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RESUMEN

En Vitis vinifera, durante el desarrollo del fruto, sucede una importante
acumulacion de aztcares en las células del mesocarpo. Esto principalmente desde Ia
pinta, momento que marca el inicio de la maduracion. La sacarosa se transporta via
floema hasta el fruto y es procesada en el apoplasto por invertasas de pared celular.
Los monosacéridos obtenidos (glucosa y fructosa) entran a la célula y son en su
mayoria almacenados en la vacuola. En este proceso, los transportadores de
monosacaridos son esenciales, dado que regulan el transporte desde el apoplasto al
citoplasma y posteriormente a la vacuola. En Vitis se ha logrado el clonamiento de 6
secuencias que corresponden a putativos transportadores de monosacaridos (VwHT1-
6). Se ha descrito que la mayorfa son del tipo simporter monosacérido/H*, localizados
en la membrana plasmatica. Ademas, se ha estudiado su expresién durante el
desarrolio del fruto y se ha demostrado que el azucar tiene un efecto dual en la
expresion de WHT?. Poco se conoce de transportadores de monosacaridos
localizados en la membrana de la vacuola (Tonoplasto). Se encontré que el putativo
transportador VvHT6 tiene gran similitud de secuencia con el transportador vacuolar
descrito previamente en Arabidopsis thaliana AITMT2, por lo que fue renombrado
VwTMTZ2. Mediante técnicas de expresion global, se observé que este transportador
posee un maximo de expresion en pinta, [o que se correlaciona con el inicio de la
acumulacion de azicares. Entonces, es de esperarse que la expresién de este
transportador esté regulada por azicares. Con estos antecedentes, se planteé el
objetivo de corroborar la expresién de este transportador y analizar su promotor en
busqueda de elementos de regulacién por azicar. Para esto, en primer lugar, se

tomaron muestras de bayas en ires estadios de desarrollo: inmaduro, pinta y maduro,
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se realizd una medicién de concentracion de aziicares solubles (°Bx) y se evalué la
expresion mediante qRT-PCR. Encontramos que existe un maximo de acumulacién de
transcrito en el estadio pinta, con una leve disminucién de la expresion en estadio
maduro. Estos resultados se correlacionan con un aumento en la concentracion de
azlcares en las bayas analizadas, observandose que concentraciones mayores de
azlcar coinciden con una leve disminucién de la expresion. Luego, se procedié a
realizar un andlisis in silico de la secuencia del promotor de VWTMT2, encontrandose
elementos cis de regulacion por azticar lo que sugiere un efecto sobre [a expresion.
Posteriormente, se procedi¢ al clonamiento de 1789pb de la secuencia promotora, la
cual contiene todos los sitios de regulacion de interés encontrados. Esto se realizd en
una construccién intragénica, con el promotor de VwTMT2 dirigiendo la expresion del
gen reportero VvMybA1. Con esto se espera, en un futuro realizar experimentos de
transformacion en Arabidopsis thaliana y analizar el efecto de distintas concentraciones
de azicar sobre la expresién de VWTMT2. En conclusion, se analizoé la secuencia
promotora de un gen (VWTMT2) que, dados los resultados obtenidos, se regula en
presencia de su propio sustrato. Esto, posiblemente, nos permitira a futuro utilizar este

promotor como promotor inducible en aplicaciones en especies de interés comercial.




ABSTRACT

In Vilis vinifera, during fruit development, a significant accumulation of sugars
takes place in mesocarp cells. This happens mostly at veraison, the beginning of
maturity. Sucrose is transported from photosynthetic tissues to the berry through the
phloem and is processed in the apoplast by cell wall invertases. The resulting
monosaccharides (glucose and fructose) enter the cell and are stored in the vacuole. In
this process, monosaccharide transporters are essential as they regulate the transport
from the apoplast to the cytoplasm and then to the vacuole. In Vitis, the cloning of 6
sequences of putative monosaccharide transporters has been accomplished (VWwHT1-
6). It has been described that most are monosaccharide/H" symporters, localized in the
ptasma membrane. Furthermore, their expression throughout fruit development has
been studied and it has been demonstrated that sugar has a dual effect on the
expression of VWHT1. Little is known about monosaccharide transporters in the vacuole
membrane (tonoplast). |t was found that the putative transporter, VWHT6 has high
sequence similarity with the previously described tonoplast transporter of Arabidopsis
thaliana AITMT2, so it was renamed VvTMT2. Through global expression techniques, it
was observed that this transporter has a maximum of expression in veraison, which
correlates with the beginning of sugar accumulation. Consequently, it is expected that
the expression of this transporter is regulated by sugars. With this background, the
objective of this thesis was to corroborate the expression pattern of this transporter and
its promoter sequence. In the first place, samples of berries in three different stages of
development (immature, veraison and mature) were taken. Then a measurement of
soluble sugar concentration and an expression analysis by gRT-PCR were performed.

It was found that there is a maximum of transcript accumulation in veraison, with a




minor decrease in the mature stage. These results correlate with an increase in sugar
concentration of the berries analyzed. It was observed that high sugar concentrations
are related with a minor decrease in expression levels. Then, an in sifico analysis of the
promoter sequence of VWTMT2 was performed. Several sugar regulated cis-elements,
were found, which suggests that they may affect gene expression. Subsequently, the
cloning of 1789 bp of the promoter sequence that contains all ¢is-elements of interest
was performed. This was accomplished in an intragenic construct, with the WwTMT2
promoter controlling the expression of the reporter gene VwMybA1. In the future, it is
hoped to perform genetic transformation of Arabidopsis thaliana and investigate the
effect of various sugar concentrations on WTMT2 expression. In conclusion, the
VWTMT2 promoter sequence, which could be regulated by its own substrate, was
studied. Possibly, this could allow us to use this sequence as an inducible promoter in

applications of commercial interest.
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1. INTRODUCCION

1.1. Desarrollo del fruto de vid (Vitis vinifera)

Durante el desarrollo del fruto de vid (Vitis vinifera) ocurren una serie de
cambios fisicos y bioquimicos muy complejos que pueden ser divididos en tres fases
(Figura 1A): La etapa inicial (Fase 1) se caracteriza por una répida divisién ;:elular, por
un establecimiento de las células del fruto en las primeras dos semanas y por un
aumento exponencial del tamario de la baya debido a expansion celular. Ademas, en
esta etapa ocurre gran acumulacién de acidos organicos. En la Fase 2, que se conoce
como Fase Lag, no ocurre crecimiento del fruto, pero si acumulacién de azticares en [a
baya hacia el final de ésta etapa, justo antes de la pinta. La. maduracién (Fase 3)
comienza luego de la pinta y se caracteriza por una acumulacion masiva de azGcares
solubles (especialmente glucosa y fructosa) en las células del mesocarpo (Figura 1B) y
un gran aumento en el tamafio del fruto, el cual se duplica hacia el final de la
maduracion (Deluc y col., 2007). Ademas, se ha descrito que ocurre sintesis y
acumulacion de antocianinas, compuestos fendlicos y precursores de aroma, cuya
sintesis depende en gran medida de la acumulacion de azlcares (Agasse y col.,
2009). Para que todo este proceso se lleve a cabo es necesario que exista un
transporte sostenido de azicares, esencialmente de sacarosa, desde las hojas (érgano

fuente) hasta el fruto en desarrollo (érgano sumidero).
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Figura 1. El fruto de vid y su desarrollo. A) Desarrollo del fruto de Vitis vinifera. A
partir del estadio E-35 (Pinta) se observa un aumento en los Grados Brix y una
acumulacion de antocianinas, ademas de un incremento en el peso de la baya
(modificado de Coombe y col., 1995) B) Estructura de fruto maduro de vid (llustracién

por Jordan Koutroumanidis, Winetitles).




1.2. Transporte de aziicares en el fruto de la vid.

El fruto en maduracién es un importante 6rgano sumidero que recibe materia
seca desde organos fotosintéticos (Agasse y col, 2009). El principal aztcar de
transporte en plantas es la sacarosa, que es menos susceptible a actividad metabdlica
que la glucosa. Este disacarido se transporta via floema desde su lugar de sintesis
hasta el érgano sumidero donde puede ser descargado por los plasmodemos hacia el
citoplasma de la célula (via simplastica) o ser descargada al apoplasto (via
apoplastica).

En el apoplasto, la sacarosa puede ser transportada al interior de la célula
vegetal mediante fransportadores especificos ubicados en la membrana plasmatica, o
ser hidrolizada por invertasas de pared celular (cwINV). La glucosa y fructosa
resultante son finalmente ingresadas a la célula mediante transportadores de
monosacaridos (MSTs) (Williams y col., 2000).

En el fruto de vid, durante la pinta, ocurre un cambio de via de descarga
simplastica a apoplastica, acompafiado de un aumento en la expresién y actividad de
las invertasas cwINV. Como resultado, la concentracion de monosacéridos en el
apoplasto y la presién osmética aumentan, lo cual podria provocar el aumento de la
absorcion de azlcar (Agasse y col., 20098). En consecuencia, ocurre una acumulacién
de grandes cantidades de monosacéridos, glucosa y fructosa, en las células del
mesocarpo, llegando a alrededor de 1M de concentracion de cada hexosa. Estas, en
su mayoria, son almacenadas al interior de la vacuola, que es el principal arganelo de
almacén de la célula vegetal (Agasse y col., 2009).

Por lo tanto, en el proceso de acumulacion de azlcares en el fruto de la vid

debe existir una expresion coordinada de transportadores de sacarosa, invertasas y



transportadores de monosacaridos (Vignault y col., 2005). Estos tltimos cumplen un rol
muy importante, tanto en el iransporte de azlcares a través de la membrana

plasmatica, como en el almacenamiento final al interior de la vacuola.

1.3. Transportadores de Monosacaridos en Arabidopsis thaliana

En el genoma de Arabidopsis thaliana se han identificado 53 secuencias con
alta similitud con los MSTs descritos previamente. Estos genes pueden ser clasificados
en 7 subfamilias con un origen en comun. Todos se caracterizan por poseer 12
dominios fransmembrana con extremos N- y C- terminal caracteristicos en todos los
transportadores de azlUcar pertenecientes a la familia MFS (Major Facilitators
Superfamily, Williams y col., 2000) (Figura 2). Entre estos, los mejor caracterizados son
los llamados AtSTPs, que corresponden a fransportadores de membrana plasmatica
que catalizan el ingreso de hexosas desde el apoplasto al interior de la célula. El
transportador AtSTP1 fue el primero en ser descrito como un simporter
H'/monosacérido de alta afinidad, ubicado en la membrana plasmatica y capaz de
transportar un amplio rango de hexosas, excepto fructosa (Blftner, 2007). Desde
entonces, varios genes ortdlogos han sido identificados en diferentes especies

vegetales.
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Figura 2. Modelo de la estructura de transportadores simporter monosacaridos-H*. Se
observa que poseen 12 segmentos transmembrana con un loop entre las hélices 6y 7

(Williams y col., 2000).

1.4. Transportadores de monosacaridos en Vitis vinifera

En Vitis vinifera, se han identificado 65 ORFs que codificarian para
transportadores de azucar. Entre éstos, 4 codifican para transportadores de sacarosa
previamente descritos (WSUCT1/WVvSUTT, WSUC12, WSUC27 y WSUT?2), los otros
61 ORF codificarian para transportadores de monosacéaridos (MSTs). En Vitis vinifera
también se pueden identificar claramente 7 subfamilias de transportadores de
monosacaridos. Dentro de estas, se ha descrito una compuesta por 22 ORFs, que
posee una alta similitud con los AISTP y han sido llamados VWHTs (Vitis vinifera

Hexose Transporters) (Afoufa-Bastien y col., 2010).




Hasta el momento se han clonado 6 cDNAs completos, los que fueron
nombrados VWHT1-8. Los VvHTs del 1 al 5 corresponden a simporters-H* y en su
estructura poseen 12 segmentos transmembrana separados por un foop hidrofilico
central de aproximadamente 60 aminoacidos, similar a lo observado en Arabidopsis
(Figura 2) (Fillion y col., 1999, Hayes y col., 2007).

El transportador VvHTT fue el primero en ser caracterizado (Fillion y col., 1999,
Vignault y col., 2005). Este codifica para un putativo transportador de hexosas que se
expresa mayormente en bayas y que posee alta similitud con AtSTP1 (Fillion y col.,
1999), del mismo modo WHT3, VwHT4 y VvHT5 poseen una alta similifud con otros
AtSTPs. Por ofra parte, WHT2 y VWHT6E no poseen similitud con ninguno de estos
genes (Agasse y col., 2009).

El transportador VWHT1 permite el transporte de glucosa con alta afinidad en
mutantes de levadura (Vignault y col., 2005). Por otro lado, VvHT4 y VWHTS son
transportadores funcionales y permiten el transporie de glucosa en mutantes de
levadura, pero con menor afinidad que VvHT1 (Hayes y col., 2007).

Se observd la localizacion subcelular de VWHT3 mediante unién a GFP y
expresion transitoria en células epidermales de cebolla. En estos experimentos, la
fluorescencia se asocié sélo a la periferia lo que sugiere su localizacién en la
membrana plasmatica (Hayes y col., 2007). De la misma forma, se logré identificar la
localizacién en la membrana plasmatica de VwHT4 (Hayes y col., 2007), VWHT5 y
VVHT1. Esta Ultima mediante inmunolocalizacién en bayas de vid (Vignault y col.,
2005). Hasta el momento, no ha sido posible probar la localizacion subcelular de los
transportadores VWHT2 y VWHTB, sin embargo se ha especulado su ubicacion en el

Tonoplasto (Agasse y col., 2009).




1.5. Expresion de transportadores VvHTs y regulacion por aziicares.

En vides, la expresién de los transportadores de monosacaridos esta asociada
principalmente a organos sumidero, siendo en general débil en los dérganos fuente
como hojas maduras (Agasse y col., 2009).

Durante el desarrollo del fruto, el gen VWHT1 se expresa en estadios prepinta,
para luego decaer durante la maduracion, como se muestra en la Figura 3 (Hayes y
col., 2007, Deluc y col., 2007, Afoufa-Bastien y col., 2010). Sin embargo, también se ha
visto que en antesis y en pinta se produce la mayor acumulacién de transcrito (Fillion y
col., 1999). Ademas, se han encontrado 2 patrones de expresiéon para VvHTZ2:
Mediante RT-PCR se observé que se expresa mayormenie en bayas en Fase 1
disminuyendo en Fase Lag (Hayes y col., 2007). Sin embargo, por experimentos de
macroarreglos se observo expresion durante todo el desarrolio con un maximo en pinta
y maduracion (Afoufa-Bastien y col,, 2010). En cuanto a WHT3, sus niveles de
transcritos son mayores en bayas jovenes, disminuyendo en Fase Lag y volviendo a
aumentar en fase 3, coincidiendo con la acumulacién de aztcar (Hayes y col., 2007,
Afoufa-Bastien y col., 2010). WWHT4 no se expresa mayormente (Hayes y col., 2007,
Afoufa-Bastien y col., 2010) y WHT5 aumenta hacia el final de la maduracién (Hayes y
col., 2007) y es predominante en semillas. Ademas, se ha descrito que-puede ser

inducido por patégenos (Hayes y col., 2010).
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Figura 3. Expresion de los transportadores de monosacaridos conocidos en Vitis
vinifera (V\wHTs) en las distintas etapas del desarrollo del fruto, utilizando |a técnica de
macroarreglos. WAF: Weeks after flowering (Semanas después de la floracion)

(Afoufa-Bastien y col., 2010).

En particular, se ha observado mediante macro y microarreglos que VWHT6
tiene un maximo de abundancia de transcrito cerca del inicio de la pinta, lo que se
correlaciona con el inicio de la acumulacion de hexosas (Figura 4). Esto nos indica que
este transportador podria cumplir un papel significativo en la acumulacién de azucares
(Deluc y col., 2007). Ademas, dado el patron de expresion caracteristico, la
acumulacion de transcritos podria estar controlada en parte por su propio sustrato.

Hasta el momento, |la posible regulaciéon por azucares de VvHT6 no ha sido estudiada




en profundidad. Cabe mencionar, que se ha especulado la localizaciéon subcelular de

VVHT6 en el tonoplasto.

