLNYSARLLAFYFYRSHTKVLEKAGFYSKPFSROENTIIOTCAVACYSIAYSGGFASYLLGLNR
HISPSSPLNINNMGLEEKKHEIERDYNQELEDKLPYVVGDELIESDESHRQHITVRGLFYSHHLGI-~-IYSITAMKLNLTTGHYPNLNYSARLLAFYFYRSHTTVLOKAGFYSKPFTROENTIIOTCAVACYSIAVSGGFASYLLGLNR
HATRENIHTPSSALNN===-~DOEKIE~~--KDEDFEDQIIEEGGDF~~~KGHKHRDGITYRGLFYSHHIGIGYSYSYIANKLNL T TGHYPNLNVSAALLAFYFIRSHTKVLOKAGFYSKPFTROENTIIOTCAYACYSISYGGGFASYLLGLNR
HAIREMHNTPTSALNT-~=-~-EQEKIE~-~-~KDEDLEDQVLEEGGDL~~~KGHKHRDE I TVYRGLF VSHHIGI-~-HYSITAMKLNLTTGIVPNLNYSAALLAFYFHRSHTKYLOKAGFYTKPFTROENTIIOTCAVACYSIATGGGFASYLLGLNR
HHFSPSSANKHE--EGEENKLEIA-~ROHDLEDQLQLQGGAEL ~~QPQKHSDQI TLRGLLYSHHIGI-~HYSIIVHKLNL TTGHYPNLNVSAALLAFVFYRSHTKYLOKAGFVSKPFSROENTIIOTCAVACYSIAIGGGFASYLLGLNR
HE--EGEENKLEIR--ROHDLEDQLQLQGGAEL~-QPOKHSDQITLRGLLYSHHIGI--HYSIIVHKLNLTTGHYPNLNYSAALLAFVFYRSHTKVLOKAGFYSKPFSROENTIIOTCAVACYSIAIGGGFASYLLGLNR
ispss+lnne--me o.rrpom»uoﬂnu&maaé@. ~g+++==++q+H++qITVRGLFVYSANiG i-~+ySiTvnKLNLTTGRVPNINVSAALLAFVFvrsHTkvl +KaGf VAKPF SROENTiIOTcAVACYsTavgGGFASYLLGLNr

S
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Motivo 18 Motivo 16 Motivo 15 Motivo 9 Motivo3

Metal-nicotianamine transporter YSL-like

~3 210 220 230 240 250 260 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 So
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TTYELSGYGNEGNNPGAIKEPGFGHHTGFLFYVCFYGLFVLIPLRKINIVDLKLTYPSGLATAYLINGFHTOGDKHAKKQVRGF TKYFCISFLHGLFKHFFSGIEDCGFEQFPTFGLQAMKATF YFDFSTTFYGA====--GHICSHPYNCSLLLGAYLSFGYHYPLIDRLKGDHF PDNLEETNHKGLYGYKVFYSIALT
TTYELSGVENEGNNPGATKEPGFGHNTGFLFYVCFVGLFVLIPLRKINIVDLKLTYPSGLATAYLINGFHTOGDKHAKKQYRGF TKYFCTSFLHGLFKHFFSGIEDCGFEQFPTFGLQAMKOTF YFDF SHTFVGA===---GHICSHLYNCSLLLGAVLSFGYHYPLIDRLKGDHFPDNLEETNHKGLYGYKVFVSIALT
TTYELSGYGNEGNSPSAIKEPGFGHHTGFLFVYCFYGLFVLIPLRKINIVDLKLTYPSGLATAYLINGFHTOGDKHAKKQYRGFAKYF SISFLHGLFKHFFSGIEDCGFEQFPTFGLQAMKOTF YFDF SHTFYGA======GHICSHLYNLSLLLGAVISFGINYPLYDRLKGDHFPDNLEESNHKGLYGYKVFISIALT
KTYELSGYGNEGNSPNATKEPGFGHHTAFLFYYCFYGLFYLIPLRKINIVDLNLTYPSGLATAVLINGFHTQGDKHAKKQYRCF TKYFSISFLHGLFKHFFSGIEDCGFEQFPTFGLOAMKATFYFDFSHTFYGA======GHICSHLYNVSLLLGAYISYGLIYPLTDRRRGDHFPDNLEESNHKGLYGYKVFLSIALT
KTYILSGYGTEGNNPSAVKEPAFGHMSGFLFVVCFYGLFYLIPLRKVLIVDLNLPYPSGFATAVLINGFHTQDDKHAKKOYHGFHKYFSISFLHGFFKHFFSGKEDCGFEQFPTFGLQAMKNTFYFDFSTTFYGA===---GHICSHLYNLSLLLGAYLSYGYHYPLYDRRKGNHFPENLEETNHKGLYGYKVFLSIALT
KTYLLSGYGNEGNNPNAYKEPAF GHHSGF LFVVCFYGLFVLIPLRKVLIVDLKLPYPSGFATAVLINGFHTQDNKHAKKQVHGFHKYF SYSFLHGLFKHFF SGIEDCGFEQFPTFGLQAMKQTF YFDF SHTFYGAXXXXXXGHICSHLYNLSLLLGAVLSFGYHYPLYDRLKGHHF PDNLEESNHKGLYGYKVFLSIALT
KTYELSGYGTEGNSPSAYKEPAFGHMTGFLFVVCFVGLFYLIPLRKINIVDLKLTYPSGLATAVLINGFHTQGDKHAKKOVHGFHKYFSISFLHGFFKHFFSGIENCGFEQFPTFGLQAMKOTFYFNFSHTFVGA======GHICSHLYNLSLLLGAYLSFGYHYPLIDQLKGHHFPNNLEEANHKGLYGYKVFLSIALT
KTYELSGYGTEGNSSSAYKEPAFGHHTGFLFYVCFYGLFYLIPLRKINIVDLKLTYPSGLATAVLINGFHTQGDKHAKKQVHGFHKYFSISFLHGFFKMFFSGIENCGFEQFPTFGLOAMKOTFYFNFSHTFVGA=====~GHICSHLYNLSLLLGAYLSFGYHYPLIDQLKGHHFPNNLEEVNHKGLYGYKVFLSIALT
KTYELSGYGTPGNSPGAIKEPGF GHHTGFLFVVCFYGLFVLIPLRKINIVDLQLTYPSGLATAVLINGFHTQGDKHAKKQYRGFHKYFSISFLHGLFKHFFSGIKDCGFEQFPTFGLQAMKATF YFDF SHTYYGA==-=---GHICSHLYNYSLLLGAVLSYGYNYPLYGKLKGQHYPDNLEETNHKGLYGYKVFLSIALT
KTYELSGYGTPGNSPGAIKEPGF GHMTGFLFVYCFYGLFVLIPLRKINIVDLQLTYPSGLATAVLINGFHTQGDKHAKKQYRGFHKYFSISFLHGLFKHFFSGIKDCGFEQFPTFGLQAMKATF YFDFSHTY SCALIHG HYFLSIALT

kTYel SGYgNeGNsp +aiKEPgf Gt gfLFVVCFyGLFVLIPLRK inIVOLKLLYPSGLATAVLINGFHTQgdknAKKQYrgFnKYFsiSFLHGLFKHFFSGiedCGF eQF PTFGLQAMKQTF YF dFSnTfYVga hlvnlsl11Gavlsf E—K.t.;nt.q pdnlee+nnkglygykVF1SiALT
.—- » - - - s o
N Motivo 6 T Motivo1 s Motivo 13 - Motivo 7 "

401 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
1 1
LGOGLYTFYKILFVTIANVNARLK=~=--~NKPNDLDDYGHKKQRKDLKEDENFLROKIPHHFAYSGYLTFARYSTYVVPLIFPOLKHYYVIVAYIFAPSLAFCNAYGAGL TDINMAYNYGKIGLFYIARYTGRENGYVAGLAGCGLIKSYYSYSCILHODFKTAHY THTSPKAMFASQHIGTYVGCIVTPLSFFLFYKA
LGDGIYNF TKILISTYFNYHERHRS~~~KNNKNVA-ARYRHENPSEDHKQTDEFLRENIPHRIGYIGYAVF TLISIITIPRHFPOLKHYYVYVAYIFAPSLAFCNAFGAGL TDINMAYNYGKVALF TLARYTGKENGYVAGLYGCGLIKSYISYSCILHODFKTAHY TRTSPRAMFICQYIGIANGCYTAPLSFFLYYKA
LGDGIYNF TKILISTVLNVNERHRS--~KNNKNVA-AD-RHENPTEDLKQTDEFLRETIPLRIGYVIGYVYFTHISIIIIPRHFPOLKHYYYVVAYIFAPSLAFCNAFGAGL TDINMAYNYGKYALF TLARYTGKENGYVAGLYGCGLIKSYISYSCILHODFKTAHY TRTSPRAMFICQVIGIANGCYTAPLSFFLYYKA
LGDGIYNFTKILISTYLNVLERAKG---KNNKNATYARDRQGNPTEDLKQSEAFLTENIPHRTGIIGYYYFTIISIIIIPRHFPOLKHYYYYVAYIFAPSLAFCNAFGAGL TDINHAYNYGKYALF TLARYTGKENGYYAGLYGCGIIKSYISYSCILHODFKTAHY TRTSPRAMFICQVIGIANGCYTAPLSFFLYYKA
LGDGIYNF TKILICTYLNVHERIKN-~-~KNNKNVT--ADRKEKPSEDIKERE TFLTESIPHRIGIVGYYVYLTIISIIILPRHFPOLKHYYVYVAYIFAPSLAFCNAFGAGL TDINMAYNYGKYALF TLARLTGKENGYYAGLYGCGLYKSYYSYSCILHQDFKTAHY TRTSPRAMFYCQVIGIANGCYAAPLSFFLYYKA
LGDGYYTFTKILVSTVLGYHERIKS=--KNHKKELARDDLHGNPTGDLKPAOTFLKESIPHHIGYVGYGYF TTISIIIIPRHFPOLKHYYVIVAYVFAPSLAFCNAFGAGL TDINMAYNYGKYALFLLATYTGKENGYVARLYGCGLIKSYISYSCNLHODFKTAHCTRTSPRAMFVCOVYGTANGCICCPLSFFLFYKA
LGDGIYNF TKILASTYLSLHERVKS-~--KKNKDELAGDQ-QGNPTGDLKQAQHFLKESIPHHIGYVGYAYFTTISIIIIPHHFPELKHYYYYVAYIFAPSLAFCNAFGAGL TDINMAYNYGKYALFYLARYTGKENGYYAGLYGCGLIKSYISYSCNLHODFKTAHYTRTSPRAMF ICQVVGTANGCYCCPLSFFLYYKA
LGDGLYNFIKILVATYASYYDRHKSYKTKNHKHAVVADQHRNNPTGD-KQTELFLRENIPHHIGIVGYLYFAVISIIVIPFHFPOLKHYYYYVAYIFAPSLAFCNAYGSGL TDHNHAYNYGKYALFYLARINGKENGLYAGLYGCGLYKSYYSYSCILHODFKTAHYTCTSPRAMFISQVIGTANGCYTAPLSFFLYYKA
LGDGLYNFIKILYATYANYYDRRKNYKSKDHKHAVARDQHHN-PTGD-KQTELSLRENIPHHIGIVGYLVFAVISVIVIPFHFPOLKHYYVYVAYIFAPSLAFCNAYGSGL TDMNHAYNYGKVALFYLARISGKENGLYAGLYGCGLYKSYVSYSCILHODFKTAHY TCTSPRAMFLSQVIGTANGCITAPLSFFLYYKA
LGDGIYNFTKILVATYNGIIDKHKHYNDRNQKNAVAREQ-QGYPNGNIKQTELFLKENIPHHIGIVGYLYFTVISTILIPLHFPOLKHYFYYVAYIFAPALAFCNAFGAGL TDINMAYNYGKYALFHMARLSGKENGYVAGLYGSGYIKSYYSYSCILHODFKTAHYTLTSPRAMFHCOVIGIANGCYTAPLSFFLYYKA
LGDGIYNF TKILVATYNGIIDOKHKHYNDRNQKNAVAREQ-QGYPNGNIKQTELFLKENIPHHIGIVGYLYFTVISTILIPLHFPOLKHYFYVYVAYIFAPALAFCNAFGAGL TDINMAYNYGKYALFHHAALSGKENGYVAGLYGCGYIKSYYSYSCILHODFKTAHYTLTSPRAMFHCOVIGIANGCYTAPLSFFLYYKA
LGDGiYnFLKIL++Tvlnviersk+---knnKn+++ad++sgnptgd+Kqte+fL+enIPruig ivGYlvft+ iSiiiiP+nFPALKHYvYVVAY iFAPSLAFCNASGaGLTDiNMAYNYGKvalF Y1Aavt GKENGYVAgLvGeG1iKSVySYSCiLHODFKTAHYTr TSPrANF +clviGianGCyvtaPLSFFLYYKA
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Motivo 1 Motivo 17 Motivo 14 Motivo 4 Motivo 2

mﬂ. 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 w&w

FDIGNPNGEFKAPYALIYRNMAILGYQGFSALPLHCLQMCYGFFGFAYLYNVYRDLTPAKIGRFHPLPTANAYPFLYGAYFAIDHCYGTLIVFYHEKHNRKKAEFHYPAVASGL ICGEGLHTLPARYLALAGYKPPICHKFLAS
FDYGNPHGEFKAPYALIYRNMAIIGYQGF SALPLHCLKLCFGFFAFAIGYNHIRDFAPQKIGKHHPLPHYHAYPFLYGAYFALIDHFIGTYYVFAKQKLDSKKAELHYPAARSGLICGEGLHTLPARILALARIKPPICHKFVPT
FDYGNPHGEFKAPYALIYRNHATIGYQGF SALPQHCLQLCFGFFAFAIGYNHIRDFAPQKIGKHHPLPHYHAYPFLYGAYFAIDNFIGTYYVFAHQKLDSKKAELHYPARASGLICGEGLHTLPARILALARIKPPICHKFYPT
FDVGNLHGEFKAPYALIYRNHALIIGYQGF SALPLHCLQLCFGFFAFATGYNIIRDFSPQKIGKHHPLPHYHAVPFLYGAYFAIDHCIGSLYYFYHHKIDSKKAELHYPARASGLICGEGLMTLPARILALARYKPPICHKFVPSSRA
FDVYGNPQGEFKAPYALIYRNHAIIGYQGF SALPQHCLQLCFGFFAFAIGANMIRDF SPKKIGKHHPLPHYHAYPFLYGAYFAIDHFIGSYYVFAMHKLDSYKAESHYPARASGLICGEGLHTLPARILALARIHPPICHKFVPS
FDYGNPHGEFKAPYAL IYRNHAVIGYQGF SALPRHCLQLCFGFFAFATGTNHLROF SPKKIGKHHPLPHYHAYPFLYGAYFAIDHCTGSLYVFVYLHKLNSKKAELHVPAIASGLICGEGLHTLPARILALAKINPPICHKFVTS
FDVGNPDGEFKAPYALIYRNHAVIGYQGF SALPRHCLQLCFGFFAFAIGTNILRDFSPKKIGKHHPLPHYHAYPFLYGAYFAIDHCHGSLYVF YHHKLNNKKAELHVPAVASGLICGEGLHTLPARILALAKIKPPICHKFVTS
FDYGNPHGEFKAPYALIYRNHGIIGYEGF SALPNHCLQLCYGFFAFAIGANNYRDLSPQKIGKHHPLPHYHAYPFLYGGYFAIDHCLGSLIVF YHHKL-SKKAEFHYPATASGLICGEGLHTLPARILALAKYHPPICHKFVPS
FDVGNPHGEFKAPYALIYRNHGIIGYEGF SALPNHCLQLCYGFFAFATGANNYRDLSPQKIGKHHPLPHYHAYPFLYGAYF TIDHCLGSLYYFVHHKL-SKDAEFHYPATASGLICGEGLMTLPARYLALAKYRPPICHKFVPS
FNYGDPNGEFKAPYALIYRNHAVIGYEGF SALPHHCLQLCYAFFAFAYAYNYYROHSPKKIAKHHPLPHYHAYPFLYGAYFAIDHFHGTYIVFLUHKINDKKAKLHYPARASGLICGEGLHTLPARILALARINPPICHKFVPS
FNYGDPNGEFKAPYALIYRNHAVIGYEGF SALPHHCLQLCYAFFAFAVAYNVYRDHSPKKIAKHHPLPHYHAYPFLYGAYFAIDHFHGTYIVFLUHKINDKKAKLHYPARASGLICGEGLHTLPARILALARINPPICHKFYPS
FdvGdphGEFKAPYALIYRNMa i iGV9GF SALP+HCLq1C fgFFaF AigvNn+RDfsPkKIgkwhPLPnvHAYPFLYGaYFalDHc+GslvVF +whKl+skkAelHVPAaASGLICGEGLHUTLPAAILALAr ikPPICHKF vps -
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Motivo 5 Motivo 10 Motivo 8




Anexo 7. Dominios, motivos y secuencia consenso determinados para la proteina

FRD3

TRINITY_DN18069_c0_g2 i2
LupinaFRD3
GlysFRD3
GlymFRD3
CajcFRD3
ViguFRD3
MedtFRD3
AraifRD3
ArahFRD3
CicaFRD3
AtFRD3
Consenso

TRINITY_DN18069_c0_g2_i2
LupinaFRD3
GlysFRD3
GlymFRD3
CajcFRD3
ViguFRD3
MedtFRD3
AraifRD3
ArahFRD3
CicaFRD3
AtFRD3
Consenso

TRINITY_DN18069_c0_g2 i2
LupinaFRD3
GlysFRD3
GlymFRD3
CajcFRD3
ViguFRD3
MedtFRD3
AraifRD3
ArahFRD3
CicaFRD3
AtFRD3
Consenso

1 10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
HDENYSSNIAPRSK-HNPPLSVFFKDARLIFKHDSLAKEILGIAFPSALAVARDPLASLIDTAF IGHLGTVELAARGYSIALFNOASRITIFPLYSITTSFYAEEDTIEKLNIIAR--ENKLNENVKL--NQVIIPEDYHIQDVEKGEE TNEIKA: NNEDDCNSKTCKYSN
HDKNYSSN-AP-NK-HKHPLFVFFKDARSYFKLODLSKQIIGIAFPSALAVARDPIASLIDTAF IGRLGPYELAAAGYSIALFNOASRITIFPLYSITTSFYAEEDTIEKLNITAR--ENKLKENVKL--TEVINLEDHHIQDIEKGEETKEIKA: NNEDDGNSNTCKYSN
HDENGSSSNAPKNK-RNLPYSVFFKDARHYFKHDSIAKEILGIAFPSALAVARDPIASLIDTAF IGHLGPYELAARAGYSIALFNOASRITIFPLYSITTSFVAEENTIEKINT ~~~~-EKKLSDKAKSK~EQ-VHLDDHSLADIEKYASKENNET- -ENVEHNDCNTSICKSTS
HDENGSSSNAPKNK-RNLPYSVFFKDARHYFKHDSIAKEILGIAFPSALAVARDPIASLIDTAF IGHLGPYELAARGYSIALFNOASRITIFPLYSITTSFVAEENTIEKINT ~-~~-~EKKLSDKAKSK~EQ-VYHLDDHSLODIEKYASKENNET: -ENVEHNDCNTSICKSTS

HDENGSSSNAPKNK-RNLPYSVFFKDARHYFKHDSLAKEILGIAFPSALAVARDPIASLIDTAF IGHLGPYELARAGYSIALFNOASRITIFPLYSITTSFYAEENTIEKINNARAR-EKQCNESIKAK~SN-~~PDDHLIQDIEKGASKENNE TPTESSAAR======m==(G======~TNENVEHDDSNTNICKSTS
HDENGSSSNEPKNNNRNLPYSVFFKDARHYFKHDSIAKEILGIAFPSALAVARDPIASLIDTAF IGHLGPYELAARGYSIALFNOASRITIFPLYSITTSFYAEENTIEKINK=~~~~EKNL TENIKAK-SKEVRPEDQLYQDLEKGASKEHNETSTESSSSRSASSEL YAKGC~~~=~~~ATENVEHDDCNTGYSKSTS
HDDNDISNNAVKNK-HTHPLSVFFKDASLYFKHDSLAKEILGIAFPSALAVARDPIASLIDTAF IGHLGPYELARAGYSIAVFNOASRITIFPLYSITTSFYAEEDTHORINTKAR-~EKQFNESGKAK~-SNEVHPDDHLLODIEAGATKQDSTL: KNGDDANSNISKSSI
HDDNNSNATITSNNKHKLPLSVFFKDARLIFKHDSLAKE ILGIAFPSALAYARDPIASLIDTAF IGHLGPYELAARAGYSIALFNOASRITIFPLYSITTSFYAEEDTIEKINNN-~~~KARAKMD THKAK~-SNEINPDDDE-DDIEKGAPNENADEYPSGDADLNSYPKNLENNGDGCTLENY TNNTGHONNT TNARKSTS
HDDNNSNATYTSNNKHKLPLSVFFKDARLIFKHDSLAKEILGIAFPSALAYARDPIASLIDTAF IGHLGPYELAARGYSIALFNOASRITIFPLYSITTSFYAEEDTIEKINNN-~-~KARAKMDTIKAK~-SNEIHPDDDE-DDIEKGAPNENPDEYPSGDAGLNSYPKNLENNGDGCTLENYTNNNGDDNNT TNARKSTS

HNYNGNANELPSKK-HKFPFYVFFKDARLIFKLDALSKEILGIALPSALAYSADPIASLIDTAF IGHLGAVELAAAGYSTALFNOASKISYFPLYSYTTSFVAEEE TIERHNIKARENDSNNNNNNKSKLNSEVTPEDHVHODIEKGALKENTKEAP KEYDVGNNDKTNRYD

HTETGDDLATYKKP---IPFLYIFKDLRHVFSRDTTGREILGIAFPARLALARDPIASLIDTAFVGRLGAYOLAAYGYSIATFNOASRITIFPLYSLTTSFVAEEDTHEKH=====~~KEEANKANLYHAETILVQD~-~--~SLEKGISSPTS: NDTNQPQQPPAP

HdengssS+apknk-ut 1 P+sVFFKDar+vFknDslake I1GIA 1»:r:<b==1~wwrun.~aﬂhmw.rm-v<araxtm<m~=~1zo:wﬁm0wﬂ_v_r<mm~_.wﬂ<SMm&—mor;?v|Inr+++++*r+rl++++i=7+%imm. ki dd4n++i+ksts
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Motivo 13 Motivo 8 Motivo 2 Motivo 14 Motivo 10 Motivo 16 Motivo 15

