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DESCRIPCION
Modificacién de fibras vegetales

Esta invencion se refiere a la modificacion de la morfologia de células de fibra de plantas. La invencion se ilustra a
través de métodos que usan construcciones genéticas para la modificacion, en particular, aunque no
exclusivamente, de fibras de eucalipto, por ejemplo.

Se considera que el principal producto de la industria forestal es la madera, aunque mas fundamentalmente pudiera
considerarse que es la fibra. La industria proporciona una amplia variedad de materias primas a las industrias de la
madera sélida y la pulpa/papel que producen una multitud de productos. El ingeniero forestal debe procurar que se
provea por lo tanto de la materia requerida para las necesidades competentes de estas industrias, e incluso dentro
de las industrias particulares, hay cierta variedad de diferentes requerimientos. Por ejemplo, diferentes grados de
papel requieren calidades diferentes en el material de partida.

Las operaciones caracteristicas de la silvicultura dependen de un equilibrio entre la capacidad que tiene el ingeniero
forestal de suministrar al procesador la fibra con las propiedades especificas, y la capacidad del procesador de
modificar su proceso y asi disponer de la materia prima disponible. El disefio y la operacién de las plantas
procesadoras dependen de las propiedades de la madera (fibra) de la materia prima.

No obstante estos requerimientos especificos, tales como la uniformidad de la fibra y la resistencia son
requerimientos comunes para la mayor parte de los usos industriales, y de ahi que la fibra suministrada por el
ingeniero forestal deba ser capaz de proporcionar estas propiedades al procesador.

En la fabricaciéon de la pulpa, por ejemplo, las caracteristicas de resistencia dependen, en parte, de la longitud de
fibra. Una mayor longitud de la fibra lleva a una produccién de papel con mayor resistencia. La resistencia de union
es atribuida al contacto entre las fibras y las capacidades de adhesion de las superficies, que dependen de la
longitud de la fibra, el perimetro y la aspereza. También, durante el procedimiento industrial, una mayor longitud de
la fibra aumenta la resistencia de las hojas mojadas permitiendo un manejo mas facil (Seth, 1995).

Sin embargo, las fibras largas no son deseables para todas las aplicaciones. En algunos casos, son preferibles
fibras mas cortas, tal como en la produccion de papeles lisos.

Las propiedades de la fibra se diferencian segun el tipo de especie, y por consiguiente histéricamente se han
limitado las especies particulares a sus aplicaciones particulares. Las fibras de especies de madera dura son
generalmente mucho mas cortas que las de las maderas blandas. Esto causa una produccion de pulpa y papel con
caracteristicas superficiales deseables, tales como una cierta suavidad y brillo, pero con caracteristicas de
resistencia baja. En la practica, cuando no esta disponible una especie que proporciona una cierta fibra con la
combinacion apropiada de caracteristicas, se usa una mezcla de fibras largas y cortas de especies diferentes. Si
esta disponible una sola fuente, que posee las caracteristicas deseables mas la longitud de fibra éptima, esto es de
gran ventaja para el procesador. Se muestran en la Tabla 1 a continuacién algunas especies comunes y sus
longitudes de fibra.

Tablal

Longitudes de Fibra de Diversas Especies Arbdreas

Especies Longitud de Fibra (mm)
Pino rigido 3,5-4,5

Tsuga del Pacifico, 2,5-4,2

Frondosas de América del Sur 1,2-14

Frondosas de América del Norte 1,0-1,2

Eucalipto 0,8-1,0

Roble blanco Americano 0,59

Liquidambar 0,48

Chopo 0,35

Los arboles de eucalipto representan las fuentes mas grandes de fibras usadas globalmente en la industria papelera
(Bamber 1985; Ranatunga, 1964), y por todo el mundo, hay aproximadamente de diez a quince millones de
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hectareas de tierra plantada con Eucalipto (Verhaegen y Plomion, 1996). La ventaja principal del eucalipto es su muy
alta velocidad de crecimiento y la capacidad de crecer en una amplia variedad de condiciones, tanto tropicales como
templadas.

Sin embargo, las fibras del eucalipto son considerablemente mas cortas que las de otras fuentes de fibra, aunque
mas populares, como el pino. Asi, los papeles que se hacen con la pulpa del eucalipto a menudo son débiles y por lo
general requieren un refuerzo con fibras mas largas de otras fuentes, lo que aumenta los gastos de produccién. Si
los arboles pudieran ser producidos con fibras mas largas, seria una ventaja considerable para la industria papelera,
aumentando la calidad de las materias primas para la sintesis de pulpa y papel.

Mediante la mejora genética de los arboles es posible conseguir alguna modificacién de las caracteristicas de la
fibra. Por ejemplo, se han desarrollado hibridos triploides interespecificos del alamo que tienen fibras mas largas que
las especies parenterales.