(A) Sugar Ratios
o ] |
I h II i III
1751 : ' .
= H i
% 1554 ! '
« i i
2 12% 1 1
] ]
= ! !
3 10 H i
£ i
< 1
e 15 :
= i 1=
:;:: 5 i ; i \
: [}
251 H i
— . }
1
0 2 N M’ ®» W M 5
Developmental Stage
(B) Sugar Transport
o | :
I ! II ; II1
1 ]
w 11004 i H
E : }
2 ! :
2 1004 ! 4
§ i i A
E E E VVvHT6
v
: /]
[ 1
E :
=] 1
=

§

B —-————

N
Developmental Stage

Figura 4. Relacion entre acumulacién de azucares en el fruto y la expresion de los

transportadores VvHT 1y VVvHTE en bayas de vid. A) Proporcién de azlcares durante el

desarrollo del fruto: fructosa (negro), glucosa (rojo) y sacarosa (verde). B) Acumulacion

de transcritos de VvHT6y VvHT1, observada mediante microarreglos. Los numeros |, ||

y lll indican las fases del desarrollo del fruto. (Modificado de Deluc y col., 2007).




Se han identificado un gran nimero de genes cuya expresion es regulada por
ciertos metabolitos. Algunos se expresan en presencia de un metabolito en particular,
mientras otros se expresan cuando las células se encuentran en ausencia de un
compuesto especifico, como por ejemplo el azlcar. Si bien estos genes pueden
compartir elementos rio arriba en sus vias de sefializacion, las vias aparentemente se
ramifican en elementos regulatorios que interactan con secuencias especificas en los
promotores de cada gen (MHwang y col., 1998). Asi se observé en el promotor de
VWHT1 (Figura 5), cuya expresién se encuentra regulada por azicar (Atanassova y
col., 2003, Conde y col., 2006). Se analizé la secuencia promotora del gen \WHTT,
encontrandose varios sitios descritos previamente como motivos de regulacién por
azucar. Se identificaron 3 repeticiones del elemento SURE1 (Suc-Responsive Element
1), el cual ha sido descrito como prerrequisito para control positivo de genes inducidos
por aztcar (Grierson y col., 1994). Se encontraron ademas 2 repeticiones de Sucbox3
(regulacion positiva por aztcar), 2 AMYBOX2 y 1 copia de AMYBOX1. Estos dos
tltimos sitios corresponden a elementos potenciadores de inanicién por aztcar y de
regulacion negativa por azlcar, respectivamente (Huang y col., 1990).

En estudios para evaluar la actividad del promotor, se fusionaron 3 secuencias
de largos distintos (2,4Kb, 0,8Kb y 0,3Kb) al gen reportero B-Giucoronidasa (uid A que
codifica para GUS) y se analizaron los efectores potenciales del promotor en cultivos
celulares de tabaco. Se observé que al utilizar 56mM de glucosa, 58mM de sacarosa v
58mM de palatinosa (isémero de sacarosa no transportable), se doblé |a expresion de
GUS dada por el promotor de VWHT1, mientras que la fructosa no tuvo ningtin efecto
(Atanassova y col., 2003). Los resultados fueron mas fuertes con el promotor de 2,4Kb
que contiene todos los elementos de regulacién antes mencionados (activadores vy

represores). El efecto también fue significativo con el promotor de 0,3Kb que posee
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sélo elementos activadores, demostrando que la expresion de WiHT1 se encuentra

regulada por aztcares (Atanassova y col., 2003).

2 AN VA i _
433 bp Y, 0617 oy 516 reporier gene
1954 -1 -l Lo

Figura 5. Esquema del promotor de WHT? (2,4 Kb) unido al gen reportero GUS.
SURE1 (Triangulo gris), Sucbox 3 (Tridngulos negros), AMYBOX1 (Triangulos

blancos), AMYBOX 2 (Triangulos tachados).

1.6. Transportadores de monosacaridos en el tonoplasto (TMTs)

Dado que el principal organelo de almacén de azticares y otros compuestos en
las células del mesocarpo es la vacuola, los transportadores de tonoplasto serian
esenciales durante la maduracion del fruto de vid. Sin embargo, poco se conoce acerca
de transportadores de tonoplasto en Vitis vinifera. En cuanto a esto, se ha visto que
VVHT6 posee el foop central caracteristico de transportadores del tonoplasto de
Arabidopsis thaliana, aproximadamente 200 aminoacidos més largo que el resto de los
VVvHTs (Wormit y col., 2006). La proteina putativa VWWHT6 comparte una significativa
homologia de aminoacidos con los HTs a cada lado del foop hidrofilico central (Hayes y
col., 2007). Sin embargo, ésta es mas cercana a la familia de los TMTs de Arabidopsis

thaliana (Wormit y col., 2006) pues posee una alta similitud con el gen de A{TTMT2.
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En Arabidopsis, |la familia de los TMTs esta formada por 3 isoformas:.AtTMT‘l-S.
Estas tienen poca similitud con los transportadores de hexosa AtSTPs, localizados en
membrana plasmatica. Los AfTMTs se caracterizan por poseer un extenso Jfoop
hidrofilico ubicado entre los segmentos transmembrana 6 y 7 de aproximadamente 320
residuos aminoacidicos de largo. Se estudio la ubicacién subcelular de AtTTMT1 unido a
GFP en protoplastos de tabaco y se observd su clara localizacion en el tonoplasto.
Analisis de hibridacién por RNA blot revelan que los mayores niveles de AITMTT se
encuentran en hojas (jdvenes y maduras) y en tejidos florales, mieniras que los
transcritos de AfTMT2 se acumulan mayormente en raices y tejidos del tallo. El mRNA
de AfTMT3 no fue detectable por esta técnica (Figura 6). Se han encontrado genes
homodlogos a los AiTMTs en ofras especies como arroz, medicago, cebada vy,

recientemente, en vides (Zeng y col., 2010).

Figura 8. Analisis de hibridacién por RNA Blot de la acumulacién de transcritos de

TMT1y TMT2 en distintos tejidos de Arabidopsis thaliana. (Wormit y col., 2006).
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En el genoma de Vitis vinifera se encontraron 3 secuencias homologas a los
TMTs de Arabidopsis. Las anotaciones GSVIVT00019321001, GSVIVT00002919001 y
GSVIVT00036283001, en los cromosomas 7, 18 y 3 respectivamente, presentan la
mayor homologia con los AiTMTs (59-72%), por lo que se nombraron WTMT1,
VvTMT2 (WHT6) y VWTMT3 respectivamente (Zeng y col., 2010). '

A fravés de un analisis de [as secuencias aminoacidicas se encontré que las 3
proteinas putativas poseen 11 segmentos transmembrana con un loop hidrofilico
central extremadamente largo entre los dominios transmembrana 6 y 7. Asi mismo, se
evalué la expresion de WTMT7 mediante RT-PCR semicuantitavo, encontrandose
transcrifos mas abundantes en frutos y hojas jovenes y expresién débil en frutos
maduros y hojas adultas (Figura 7). Ademas, se demostré el decaimiento en la
expresion de VWwTMT1 durante el desarrollo del fruto mediante Northern Blot.

Para determinar la posible localizacion subcelular se fusioné el gen WTMT7 a
GFP y se expresé de forma transitoria en células epidermales de tabaco,

observandose localizacién de VWTMT1 en el tonoplasto (Zeng y col., 2010).

Relative expression

— =

Bemy | Beny Il Berry I Young Mature  Shoot  Root tip
leaf leafl sterm

Figura 7. Expresion de VvTM7 durante el desarrollo del fruto (Berry I, Il y Il) y en otros

tejidos (Hojas jovenes, hojas maduras, tallo y raiz). (Zeng y col., 2010).
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1.7. Papel de los aziicares en la regulacién de los transportadores TMT

Hasta el momenito, la regulacién de la expresién de los transportado.res VWTMT
en particular, no ha sido evaluada. Sin embargo, se observo en Arabidopsis thaliana
que la presencia de altos niveles de azlcar durante el crecimiento en medio liquido
afecta los niveles de transcrito de AfTMT? y AfTMT2. La adicién de 5% de glucosa
promueve la acumulacién de transcritos de AfTMT7 y AfTMT2 y la adicién de 5% de
sacarosa promueve una mayor acumulacion de AITMTT que de AfTMT2. Por su lado,
la fructosa tiene un pequefio efecto en la expresién de AtTMT2 y ningun efecto en
AITMT1 (Figura 8A). La expresion de estos genes también se ve afectada por frio,
sequia y salinidad (Wormit y col., 2008). De la misma forma, se ha visto que en arroz
los niveles de transcrito de los transportadores OsTM7T7 y OsTMT2 aumentan por
tratamiento con sacarosa, glucosa y fructosa (Figura 8B) (Cho y col., 2010)‘. En vides,
en cambio se ha evaluado la regulacion de la expresion de fransportadores de
monosacaridos conocidos hasta el momento (WHT7-5), debido a su importante rol en
la acumulacién de hexosas en la baya, encontrandose efectos significativos del aztcar
en la expresién sélo del transportador VWHT1 (Conde y col., 2006).

Como se mencioné anteriormente, la presencia de sitios de regulacién por
azlcar en el promotor de los TMT podria explicar los cambios en la expresién en
respuesta a azicar. Sin embargo, esto Ultimo no ha sido evaluado en ninguno de estos

genes, incluyendo los encontrados en Vitis vinifera.
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Figura 8. Respuesta a azucar en TMTs de Arabidopsis y arroz (Oriza sativa). A)
Analisis de Hibridacion por RNA blot muestra la acumulacién de transcritos de AtTMT1
y 2 en plantulas de Arabidopsis thaliana en presencia de diferentes azlcares a distintas
concentraciones (Wormit y col., 2006). B) Analisis de RT-PCR semicuantitativo que
muestra el efecto del azucar en la expresion de OsTMT7 y 2 en hojas incubadas en
medio Murashige y Skoog (MS) y en sacarosa (S), glucosa (G), fructosa (F) y maltosa

(M) (Choy col., 2010).

1.8. Uso de nuevas tecnologias para el andlisis de promotores con interés

biotecnolégico.

Se ha reportado que la glucosa cumple un rol dual en la expresion del
transportador de hexosas de Vitis vinifera VvHT1 (Conde y col., 2006). En cultivos
celulares de vid, se induce la acumulacién de transcrito de VvHT71 y la absorcion de
glucosa en condiciones de déficit de azicar, pero se reprimen estos parametros
cuando la concentracion de azucar es alta. Se postula que este complejo efecto podria
resultar de la coexistencia de varios elementos de regulacién positiva (SURE1 y Suc

box3) y negativa (AMYBOX1 y AMYBOX 2) encontrados en la secuencia del promotor




de VWWHTT (Atanassova y col., 2003 y Conde y col, 2006). Asimismo, se han
identificado elementos cis de regulacion por azucar en otros genes cuya expresion es
regulada por estos metabolitos (Agasse y col., 2009). Estas secuencias promotoras, al
activarse o reprimirse en presencia de azicares podrian ser utilizadas a futuro en
aplicaciones de interés para, por ejemplo, inducir la acumulacién de algin compuesto
especifico o reprimir la expresién de un gen en particular.

Estas secu‘encias regulatorias, candidatas a ser utilizadas en aplicaciones
biotecnolégicas, deben ser previamente evaluadas. En cuanto a esto, existen
herramientas de uso comun para la evaluacion de secuencias promotoras (GFP, GUS,
etc). Sin embargo, en este ltimo tiempo han surgido tecnologias que permiten evaluar
la actividad de un promotor en particular utilizando secuencias propias de la especie de
interés. Estas tecnologias se conocen como cisgénesis e intragénesis.

Por definicion, la cisgénesis es la modificacién genética de una planta recipiente
con un gen presente en la misma especie o una especie sexualmente compatible,
flanqueada por su propio promotor y terminador. Por su parte, la intragénesis consiste
en la transformacién genética utilizando un constructo compuesto de secuencias
regulatorias y cogiﬁcantes derivadas de la misma especie o una sexualmente
compatible. Un intragen se diferencia de un cisgen en que el primero contiene nuevas
combinaciones de secuencias promotoras, codificantes y terminadores vy, por lo tanto,
no es una copia perfecta del gen natural (Molesini y col., 2012) Estas tecnologias
permiten producir plantas genéticamente modificadas con caracteristicas deseables en
considerablemente menor tiempo que por mejoramiento genético tradicional, puesto
que se introduce directamente el gen de interés. Todo esto, sin las desventajas que
acarrea la transgénesis, cuyos productos son en general poco aceptados por el

consumidor. Ante esto, se requiere por lo tanto, buscar secuencias regulatorias que
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permitan dirigir la expresién de ciertos genes de interés para ser utilizados en
aplicaciones que incluyan las tecnologias de cisgénesis e intragénesis.

Como ya sé mencioné anteriormente, mediante técnicas de expresion global se
observé que WHT6 (WTMT2) se expresaria durante toda la maduracion del fruto de
vid, lo cual se correlaciona con la acumulacion de aziicares en la baya (Deluc y cal.,
2007). Esta caracteristica, en conjunto con la presencia de elementos cis reguladores,
harian del promotor de éste gen una secuencia regulatoria candidata para ser utilizada
en cisgenia. Sin embargo, todas estas caracteristicas deben ser confirmadas y

estudiadas en mayor profundidad.

En resumen, dada la relevancia de los transportadores de monosacaridos en el
desarrollo del fruto de Vitis vinifera y que, entre estos, VWwTMT2 (WHT6) se expresaria
fuertemente en la maduracién, lo cual se correlaciona con la acumulacién de aziicares
en la baya. Ademés, que [a expresion de los transportadores WTMTS, descubiertos
recientemente, no se ha estudiado hasta la fecha y que existen antecedentes de que
la expresién de transportadores de vides (VWWHT1) y TMTs de ofras especies estén

regulados por azucar, se plantea el siguiente objetivo general:

OBJETIVO GENERAL
Analizar [a expresion del gen del transportador VWWHT6 (WTMT2) durante el desarrollo
del fruto de Vitis vinifera, y la posible correlacion con el aumento de aztcares solubles

mediante analisis de la secuencia del promotor.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS Y ACTIVIDADES

Obijetivo Especifico 1: Confirmar la expresion del gen VwTMT?2 en distintos estadios del

desarrollo del fruto de Vitis vinifera.
1. Actividad 1: Recoleccion de muestras de fruto de Vifis vinifera cv. ‘Cabernet
Sauvignon' en fres estadios del desarrollo (inmaduro, pinta y maduro) y medicion

del contenido de azucares solubles en las bayas a analizar.
2. Actividad 2: Extraccién de RNA y sintesis de cDNA.

3. Actividad 3: Analisis de la expresion génica de VWTMT2 en cDNA de frutos de vid
mediante qR'f'—PCR.

Objetivo Especifico 2: Caracterizar y clonar la secuencia de interés del promotor del

gen WTMT2 mediante la tecnologia de intragénesis.

1. Actividad 1: Analisis in silico de la secuencia del promotor (pVWTMT2)

2. Actividad 2: Clonamiento de la secuencia promotora del gen VWTMT2

(PWTMT2) en un sistema reportero de expresion en plantas que utiliza la

tecnologia de intragénesis.




2. MATERIALES Y METODOS

U VNN A

2.1. Material vegetal y medicion de contenido aziicares solubles (° Bx).

En primer lugar, se tomaron muestras de frutos de Vitis vinifera cv. ‘Cabernet
Sauvignon' desde el campo experimental del Programa de Mejoramiento Genético de
la Vid, ubicado en la comuna de Curacavi (Regitén Metropolitana, Chile). Se extrajeron
racimos completos de 3 plantas distintas (muestras biologicas) en tres estadios del
desarrollo:(1) Un estadio inmaduro (E-31) en el cual no ocurre acumulacién de
azUcares; por el contrario, el azlicar, que en este periodo se descarga en el fruto por
via simplastica, se utiliza principalmente como fuente de energia para las células en
division (Agasse y col., 2009); (2) Estadio pinta (E-35), que marca el inicio de la
maduracion y de la acumulacion de azlcares en la vacuola; y (3) un estadio maduro
(E-38) en el que se han almacenado importantes cantidades de azticar en las células
del mesocarpo de las bayas de vid, principaimente en forma de monosacaridos.
{(Coombe y cal., 1995).