PROTEIN DETOXIFICATION 44, CHLOROPLASTIC-RELATED
201 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

====YTDSTKSKEKY-EKKRHIASASTALIFGTILGLLATAYLIFGAKPLLTYHGYKHDSPHLAPALKYLRLRAFGAPAYLLSLANQGIFRGFKDTTTPLYVILSGYRINVALDPILIFKLKLGIRGARISHYLSQYMHAITLLFHLHKKYYILPPRLKDLOIFRFLKNGGLLLLRYVAVTFCYTLARSLAARLGPIHHA
====YTTSTKSKEKYYKKKRHIASAS TALIFGTFLGLFOAAYLIFARKPLLSYHGYKHDSPHLAPALKYLKLRAFGAPAYLLSLANQGIFRGFKDTTTPLYVIVSGYAINVALDPILIFKLKLGIRGAAISHYLSQYMHALTLLLHLHKKYYILPPRLKDLOIFRFLKNGGLLLLRYVAYTFCYTLARSLAARLGSIPHA
~DTSSSSSNKSYPKDGRKKRHVASAS TALLFGTILGLLOATTLIFAAKPLLARNGLKPDSPHLNPAIKYLRLRSLGAPAYLLSLANQGIFRGFKDTTTPLYVILSGYALNYILDPYLIFYCKLGIKGARISHYLSQYLHALALHYILTRKYDLYPPSIKDLOIFRFLKNGGLLLARYIAYTFCQTLARSLAARVGPIPHA
~DTSSSSSNKSYPKDGRKKRHVASAS TALLFGTILGLLOATTLIFAAKPLLARMGLKPDSPHLNPAIKYLRLRSLGAPAYLLSLANQGIFRGFKDTTTPLYYILSGYALNYILDPYLIFYCKLGIKGAAISHYLSQYLHALALHYILTRKYDLYPPSIKDLOIFRFLKNGGLLLARYIAVTFCQTLARSLAARFGPIPHA
==-ATSGSNKSYSKAGRKKRHIASAS TALLFGTILGLLOAATLIFAAKPLLARNGLKPDSPHLNPAVKYLRLRSIGAPAYLLSLANQGIFRGFKDTTTPLYYIVSGYALNYVLDOPILIFYCKLGIRGAAISHYLSQYVHALALLLILHRKYDLYPPSHKDLOIFRFLKNGGLLLARYVAYTFCQTLARSLAARFGPYPHA
==-ASSSSNKSYSKAGRKKRHVASASTALLFGTILGLLOAATLIFAAKPLLARNGLKPDSPHLNPAVKYLRLRSLGAPAYLLSLANQGIFRGFKDTTTPLYVIVSGYALNVALDPILIFYCKHGIKGAAISHYLSQYVHALALLLILTRKYDLYPPSIKDLOIFRFLKNGGLLLARYYAVTFCQTLARSLAARFGPIPHA
===YTNSSNKSESKPIRKKRHIASASTALLFGTYLGLIOAATLIFAAKPLLGANGLKYDSPHLYPAVKYLRLRALGAPAYLLSLANQGIFRGFKDTTTPLYVIVSGYALNYANDPLLIFYFKLGIRGAAISHYLSQYIMATLLLFILHKKYDLLPPSHKDLOIFRFLKNGGLLLARYIAVTFCYTLSASLAARLGPIPHA
YSGGRSKKSKSYSKSGRKKRHIASASTALLFGTYLGLLOAATLYFARKPLLGANGYKSGSPHLGYANKYLRLRALGAPAYLLSLANQGIFRGFKDTTTPLYYILSGYALNIANDPYLIFYCKLGIRGAAISHYLSQYIMAFALLHILHRKYHLHPPSHKDLOIFRFLKNGGLLLARYIAYTFCYTLARSLAARLGPIPHA
YSDGRSKKSKSYSKSGRKKRHIASASTALLFGTYLGLLOAATLYFARKPLLGANGYKSGSPHLGYANKYLRLRALGAPAYLLSLANQGIFRGFKDTTTPLYVILSGYALNIAHDPYLIFYCKLGIRGAAISHYLSQYINMAFALLHILHRKYHLHPPSHKDLOIFRFLKNGGLLLARYIAVTFCYTLAASLAARLGPIPHA
====ANNKSKDIVVKKKKKRHIASASTALLFGSILGFLOASILIFAAKPLLRYHGYKNGSPHQEHAIKYLIYRSFGAPAYLISLANOGIFRGFKOTATPLYVILAGYSLNVILGPIFIFKLKHGIRGARTAHYLSQY THAF TLFFILHKRYYLLPPRIKDLOIFRFLRNGGLLHTKYIAYTFCYTLARSLAARLGPIQHA
====DTKSNSGNKSNKKEKRTIRTASTAMILGLILGLYOQAIFLIFSSKLLLGYHGYKPNSPHLSPAHKYLSIRALGAPALLLSLANOGIFRGFKOTKTPLFATYVADVINIVLOPIFIFYLRLGIIGAATAHVISOYFHTLILFYFLAKKYNLIPPNFGDLOFGRFLKNGLLLLARTIAVTFCQTLARRMAARLGTTPHA
=== ++s+snksvikgrkkKRhiasASTALLF mﬂwrm:gr»ﬂwﬁxvr_.qu__wexv.»wﬂz.—iv:mxs.ﬂ;ah25:<_y_.mr::8~1nmﬂx_::v_écz.unea-zcwwaz:w yck1GIrGARTSHYLSOY +Hal+L1+ilnkkY :.w.xvu-—!:-.a: RFLKNGgLL larviAVTFCvTLaRs1AARLGpipHA
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Motivo 9 Motivo 7 Motivo 3 Motivo 11 Motivo1
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401 qa10 420 430 440 450 460 a70 480 430 500 510 520 530 540 550 560 570 580

1 1
AFQTCLOVHLTSSLLADGLAVAVOAILACSFAEKDYKKATSARTRTLONGF ILGIGL SFARGFGL YFGAGIFSSNPNVVHLIRIGIPFVARTOPINSLAFYFDGYNYGASDFAYSAYSLYIVSIISIGTEFLLYRSKHF IGIHIAL TIYHTLRHLAGIHRHGTGTGPHRFLRENSHT
AFQTCLOVHLTSSLLADGLAVAVOAILACSFAEKDYKKATSARTRTLOMGF ILGHGL SLARGFGL YFGAGIFSRNADVYRLIRIAIPFVARTQPINSLAFVFOGYNYGASDFAYSAISLYIVSHISIATEFLLYRSKHF IGIHIAL TIYHTLRHLAGIHRHGTGTGPHRFLRENSHT
AFQTCLOVHLTSSLLADGLAVAVOAILACSFAEKDYEKVLYARTRTLOMSFVLGYGLSFAVGFGL YFGAGIFSKSYLVVHLIRIGLPFVARTOPINSLAFVFOGYNYGASDFAYSAYSLYTYSLASYASLFLLSKSKGF VGIMIAL TIYHSLRHFAGYHRNGTGTGPHRFLRGRSHS
AFOTCLOVHLTSSLLADGLAVAYOATLACSFAEKDYEKVLYARTRTLONSFYLGYGLSFAYGFGLYFGAGIFSKSYLYYHLIRIGLPFVARTOPINSLAFYFDGYNYGASDFAYSAYSLYTYSLASYASLFLLSKSKGFYGIMIALTIYHSLRHFAGYHRNGTGTGPHRFLRGRSHS
AFQTCLOVHLTSSLLADGLAVAVOAILACSFAEKDYEKYLATATRTLOMSF ILGYGLSLAVGYGL YFGAGIF SKSYLVVHLIRIGLPFVARTOPINSLAFVFDGYNYGASDFAYSAYSLYTYSLASYASLFLLSKSKGFVGIMIAL TIYHSLRHFAGIHMRHGTGTGPHRFLRGRSHS
AFQTCLOVHLTSSLLADGLAVAVQAILACSFAEKDYEKYIARATRTLONSFVLGYGLSLAVGYGL YFGAGIFSKSYLYVHLIRIGLPFYARTOPINSLAFYFOGYNYGASDFAYSAYSLYTYSLASYASLFLLSKSKGFVGLHIAL TIYHSLRHFAGYHRNGTGTGPHRFLRGRSHHS
AFQTCLOYHHTSSLLADGLAVAIOAILACSFAEKDYNKYTTAATRTLOKSFVLGYGLSLYVGGGL YFGAGYF SKNVAVIHLIRLGLPFYARTOPINSLAFYFOGYNYGASDFAYSAYSLYMYSIASYTSLFFLYKSKGF IGIMIALTIYHSLRHFAGYHRHGTGTGPHRFLRGQSLS
AFQTCLOVHLTSSLLADGLAYAVOAILACAFAEKNFDKYTARATRTLONSF ILGYALSLYVGYGL YFGAGYF SKSLLYIHLIRYGIPFYARTOPINSLAFVFDGYNYGASDFAYSAYSLYLYSLASIATLFLLSRANGF VGIMIALALYHGLRHFAGIHRNGTGTGPHRFLRGNY
AFQTCLOYHLTSSLLADGLAVAVOAILACGFAEKNFEKYTARATRTLOMSF ILGYALSLYVGYGLYFGAGYF SKSLLYIHLIRYGIPFYARTOPINSLAFYFDGYNYGASDFAYSAYSLYLYSLASIATLFLLSRANGF VGIMIALALYHGLRHFAGIMRNGTGTGPHRFLRGNY
AFOTLLOVHLASSLLADGLATAVOAILAGSFAEKDYNKTTAVAARTLONGF VLGYVLSLAVGFGLYFGAGIFSQNAHVIQF IRIGYPFYAYTOPINTLAFVFDGYNYGASDFAYASYSLYTYSLYSYAYEFFFYRTKHFVGIMIALSIYNTLRHLAGYHRHGTGTGPHSYIRGR
AFQICLOVHLTSSLLNDGLAVAGOAILACSFAEKDYNKYTAVASRYLONGF VLGLGLSYFVGLGL YFGAGYF SKDPAVIHLHAIGIPF IARTOPINSLAFVLDGYNFGASDFAYTAYSHYGYARISIARYIYHAKTNGF IGIMIALTIYHALRALTGIARNATGTGPHRFLRGRSSSSSS
AFQLcLOYMILSSLLaDGLAVAVORIL AcsFAEKdynKvt aaft RLLONsFvL Gvgl S1avG+GLYFGAGLFSks+1VvhliriglPFvAaTOPINSLAFYFDGYNYGASDFAYsayS1V+VslaSva+1f 11l skskgF vGiHIALLIYH+L RnfaG iuRigTGTGPHr f1Rgrsn+—um
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Motivo 6 Motivo 4 Motivo 12 Motivo 5




Anexo 8. Dominios, motivos y secuencia consenso determinados para la proteina

OPT1

TRINITY_DN19860_c0_g1_i1
ViguoPT1
CajcOPT1
GlymOPT1
GlysOPT1
MedtoPT1
CicaOPT1
LupinaOPT1
ArahOPT1
AraiOPT1
AtOPTL
Consenso

TRINITY_DN19860_c0_g1_i1
ViguOPT1

CajcOPT1

GlymOPT1

TRINITY_DN19860_c0_g1_i1
ViguoPT1
CajcOPT1

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

HERGATSENNASNKFSLSTPLLHLEKDDEISRAIYSRNLDTAQYENNKGE THYGIQEDSIAVKGGEIEDTFHYSEEKYVSEIGIIDE-TEVNOCPIEQVRLTVPITOOPTQPAL TFRTHYLGLASCVILAFANQFFGYRTNPLTISSYPAOIVTLPLGKLHAATLPAKTIQVPF TQUSFSLNPGPFHLKERVLITIFATS

HESRYSSKKASPPSSQQF ISYTTPLLOLEKETGESSIGYFHERE TEDREKY~E-LEVDDSPIEQVRLTVPITOOPTQPAL TFRTHILGLYSCYLLAFYNOFFSYRTNPLQISSYSAOIATLPLGKLHAATLPTKPIRYPF TKHSFSHNPGPF TLKEHVLITIFATS

HDDGYYHHSKLPIPREENEVDDSPIEQVRLTYPITODPTOPAL TFRTHTLGLASCIILSFYNOFFGYRTTPLFYSSYSAQIVSLPLGKFHAATLPTKAFRLPF TKHSFSFNPGPFNLKEHALITIFASA

HAGYYDNQHDSKLGIPDESEEVDOSPIEQVRLTVPTTDDPTQPAL TFRTHTLGLASCIILSFYNOFFGYRTNPLYISSYSAQILSLPYGKLHARTLPTKPIRYPLTKHSFSLNPGPFNLKEHALITIFASA

HFFLEYPILYLTFYVADESDEVDDSPIEQVRLTVPTTDDPTQAAL TFRTHTLGLASCIILSFYNOFFGYRTNPLSISSYSAQIVSLPYGKLHARTLPTKPIRYPLTKHSFSLNPGPFNVKEHALITIFASA

HAGLYEDALPAHTKDHDQSKLATADDDTEVDDSPIEQVRLTYSTTODPTOPAL TFRTHIIGLACCIVLAFYNOFFGYRTNPLTITAVSAQIVSLPIGKLHARTLPTTIYKVPF TKHSF TLNPGPFNLKEHALITIFASA

HAGVIEDTFPA--KDHD-SKLSIADEETEVDDSPIEQVRLTYPITODPTOPAL TFRTHVIGLASCYILSFYNOFFGYRTNPLFYSSYSAQIVSLPIGKLHARTLPKTQYKVPF TKHFFSLNPGPFNHKEHALITIFASA

HAGYVEEY-—=—-—~PQHHKLGI TDDNDE IDDNPTEQVRLTYSIYDDPTQPYL TFRTHVLGHGSCYLLAFYNEFFGYRTNPLGISSVAROIVTLPLGKLHAATLPTKSFHYPLTKHSFSLNPGPF SHKEHAL ITILAGC

HAEVVHNGLQVEKHQSKYSSYD-GDIINEVNOTPIEQVKL TYPINDDPNQPSL TFRTHVLGTHSCYVLSF YNOFFSYRTNPLFVSSHSAQIVAFPLGKFHARTLPKKPIQIPHTKLHF TLNPGPF TLKEHTLITIFASA

HDEVYVHNEPQEKHHSKYS-VD-GDHIDEVDDNPIEQVRLTYPITODPNQPAL TFRTHVLGILSCYVLSF VYNQFFSYRDNPLSYVGSHSAQIVAFPLGKFHAATLP TKLIHIPHTNMHF TLNPGPF TLKEHALITIFASS

HTSYFDEHKPSDDSHESKIVINGEEEVLEEENONPIEEVRLTVPITOOPTLPYLTFRTUTLGLFSCILLAFYNOFFGFRSNQLHYSSYAROIVTLPLGKLMAKTLP TKKFGFPGTNHSHSFNPGPFNHKEHYLITIFANT

pessstissitiihsessigkl+isdes+ EvdOsPIEQYrLTVpit DDPtqpal TFRTHv1GlasCuLLsFYNAFFgYRtnpl svssvsAQlv+1P1GKINAATLPLK+i+ vP+TkusfsINPGPFnlKEHaLITIffisa
v
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32_5 _o Motivo 4 Motivo 14 Motivo 8

WS 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 Qx.u

GSSGYYAISIITIVKAF YHRSIHPYVAAYLLALSTOHLGYGHAGIFRRFLVDSPYHMHPANL VQYSLFRAFHEKEKRPKGGS TRLQFFFHVFAASFAYCIVPSYFFQSISTISFYCLIMKNSITAQQIGSGHKGLGIGSFGLOMNTVVGFLGSPLAVPGFAVINILYGF VLFHYVLIPLSYHNNL YDAKKYPLYSSHTFDS
GSSGYDAISIITIVKAF YHRSIHPVAARYLLYHSTONLGYGHAGIFRRFLYDSPFHMHPONLYQYSLFKAFHEKEKRPKGGY TRIQFFFLVFYASFAYYTLPGYLFQAISTISFYCLIMNDSITAQQIGSGHNGIGIGSFGLOMNTVAAFLGSPLAVPGF ATINMLIGFHLOHYVLIPLAYHTNLYDAKKFPLISSHTFOR
GSSGYYAINIITIVKAF YHRSIHPLAAFLLALSTONLGYGHAGIFRKFLYDSPYHHHPSNLYOYSLFRAFHEKEKRPKGGNTRLOFFFLYFYASFAYYYIPGYLFQAISTISLYCLIMKNSIVAQQIGSGHKGLGIGSFGLOMNTYAGFLGSPLASPGFATINTLYGFGLFLYVLIPISYHNNYYDAKKFPIISSHTFDS
GSSGYYAINIITIVKAF YHRNIHPLARFLLALSTONLGYGHAGIFRKCLYDSPYHMHPSNLYQYSLFRAFHEKEKRPKGGNTRLOFFFLYFYASFAYYVIPGYFFOAITTISFYCLYHKNSITAQQIGSGHKGLGIGSFGLOMNTVAGFLGSPLAYPGFATINILYGF VLFHYVLVPISYHNNL YDRKKFPIISSHTFOS
GSSGYYAINIITIVKAF YHRNIHPLAAFLLALSTOMLGYGHAGIFRRFLVDSPYHMMPSNLVQYSLFRAFHEKEKRPKGGNTRLOFFFLYFYSSFAYYVIPAYFFOAITTISFYCLIMKNSITAQQIGSGHRGLGIGSFGLOMNTVAGFLGSPLAYPGFATINILYGFVLFHYVLYPISYMNNL YDAKKFPIISSHTFDS
GAGGYYAIYIVDVVKAF YHRSINPIAAFLLALTTOHLGYGHAGIFRRFLYDSPYHHHPSNLYQYSLFRAFHEPEKRF TRLOFFFHIFVASFAYYIIPGYFF ISVYCLIMKNSITAQQIGSGHNGLGIGAFALDHNTYYSFLYSPLAYPGFALINYLYGFVLFIYVVIPISYHNNF YEAKKFPFITSNTFDS
GSSGYYAINIITIVKAF YHRQINPYAAFLLAKSTONLGYGHAGIFRKFLYDSPYHHHPSNLYQYSLFRAFHEKEKRPRGGNTRLOFFFLYFYASFAYYIIPGYFFOAISTISIGCLIMKNSYTAQQISSGHKGLGIGSISFOMNTVAGFLGSPLPYPGFATINILYGFVLFIYVYVPISYHNNF YEAKKFPLISSHTFDS
GSSGYYAIGIVTIVKAF YHRSINPIAAFHLATSTOHLGYGHAGIFRKFLYDSPYHMUPGNL VOVSLFRAFHEKERRPIGGHTRLOFFFLYFIASFAYYIIPGYFFOGLSATSIVCLIMKKSITAQQIGSGHYGLGIGSFSLOMNAYSGFLGSPLAYPGFATINTLYGFYVILYIVIPIF YUNNIYDAKKFPFISSRTFDS
GSSGYYAIGIITIVKAF YHRGIHPLARLMLALSTOMLGYGHAGIFRRFLVDSPYHMMPSNLYQYSLFRAFHEKEKRPKEGL TRLOFFLHVFGTSFAYYLIPGYLFQAISSYSIVCLIFKDSILAHQIGSGHKGLGIGSFGIDHNTVAGFLGSPLAYPAFATTNHLYGF VFFIYVYLPLAYHNNYFDAKRFPLISSHTFOF
GASGYYAIGIINIVKAF YHRSIHPLAAFHLALISTOMLGYGHAGYFRRYLVESPYHMMPSNLYQYSLFRAFHEKEKRPKGGL TRLQFFLHIFAASFAYYAIPGYLFQAISTISIVCLIFKNSILAHQIGSGYSGLGIGSFALDMNTVAGFLGSPLANPAFATINHLYGFVLLIYIVLPLSYHNNYFDAKRFPLISSHTFOF
GAGGYYATSIITIVKAF YNROLNVARAMLLTQTTOLLGYGHAGIFRKFLYDSPYHHHPSNLYQYSLFRALHEKEDLQKGQQTRFRFF. Eﬂgwmz:nHves.m_vwmmanmﬂ<ﬂ.u5m<-3n<nmpxﬂ.nmnmm§.—§rnwvr§ ATANFFGGFFIFLYIVLPIFYHTNAYDAQKFPFYTSHTFDQ
GssGYYAIGIit iVKAF YhRsihp+ARFLLa-sTONLGYGHAGLFRr FLYASPYMMMPSNLYQVSLF rAfHEKEKrpkggnTRIQFFf lvFvaSFAYy+iPgYfFqaistiSfvCli VagFLgSPLavPgFALIN <1vGFvlf 1) ~<<<_,vwm<==: ungvluuw-.—mcn
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Motivo _m Motivo 1 Motivo 15 Motivo 9 Motivo 3 Motivo 6

Tetrapeptide transporter, OPT1/isp4

401 qa10 a0 430 440 450 460 a70 480 430 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

TGALYNVTRILNTKAFDIDLDSYNNYSKLYLSITFAFEYGLSFASL TRATLSHYVLFHGKSILRMHRKT T-~ALKGE~LGDVHTRIMKKNYEQVPEHKFYSILFVHVINAL VACEGF GKOLOLPHHGILLSLATGLLF TLPIGYIQAT TNTKLGINVITELIIGF IYPGKPLANVAFKSYGYTSITOALGFLGDFKLGHYH
TGATYNYTRVLNPRTFDIDLDSYNNYSKIYLSITFAFEYGLSFAILTATISHYVLFHGENIFQTHRKTT-RAPKEQ-LADYHTRINKKNYEQVPEMMFATIL TLHYVVALVACECF GKOLOLPHHGILLSLTIALYF TLPIGYIVAT TNIKTGLNVISEL IIGF IYPGKPLANVYFKIYGHDSHVOAYSFLSDFKLGHYH
SGAYYNVTRILDAKTFDIDHDRYNNYSKLYLSITFAFDYGLSFATLTATISHYVLFHGKTYYQHMMKKTA-SALKEEGF GDYHTRIMKRNYNQVPEMKFYSILYLHIGLALL TCEGFGKOLOLPHHGYLHSLLIALVF TLPYGYIQAT TRHOTGLNVITELIIGYIYPGRPLANVAFKTYGYISHAQALGFLGDFKLGHYH

GlymOPT1  GGATYNVTRVLNDKTFDIDHDSYNNYSKLYLSITFAFDYGLSFATL TATIRHYALFHGKTIYQMMKKT T-SALKGOQLGDYHTRINKRNYEQVPEMMFYSTLLLNIVYSL ITCEGFGKOLOLPHMGYLHSLYIAL VF TLPIGYIQAT TNTQVGLNVITEL IIGYIYPGRPLANVAFKTYGYISHSOALGFLQDFKLGHYH

