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ARTICULO DE INVESTIGACION

Evaluacion del potencial biotecnolagico de un promotor
derivado del virus de la distorsion de la hoja de maracuya
(PLDV), un begomovirus que infecta maracuya

Juan Carlos Vaca-Vaca*, Emerson Clovis Carrasco-Lozano™*y Karina Lopez-Lopez™**

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v21n1.77636

RESUMEN

Los avances biotecnolégicos en plantas requieren la bioprospecciéon de nuevos promotores para la expresion de genes de interés
agrondmico, en particular, es necesario caracterizar nuevos promotores con expresion tejido especifica. El objetivo de esta investi-
gacion fue evaluar la actividad de expresion del promotor del gen AV1 que codifica para la proteina de la capside (CP) del virus de
la distorsion de la hoja de maracuya (Passion fruit leaf distortion virus, PLDV) mediante ensayos transitorios de biobalistica de baja
presion. Se realizé un anadlisis de la regién promotora del gen AV1 empleando herramientas bioinformaticas. Se construyé una fu-
sion traduccional (CP-PLDV-GUS), que porta la regién promotora del gen AV1 de PLDV fusionada al gen reportero uidA (GUS). CP-
PLDV-GUS fue bombardeado sobre hojas de plantulas de tabaco cultivadas in vitro empleando una pistola de genes. Como control
positivo se utilizo el plasmido pBI121 que porta el gen GUS bajo el control del promotor 35S de CaMV. Se llevaron a cabo 11 re-
peticiones, donde la unidad experimental fue la hoja y la variable de respuesta, la expresion transitoria del gen GUS representado
por el nimero de puntos azules observados en las hojas bombardeadas. Como resultado, el andlisis estadistico no paramétrico
demostré que existe evidencia muestral suficiente para confirmar que, tanto el promotor AV1 del PLDV y 35S de CaMV presentan
una actividad de expresién semejante. Finalmente, el promotor del gen AV1 de PLDV mostré una fuerte actividad de expresion del
gen reportero en las células del mesdfilo de las hojas, el cual podria ser usado para conferir expresion tejido especifica en plantas
transgénicas.

Palabras clave: Biobalistica, expresion transitoria, gen uidA, mesdfilo.
ABSTRACT

Biotechnological advances in plants require the bioprospecting of new promoters for the gene’s expression of agronomic interest,
in particular, it is necessary to characterize new promoters with tissue-specific expression The objective of this research was to eval-
uate the expression activity of the AV1 gene promoter that codes for the capsid protein (CP) of the Passion fruit leaf distortion virus
(PLDV) by means of transient tests of low pressure biobalistics. An analysis of the promoter region was carried out using bioinfor-
matics tools. A CP-PLDV-GUS translational fusion was constructed, which carries the promoter region of the AV1 gene of PLDV
fused to the uidA reporter gene (GUS). CP-PLDV-GUS was bombarded on leaves of tobacco seedlings grown in vitro using a gene
gun. As a positive control pBI121 carrying the GUS gene under the control of the 35S promoter of CaMV was used. It was carried
out 11 repetitions where the experimental unit was the leaf and the response variable the transient expression of the GUS gene
represented by number of blue dots observed in the bombarded leaves. As a result, the non-parametric statistical analysis showed
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that there is sufficient sample evidence to confirm that both the AVT promoter of PLDV and 35S of CaMV exhibit similar expression
activity. Finally, the promoter of the AV1 gene of PLDV showed a strong activity of expression of the reporter gene in the leaf meso-
phyll cells, which could be used to confer tissue-specific expression in transgenic plants.

Key words: Biobalistic, mesophyll, transient expression, uidA gene.
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INTRODUCCION