Los frutos fueron separados del racimo y almacenados en nitrégeno I;'quido
hasta su procesamiento. En el Laboratorio, con el fin de obtener una estimacion de la
concentracion de aziicar en las bayas a analizar, se midieron las concentraciones de
azucares solubles como grados brix (°Bx} en 5 bayas de cada racimo ut'ilizando un
refractdmetro convencional. A partir de estos datos se obtuvo el promedio de °Bx en
cada estadio de desarrollo. Luego, se realizé un anélisis estadistico mediante ANOVA
y un test de tuckey (p<0,05) con el programa GraphPad Prism 5.0©. Finalmente, se
separd la pulpa (mesocarpo) de la piel (pericarpo) y las semillas (Figura 1A). Las

muestras de mesocarpo se almacenaron en tubos Faicon de 50mL a -80° C.
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2.2. Extraccion de RNA y sintesis de cDNA. i
i

Para la extraccion de RNA, se procedié con el méfodo CTAB-Spermidina
adaptado para fruto de vid (Gambino y col., 2008). [nicialmentef, se pulverizaron entre 2
y 3g de tejido de! mesocarpo en mortero con nitrégeno quuido;y se afiadieron a 30mL
de Buifer de extraccién (CTAB 2%, PVPP 2%, Tris HCL 300mM pH 8.0, EDTA 25mM,
NaCl 2M, trihidroc;loruro de spermidina 0,05%, B-mercaptoetanol 2% y agua DEPC)
precalentado a 65°C. Las muesiras se incubaron durante 10 min a 65°C. Luego se
afiadio 1 volumen de Cloroformo:lAA (24:1) y se centrifugd 15 min a 5500rpm y 4°C. La
fase acuosa superior se transfirié a un nuevo tubo falcon enfriado en hielo, se afiadio
el mismo volumen de Cloroformo:AA (24:1) y se centrifugd 15 min a 5500rpm y 4°C.
Posteriormente, la fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo falcon ¥ se centrifugé por
20 min a 9000rpm y 4°C. El sobrenadante resultante se transfirié a un nuevo tubo y se
adicionaron 0,3 Vol de NaOAc 3M y 0,6 Vol de Isopropanol. Las muestras se
almacenaron a -80°C por 1 hora y luego se centrifugaron durante 30min a 5500rpm y
4°C. El sobrenadante se eliminé y el pellet resultante se disolvié en 500uL de Buffer TE
pH 7,5 (0,1M Tris l:lCI 0,5M EDTA). Luego, la mezcla se transfirié a tubos eppendorf de
1,5mL previamente enfriados en hielo. Se afiadieron 0,3 Vol de LiCl 8M y se guardaron
las muestras a 4°C toda la noche. Al dia siguiente, se realizé una centrifugacion por 30
min a 14000rpm y 4°C. Se desecho el sobrenadante y se afiadieron 500uL de Etanol
70% (DEPC) frio. Luego, se centrifugaron a 18000rpm por 10min a 4°C y se eliminé el
sobrenadante. Se dejo secar el pellet por 10min para finalmente resuspender en 20uL
de agua DEPC. La cuantificacién del RNA obtenido se realizé en Nanodrop.

A partir de 2pig de RNA, se procedio a la sintesis de cDNA. En primer lugar, se

realizdé un tratamiento con DNasa con el sistema comercial RQ1 RNase-free DNase
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(Promega ®). Luego, el cDNA se sintetizd utilizando el sistema ;c:omercial SuperScript™
Il Reverse Transcriptase (Invitrogen®). Para verificar la integridad del cDNA, se realizo
un PCR convencional utilizando partidores que amplifican un fragmento de 400pb del
transcrito que codifica por la enzima Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa de Vifis
vinifera (VvG3PDH) (Tabla 1). El programa de PCR utilizado fue: 95°C 5 min, 30 ciclos
de 95°C 30s, 55°C 30s y 72°C 30s, y una extension final de 10 min a 72°C. El producto
de PCR se observé mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%, a 100mV por

30min. La secuencia de todos los partidores utilizados en este seminario de titulo, se

resumen en la tabla 1.

2.3. Analisis de expresion (QRT-PCR)

Una vez obtenidas todas las muesiras de cDNA (3 por cada éstadio de
desarrollo), se procedié al andlisis de la expresion mediante qRT-PCR, que permite
estimar la expresién relativa de un transcrito especifico en una muestra. En primer
lugar, se disefiaron partidores especificos utilizando como templado la secuencia
completa del cDNA del gen VHT6 (anotacién GSVIT00002919001) obtenida a partir
del genoma de Vitis vinifera cv. Pinot noir 8X, que se encuentra en la base de datos de
Genoscope®.,

Luego, se construydé una curva de calibracién y se midio la eficiencia en la
reaccion de qRT-PCR. Para esto, se realizé un PCR convencional con los partidores
qVvHT6 (Tabla 1), utilizando el siguiente programa: 95°C 5 min, 30 ciclos de 95°C 30s,
56°C 30s y 72°C 30s y 10 min a 72°C. El producto de PCR se visualizé mediante

electroforesis en geles de agarosa al 3%.
4
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Tabla 1. Lista de partidores utilizados en el transcurso de este seminario de titulo. (*)
En los partidores pVWTMT2-F y -R se destacan con subrayado los sitios de restriccion

Ascl y Pmel respectivamente.

Partidor Secuencia

VvG3PDH-F 5- CAGGATGCCATGTGGACAA -3’
VvG3PDH-R 5- GTGTTGCCTTCATTGAATGG -3'
qVVvHT6-F 5- CTGTTCGGTAGTGTCCATGA -3'
qVvHT6-R 5'- GCTCTCTTCATCCCACTGTT -3’
qVvG3PDH-F 5- TTGGCATTGTGGAGGGTCTT -3’

qVvG3PDH-R TTCCACCTCTCCAGTCCTTCA -3’

VvAct-F 5'- ACCAGAATCCAGCACAATC -3’

VvAct-R 5'- ATGGCCGATACTGAAGATAT -3’

pVVTMT2-F (*) 5-GGCGCGCCTAACTGATCAAGAGGCCAACTC-3'

PVVTMT2-R (*) 5'- GTTTAAACCTCAGATCCAATTGGGTTAGACC-3'

M13-F 5'- GTTTTCCCAGTCACGAC -3

M13-R 5'- CGAGGAAACAGCTATGAC -3’
VvMybA1-F 5- ATGGAGAGCTTAGGAGTTAGAAAG -3’
VvMybA1-R 5'- TCAGATCAAATGATTTCATTGTGT -3'
VvHT6int2-F 5-CGGTTGATTGAGCTTTTTGGC-3'

VVHT6int2-R 5-TCCACCACCAAAATCCAACGA-3




A partir de un producto de PCR se realizé una dilucion 102 y luego 5 diluciones
seriadas a partir de ésta (A: 10°, B: 10® C: 10°, D: 10, E: 107). Se utilizé el equipo
Stratagene™ modelo Mx3000P y el sistema comercial Sensimix™ SYBR® Green con
tincion de referencia Rox (Bioline), que contiene la enzima Tag polimerasa. La mezcla
para una reaccion fue: 12,51L de Sensimix SYBR® Green, 0,7pL de partidores y 10uL
de H,O MiliQ. Se agregaron 2L de cada dilucién de producto de PCR, para 25uL
totales de reaccién. Cada experimento se realizé en triplicado, incluido los controles
negativos NTC sin DNA templado. La curva de calibracién y la eficiencia de los
partidores se obtuvieron mediante el programa Stratagene MxPro QPCR Software.
Para esta ultima, se consideré el porcentaje de eficiencia, entregado por el programa y
la pendiente de la curva de calibracién.

Con los datos de eficiencia y la curva de calibracién es posible proseguir con el
experimento de gRT-PCR. Cada experimento se hizo en triplicado y se utilizé el gen
constitutivo WG3PDH (qVvG3PDH) como referencia. Se usé la misma reaccion
mencionada anteriormente. A este se le agregaron 2pL de cDNA (dilucién 1/10).

El programa de amplificacién para ambos set de partidores (QVWHT6 y
qVvG3PDH, ver Tabla 1) fue: 10 min a 95°C, 40 ciclos de 30s a 95°C, 15s de 56°C y
15s de 72°C, 1 min a 85°C, 30s a 56°C y 30s a 95°C. Con los datos obtenidos se
realizé un andlisis de varianza (ANOVA) y Test de Tuckey (p<0,05) utilizando el

programa GraphPad Prism 5.0 ©.
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2.4. Analisis bioinformatico de la secuencia del promotor del gen WwTMT2

(PVVTMT2).

Mediante herramientas bioinforméticas desarrolladas en el Laboratorio de
Genética y Bioquimica Vegetal del Dr. Patricio Arce, ubicado en la F‘acultad de
Ciencias Biologicas de la Pontificia Universidad Catélica de Chile, se realizé una
busqueda de elementos cis de regulacién por azlcar en la regién promotora del gen
VVHTE (WTMT2), cuya anotacién es GSVIVG00002919001. Para ello, se obtuvo Ia
secuencia de 2Kb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién de dicho gen a partir
del genoma secuenciado de Vitis vinifera cv. Pinot noir y su archivo de formato de
caracteristica general, o conocido por sus siglas en inglés GFF (General Feature
Format), que contiene principalmente las posiciones de inicio y fin predichas para cada
gen. Junto a ello, se generaron 10000 secuencias al azar de 2000pb, considerando la
composicion del genoma de Vilis vinifera (26% A, 14% C, 14% G, 26% T, 20% N). Una
vez ingresada la secuencia, el programa entregd como salida los sitios de interés
encontrados, con cuantas repeticiones esta en la secuencia y cuantas veces se
encuentra en el azar. Ademas, entregd una razon enire los elementos encontrados
en la secuencia blanco y los encontrados en promedio en las secuencias
generadas al azar. Finalmente, se realizé un andlisis estadistico que entrega un p-
value, el cual da una estimaciéon de la significancia de los datos obtenidos. Los
elementos a buscar, descritos previamente como de regulacion por azlcar, se resumen

en la tabla 2,
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Tabla 2. Elementos cis involucrados en la regulacién transcripcional por azlcares

descritos a la fecha (Afoufa-Bastien y col., 2010).

i) Elementos de respuesta a aziicar

Nombre Secuencia
SURE1 AATAGAAAA
SURE2 AATACTAAT
Sucrose Box 3 AAATCA(BN)AA
CGACGOSAMY3 CGACG

CMSR3 TGGACGG

SP8 TACTATT
WBOXHVISO1 TGACT

ii) Secuencias comunes para percepcion metabdlica (azucar) y hormonal

S-box ' CACCTCCA
MYBGAHV TAACAAA
AMYBOX1 TAACA[A/G]A
AMYBOX2 TATCCAT
PYRIMIDINEBOXHVEPB1 TTTTTTCC
PYRIMIDINEBOXOOSRAMY1A CCTTTT

2.5. Clonamiento de pVvTMT2 en vector binario pMF1

Para el clonamiento de la secuencia promotora del gen VwTMT2 (pVWTMT2) se
realizo6 en primer lugar una extraccion de DNA genémico a partir de hojas adultas de
plantas de vid cv. ‘Cabernet Sauvignon’ utilizando el sistema comercial FavorPrep
Plant Genomic DNA Extraction Mini Kit (Favorgen ®). La integridad del DNA se verificd

mediante la amplificacién por PCR de un fragmento de alrededor de 650pb del gen




constituvo que codifica para actina (VvAct) (Tabla 1), con el siguiente programa: 95°C 5
min, 35 ciclos de 95°C 30s, 55°C 30s y 72°C 30s, y 10 min a 72°C.

Recientemente, se report6 el uso del gen MybA1 de Vitis vinifera (VvMybA1)
como gen reportero para el estudio de la regulacién de promotores. Especificamente,
el producto del gen VvMybA 1 de vid activa la expresion de la UDP-glucosa flavonoid 3-
O-glucosyltransferasa (UFGT), que cataliza |a transferencia de un motivo glucosyl a un
antocianidina, llevando a la formacién de antocianinas estables en células no
pigmentadas (Li y col., 2010), lo que puede ser utilizado como rasgo cualitativo en
eventos de transformacion. .

En el laboratorio se desarrollé una construccion intragénica que posee, en el
vector binario pMF1, el promotor del gen que codifica para la ubiquitina de vid (VvUbi)
flanqueado por los sitios de restriccion Ascl y Pmel, luego la secuencia codificante del

gen VwMybA1, y el terminador del mismo gen (pMF1-pVvUbi::\V\vMybA1) (Figura 9).

Ascl Pmel Kpnl ' Pacl

eI 0 |

Promotor VvUbi (2000 pb) CDS VvMybA1 (400pb) Terminador VvMybA 1
(1000 pb)

Figura 9. Construccion para intragenia en vid en el vector binario pMF1 (pMF1-
pVvUbI::VvMybA1). Los sitios de restriccion permiten remplazar las secuencias

originales por secuencias de interés.




Con el fin de que el promotor de VWTMT2 controle la expresién del gen
reportero VvMybA1 en la construccion intragénica, se disefiaron partidores especificos
para la amplificacién de 1,8Kb de la secuencia del pVWwTMT2 adicionando los sitios de
restriccion para las enzimas Asc/ (GGCGCGCC) y Pmel (GTTTAAAC) en el extremo 5'
del partidor directo y reverso respectivamente (Tabla 1). Las condiciones de PCR
fueron las siguientes: 95°C 5 min, 30 ciclos de 95°C 30s, 57°C 30s y 72°C 2:10 min, y
10 min a 72°C. El producto de PCR se observé mediante electroforesis én geles de
agarosa 1,5%.

El producto de PCR fue clonado posteriormente en e! vector pGEM-T® Easy
(Promega®), resultando la construccion pGEM-T-pVWWTMT2. La reaccién de ligacion
estandar consistié en SuL de Buffer de ligacion 2x, 1pL de vector pGEM-T® Easy, 3uL
de producto de PCR y 1L de T4 DNA ligasa (3 U/pl). La reaccion se incubé toda la
noche a 4°C. Luego, se transformaron bacterias Escherichia coli cepa DH5-a
quimiocompetentes. Para esto, las bacterias se pusieron en hielo y se agregaron 10pL
de reaccion de ligacién. Luego, se dejaron en hielo por 30 min. Una vez transcurrido el
tiempo se realizd un shock térmico por 1:30 min a 42°C y se transfirieron las bacterias
inmediatamente a hielo. Se agregaron 500uL de medio LB liquido y las bacterias se
incubaron a 37°C por 1hr con agitacion a 180rpm. Posteriormente, el‘cultivo se
centrifugd a 6000rpm por 3 min, se eliminaron 400uL de sobrenadante y se
resuspendié el pellet obtenido. Finalmente, se plaqueé en forma de césped en LB Agar
suplementado con Ampicilina (100mg/mL), IPTG y X-Gal (20mg/mL). Las placas se
incubaron a 37°C toda la noche.

Para confirmar la presencia del inserto en el vector, se seleccionaron colonias

blancas, en las cuales el gen LacZ del vector pGEM-T se encuenira interrumpido por el

inserto. Luego, estas se crecieron en 3mL de medio LB liquido con antibiético de




seleccion (Ampicilina, 100mg/mL) toda la noche a 37°C. Luego, se procedio a aislar el
plasmido usando el sistema AxyPrep™ Plasmid Miniprep Kit (AxyGen®).
Posteriormente, se realizé una reaccién de PCR con los partidores universales M13
(Tabla 1) que flanquean el inserto de interés en el vector pPGEM-T® Easy. El programa
de PCR fue el siguiente: 95° C por 5min, 35 ciclos de 95°C por 30s, 55°C por 30s y
72°C por 1min y 72°C por 10min. Finalmente, se enviaron 15uL de plasmido a
secuenciacion, con los partidores universales M13 y un partidor interno: VWHT6int-F: 5'-

TGAGGTTTAAGAACCCTAGC-3' a Macrogen Inc© (http://dna.macrogen.com/eng/).

Las secuencias recibidas se analizaron utilizando el software Vector NTI Advance 11.0
(Invitrogen®), que incluye un programa para la construccion de contigs (ContigExpress)
y otro para el alineamiento de secuencias (AlignX).

Una vez confirmada la presencia del inserto por secuenciacion, se procedio6 a la
digestion enzimatica de la construccion pGEM-T-pWTMT2 con las enzimas de
restriccion Asc/ y Pmel. La digestion se realizdé con ambas enzimas de forma
simultanea. Asi, la mezcla de reaccién consistié en: 1uL de cada enzima (Ascl y Pmel,
10000 U/mL), 2uL de Buffer 10X, 0,5uL de BSA (10mg/mL), 8uL de H,O MQ y 8uL de
vector pGEM-T-pVvTMT2, con un volumen total de 20uL. Las muestras se incubaron
durante 4 horas a 37°C para luego inactivar la reaccion a 65°C por 20min. La digestién
se observo en un gel de agarosa al 1,5% y se procedié a aislar la banda del tamafio
requerido (2Kb) utilizando el sistema comercial Gel/PCR Purification Mini Kit
(Favorgen®).