GlysOPT1
MedtOPT1
CicaOPT1
LupinaOPT1
ArahOPT1
AraiOPT1
AtOPTL
Consenso

TRINITY_DN19860_c0_g1_i1
ViguOPT1

CajcOPTL

GlymOPT1

TRINITY_DN19860_cO_g1_i1

SGATYNVTRYLNAKTFDIDMDSYKNYSKLYLSITFAYDYGLSFATLTATIAHVALFHGKHILQLMKKTR-SALKGOERGDYHTRIMKRNYEQVPEMMFYSILLLMIVVALITCEGF GKOLOLPHMHGYLHSLYIALVF TLPIGYIQAT TNHQVGLNVITELIIGYIYPGRPLANVAFKTYGYISHSOALGFLQDFKLGHYH
TGTKYNISRILNEATFEIDHDAYNNYSKLYLSIIFAFDYGLSFASL TATYSHYFLFHGKTIIQSHRKT T-TALKKO-AGDVHTRLHKRNYEQVPEMMFHTILYLHVILALACCEGFDKOLOLPHHGYLLSLSIALYF TLPVGYIQAT TNQQAGLNYITELIIGYLYPGKPLANVAFKTYGYNSHSOALSFLQDFKLGHYH
TGATYNYSRILNDATFEIDHDAYNKYSKLYLSITFAFDYGLSFATLTATISHYHLFHGKHITQLHRKT T-TALKEQ-AGDYHTRINKRNYEQVPEHMFHT ILFLHYIMALHCCEGF GKOLOLPHHGYLLSLTIALYF TLPIGYIQAT TNQQAGLNYITELIIGYLYPGKPLANVAFKTYGYISHSQALGFLSDFKLGHYH
TGARYNYTRILNNKNFDIDHNSYNNYSKLHLSYIFALNYGLSFANL TRATLSHYALFHGKKIHSLHKKTTRTTTKGENEGDVHTRIMKKNYEHVPEMMFYTILALHIVHSL YACEGF GKOLOLPHHGFLLSLGIALYF TLPIGYIQAT TNHQTGLNVITELIIGFLYPGKPLANVAFKTYGYISHAQALGFLADFKLGHYH
SGQRYNVTRILNVKTFDIDLESYQNYSKLYVSAVFALLYGLSFASLTATISHVILFNGKTIYQMMRKT T-KTLKGEEVEDVHTRIMKKNYEQVPOQUUFVSTLYVLHAYHAL ITCEGF GKOLOLPHUGYLHSLGIALVF TLPIGYIQATTNTQIGLNVITELIIGYIYPGKPLANVTFKTYGYISHSQALAFLGDFKLGHYH
SGOKYNVTRILNVKTFDIDHESYQNYSKLYLSVTFALYYGLNFAILTSSISHVILFHGKTIYGHHKKAK~KSL~GEE=~DVHTRINKKNYEKVPOUHFYTILVLHTINSLITCEGF GKQLOLPHHGYLHSLGIALVF TLPIGYIQAT TNNQLGLNVITELIIGYLYPGKPLANVTFKTYGYISHTOALSFLGDFKLGHYH
TGHTYNITRILNEKNFDINLDAYNGYSKLYLSVHFALL YGLSFGSLCATISHYAL YDGKF IHGHHKKA--KTATKOKYGDVHSRLHMKKNYQSYPQUMF IAYLVISFAFAL YACEGF DKOLOLPHHGLILACATALFF TLPIGYIQAT TNQQHGLNVITELIIGYLYPGKPLANYAFKTYGYISHSOALYFVGOFKLGHYH
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KIPPKSHFLVOLVGTYVASLYYFGTAMMLLTSIENICDETLLPYGSPHTCPGDTVF YNASIIHGYVGPQRHF TNDGLYPGHNMFFLIGLLAPYPYHLLSLKF PNHKHIQLINMPIIIAGASNIPPARSYSYITHGAVGIFFNFYVYRKFKGHHARKTYILSAGLDAGYAFLAYVILYFSLECYGIFGP THHGLEAD-DHCP
KIPPKSHFIVOLVGTYVASTYYFATSHHLLTSIENICOESLLPKGSPHTCPGDDYF YNASIIHGYYVGPQRHFAKDGYYPGHNMFFLIGLLAPIPYHLLSRKF PNHKHIGLINIPIIARGASNIPPARSYNY ITHGIVGIFFNFYVYRKFKAMMVRHTYILSAALDAGYAFHSYIL YF TLASNGIFGPAMMGLDAD-~HCP
KIPPRSHFYVOLYGTYVASTVCFGTAMMLLTSIPNICODERANL PSGSPHTCPGDDYF YNASTIHGYVGPKRHF TKAGIYPGLNMFFLIGLLAPYPYHLLARKFPNHKMIEL INHPLIISGANGIPPARSYIYITHGIVGLFFNIYIYRKFKAMMARKTYILSAALDAGIAFHGYLL YFALOSYDIFGPYHHGQDAD-DHCP
KIPPKSHFYVOLVGTIVASGYYFGTAMMLLTSIPHICDETSLPAGSPHTCPGDEYF YNASTIHGYVGPQRHF TKDGIYPGHNMFFLIGLLAPYPYHLLARKF PNHKMIEL INHPLITAGGGGIPPARSYNY ITHGF VGIFFNF YVYSKFKAMMARKTYILSARLDAGYAFNGYIL YFALONYGYFGPIMHGQDAD-DHCP
KIPPKSHFAVOLVGTIVASGYYFGTAMMLLTTIPDICDDANL PAGSPHTCPGDEVF YNASTIHGIVGPQRMF TKDGIYPGHNMFFLIGLLAPYPYHHL SRKF PNHKMIEL INHPL IIAGSGGIPPARSYNYITHGHVGILFNFYVYNKFKAMMARKNY ILSARLDAGYAFNGYIL YFALQYYDIFGP THHGQDAD-DHCP
KIPPKSHFIVOLYGTLYSSSVCFSTAMMLLTTIPHICOKSHLPDGSPHTCPGDEYF YNASIINGIVGPKRHF TKDGIYPGHNMFFLIGLLAPYPYHFLARKYPNHKMIEL INHPLIIGGASGIPPARSINYISHGYVGIFFNFYVYKNFKAMMARKT Y ILSAALDAGYAFHAYLL YFALOSYDIIGPAMMGLKSD-DQCP
KIPPKANFLYOLYGTLYASSYYFSTAMMLLTTIPNICDETHLPEGSPHTCPGDDYF YNASTIHGYYGPQRHF TKDGIYPGHNHFFLIGLLAPYPYHLLARKYPNHKMIELINHPLITAGANGLPPARSYNY ITHGIVGIFFNFYIYKNFKSHHARKT Y ILSARLDAGYAFHGYLLYFALQTYDYFGPAMNGLDAD-DHCP
KIPPKSHFIRQLYGTIVASTYHFSTAMMLLTSIPNICDETLLPEGSPHTCPNDTYFYNASTINGYVGPQRHF TKDGYYPELNHFFLIGALAPYPYHLLARKF PNHKHIEL INHPIIFGGAGGIPPYRSYNY IHHGIVGIFFNFYVYRKFKAMMARKTYILSARLDAGIAF TGYLL YFALONYNIYGPQUHGLERD-DHCP
KIPPKSHFIVOLASTIVASIVCFSTGHULLTTYDHICDESLLPAGSPHTCPGDDVF YNASIIHGYVGPGRMF TREGIYPELNMFFLYVGLLAPYPYHLLSRKFPEHKMIELINMPLIIQGASGIPPARTYNY IMMIIVGIFFNVYVYNKFKAMMARKTYIL SARLDAGYAFHGYHL YF TLONYGYYGPKUHGFERD-DQCY
KIPPKSHFIVOLASTIVASYVSFGTAMMLLTSIDHICDVSRLPAGSPHTCPNDDYF YNASTIHGYYGPARMF TKKGIYATHNMFFLIGFLAPYPYHLLSRKF POHKHIKLIHVPLIISGANNIPPAGSYNYINHGIVGLFFNGYYYTKFKKUMARKTYILSARLDAGYAFNGYVLYF TLOSYGYYGPQUHGLDSDHDICP
KIPPRSHFIVOLVATYVASTYCFGT THHLITSYENICNVDLLPYGSPHTCPGDEYF YNASIIHGYIGPGRHF TKEGIYPGHNMFFLIGLLAPYPFHYLSKKF PEKKHLKQIHVPLIFSAYSANPQAKAYHYHSHATYGYYFNYYIFRRFKTHHARKHNY ILSAALDAGTAINGYLIFFAFONNDISLPDHHGLENS-DHCP
KIPPksHF ivOLvgl+VaS:V+FgTaliL1TsipnICde++LP+GSPHTCPD+VFYNASIIMGWGPQRIFLkdG ! YpgniHFFLiG1LAPVPYHILsrKfPnhKHielInnP1Ii+ n.ﬁw»vvﬁ-ﬁ:ﬁn:@:nhs FNFYuy+kFKaHHaRHL YILSAaL DAGVAfngV11YF alq+ y+i fgP+HHG1ldad-dhCp
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Motivo 12 Motivo 20 Motivo 2 Motivo 10 Motivo 7
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LANCPTASGIYREGCPIL
LAKCPTAPGYYAEGCPIL
LAKCPTAPGYIASGCPYL
LAKCPTAPGYIAHGCPLL
LAKCPTAPGIISHGCPYL
LYNCPTAPGIKAKGCPYF
LAKCPTAPGYIASGCPYY
LAKCPTAPGYVYAGCPYL
LAKCPTASGYYAKGCPIL

LakCPtApGyvalGCPvl-
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Anexo 9. Dom
OPT3

LupinaOPT3
TRINITY_DN22490_c0_g2 i5
GlysOPT3

Consenso

LupinaOPT3
TRINITY_DN22490_c0_g2 i5
GlysoPT3

Consenso

LupinaOPT3
TRINITY_DN22490_c0_g2 i5
GlysoPT3

Consenso

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
HDAEKATDKTNVHLSSDHERCPYEEYALYYPETDDPSLPYHTFRANFLGLTSCYLLIFLNTFFTYRTOPLTISAILHOIAYLPIGKFHARTLPTTSHNLLG-HSFSLNPGPFNIKEHVIITIFANCGYAYGGGDAYSIGATTYHKAYYKQSLSFICGLFIVLTTOILGYGHAGILRRYLYDPYDHHHPSNLAQY
HAASKTTTHDSEKAENGDSPPD-RCPYEEYALYYPETDDPSIPYHTFRANFLGLASCYLLIFLNTFFTFRTOPLTISAILHOIAYLPYGRFHASTLPTKEYNFLG-HRF TLNPGPFNHKEHVIITIFANCGYSFGGGDAYSIGATTYHKAYYKQSLSFLCALFIVLTTOMLGYGHAGILRRYLYDPYEHHHPANLAQY
HARRAKSSSTDAEKARNGESPPE-RCPVEEVALYYPETDDPSLPYHTFRANFLGIASCYLLIFLNTFF TFRTOPLTISAILHQIAVLPIGRFHARTLPTKEYGFLG-HRF TFNPGPFNHKEHYIITIFANCGYSFGGGDAYSIGALTYHKAYYKASLSFLCALFIVLTTQHLGYGHAGILRRYLYDPYEHHHPANLAQY
HASKTSSTDAEKAANGEGPPEERCPYEEVALYYPETDDPSLPYHTFRANFLGIASCYLLIFLNTFFTFRTOPLTISAILHOIAYLPIGRFHARTLPTREYAFLG-RRF TLNPGPFNHKEHYIITIFANCGYSFGGGDAYSIGATTYHKAYYKQTLSFLCALFIVLTTOMLGYGHAGILRRYLVDPYVEHHHPANLAQY
HAPKNQTTDTEKAANG-APPDDRCPIEEVALYYPETDDPTLPYHTFRSHFLGIASCILLIFLNTFFTFRTOPLAISAILHOIAYLPIGRFHASTLPTKEYSYLG-HRFSLNPGPFNHKEHYIITIFANCGYSYGGGDAYSIGATTINKAYYKQSISFLCALFIVLTTOILGYGHAGILRRYLYDPYEHHHPSNLAQY
HAPHNPTPDTEKASNG-VPPDDRCPIEEVALYYPETDDPSLPYHTFRSHFLGITSCIILIFLNTFFTFRTOPLTISAILHOIAYLPIGKFHARTLPTKEYNFFGRHURF TLNPGPFNHKEHYIITIFANCGYSQGGGDAYSIGATTINKAYYKQSLSFLLALFIVLTTOILGYGHAGILRRYLVDPYEHHHPSHLAQY
HATKNHADDPTDTEKARNGGDPPYERCPIEEVALYVPETDDPSLPYHTFRANFLGITSCYLLIFLNTFFTFRTOPLTISATLHOILYLPIGRFHAATLPTDQYNFLG-HRF SLNPGPFNHKEHYIITIFANCGYSTGGGOAYSIGATTVHKAYYKQSLTFLCALLIVLTTQVLGYGHAGILRRYLYDPYDHHHPANLAQY
HATKNHADDPTDTEKAARNGGEPPYERCPIEEVALYVPETDDPSLPYHTFRANFLGITSCYLLIFLNTFFTFRTOPLTISATILHOILYLPIGRFHAATLPTDQYNFLG-HRFSLNPGPFNHKEHYIITIFANCGYSTGGGOAYSIGATTYHKAYYKQSLTFLCALLIVLTTQVLGYGHAGILRRYLYDPYDHHHPANLAQY
HLSKNHHDTEKAPPPDSSTGYYPDDRCPIEEVALYVPETDDPSLPYHTFRANFLGIASCIILIFLNTFFTFRTOPLTISATILHOIVVLPIGRFHASTLPTKEYSYSG-YRF TLNPGPFNHKEHVIITIFANCGYSYGGGDAYSIGATTVHKAYYKQTLSFLCALFIVLTTOINGYGHAGILRRYLYDPYDHHHPSNLAQY
HGSKNNHDTEKAPPPDSSAGGYPEDRCPIEEVALYVPETDDPSLPYHTFRANFLGIASCIILILLNTFFTFRTOPLTISATILHOIVYLPIGRFHASTLPTKEYSYFG-HRF TLNPGPFNHKEHYIITIFANCGYSYGGGDAYSIGATTYHKAYYKQTLSFLCALFIVLTTOINGYGHAGILRRYLYDPYDHHHPSNLAQY
HTFRAMFLGIASCYLLIFLNTFFTFRTQPLTISAILHQIAYLPIGRFHARTLPTKEYGFLG~-HRF TFNPGPFNHKEHVIITIFANCGYSFGGGDAYSIGAITYHKAYYKQSLSFLCALFIVLTTQMLGYGHAGILRRYLYDPYEHHHPANLAQY
==++a++d+++d-eka+ng++pp.Drepieevalvvpet ddpslpvHTFRaHFLGLaSCYILIFLNTFFTFRTOPLLISATLHOLIaVLPyGrFHAaTLPTkey+f1G-urFtINPGPFNnKEHVILT Hﬂazﬁme.ww GGGDAYSIGAITYHKAYYKQs1sFlcal fIVLTTQ-1GYGHAGILRRYLYDPYelHHPaNLAQY
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Motivo 22 Motivo 13 Motivo 11 Motivo 20 Motivo 4 Motivo 3

201 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1

SLFRALHEKENK=-SKGL TRHKFFLYALGASFIYYALPGYLFPILTFFSHVCHAMPNSITAQQVGSGYHGLGYGAF TLDHAGISAYHGSPLYAPHSSILNVGYGF IHF IYIIVPYCYHKFNTFDARKFPIFSNQLFTTSGQKYDTTKILTPQFDLDIGAYNNYGKLYLSPLFALSIGSGFARF TATLTHYALFNGRDINKQ
SLFRALHEKEEK=-SKGF TRHQFFLIAMGASFLYYALPGYLFTYLTFFSHYCHAMPNSITAQQVGSGYHGLGIGAF TYDHAGISAYHGSPLYSPHSSIVNVGYGF IHF IYIIVPYCYHKFNTFDARKFPIFSNQLF TTTGHKYDTTKILTKEYDLNIDAYNKYGKL YLSPLFALSIGSGFARF TATLTHYALFYGRDIHRQ
SLFRALHEKEPK-SKGLTRHQFFLIAMGASFLYYALPGYLFHYLTFFSHICHAMPHNITAQQIGSGYHGLGIGAF TLDHAGISAYHGSPLYSPHSSIVNVGIGF IHF IYIIVPYCYMKFNTFDAHKFPIFSNQLF TRSGHKYDTTKILTPEYDLNYDAYNKYSKLYLSPLFALSIGSGFARF TATLTHYALFYGRDIHRQ
SLFRALHEREHK-SKGLTRHQFFLIAMGASFLYYALPGYLFTYLTFFSHICYIMPHNITAQQVGSGYHGLGIGAF TLDHAGISAYHGSPLYSPHSSIVNVGYGF IMF IYIIVPYCYHKFNTFDARKFPIFSNQLF TTTGHKYDTTKILTPEYDLNYDAYNKYGKLYLSPLFALSIGSGFARF TATLTHVALFYGRDIMRQ
SLFRALHEKENK-SKGF TRHQFFLIAMGLSFLYYALPGYLLTIL TFFSHICHVYHPHNITAQQVGSGYHGLGIGAF TLDHAGISAYHGSPLYAPHSSIVNVGIGF IHF IYIILPICYHKFNTFDARKFPIFSNQLF TSSGQKYDTTKILTKDYDLNIDAYNKYGKLYLSPLFALSIGSGFARF TATLTHYALFHGRDILRQ
SLFRALHEKENKASKGF TRHQFFLIAMGYSFLYYALPGYLFTYLTFFSHICYAHPHNITAQQIGSGYHGLGIGAF TLDHAGISAYHGSPLYAPHTSIVNVGYGF IHF IYIILPYCYHRFNTFDARKFPIFSNQLF TSSGHKYDTTKILTKEYDLNIDAYNKYGKLYLSPLFALSIGSGFARF TATLTHYALFHGRDILRQ
SLFRALHEKDHK~-TKGLSRHQFFLIAMGYSFLYYILPGYLLHVL TFFSHVCHAHPHSITAQQVGSAYHGLGIGAF SFOHAGISAYHGSPLYTPHSSIVNVGIGF IHFIYIIVPICYMKFNTFDAQKFPIFSNQLF TRTGQKYDTTKILTKNYDLDINAYNKYGKLYLSPLFALSIGSGFARF TATLTHYALFYGSDILRQ
SLFRALHEKDHK-TKGLSRHQFFLIAMGYSFLYYILPGYLLHVLTFFSHYCHAMPHSITAQQVGSAYHGLGIGAF SFOMAGISAYHGSPLYTPHSSIVNVGIGF IMF IYIIVPICYHKFNTFDAQKFPIFSNQLF TRATGQKYDTTKILTKNYDLDIDAYNKYGKLYLSPLFALSIGSGFARF TATLTHYALFYGSDILRQ
SLFRALHEREHK-KKGL TRHQFFLIAMGISFLYYALPGYLFPILTFFSHYCHAMPHNITAQQVGSGYHGLGYGAF TLDHAGISAYHGSPLYTPHSSIVNVGIGF IMF IYIILPYCYHKFNTFDARKFPIFSNQLF TRSGQKYDTTKILTSDYDLDYAAYNKYGKLYLSPLFALSIGSGFARF TATLTHVALFYGRDILKQ
SLFRALHEREHK-KKGLSRHQFFLIAMGISFLYYALPGYLFPILTFFSHVCHAHPHNITAQQVGSGYHGLGYGAF TLDHAGISAYHGSPLYTPHSSIVNVGIGF IMFIYIILPYCYMKFNTFDARKFPIFSNQLF TRSGQKYDTTKIL TPEYDLDVARYNKYGKL YLSPLFALSIGSGFARF TATLTHVALFYGRDILKQ
SLFRALHEKEPK=-SKGLTRHQFFLIAMGASFLYYALPGYLFHYLTFFSHICHAKPHNITAQQIGSGYHGLGIGAF TLDHAGISAYHGSPLYSPHSSIYNYGIGF INFIYIIVPVCYHKFNTFDAHKFPIFSNQLF TRSGHKYDTTKILTPEYDLNVDAYNKYSKLYLSPLFALSIGSGFARF TATLTHYALFYGRDIMRQ
SLFRALHEKke+K-sKG1LRHQFFLiANG+SF1YYal PGYLF +vLTFFSHvCuwaHPhnITAQQVGSg YHGLGiGAFL 1DHAGISAYHGSPLYTPHSSIVNVG iGF IMFIYIIvP vCYHKFNTFDArKFPIFSNQLF TasGqKYDTTKILT ey DLnvdAYNKYgKLYLSPLFALSIGSGFARF TATLTHYALFyYGrDILlrQ
S
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Motivo 12 Motivo 21 Motivo 8 Motivo 17 Motivo 6 Motivo 18
Tetrapeptide transporter, OPT1/isp4
401 410 420 430 440 450 460 a70 480 430 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

THSAYNTTKLDIHGKLHQSYKKVPEHHF YILLAGSVANSLLHSFYHKESYQLPHHGHLFAFALAFIVTLPIGYIQATTNOQPGYDIIGQF IIGYILPGKPIANLIFKIYGRISTYHALSFLADLKLGHYNKIPPRCHY TAQLYGTYYAGYYNLGYAHKHLESIQDICDIEGDHPNSPHTCPKYRYTFDASYIMGLIGPRR
SKSANSGAKLDVHGRLHQAYKRVPEMHFLSILFGSHAL SLLHAFYHKTDVQLPHHGHLLAFGLAFYYTLPIGYIQATTNOQPGYDIIAQFFIGYILPGKPIANLLFKIYGRISTVHALSFLSDLKLGHYHKIPPRCHY TAQLYGTLYAGYYNLAYAMKHLDSIKDICLDDKLHHDSPHTCPKYRYTFDASYIMGLIGPKR
SRSANSNAKLDIHGRLHKAYKQVPEHHFLSILFGSHALSLLHAFYHKHDYQLPHHGHLFAFGLAFIVTLPIGYIQAT TNOQPGYDIIAQFHIGYVLPGKPIANLLFKIYGRISTVHALSFLSOLKLGHYHKIPPRCHY TAQLYGTLYAGYYNLAYANKHLDSIKDICHDDKLHHDSPHTCPKYRYTFDASYINGLIGPKR
SRSANSNAKLDVHGRLHKAYKQVPEMMFLSILFGSHYLSLLHAF YHKTDVQLPHHGHLFAFALAFIVTLPIGYIQAT TNQQPGYDIIAQFHIGYVLPGKPIANLLFKIYGRISTYHALSFLSOLKLGHYNKIPPRCHY TAQLYGTLYAGYVNLAYANKHLDSIKDICHDDKYHHDSPHTCPKYRYTFDASYINGLIGPKR
SRSANSNAKYDVHGRLHKAYKQYPEHHFLILLFGSHALSIVHAF YHKTEVQLPHHGHLFAFGLAFYYTLPIGYIOATTHQQPGYDITAQFHMIGYILPGKPIANLLFKIYGRISTYHALSFLSDLKLGHYHKIPPRCHYTAQLYGTLYAGYYNLAVARKHLDSIKDICHDDKAHHDSPHTCPKYRYTFDASYIHGLIGPKR
SKSAMGNVKYDVHGRLHKAYKQYPEMHFLILLFGSHALSLYHAF YHKTDVQLPHHGHLFAFGLAFVYTLPIGYIOATTNQQPGYDITAQFHMIGYLLPGKPIANLLFKIYGRISTYHALSFLADLKLGHYHKIPPRCHY TAQLYGTLYAGYYNLSYAHMNLDSIKDICHDDKAHHDSPHTCPKYRYTFDASYINGLIGPKR
SKSAMNNVKLDVHGRLHKAYKQYPEHHFLILLFGSIALSLLHSFYHKTDVQLPHHGHIFAFALATIVTLPIGYIOATTNQQPGYDITAQFHIGYVLPGKPIANLLFKIYGRISTYHALSFLSDLKLGQYHKIPPRCHYTAQLYGTIISATIVNLGYAHHHLDNIKELCHDDKAHHDSPHTCPKYRYTFDASYINGLIGPRR
SKSAMNNVKLDVHGRLHKAYKQYPEHHFLILLFGSIALSLLHSFYHKTDVQLPHHGHIFAFALAIIVTLPIGYIQAT TNQQPGYDITAQFHIGYVLPGKPIANLLFKIYGRISTYHALSFLSDLKLGQYHKIPPRCHYTAQLYGTIISAIVNLGYAHHHLDNIKELCHDDKAHHDSPHTCPKYRYTFDASYINGLIGPRR
SRSANSNTKLDVHGKLHKAYKQYPEMHFLILLFGSHAL SLYHCFYHKADVQLPHHGHLFAFGLAFIYTLPIGYIOQAT TNQOPGYDYIAQFHIGYVIPGKPIANLLFKIYGRISTYHALSFLSDLKLGHYHKIPPRSHYTAQLYGTLYAGTYNLAVARKHLDSIKDICHDDKAHHDSPHTCPKYRYTFDASYINGLIGPRR
SRSANSNAKLDVHGRLHKAYKQYPEHHFLYLLFGSHALSIVHCF YHKTDVQLPHHGHLFAFGLAFIVTLPIGYIQAT THQOPGYDIIGQFHIGYVLPGKPIANLLFKIYGRISTYHALSFLSDLKLGHYHKIPPRSHYTAQLYGTLLAGTYNLAVAHKHLDGIKDICHDDKAHHDSPHTCPKYRYTFDASYINGLIGPRR
SRSAMSNAKLDIHGRLHKAYKQYPEHHFLSILFGSHALSLLHAF PHHGHLFAFGLAFIVTLPIGYIQATTNQQPGYDIIAQFHIGYVLPGKPIANLLFKIYGRISTVHALSFLSDLKLGHYHKIPPRCHY TAQLYGTLYAGYYNLAYVAHHHLDSIKDICHDDKLHHDSPHTCPKYRYTFDASYIHNGLIGPKR
srSAnsnak1DvHGrLHkaYKqVPEHHF 1i1L fGSnalS11HaF YHKLdVQLPHHGHLFAFgLAF iVTLPIGYIOATTNQOPGYD ilaQF nIGYv1PGKPIANL1FKIYGRISTYHALSFLSDLKLGhYHKIPPRCHYTAQLYGT lvagvVNLaVAHHNL dsTkdiCnddkaHhdSPHTCPKYRYTFDASYINGLIGPKR