La regulacion de la expresion de un gen de interés agri-
cola en plantas transgénicas implica la interaccion espe-
cifica entre factores de transcripcién que en trans reco-
nocen elementos cis-regulatorios (presentes en la region
promotora de los genes) (Lee & Young, 2000). Los pro-
motores son secuencias de DNA localizados rio arriba
del sitio de inicio de la transcripciéon que contienen arre-
glos de muiltiples elementos cis que regulan y determi-
nan la transcripcion de un gen especifico (Lewin, 2006).
En ingenieria genética de plantas se utilizan diferentes
tipos de promotores: promotores constitutivos, aquellos
que estan activos en la mayoria de los tejidos y etapas
de desarrollo; promotores espacio-temporales, activos
Unicamente en tejido-especifica o etapa-especifica; pro-
motores inducibles, regulados por la aplicacion de una
sefal externa sea fisica o quimica y por ultimo estan los
promotores sintéticos, que pueden dirigir un patrén de
expresion constitutivo, espacio-temporal o inducible,
dependiendo de los elementos cis-regulatorios con los
que fueron disefiados (Peremarti et al,, 2010; Hernandez
-Garcia & Finer, 2014). El promotor 35S del virus del mo-
saico de la coliflor (Cauliflower mosaic virus, CaMV) es
ampliamente usado en biotecnologia y confiere una ex-
presion constitutiva en plantas dicotiledéneas, siendo esta
expresion relativamente menor en plantas monocotiledé-
neas (Liu et al,, 2003). Bajo ciertas condiciones la sobreex-
presion de un gen particular podria acarrear consecuen-
cias indeseables; por ejemplo, la expresion constitutiva de
los genes asociados con la tolerancia al estrés y respues-
tas de defensa podrian dar lugar a efectos pleiotrépicos y
a la activacion imprevista de las vias de defensa en ausen-
cia de agentes patégenos (Gurr & Rushton, 2005), ade-
mas, también podria generar cambios que conlleven a la
inactivacion transcripcional de genes (Stam et al, 1997).
Esto ha incentivado la investigacion orientada a la bdsque-
da y estudio de promotores con caracteristicas biotecno-
l6gicamente deseables tales como, expresion en diferen-
tes etapas de desarrollo o en tejidos, asi como en células
especificas de la planta.

La biobalistica de baja presién en ensayos de expresion
transitoria, provee una herramienta eficiente, rapida y
conveniente para investigaciones basicas en biologia
molecular. Los ensayos transitorios fueron desarrollados

para estudiar la funcion de genes asi como caracterizar
un constructo génico previo a una transformacion gené-
tica estable de plantas (Hellens et al, 2005; Lee & Yang,
2006; Sparkes et al, 2006). En ensayos de expresion
transitoria, existen altos niveles de transcripcion tempo-
ral de secuencias de DNA que no estan integrados en el
genoma de la célula hospedera, los cuales estan fusiona-
dos a genes reporteros (Sudowe & Reske-Kunz, 2013).
Uno de los genes reporteros que mas se ha usado es el
gen uidA que codifica a la enzima B-glucuronidasa
(GUS) de Escherichia coli (Jefferson et al., 1987). Este gen
reportero se ha empleado en estudios cuyos objetivos
han sido: (1) comprender los patrones de desarrollo de
la expresion de un gen; (2) contrastar diferentes
métodos de transformaciéon genética; (3) realizar
comparaciones entre explantes para transformacion y
regeneracion de plantas; (4) optimizar los parametros de
bombardeo de particulas y (5) analizar las caracteristicas
de promotores claves en la expresion de genes (Park et
al, 2010; Vaca-Vaca et al, 2014).

El virus de la distorsion de la hoja de maracuya
(Passionfruit leaf distortion virus, PLDV) es un virus que
afecta cultivos de maracuyd en Valle del Cauca
(Colombia), pertenece al género Begomovirus (Familia
Geminiviridae) y es el segundo de este género viral
reportado a nivel mundial que afecta pasifloras (Vaca-
Vaca et al,, 2016; 2017). Su genoma esta constituido por
dos componentes gendémicos circulares de DNA de
cadena sencilla denominados DNA-A y DNA-B con un
tamafno de 2,6 y 2,5 kb, respectivamente. El componente
gendémico A contiene cinco Marcos de Lectura Abierto
(MLA), AC1, AC2, AC3, AC4 y AVI que codifican para
las proteinas Rep, TrAP, REn, AC4 vy CP,
respectivamente, que participan en la replicacion,
transcripcién y encapsidacion del virus. Mientras que el
componente gendmico B contiene dos MLA (BCT vy
BV1), que permiten el movimiento del virus a corta y
larga distancia, respectivamente. En cada componente
gendémico hay presente una Regién Intergénica (IR) de
aproximadamente 300 pb. En esta region intergénica se
encuentran dos promotores divergentes en relacion a
una estructura palindromica a manera de tallo y asa
(Ramesh et al., 2017; Vaca-Vaca et al, 2017). Estos
promotores divergentes promueven la transcripcion
bidireccional de los MLAs presentes en cada uno de los
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componentes. Esto implica que la expresion
transcripcional de los genes virales involucra estrategias
de regulacion complejas. Es decir, el proceso
transcripcional de cada uno de los MLAs geminivirales
es perfectamente coordinado, de manera tal que se
puede hablar de genes de expresion temprana,
intermedia y tardfa, los cudles brindan sus transcritos de
acuerdo a la etapa infectiva que se esté verificando
dentro del ciclo infectivo geminiviral (Gutierrez et al,
2004; Shivaprasad et al.,, 2005; Ramesh et al., 2017).