La variacion genética en las propiedades de la fibra también es evidente dentro de las especies. Las caracteristicas
de la fibra estan controladas por una serie de factores genéticos complejos y no son facilmente susceptibles a los
métodos de mejora genética clasicos. Por lo tanto, no se ha explotado suficientemente la variacién genética
existente en los programas de mejora genética de los arboles. Aunque ahora se estén acumulando conocimientos
sobre la heredabilidad de las propiedades de la madera, éstos antes no eran a menudo considerados tan
importantes como las caracteristicas de crecimiento y a veces eran sacrificados por la busqueda de éstas. En
algunos casos, la velocidad de crecimiento esta correlacionada negativamente con las caracteristicas de la fibra,
aunque esto no siempre sea verdadero (por ejemplo, en el eucalipto), y se estan haciendo esfuerzos en la mejora
genética para atrapar las ventajas de ambos.

En muchos casos, las propiedades de la fibra son suficientes para el producto final, y la mejora se considera
innecesaria. Por ejemplo, el aumento de la longitud de la fibora mas all4 de los 2 mm causa poco aumento en la
resistencia al desgarro o la resistencia a la tension, y muchas fibras de madera blanda tienen cominmente
aproximadamente 3 mm de largo, es decir, mayor que el minimo para la resistencia deseada. Sin embargo, las fibras
en la madera joven tienden a ser mas cortas y hay un creciente uso de materiales jovenes por una reduccion en los
tiempos de rotacion. Por eso, hay una tendencia incluso de mejora de aquellas especies que comunmente
proporcionan fibras largas.

Desde la perspectiva de la industria de la pulpa y papelera, las fibras son tipos especificos de paredes de células de
planta que han sido sometidas a una variedad de tratamientos para eliminar todo el contenido y la mayor parte de
los componentes de pared no celuldsicos (Stewart et al., 1994). En las plantas arboladas, las fibras estan
constituidas por el material de la pared celular muerto. A fin de producir fibras mas largas es necesario disponer de
células vivas mas largas durante el crecimiento, antes de la formacion de la fibra.

La pared celular se puede entender como una red compleja de microfibrillas de celulosa unidas juntas por
interacciones no covalentes con polimeros de matriz (Carpita y Gibeaut, 1993). Las microfibrillas estan cubiertas por
una mezcla de hemicelulosas que forman interacciones de puentes de hidrogeno extensas con la superficie de las
microfibrillas. Coextensivo a esto, hay otra red formada por varias pectinas que son mantenidas juntas en gran parte
por enlaces ionicos (McQueen-Mason, 1995).

Para permitir que las células crezcan y se hagan grandes, los componentes de la pared deben estar sueltos para
permitir el deslizamiento de los polisacaridos y las proteinas dentro de la matriz (Cosgrove, 1993). La extension de la
célula es realizada entonces por la presion de turgor interna de la célula, que es considerable. El grado de extension
durante el crecimiento de la célula esta controlado por las propiedades mecanicas de la pared celular, que resulta de
su composicion y de la orientacion de las fibrillas de la pared y de los polimeros estructurales.

El control de la extension de la pared celular esta estrechamente regulado por la planta para facilitar el control del
crecimiento y la morfogénesis. Los agentes ultimos del control son enzimas localizadas en la propia pared. Si las
plantas expresan enzimas de "relajacion" de la pared celular en sus paredes, entonces parece probable que estas
enzimas puedan regular el crecimiento de las células. Los niveles modificados de expresion pueden causar asi un
mayor crecimiento o una reduccion de las células y de la longitud de la fibra. También pueden producirse cambios
de la textura de la pared celular.

Una clase de proteinas de la pared celular son las expansinas. Las expansinas inducen la extension de las paredes
de la planta, y actualmente son las uUnicas proteinas que han demostrado una actividad de relajacion de la pared.
Las expansinas fueron primero aisladas de las paredes celulares de los hipocotilos del pepino por McQueen-Mason
et al., (1992) y se caracterizan por su capacidad de catalizar la relajacion de la pared en un ensayo reoldgico in vitro.

Se cree que el modo de accion de las expansinas es por el debilitamiento de la unién no covalente entre la celulosa
y la hemicelulosa, con la consecuencia de que los polimeros se deslizan entre si en la pared celular (Cosgrove
1996). La accidén bioquimica precisa de las expansinas es confusa, aunque se sepa que sus efectos no son debidos
a la actividad de exoglicanasa o xiloglucano endotransglicosilasa (McQueen-Mason et al., 1992, McQueen-Mason y
Cosgrove, 1993). Las expansinas parecen romper los puentes de hidrogeno que se adhieren entre las microfibrillas
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de celulosa y hemicelulosas. El proceso permite que la pared se suelte sin ninguna degradacion de los polimeros o
un debilitamiento total de la estructura de la pared durante la extensidon. Consecuente con este mecanismo, se ha
demostrado que las expansinas debilitan el papel celuldsico, lo que deriva su resistencia mecanica de los puentes
de hidrogeno entre las fibras de celulosa (McQueen-Mason y Cosgrove, 1994).