> < I >

Motivo 5 Motivo 15

Motivo 7 Motivo 16 Motivo 9 Motivo 2

mo» 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 N&m
LFGPGGHYRNLYHLFLIGAYLPYPYHALSKIFPNKKHIPLINIPYISYGFAGHPPATPTNIASHLYTGTIFNYFYFNYHKRHHQKYNYVLSARLDAGTAFHGYLLFFALONAGHDLKHHGTEVDHCPLASCPTAPGIKAKGCPYF
LFGPGGLYRNLYHLFLIGAYLPYPIHVLSKIYPDKKHIPLINIPYISYGFAGHPPATPANIASHLLTGHIFNYFYFRYNKRHHOKYNYVLSARLDAGTAFHGYLIFFALONAGHNLKHHGSEMDHCPLATCPTAPGIVYDGCPYF
LFGPGGLYRNLVHLFLIGAYLPYPIHVLSKIFPEKKHIPLINIPYITYGFAGHPPATPANIASHLYTGHIFNYFVFRYNKRUHOKYNYVLSARLDAGTAFHGYLIFFALONAGHNLKHHGSELDHCPLATCPTAPGIEVEGCPYFK
LFGPGGLYRNLVHLFLIGAYLPYPINYHSKHFPEKKHIPLINIPYISYGFAGHPPATPANIASHLL TGHIFNYFVFRYNKRHHOKYNYVLSAALDAGTAFHGYLIFFALONAGHNLKHHGSDLDHCPLATCPTAPGIEVDGCPYFK
LFGPGGLYRNLVHLFLYGAYLPYPYHYFSKIYPDKKHIALINIPYISYGFAGHPPATPTNIASHLL TGHIFNYFVFRFHKRHHOKYNYVLSARLDAGTAFNGYLIFFALONAGHSLKHHGTELDHCPLATCPTAPGIVVDGCPYF
LFGPGGLYRNLVHLFLYGAYLPYPYHVFSKIYPNKKHIPLINIPYISYGFAGHPPATPTNIASHLL TGHIFNYFVFRFHKRHHOKYNYYLSARLDAGTAFNGYLIFFALONAGHTLKHHGTELDHCPLATCPTAPGIVVDGCPYF
LFGPGGLYRNLVHLFLIGAYLPYPVHYLSKIFPDKKHIPLINIPYISYGFAGHPPATPTNISSHLITGHIFNFFYFRYHKRHHOKYNYVLSARLDAGTAFNGYLIFFALQNAGHNLKHHGSELDHCPLATCPTAPGIVVDGCPYF
LFGPGGLYRNLVHLFLIGAYLPYPYHVLSKIFPDKKHIPLINIPYISYGFAGHPPATPTNISSHLITGHIFNFFVFRYHKRHHOKYNYVLSAALDAGTAFNGYLIFFALONAGHNLKHHGSELDHCPLATCPTAPGIVVDGCPYF
LFGPGGLYRNLVHLFLIGAALPYPYHYLSKIYPDKKHIPLINIPYITYGFAGHPPATPTNIASHLYTGHIFNYFYFRFHKRHHQKYNYVLSAALDAGTAFHGYLIFFALONAGHNLKHHGSELDHCPLATCPTQPGIVVDGCPYF
LFGPGGLYRNLVHLFLYGAALPYPYHYLSKIYPDKKHIPLINIPYISYGFAGHPPATPTNIASHLYTGHIFNYFYVFRFHKRHHOKYNYVLSAALDAGTAFNGYLIFFALONAGHSLKHHGSELDHCPLATCPTQPGIVVDGCPYF
LFGPGGLYRNLVHLFLIGAYLPYPIMVLSKIFPEKKHIPLINIPYITYGFAGHPPATPANIASHLYTGHIFNYFVFRYNKRHHOKYNYVLSAALDAGTAFNGYLIFFALONAGHNLKMHGSELDHCPLATCPTAPGIEVEGCPYFK
LFGPGG1YRNLVHLFL iGAvLPYPvHv1SKifPdKKHIpLINIPYIsYGFAGHPPATPLNIaSHLvTGnIFNYFVFryhKRHHOKYNYYLSARLDAGTAFNGYL iFFALONAGHNLKHHGS elIDHCPLALCPTaPGIvvdGCPYF -

Motivo 19

Motivo 10 Motivo1 Motivo 14



Anexo 10. Dominios, motivos y secuencia consenso determinados para la proteina

OPT7

TRINITY_DN23386_c11 g1 i1

LupinaOPT7
GlysOPT7
GlymoPT7
CajcOPT7

TRINITY_DN23386_c11 g1 i1

LupinaOPT?
GlysopT7
GlymopT?
CajcOPT7
ViguoPT?

TRINITY_DN23386_c11 g1 it

LupinaOPT7
GlysOPT7
GlymOPT7
CajcOPT7
ViguopT?
MedtoPT?
CicaOPT7
ArahOPT7
AraioPT7
AtOPT7
Consenso

TRINITY_DN23386_ n—»lu» i1

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

HEEISHEITSPLLSSNKKEKDEGS--~~SSSSE~EYHENSPIKQVALTYSTIDDPSLPYLTFRHHVLGTLSCILLSFLNOFFHYRTEPLTITAISAQIAYYPLGQLHARKI TKRYFFKGKKHEF TLNPGPFNVKEHVLITIFANSGAGSYYAIHIVTAVKVFYQKNITFFVSLIVVLTTQVLGFG
HEEISHEITSPLLSSNKKEKDEGS--~-TSS-E-DSNENSPIKQVAL TYSTKDDPSLPYL TFRHMFLGTLSCILLSFLNQFFHYRTEPLTITAISAQIAYYPLGQLHARKI TKRYFFKGKKHEF TLNPGPFNVKEHVLITIFANSGAGNYYAIHIYTAVKVF YHKNITFFYSLLYVLTTQVLGFG
HIMEESSVHEIKSPLLSSNKEEDEVGS=~~~STSHRAQNEENSPIKQVAL TYPTTDDPSLPYLTFRAMVLGTLSCYLLSFLNOFFHYRIOPLTITAISAQIAYYPLGOLHARTITKRVFFRGTRHEF TLNPGPFNVKEHVLITIFANSGAGTVYATHYYTAVKIF YHKHISFFVSLLYVITTOVLGFG
HIMEESSYHEIKTPLLSSNKEEDEVGS=~~~STSHRQQNEENSPIKQOVALTYPTTDDPSLPYLTFRHHVLGTLSCYLLSFLNOFFHYRIOPLTITAISAQIAYYPLGQLHARTITKRYFFRGTRUEF TLNPGPFNVKEHVLITIFANSGAGTYYAIHYYTAVKIF YHKHISFFVSLLYVITTOQVLGFG
HEQSSNDEITAPLLS-NEEEDEGGS=======-=--KSEENSPIKOVAL TVATSDDPSLPYLTFRHHVLGTLSCYLLSFLNQFFHYRTEPLTITAISAQIAYYPLGOLHAATITKRYFFQGTRCEF TLNPGPFNVKEHVLITIFANSGAGTYYAIHVYTAVKIF YRKHISFFVSLLYVITTQVLGFG
HEQSSHEHTSPLLEDEGGSNRNIIRNRNKNRNGE GEKEE~~-~EEEEEDEEEENSPIKQVANTYATTODPSLPIL TFRHMYLGSLSCYVLSFLNOFFHYRREPLAITAISAQIAYYPLGOLHAATITKRYFLSGTRHEFRLNPGPFNVKEHVLITIFANSGAGNYYATHYVTAVKIF YRQHISFFVSLLYVITTOVLGFG
HEAPSSONN-DNITSPLLSKKNDS======m=mmmm=m=eee-EENSPIKOVAL TYPTTDDPSLPYL TFRHMVLGTLSCYLLSFLNOFFHYRTEPLTITAISAQIAYYPLGOLHASKI TKRYFFKGKSHEF TLNPGPFNVKEHVLITIFANSGAGTYYRIHIYTAVKVF YHQHITFCYSFLVIITTOVLGFG
HEGTSSQQEKDSITSPLLSKEEDE======mmmm=meeKL EENSPIKOVAL TYPTTODPSLPYL TFRHHYLGTLSCYLLSFLNQFFHYRTEPLTITAISAQIAYYPLGOLHASKI TKRVFFKGTSHEF TLNPGPFNVKEHVLITIFANSGAGTVYATHIVTAVKYF YHKHISFSVSLLYVITTOVLGFG
HEQPSNEITSPLLSGEQSSTEEEE: ===TFHENSATEQVALTYPTSDDPSLPYL TFRHHYLGSLSCYLLSFLNQFFHYRTEPLSITAISAQIAYYPLGOLHASKITKRYFFKGKRHEF TLNPGPFNVKEHVLITIFANSGAGTYYAIHIVTAVKIFYRKHISFFVAFLYIVITQVLGFG

HEQPSNEITSPLLSGE~---~EEE: TFHEKSATEQVAL TYPTSDDPSLPYL TFRMHVLGSLSCYLLSFLNQFFHYRTEPLSITRISAQIAYYPLGQLHASKI TKRYFFKGKRHEF SFNPGPF! ITIF: FYRFLVIITTQVLGFG
HEESEQVLPLLTNPKOL TNPSYRSSSSSSSEPRDETEDLLLPTSDENEEEEEENSPIRQVAL TVPTTDDPSLPVL TFRHMVLGTLSCILLSFLNOFFHYRTEPL TISATSAOTAYVPLGRLHAAKI TORYFFQGSKHOF TLNPGPFNVKEHVL ITIFANRGAGSVYRATHVYTVVKAF YHKNITFFYSFIVIVITQVLGFG
itspll P .<..=.=%m_,?:m§r9rmn<Fm=.smm5_5v:.?.:man;ﬁ?aﬁiﬂrnﬁ;iaguPE GPF ITIF, avkifY khisFfVs11VviTTQVLGFG
> <+

Motivo 18 Motivo 14 Motivo 5 Motivo 8 Motivo 15
201 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
MAGIFRRYL VEPAAMMMPSNL VQVSLFRALHEKEESRKGGL TRSOFFYIAFLCSFSYYVFPGYLFOML TSLSHVCHIFPHNILAQOLGSGL YGLGIGATGLOMSAISAYLGSPLASPHFATANVAYGFYFYMYIHTPLCYHFNIYDAKTFPIFSNKLF TSHGSYYNI TSIIONNFHLDIDAYDKQGKLHLSTFFANTYGY
HAGIFRRYLYEPAEMHMPSNLYQVSLFRALHEKEESRKGYL TRSQFFVIAFLCSFAYYVFPGYLFQHLTSLSHYCHIFPNNIL GSGLNGLGIGAIGL GSPLASPHFATANYAVGFYFYHYIITPLCYMFNIYDAKTFPIFSNKLF TSHGSYYNITSITONNFHLDLDAYEKEGKLHLSTFFANTYGY
MAGIFRRYLVEPARMMMPANL VQVSLFRAL HEKDERPKGGL TRSQF FYIAFLCSFAYYVFPGYIFQHL TSLSHICHLYPNNYLAQQLGSGLNGLGIGATGLONSTISSYLGSPLASPHFATANVAYGF YFYHYVLTPLCYHLDLYNAKTFPIFSDELF TEKGQYYNITAIIDSNFHLDLAAYERQGRLYISTFFANTYGY
VQVSLFRAL GGL TRSQFFVIAFLCSFAYYVFPGYIFQHL TSLSHICHLYPNNVLAQQLGSGLNGLGIGATGLOMSTISSYLGSPLASPHFATANYAVGF VFVHYVLTPLCYHLDLYNAKTFPIFSDELF TEKGQVYNI TRIIDSNFHLOLARYERQGRLYISTFFANTYGY
MAGIFRRYLVEPAANKKPANL VOVSLFRAL HEKDERPKGGL TRSQFFVIAFLCSFRYYYFPGYIF OHL TSLSHICHLFPNNVLAQULGSGL YGLGIGAYGLONSTISSYLGSPLASPHFATANYAYGF VFYNYIL TPLCYHLNYYDAKTF PIFSDELF TDEGKYYNITAIIOSNF HLOLARYERQGRLYLSTFFANTYGY

HAGIFRRYLYEPARMMMP TNLVQVSLFRALHEKDEREKGGL TRSQFFYYAFLCSFAYYIFPGYIFQHLYSLSHVCHLFPNNILAHOLGSGL YGLGIGAYGLONSTISSYLGSPLASPHFATANVAVGF YFYHYVLTPLCYHLNYYHAKTFPIFSNKLF TEQGQYYNITAIIDSNFHLDLEAYERQGRLYLSTFFANTYGY
HAGIFRRYLVEPARMMMPANL VQVSLFRAL TRSQFFVISFLCSFAYYVFPGYLFOHLTSLSHICHVFPHSYLAQQLGSGLKGLGIGATGLOMSATSAYLGSPLASPHFATANYAYGFVFYHYILTPLCYHFNYYNAKTFPIFSNQLF TSKGEIYNITEITDSNFHHOLARYEKQGRLHLSTFFANTYGY
HAGIFRRYLVEPARNKMPANL VQVSLFRAL KGGL TRSOFFYIAFFCSFAYYVFPGYIFQHLTSLSHICHIFPNSYLAHOLGSGLNGLGIGATGLDHSAISAYLGSPLASPHFATANVARGF VFYHYILTPLCYHFNIYNAKTFPIFSNKLF TSKGHYYNITDIIDSNFHLOHARYERQGRLYLSTFFANTYGY
HAGIYRRYLYEPARMMMPANL VQVSLFRALHEKEQRTKGGL TRSQFF ITAFLCSFSYYVFPGYILQML TSLSHLCHLFPNNVLAQOLGSGL YGLGIGATGFDHSTISAYLGSPLASPHFATANVARGF VFYHYILTPLCYHLNAYNAKTYPIFSDELF TANGSIYNITAIIOSNFHLDIARYERQGRLHLSTFFANTYGY
HAGIYRRYLVEPAAMHHPANL VQVSLFRALHEKEQRTKGGL TRSQFF ITAFLCSFSYYVFPGYIFQHL TSLSHVCHLFPNNYLAQOLGSGL YGLGIGATGFDHSTISAYLGSPLASPHFATANVARGF VFYHYILTPLCYHLNAYNAKTYPIFSDELF TANGSTYNITAIIDSNFHLDIARYERQGRLHLSTFFAMTYGY
HAGIFRKYLYEPAAMMMPANL VQVSLFRALHEKEERTKGGL TRTQFFYTAFVCSFAYYVFPGYLFOINTSLSHYCHFFPSSYHAQOIGSGLHGLGYGATGLONSTISSYLGSPLASPHFATANVGYGF YLYIYVLYPICYHLOVYKAKTFPIFSSSLFSSQGSKYNITSIIDSNFHLDLPAYERQGPLYLCTFFAISYGY
WAGIF RrYLVEPAaMHHPaNLYQVSLFRALHEK eert KGgl TRsQFFviaF 1CSFaYYvFPGYif On1tSLSHVCHLPanvlAqQlGSGLYGLGLGALGLDNSEL SaYLGSPLASPHFATANYavGFVFYAYL1LP1CYH1n-YnAKTFPIFSNeLFt ++ G+vYNITalIDsNFH1D1aAYerqGrLylsTFFARLYGY

R [
Motivo 3 Motivo 12 Motivo 10 Motivo 11
Tetrapeptide transporter, OPT1/isp4
an  a10 420 a30 a40 450 460 a70 a80 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 530 600
GFARLSATIVHYALFHGRE EMHFYCIL IANTAATIFACEYYNDOLOLPRHGVLLACGIATFF TLPIGIITALTNOSPGLNLI TEYVIGYIYPGYPVANNCFKVYGYISHTQATTFLODFKLGHYHKIPPRTHFHAQYVGTL IRSIVYLSTAMLHETIPDICQD-TSSYHTC
GFAALSATIVHYGLFHGRE: EMHFYCILIANIAATIFACEYYNDOLOQLPHHGYLLACATATFFTLPIGIITALTNQSPGLNIITEYVIGYIYPGYPVANHCFKVYGYISHTQATTFLODFKLGHYNKIPPRTHFHAQYYGTLIASIVYLSTANKLHETIPDICQD-TSSYHTC
GFAALTATINHVAL FHGREIHEQSKSSFKEKSYDIHTKLHRRYKQYPEHHFYCILIATIARTVFTCEYYNDOLQLPHHGYLLACATAIFFTLPIGIITAITNQSPGLNIITEYIIGYIYPGYPVANNCFKYYGYISHTOALTFLODFKLGHYMKIPPRTHFHGQVVGTLYAGFVYLGTAMKLHETIPDICKD-TSSYHTC
GFAALTATINHYALFHGRE PEMMFYCILHATIAATYFTCEYYNDQLQLPHHGYLLACAIAIFFTLPIGIITAITNQSPGLNIITEYIIGYIYPGYPVANHCFKYYGYISHTQAITFLQDFKLGHYNKIPPRTHFHGQVVGTLYAGFVYLGTAMHLMETIPDICKD=-TSSVHTC
GFARL SATIMHVAL FHGRE PEMFVCILIATIATTVFTCQYFNEQLQLPHHGYLLACATATFF TLPIGIITAITNOSPGLNIITEYIIGYIYPGYPYANHCFKVYGYTSHTQATTFLQDFKLGHYNKIPPRTHFHAQVVGTLIAGIVYLGTAMMLNET IPDICED-TSSVHTC
GFAALTATINHYALFHGRE. EMHFVCILAATIAATYFTCEYYKAQLOLPHHGYLLACAYATFFTLPIGIITAITNOSPGLNIITEYIIGYVYPGYPYANHCFKYYGYISHTQATTFLODFKLGHYNKIPPRTHFHAQIVGTHIASLYYLLTAHHLHETIPDICKD=-SSSYHTC
GFAALTATIVHVALFHGRE EMHFVCILIATIATTIFACEYYNEQLOLPHHGYLLACGIATFFTLPIGIITAITNQSPGLNIITEYIIGYIYPGYPYANNCFKVYGYISHTOAITFLODFKLGHYNKIPPRTHFHAQVYGTLIAGLYYLSTAMMLHESIPDICKD-TSSVHTC

GFAALTATIVHVALFHGREIMEQSKSSFNEKSHDIHTKLHRKYNQVPEMMFVCILIATIATTVFACEYYNEQLOLPHHGYLLACSIAIFF TLPIGIITAITNGSPGLNIITEYIIGYIYPGYPVANHCFKYYGYISHTOALTFLODFKLGHYNKIPPRTHFHAQVVGTLIAALYYLSTAMMLLGSIPDICKD-TSSYHTC
GFAALTATIVHVALFHGRELMEQSRSSFKEKKRDIHTKLHRRYKQVPEMHFVSILIVTIAATYFACEYYNEQLQLPHHGYFLACAIAIFF TLPIGIITAITNQTPGLNIITEYHIGYIYPGYPVANHCFKYYGYISHTQALTFLODFKLGHYHKIPPRYHFHAQYVGTIIAALYYLTTAMMLHETIPDICQD-TSSYHTC
GFAALTATIVHVALFHGRELHEQSKSSFKEKKTDIHTKLHRRYKQVPEHMFVSILIVTIARTYFACEYYNEQLOLPHHGYLLACAIAIFF TLPIGIITAITNQTPGLNIITEYIIGYIYPGYPVANNCFKYYGYISHTQAITFLODFKLGHYNKIPPRIMFHAQVVGTIIAALYYLTTAMMLHETIPDICQD-TSSYHTC
GFAALSATIMHVAL FHGREIMEQSKESFKEKKLDYHARLHQRYKQVPEHHFHCILYTNYGAT IFACEYYNDOLOLPHHGYLLACTYALIF TLPIGIITAITNQAPGLNIITEYIIGYIYPGYPVANHCFKYYGYISHQQATTFLODFKLGHYNKIPPRTHFHAQIVGTLISCFVYLTTAMMLHETIPNICDSYTNSYHTC
GFAALLATIvHYaLFHGRE iMEQSksSFKEks s DiHtkLHrrYKQVPEHHFvcILiatiaaTvFaCeYyneQLOLPHHGYL1LACaiATFFTLPIGIITALTNGSPGLNIITEYLiIGYiYPGYPYANNCFKYYGYISHLOATTFLODFKLGHYMKIPPRENFHaOvVGTLiaal VYL 1TAMNL net IPAICKkd-tsSYHTC

> - > JA|V D
> < Moto 2 Motivo 19 Motivo 7 Motivol Motivo 20 Motivo 13
601 610 620 630 640 650 660 670 680 630 700 710 720 730 740 750 760 770