La replicacion en el ndcleo celular vegetal y la
transcripcion coordinada de sus genes, utilizando la
maquinaria  biosintética del  hospedero, son
caracteristicas que hacen que los begomovirus en
general sean un excelente modelo para comprender los
procesos que determinan no solo el ciclo celular sino la
expresion genética en las plantas (Hanley-Bowdoin et al.,
2013). Debido a que los geminivirus han desarrollado
eficientes estrategias, no solo para su replicacion sino
ademads para la expresion de sus genes, ellos per se
tienen un potencial inmenso para su desarrollo como
herramientas biotecnolégicas. La identificacion de
multiples elementos cis-regulatorios  presentes en
promotores geminivirales, algunos de los cuales son
comunes a aquellos encontrados en diversos
promotores de genes vegetales de interés
biotecnolégico soportan esta idea (Yang et al., 2017).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la expresion
tejido especifica del promotor del gen AV1 que codifica
para la proteina CP de PLDV fusionado al gen reportero
GUS y bombardeada con particulas de oro con una
pistola de genes de baja presion en tejidos foliares de
plantulas de tabaco (Nicotiana tabacum cv. xanthi)
cultivadas in vitro. Los resultados muestran que el
promotor del gen AV de PLDV presenta una fuerte
actividad de expresion del gen reportero en las células del
mesoéfilo de las hojas, el cual podria ser usado para

conferir  expresion  tejido  especifica en  plantas
transgénicas.
MATERIALES Y METODOS

Andlisis bioinformatico del promotor del gen AVT que
codifica para la proteina CP de PLDV. Una secuencia
de 200 pb que abarca la regiéon promotora del gen AV1
presente en el componente genémico DNA-A del virus
de la distorsion de la hoja de maracuya - PLDV (Ndmero
de accesion en GenBank KT899302) (Vaca-Vaca et al,
2017) fue analizada en las bases de datos PlantCARE
(Plant Cis-Acting Regulatory Element) (Lescot et al., 2002)
y Plant Promoter (Hieno et al, 2014) con el fin de
identificar posibles elementos cis-regulatorios.

Diseno de oligos y amplificacion por PCR de la region
promotor del gen AV1 de PLDV. A partir de la
secuencia del componente A de PLDV se disefiaron un
par de oligos que amplifican un fragmento de 480 pb
que porta la region promotora del gen AV1. El disefo de
los oligos se realizo con el software CLC Main
Workbench v7.5 (Qiagen®) e incluyé sitios de corte para
las enzimas de restriccion que permiten su facil clona-
cion (sitio de restriccion Hindlll y Pstl, respectivamente,
subrayados en la secuencia de los oligos): CP MaraF: 5°-
TCT-AAA-GCT-TAA-TTT-CTT-AGG-CGG-3~ y CP MaraR:
57-GGG-CTT-CCT-GTA-CTG-CAG-GG-3". La mezcla de
reaccion para la PCR se preparé en un volumen final de
25 pL y las condiciones de PCR en el termociclador
fueron: 94 °C por 5 min; 36 ciclos de: 94 °C por 1 min;
52 °C por 1 min; y 72 °C por 1 min; y una etapa final a
72 °C por 15 min. El fragmento amplificado de 480pb
fue purificado del gel de agarosa con el kit comercial
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega®),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Posterior-
mente fue digerido con las enzimas de restriccion Hin-
dlll'y Pstl, siguiendo las instrucciones del proveedor.