Posteriormente, se digirid el vector pMF1-pVvUbi::VvMybA1 con las mismas
enzimas y el protocolo previamente mencionado, para luego aislar la banda
correspondiente al vector pMF1 sin el promotor (14100pb). Como el tamafio de la

banda es mayor, se utilizé el sistema QIAEX Il Gel Extraction Kit (Qiagen ®). Una vez
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aislados ambos fragmentos, se procedié a su ligacién mediante el siguiente protocolo:
5uL de vector pMF1, 15uL de fragmento pVvTMT2, 3pL de enzima T4 DNA ligasa
(3U/mL) (Promega®) 3L de Buffer 10X (Promega®) y 4ul. de H,0 MQ para un total de
30pL. La reaccion se dejé a 4°C toda la noche y posteriormente se procedié a la
transformacion de bacterias Escherichia coli DH5-a quimiocompetentes. Las bacterias
transformadas se plaquearon en medio LB suplementado con Kanamicina (50mg/mL).
Al dia siguiente se seleccionaron colonias, las que se cultivaron en 3mL de medio LB
liquido, como se mencioné anteriormente. Finalmente, se purificé el plasmidio y se
realizé. un PCR con los partidores para el gen VwMybA7 y los partidores internos del
promotor VVHTSInt2 (Tabla 1). Las condiciones de PCR en ambos casos fueron: 95°C
5 min, 30 ciclos de 95°C 30s, 56°C 30s y 72°C 1 min, y 10 min a 72°C. El producto de
PCR se observé mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5%. Los plasmidios
aislados que resultaron positivos se enviaron a secuenciacion en Macrogen inc. con los
partidores pWTMT2-F y pWTMT2-R (tabla 1} y los mismos partidores internos

utilizados anteriormente. De la misma forma anterior, el andlisis de secuencias se

realizé con el programa Vector NTI Advance 11.0 (Invitrogen ®).




3. RESULTADOS

3.1. Medicién de contenido de azicares solubles {°Bx}.

Se recolectaron muestras de fruto de vid cv. Cabernet Sauvignon en distintos
estadios del desarrollo. Se escogieron 3 estadios especificos: Bayas inmaduras (E-31),
en pinta (E-35) y maduras (E-38) (Ver Materiales y Métodos). A éstas, se les midié la
concentracién de azlcares solubles (°Bx). Se encontraron diferencias significativas
(p<0,05) en la concentracion de aztcar entre todos los estadios analizados,
observandose un aumento progresivo en el tiempo en la presencia de azlcares
solubles conforme avanza la maduracién (Figura 10). Esto va en concordancia con lo
descrito en la literatura (Coombe y col., 1995) donde se muestra que poco antes de la

pinta comienza un importante incremento en los niveles de azticar en el mesocarpo.
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Inmaduro (E-31)Pinta (E-35) Maduro (E-38)

Figura 10. Medicién del contenido de az(cares solubles (°Bx) en el mesocarpo de
bayas de vid en desarrollo. Se observa un aumento sostenido de la concentracion de

azUcares solubles en las bayas medidas.
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3.2. Evaluacion de la expresién del gen VwTMT2 en el desarrollo del fruto.

Se evalud la acumulacién de transcrito del gen WTMT2 en los tres estadios
seleccionados del desarrollo del fruto de Vitis vinifera cv. ‘Cabernet Sauvignon’
mediante PCR en tiempo real (gRT-PCR). La curva de calibracién entregdé una
eficiencia de un 98% y una pendiente de -3,3 para los partidores disefiados (gvvHTS),
lo que permite su utilizacion en la reaccion de qRT-PCR (Stratagene ©, 2004).

Se observa un aumento significativo (p<0,05) de la expresion del gen WTMT2
comparando el estadio inmaduro con los otros dos estadios del desarrollo, donde el
maximo de abundancia de transcrito se observé en pinta y una leve, pero significativa
(p<0,05), disminucién en estadio maduro (Figura 11). Estos resultados confirman el
patron de expresion de WTMT2 descrito en ofros trabajos en los que se utilizaron
tecnicas de expresion global (Macro y microarreglos) (Afoufa-Bastien y col., 2010 y
Deluc y col., 2007). Adicionalmente, se observa una concordancia entre el aumento de
la expresion y el aumento de la concentracion de aziicares solubles en el mesocarpo.
Sin embargo, se observa que a altas concentraciones de azlcar (alrededor de 22°Bx),
ocurre una leve disminucion de la expresion de este gen, como ya se habia observado

en trabajos anteriores (Deluc y col., 2007) (Figura 10y 11).

Y
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Figura 11. Expresion relativa de VWTMT2 durante el desarrollo en bayas de vid. Se

observa un aumento significative de la expresion en pinta (E-35). Arriba, se observa el

analisis de integridad del cDNA por medio de PCR con los partidores VvG3PDH.

3.3. Andlisis in silico de pWTMT2

Se realizé un andlisis in silico de la secuencia de 2Kb rio arriba de! sitio de inicio
de [a transcripcion del gen WTMT2. Esto, mediante herramientas bioinformaticas
desarrolladas en nuestro laboratorio (Ver Materiales y métodos). Se encontré que la
secuencia promotora del gen WTMT2 (pWTMT2) posee varios sitios reconocidos
como elementos cis de regulacién por azdcar (Tabla 2). Asimismo, se observa que
muchos de estos se encuentran repetidos varias veces dentro de la secuencia
analizada (Figura 12, Tabla 3). Cabe destacar que se encontraron tanto sitios de
regulacién positiva (SURE1 y Wbox), como sitios de regulacién negativa (AMYBOX1,
MYBGAHV, PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A) (Atanassova y col., 2003).
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A AMYBOX1 (TAACA[AG]A) Inducciénen inanicion
A SURE1 (AATAGAAAA)  Induccién por aztcar
MYBGAHV (TAACAAA) Represion por azucar
WBOX (TGACT) Induccion por azucar
A PYRIMIDINEBOX (CCTTTT) Represion por aztcar
Figura 12. Representacion esquematica de los elementos cis de regulacién por aztcar

en los 2Kb de la secuencia promotora del gen VwTMT2. Los triangulos representan la

posicion aproximada de cada sitio.

Tabla 3. Sitios de regulacién por azlcar presentes en la secuencia promotora del gen
VWTMT2. El simbolo (*) Indica cuales de estos sitios son significativos, de acuerdo al

analisis estadistico (p<0,05).

Nombre N° Repeticiones Razon p-value Ubicacién | en la
pVVTMT2  Secuencias secuencia pWwTMT2
al azar
AMYBOX1 * 4 0,34 11,76  0,00069 (+)-1312;
(-) -476, -205, -133
MYBGAHV * 3 0,47 17,65 0,00042 (+)-1312;
(-) -205, -133
SURE1 * 1 0,05 20,00 0,00172 (+) -804
PYRIMIDINEBOX * 4 0,04 100,00 0 (+) =771, -676, -424;
(-) -1262
Whbox 2 0,92 2,17 0,28 (+) -879;

(-)-1352

(&%)
(%]




3.4. Clonamiento del promotor pVWTMT2 en vector binario pMF1

Posterior al analisis in sifico se procedié al clonamiento de la secuencia
promotora completa del gen WTMT2 (pVWwTMT2). Se buscéd ingresar el promotor de
interés en una construccién intragénica especifica para vides desarrollada en nuestro
laboratorio. Esta contiene originalmente, en el vector binario pMF7, el promotor del gen
que codifica para la Ubiquitina de vid (VvUbi), seguido por la region codificante del gen
VwMybA1 y finalmente el terminador del mismo gen (Figura 9).

Como se menciond en materiales y métodos, los partidores para el c.lonamiento
de la secuencia pVwTMT2 deben poseer, en su extremo 5, [os sitios de restriccion Asc/
y Pmel en los partidores directo y reverso respectivamente. Como resultado del disefio
optimo de los partidores, fue posible la amplificacion de 1789pb rio arriba del sitio de
inicio de la transcripcion mediante PCR, utilizando DNA genomico obtenido de hojas
adultas de Vitis vinifera cv. ‘Cabernet Sauvignon’ como templado (Figura 13A).

A pesar de que el largo del amplificado es menor al del promotor completo
(2Kb) fue posible conservar todos los elementos cis de regulacion por azticar de interés
(Figura 11), puesto que todos ellos se encuentran ubicados bajo los 1.8Kb rio arriba del
sitio de inicio de la transcripcion. A partir del producto de PCR, se obtuvieron clones en
el vector pGEM-T® Easy (pGEM-T-pVWTMT2), los que se analizaron por PCR con los

partidores M13 (Figura 13B) y mediante secuenciacion (Figura 14).
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Figura 13. Clonamiento en pGEM-T® Easy. A) Amplificacién por PCR de la secuencia
pWTMT2 con los partidores pVWWTMT2 -F y —R a partir de DNA genémico de vid
extraido de hojas (Muestras 1, 2, 5, 6, 7 y 8). Arriba se observa el gel de agarosa
correspondiente al anélisis de integridad del DNA. B) Andlisis de colonias pGEM-T-
pVVTMT2 con partidores universales M13 (Colonias nombradas 1A, 1B, 5A, 5B, 6A).
Estos flanquean el inserto pVWWTMT2 en el vector pGEM-T® Easy. El producto

esperado tiene un tamafio aproximado de 2Kb.

Finalmente, se obtuvieron 5 clones (pVWTMT2-1A, -1B, -5A, -5B y -6A) con alta
similitud con la secuencia depositada en la base de datos Genoscope, correspondiente
a la de la variedad vinifera ‘Pinot noir' ® (alrededor de un 97%). Sélo se aprecian
pequefias diferencias en algunas bases puntuales, presentes en los clones y no en la
secuencia de la base de datos, y algunas discordancias entre los mismos clones,
producto del proceso de clonamiento (Figura 14). Sin embargo, no se ven afectados los
elementos cis de regulacién por azucar encontrados por andlisis in silico. Cabe sefalar
que los clones 1A y 1B poseen la misma secuencia, por lo que experimentos

posteriores se realizaron considerando solo el clon 1A (Ver Anexo 1).
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PVVTMT2
DPVVTMT2-1A
pPVVTMT2-1B

PVVTMMT2-5A4
pVVTIMT2-58
pVvTMMT2-6A

PVVTMT?2
pVvTIMT2-1A
pVVvTMT2-1B

pVVTMMT2-5A
pVVvIMT2-5B
pVVTMMT2-6A

pVvTIMT2
pVVTMT2-1A
pVvTMT2-1B
DVVIMMT2~-5A
pVvTMT2-5B
pVVTMMT2-6A

PVVTMT2
pVvTMT2-1A
pVvTMT2-1B

PVVIMMT2-5A
pVvTMTZ2-5B
PVVTMMT2-6A

pVvTMT2
PVVIMT2-1A
PVVTMT2-1B
pVVTMMT2-5A
pVvIMTZ2-5B
pVvVTMMTZ-64

pVVvTMT2
pVVIMTZ2-1A
pVvIMT2-1B
pVvTMMT2-5A
pVvTMT2-5B
pVVTMMT2-6A

(201
{

)
)
(1)
)
)
)

[ = S S

(
(
(

{2574
(48)
(48)
(48)
(48)

(48)

(301)
(98)
(98)
(98)
(98)
(98)

(351)
(147)
(147)
(147)
(147)
(147)

(401)
(197)
(197)
(197)
(197)
(197)

(451)
(245)
(245)
(246)
(246)
(246)

201 250
ATTTTTTTTGTTAACTGATCAAGAGGCCAACTCAAATATAGGCATGGCAT
= TAACTGATCRAAGAGGCCAACTCAAATATAGGCATGGCAT
== TAACTGATCAAGAGGCCAACTCARATATAGECATGGCAT
TAACTGATCAAGAGGCCAACTCAAATATAGGCATGGCAT
= TAACTGATCAAGAGGCCAACTCAAATATAGGCATGGCAT
TAACTGATCARGAGGCCAACTCAAATATAGGCATGGCAT
251 300
GATAATAAGTGATGGCTTTCTAGTGGCTTCGAGGTTGCACATGCATCATT
GATAATAAGTGATGGCTTTCTAGTGGCTTCGAGGTTGCACATGCATCATT
GATAATAAGTGATGGCTTTCTAGTGGCTTCGAGGTTGCACATGCATCATT
GATAATAAGTGATGGCTTTCTAGTGGCTTCGAGGTTGCACATGCATCATT
GATAATAAGTGATGGCTTTCTAGTGGCTTCGAGGTTGCACATGCATCATT
GATAATAAGTGATGGCTTTCTAGTGGCTTCGAGGTTGCACATGCATCATT

301 350
AATTCTCAAAATGGATCCATGCCATACATGAT TAGTTGGCTACAJGTAGE
AATTCTCAAAATGGATCC~TGCCATACATGATTAGTTGGCTACAGTAGE
AATTCTCAAAATGGATCC-TGCCATACATGATTAGTTGGCTACAGTAGC
AATTCTCAAAATGGATCC-TGCCATACATGATTAGTTGGCTACARSTAGE
AATTCTCAAAATGGATCC-TGCCATACATGATTAGTTGGCTACAGGTAGC
AATTCTCAAAATGGATCC-TGCCATACATGATTAGTTGGCTACAGTAGC
351 400
ATATAATCATTAAAATCCTCACTCCATTTTGTTTT TTAAATATATATATA
ATATAATCATTARAATCCTCACTCCATTTTGTTTTTTAAATATATATATA
ATATAATCATTAAAATCCTCACTCCATTTTGTTTTTTAAATATATATATA
ATATAATCATTAAAATCCTCACTCCATTTTGTTTTTTAAATATATATATA
ATATAATCATTAAAATCCTCACTCCATTTTGTTTTTTAAATATATATATA
ATATAATCATTAAAATCCTCACTCCATTTTGTTTTTTAAATATATATATA
401 450
TATAARAARRAT TAGTTGTGCTGTTTTTAAGAAGATAAATCTGTTTTCA
TA--AARARAGATTAGTTGTGCTGTTTTTAAGAAGATAAATCTGTTTTCA
TA--ARAAAAGATTAGTTGTGCTGTTTTTAAGAAGATAAATCTGTTTTCA
TA-JRAAARARA T TAGT TETGCTGT T TTTAAGAAGATAAATCTGTTTTCA
TA-JrranAAATTAGT TETGCTGTT TTTAAGAAGATAAATCTGTTTTCA
TA-JRAAARARATTAGT TGTGCTGTTT TTAAGAAGATAAATCTGTTTTCA
451 500
GTAACGGT TTCAAAGCTGATCAAGTTTTCTGT TAAARATAGGTGGAARAG
BTARCGGTTTCARAGCTGATCAAGTTTTC TGT TAAARATAGGTGGAAAAG
BTAACGGTTTCAAAGCTGATCAAGT TTTCTGT TAAARATAGGTGGARAAG
BT2ACGGTTTCARAGCTGATCAAGT TT TCTGT TAAAAATAGGTGGARAAG
BTAACGGTT TCAAAGCTGATCAAGT TTTCTGT TAAAAATAGGTGGAAAAG
BTAACGGTTTCAAAGCTGATCAAGTTTTCTGT TAAARATAGGTGGARAAG

Figura 14. Primeras 200pb del alineamiento de los clones obtenidos y el promotor de

la base de datos (pVVTMT2). Se observa el sitio de restriccion Ascl (verde) y las

diferencias entre las secuencias (celeste). El alineamiento se realizé con el programa

AlignX de Vector NTI 11.0 (Invitrogen ®). Ver Anexo 1.
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Luego, se procedio con el clonamiento en el Vector binario pMF1. Para esto, se
realizaron cortes de restriccién a los vectores pGEM-T-pVwTMT2-1A, -5A, -6A y -6B
(Figura 15A) y al vector pMF1 (Figura 15B) con las enzimas Asc/ y Pmel. Se continuo
con la ligacion y la transformacién de bacterias E. coli quimiocompetentes (Materiales y

Métodos).

PMEF1
(8) 1kb [Asci+
Plus  Pmel)

) 1kb PGEM-T-pVvTMT2
A

Plus 1A 5A 5B 6A

......

Figura 15. Cortes de restriccion con las enzimas Ascl/ y Pmel a los clones pGEM-
T:pWTMT2 (A) y al vector pMF1 con el promotor del gen que codifica para la
ubiquitina (VvUbi) (B). Posteriormente, se procede al aislamiento de las bandas

pWTMT2y pMF1 y su ligacion.