PGDTYFYDASYIWGL IAPRRIFGOLGNYEQINKFFLGGATAPLLYHLAAKAF PQOEMIKL INHPYLIGATGHHPPATAYNY TSHYIIGFLSGF VY YRYRPDHHORHNY VL SGALDAGLAFHGYLL YLCLGLEDISINHHGNNL DGCPLAHCPTAKGYVVQGCPYFT
PGDTVFYDASYIMGL IAPRRIF GOLGNYARTNMFFLGGATAPLLYHLAAKAFPQQEMIKLYNHPYLIGATGHMPPATAYNY TSHYIIGFLSGFVYYRYKPEHHQRHNYVL SGALDAGLAFMGYLL YLCL GSENISTEMHGNNL DGCPLAHCP TAKGYVVQGCPYFT
PSDTVFYDASYIWGLIGPRRIFGOLGTYEKYNMFFLGGAIAPLLYHLAARSF PQOEMIRLINMPYLIGATGHHPPATAYNY TSUIIAGFLSGFVYFRYKPEHHKRHNYYLSGALDAGLAFHGYLL YLCLGLEDISLNHHGNDLDGCTLAHCP TAKYYEVQGCAVFT
PSDTVFYDASYIWGLIGPRRIF GOLGTYEKYNHFFLGGATIAPLLYHLAARSFPQOEMIRLINHPYLIGATGHHPPATAYNY TSHITIAGFLSGFVYFRYKPEHMKRHNYVLSGALDAGLAFMGYLL YLCLGLEDISLNHMGNDLDGCTLAHCPTAKVYEVQGCAVFT
PSDTYFYDASYIWGL IGPRRIFGOLGTYEKYNHFFLGGAVAPLLYHLAARAF PQQEMIRLINHPYLIGATGHHPPATAYNYTSHIIVGFLSGF VYFRYRPEHMRRHNY YL SGALDAGLAFHGYLL YLCLGLEDISINMMGNDL DGCALAHCPTAKGLQVQGCPYFT
PSDTYFYDASYIMGL IGPRRIFGOLGSYEKYNHFFLGGAVAPYYVHHAARSF PQQEMIRLINHPYLIGATGHHPPATAYNY TSHIIVGFFSGFYYFRYKPEHMKRHNY VL SGALDAGLAFMAYLL YLCLGLEDISLSHMGNDLDACPLAHCP TAKGYHLQGCPLFTSSFF
PGDTYFYDASYIHGL IGPRRIFGNLGTYENINKFFLGGATAPLLYHLATRAFPQQEMIKLINHPYLIGATGHHPPATAVNY TSHIIVGFLSGFVYYRYKPEHHQRHNY VL SGALDAGLAFMGYVL YLCLGLEETSIDHHGNNL DGCPLAHCP TAKGFEVQGCPYFT
PGDTVFYDASYIMGL IGPRRIFGOLGTYEKINMFFLGGAIAPLLYYLATRAFF INHPYL 'PATAVNY TSHIVYGFLSGFYYYRYKPOHHRRHNYYLSGALDAGLAFHGYVL YLCLGLEDISIDHHGNNLDGCPLAHCPTAKGFEFQGCPYST
PGDTYFYDASYIHGL IGPKRIFGDQGIYSQINKFFLGGAIAPLLYHFAYRAFPQOEMIRLINMPYLIGATGHHPPATAVNY TSHIIVGFFSGFVYYRYKPEHHQRHNY VL SGALDAGLAFMGYLL YLCLGLEDISINHMGNDLDGCPLAHCPTAKGYYVPGCPIPF
PSDTYF YDASYIWGL IGPRRIF GDEGIYSQINMFFLGGATAPLLYHFAYRAFPQOEMISLINMPYLIGATGHHPPATAYNYTSHIVYGFFSGFVYYRYKPEMMORHNY YL SGALDAGLAFMGYLL YLCLGLEDISINMMGNHL DGCPLAGCPTAKGYYVPGCPIPF

PSDKVFYDASYINGL IGPRRIFGOLGL NHFFLYGATAPILVHL P INHPYL. PATAVNYTTHVLAGFLSGFYYFRYRPNLHQRYNYYL SGALDAGLAFHGYLL YHCL GLENVSLDMMGNEL DGCPLASCPTAPGIIVEGCPLYT
PsDLYFYDASYIHGLIgPrRIFGA1G+Ye+ iNHFFLgGA iAP1L al ANHPYLIgATgnHPPATAYNY TsHiivGF1SGFYVYRYKP VLSGALDAGLAFMgY1LY1CLG1EdvSinHHGN +LDgCpLARCPTAkgy+ vqGLpyuft---=
Motivo 6 g Motivo 9 g Azgzo ” o Motivo 4 Motivo 16



Anexo 11. Dominios, motivos y secuencia consenso determinados para la proteina

YSL3

ALYSL3
CicaYsL3
Glymysi3
Glysyst3
Viguyst3
LupinaYsL3
TRINITY_DN25538_c2 g6 i4
ArahysL3
AraiysL3
Cajevsi3
MedtysL3
Consenso

AtYsi3
CicaYst3

GlymYsL3

Glysysi3

Viguyst3

Lupina¥si3
TRINITY_DN25538_c2 g6 i4
ArahysL3

AraiYsi3

CajeysL3

Medtysi3

Consenso

1 10 20
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HRSHHHEREGRNE IER--~~EVIDDLEETQNEGDD-FKSIPPHKEQITFRGIVASLIIGITYSYIVHKLNLTTGLYPNLNVSAALLAFVYFLRSHTKLLTKAGIVTKPF TKOENTYVOTCAYACYSIAVGGGF GSYLLGLNRITYEQSGGTHTDGNYPEGTKEPGIGHHTAFLFFTCFYGLLALYPLRKIMIIDYKLY
HGNRSNEEERE TENHRNQVVREDIEEVPYANDDEYSRIPPHARQITYRGLITSFFIGYIYSYIVHKLNLTTGLYPNLNVSAALLGFVFIRTHTKLLAKAKIVSTPF TROENTIIOTCAVACYSIAVGGGF GSYLLGLNRRTYEQAG-SDTEGNTPGSTKEPATIGHHTAFLFYTSFYGLLALYPIRKIMIIDYKLY
HNPHGTSTYSDEELKEIEN-~--~LGREDIEEAPIVPED-YSRIAPHIRQITLRGLYASFLIGIIYSVIVHKLNLTTGLYPNLNVSAALLGF VLIRAMTKYLAKAKIVSTPF TROENTIIQTCAVACYSIAYGGGF GSYLLGLNRRTYEQAG-YGTEGNNPGSTKEPGIGHHTAFLFVTSFVGLLALYPIRKINIIDYKLT
HNPHGTSTYSDEELKETEN-~--~LGREDIEEAPIYPED-YSRIAPHIROITLRGLYASFLIGITYSVIVMKLNLTTGLYPNLNVSAALLGFVLIRAMTKYLAKAKIVSTPF TROENTIIQTCAVACYSIAYGGGF GSYLLGLNRRTYEQAG-YGTEGNNPGSTKEPGIGHHTAFLFYTSFYGLLALYPIRKINIIDYKLT
HNPHGTNATSNEELKE IEN-~-~LGREDIEEAPYYPDD-YSGIAPHPKQLTIRGLVASFLIGTIYSVIVHKLNLTTGLYPNLNVSAALLGF VFIRANTKILAKAKIVSTPF TROENTVIQTCAVACYSIAVGGGFGSYLLGLNRKTYEQAG-FDTEGNNPASTKEPGIGHHTAFLFVTSFVGLLALYPIRKINIIDYKLT
HGTITNEEHIEIEN----SNREDIEESPTEPED-HSRTGPHLROITIRGLYASFLIGYIYSYIVHKLNLTTGLYPNLNYSAALLGFVFIKTHTKLLSKANILSTPF TKQENTIIOQTCAVACYSIAVGGGFGSYLLGLNRKTYELAG-IDIEGNNPGSTKEPGIGHHTAFLFVTSFYGLLALYPLRKIMIIDYKLT
HGTISNEEDRE IEN---~LNREDIEESPIEPED-ISRTVPHLROITIRGLYASFYIGTIYSVIVHKLNLTTGLYPNLNVSAALLGFVFIRTHTKLLSVANIISTPF TKQENTIIOTCAVACYSIAVGGGF GSYLLALNRKTYELAG-YDTEGNSPGSTKEPSIGHNTGFLFYTSFYGLLALVPIRKIMIIDYKLY
HNPHEINSINSEDLKE IEN-~--~CNREDPEQPQIEGEE-LNRIATHGKOITYRGLIASLLIGIIYSVIVHKLGLTTGLYPNLNVSAALLGFVFIRTHTKLLSKANIISTPF TROENTVIQTCAVACYSIAIAGGF GSYLLGLNRRTYEQAG-IDTEGNTPNSIKEPGIGHHTAFLFYTSFYGLLALYPIRKINIIDYKLT
HNPHEINSINSEDLKE TEN-~-~CNREDPEQPQIEGEE-LNRIATHGKOITYRGLIASLLIGITYSYIVHKLGLTTGLYPNLNVSAALLGFVFIRTHTKLLSKANIISTPF TRQENTYIQTCAVACYSIATAGGF GSYLLGLNRRTYEQAG-IDTEGNTPNSIKEPGIGHHTAFLFYTSFYGLLALYPIRKINITIDYKLT

~—ns+stissenliElon—sreDiEe:ploped-serLapilsrQITRelvesf LIGLIVSVIKLAL TTGLVPMINSeALLgf VirtTiLL canivet PFTr0ENT LLQTCAVRCYS | avgGGFGSyLLoLWRr TYoqui-dkoli P 1ot KEPTGAITAFLF vt of VELLALVPIRKINIIDKLE

« Motivo20 « Motivo 14 > N Motivo 10 - Motivo 5 Motivo 13 M Motivo _mV M Motivo 12 N
Metal-nicotianamine transporter YSL-like

201 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

YPSGTATAVLINGFHTPKGNKHAKKQVFGFVKYFSFSFIMAFFOMFFSGGTECGF IOFPTFGLEALKNTFYFDFSHTYVGAGHICPHIVNISLLFGAVLSHGINMPL IKGLKGOHFPSTLPENSHKSLNGYKVFISISLILGDGLYOF IKILFKTGINHYVKLNNRNSGKSN=-~~~SEKDKQSIADLKROEIFVROSIPL
YPSGTATAYLINGFHTPKGDYHAKKQVHGF VKFFSASF THAF FOMFF TGGDNCGF VOF PTFGLQAMRNSF YFDF SHTYVGAGHICSHLYNLSLLLGAYYSHGINMPLIKGLKGEWF PSTIPESSHRSLNGYKVF ISIALILGDGL YNFLKVLYF TRATNIHANMKKKTINTF T--~~SNQKPLPLDDLRRNENFARENIPT
YPSGTATAYLINGFHTPKGDYHAKKQYHGFLKFFSASFLHAFFOMF YSGGONCGF YOFPTFGLKAMKNSF YFOF SHTYVGAGHICSHLYNLSLLLGAVISHGINMPL IRGLKGEMF PRSIPESSHKSLNGYKVF ISIALILGDGL YNFVKYLYF TRTNIHATYKRKNPE TFS=--~~DNQKPLPLDDLRRNEVFARESIPT
YPSGTATAYLINGFHTPKGDYHAKKQVHGFLKFFSASFLMAFFOHF YSGGONCGF VOF PTFGLKAMKNSF YFDF SHTYVGAGHICSHLYNLSLLLGAYISHGINMPL IRGLKGEWF PRSIPESSHKSLNGYKYF ISIALILGDGLYNFVKYLYF TRTNIHATVKRKNPE TFS=-~~~DNQKPLPLDDLRRNEVFARESIPT
YPSGTATAYLINGFHTPKGDANAKKQYHGFLKFFSASFFHAFFQHF YTGGDSCGF VOF PTFGLKAMKNSF YFDF SHTYVGAGHICSHLYNLSLLLGAVISHGINMPL IRGLKGEWFPSSIPESSHKSLNGYKYF ISIAL ILGOGL YNFVKVLYF TATNIHASYKRKNLNTFS--~~DNQKPVPHDDLRRNEVFARESIPI
YPSGTATAVLINGFHTPKGDATAKKQYNGFHKFFSASFLMAFFQHF YTGGDSCGF VOFPTFGLKAMRNTF YFDF SHTYVGAGHICSHLYNLSYLLGAVYSHGIMHPL IKAQKGEMF PASTSESSHRSLNGYKYF ISTAL TLGDGL YNFLKILYF TAKNIHASHKKKDLNAL T--~-~DNQKPQPLDDRRRNEVF VRENIPI
YPSGTATAVLINGFHTPKGDYHAKKQLYGF TKFFSASFLMAFFOHF YTGGDSCGF VOF PTFGLKAMRNTF YFDF SHTYVGAGHICSHLYNLSYLLGAVISHGHHHPLIKTQKGEHF ARSLSDSSHRGLNGYKVF ISISLILGDGLYNFVKILYF TAKNIHASHKNKNLNAL T--~-ONQKPQPLDVLRRNEVFVRENIPI

YPSGTATGYLINGFHTPKGNYHAKKQVKGF TQFF SFSLLHSFFOHF YRGDGQCGFAQFPTFGLKAMKNTF YFDF SHTYYGAGHICSHLYNLSLLFGAYYSHGIMHPLIRVLKGNHF PESLPESSHKSLNGYKVFISIAL ILGDGL YNF IKIIYFSALNFQACHKHRDQNAASAR-~DNNQNQTLDDLTROEFFIKESIPT
YPSGTATavL INGFHTPKGAvnAKKOVHGF +kf £SaSf 1HaF FOHFYtGgd +CGF vOF PTFGLKAwkNSFYFDF SHTYVGAGHICSH1VNIS1L1GAVISHGiMMPL IrglkGeHF paslpesStksLNGYKVF iSTal ILGDGLYnFvKilyfta+Nihasnk+kn +nt

> —b <

44+ !éu&r‘ﬂ:acﬁ +resIPi
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Motivo 4 Motivol Motivo 17 Motivo 7 Motivo 15 Motivo 11
wo» qa10 420 430 440 as0 460 qa70 480 430 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 mo..u
Atysiz  HVARVGYRAFSYVSIIAIPIMFPELKHYFIVYAYHLAPSLGF SNAYGAGL TDHNHAYNYGKYALF ILAANAGKONGYVAGL YGCGLIKSIVSISSOLMHDFKTGHL TLTSPRSHLYSOATGTATGCYVAPLTFFLFYKAFDYGNQEGE YKAPYALYYRNHATLGYEGF SALPQHCLOLCYGFFAFAYAANL VRORLPDKT
Gicaysts  HLACTGYIFFSVISIVVIPLMFPPLKHYFVLFAYIFAPSLGFCNAYGAGL TDMNMAYNYGKYALFYLARLAGKSDGYYAGLVGCGLIKSIVSISSOLHHOLKTGHL TLTSPRSHLYSOAIGTAIGCYVAPL TFFLF YKAFDVGNPNGEYKAPYAILYRNHAILGYEGF SALPHYCLELCYGFFAFATVANLYRDLAPQKY
Glymysts  HLACTGYILFSIVSIIVIPLHFPQLKHYYVYFAYLFAPSLGFCNAYGAGL TDHNHAYNYGKYALFYLSALAGKNDGYVAGLYGCGLIKSIVSISSOLHHDFKTGHLTFTSPRSHLLSQATGTAIGCYVAPLTFFLF YKAFDYGNPDGDYKAPYALIYRNHAILGVEGF SALPHHCLOLCYGFFTFATAANL YRDLGPKKT
GlysysL3 HLACTGYILFSIVSIIVIPLHFPQLKHYYVVFAYLFAPSLGFCNAYGAGL TDHNHAYNYGKYALFVLSALAGKNDGYVAGLYGCGLIKSIVSISSDLHHDFKTGHLTFTSPRSHLLSOAIGTAIGCYVAPLTFFLFYKAFDVGNPDGDYKAPYAILYRNHAILGYEGF SALPHHCLOLCYGFF TFATAANLYRDLGPKKI
Viguysi3 HLACAGYILFSIVSIIVIPLHFPQLKHYYVVFAYLFAPSLGFCNAYGAGL TDNNMAYNYGKYALFYLARLAGKSDGYVAGLYGCGLIKSIVSISSDLHHOFKTGHLTFTSPRSHLLSQATIGTAIGCYYAPLTFFLF YKAFDVGNPNGDYKAPYATIYRNHAILGYEGF SALPLHCLOLCYGFFAFATAANLYRDLGPKRY
Lupinaysts  MLYCTGCIFFSYISITVIPLHFPQLKHYYVVAAYLLSPSLAFCNAYGAGL TDMNHAYNYGKVALFVIAALYGKNDGYVAGLYGCGLIKSIVSISSOLHHOFKTGHL TFTSPRSHLYSQAIGTAIGCYVAPLTFFLF YKAFDIGNPDGIYKAPYAIIYRNHAYLGVEGF SALPQHCLOLCYGFFAFAIAANL YROLSPKNI
TRINITY_DN25538 c2 g6 i4 HLACAGCIFFSIISYIVIPLHFPQLKHYYVVYAYLLAPSLAFCNAYGAGL TDMNMAYNYGKYTLF IIAALAGKSDGYVAGLYGCGLIKSIVSISSDLHMHDFKTGHL TFTSPRSHLASOATGTYIGCYYAPL TFSLF YKAFDYGNPDGNYKAPYALTYRNMATLGYEGF SALPHHCLOLCYGFFAFAYAANL YRDLSPKKI
- Arahysts  SLAVAGYILLSIISIIVIPLHFPQHKHYFVYVAYILAPALGFCNAYGAGL TDMNHAYNYGKYALFYLASLAGKTDGYVAGL YGCGLIKSIVSISSOLHMHDFKTGHLTFTSPRSHLLSQATGTGIGCYVAPL TFFLF YNAFDVGKPDGDYKAPYALTYRNHATLGVEGF SALPHHCLOLCYGFFAFATAANL YRDLSPKKY
Araiyst3  SLAVAGYILLSIISIIVIPLHFPQHKHYFVYVAYILAPALGFCNAYGAGL TDNNHAYNYGKYALFYVLASLAGKTDGYVAGLYGCGLIKSIVSISSOLHMHDFKTGHLTF TSPRSHLLSQAIGTGIGCYVAPLTFFLFYNAFDVGKPDGDYKAPYALIYRNHALLGVEGF SALPHHCLOLCYGFFAFATAANLYRDLSPKKY
Cajeyst3  MLAFTGYILFSAISITIIPLIFPEVKHYYYYVAYLLAPTLSFCNAYGSGL TDMNMAYNYGKYALFYLARLGGKSHGYVAGLYGCGYIKSLYSTSSOLHQDFKTGHL TLTSPRSHLYSOATGTAYGCYIGPLTFFLFYKAFDYGNPYGEYKAPYATIYRNHATLGYEGF SALPRHCLOLCCGFFAFAYAANL YRDLSPQST
Medtysts  HLACAGYAYLTIISIIVIPLHFPQVKHYFYVVAYLLAPILGFCNAYGAGL TDNNHSYNYGKVALF ILARLGGKSNGYVSGLYACGLIKSLASTSSOLHHDFRTGYL TLTSPRSHLATOAIGTAIGCYVAPLTFFIFYNTYDVGNPNGEYKAPYALIYRNHAIFGYEGF SALPSHCLOFCCGFFAFALLANLLRDLNPKNI
Consenso  wlacAGyilfsiiSiivIP1nFPqlKHYfvvvAY1laPsLgFcNAYGaGLTDMNHaYNYGKYalF viaalaGK+dGYVaGLYgCG1TKSivSiSSOLMhDFKTGhLTF TSPRSHL +sQATGTaiGCYvaPLTFf1F Ykaf DvinpdG+YKAPYALiYRNHA 1LGYEGF SALPhhCLQLCYGFFaF AiaANLVRDL +Pkk i
T
— Gl < > < > < > < > <
Motivo 19 Motivo 6 Motivo 16 Motivo 3 Motivo 2
601 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
Atyst3  GNHYPLPHANMAYPFLYGGYFATDHCYGSLIVFAMNMRORVKAGLHVPAYASGLICGDGLHILPSSYLALAGYRPPICHGFHPSKYSS
Gicayst3  GRHIPLPHANMAYPFLYGGYFATDHCHGSLIVFAMHILNKNEAGLHYPATASGLICGDGLHILPSSILALLKVRPPICHSFFPSKKIKHASDPKLHTFDEYVKHSKTKDCHLILSGKYYDYTPFHEDHPGGDEYLLSATGKDATNDFEDVGHSDARRENHEKYYIGDIDPSTYPLKRTYTPPQSQYNPDKTSEFVIKILQF
Glymysts  GKHIPLPHAMAYPFLYGGYFAIDHCHGSLYVFLHHTLNRNEAGLHYPAYASGLICGDGLHILPSSILALLKIRPPICHSFLSASAS
Glysyst3  GKHIPLPHAMAYPFLYGGYFATDHCHGSLYVFLMHTLNRNEAGLHYPAVASGLICGDGLMILPSSILALLKIRPPICHSFLSASAS
viguyst3  RNWIPLPHANMAYPFLYGGYFATDHCHGSLYVFLHHKLHRSEASLHVPAVASGL ICGDGLMILPSSILALLKVRPPICHSFLASSAS
tupinaysts  GRFYPLPHAMAYPFLYGGYFATDHCYGSLYYYAMHHLNSKEAGLHIPAYASGLICGDGLMILPSSYLALAGIRAPICHSFSPTK
TRINITY_DN25538 c2 g6 i4  GRFYPLPHAMATPFLYGGYFAVDHCYGSLYVYAHHKLNSKEAGLHYPATASGLICGDGLHILPSSYLALYNVRPPICHSFFSTK
Arahyst3  GRHIPLPHANMAVPFLYGGYFAIDHCYGSLIVYSHHTLKSEEANLHYPAVASGLICGDGLMILPSSLLALFGYRPPICHSFFTSK
Araivst3  GRHIPLPHANMAYPFLYGGYFATDHCYGSLIVYSHHTLKSEEANLHYPAYASGLICGDGLMILPSSLLALFGYRPPICHSFFTSK
Cajcyst3  GRHIPLPHAHAYPFYVGGYFAIDHCHGSLLYYLMHTLKRNDASLHIPAYASGLICGDGLMILPSSYLALFKYQPPICHRFLSNK
Medtyst3  GKHVPLPHANAVPFYYGAYFATDHCYGSLYYFYHSHHKNKEAGLHIPAYASGLICGDGIMVLPSSLLANFKIHPPICHNFLANK
Consenso  gruiPLPHANAVPF1VGgYFAIDNCVGSLvYYL Hh+1 44+ efAgL HvPA ! ASGLICGDGIHILPSSLLALLkvrpPICHSF 4+ 4k
S v F
Motivo 8 Motivo 9
wcn 810 www
PR SE—
AtYSL3
Cicayst3  LVPLLILGLAFVVRNYTKKE
GlymyYSL3
GlysvsL3
Viguysi3
LupinaYsL3
TRINITY_DN25538 c2 g6 i
Arahysi3
AraivsL3
CajeysL3
MedtysL3

Consenso



Anexo 12. Dominios, motivos y secuencia consenso determinados para la proteina

FER2

AFER2
MedtFER2
CicaFER4
CajcFER2
ViguFER2
TRINITY_DN25538_c2 g6 _i4
ArahFER2
AraiFER2
GlymFER2
GlysFER2
LupinaFER2
Consenso

AtFER2
MedtFER2
CicaFER4
CajcFER2
ViguFER2
TRINITY_DN25538 c2 g6 i4
ArahFER2
AraifER2
GlymFER2
GlysFER2
LupinaFER2
Consenso

Ferritin

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 130 Na_m.