Construccion de la fusion traduccional CP-PLDV-GUS.
La region promotora del gen AV1 amplificado y digerido
fue ligado utilizando la enzima T4 DNA ligasa
(Invitrogen®) en los sitios Hindlll y Pstl del vector de ex-
presion pCP27_GUS new (Pulido-Rendén 2014), que
porta la secuencia codificante del gen reportero uidA
(GUS, B-glucuronidasa) y un terminador de expresion T-
Nos del gen nopalina sintasa provenientes del plasmido
pBI101 (Jefferson et al, 1987). Esta construccion se
denominé CP-PLDV-GUS (figura 1B). Los productos de
la ligacion de CP-PLDV-GUS se transformaron en células
competentes de Escherichia coli (One Shot, Invitrogen®)
por medio de choque térmico vy las bacterias fueron cul-
tivadas en cajas de Petri en medio sélido Luria-Bertani
(LB) suplementado con el antibiotico Ampicilina (100
mg/mL). A partir de las colonias bacterianas resistentes
al efecto del antibidtico, se purificé el plasmido recombi-
nante CP-PLDV-GUS utilizando el QlAprep Spin Mini-
prep Kit (Qiagen®). Para verificar la presencia del frag-
mento de 480 pb clonado en CP-PLDV-GUS se realizé
una doble verificacién: amplificacion del fragmento por
PCR (de acuerdo a la metodologia previamente descrita
con los primers CPMaraR / CPMaraF) y liberacion del
fragmento de 480 pb de CP-PLDV-GUS por digestion
con las enzimas de restriccion Hindlll y Pstl. Finalmente,
para confirmar que la secuencia del promotor del gen
AVT estuviera fusionada en el sentido correcto con res-
pecto al codén de inicio de la traduccién del gen repor-
tero uidA, la construccion CP-PLDV-GUS fue secuencia-
da en la empresa Macrogen, Inc (Sedl, Corea del Sur).
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Figura 1. A. Identificacion de elementos cis-regulatorios en la secuencia promotor del gen AV1 (CP) de PLDV.
Representacién grafica del promotor CP constituido por 200 nt, donde se muestran los diferentes elementos cis-
regulatorios. La region de nonanucledtidos (TAATATTAC) tipica de los geminivirus se encuentra indicada con un
tallo y asa en la posicion 200. Los diferentes motivos y cajas, se encuentran dentro de un rectangulo de diferente
color y se indica su posicion con respecto al ATG del gen AV1. B. Representacion grafica de la construccion génica
CP-PLDV-GUS y 355-GUS. Ambas construcciones contienen el mismo gen reportero uidA (GUS) de 1809 pb con
una region terminadora T-nos (Nopalina sintasa) de 291 pb provenientes del plasmido pBI101 (Jefferson et al,, 1987).

Purificacion del DNA plasmidico que portan las cons-
trucciones CP-PLDV-GUS y 35S-GUS. Para la purificacion
de los plasmidos recombinantes que portan las construccio-
nes CP-PLDV-GUS (pCP-PLDV-GUS, plasmido construido
en este trabajo de investigacion) y 355-GUS (pBI121), se
utilizé el Plasmid Midi Kit (Qiagen®) siguiendo las instruccio-
nes del fabricante. El plasmido pBI121 (35S-GUS) se utilizd
como control positivo de los ensayos de expresion transito-
ria y fue adquirido comercialmente del proveedor Invitro-
gen®. El plasmido 355-GUS porta el gen uidA bajo el control
del promotor 35S de CaMV (figura 1B).

Preparacion de microcarriers y cartuchos que portan
CP-PLDV-GUS y 35S-GUS. La preparacién de los micro-
carriers y cartuchos que portan CP-PLDV-GUS y 35S-
GUS se realizé siguiendo los protocolos establecidos
por BioRad® para el uso de la pistola de baja presion
Helios Gene Gun System (BioRad®), con modificaciones
realizadas por Lopez-Lopez et al. (2013).

Bombardeo de CP-PLDV-GUS y 35S-GUS con la pistola
de genes Helios® Gene Gun System (BioRad®). Los en-
sayos de bombardeo de CP-PLDV-GUS y 35S-GUS se
realizaron con la pistola de genes de baja presion
(Helios® Gene Gun System, BioRad®) sobre hojas de
tabaco cultivadas in vitro, siguiendo las condiciones de

optimizacion reportadas por Vaca-Vaca et al. (2014). Las
plantulas bombardeadas fueron colocadas en un cuarto
de crecimiento a 24 °C durante 24 h.