En este procedimiento, sélo fue posible obtener colonias de bacterias
transformadas con el constructo pMF1-pVWTMT2-1A, las que fueron analizadas
mediante PCR y secuenciacion. Entre las colonias evaluadas, se encontraron varios
clones del promotor con secuencias de distintos largos, entre 1730pb (pMF1-
PVVTMT2-1A (clon 42)) y 1749pb (pMF1-pVWTMT2-1A (clon 34) y pMF1-p\V/wTMT2-1A

(clon 36)). Se realizé analisis por PCR con los partidores VvMybA1 y los partidores
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internos VvHTGint2 (Figura 16). En la secuenciacién, se observé que el sitio de
restriccion Ascl/ y una cantidad de pares de bases variable se perdieron en todos los
clones evaluados (Figura 17). Ante esto, se procedié a evaluar la presencia de los
elementos cis de regulaciéon de interés en los distintos clones, observandose que

ninguno de estos se perdié en el proceso de clonamiento.

PMFI-pWIMT2::VMybA1

(A) 1kb
Plus 8 10 32 34 36 42 43 44 C+ C
il
VUMYBAT

forrap . Ay

1kb PMF1-pWTMT2::VvMybA1

Plus 8 10 32 34 36 42 43 44 c+ C-

(B)

VvHTGInt2 5 GEngd gl st . B T e i
(aoopb) S sl = Wiy

Figura 16. Analisis mediante PCR de construccion final pMF1-pVWTMT2:WMybA1 A)

Utilizando partidores V\vMybA1 (1Kb). B) Utilizando partidores VvHT6int2 (400pb).
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Figura 17. Alineamiento de clones pMF1-pV/vTMT2-1A. En verde se destaca el sitio de
restriccion Ascl. La secuencia subrayada corresponde al partidor pVWTMT2-F. En
todos los clones se pierden aproximadamente 50pb de la secuencia de 1800pb de

bases inicial, quedando promotores de 1749pb. En el resto de |la secuencia no se

1 40
BEBEEEEE TAACTGATCAAGAGGCCAACTCARATATAGGC

41 80
ATGGCATGATANECTGATGCCTTTCTAGTGGC TTCGAG
——————————— Il TGATGGCTTTCTAGTGGCTTCGAG
----------- G TGATGGCTTTCTAGTGGCTTCGAG
GATGGCTTTCTAGTGGCTTCGAG
——————————— G IGATGGCTTTCTAGTGGCTTCGAG
——————————————— GTGATGGCTTTCTAGTCECTTCGAG
81 120
GTTGCACATGCARCATTAATTCTCAATGGATCCTGCCA
GTTGCACATGCARCATTAATTCTCHARATGGATCCTGCCA

GTTGCACATGCARCATTAATTCHCITTTGGATCCTGCCA
GTTGCACATGCACATTAATTCHC- TGGATCCTGCCA
GTTGCACATGCAJCATTAAT TGGATCCTGCCA
GTTGCACATGCACCATTAATTCCT- TGGATCCTGCCA
121 160
TACATGATTAGTTGGCTACAAGTAGCATATAATCATTARA
TACATGATTAGTTGGCTACAAGTAGCATATAATCATTAAA
TACATGATTAGTTGGCTACAAGTAGCATATAATCATTAAA
TACATGATTAGTTGGCTACAAGTAGCATATAATCATTAAA
TACATGATTAGTTGGCTACAAGTA ATAATCATTAAL
TACATGATTAGTTGGCTACAAGTA ATAATCATTAAA
161 200
ATCCTCACTCCATTTTGTTTTTTAAATATATATATATAAA
ATCCTCACTCCATTTTGTTTTTTAAATATATATATATAAA
ATCCTCACTCCATTTTGTTTTTTAAATATATATATATAAA
ATCCTCACTCCATTTTGTTTTTTAAATATATATATATAAA
ATCCTCACTCCATTTTGTTTTTTAAATATATATATATAAA
ATCCTCACTCCATTTTGTTTTTTAAATATATATATATAAA

observan diferencias con los clones en pGEM-T (Anexo 1).
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En consecuencia, se obtuvo el vector pMF1-pVvTMT2::V\vMybA1 (Figura 18)
que posee el promotor del gen VvTMT2 con todos los elementos cis de regulacion por
azucar encontrados en el andlisis in silico. Esta construcciéon nos permitira evaluar el
efecto de distintas concentraciones de azlcar en la actividad del promotor pVWTMT2

mediante el efecto en la expresién del reportero VvMybA 1.

Ascl Pmel Kpnl Pacl
Promotor VvTMT2 (1749 pb) CDS VWwMybA1 (400pb) Terminador VvMybA1
(1000 pb)

Figura 18. Construccién intragénica pMF1-pVWTMT2::\\vMybA1. Esta contiene 1749pb
del promotor del gen VWTMT2 que controlan la expresion del gen VWMybA1 que se

utiliza como gen reportero.
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4. DISCUSION Y PROYECCIONES

El patrén doble sigmoideo caracteristico del desarrollo del fruto de vid resulta de
la sucesion de dos periodos de crecimiento vacuolar (Figura 1). En el primer periodo,
que ocurre durante la Fase [, las bayas son duras y verdes y acumulan una cantidad
considerable de acidos orgénicos. Luego, en el estadio pinta, cuando las bayas se
ablandan y toman color, comienza la sintesis de compuestos aromdticos y la
acumulacién de azucar. Esto resulta en un segundo periodo de crecimiento conocido
como maduracion (Terrier y col., 2005).

En el transcurso de [a maduracion, los azdcares, principalmente monosacaridos
(glucosa y fructosa) resultantes del procesamiento de la sacarosa, se almacenan de
forma masiva en la vacuola (Deluc y col., 2007) alcanzando concentraciones de hasta
1M cada uno (Agasse y col., 2009). En este proceso, los transportadores del tonoplasto
juegan un rol muy relevante, ya que son los responsables del movimiento de
monosacaridos desde el citoplasma al interior de la vacuola (Figura 19). Por [o tanto, el
patrén de expresion de estos transportadores durante todo el proceso de desarrollo del
fruto nos da una idea de como y en qué momento ocurre la acumulacion de azticares
al interior de las células del mesocarpo.

Este patrén de expresion est4 controlado por la actividad de los promotores de
aquellos genes que codifican por transportadores, los que poseen elementos de
regulacién que activan o reprimen la expresion bajo condiciones especificas. Estos
elementos, como los sitios de regulacion por azlicares, cumplen un papel no sélo en la
regulacién de la expresion génica de los transportadores en términos de nivel de
actividad, sino que también posiblemente en la respuesta especifica via control

combinatorio, en conjunto con otros elementos de regulacion (hormonales, proteicos,

41




etc) (Afoufa-Bastien y col., 2010). Por otra parte, existe clara evidencia de que, ademas
de su rol como fuente de carbono y energia para la planta, los azlcares pueden actuar

como moléculas sefial reguladoras de la expresion de ciertos genes (Conde y col.,

2008).

VvHT1
VvHT2
SOURCE LEAVES / VVHT3
'bﬁl 7 APOPLASTIC
s UNLOADING
PHLOEM H H it
W = d SINK CELL
"1‘. b N
SVMPLASTIC . VvTMT1
7l‘\4|.tn:nm. E VvTMT2
\ﬁl—il‘-il &
UDP-G + 11,
pH 73

Figura 19. Esquema del transporte de azucar en células del fruto de vid a través del
desarrollo. Se muestran los tipos de descarga (apoplastica y simplastica) y los distintos
tipos de transportadores. En rosado, transportadores de sacarosa (S) y en azul,
transportadores de hexosas (Hx). Se mencionan los transportadores de hexosa que se
expresan en el desarrollo del fruto, tanto en membrana plasmatica (VvHTSs), como en

tonoplasto (VWWTMTs) (modificado de Agasse y col., 2009).

42




4.1. Patrén de expresion de VWwTMT2 y su relacién con los niveles de aziicar (°Bx)

en bayas en desarrollo.

En este Seminario de Tltulo se buscaron y analizaron evidencias sobre la
posible regulacion por aztcares del putativo transportador de monosacaridos de Vitis
vinifera VWTMT2 (VWHTS). Esto, con el fin de confirmar si la expresion de este gen v,
por ende, la actividad de su promotor se podria inducir en presencia de azlicares. Este
gen posee alta similitud de secuencia con el putativo transportador de monosacaridos
TMT2 descrito recientemente en Arabidopsis thaliana (Wormit y col, 2008) y, segtn
estudios de expresién global (Deluc y col., 2007 y Afoufa-Bastien y col., 2010), se
expresaria a partir de la pinta y durante toda la maduraciéon del fruto. Ademas, se
presume su localizacién en el tonoplasto dado la presencia de un péptido sefial y un
sitio de corte entre los residuos 19 y 20 encontrado mediante SignalP 3.0 (Zeng y col.,
2010) y debido a que estd comprobado que sus ortélogos en Arabidopsis y arroz se
ubican en el tonoplasto (Wormit y col., 2006, Cho y col., 2010).

Como primera aproximacion, se midié6 mediante la técnica de qRT-PCR, la
expresion del gen del transportador VwTMT2 durante el desarrollo del fruto de vid. Se
analizaron 3 estadios claves del desarrollo: Estadio inmaduro (E-31), en pinta (E-35) y
maduro (E-38), los que difieren significativamente en el contenido de aziicar de las
células del fruto.

En la Figura 11 se observa que en el estadio pinta hay un maximo de
acumulacion de ftranscrito del gen VWTMT2, en comparacién con el resto de los
estadios analizados. Luego, la expresion disminuye levemente en estadio maduro. Con

esto, finalmente se corrobora lo descrito en estudios previos de expresién global (Deluc
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y col., 2007 y Afoufa-Bastien y col., 2010), en los que se observé que efectivamente la
expresién de este gen tiene un maximo en estadio pinta.

Con este primer resultado podemos confirmar lo visto en estudios anteriores
(Figura 4, Deluc y col., 2007) con una técnica mas precisa como lo es el qRT-PCR, lo
que ademas nos permite verificar las siguientes observaciones: 1) WTMT2 cumpliria
un papel muy importante al inicio de la maduracién (pinta) y a lo largo de toda la fase 3,
debido a sus altos niveles de expresién durante este periodo (Agasse y col., 2009); y 2)
si correlacionamos esto con la concentracion de azlcares solubles encontrada en las
bayas analizadas (Figura 10), vemos que el aumento inicial en los grados Brix en
bayas en estadio pinta, coincide con el fuerte incremento de la cantidad de transcrito
en el mismo estadio. Sin embargo, una mayor concentracion de aztcar (°Bx) en
estadio maduro coincide con una disminucion leve en la expresion del gen en estudio
(Deluc y col., 2007). Por otro lado, se ha observado que la expresién de todos los
VwTMTs es débil en todos los drganos vegetativos, los cuales no acumulan grandes
cantidades de azlcar. En cambio, la expresion tanto del gen WTMT? como de
WTMT2 es alta en el fruto que recibe grandes cantidades de azlcar producio de la
fotosintesis (Afoufa-Bastien y col. 2010). Este antecedente, en conjunto con los
resultados obtenidos, permite sugerir que el azlicar cumple un rol activo como
molécula sefial en la regulacién transcripcional de la expresion de este gen.

Como se menciond anteriormente, se ha observado que el aztcar, ademas de
participar en el metabolismo celular, posee un rol importante como molécula sefial,
afectando, entre ofros, la transcripcion de genes mediante vias de sefializacion que
activan o inhiben la actividad del promotor del gen en cuestion (Rolland y col., 2008).

Por lo tanto, el posible efecto del azticar como sefial reguladora sobre la expresion de
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VvHTE podria explicarse por la presencia de sitios de regulacion por azticar en la

regioén promotora.

4.2. Analisis in silico de pVvTMT2

La presencia de elementos de regulacién por azticar en la secuencia
promotora del gen VWTMT2 (pVWTMT2) nos darfa una aproximacion inicial acerca
del posible efecto que tendrian los azlicares sobre su expresién. Ante esto, como
siguiente paso se realizé un analisis in sifico de la secuencia pVWwTMT2 utilizando
un programa bioinformatico desarrollado en nuestro laboratorio.

En general, en el andlisis se considera la presencia de la secuencia
especifica del sitio de regulacion de interés (Ver Tabla 2) en comparacién con
10000 secuencias generadas al azar. Estas Ultimas se generan automaticamente
considerando [a composicion del genoma de Vitis vinifera depositada en la base de
datos de Genoscope®. El p-value final, obtenido mediante anélisis estadistico, se
obtiene a partir de la Distribucién de Poisson.

En Teoria de Probabilidad y Estadistica, la Distribucién de Poisson es una
distribucién de probabilidad discreta que expresa la probabilidad de cierto ntimero
de eventos en un intervalo de tiempo y/o espacio. Esta se ha utilizado previamente
en el analisis de secuencias de DNA para encontrar la probabilidad de ocurrencia
de motivos (o0 “palabras™) en una secuencia dada con baja frecuencia (Schbath,
1995). El p-value nos da una estimacion de la significancia de los datos (Pape y
col., 2008). Por lo tanto, segin el método utilizado, a un p-value menor, existe

mayor seguridad de que el sitio encontrado en [a secuencia esté lejos de lo
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predicho por el azar y en consecuencia corresponda a un sitio cuya presencia en la
secuencia analizada es significativa.

En este analisis se encontraron varios sitios descritos previamente como de
regulacion por azlcar presentes en la secuencia pVvTMT2 de manera significativa
(Tabla 2). Se identificaron sitios que inducen la expresion en presencia de azticar:
SURE 1 (Grierson y col., 1894); un sitio que se activa en condicién de inanicién de
azticar: AMYBOX1 (Hwang y col., 1998); y sitios que reprimen la expresion en
presencia de este sustrato: MYBGAHV y PYRIMIDINEBOX 1 (Morita y col., 1998;
Mena y col., 2002) (Ver Figura 13 y tabla 3). Estos resultados son coherentes por lo
descrito previamente en la literatura (Afoufa-Bastien y col., 2010).

En la publicacién de Afoufa-Bastien y col. (2010) se realizé una busqueda
de elementos c¢is de regulacidn en la secuencia promotora de 29 genes
secuenciados pertenecientes a las cuatro familias mas estudiadas de genes de
transportadores de azlOcar (WSUC/SUT, WHT, VwTMT y VvPMT) usando la base
de datos PLACE (PLAnt Cis acting regulatory DNA Elements). Se reporté Ia
presencia de los mismos sitios de regulacién por aztcar en el promotor del gen
VWHT6 (WTMT2) que encontramos en nuestro analisis (SURE1, AMYBOX1,
MYBGAHV, PYRIMIDINEBOX 1 y WBox) (Tabla 3). Sin embargo, se observan
diferencias en el niimero de repeticiones de estos sitios en la secuencia analizada.
Estas diferencias se explican, principalmente, por la secuencia considerada para la
busqueda. En el analisis realizado en este seminario de titulo se consideran
2000pb rio arriba a partir del sitio de inicio de la transcripcion, mientras que en el
analisis realizado en la literatura se consideran 2000 pares de bases a partir del

sitio de inicio de la traduccion (ATG). Es decir, en el trabajo previo, se considera la
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secuencia del 5'UTR. Es por esta razén que los sitios encontrados, y el nimero de
repeticiones de cada uno de ellos, pueden diferir.

Por otro lado, si se realiza el mismo analisis ingresando la secuencia
PVWTMT2 considerada en este trabajo, en la base de datos PLACE

(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) se obtienen los mismos resultados que con el

programa utilizado en este estudio. Sin embargo, este Gltimo posee la ventaja de
que constituye una herramienta especifica que considera la composicion del
genoma de Vitis vinifera y que, ademas entrega los datos utilizando una interfaz
mucho mas amigable, ilustrativa e informativa. Ademas, permite filtrar los datos
segun el objetivo del analisis a realizar. Por ejemplo, se pueden buscar
especificamente los elementos reconocidos como de regulaciéon por azucares,
hormonas, luz, etc. De esta forma se evita investigar la funcién de cada elemento
por separado.

Otra gran ventaja del método utilizado es el andlisis estadistico que entrega
(p-value), analisis que PLACE no realiza. Un importante ejemplo es que, si
observamos los resultados de la tabla 3, se aprecia que por ejemplo el sitio W-Box
posee un p-value muy alto (p>0,05) en comparacién con el resto de los sitios
encontrados, por lo que ésta secuencia en particular (TGACT) se encuentra con
mayor probabilidad en secuencias generadas al azar, lo que hace que el resultado
no sea significativo y sea menos probable que se encuentre en la secuencia
analizada (pVvTMT2) por un proceso no azaroso. Mientras, los p-values
entregados para los demas sitios encontrados (AMYBOX1, MYBGAHYV,

PIRYMIDINEBOX, SURE1) son mucho menores (cercanos a cero), por lo que la
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probabilidad de que estas secuencias no se encuentren por azar en la secuencia
analizada es mucho mas alta.