HLHKASPALSLLSSGYTGGGNLFPPSRNSSNLLFSPSGSRFSYQAAKG===~===-=TNTKSLTGYVFEPFEEVKKENELVPTTPFYSLARHKF SDDSESATNDOINVEYNYSYVYHAL YAYFDRDNVGLKGFAKFFNDSSLEERGHAEMFHEYQONKRGGRVKLQSILHPYSEF DHEEKGDALHAMELALSLE
HLLKAAYNA--NAS--~-LFNS-ENTRLYPLLORGTKLDRISYSATKG===~=~~SNNNRYLTGYLFEPFEEYKKELDLYPIVPQDSLARHKFHYDSESATNEQINVEYNYSYVYHAHYAYFDRDNVALKGLAKFFKESSEEERGHAEKLHE YONQRGGKVKLQSIYHPLSEFDHADKGDALHAMELALSLE
HLLRAAYTA--SSSSSLPLFNS~ENSRLAPILHRGSKLDRLYFSATKG==~===~SSNNRILTGYLFEPFEEVKKELDLYPIYPQDSLARHKFHOASEAAINEQTNVEYNVSYVYHANYAYFDRDNYALRGLAKFFKESSEEEREHAEKLHEYQNKRGGKYKLQSIVKPLSEFDHADKGDAL YAHELALSLE
HLLRTVATSASGSASSLSLFSP-NAEPSRSLSYRAKNARGL YVFAAKG=-~~-~-STNHRAL TGYIFEPFEEVKKELDLYPTYPQASLARQKF VDESEAAYNEQTNVEYNVSYVYHALFAYFDRDNYALRGLAKFFKESSEEEREHAEKFHEYQNKRGGKVKLQSIVHPLSEFDHAEKGDALHANELALSLE
HLLRTAR-=----ASSLSLFNP-NAEPSRSYPYLANNASRLYYRAAKG-=-==-~STNHRAL TGYIFEPFEEVKKELDLYPTYPQASLARQKYYDESERAYNEQINVEYNYSYVYHALFAYFDRDNVAL RGLAKFFKESSEEEREHAEKLHEYONRRGGKVKLQSIVHPLSEF DHADKGDALHAMELALSLE

HAFSAKYSYFSSSSSSSFSPIVGYYPKNLISCSSYSFALSISRCSSLTLYKYGGRGNLHRISASSASESYTGYIFEPFKEVKKDALAYPIAPNYSLARONYADETEARINDOINVEYNYSYYYHSLYAYFORDNIALKGFAKFFKESSDEEREHAEKLIKYONIRGGRYILHPITSPPSEYRHVEKGDAL YAMELTLSLE

HALSCSKYSSFS-LSPYSSGCDYSANRKIAAL SFSSSSKSRSFKYVARGG--~~-GYDVPSKPLTGYIFEPFQEVKRDAFAYPYTPNYSLARONYADESESAINEQINYEYNASYYYHSLFAYFDRDDIALKGFAKFFKESSEEEREHAEKLHKYONVRGGRYTLHPITGPPSEFAHAEKGDAL YAMELALSLE

HALSCSKYSSFS~-LSPYSSGCDYSANRKIAAL SFSSSSKSRSFKYVARGG---~GYDVPSKPLTGYIFEPFQEVKRDAFAYPITPNYSLARONYADESESAINEQINVEYNASYYYHSLFAYFDRDDIALKGFAKFFKESSEEEREHAEKLIKYONYRGGRYTLHPITGPPSEFAHAEKGDAL YAHELALSLE

HALSCSKYLSFY-LSPYYGGGDYP-~KKLTFSSFLGLSKGYGGSRSSRYC~~~~AASNAPAPLAGYIF EPFQELKKDYLAYPIAHNYSLARONYADDSESAINEQINVEYNYSYYYHALFAYFORDNIALKGLAKFFKESSEEEREHAEQLIKYQNIRGGRYVLHPITSPPSEFEHSEKGDAL YAHELALSLE

HALSCSKYLSFY-LSPYYGGGDY~-~PKKLTFSSFLGLSKGYGGSRSSRYC----AASNAPAPLAGYIF EPFQELKKDYLAYPIAHNYSLARONYADDSESAINEQINVEYNYSYYYHALFAYFORDNIALKGLAKFFKESSEEEREHAEQLIKYONIRGGRYVLHPITSPPSEFEHSEKGDAL YAMELALSLE
HTHFLANSSPISYSLSSRTKLLPSSLSSSYNGSSGYRF SNRNYGCKIKVHA-~~-~SKEANNGPYLDITFEPFEEVKKEFFNIPTNPHYSLARQKYSDQCEAALNAOIK

|||||||++_.++w+<+v.+++_mm Im¢mz_bu++¢?1i+¢m ~+Iw+2,+¢m mIL«||||Iua=m+;oa<p1m11om=xra ++vPitpnvSLARgky+d+sEafliNelInveynvsyvyhalfayf ﬁé:«u—rn-ar.. Tk haekl Eyankregry umwmt_y—unzzoruaw—cgana-uwo
N Motivo 5 " N Motvos Motivo & g Motivo1 Motivo 2
201

210 220 230 240 250 260 27872

KLTNEKLLKLQSYGYKNNDYQLYDF VESEFLGEQVEAIKKISEYYAQLRRIGKGHGYHHFDQHLLNDEY
KLTREKLLNLHNYASKTGDYNLADFVESEFLGEQVEAIKKISEYVAQLRRYGKGHGYHHF DOHLLNEARAR
KLTNEKLLNLHNYASKNGDYOQL TDF VESEFLGEQVERIKKISEFYAQLRRVGKGHGYHHFDQHLLNEEAARA
KLTNEKLLNLHSYANKNGDYQLADF VESEFLGEQVEATKRLSEYYAQLRRYGKGHGYHHF DQHLLHEG-HAR
KLTNEKLLHLHSYATKNGDYQLADF VESEFLGEQVESIKRISEYVAQLRRVGKGHGYHHF DQHLLHEGGHLA
KLYNEKLLNLHSYADRNNDPOLADF IESEFLAEQVEATKKIAEYYAQLRLYGKGHGLHHFDQSLLHDLE
KLYNEKLLSLHSYADRNNDPQLADYIESEFLYEQVKSIKRIAEYYTQLRHYGKGHGYHHFDQVLLHEEAHY
KLYNEKLLSLHSYADRNNDPQLADYIESEFLYEQVKSIKRIAEYYTQLRHYGKGHGYHHFDQVLLHEERHY
KLTNEKLLHYHSYAERNNDPQLADF IESEFLYEQVKSIKKIAEYVAQLRLYGKGHGYHHF DOKLLHDEDHY
KLTNEKLLHYHSY===m=~| HPLCLKLHNEFVF

kltnekll+lhsva++n+diqladf+esefliequetik+iteyvaqlr

kghgwuhfdq+1lhe+++-

> & R v

Motivo 3
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Anexo 13. Dom

NRAMP1

TRINITY_DN24501_c1 g5 i3
LupinaNRAMP1
GlymNRAMPE
GlysNRAMPS
ViguNRAMPE
MedtNRAMPG
CicaNRAMPG
ArahNRAMPG
CajcNRAMPG
AraiNRAMPG
AtNRAMPE
Consenso

TRINITY_DN24501_c1_g5_i3
LupinaNRAMP1
GlymNRAMPE.
GlysNRAMPG
VigUNRAMPG
MedtNRAMPE
CicaNRAMPG
ArahNRAMPE
CajeNRAMPS
‘AraiNRAMPG
AtNRAMPE
Consenso

TRINITY_DN24501_c1 g5 i3
LupinaNRAMP1
GlymNRAMPG
GlysNRAMPS
VigUNRAMPG
MedtNRAMPG
CicaNRAMPE
ArahNRAMPG.
CajcNRAMPG.
AraiNRAMPG
AtNRAMP.
Consenso

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 130 NQW

HAANLGYYTGKHLAEHCRAEYPKYTNIILHIIAEIAIYACDIPEYIGTAFALNHLFNIKVHIGYILTGLSTLILLA

HYITGSGQPQF ITSTG-TANSSNAPLIENSDAGQLYYPDKSSHKNFFRYLGPGFLYSIAYIDPGNFETDLOAGAQYKYGLLMYILYASCAALYIQTHAANLGYY TGKHLAEHCRAEYPKYTNIILHIIAEIAIVACDIPEVIGTAFALNMLFHIKIHIGYLLTGLSTLILLA

HAYTGSGSGOPOF ISSTG-HRSFSHAPLIENSDTHQIYYPDRKSHKHLFAYHGPGFLYSIAYIOPGNFETDLOSGAQYKYELLMITLLASCAALYIOSHAANL GYYTGKHLAEHCRAEYPRYPNFILMITAETATVACDIPEVIGTAFALNHLFNIPYHIGYLLTGLSTLHLLA

HAYTGSGSGOPOF ISSTG-NRSFSHAPLTENSDTHQIYYPDRKSHKHLFAYHGPGFLYSIAYIOPGNFETDLOSGAQYKYELLMITLLASCYALYIQSHAANLGYYTGKHLAEHCRAEYPRYPNF ILMITAETATVACDIPEVIGTAFALNHLFNIPYHIGYLLTGLSTLHLLA

HAITGSGSGOPQF ISSTG-NRSSSHAPLIENSDTHQYYYPDRRSHKNLFAYHGPGFLYSIAYIDPGNFETDLQAGAQFKYELLMITLYASCAALYIQSHAANLGYYTGKHLAEHCRIEYPRYPNFILHITAEIAIVACDIPEVIGTAFALKHLFNIPYHIGYLLTGLSTLILLA
HFDFTSLKDLLFFFFLLQKEEYQENHAYPCSSNSGAPQF ISSTG-NRNFSNAPLIDSTNTDQIVVPDRTSHKNLFAYHGPGFLYSIAYIDPGNFETDLOSGAQYKYELLMIILVASCAALYIQSHAANLGYY TGKHLAEHCRAEYSRYSNF ILHVIAEIAIVACDIPEVIGTAFALNHLFNYPYHIGYLLTGLSTLHLLA
HYAPSSSSGSGSGSGSGAPOF ISSTG-NRNLSNAPLIETSNTDQLYYPDRSSHKNFFAYHGPGFLYSIAYIOPGNFETDLOSGAQYKYELLMIILVASCAALVIQSHAANLGYYTGKHLAEHCRAEYSRYSNF ILUITAEIAIVACDIPEVIGTAFALNNLFNIPYMIGYLLTGLSTLHLLA
HYGRGGSGTESGCGSGSGSGSGSYAPQF IASTG-SH--THTPLIDNSDYDQYYYPDTRSHKNLF SYHGPGFLYSTAYIDPGRFETDLOSGAQHKYELLMITLYASCAALLIQSHAANLGYYTGKHLAEHCRNEYAMATNF ILHF TAETATYACDIPEVIGTAFALNHLFSIPYMIGYLLTGLSTLILLA
HTYTSSSSGOPQF IASTG-HRSLSHAPLIENSDTDQIYYPDSKSHKHLFAYVGPGFLYSIAYIOPGNFETDLASGAQYKYELLMITLYASCAALLIOTHAANLGYYTGHHLAEHCRNEYSRYPNFILHYIAETAYVACDIPEVIGTAFALKHLFNIPYHIGYLLTGLSTLILLA
HAPEHPQFHSSTG=NHSF TNRPLIDSIDYHQIEYPDRRSHKNLFAYHGPGFLYSIAYIDPGNFETDLOSGAQYKYELLHIVLLASCAALYIQSHAANLGYYTGKHLAEHCRTEYPQYPNTILHIIAEISYYACDIPEYIGTAFALNHLFSIPYHIGYLLTGLSTLILLA
-qunmnumanuwmwmm__nwﬂwzm!.Hmzwawznw.u_BmRxm:xzﬂn:.s—'Eum“—.<mHn<H=-.m=nm._._“__b:g=<x<m_._.=um_....:mnna_.emnmranzpm..__<.—mx=_y=mnnn=m<mx=1=n;:c§_mu:«é:n:m..mﬁmqmﬂ:r:xPﬂmHuczumq—'r;_yw-;PPm

H+t fisstg-nrsisnapl .rm ivvpdr+suknlf, flvsi 1luiil 1viqsrAANLGYYTGKHLAERCRAE YpkvpNF iLHiiAETaiVACDIPEVIGTAFALNHLFnipwdIGYILTGLSTLILLA

Motivo 13 Motivo 5 Motivo 12 Motivo 2

AZE_S 14 Motivo 10

NRAMP family

201 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
LOQYGIRKLEFLIAFLYFTIAACFFAELGYAKPDAKEYLDGLFYPQLKGSGSTGLATSLLGANYHPHNLFLHSALYLSRKYPQSYRGINEACRF YHIESAIAL TVAFLINVSYISYSGAVCNSSHLNAEDQHSCONLDLNQASFLLKNVLGKHSSKLFRIALLASGOSSTITGTYAGOYYHOGFLDLRLKPHIRNMLTRS
LOQYGIRKLEFLIAFLYFTIAACFFAELGYAKPDAKEYLDGLFYPQLKGSGSTGLATSLLGANYHPHNLFLHSALYLSRKYPQSYRGINEACRF YHHESALAL TYAFLINYSYISVSGSYCNSSHLNAEDQKSCONLDLNQASFLLKNYLGKHSSKLFAYVALLASGOSSTITGTYAGQYYHQGFLDLRLKPHIRNMLTRS
LOQYGYRKLEFLIAFLYFTTRACFHVELGYAKPDAKE YLKGLFEPELKGSGATGLATSLLGAHYHPHNLFLHSALYLSRKIPRSYQGIREACRF YHIESAFALHYAFLINYCYISYSGAYCNSSHLNAEDQHSCODLDLNKASFLLRNYLGKHSSKLFGIALFASGOSSTITGTYAGOYYHAGFLDLRLEPHIRNHLTRC
LOQYGYRKLEFLIAFLYFTIRACFHYELGYAKPDAKEYLKGLFYPGLKGSGATGLAISLLGANYHPHNLFLHSALYLSRKIPRSVQGIREACRF YHIESAFALHYAFLINYCYISYSGAYCNSSHLNAEDQHSCODLDLNKASFLLRNYLGKHSSKLFGIALFASGOSSTITGTYAGOYYHOGFLDLRLEPHIRNHLTRC
LOQYGYRKLEFLIAFLYFTIRACFHAELGYAKPDAKE YIKGLFYPELKGNGATGLAISLLGANYHPHNLFLHSALYLSRKIPRSLRGIKEACRF YHIESAFALMYAFLINYCYISYSGAYCNSSNLNAEDQHSCONLDLNEASFLLRNYLGKHSSKLFGIALLASGOSSTITGTYAGQYYHQGFLOLRLEPHIRNHLTRC
LOQYGYRKLEFLIAFLVFTIAACFHAELGYAKPDAKE YYKGLFYPQLKGSGATGLATSLLGANYHPHNLFLHSALYLSRKIPRSYRGIKEACRF YHIESAFALMYAFLINYSYISYSGAYCNSPNINEEDQHSCODLDLNKASFLLRNYLGKHSSKLFGYALLASGOSSTITGTYAGOYYHAGFLDLRL TPHIRNHLTRC
LOQYGYRKLEFLIAFLYF TTARACFHAELGYAKPDAKE YYKGLF YPQLKGSGATGLATSLLGANYHPHNLFLHSALYLSRKIPRSYRGIKEACRF YHIESAFALMYAFLINYSYISYSGATCNSSHLNEEDQHSCQDLDLNKASFLLRNYLGKHSSKLFGYALLASGOSSTITGTYAGOYYHQGFLDLRL TPHIRNHLTRC
LOQYGYRKLEFLIAFLYF TIRACFFAELGYAKPVAKEYLKGLFYPELKGSGATGLATSLLGAHYHPHNLFLHSALYLSRKIPRSYRGIKEACRF YLIESAFALHYAFLINYSYISYSGAYCNSSNLNAEDQRNCODLDLNKASFLLRNYLGKHSSKLFGYALLASGOSSTITGTYAGOYYHQGFLDLRLEPHVRNHLTRC
LOQYGYRKLEFFIAFLYFTIRACFHYELGYAKPVAKEYYTGLFYPKLEGHGATGLAISLLGANYHPHNLFLHSALYLSRKIPRSARGIKEACRF YHIESAFALAYAFLINISYISYSGAYCNSSHLSAEDQNNCODLDLNKASFLLRNYLGKHNSKLFAIALLASGOSSTITGTYAGQYYHOGFLDFRLKSHIRNLLTRC
LOQYGIRKLEFLIAFLYFTICACFMAELGYRKPDAKEYYKGHFYPQLKGNGATGLAISLLGAL YHPHNLFLHSALYLSRKIPRSYRGIKEACRF YHIESGFALMYAFL INISYISYSGAYCNSSHLSADDQKSCEDLDLNKASFLLRNVLGKHSSKLFAIALLASGASSTITGTYAGQYYHAGFLDLRLKPHIRNNL TRC
LOKYGYRKLEFLIAFLYFTIRICFFVELHYSKPDPGEVLHGLFYPQLKGNGATGLATSLLGANYHPHHLFLHSALYVLSRKTPRSASGIKEACRF YLIESGLALHVAFLTRVSYISVSGAYCNAPHLSPEDRANCEDL DLNKASFLLRNVYGKHSSKLFRTALLASGOSSTITGTYAGOYVHOGFLDLRLEPHLRNLLTRC
LOqYG!RKLEF1IAFLYFTTaaCF+aELgYaKPdakEV1kG IFvPqLkGsGaTGLATSLLGARYHPHHLFLHSALYLSRKiPrSvrGIKEACRF YniESafALAVAFLINvsYISYSGavCNssHlnaeDqnsCqdLDLNKASFLLrNY1GKHSSKLFgiALLASGOSSTITGTYAGQYYHOGFLD1RLKkpHiRHnL ﬂxn
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LATYPSLIVARIGGPNARGEL TTTASHILSFELPFALYPLLKF TSSKTKHGTHVHSTHLSAVTHIIGSLIHATHIF YIVSGF TKLL VHSHFNYYAKYVFLGILGFSGIAYYLAGTAYL VL RKNKKHSHLL SLTRSENQQHANEQGNTGSL YSLPREDIVSHOLPQRTTTPYDL

LAIYPSLIVARIGGPNAAGELIIIASHILSFELPFALYPLLKF TSSKTKHGTHYHSIHLSAITHIIGSLINAINIYYLYSGF INLLYHSHLSLYRKYFLGHLGFSGIAYYLAGIAYLYLRKNKKLSHLLSL TRSENQQHANEQGNNGSL YSLPREDIVSHOLPQRTTPY-DLD
LAIYPSLIVAYIGGSAGAGKLIIVASHILSFELPFALYPLLKF TSSKTKHGTHYNSTHISAYTHIIGTLLHAINIYYLITGF IKLLLHSHLKIARKYFLGILGFSGHANYLAGITYLYLRKNKEATHLLAL TRATENQQHTNEQGN-GSIYSLPREDIVSHOLPQRSTPA-DVD
LAIVPSLIVAVIGGSAGAGKLIIVASHILSFELPFALYPLLKF TSSKTKHGTHYNSTHISAVTMIIGTLLMAINIYYLITGF IKLLLHSHLKIARKVFLGILGFSGHAMYLAGITYLYLRKNKEATHLLALTATENQQNTNEQGN-GSIYSLPREDIVSHOLPQRSTPA-DVD
LAIVPSLIVAYIGGSAGAGKLIIIASHILSFELPFALYPLLKF TSCKTKHGTHYNSTHISAVTMIIGTLIMAINIYYIITGF IKLLIHSHIKIVGKYFLGHIGFSGHALYLAGYTYLYLRKNTEATHLLAL TAPENQHNTNEHGN-GPIYSLPREDIVSHOLPQRSTPARDLD
LAIYPSLIVAYIGGSAGAGKLITIASHILSFELPFALYPLLKF TSSKTKHGYHYHSTHISATTHIIGSLIHVINIYYLHNGF TKLL IHSDIEIYAKYFLGILGFSGHAYYLAGIAYLYLRKNKEGTHLLAL TAPESQQHTNEQYN-GSIYSLQREDI YNHOLPQRSSPA-DLD
LAIYPSLIVAYIGGSTGAGKLIIIASHILSFELPFALYPLLKF THSKTKHGAHYNSTHISTYTHIYGSLINVINIYYLHTGF IKLLLHSDIENYAKYFLGILGFSGHALYLAGIGYLYLRKNKEGAHLLAL TRAPESQQHANQQYN-GSIYSLPREDIVNHOLPQRSSPA-DLD
LAIYPSLIYAYIGGSAGAGKLITIASHILSFELPFALIPLLKF TSSKTKHGEHYNSIHISAYTHIIGSLIMAINIYYLLTGFYKLLLHSHYQYYAKYFLGILGFSGHAYYLAGIYYLYLRKNNKATSLLTLTRPEIRQTANEQGN-ASIHSLSREDIYSHOLPQRTSPY=-DLD
IAIVPSLIVALIGGSAGAGKLITIASHILSFELPFALIPLLKF TSSKTKHGEHVNSITISAVTHMIIGSLINGINIYYLLTSFYKLLLHVHLKIVTKVFLGILGISGYALYNGGIAYLYFRKNKKYTHILAFSTQEDQHVENEQGN-ISHYHLPREDIVSHOLPEKSSAR-EID

LATTPSLYYALIGGSSGAGEL TTTASHILSFALPFALTPLLKF TSSKTKHGEHYNSLHIASY THHIGSLINTINIYYLISSFIKLLLHAKHKNYGKYFYGILGFSGYAYYLAGTAYLYYRKNRKATPFLAL TSARREDCNE-=----SLSHL PREDIVSHOLPERIVSPADT

LATIPSLIVALIGGSAGAGKLITTASHILSFELPFALYPLLKF TSCKTKHGSHYNPHATTAL THYIGGLTHGINIYYLYSSFIKLLIHSHHKLILYVFCGILGFAGIALYL ARTAYLYFRKNRYATSLLISRDSQN============VETL PRODIYNHOL PCRYSTS-DVD
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Motivo 11 - Mativo 6 o Motive 7 Motivo 15 Motivo 9



TRINITY_DN19831_c0_g1_i2
GlymNRAMP3
AtNRAMP3
ViguNRAMP3
CajcNRAMP3
GlysNRAMP3
MedtNRAMP3
CicaNRAMP3
AraiNRAMP3
ArahNRAMP3
LupinaNRAMP3
Consenso

TRINITY_DN19831_c0_g1_i2
GlymNRAMP3
AtNRAMP3
ViguNRAMP3
CajcNRAMP3
GlysNRAMP3
MedtNRAMP3
CicaNRAMP3
AraiNRAMP3
ArahNRAMP3
LupinaNRAMP3
Consenso

TRINITY_DN19831_c0_g1_i2
GlymNRAMP3
AINRAMP3
ViguNRAMP3
CajcNRAMP3
GlysNRAMP3
MedtNRAMP3
CicaNRAMP3
AraiNRAMP3
ArahNRAMP3
LupinaNRAMP3
Consenso

Anexo 14. Dominios, motivos y secuencia consenso determinados para la proteina
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HROLYTNSRLKSSTILHPLQRSTTAPSPPHYHAGKLNSIPARANSSSESREDESKEEDKDNEANKL LQHQSSTSSSSDNEEEVAYESGDKITI-YDFDYID-~~~GGEDSNYTPPFSHKKLHVF TGPGFLHSIAFLDPGNLEGDLOAGATAGYSLLHLLHHATYHGLLIOLLSARVGYATGRHLAELCRDEYPNHARYVL
HSAPSREEESEANRLLEEAASSH---~-~EEEVAYEAGEKILY-ADLEF -D=-~~~RYDDGSAPPPF SHKKLHLF TGPGFLHSIAFLOPGNLEGDLOAGATAGYSLLHLLHHATFHGLLIOLLSARYGYATGRHLAELCRDEYPNHARLYL
HPQLENNEPLLINEEEE-==~=---EETAYDETEKYHIVRNEEEDDL --EHGYGCGGAPPF SHKKLHLF TGPGFLHSIAFLOPGNLEGDLOAGAYAGYSLLHLLHHMATANGLLYQLLSARLGYATGRHLAELCRDEYPTHARKYL

HPPQDHHQPLL A--~-EEQ--=-=---EETAYDSADKYVY-VGID-~--=-~-EQDGDYEAPPF SHRKLHLF TGPGFLHSIAFLOPGNLEGDLOSGATAGYSLLHLLHMATANGLITOLL SARLGYATGRHLAELCREEYPAMARIYL