Deteccion histoquimica de la expresion transitoria del
gen reportero uidA (GUS). La deteccion histoquimica
de la expresion transitoria de GUS bajo el control de los
promotores AV1 de PLDV y 35S de CaMV en los tejidos
bombardeados, se llevé a cabo siguiendo el protocolo
propuesto por Jefferson et al. (1987). Con este propésito,
fragmentos de las hojas bombardeadas se incubaron a 37 °
C durante 22 h en ausencia de luz en un buffer que conte-
nfa: X-gluc (Acido 5-bromo-4-cloro-3-indol-3-D-glucurénico)
(Fermentas®), como sustrato para la enzima -
glucuronidasa. Para decolorar las hojas bombardeadas se
utilizé etanol al 70% (v/v). Las hojas fueron completamente
decoloradas y conservadas en glicerol al 50% (v/v) a 4 °C
en placas de cultivo celular de fondo plano con tapa de
baja vaporizacion (FALCON®). El conteo de los puntos
azules observados en los tejidos foliares bombardeado se
realizé en un esteromicroscopio (Carl Zeiss®).

Cuantificacion de la expresion del gen reportero uidA
(GUS). Para evaluar la expresiéon de GUS se siguid la
metodologia propuesta por Ruiz-Medrano et al. (1999),
que consiste en hacer un conteo discreto de puntos
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Figura 2. Expresién transitoria de tejido del gen GUS fusionado a la regién promotora de CP de PLDV en
hojas de tabaco bombardeadas in vitro. A, B 'y C, hojas bombardeadas con la construccién CP-PLDV-GUS; D, E
y F, hojas bombardeadas con el control positivo de expresién, pBl121 (Construccién 355-GUS); G, H e I, hojas no
bombardeadas (control negativo). Observacién en Estereoscopio Carl Zeiss a 6.5, 16 y 30X. Con una flecha se
indica la localizacién de las células de Floema (Fl) y Mesofilo (Ms) en las hojas.

azules presentes en los tejidos previamente bombardea-
dos con los plasmidos que portan las construcciones CP-
PLDV-GUS y 35S-GUS.

Analisis estadistico de los datos. Para evaluar la expre-
sion transitoria del gen reportero GUS, se llev6 a cabo
un ensayo con 11 repeticiones. Cada unidad experimen-
tal consistié en una hoja completa de tabaco cultivado
in vitro y la variable de respuesta fue el nimero de pun-
tos azules observados en las hojas bombardeadas con
cada construccion. Se evaluaron dos tratamientos: T1,
construccion CP-PLDV-GUS; y T2, construccion 355-GUS
(control positivo). Los datos obtenidos fueron sometidos

a un andlisis comparativo, utilizando una prueba de suma
de rangos con signo de Wilcoxon para muestras inde-
pendientes, para ello se utilizé el programa estadistico
Statistical Analysys System (SAS) version 13.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de elementos cis-regulatorios presentes
en la region promotora del gen AV7 de PLDV.

En la figura 1A se observan los elementos cis-
regulatorios identificados en la regién promotora del
gen AV1 del virus de la distorsion de la hoja de maracu-
ya, PLDV. Mediante este andlisis se identificaron: una

Evaluacién del potencial biotecnolégico de un promotor de PLDV
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Figura 3. Distribucién de datos, ndmero de puntos azules observados en las hojas bombardeadas con la cons-
truccién génica CP-PLDV-GUS y 35S-GUS, respectivamente, de acuerdo a la prueba con signo de Wilcoxon. Para la
construccién CP-PLDV-GUS la distribucién de datos es simétrica (A), mientras que para la construccién 355-GUS es
asimétrica, siendo el dato atipico 208 puntos azules observados (B).

caja TATA, tipica de promotores eucariotas (Lewin,
2006); y una caja CAAT, que son sitios blancos de reco-
nocimiento para los factores de transcripcién que perte-
necen a la familia Factor de Unién a la caja CCAAT
(CBF, siglas en inglés), también conocido como el Factor
Nuclear Y, los cuales estan presentes en todos los pro-
motores eucariotas superiores, asi como en las proximi-
dades de algunos potenciadores transcripcionales
(enhancers) (Laloum et al.,, 2013).