Como se mencioné anteriormente, el patrén de expresiéon de WwiTMT2
observado por qRT-PCR sugiere un efecto de la concentracion de aztcar en la
acumulacion de transcrito. Como era de esperarse, se encontraron secuencias que
responden de distinta forma a la presencia o ausencia de azitcares (SURE 1,
AMYBOX1, MYBGAHV y PIRYMIDINEBOX). Estos resultados darian un primer
acercamiento a la explicacion de porqué el aumentar la concentracién de azticares
durante la maduracién se observa una leve disminucion de la expresién. Se postula
que estos sitios estarian causando un efecto dual, tal como ocurre con el promotor
de WHT1, en el cual altos niveles de glucosa aumentan la transcripcién, mientras
que bajas concentraciones de este monosacérido, activan la acumulacion de
transcrito. Sin embargo, los resultados obtenidos en este seminario no son
concluyentes. Se deben realizar experimentos mas precisos que permitan
confirmar que existe un control de la expresién de este transportador por parte de
azucares, ya sea sacarosa, glucosa o fructosa. Ante esto es importante, en primer
lugar tener un vector que contenga este promotor, con un tamarfio tal que incluya

todos los sitios de regulacidn por azlcares encontrados en el analisis in silico.

4.3. Clonamiento del promotor de WTMTZ2 (pVvTMT2)

En el marco de este seminario de titulo se logré el clonamiento de 1749pb del
promotor del gen WTMT2 (pVWTMT2), putativo fransportador de monosacaridos de

Vitis vinifera, obteniéndose la construccién final pMF1-pWTMT2::VvMybA1 (Figura 19).
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En primer lugar, se observaron diferencias puntuales entre la secuencia de los
clones obtenidos en pGEM-T (pGEM-T-pVWTMT2) y |a secuencia de la base de datos
(Figura 15, Anexo 1), las que podrian deberse principalmente a los cambios propios
entre una variedad y otra (Pinot Noir vs. Cabernet Sauvignon). Sin embargo, los sitios
de regulacion de interés encontrados mediante el analisis in silico se conservan en
ambos casos lo que da indicios de la funcién de estas secuencias, puesto que se sabe
gue secuencias altamente conservadas cumplirian un rol biolégico importante mediante
la unién de factores de transcripcién (Freeling y col., 2009). Ademas, esto permite
proyectar nuevos experimentos con las construcciones obtenidas, que permitiréan
probar la funcién de estos sitios de regulacion.

En cuanto al proceso de clonamiento en si, no se presentaron mayores
inconvenientes en las fases iniciales. Aunque en un comienzo el objetivo era clonar
integramente los 2000pb de la secuencia promotora analizada, se optd por obtener
clones de 1789pb (1.8Kb-pVWTMT2). Esto principalmente por las caracteristicas de los
partidores disefiados. En particular, el partidor pVWTMT2-F presentaria caracteristicas
desfavorables, como bajo contenido GC y una diferencia de Tm mayor a 2°C al partidor
pVWTMT2-R, si se hubiera disefiado alrededor de la posicion -2000 de |la secuencia del
gen WTMT2. Estas caracteristicas irfan en desmedro de la reaccién de PCR y por
ende de la obtencion del fragmento final. El partidor que finalmente se utilizé (ver Tabla
1) presenta caracteristicas favorables para el PCR a realizar y no altera la presencia de
sitios de regulacion de interés, razén por la cual se decidié tomar ésta alternativa.

Mayores dificultades se presentaron al integrar el fragmento 1.8Kb-pVvTMT?2 al
vector binario pMF1. En primer lugar, al obtener colonias transformantes, muchas
resultaron ser falsos positivos. Estos, si bien presentaban resistencia a Kanamicina, no

amplificaban el inserto por PCR con los partidores internos VWHT6int2, lo que indica
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que fallo la ligacion entre el clon y el vector digerido y este ltimo, probablemente, se
cerrd sobre sf mismo.

Aquellas colonias que resultaron positivas por PCR fueron enviadas a
secuenciacion. En [as secuencias recibidas se observd que el sitio de restriccion Asc/
se perdid en el proceso, junto con aproximadamente 50pb (Ver Figura 18}, resultando
clones finales de alrededor 1750pb. Esto pudo deberse a un corte ineficiente del sitio
de restriccion Asc/ al extremo 5 del clon pGEMT-pVWwTMT2 o una ligacién inespecifica
(Chen y col., 2002). Ante esto, nuevamente se verificd la presencia de los sitios de
regulzcion interés. Si estos se encueniran en la secuencia promotora obtenida, los
resultados eventuales en experimentos posteriores no se verian alterados, por lo que el
largo final del promotor no es problema mientras estos sitios se conserven.

Adicionalmente, se realizé un corte de resiriccion con la enzima Pmel
confirmando la presencia de este sitio en el vector final pMF1-pWTMT2::\VWwMybA1 y
ademas se efectud un PCR con los partidores VWHTGInt2-F y VwMybA1-R,
corroborando que el promotor se encuentra en la posicion correcta y seguido de la
regién codificante VwMybA 7 (datos no mostrados).

En este trabajo se obtuvieron varios clones de la secuencia pWTMT2, los
cuales contienen todos los sitios de regulacidn por azlucar encontrados mediante el
analisis /n silico. Con los resultados obtenidos hasta el momento esperamos que este
promotor se active bajo ciertas condicicnes. Especificamente, se espera que responda
a concentraciones de azcar especificas, debido a que como cbservamos, en la
maduracion, cuando la concentracién de azdcar es muy alta, la expresion de VWWTMT2
disminuye levemente. Esto ultimo, implica que el transportador VWWTMT2 cumple un
papel importante al inicio de la pinta, que se suma a la tarea de los demaés

transportadores de monosacaridos descritos hasta el momento en vid.
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4.4. Papel de VwTMT2 en el desarrollo del fruto de vid

Como se menciond anteriormente, durante el desarrollo del fruto de Vitis
vinifera se acumulan monosacaridos a partir del estadio pinta, esencialmente en la
vacuola. En este proceso existe una accion coordinada de transportadores de
monosacaridos, en la membrana plasmatica y en la vacuola, tal como se observa al
analizar el pairon de expresion del conjunto de transportadores descritos hasta al
momento (Figura 20).

Los monosacéridos resultantes de la hidrélisis de la sacarosa entran a las
células del fruto en desarrollo especialmente gracias a los transportadores VvHT1,
VVHT2 y VWHT3. En la vacuola en cambio se ha descrito que durante Fase | y Fase
Lag se expresa principalmente el gen del transportador VWTMT1, lo que sugiere que
participa en suplir la demanda de hidratos de carbono de las células en divisién o en
facilitar el subsecuente aumento de hexosas durante la expansion celular (Zeng y caol.,
2010). Sin embargo, su expresién disminuye gradualmente antes de la maduracion, por
lo que no mediaria la acumulacién masiva de hexosas en la vacuola. Como se
confirmo en este Seminario de Titulo, VWTMTZ2 posee un maximo de expresion en el
estadio pinta y se expresa durante toda la maduracién, lo que lo convierte en uno de
los posibles responsables de la acumulacién de monosacaridos en la vacuola durante
la maduracién. Sin embargo, es necesario realizar mas experimentos que permitan
confirmar esta conclusién.

Asimismo, el que existan elementos de respuesta a inanicion (AMYBOX1), de
regulacion positiva por aztcar (SURE1) y de regulacién negativa (PYRIMIDINEBOX y
MYBGAHV) en la regién promotora de VwTMT2 (todos estos con una alta significancia)
indica que podria existir un efecto dual de la concentracion de aztcar, tal como en el

caso de VWHT1. Sin embargo, no se pueden descartar otros factores que afecten este
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gen a nivel transcripcional, como efecte de hormonas, luz, etc, o algtin efecto en la
actividad del transportador a nivel de proteina. En cuanto a esto, se demostré
recientemente en Arabidopsis thaliana que el loop central de AtTTMT1 interactia con
una proteina quinasa-like MAP triple quinasa (VIK), cuya presencia estimula la enfrada
de glucosa en vacuolas aisladas (Wingenter y col., 2011). Por lo tanto, no es posible
descartar aigun tipo adicional de regulacién post-traduccional en los TMT de Vitis
vinifera.

La posible respuesta a la presencia de azlcares debe ser evaluada con el fin de
confirmar el rol que cumpliria WTMTZ2 en el desarrollo del fruto. Para esto se opt6 por
una aproximacion novedosa como lo es una construccion infragénica, especifica para

vides.
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Figura 20. Expresion de transportadores de monosacaridos de membrana plasmatica
(VVHTSs) y de tonoplasto (VvTMTs) durante el desarrollo del fruto de vid. Se muestra de
forma simplificada el patrén de expresion de todos los transportadores descritos a la
fecha (Modificado de Coombe, 1995; Deluc y col., 2007, Afoufa-Bastien y col., 2010,

Agasse y col., 2009).




4.5. Ventajas del uso de una construccién intragénica, vector binario pMF7 y

VviiybA1 como gen reportero

La cisgénesis e intragénesis son tecnologias que permiteﬁ realizar
transformaciones genéticas sin alterar el pool genético de [a especie recipiente,
evitando con esto dafios potenciales al medio ambiente y a la salud humana. Al mismo
tiempo, este tipo de construcciones carecen de secuencias distintas a las que posee
naturalmente la especie o especies sexualmente compatibles, como por ejemplo, Ia
presencia de marcadores de seleccion.

Se han disefiado vectores binarios para la transformacion de plantas en los
cuales es posible la remocién efectiva de secuencias de DNA no deseadas desde
plantas modificadas genéticamente, como 1o es la resistencia a antibiéticos. Entre
estos vectores se encuentran los vectores pMF (Rouwendal y col., 2004). La remocién
de genes marcadores de seleccion puede ser deseable para la produccién‘de cultivos
genéticamente modificados con mayor aceptacién por parte del consumidor

Con el conocimiento de estas nuevas tecnologias y dada la gran importancia
econémica de la vid en nuestro pais, se hace de suma importancia la blsqueda y
obtencion de secuencias regulatorias constitutivas o inducibles en condiciones
especificas. Esto con el fin de, en un futuro, generar plantas mediante cisgénia de
mejor calidad y con caracteristicas deseables, como por ejemplo, resistencia a estrés
(bidtico o abidtico).

Con esto en consideracion, en el laboratorio se ha creado inicialmente una
construccion que contiene el promotor constitutivo del gen de Ubiquitina (VvUhbi),
seguido de la secuencia codificante del gen WillybA7 y del terminador del mismo

(pMF1-pWUbi::VvMybA1) (Figura 9). Este altimo se utiliza como gen reportero.
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El uso del gen VwMybA7 como reportero tiene muliltiples ventajas en
comparacion con técnicas mas tradicionales, como el gen de la B- Glucuronidasa
(GUS). Estudios previos han mostrado que la expresion ectépica de VwMybA7 permite
la activacion transcripcional de la produccién de antocianinas en células no
pigmentadas, dandole color a estas (ltimas y permitiendo el uso de este fenémeno
como rasgo cualitativo que revela el éxito de eventos de transformacién (Li y col.,
2010). Por [o tanto, su utilizacién como reportero posee grandes ventajas como: la
estabilidad quimica tnica del producto de expresion, correlatividad cuantitativa y un
ensayo facil y no destructivo de deteccidn.

Por estas razones, se optd por realizar el clonamiento de pVWwTMT2 mediante
esta estrategia en vez de una mas tradicional como es la unién del promotor al gen
reportero GUS (uid A), cuyo ensayo de deteccion es mas laborioso y destructivo,
puesto que implica la muerte del tejido. Ademas, con este ultimo puede existir

interferencia en la sefial por actividad no especifica.

4.6. Proyecciones y posibles aplicaciones

En el marco de este Seminario de Titulo, se ha reemplazado en una
construccion para intragénia en vid (Figura 12) el promotor constitutivo VvUbi por el
promotor del gen VWWTMT2, que como se observé, posee sitios de regulacion por aztcar
y podria estar regulado por este metabolito, pudiendo ser utilizado como promotor
inducible en construcciones intragénicas de interés. Estas podrian ser utilizadas en
especies de interés agricola. Sin embargo, es necesario a futuro realizar experimentos
que confirmen esta hipétesis y a la vez nos permitan probar la efectividad de nuestra

construccion.
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Una primera posibilidad es transformar genéticamente con el constructo pMF1-
PWIMT2::VvMybA1 plantas de Arabidopsis thaliana y evaluar el efecio de
concentraciones crecientes de azlcar (sacarosa, glucosa y fructosa) en la expresion
del gen reportero VvMybA1. Se utilizaria Arabidopsis como modelo, puesto que los
protocolos de transformacion y de regeneracion de vides son engorrosos, de gran
extension de tiempo y poco eficienies. Ademas, existen como antecedente
experimentos previos en los que se prueba el efecto de azicar sobre la acumulacién
de antocianos en plantulas de Arabidopsis utilizando placas de medio MS/2 sélido
(Teng y col., 2005).

Otra alternativa mas simple y rapida de saber si la expresion del gen WWTMT2
se encuentra regulada por azucares es, por ejemplo, tomar discos foliares de vid y
exponerlos a un medio MS/2 liquido suplementado con altas concentraciones de
azucar (sacarosa, glucosa y fructosa) y ver finalmente, mediante qRT-PCR, si el
tratamiento altera la expresion del gen WTMT2. Este tipo de experimentos se realizé
en Arabidopsis y en arroz para probar el efecto del aziicar en la expresién de sus
respectivos TMTs (Wormit y col., 2006 y Cho y col.,, 2010). Por ofra parte, también
seria interesante evaluar el efecto de deleciones en los elementos cis encontrados,
sobre la expresién de VVTMT2 o distintos largos del promotor.

Finalmente, con resultados positivos en estos experimentos y con los
antecedentes recopilados en este Seminario de Titulo se confirmaria que esta}mos en
presencia de un promotor que es regulado por la presencia de azUcares y se podria
utilizar como promotor inducible en diversas aplicaciones. Utilizando este u otro
promotor, mediante la tecnologfa de intragénesis, se podria alterar la expresion
espacial o temporal de un gen nativo de interés y, por lo tanto dirigir o incrementar la

sintesis de un producto beneficioso en 6rganos y momentos especificos (Molesini y
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col., 2012), por ejemplo durante la maduracion del fruto de vid. De esta forma, se
podria utilizar un promotor inducible para regular la expresién de genes de interés
durante la maduracién def fruto en plantas transformadas mediante intragénesis. Para
lo cual, seria necesario en primera instancia, conocer ademas su expresion en ofros
tejidos (hojas, raices, etc). También se podria utilizar para inducir genes de interés en
cultivos celulares en que el az(lcar actiie como inductor. Estos genes podrian ser, por
ejemplo, de sintesis de algin metabolito de interés. De manera similar, este promotor
inducible por azticar se podria utilizar en levaduras u otros hongos para expresion de
proteinas, puesto que estd demostrado que el aztcar actia como molécula sefial en

estos organismos.
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5. CONCLUSIONES

Este Seminario de Titulo corresponde a una primera aproximacion al estudio de
la regulacién por azticares del transportador WTMT2, un putativo transportador de
monosacaridos ubicado en la membrana vacuolar y que cumple un importante rol
durante el desarrollo del fruto, especificamente durante la maduracion.

Como conclusién podemos decir que:

e Se evalud la expresién de WTMT2 mediante qRT-PCR, observandose un
maximo de acumulacion de transcrito en el estadio pinta y una leve disminucion
en maduracién Esto sugiere la participacion de este transportador en la
acumulacion de hexosas en la vacuola, durante la maduracion.

» El fuerte aumento en la concentracién de azucares durante la pinta, medida
como °Bx, ceincide con el maximo de expresion de WTMT2, mientras que
concentraciones mayores de azticar se correlacionan con una disminucién en la
expresion,

* Mediante andlisis in silico se observé la presencia de elementos de regulacion
por azucares, tanto positiva y negativa en la secuencia promotora de WTMT2
(PWTMT2). Con este resultado y dado el patrén de expresion de este
transportador, se espera que su transcripcién este controlada por su propio
sustrato.