HPPQDTQQPLL =====EQ=======EETAYDSSEKVVV=YGID=~====~EHGGDYEAPPF SHRKLHLF TGPGFLHSIAFLOPGNLEGDLOSGATAGYSLLHLLHHATANGLITOLL SARLGYATGRHLAELCREEYPAMARIVL
HPPQETQQPLLS---EEQ-------EETAYDSSEKYVV-VGID-~------EHDGDLEAPPF SHRKLULF TGPGFLHSIAFLOPGNLEGDLOSGATAGYSLLHLLHMATANGLLIQLLSARLGYATGRHLAELCREEYPTHARIVL
HSHQOPLLEQQEEEG-~~-----EETAYDSSEKYYY-VGTDEEERYEREVDSGYRIPPF SHKKLHLFSGPGFLHSIAFLOPGNLEGDLOSGATAGYSLLHLLHHMATANGLLIQLLSARLGYATGRHLAELCRDEYPTHARIVL

HSNQQQPLLL-=========eeeE ETAYDSSEKVIYV-VG~---DEDYEADVDNGIRIPPF SHKKLHLF SGPGFLHSIAFLOPGNLEGDLQSGATAGYSLLMLLHHATANGLLIOLL SARLGYATGRHLAEL CRDEYPSHARIYVL
HPP---QQPLL-==~EPE~--=---EDTAYDSSEKYVVAVGYED-=-~--EYGDDYEAPPF SHKKLHLF TGPGFLHSIAFLOPGNLEGDLASGATAGYSLLHLLHMATLHGLLIQLLSARLGYATGRHLAELCREEYPPHARIYVL
HPPTPQEHEQPLLLDSPQQA---~-DELEETAYDSSEKIVY-VYGIDESEY~--ESGNHARAPPF SHRKLULF TGPGFLHSIAFLDPGNLEGDLOAGATAGYSLLMLLHHATANGLLIOLLSARLGYATGRHLAELCREEYPTHARNYL
giBnIa,—:gmwmxmnmu<§§|ﬂ§qvvﬂ§rﬁmumvﬂm_.:wmaﬂ LDPGNLEGDLOAGAYAGYSLLHLLMHATLHGLLIQLLSARLGYATGRHLAELCREEYPTHAGIVL

npise+qqplllssse. EetAY, E aPPFSHKKLH1FtGPGFLHSIAFLOPGNLEGOLQsGA iAGYSLLMLLHHAT aNGL Li QLLSARLGVATGRHLAELCReE YPLHAriVL
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Motivo 13 Motivo 9 Motivo 2 Motivo 14 Motivo 4
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201 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

HFHAELALIGADIQEVIGSATAIQILSHGYLPLHAGYLITASDCFFFLFLENYGYRKLEAAFAYLIATHGLSFAMMFADTKPNGKELLIGILLPRLSSKTIRQAVGYVGCYIMPHNYFLHSAL YQSRNIDPHKKGRYQEAINYYSIESSAALFYSFHINLFYTTVFAKGF YGTKQAQSIGLYNAGQYLEEKYGGGLYPIL
HFHAELALIGADIQEVIGSATAIQILSRGFFPLUAGYLITASDCFFFLFLENYGYRKLEAAFAVLIAYHGLSF AMMFGDAQPNREELLHGILYPRLGSKTIRQAVGYVGCYIMPHNYFLHSALYQSRKYDPKKIGRYQEALNYYSIESSARLAYSFHINLFYTTVFAKGF YGTKQADSIGLYNAGQYLEEKYGGGYFPIL
HVHAELALIGSDIQEVIGSAIAIKILSNGILPLUAGYVITALDCFYFLFLENYGIRKLEAVFAYLIATHGYSFAMMFGOAKPSGSELLIGILVPKLSSRTIQKAYGYVGCIIMPHNYFLHSALVQSREVOKRQKYRYVQEALNYYTIESTIALFISFLINLFYTTVFAKGF YNTDLANSIGLYNAGQYLQEKYGGGYFPIL
HLHMTEIALIGSDIQEVIGSATAIRILSNGYYPLHAGYVYTALDCFIFLFLENYGYRKLEAFFAYLIAYHALSFANMFGEAKPNGYDYLYGILYPKLSSRTIQQAYGYYGCIIHPHNYFLHSAL YQSRQVDPSKKGRYOQEALNYYSIESTIALYYSFVINIFYTTVFAKGF YGTEIANNIGLYNAGQYLOQEKYGGGLFPIL
HLHMTEVALIGSDIQEVIGSAIAIRILSNGYVPLHAGYVYTAFDCF IFLFLENYGYRKLEAFFAYLIGYHALSFAMNFGEAKPDGYDYLYGILYPKLSSRTIQQAYGYYGCIIHPHNYFLHSALYQSRQVDPSKKGRYQERINYYSIESTIALAYSFIINIFYTTVFAKGF YGTEIANSIGLYNAGQYLOQEKYGGGLFPIL
HLHMTEVALIGADIQEVIGSAIATRILSNGYVPLHAGYVITAFDCF IFLFLENYGVRKLEAFFGYLIGYHALSFAMNFGEAKPNGYDVLVGILYPKLSSRTIQQAYGYYGCYIMPHNYYLHSALYQSRRVDPSKKGRVOQEALNYYSIESTIALIVSFVINIFVTTVFAKGF YGTEIANSIGLYNAGQYLOQEKYGGGLFPIL
HLHTEVALIGSDIQEYIGSATIAIRILSNGLYPLHAGYVITALDCFIFLFLENYGYRKLEAFFAYLIAIMALSFAMMFGEAKPDGYDYLYGILYPKLSSRTIQQAYGYYGCIIMPHNYFLHSALYQSRQYDPKKKGRYQEALNYYSIESTIALYYSFIINIFYTTVFAKGF YGTEIANRIGLYNAGQYLQEKYGGGYFPIL
HLHTEVALIGSDIQEVIGSAIATRILSNGLYPLHAGYYITALOCF IFLFLENYGYRKLEAFFAYLIATHALSFANHFGEAKPDGYDYLYGILYPKLSSRTIQQAYGYYGCIIHPHNYFLHSALYQSRQVDPKKKGRYQEAINYYSIESTIALYYSFVINIFYTTVFAKGF YGTEIANRIGLYNAGQYLOQEKYGGGYFPIL
HLHTELALIGSDIQEVIGSATIAIRILSNGFYPLHAGYVITALDCFIFLFLENYGYRKLEAFFAYLIGIMALSFAMMFGEAKPNGYDYLLGYLYPKLSSRTIKQAYGYYGCIIHPHNYFLHSALYQSRQIDQSKKGRYQEALNYYSIESTLALAYSFIINIFVTTVFAKGFYGTEIADSIGLYNAGTYLOEKYGGGLFPIL
HVHMAEVALIGSDIQEVIGSATATRILSNGFYPLHAGYTITALDCFVFLLLENYGYRKLEAVFAYLIATHAVAF AMMFGE TKPSGKELLLGILIPKLSSRTIQQAYGYVGCIIHPHNYFLHSALYQSRRYDHRNKGRYOQEALNYYSIESTHALIVSFVINIFYTTVFAKGF YGTELANNIGLYNAGQYLOQEQYGGGLFPIL
HYHAEVALIGSDIQEVIGSAIAIRILSNGFYPLHFGYIITALDCFYFLFLENYGYRKLEAFFAYLIGINTLAFAMMFGEAKPSGKELLIGILYPKLSSRTIHQAYGYVGCIIHPHNYFLHSALYQSRQVDQSKKGRYOEALNYYSIESTIALIVSLAINIFVTTVFAGGF YGTEVANSIGLANAGHYLQEKYGGGLLPIL
HINMaEVALIGSDIQEVIGSATALr ILSnGFEPLHaGYv iTALDCF i FLFLENYGWRKLEAFF aVLTaitalsFANNF geakP+gvdlL+6 iLvPkLsSrTIqqRYGYVGC iTHPHNVFLHSALYQSRquDpskkgRVOEALNYYSTESLiAL AySF+ INLIFYTTVFAKGF YgTeiAnsIGLVNAGQYLQEKYGGGLFPIL

v v
—  C— > G & > ¢ > &
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YIHGIGLLAAGOSSTITGTYAGQF IMGGFLNLRLKKHLRALITRSFATVPTIIVAIVFNTSESSLOILNEHLNVLQSHOIPFALIPLLTHYSNEQINGTFKIGPYLERYANTYARLIMVINGYLLFDFVISEVKGLLFGF IVCSCTAAYVAF IVYLYSRSGALPSAHVNRLPKGFSLTKT
YIMGIGLLARGASSTITGTYAGOF INGGFLNLRLKKHLRALITRSFATIVPTIIVAIVFNRSEGSLDVLNEHLNVLOSHOIPFALIPLLTLYSKEQINGTFRYGPYLERVANTYAGLIIIINGYLLLOFFYSEVNGILLGLLACSCTTAYIAFIVYLYSQSGILPSAHYNRLPKGFSSCGN
YIHAIGLLARGOSSTITGTYAGOF IHGGFLNFKHKKHLRALITRSCATIPTIIVALYFDSSEATLOVLNEHLNVLOSIOIPFALIPLLCLYSKEQINGSFKIGPLYKTIAMLYAALYININGYLLLEFFSNEVSGIVYTGFYTLF TASYGAF ILYLIARGITF TPHPFKAESSH
YIMGIGLLARGOSSTITGTYAGOF IMGGFLNLRLKKHVRALITRSFATIPTHIVALIFDTSEESLDVLNEHLNVLOSYOIPFALIPLLCLYSKEQINGSFKIGPYLKIISHLYAALYIVINGYLLVEFFSSEVNGAYFATIVFVLTARYVAFVLYLISRAITYTPHQSLTGSKTYASTEN
YIMGIGLLARGQSSTITGTYAGOF INGGFLNLRLKKHIRALITRSFATIPTHIVALIFDTSEESLDVLNEHLNVLOSYOIPFALIPLLCLYSKEQINGSFKIGSVLKIISHLYAALYIVINGYLLLEFFSSEVNGAYFATYYCVLTARYVAF ILYLISRAITF TPHQSLTRSKTYAGREN
YIHGIGLLARGOSSTITGTYAGOF IMGGFLNLRLKKHHRALITRSFATIPTHIVALIFOTSEESLOVLNEHLNYVLOSYOIPFALYPLLCLYSKEQINGSFRIGPYLKIISHLYAALYIVINGYLLLEFFSSEVNGAVFATYYCYL TARHDKKIHIRYIPEL TGYGFRFGFSSITKSRIRVQFSLPYSFRSYPPLGPYRLH
YIMGIGLLARGOSSTITGTYAGOF IMGGF LNLKLKKHHRALITRSFATYP THIVALIFDSSEESLOVLNEHLNYLOSYQIPFALIPLLCLYSKERIHGTFKIGSYLKTYSHLYAALYIVINGYLLLEFFSSEVSGAYFTTYYCALTARYVAF IIYLISSSITFSPHQSLTRSKTYTTTES
YIMGIGLLARGQSSTITGTYAGOF IMGGFLNLKLKKHIRALITRSFATIPTHIVALIFDTSEDSLOLLNEHLNVLOSYQIPFALIPLLCLYSKEQINGTFKIGSGLKITISHLYARLYIVINGYLLLEFFSSEVNGAYLTTIVSTITARYVAF IIYLISSAF TFSPHQSLTQSKTYVTAES
YIMGIGLLARGASSTITGTYAGOF IMGGFLNLRLKKHVRALITRSCATIPTHIVALIFDTSEESLDILNEHLNYLOSYOIPFALIPLLCLYSKEQINGTFRIGPYLKIFSHLYARLYIVINGYLLLOFFSSEVNGAYFAYVYCALTARYVAFVIYLIARAVSFSPHOSLDRS
YIMGIGLLARGQSSTLTGTYAGOF IMGGF LNLRLKKHHRALITRSFATIPTHIVALIFDTSEQSLOVLNEHLNYLOSYQIPFALIPLLCLYSKEQINGSFRIGPYLQIISHLYTYLYIVINGYLLLEFFSHEYNGAIVGTYVCVLTARYVAFIVYLISRAYVTYSPHOSYTQRKSNTNSELE
YIMGIGLLARGQSSTLTGTYAGOF IMGGFLNLKLKKHHRALITRSCATIPTHIVALIFDTSEDALDYLNEHLNVLOSYOIPFALIPLLCLYSKEQINGSFKIGPYLKIISHFVARLLIVINGYLLLDFFSAEYNGTYVATVLCALTARYVAF IIYLYSRAITFSPHOSYIQKKTISNSEN
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TIC21

AtTIC21
GlysTic21

AraiTic21

ArahTic21

LupinaTic21
TRINITY_DN19531_c0_g1_i2
ViguTic21

GlymTic21

CajeTic21

CicaTiC21

MedtTic21

Consenso

AtTIC21
GlysTic21

AraiTic21

ArahTic21

LupinaTic21
TRINITY_DN19531_c0_g1_i2
ViguTic21

GlymTic21

CajeTic21

CicaTic21

MedtTic21

Consenso
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HOSLLLPPASSSGYSAVALRPGFQHSFNHQSLS TRSLPLFNPLLLAPKKKTTISSY-~--QSPPSLSYYGFQIGGSKPSF TPSTY-AFSYPTSPSSYPGDNEVDKAKLAQYAKRLEKTSRYFKRLGSIGFHGOLYSTYVARYILSFSIVYTGKPTSPATFYATAS
HDEASLHRKRFFASISGFHSLQRRIRKGQ-~PSFPLN----LTLSSSSFSNSIARQPHTKLPF TR-SASSQYSPAF TPSNDESEKAKLELYAKRLEKTARYFKRLGNLGFHGOLYCTYVARYILSFSYIVTGKYTSPATFYATAG

HQTLLPPATHSGGF TYAPARYPLSASAISSCRIPRAILRANFLPSLSLKPLPSLAPSSSLFGSLYSRRPH-KLPFIVVSASSQVSQAYSPSNDESEKAKLDQYSKRLEKTARYFKRLGSLGFHGALYCTYVARVILSFSYYVYTGKYTSPATFYATAG
HOTLLPPATHTGRF TYAPARAPLSASATSSCRIPRTILRANFLPSLSLKSLPSLAPSSSLFGSFYSRRPH-KLPF TYVSASSQVSQAYSPSNDESEKAKLDQYSKRLEKTARYFKRLGSLGFHGALYCTYVARYILSFSYVYTGKYTSPATFYATAG
HQTLLPPATRSGTFHASYHAVPHPYSA--~HRLPGLILRPSLFPSLSYKPFPSLTRSSSSFNSFLHHQPL-KLPF TY-NASSQVSPPF TSSNDEPEKAKLDQYSKRLEKTARNFKRLGSLGFHGALYSTYVARYILSFSYVYTGKYTSPATFYATAG
HQTLLPPATRAGTFHSSYTAYPLSYSAISASRLPGLILRSNLFPSLSYKPFPSLTRSSSSFNSFLGCQPS-KLPF TY-TASSQVSPPF TSSNDESEKAKLDQYSKRLEKTARNFKRLGSLGFHGOLYSTYVARVILSFSYYYTGKYTSPATFYATAG
HOTLLLPATRAGSF T=-=-AY-PLSASARTAPRISAPLLRPNSLPSLPLN=--=-L SRSSSSFGSSISRAPH-KLPF TA-SASSQYSKAF TRASNEESEKAKLEQVAKRLEKTARYFKRLGSLGFHGALYCTYVARYILSFSYVITGKYTSPATFYATAG
HKHSKIPTEKHAFNIPNLKAKESAKAQNGKRKDERRLSSLF TRHQTLLLPATCAGSF T-~--AY-PLSASAYARPRLPQPFLRPNSLPSFPLN=~~~L TLSSSSFSNSIARQPHTKLPF TA-SASSQVSPAF TPSNDESEKAKLELVAKRLEKTARYFKRLGNLGFHGOLYCTYVARVILSFSVIVIGKYTSPATFYATAG
HOTLLLPATRAGSFA---ARAPLSASAIARPRLPQPFLRPYSLPSLPLN--~-L TRSSSSLGSSLAGQRHKKLPLIA-RASSQVSPYSTHSNGE SEKAKLEQVAKRLEKTARHFKRLGSLGFHGALVCTYVARYILSFSYVITGKYTSPATFYATAG
HQTLLPPATCAGRF T---AY-PLSYSAISYPRLPRRLHAPNSLPSLPLK=-=-L TSSSPFSTSFVSHRPH-KLPF TV-TASSQASPTSTPSNEESEKYKLDQVSKRLEKTARHFKRLGGLGFHGALYCTYVSAVILSFSYVITGKYTSPATFYATAG
HQTLLSPAPCSGKF T---AR-PLSISAISYPRLPRTILKQNSTPSLPLK-=---LNSSSPSFSSFISHRSH-KLPF TA-TASSQSSPAFAPSNEESEKAKL DQVAKRLEKTARHFKRLGSLGFHGALYCTIVSAVILSFSYYYTGKYTSPATFYATAG
nqtllipatias+ft+++aaiplsaSais+prlpriilrpnslpslplk ——_1t+Ssssf+s++++qpu-klPftv-+aSsquSpaftpsndEseKaKlLdqVaKRLEKTaRyFKRLGS1GFHGOLYCT ! VaAVILSFSvwvTGKvTSPATFYATAg

Motivo 5 Motivo 7 Motivo 6 Motivo 8 Motivo 2

PROTEIN TIC 21, CHLOROPLASTIC
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GIVARFISYFUSFGYIRLSEKLRKTSNOPTKAPPRADYYKGLKNGIVLNLLGHGAAILGHOATVGILYAKAL TSSANPYYQGISPGSTPYLALDVFLVQASANTILSHFLGLVFSLELLRSYTLPPSERTPFPKFA
GIAAAF. uw<1:w_nn<Hwrwmx_.wn~=w=1.—x=_v1n:u<uxw.._nzm:«.z_._.nnns:m_._..===~<E...<xx=_.~mw§=v<<cmHmﬂm<m1<_.x.;=<mr<gm=z-urw=v._.n_r<mw_.m_.rumﬁ_.—%wm:-vﬂvxﬂ:
GIARAFISYFHSFGYIRLSEKLRRTASDPTKAPPRADYIKSLK VGLLYAKAL TSSANPYYQGISPGYSPYLALDVFLYQASANTILSHFLGLYFSLELLRSYTLPPSERTPFPKFA
GIAAAFISYFHSFGYIRLSDKLRKTANEPTKAPPRADYVK!
GIVAAFISYFHSFGYIRLSDKLRKTANEPTKAPPRSDYVK! IGITYNILGHGARILGHOATYGLLYAKALTSSYNP-YOGISPGYSPYLALDYFLYQASANTILSHFLGLYFSLELLRSYTLSPSEATPSLKFA
GIVAAFISYFHSFGYIRLSEKLRKTANDPSKAPPRADYVKGLKNGIVHNLLGHGARILGHOATYGLLYAKAL TTSANPYYQGISPGNSPYLALDVFLYQASANTILSHFLGLYFSLELLRSYTLPPSERTPFPKFA
GIVAAFISYFHSFGYIRLSEKLRKTSNDPTKAPPRADYVKGLKNGIVLNLLGHGARILGHOATYVGLLYAKAL TSSANPYYQGISPGSTPYLALDYFLYQASANTILSHFLGLYFSLELLRSYTLPPSERTPFPKFA
GIVARFISYFHSFGYIRLSEKLQRTANDPTKAPPRADYVKGLKNGIIHNLL GHGAAILGHOATYGLLYAKAL TSSANPYYQGISPGNSPYLALDYFLYQASANTILSHFLGLYFSLELLRSYTLPPSERTPFPKFA
GIARAFISYFHSFGYIRLSEKLRRTANEPTKAPPRSDYVKSLONGIVLNLLGHGARILGHOATYGSLYAKAL TSSASPFYQGISPGSSPYLALDVFLYQASANLIILSHFLGLYFSLELLRSVTLPPSEALPFLKFA
GIARAFISYFHSFGYIRLSERLRRTANDPTKAPPRSDYVKSLONGIALNLLGHGSAILGHOATVGFLYAKALTTSANPYYQGIAPGSSPYLALDVFLYQASANTILSHFLGLLFSLELLRSVTLPPSEALPFLKFA
GIaRAF i SYFUSFGYIRLSekLrrTandPLKAPPRaDYVKSLknGIv+N1LGHGaAiL GSQATYGLILYAKAL TsSanPyYQG ispG+sPYLALDVFLYQASANL iL SHFLGLvFSLELLRSVT1ppSEatpfpKfA

Motivo 1 N Motivo & Motivo 3 Motivo 9
l‘
Motivo 10



Anexo 16. Dominios, motivos y secuencia consenso determinados para la proteina

VIT1

TRINITY_DN10042_c0_g1_i2
LupinaviTl
ArahviTL
AraiviT1
MedtviT1
GlymvIT1
ViguviTL
CicaviT1
CajevITL
AtVIT1
GlysviT1
Consenso

TRINITY_DN10042_c0_g1_i2
LupinaVIT1
ArahVIT1
AraiviT1
MedtviT1
GlymvIT1
ViguviT1
CicaviT1
CajeviTa
AVITL
GlysviT1
Consenso

FE(2+)/MN(2+) TRANSPORTER PCL1

u_. 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 v 160 170 180 190 No..u
HOSVEHVISIEPEKRSLLNKHTEKHF TRGDYVRDIIIGYSDGL TYPFALARGLSGANATSAIYL TRAGIAEYARGAISHGLGGYLARKSEYDHYDRELKREQEEIVTYPDTEAREYAEILAEYGYQPHEYGPYVNALRKNPOAKYDFHHKFELGLEKPDPRRALYSAN
HGSTEHITSIEPEKESLLNKHTENHF TRGDYVRDIIIGYSDGL TYPFALARGLSGANATSTIVL TRAGIAEVARGAISHGLGGHLARKSEADHYARELKREQDEIVAYPDTEAREYAEILAQYGIEEHE YRPYVNSLRKNPEAKLDFHHKFELGLEKPDPRRALYSAN
HGDHENGIRLEPERQKLLNEHSEKHF TRGEIVRDIIIGYSDGL TYPFALARGLSGANATSSIVL TRAGIAEVARGAISHGLGGYLARKSESDHYKRELKREQEEIITYPDTEAREYAEILAQYGIEAHE YGPYYSALRKNPOAHLDFHHKFELGLEKPDPRRALHSAN

HLIATAPKYRVNKALFGSKDHILTF TEQKQRCKHGDHENGIRLEPERQKLLNEHSEKHF TAGEIVRDIIIGYSDGL TYPFALARGLSGANATSSIVL TAGIAEVARGAISHGLGGYLARKSESDHYKRELKREQEETIITYPDTEAREVAEILAQYGIEAHEYGPYYSALRKNPOAHLDFHHKFELGLEKPDPRRALHSAN