Rio arriba del ATG, a 62 nt se identificé una secuencia
consenso GGGCC, involucrada en la expresion de ge-
nes del Fitocromo A en Arabidopsis thaliana (Hudson &
Quail, 2003). Adicionalmente, se encontré una caja W
con una secuencia invariante TGAC, que es el sitio dia-
na para miembros de la familia de factores de transcrip-
cion tipo WRKY (Yamasaki et al., 2013). Los factores de
transcripcion WRKY, son una de las familias mas grande
de reguladores transcripcionales en plantas, con funcio-
nes claves en la respuesta a estreses abidticos tales como:
altas y bajas temperaturas, estrés hidrico, altos niveles de
CO,, altas concentraciones de ozono y estrés salino
(Rushton et al,, 2010). Por dltimo, se observé un presumi-
ble elemento denominado Factor de activacién as-1, con
el consenso TGACG, que se encuentra superpuesto so-
bre la caja W, este factor as-1, actda como un enhancer
dentro del promotor 35S de CaMV (Benfey et al., 1990).

Construccion traduccional de CP-PLDV-GUS.

Se amplificé por PCR un fragmento de 480 pb que porta
la regién promotora del gen AV1 (CP) presente en el
componente A de PLDV unido al codén de inicio de la
traducciéon (ATG) del gen mas 141 pb que codifican
para 47 aminoacidos de CP (Figura TA). Este fragmento
fue clonado al gen reportero uidA (GUS) para obtener la
construccién traduccional CP-PLDV-GUS (Figura 1B). Se
obtuvieron tres clones: pCP-PLDV-GUS 2, pCP-PLDV-

GUS 15 y pCP-PLDV-GUS 16; y su secuenciacion mos-
tré que los tres clones eran idénticos. Adicionalmente, el
analisis de la secuencia de nucleétidos de los clones CP-
PLDV-GUS confirmé la correcta fusién del promotor del
gen AV1 al gen reportero uidA.

Actividad y expresion especifica de tejido del promotor
del gen AV1 (CP) de PLDV.

La actividad de los promotores de CP de PLDV y 35S de
CaMV evidenciada en la expresion del gen reportero
GUS, mostré un total de 439 puntos azules con un pro-
medio de 39,91 para la construccion CP-PLDV-GUS
(Figura 2A, B y C); mientras que para la construccion
355-GUS, se obtuvo un total de 696 puntos azules con
un promedio de 63,27 (Figura 2D, E y F). En la Figura
2G, H e | se muestra el control negativo, hojas de taba-
co sin bombardear con ausencia de puntos azules, indi-
cando que los puntos azules observados son causados
por las construcciones bombardeadas sobre las hojas.
Los datos del ensayo con la construccion CP-PLDV-GUS,
presentaron una distribucién simétrica y normal (Figura
3A). Sin embargo, para la construccion 355-GUS la dis-
tribucion de datos es asimétrica y se alejan de la distri-
bucién normal, debido a que presenta un dato atipico
(Figura 3B). Por ello, para el andlisis estadistico compara-
tivo de la actividad de expresion entre el promotor del
gen AVT de PLDV y 35S de CaMYV, se utiliz6 una prueba
no paramétrica denominada "Prueba con signo de Wil-
coxon", con un nivel de significancia de 95% e hipétesis
nula (HO), Media 1 = Media 2; hipétesis alterna (H1),
Media 1 < Media 2. Dicho andlisis demostré que el valor
de P fue igual a 0,1075. En consecuencia, como valor P
> a=0.05, se acepta la HO (Figura 4). Por tanto, existe
evidencia muestral suficiente para confirmar que tanto el
promotor del gen AV1 del PLDV y 35S de CaMV pre-
sentan una actividad de expresién similar, bajo las condi-
ciones en que se realizé este experimento.
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Figura 4. Comparativa de la distribucién de datos de la prueba no paramétrica Prue-
ba con signo de Wilcoxon para la construccién génica CP-PLDV-GUS y 35S-GUS. El 50 %
de los datos para la construccién CP-PLDV-GUS estd entre 19,5 a 54,5 puntos azules,
con una mediana de 36; mientras que el 50 % de los datos para 355-GUS estd entre 38 a

71 puntos azules y una mediana de 41.