¢ Se obtuvo un clon de 1749pb de pWTMT2 (1.8Kb-p\VWTMT?2) que controla la
expresion del reportero VwMybA1 (pMF1-pVWTMT2::\VvMybAT). Se espera que
éste pueda ser utilizado en experimentos futuros que permitan probar la

regulacién por aztcares de la expresidn de este transportador.
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Finalmente, con los resultados obtenidos se logré encontrar los primeros
indicios de la regulacién por azticares de la expresion del transportador putativo
WTMT2 y el papel que este cumple en el desarrollo del fruto de vid. Se espera con
nuevos experimentos obtener resultados atin mas concluyentes vy, a futuro, utilizar la
secuencia pVWTMT2 como promotor inducible, mediante la tecnologia de cisgénia o

intragénia, en aplicaciones de interés.
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ANEXO

Anexo1: Alineamiento completo de clones pGEM-T-pVWTMT2

PVVTMT2
pVvTMT2-1A
PVVTIMTZ2-1B

PVVTMMT2-5A
pVvTMT2-5B
pVVIMMT2-6A

pVvTMTZ2
pVVTMT2-1A
pVvTMT2-1B
pVVTMMT2-5A
pVvTMTZ2-5B
pVvTMMT2-6A

pVvTMT2
pVVvTMTZ-1A
pVvTMT2-1B
pVVTMMT2-5A
pVvTMT2-5B
pVVIMMT2~6A

pVvTMT?Z2
pVvTMT2-1A
pVvTMT2-1B
pVvTMMT2-5A
pVvTMT2-5B
PVVTMMT2 - 64

pVvTMT2
pVvTMT2-1A
pVvTMT2-1B
pVvIMMT2-5A
pVVvTMTZ2-5B
pVvIMMT2-6A

pVvTMTZ2
pVvTMT2-1A
pVvTMT2-1B
pVvTMMTZ2-5A
pVvIMT2-5B
pVvTMMT2-6A

pVVTMT2
pVVvTMTZ2-1A
pVvIMT2-1B
pVvTMMT2-5A
pVVvTIMT2-5B
pVvTMMT2-6A

(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)

1 50
TTTTCAAAACTTAAGTTCTTAATTTAAGATTTTTTTTGARAGATATATAT

5l 100

101 150

151 200

201 250
ATTTTTTTITGTTAACTGATCAAGAGGCCAACTCARATATAGGCATGGCAT
TAACTGATCAAGAGGCCAACTCAAATATAGGCATGGCAT
TAACTGATCAAGAGGCCAACTCARATATAGGCATGGCAT
-= TAACTGATCARGAGGCCAACTCARATATAGGCATGGCAT
TAACTGATCAAGAGGCCAACTCAAATATAGGCATGGCAT
TAACTGATCAAGAGGCCAACTCARATATAGGCATGGCAT
251 300
GATAATAAGTGATGGCTTTCTAGTGGCTTCGAGGTTGCACATGCATCATT
GATAATAAGTGATGGCTTTCTAGTGGCTTCGAGGTTGCACATGCATCATT
GATAATAAGTGATGGCTTTCTAGTGGCTTCGAGGTTGCACATGCATCATT
GATAATAAGTGATGGCTTTCTAGTGGC TTCGAGGTTGCACATGCATCATT
GATAATAAGTGATGGCTTTCTAGTGGCTTCGAGGTTGCACATGCATCATT
GATAATAAGTGATGGCTTTCTAGTGGCTTCGAGGTTGCACATGCATCATT
301 350
AATTCTCAAAATGGATCCATGCCATACATGATTAGTTGGCTACAGTAGC
AATTCTCARAATGGATCC-TGCCATACATGATTAGTTGGCTACARGTAGT
AATTCTCAAAATGGATCC—TGCCATACATGATTAGTTGGCTAEA’GTAGC
AATTCTCARAATGGATCC-TGCCATACATGATTAGT TGGCTACARGTAGC
AATTCTCAAAATGGATCC-TGCCATACATGATTAGTTGGCTACAGGTAGT
AATTCTCARARATGGATCC-TGCCATACATGATTAGTTGGCTACAETAGE
351 400
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pPVVTMT2
pVVTIMT2-1A
pVVTMT2-1B
pVVTMMT2-5A
pVvTMT2-5B
PVVTMMT2-6A

pVvTIMT2
pVvIMT2-1A
pVVTMT2-18
PVVTMMT2-5A
pVvTMT2-5B
pVVIMMT2-6A

pVvTMT2
pVVTMT2-1A
pVvIMT2-1B
PVVTMMTZ2~5A
pVvTMT2-5B
pVVTMMTZ2-6A

pVvTMTZ2
pVVTMT2-1A
pVvTMT2-1B
pVvTMMTZ-5A
pVVTMT2-5B
pVvTMMT2-6A

pVvTMT2
pVvTMT2-1A
pVvTMT2-1B
PVVTMMT2-5A
PVVTMT2-5B
pVvTMMTZ-6A

pVvTMT2
pVvTMT2-1A
pVvTMT2-1B
pVVIMMT2-5A
pVvTMTZ2-5B
pVVIMMT2-6A

pVvTMT2
pVvTMT2-1A
pVvTMT2-1R
pVVTMMT2-5A
pVvTMTZ-5B
pVvIMMT2-6A

pVVvTMT2
pVVIMTZ2-1A
pVvTMT2-1B
PVVTMMT2-5A
pPVVIMT2-5B

(351)
147)
147)
147)
147)
147)

(401)
(197)
(197)

(197)

(197)
(197)

(451)
(245)
(245)
(246)
(246)
(246)

(501)
(295)
(295)
(296)
(296)
(296)

(551)
(345)
(345)
(346)
(346)
(346)

(601
(395
(395
(396
(396
(396

— e v e e

(651)
(445)
(445)
(446)
(446)
(446)

(701)
(495)
(495)
(496)
(496)

ATATAATCATTAAAATCCTCACTCCATTTTGTTTTTTAAATATATATATA
ATATAATCATTAARATCCTCACTCCATTTTGTTTTTTAAATATATATATA
ATATAATCATTAAARATCCTCACTCCATTTTGTTTTTTAAATATATATATA
ATATAATCATTAAAATCCTCACTCCATTTTGTTTTTTAAATATATATATA
ATATAATCATTAAAATCCTCACTCCATTTTGTTTTTTAAATATATATATA
ATATAATCATTAAAATCCTCACTCCATTTTGTTTTT TAAATATATATATA
401 450
TATRARAAAARATTAGTTGTGCTGTTTTTAAGAAGATARATCTGTTTTCA
TA--AAAAARGATTAGTTGTGCTGTTT TTARGAAGATAAATCTGTTTTCA
TA--ARRAAAGATTAGTTGTGCTGTTTTTAAGAAGATAAATCTGTTTTCA
TA-JAaARAAATTAGTIGTGCTGTTTTTAAGAAGATAAATCTGTTTTCA
TA-JrArAAA A TTAGTTGTGCTGTTTTTAAGAAGATAAATCTGTTTTCA
TA-JAARAAAATTAGTTGTGCTGTTTTTAAGAAGATARATCTGTTTTCA
451 500
GTAACGGTTTCAAAGCTGATCAAGTTTTCTGT TAAAAATAGGTGGAAARG
BTAACGGTTTCAAAGCTGATCAAGTTTTCTGT TAAAAATAGGTGGAAAAG
BrAACGGTTTCAAAGCTGATCAAGT TTTCTGT TAAAAATAGGTGGAARAG
BTAACGGTTTCAARAGCTGATCAAGTTTTCTGT TAAAAATAGGTGGAARAG
BrAACGGT TTCAAAGCTGATCAAGTTTTCTGTTAAAAATAGGTGGAARAG
BTAACGGTTTCAAAGCTGATCAAGTTTTCTGT TAAAAATAGGTGGAARAG
501 550
ATGATAATATTTATTCTTTTTATGTACGGGAAATTCATGGGACTGTCTGT
ATGATAATATTTATTCTT T TATGTACGGGAARTTCATGGGACTGTCTGT
ATGATAATATTTATTCTTTTATGTACGGGARATTCATGGGACTGTCTGT
ATGATAATATTTATTCTTTTATGTACGGGAAATTCATGGGACTGTCTGT
ATGATAATATTTATTCTTTTATGTACGGGAAATTCATGGGACTGTCTGT
ATGATAATATTTATTCTTTTATGTACGGGAAATTCATGGGACTGTCTGT
5511 600
GAGACAGATGTTTGGTAAGGTTTATTGTTCATCCATTATGTCAATGGGCT
GAGACAGATGTTTGGTAAGGTTTATTGTTCATCCATTATGTCAATGGCT
GAGACAGATGTTTGGTAAGGTTTATTGT TCATCCATTATGTCAATGGCT
GAGACAGATGTTTGGTAAGGTTTATTGTTCATCCATTATGTCAATGGCT
GAGACAGATGTTTGGTAAGGTTTATTGTTCATCCATTATGTCAATGGCT
GAGACAGATGTTTGGTAAGGTT TATTGTTCATCCATTATGTCAATGGCT
601 650
TAAGTTTTTCTATTAAATTGATAATTTGGACCACCCATTTTTGAAGARAC
TAAGTTTTTCTATTAAATTGATAATTTGGACCACCCATTTTTGAAGAAAC
TAAGTTTTTCTATTAAATTGATAATTTGGACCACCCATTTTTGAAGAAAC
TAAGTTTTTCTATTAAATTGATAATTTGGACCACCCATTTTTGAAGARAC
TAAGTTTTTCTATTAAATTGATAATTTGGACCACCCATTTTTGARGAAAC
TAAGTTTTTCTATTAAATTGATAATTTGGACCACCCATTT TTGAAGARAC
651 700
TCRATGTTTCATCCGATTTAGATCCCATTAATTAACAAACTGGAGTTGAG
TCAATGTTTCATCCGATTTAGATCCCATTAATTAACAAACTGGAGTTGAG
TCAATGTTTCATCCGATTTAGATCCCATTAATTAACARACTGGAGTTGAG
TCAATGTTTCATCCGATTTAGATCCCATTAATTAACAAACTGGAGTTGAG
TCAATGTTTCATCCGATTTAGATCCCATTAATTAACARACTGGAGTTGAG
TCAATGTTTCATCCGATTTAGATCCCATTAATTAACARACTGGAGTTGAG
701 750
GTTTAAGAACCCTAGCTACCCAAAACAGCTAAACATTGGTCATGGACACT
GTTTAAGAACCCTAGCTACCCAAAACAGCTAAACATTGGTCATGGACACT
GTTTAAGAACCCTAGCTACCCAAAACAGCTAAACATTGGTCATGGACACT
GTTTAAGAACCCTAGCTACCCAARACAGCTAAACATTGGTCATGGACACT
GTTTAAGAACCCTAGCTACCCAARACAGCTARACATTGGTCATGGACACT
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DVVTMMT2-6A

pVvTMT2
pVVTMT2-1A
pVVTMT2-1R
pPVVTMMT2-5A
pVvTMT2-5B
pVvTMMT2-6A

pVYTMT2
pVVTMT2-1A
pVVIMT2-1B
pVvIMMT2-5A
pVvTIMT2-5B
pPVVTMMT2-6A

pPVVTMT2
pVVTMT2-1A
pVvIMT2-1B
pVvTMMTZ2-5A
pVVTMT2-5B
pVvVTMMT2-6A

pvvTMT2
pVvTMT2-1A
pVvTMT2-1B
pVvTMMT2-5A
pVVTMT2-5B
pVVTMMTZ2-6A

pVvTMT2
PVVIMT2-1A
pVvTMT2-1B
pVVIMMT2-5A
pVvTMT2-5B
pVvIMMT2-6A

pVvTMT2
pVvIMT2-1A
pVVIMT2-1B
PVVTMMTZ2-5A
pVvTMT2-5B
PVVTMMT2-6A

pVVTMT2
PVVTMT2-1A
pPVVTMT2-1B
pVVTMMT2-5A
pVvTMT2-5B
pVVvIMMT2-6A

pVvTMT2
PVVTMT2-1A
pVvIMT2-1B

(496)

(751)
(545)
(545)
(546)
(546)
(546)

(801)
(595)
(595)
(596)
(596)
(596)

(851)
(645)
(645)
(646)
(646)
(646)

(901)
(695)
(695)
(696)
(696)
(696)

(950)
(745)
(745)
(746)
(7486)
(7486)

(1000)
(795)
(795)
(796)
(796)
(796)

(1050)
(845)
(845)
(846)
(846)
(846)

{1099)
(894)
(894)

GTTTAAGAACCCTAGCTACCCAAAACAGCTAAACATTGGTCATGGACACT
751 800
TAAAAAACTCAACTAAGATCAGAATCTCTCAGGGCTGACCAAATTCATGG
TAAAAAACTCAACTAAGATCAGAATCTCTCAGGGCTGACCARATTCATGG
TAAAARACTCAACTAAGATCAGAATCTCTCAGGGCTGACCARATTCATGG
TARAAAACTCAACTAAGATCAGAATCTCTCAGGGCTGACCARATTCATGG
TAARARACTCAACTAAGATCAGAATCTCTCAGGGCTGACCARATTCATGG
TAAAARACTCAACTAAGATCAGAATCTCTCAGGGCTGACCAARATTCATGG
801 850
CAAAGTACTCCTTTGGCCATATGGGTATATGCCCAGTTCCTTCATCTCCA
CAAAGTACTCCTTTGGCCATATGGGTATATGCCCAGTTCCTTCATCTCCA
CAAAGTACTCCTTTGGCCATATGGGTATATGCCCAGTTCCTTCATCTCCA
CAAAGTACTCCTTTGGCCATATGGGTATATGCCCAGTTCCTTCATCTCCA
CARAGTACTCCTTTGGCCATATGGGTATATGCCCAGTTCCTTCATCTCCA
CAAAGTACTCCTTTGGCCATATGGGTATATGCCCAGTTCCTTCATCTCCA
851 900
AGCTTTCAGCGGATTCAAAGAACACCCCTACAGTGAGGAGCTGTACCTGE
AGCTTTCAGCGGATTCAAAGAACACCCTACAGTGAGGAGCTGTACCTGC
AGCTTTCAGCGGATTCAAAGAACACCCTACAGTGAGGAGCTGTACCTGE
AGCTTTCAGCGGATTCAAAGAACACCCTACAGTGAGGAGCTGTACCTGC
AGCTTTCAGCGGATTCAAAGAACACCCTACAGTGAGGAGCTGTACCTGE
AGCTTTCAGCGGATTCAAAGAACACCCTACAGTGAGGAGCTGTACCTGE
901 950
TAATTAATAAATGTAAAARATGGAGAATTTTTAATTTGGCTTT-ARAACA
TAATTAATAAATGTJARARATGGAGAATTTTTAATTTGGCTTTJAAAACA
TAATTAATAAATGTAAARATGGAGAATTTTTAATTTGGCTTTARAACA
TAATTAATAAATGTARARATGGAGAATTTTTAATTTGGCTTTJARAACA
TAATTAATAAATGTRAARAATGGAGAATTTTTAATTTGGCTTTJAAAACA
TAATTAATAAATGTAAARATGGAGAATTTTTAATTTGGCTTTJARAACA
951 1000
AAGGGTTGCAGAGTGGCATGAAGGT GAGTGTGAGAGTGAGAGTGGGTGAG
AAGGGTTGCAGAGTGGCATGAAGGTGAGTGTGAGAGTGAGAGTGEGTGAG
AAGGGTTGCAGAGTGGCATGAAGGTGAGTGTGAGAGTGAGAGTGGGTGAG
AAGGGTTGCAGAGTGGCATGAAGGTGAGTGTGAGAGTGAGAGTGGGTGAG
AAGGGTTGCAGAGTGGCATGAAGGTGAGTGTGAGAGTGAGAGTGGGTGAG
AAGGGTTGCAGAGTGGCATGAAGGTGAGTGTGAGAGTGAGAGTGGGTGAG
1001 1050
CTTTCGAAAGTTGAAAGGTAGACGAAARRACCAARAAATCGAARCATGAT
CTTTGAAAGT TGAAAGGTAGACGAARAAACCAATAAATGGARACATGAT
CTTTGAAAGTTGAAAGGTAGACGAAAAAACCAATARATGGARACATGAT
CTTTGARAGT TGAAAGGTAGACGAAAAAACCAAAAATGGARACATGAT
CTTTGAAAGT TGAAAGGTAGACGAARAAACCAAAAATGGAARCATGAT
CTTTRGARAGT TGAAAGGTAGACGAAAAAACCARJARATGGARACATGAT
1051 1100
GAGA-TGGGTGTTGCTTTAATTTACAGAGTACTTGTARATCGGTTGATTG
GAGA-TGGGTGTTGCTTTAATTTACAGAGTACTTGTARATCGGTTGATTG
GAGA-TGGGTGTTGCTTTAATTTACAGAGTACTTGTAAATCGGTTGATTG
GAGA-TGGGTGTTGCTTTAATTTACAGAGTACTTGTAAATCGGTTGATTG
GAGA-TGGGTGTTGCTTTAATTTACAGAGTACT TGTAAATCGGTTGATTG
GAGAATGGGTGTTGCTTTAATTTACAGAGTACTTGTAAATCGGTTGATTG
1101 1150
AGCTTTTTGGCTGAATGTATGACTTCTGGGATTGAATCTCATTACCTAAT
AGCTTTTTGGCTGAATGTATGACT TCTGGGATTGAATCTCATTACCTAAT
AGCTTTTTGGCTGAATGTATGACT TCTGGGATTGAATCTCATTACCTAAT
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pVVvTMMTZ2-5A
pVVvTMT2-5B
pVVTMMT2-6A