HAGNGDEHRLNLEPEKQSLLNRHTEKHF TRGEIVRDIIIGYSDGL TYPFALARGLSGANATSSIVLTAGIAEVARGAISHGLGGYLARKGEADHYNRELKREQEEIYTYPETEAREVAEILAEYGIEAHEYGPYYNALRKNPOAMLDFHHKFELGLEKPDPRRALYSAN
HARTLEPEKKSLLRHHSEKHF TRGEIVRDIIIGYSDGL TVPFALARGLSGANATSSIVL TAGIAEYARGAISHGLGGYLARKSESDHYARELKREQEEIIAYPDTEAREYAEIMAQYGIEAHE YAPYVSALRKNPOAKLDFHHKFELGLEKPDPRRALHSAN
HARREHGISLEPETKNLLNHHTEKHF TRGEIVRDIIIGYSDGL TYPFALARGLSGANATSSIVL TRAGIAEYARGAISHGLGGYLARKSESDNYARELKREQEEIYTHPE TEAREYAE ILAEYGIEAHE YAPYYNALRKNPOAHLDFHHKFELGLEKPDPKRALYSAN
HASLQPEKQTLLHHHTEKHF TRGEIYRDIIIGYSDGL TYPFALARGLSGANATSAIVL TAGIAEVARGATSHGLGGYLARKSEADHYARELKREQDEIIAVPOTEAREVAEILSEYGIEEHE YAPYYNALRKNPQAHLDF HHKFEL GLEKPDPRRALYSAK
HEPEKQTLLNHHTEKHF TRGEYYRDIIIGYSDGL TYPFALARGLSGANATSSIVL TAGIAEVARGATSHGLGGYLARKSESDHYAREMKREQDEIIAVPOTEAREVAEILAQYGIEAHEYTPYYNALRRRPOANLDFHHKFELGLEKPDPRRALHSAN
HSSEEDKITRISIEPEKQTLLDHHTEKHF TRGEIVRDIIIGYSDGL TVPFALARGLSGANASSSIVL TRAGIAEVARGAISHGL GGYLARKSEEDHYAREMKREQEEIVAYPE TEAREVAEILAQYGIEPHEYSPYVNALRKNPOAHLDFHHRFELGLEKPDPKRALQSAF
HGLGGYLARKSESDHYARELKREQEEITAVPDTEAREVAEIMAQYGIEAHE YAPYYSALRKNPQAMLDFHHKFELGLEKPDPRRALHSAN

€444+ lepekqillnghtekhftageivrdiii vpfal 1 tssivlitagi isHGLGGYLAAKSEsDhYaRE1KREQeEIiavPdT mmamSomH~3<_..rnwzm<m_v<<=o_rwr.%a:—_-uﬂ:xrnmrnrmx;vvsmw::
& . H
— ¢ > < g
Motivo 6 Motivo 2 Motivo & Motivo1
201 210 220 230 240 250 260 270 280
1 1

TIATAYILGGYVPLLPYAFIPSAEEAYHISYVVTLIALLIFGFAKGYF TGNKPFRSAFE TALIGATASARAFGLAKAFHS
TIAIAYILGGIVPLLPYHFIPSAREAYYFSYVVTLIALLIFGFAKGYF TGNKPFRSATE TALIGATASARAFGLAKAFHS
TIATAYILGGIVPLIPYHFIPNAREAYVISVVVTLFALLIFGYAKGYF TGNRPFRSAFETTLIGAIASARAFGLAKAFHT
TIAIAYILGGIVPLIPYHFIPNAREAYYISYVVTLFALLYFGYAKGYF TGNRPFRSAFETTLIGATASARAFGLAKAFHT
TIAIAYVLGGIVPLIPYHFIRNASEAYLYSVVYTLIALLIFGFYKGSF TGNKPIRSALE TALIGAIASARAYGLAKAFHP
TIATAYILGGYVPLLPYNFIPEAREAYYFSYLYTLYALLIFGYAKGHF TGNKPFRSALETALIGATASARAFGLAKAFHP
TIATAYILGGYVPLLPYHFISKASEAYYFSYVYTLYALLIFGYAKGHF TGNKPFRSALETAF IGATASAAAFGHAKAFNP
TIAISYILGGFYPLIPYAFIPKATEAYLYSYVVTLIALLYFGFYKGYF TGNKPIKSALE TALIGATASAAAFGLAKAFHP
TIAISYILGGLYPLAPYHFIPRAREAVYFSYVYTLYALLYFGYAKGRF TDNKPFRSAFETALIGATASARAFGLAKAFHP
TIATAYVLGGFIPLLPYHLIPHANDAYYASYVITLFALFIFGYAKGHF TGSKPLRSAFETAF IGATASARAFCLAKYYQH
TIATAYILGGYVPLLPYNFIPKAREAYYFSYLYTLYALLIFGYAKGHF TGNKPFRSALE TALIGATIASARAFGLAKAFHP
TIATaYilLGGEIvPL1PYnf umm RaeAVv+SYw :.«.:_1: FGyaK4 FTgnkPfrSALETal IGATASARAF gLAKafhp
Sl ) < >
-»> «* v -
Motivo 3 Motivo 5
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Anexo 17. Dom
FRO7

TRINITY_DN14213_c0_g1_i10
LupinaFRO7
GlymFRO7
GlysFRO7
ViguFRO7
CajcFRO7
CicaFRO7
MedtFRO7
ArahFRO7
AraifRO7
AtFRO7
Consenso

TRINITY_DN14213_c0_g1_i10
LupinaFRO7
GlymFRO7
GlysFRO7
ViguFRO7
CajcFRO7
CicaFRO7
MedtFRO7
ArahFRO7
AraiFRO7
AtFRO7
Consenso

TRINITY_DN14213_c0_g1_i10
LupinaFRO7
GlymFRO7
GlysFRO7
ViguFRO7
CajcFRO7
CicaFRO7
MedtFRO7
ArahFRO7
AraifRO7
AtFRO7
Consenso

TRINITY_DN14213_c0_g1_i10
LupinaFRO7
GlymFRO7
GlysFRO7
ViguFRO7
CajcFRO7
CicaFRO7
MedtFRO7
ArahFRO7
AraiFRO7
AtFRO7
Consenso

—
1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

HEKLNVDKSSLLSASYDET===DYTYKTS=~SIVSYTKHTLKYLICYIF IANTALIFYFPLESYGNLYNKHINATSYTLFGITGSLFLIFSAPILIIAFLATIVHLIISGEDHFHNNGKKSSKYPRFRLUTFPYFYNGPFGYYSARELIGIVLFSAYVIHALISYYTGRAFLSIS-~DHSSFKANSHFHLEIVGLRLGSIGL
HEKHSYDNSPLLSTRYDET=-=DYTHKTS-~SIVSYTKHTLKYLICYIF IAHTALIFYFPLESYGNLYNKHINATSETLFGITGSLFLIFSAPILIIAFLAIVHLITFGENHLPNNGKKSSKYPSFRLUTFPYLYNGPFGYYSARELIGIVLFSAYVIHAFCYYTVRAFVSIS--DHSSFKVHSIFHFEILGLRLGSIGL
HEKNSYDYSPLLSPRGDET=~~AIKT=TS=~FLYSATKHTLKTLILYIFVLHTTFIFSLPAKPYNELFSKHUNDLNRDTPFGYTGSIFLYFTAPILIIAFLATIAHLILTGEDQLQ-~GKKTSKLPRFRLUTFPYLYKGPFGYYSATELIGIVLYLLYVIHALYAYTVRALDFISEFDVSSFROKSIIHFKYHGLRTGAIGL
HEKNSYDYSPLLSPRGDET-~~-AIKT-TS-~FLYSATKHTLKTLILYIFVLHTTFIFSLPAKPYNELFSKHUNDLNRDTPFGYTGSIFLYFTAPILIIAFLATIAHLILTGEDQLQ-~GKKTSKLPRFRLUTFPYLYKGPFGYYSATELIGIVLYLLYVIHALYAYTYRALDF ISEFDYSSFROKSIIHFKYHGLRTGAIGL
HEKNNFDYSPLLSPRGDET---ASKTLSS--SLYSATKHTLKFFISYIFYLHTAFIFFQPAKPYNTLFSKHYELSRNTPFGITGSIFLYFTAPLLIIAFLATAHLNLTGEDQLQ-~-GKKSSKLPRFRLHTFPYLIRGPFGYYSATEFVGIVLFLLYVFHATYAYSYQALGHISESDLSSFREKSIFHIKINGLRTGALGL
HEKNSVDPSPLLSPLGGE T---ATKT-SF~~CLYSARKHTLKTLICYIFVARVAF IFLLPANPYNELFSKHNNLNRETPFGYTGSIFLLFSAPYLIIAFLAIAHLILTGODQLH-~GKKNSKHPRFRLHTFPYLYKGPFGYVSAREF IGIVLFHLYVINAYYAYFVRALGSTSFFEKASIRAKSHFLLEINGLRTGGIGL
HEKNSYDYSPLLSHHGDENGGYYRKLS=S=~FYYSYTKHTLKTLINYIFFLHAAFIFLLPSEPYKELFSKHLYFSRGTSFGYTGSILLILSAPYLITAFLATAHLIISGEDQLP-~EKKTSKYPRFRLUTFPYLINGPFGYYSATEFIGIVIFSAYYINAFSAYANQALARNS--DOLSFRANSLQMLDINGLRLGALGL
HEKNSVDYSPLLSKQGDETDGYYKKISPN=-~FYYSATKHTLRTLISIIF ITHAAF IFLLPSESYHGLF SKHLNFSSETSFGITGSILLILSAPYLATAFLAIAYLIISGEDQLP-~EKKNSKYPRFRLHTFPILINGPFGYYSATELIGIVIFLAYYIMAFYAY THQALARNS-~DQLSFRAKSLHMLEILGLRSGGIGL
HEKETYDSTPLLSPTKEKTPSSSSSSS====~FLYSATKHYIKYLICIIF IGHAGF IFLHPEESYNELHSKHINLTTGNPLGTAGSIFHLFSAPILIIAFLAIAYLLYSGEDHIP-~EKKSTKYPSFRLUTFPYIIKGPFGYYSATELIGIVLFSAYVIFAIYNY THRALASPS=~~~HHHLDRRIFHLEILGLRFGGIGL
HEKETYDNTPLLSPIKEKTPSSSSSSSSSSSFLYSATKSYIKYLICIIF IGHAGF IFLEPEESYNELHSKHINL TRGNPLGTAGSIFHLYSAPILIIAFLAIAYLLYSGEDHIP-~EKKSTKYPSFRLUTFPYIIKGPFGYYSATELIGIVLFSAYVIFAIYNY THRALASPS=-~~HHHLDRRIFHLEILGLRFGGIGL

HDDHETPLLSKDLSSS-~~5SSSSSSSSYVVSSLKHILKYYHSYIFYTHYYFLHHYPGSLGDOIL TNHRAISSNTLFGLTGSHFLIFSGPILYIATLASLYLIISGEETYFT-KKKITKFPRFRLUTFPYLYDGPFGYYSAREFLGINYFSYFFLMATYAY TLRNLNYLDYFHYLP-NNRSIFLLELTGLRFGHIGL
neknsvd+splLSp+gdet --- + sk++sT--f1VSatKutlk+lic!IFvvH+afif1+P+ePvnelfskH+nl+s+tpfG+tGSiflifsaPil iIAfLALahLi+sG edqlp-- gKK+sKyPrFRLUTFPylv+GPFGYYSALELiGIvlfsayviuf+yaYt+ral+s+s-.d++sfr++sifnlei+GLR+GAIGL

— - > > < > - >
Motivo 15 Motivo 13 Motivo 10 Motivo 8 Motivo 16
Ferric reductase transmembrane component-like domain P
201 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 : 320 330 340 = 350 360 370 380 390 400

FCHAFLFLPISRGSYILRYIDIPFEHATRYHVHLGHL THALF TLHGLFYVIAMANDGRLIQELLAKVDIGYANLPGYISLLAGLLHHITSFPGYRTHNFELFFYTHOLYYYFVVFLALHYGDFIF THAAGGIFLFALDRFLRFCASRRKYDIISSRSLPCGTVELYLSKPENLRYNALSF IFLOIRELSHLOMHPFSYSS
FCLAFLFLPYSRGSYILRYIDIPFEHATRYHVHLGHL THALF TLHGLFYVIAMANDGRLIQELLGHVDIGYANLPGYISLLAGLLHHITSFPGLRTHNFELFFYTHOLYIIFYVFLALHVGDF IF THARGGIFIFALDRFLRFCOSRRKYNIISSRSLPCGTVELILSKPQNLRYNALSFVFLOIRELSHLOHHPFSYSS
HCLAFLFIPYSRGSYLLRYIDIPFEHATRYHVHLGHL THYIF TVHGLLYVVAHAKMEGHL VQEL VQMKDIGYANLPGYISLLAGLLHHYTSLPGYRTHNFELFFYTHQLYYVFIVFLALHVGDF VF THARGGIFLFVLDRFLRFCOSRRTVYNVISSRCLPCGTVEL VLSKPQSLRYNALSF IFVOVRELSHLOMHPFSYSS
HCLAFLFIPYSRGSYLLRYIDIPFEHATRYHYHLGHL THYIF TVHGLLYVVAHAMEGHLLOQEL VQMKDIGYANLPGYISLLAGLLHHYTSLPGYRTHNFELFFYTHALYYVFIVFLALHVGDFVF THARGGIFLFVLDRFLRFCOSRRTYNVISSRCLPCGTVELVLSKPQSLRYNALSF IFVQVRELSHLQMHPFSYSS
HCLAFLFYPYSRGSYLLRYIDIPFEHATRYHVHLGHL THYHF TIHGLLYVIAMANEGLLVOKLVQUKDIGYANLPGYISLLAGLLHHYTSLPGYRTHNFELFFYTHOLYVYFYVFLALHVGDFIF THTAGGIFLFLLDRFLRFCQSRRKYNIISSRCLPCGTVELVISKPQNLRYNALSF IFVQVRELSHLOMHPFSYSS
HCLAFLFIPYSRGSYLLRYIDIPFEHATRYHVHLGHL THYLF TLHGLLYVIPHANDGRLVQEL VQUKDIGYANLPGYISLLAGLFHHYTSLPGYRTRNFELFFYTHOLYVYFYVFLALHVGDF IF THAAGGIFLFYLDRFLRFCQSRRKYNIISSRCLPCGTVELVLSKPQSLRYNALSF IFLQVRELSHLOMHPFSYSS
HCLAFLFIPISRGSYLLRFIDYPFEHAAKYHVHLGHL THYLF TLHGLFYVIEMQHEGRLIQEL VEHKDIGIANLAGYISLLAGLFHHYTSLPGYRTHNFELFFYTHOLYIVFIVFHVLHIGDFVFAMARGPIFLFYLORFLRFCQSRRTYNVISSRCLPCGTVELVLSKPQSLRYNALSF IFLOVRELSHLOMHPFSYSS
HCLAFLFIPISRGSYLLRFIDIPFEHAARKYHYHLGHL THYIF TLHGLFYVIEMLHEGHLIQELLEMKDIGYANLAGYISLYAGLLHHYTSLPGYRTHNFELFFYTHOLYIIFIVFHALHIGDF IFAMAAGPIFLFYLDRFLRFCQSRKTYNVISSRCLPCGTVEHVLSKPQNLRYNALSF IFLOVRELSHLOMHPFSYSS
HCHAFLFLPYSRGSYLLRYIDIPFEHATRYHVHLGHL THALF TIHGLLYCYAMANDGRLVEEL IQUKDIGYANLPGYIALIAGLFHHYTSLPGYRTHNFELFFYTHOLYIIFVYFLALHYGDFVF THRAGGIFLFILDRFLRFCQSRRTYKVYSSRCLPCGTVELYVLSKPPNLRYNALSF IFLOIRELSHLOMHPFSYSS
HCHAFLFLPYSRGSYLLRYIDIPFEHATRYHVHLGHL THALF TIHGLLYCYAMANDGRLVEEL IQUKDIGYANLPGYIALIAGLFHHYTSLPGYRTHNFELFFYTHOLYIIFVYFLALHVGDFVF THRAGGIFLFILDRFLRFCQSRRTYKVYSSRCLPCGTVELVLSKPPNLRYNALSF IFLQIRELSHLQHHPFSYSS
LCHVFLFLPISRGSILLRLIDIPFEHATRYHVHLGHITHTFFSLHGLCYVYGHTIOGQLLELLFEMKATGIAVLPGYISLYAGLLHHYTSLHTYRKNYFELFFYTHOLYIVFVYFLALHVGDYLFSIVAGGIFLFILDRFLRFYQSRRTYDVISAKSLPCGTLELVLSKPPNHRYNALSF IFLOVKELSHLOHHPFSYSS
nClaFLF1PvSRGSvILRYIDiPFEHALr YHYHLGH1THvIFE1HGL1YviaHanEGrL + qel qqikdiGvAnLpGYIsLIAGL1MHTS1pgvRtunFELFFYTHOLY ivFvVF laL HvGDFIFtnafGgIF 1F+LORFLRFcQSRrtYnviSsrcl PCGTVELVISKPqnlRYNALSF iF 10vrELSHLOMHPFSYSS
D

v <
> < > C=>& >
— & > > < > jl > < Motivo 2
Motivo § Motivo 9 Motivo 21 Motivo 3 otivo 19 oo
FAD-binding domain L P
401 q10 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

SPLOGKHHLAILIKVLGKHTEELREKYTGYDAPKD-~-~LS: ITASVEGPYGHEYPYHLHYENLILYAGGIGLSPFLAILSDILHRYREGKPCQPRNILLYHAYKKSDEIPLLSTIDHKAMCPFFSDKYNIDIHIYVTRESDPPLEEGYIYKPIKPSFCP-~YPSGCGHSYLYGTGNDFHSGLYVIASTVGFVIL
SPLOGKHHLAILIKYLGKHTEELREKYTGYDAQKD===~L S=====~ITASVEGPYGHEVPYHLHYGNL IL YVARGGIGLSPFLATLSDILHRVREGKQCQPRNILLYHAYKKSDELPLLSTIDHEAMCPFFSDKYNIDIHIYYTRESDPPLEEGYIYKPIKSSFCP--VPSGCGHSYLVGTGNNFHSGLYVISSTIGFYVL
SPLDGKNHLAILIKYLGKHTEKLRHRITDVDAQKD===~SSY====~1TTSVEGPYGHEVPYHLHYENLILVAGGIGLSPFLATLSDILHRVREGKPCQSRNILLVHAYKKSNELPLLSTIDHQSICPSFSDKYNIDIHIYYTRESDPPVEEGYSYKPIKSSFCP-~HASDCGHSYLVGTGDONVHSGLYVISSTVGFVIL
SPLOGKNHLAILIKVLGKHTEKLRHRITDYDAQKD====§SV=====ITTSVEGPYGHEYPYHLHYENLILVAGGIGLSPFLAIL SDILHRYREGKPCQSRNILLYHAYKKSNELPLLSTIDHQSICPSFSDKYNIDIHIYVTRESDPPYEEGYSYKPIKSSFCP-~-HASDCGHSVLYGTGDNYHSGLYVISSTVGFVIL
SPLDGKHHLAYLIKVLGKHTEKLRQKITDTDAQKD====LSY=====ITTSVEGPYGHEYPYHLHYENLILYAGGIGLSPF IATILSDILHRYREGKPCQPRNILLYHAVKNSNELPLLSTINHETICPSFSDKYNIDIRIYYTRESDPPLEEGY THKPIKSSFCP--HASDYGHSYLYGTGDNFHSGLYVISSTYGFVIL
SPLDGNHHLAYLIKYLGKHTERLRERITDYDY===mm=mmGY=m===ITTSVEGPYGHEVPYHLHYENLIL YAGGIGLSPFLAILSDILHRYREGKPCQPRNILLYHAVKKSNELPLLSSIDHE TLCPSFSDKVNIDIHIYVTRESDPPYEEGYSYKPIKSSFCP-~YASDCGHSYLYGTGNNFHSGLYVISSTYGFHLL
SPLOGKNHIAYLIKYLGKHTGKLREKITEYDAPEG==---LSVQPRTYYTASVEGPYGHEVPYHLHYENLILYAGGIGISPFLATILSDILHRYRDGKPCQPRNYLIVHAVKKSNELPLLSTYOMETICPRFSDKYNINIHIYVTRESDPPLEEGYIYKPIKSSLCPIANPSDYGHSGLYGTGDNFHSGLYVISSTLGFVIL
SPLOGKNHIAYLIKYLGKHTGGLRERITDGDATED=~-~LSYPPHHYYTASVEGPYGHEVPYHLHYENLILYAGGIGLSPFLATLSDILHRYREGKPCRPRNILIVHAVKKSNELPLLSTYDHETICPCFSDKYNINVHIFVTRESDPPLEEGYNYKPIKS~LCPFPHPSDYGHSGLYGTGNNFHSGLYVISSTLGFVIL
SPLDGKNHLAYLIKVLGKHTQNLRDRITDADEPKD===~LSYK~==TITASVEGPYGHEYPYHLHYENLILVAGGIGLSPFLAILSDYLHRYREGKPCRPRNILYYHAVKKSNELPLLSSIDHESICPSFSDKYNINYDIYYTRESDPPLEEGHYYKPIKSSHCP-~HSSDFGHSYLYGTGDNFHSGLYVISSTYGFVIL
SPLDGKNHLAYLIKYLGKHTENLRDRITDADEPKD-==~L SYK-=-TITASYEGPYGHEVPYHLHYENLILYAGGIGLSPFLATLSDVLHRAREGKPCRPRNILYVHAVKKSNELPLLSSIDHESICPSFSDKYNINVDIYVTRESDPPLEEGHYYKPIKSSHCP--HPSDFGHSYLYGTGDNFHSGLYYISSTYGFVIL
SPLOGNHHYAYLIKYLGGHTAKLRDQLSTLYEAENQDQLISPESYPKITTCYVEGPYGHESPYHLAYENLYLYAGGIGITPFFAILSDILHRKROGKDCLPGKYLYVHATKNSDELSLLSATIDIPSICHFFSKKLNLEIHIYVTROSEPCLEDGHYHKYVHPSYKT-PHTNGCSHSYLYGTGDNIMSGLYLIISTIGF IAN
SPLOGKNH1AvLIKYLGkHTe+LR+ritdvdaPkd----15Sv----- iTasVEGPYGHEVPYHLnYeNL il YAGGIG1sPF1AILSDiLHRvReGKpCqprn il IYHAVKKSNELpLLSt idne+iCpsFSdKvNidihIvYTReSdPplEelysyKpikssfcp --n+sdcghSvLYGTGdnFHSGLYvISSTvGFvil
Q
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Motivo 12 Motivo Motivo 6 Motivo20  Motivo 18
Ferric reductase, NAD binding domain
601 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 756

1 1
LSLLDNYYINPFGIYKHHYKGLLFYYCHVASYYIFGGLYIGFHHIND-KKSAMKEKSNH-IKYD-KVKENRYVAP-KDRSQDS-YSKSTYIHYGSRPDFKEIYEFHSEKHGHYDYGYLYCGPPTLOTSYAQEIRTHSITROGHYPIFHFHSHSFOL
LGLLDNYYINPFGIYKHHYKGLLFIVCHYASYYIFGGLYIGLHHINE-KKSAMKESSKN-IKYD-KVEENGSYAP-KDPSEDN-YSKSTYIRYGSRPEFKEILELHSEKHGHVDYGYLYCGPPTLOTSLAQEIRSHSYTROGHYPIFHFHSHSFOL
LALLYVYYIAPFHIETHHYKGLLYYICHVASYYIFGGSYYAMHHINE-KQONSLKDNSND-TKYD-KIHQNGSLTP-KAPSQYS-IAKSTYIRYGSRPDFKEIYESHSEKHGLYDYGIIYCGPSTLATSYAEEIRSHSHTRORHHPIFHFHSHSFOL
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