El analisis de la expresion tejido especifica del promotor
del gen de la proteina de la capside de PLDV fusionado
al GUS estuvo principalmente limitada a las células del
mesofilo (figura 2A, B y C). Este resultado es similar a la
expresion tejido especifica reportada para el promotor
del gen CP del virus del mosaico amarillo de la papa
(PYMV-Col) (Pulido-Rendén, 2014); del virus del enanis-
mo del frijol (BDMV) (Levy & Tzafira, 2010); y del virus
del enrollamiento de la hoja del repollo (CabLCuV)
(Borah et al., 2016). Este resultado es relevante si se tie-
ne en cuenta que la gran mayoria de los geminivirus
presentan un tropismo de tejido principalmente hacia las
células del floema (Sunter & Bisaro, 1997; Mazithulela et
al., 2000; Vuorinen et al, 2011; Folimonova & Tilsner,
2018). La expresion tejido especifica de los geminivirus
bien sea por tejidos floematicos o por tejidos del mesofi-
lo, son el resultado de procesos co-evolutivos propios
de la interaccion virus-planta y que inciden en el desa-
rrollo del ciclo infectivo del patégeno. Los resultados de
actividad y expresion del promotor de CP de PLDV en
las células del meséfilo de las hojas de tabaco indican
que este promotor podria ser usado para conferir expre-
sion tejido especifica en plantas transgénicas de interés
comercial. Es necesario realizar ensayos en plantas trans-
génicas de tabaco con la construccion CP-PLDV-GUS

para analizar la expresion estable del transgén en el indi-
viduo vegetal conforme se da el desarrollo del mismo.

En la figura 2D, E y F, se observa que el promotor 35S
de CaMV actué como un promotor constitutivo fuerte,
tal y como se esperaba para un control positivo (Benfey
et al., 1990); esto es debido a que presenta una organi-
zacién modular e interacciones sinérgicas entre los ele-
mentos cis-regulatorios. Igualmente, se han encontrado
elementos individuales de expresion tejido especifica del
dominio A (-90 a +8) y del dominio B (-343 a -90). El
dominio A, confiere expresién principalmente en tejidos
de la raiz y presenta un factor denominado factor de
activacion (as)' que actda como un enhancer, mientras
que el dominio B, confiere expresiéon en la mayoria de
células de la hoja, tallo y tejido vascular de la raiz
(Benfey et al., 1989; 1990). Es interesante, que mediante
el andlisis bioinformatico de elementos cis-regulatorios
en el promotor de CP de PLDV (Figura 1) se identifico
un elemento as' andlogo al descrito previamente por
Benfey et al. (1990) en el promotor 35S de CaMV. Para
comprobar esto, es necesario realizar ensayos de muta-
ciones de este elemento y analizar su efecto en la activi-
dad del promotor de CP de PLDV. Un enfoque similar
deberia seguirse para evaluar el posible papel de los
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otros elementos cis-regulatorios identificados en la re-
gion promotora de CP de PLDV, esto con el fin de para
validar su posible papel biolégico en la actividad de este
promotor (figura 1A'y 2A, B, C).

Estudios en el promotor del gen C1 del virus de la hoja
rizada de algodén de Burewala (CLCuBuV), mostraron
una expresion transitoria fuerte del gen reportero GUS
en hojas de N. tabacum y Gossypium hirsutum, transfor-
madas por agroinfiltracion, y exhibié una actividad GUS
de dos a tres veces mayor que el promotor 35S del
CaMV (Ashraf et al,, 2014). Ademas, Khan et al. (2015),
demostraron una fuerte actividad del gen reportero GUS
en hojas de plantas transformadas de N. tabacum cv.
xanthi, bajo el control del promotor del gen ACT (Rep) y
AVT (CP) del virus CLCuBuV.

CONCLUSIONES

Se reporta por primera vez que el promotor del gen AV1
(CP) del virus de la distorsion de la hoja de maracuya es
capaz de dirigir de manera eficiente la transcripcién del
gen reportero uidA (GUS), lo cual fue evidenciado por la
presencia de puntos azules discretos presentes en las
hojas de tabaco bombardeadas.

Los resultados de los anlisis estadisticos confirman que
tanto el promotor del gen AV1 de PLDV como del 35S
de CaMYV, presentan una actividad promotora aproxima-
damente similar. Finalmente, el promotor del gen AV1
mostré una fuerte actividad de expresion tejido especifi-
ca del gen reportero a nivel de las células del mesdfilo
de las hojas, el cual podria ser usado para conferir expre-
sion localizada de un transgén de interés particular a
nivel de este tipo celular cuando las necesidades biotec-
nolégicas lo requieran.
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