DPVVTMT2
pVvTMTZ2-1A
pVvTMTZ-1B

pVVTMMTZ2-5A
pVvIMT2-5B

pVvTMMT2-6A

pVVTMT2
pPVVIMT2-1A
pVvTMT2-1B
PVVTMMTZ2-5A
PVVTMT2-5B
pVVTMMT2-6A

pVvTIMT2
pVvTMT2-1A
pVvIMTZ-1B
pVVIMMTZ2-5A
pVvTMT2-5B
pVvTMMTZ2~-6A

pVVvIMTZ2
pVvTMT2-1A
pVvTMT2-1B
pVvITMMT2-5A
pVvTMT2-5B
pVvTMMTZ-6A

PVVTMT2
pVVTMT2-1A
pVvTMT2-1B

pPVVIMMT2-5A
pVvIMT2-5B
PVVTMMT2-6A

pVvTMT2
pVvTMT2-1A
pVvTMT2-1B
PVVTMMTZ-5A
pVvTMT2-5B
pVvTMMT2-6A

pVvTMT2
pVvTMT2-1A
pPVVTMT2-1B
pVvTMMT2-5A
pVvTMT2-5B
pVvTMMT2-6A

(895)
(895)
(896)

(1149)
(944)
(944)
(945)
(945)
(946)

(1189)
(994)
(994)
(995)
(995)
(996)

(1249)
(1043)
(1043)
(1044)

(1044)
(1045)

(1299)
(1093)
(1093)
(1094)
(1094)
(1095)

(1349)
(1143)
(1143)
(1144)
(1144)
(1145)

(1399)
(1193)
(1193)
(1194)
(1194)
(1195)

(1449)
(1243)
(1243)
(1244)
(1244)
(1245)

AGCTTTTTGGCTGAATGTATGACT TCTGGGATTGAATCTCATTACCTAAT
AGCTTTTTGGCTGAATGTATGACTTCTGGGATTGAATCTCATTACCTAAT
AGCTTTTTGGCTGAATGTATGACTTCTGGGATTGAATCTCATTACCTAAT
1151 1200
AGTCTTCATGAATCCTTCTTCATCTATCCTCTTCTCTGAAGGGTAGATTC
AGTCTTCATGAATCCTTCTTCATCTATCCTCTTCTCTGAAGGGTAGATTC
AGTCTTCATGAATCCTTCTTCATCTATCCTCTTCTCTGAAGGGTAGATTC
AGTCTTCATGAATCCTTCTTCATCTATCCTCTTCTCTGAAGGGTAGATTC
AGTCTTCATGAATCCTTCTTCATCTATCCTCTTCTCTGAAGGGTAGATTC
AGTCTTCATGAATCCTTCTTCATCTATCCTCTTCTCTGAAGGGTAGATTC
1201 1250
TCATCATCACAGCCAACTTCTCAACTCCTTTTTTTTTTAGTCTTCTGATG
TCATCATCACAGCCAACTTCTCAACTC-TTTTTTTTTTAGTCTTCTGATG
TCATCATCACAGCCAACTTCTCAACTC-TTTTTTTTTTAGTCTTCTGATG
TCATCATCACAGCCAACTTCTCAACTC-TTTTTTTTTTAGTCTTCTGATG
TCATCATCACAGCCAACTTCTCAACTC-TTTTTTTTTTAGTCTTCTGATG
TCATCATCACAGCCAACTTCTCAACTC-TTTTTTTTTTAGTCTTCTGATG
1251 1300
AGACTCCAAGATCTTAAARAGGTTTTTTCTTTCTATGGATTCCATGGTGGA
AGACTCCAAGATCTTARAAGGTTTTTTCTTTCTATGGATTCCATGGTGGA
AGACTCCAAGATCTTARAAGGTTTTTTCTTTCTATGGATTCCATGGTGGA
AGACTCCAAGATCTTAAAAGGTTTTTTCTTTCTATGGATTCCATGGTGGA
AGACTCCAAGATCTTAAAAGGTTTTTTCTTTCTATGGATTCCATGGTGGA
AGACTCCAAGATCTTAARAGGTTTTTTCTTTCTATGGATTCCATGGTGGA
1301 1350
AATTACACTTTGGTGTAAGACCCTTTTAGTTTTTCGCAACTTTTCAATTT
AATTACACTTTGGTGTAAGACCCTTTTAGTTTTTCGCAACTTTTCAATTT
AATTACACTTTGGTGTAAGACCCTTTTAGTTTTTCGCAACTTTTCAATTT
AATTACACTTTGGTGTAAGACCCTTT TAGTTTTTCGCAACTTTTCAATTT
AATTACACTTTGGTGTAARGACCCTTTTAGTTTTTCGCAACTTTTCAATTT
AATTACACTTTGGTGTAAGACCCTTTTAGTTTTTCGCAACTTTTCAATTT
1351 1400
TGARAAAGTCATAAAAGTAGTAATCATGCAGCTTTTTTCTGAAGATATTTA
TGAAAAGTCATAAAAGTAGTAATCATGCAGCTTTTTTCTGAAGATATTTA
TGAAAAGTCATAARAGTAGTAATCATGCAGCTTTTTTCTGAAGATATTTA
TGAAAAGTCATAAAAGTAGTAATCATGCAGCTTTTTTCTGAAGATATTTA
TGAAAAGTCATAAAAGTAGTAATCATGCAGCTTTTTTCTGAAGATATTTA
TGAAAAGTCATAAAAGTAGTAATCATGCAGCTTTTTTCTGAAGATATTTA
1401 1450
BrcATCACTGTTTTT TATTACT TTGAT TCGCATCTAACAATTCTAATTT
§rcATCACTGTTTTTTATTACTTTGAT TGCATCTAACAATTCTAATTT
BrcATCACTGTTTTT TATTACTTTGAT TJGCATCTAACAATTCTAATTT
CTCATCACTGTTTTTTATTACT TTGAT TJGCATCTAACAATTCTAATTT
CTCATCACTGTTTTTTATTACTTTGAT TIIGCATCTAACAATTCTAATTT
BTCATTCACTGTTTTTTATTACT T TGATTJGCATCTARCAATTCTAATTT
1451 1500
TTAGAATGTAAATTTATAAATAAATAAAAAACGAAGGTTGATTTAATCTG
TTAGAATGTAAATTTATAAARNAR -AAARAACAAGGTTGATTTAATCTG
TTAGAATGTAAATTTATARARNAA-AARAAACAAGGTTGATTTAATCTG
TTAGAATGTAAATTTATAAARNA ARAAAAAACAAGGTTGATTTAATCTG
TTAGAATGTAAATTTATARAAARA A2 AL ACAAGGTTGATTTAATCTG

TTAGAATGTAAATTTATAAARAARAAAAAACAAGGTTGATTTAATCTG
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1501
pVvTMT2
pVvTMT2-1A
pVvTMT2-1B
pPVVTMMT2-5A
pVVTMT2-58
pVVvIMMT2-6A

pVvTMT2
pVVIMT2-1A
pVvIMT2-1B
pVvTMMT2-5A
pVVTMT2-5B
pVvIMMT2-6A

pPVVTMT2
pPVVTMT2-1A
pVvTMT2-1B
pVvTMMT2-5A
pVvTMT2-5B
pVVTMMT2-6A

DVVIMT2
pVVTMT2-1A
pVvIMTZ2-1R

PVVTMMT2-5A
pVVvTIMT2-5B
PVVTMMT2-624

pVvTMT2
pVvTMTZ2-1A
pVvTMT2-1B
PVVIMMT2-5A
pVvTMT2-5B
PVVTMMT2-6A

pVvTMTZ2
pPVVTMT2-1A
pVvTMT2-1B
pVVTMMT2-5A
pVvTMT2-5B
pVvTMMT2-6A

pVvTMT2
PVVIMTZ2-1A
pVvTMT2-1B
pVvTMMT2-5A
PVVTMTZ-5R
PVVTMMT2-6A

(1499)
(1292)
(1292)
(1294)
(1294)
(1293)

(1549)
(1342)
(1342)
(1344)
(1344)
(1345)

(1599)
(1392)
(1392)
(1394)
(1394)
(1395)

(1649)
(1442)
(1442)
(1444)
(1444)
(1445)

(1699)
(1492)
(1492)
(1494)
(1494)

(1495)

(1749)
(1542)
(1542)
(1544)
(1544)
(1545)

(1799)
(1592)
(1592)
(1594)
(1594)
(1595)

1550
GGAAAATTATACATATTAGGATTTTAGGAGGGTTTTTCTGAATCARACAG
GGRAAATTATACATATTAGGATTTTAGGAGGGTTTTTCTGAATCAAACAR
GGARAATTATACATATTAGGATTTTAGGAGGGTTTTTCTGAATCAAACAY
GGARAATTATACATATTAGGATTTTAGGAGGGTTTTTCTGAATCAAACA]
GGARAATTATACATATTAGGATTTTAGGAGGGTTTTTCTGAATCAAACA]
GGAAAATTATACATATTAGGATTTTAGGAGGGTTTTTCTGAATCAAACAY
1551 1600
GGAGATTTACTCGGEATTCGTGCCCTTTTCTCGTTGGATTTTGGTAGTGG
GGAGATTTACTCGGGATTCGTGCCCTTTTCTCGTTGGATTTTGGTCTCS
GGAGATTTACTCGGGATTCGTGCCCTTTTCTCGTTGGATTTTGGTGTGG
GGAGATTTACTCGGGATTCGTGCCCTTTTCTCGTTGGATTTTGGTGTGE
GGAGATTTACTCGGGATTCGTGCCCTTTTCTCGTTGGATTTTGGTGTGE
GGAGATTTACTCGGGATTCGTGCCCTTTTCTCGTTGGATTTTGGT TGS
1601 1650
ATTTTCTCTTGCTTCAAACAATAGAAACTGGACTGACCARAGGGACAACT
ATTTTCTCTTGCTTCAARACAATAGAAACTGGACTGACCAAAGGGACAACT
ATTTTCTCTTGCTTCAAACAATAGARACTGGACTGACCAAAGGGACAACT
ATTTTCTCTTGCTTCAAACAATAGAAACTGGACTGACCAAAGGGACAACT
ATTTTCTCTTGCTTCAAACAATAGAAACTGGACTGACCAAAGGGACAACT
ATTTTCTCTTGCTTCARACAATAGAAACTGGACTGACCAAAGGGACAACT
1651 1700
CAGGTCTCTTATTTARARACCCGGGCAAAAAAATAGAAAAAACARAAAGA
CAGGTCTCTTATTTAAARACCGGGCARARAAATAGARAAAACARAAAGA
CAGGTCTCTTATTTAAARACCGGGCAAARAAATAGAARAAACARARRAGA
CAGGTCTCTTATTTAAARARCCGGGCARAAAAATAGAAAAAACAAAAAGA
CAGGTCTCTTATTTAAAARJCCGGGCAAAAAAATAGAAAAAACAARAAGA
CAGGTCTCTTATTTAAAAACCGGGCARARARATAGAAAAAACARAAAGA
1701 1750
AAAAAAGGAGAAARAAACAAGGGTCGTTGTCCATTCTGATTTCTGAAGGG
AAAAAAGGAGAARAARACAAGGGTCGTTGTCCATTCTGATTTCTGAAGGS
AAAAAAGGAGAAAAAANCAAGGGTCGTTGTCCATTCTGATTTC TGAAGGS
AAAAAAGGAGAARRARRCAAGEGTCGTTGTCCATTCTGATTTCTGAAGGS
AAAAAAGGAGAAAARRACAAGGGTCGTTGTCCATTCTGATTTCTGAAGGS
AAAAAAGGAGAAAAAAACAAGGGTCGTTGTCCATTCTGATTTCTGAAGGG
1751 1800
TAGAAAATGAAAAATCTACAGACCAAGTACAGTGTTCACCGACTTCTTCT
TAGAARATGARAAATCTACAGACCAAGTACAGTGTTCACCGACTTCTTCT
TAGAAAATGAAAAATCTACAGACCAAGTACAGTGTTCACCGACTTCTTCT
TAGAAAATGAAAAATCTACAGACCAAGTACAGTGTTCACCGACTTCTTCT
TAGAAAATGAAAAATCTACAGACCAAGTACAGTGTTCACCGACTTCTTCT
TAGAAAATGAAAAATCTACAGACCAAGTACAGTGTTCACCGACTTCTTCT
1801 1850
ATATATTATTCAGGATTAAAAARAT-GGAAAAAGTARARARAATGGTGGT
ATATATTATTCAGGATTAAAAAAAGGAAAARGAAAAARAATGGTGGT
ATATATTATTCAGGATTAAAAAAAIIGGAARAAGIIAAARARAATGGTGGT
ATATATTATTCAGGATTAAAAAAAGGARAALACAAAAARAATGGTGGT
ATATATTATTCAGGATTAAAAAAAGGAARAAGEAAARAARATGGTGGT

ATATATTATTCAGGATTAAARARANGGAARAAGAAAAAAANTGGTGGT
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1851 1900
PVVIMT2 (1848) ACTGTTTGTTITGECTTTCTTTGGACCGTTTGGAAACTTAAGATTAGTAGS
PVVTMT2-1A  (1642) ACTGTTTGTTTTGGTTTGTTTGGACCGT TTGGAAACT TAAGATTAGTAGE
PVVINT2-1B  (1642) ACTGTTTGITTTGGTTTGTTTGGACCGTTTGGAAACTTARGATTAGTAGS
PVVIMMTZ-5A (1644) ACTGTTTGITITGGTTTIGTTIGCGACCGTTTGGAAACTTAAGATTAGTAGG
PVVTMT2-5B {1644) ACTGTTIGTTTIGGTTIGTTTGGACCGTTTGGAAACTTAAGATTAGTAGS
PVVIMMT2-6A (1645) ACTGTTTGTTTTGGTTTGTTTGGACCGTTTGGAAACTTAAGATTAGTAGG
1901 1950
PVVIMT2  (1898) TTTCAGGTTTAATTAATTAATTTTTTATTCCTTGAATTTTTTATTTTATG
pVvIMT2-1A  (1692) TTTCAGGTTTAATTAATTAATTTTTTATTCCTTGAATTTTTTATTTTATS
PVvIMT2-1B  (1692) TTTCAGGTTTAATTAATTAATTTTTTATTCCTTGAATTTTTTATTTTATG
PVVIMMI2-5A  (1694) TTTCAGGTTTAATTAATTAATTTTTTATTCCTTGAATTTTTTATTTTATG
PVVTMT2-5B (1694) TTTCAGGTTTAATTAATTAATTTTTTATTCCTTGAATTTTTTATTTTATG
PVVIMMT2-6A (1695) TTTCAGGTTTAATTAATTAATTTITTATTICCTTGAATTTTTTATTTTATE
1951 2000
1948) GGTTTGAGGATTCTGAGATTGGGATTTCTGGGTCTAACCCAATTGGATCT
1742) GGTTTGAGGTTCTGAGATTGGGAT T TCTGGGTCTAACCCAATTGGATCT

pVvTMT2
pPVVTMT2-1A

pVVTMMT2-5A
pVvTMT2-5B
pVVIMMT2-6A

1744) GGTTTGAGGTTCTGAGATTGGGATTTCTGGGTCTAACCCAATTGGATCT

1744) GGTTTGAGGRTTCTGAGATTGGGATTTCTGGGTCTAACCCAATTGGATCT

1745) GGTTTGAGGTTCTGAGATTGGGATTTCTGGGTCTAACCCAATTGGATCT
2001 2011

(
(
PVVIMT2-1B (1742) GGTTTGAGGYTTCTGAGATTGGGATTTCTGGGTCTAACCCAATTGGATCT
(
(
(

pVVTMT2  (1998)
pVVIMT2-12 (1792)
DVVIMT2-1B  (1792)
PVVIMMT2-5A (1794)
PVVTMT2-5B (1794)
pVVIMMT2-6A  (1795)