Las expansinas son capaces de restaurar la capacidad que tiene las paredes de célula aisladas de extenderse de
una forma dependiente del pH (McQueen-Mason y Cosgrove, 1995) y pueden ser responsables del fendmeno del
"crecimiento acido" de las plantas (Shcherban et al., 1995). Las proteinas de expansina se han caracterizado en los
hipocotilos del pepino (McQueen-Mason et al., 1992), coleoptilos de avena (Li et al., 1993), en la ampliacién de las
hojas del tomate (Keller y Cosgrove, 1995) y los entrenudos del arroz (Cho y Kende, 1997).

Se han aislado y caracterizado cDNAs de expansina de diversas plantas y es evidente ahora que las expansinas
existen como una familia de multigenes que muestra un alto nivel de conservacién entre especies. Se han
identificado cDNAs con grados altos de homologia en colecciones de cDNAs de un marcador de secuencia
expresada (EST) andénima de Arabidopsis y arroz. Estos cDNA de EST muestran un alto grado de homologia
respecto al nivel de la secuencia de proteina (del 60-87 %) indicando que la estructura de expansina esta muy
conservada (Shcherban et al., 1995). Las expansinas no muestran ninguna semejanza de secuencia para otras
enzimas conocidas, aunque realmente tengan semejanzas de secuencia para algunos alérgenos del polen
(Shcherban et al., 1995). Recientemente Cosgrove et al., (1997) han demostrado que los alérgenos del polen del
maiz también poseen una actividad de expansina considerable.

Si las plantas pueden ser modificadas para sobrexpresar las expansinas en sus paredes, entonces se esperaria que
estas plantas mostraran un marcado aumento de la extension de las células o del crecimiento. A la inversa, una
reduccién de la expresion de expansinas deberia llevar a una reduccion del crecimiento de las células. Es, por lo
tanto, sorprendente que la expresion constitutiva de la expansina en eucalipto cause una reduccion de la longitud del
entrenudo y de la altura.

Un intento para modificar la expresién de expansinas es mediante la introduccion de secuencias de ADN
recombinantes en el genoma de plantas. Se pueden usar varios métodos para introducir ADN ajeno en células de
planta (véase, la revision de Weising et al., 1988; Miki e lyer, 1990 y Walden, 1994). La transferencia de genes
mediada por Agrobacterium tumefaciens es probablemente la mas extensamente usada y versatil de estos métodos
(Walden, 1994).

Otros investigadores han investigados experimentos de modificacion genética dirigidos hacia el cambio de la calidad
de la madera y el papel de arboles, en particular concentrandose en la ruta de la lignina en células y el contenido de
lignina en el producto del papel final (Hawkins y Boudet, 1994; Grima-Pettenati, et al., 1993; Poeydomenge et al.,
1993; Boudet et al., 1995 e Hibino et al., 1994). El objetivo de la presente invencion se diferencia en que procura
proporcionar un medio para controlar el crecimiento de la fibra y la morfologia de la pared celular.

El documento WO 96/26639 A describe plantas de algodén transgénicas que llevan los genes implicados en la
biosintesis de etileno en el évulo lo que genera que las caracteristicas de las fibras sean modificadas.

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un método por lo cual pueden ser modificados arboles para
producir fibras de una longitud deseada para aplicaciones especificas. Esto permitira al ingeniero forestal controlar la
calidad de su producto. Ademas, esto permitira que el ingeniero produzca una amplia variedad de tipos de fibra de
una sola especie 0 un pequefio numero de especies que puedan ser seleccionadas como que cumplen idealmente
el cultivo en un sitio particular. Esto causara tanto una economia para emplear un solo régimen silvicultural uniforme,
como una flexibilidad de produccion con cualquier tipo de fibra que sea requerida en un tiempo particular.

La invencién también proporciona un medio para producir una fibra del tipo especifico de arboles en periodos
particulares en su ciclo de crecimiento.

Esto se consigue aislando y caracterizando en primer lugar secuencias de genes de expansina de especies
heterdlogas y homologas y luego introduciendo de nuevo estos genes en arboles para modificar los niveles de
expansina en los arboles transgénicos usando la sobreexpresion conocida. Esto llevara a un cultivo de arboles mas
adecuado para la produccion del papel.

La presente invencion proporciona un método para transformar arboles para modificar las caracteristicas de fibra en
arboles, comprendiendo el método incorporar establemente en el genoma de un arbol un gen quimérico que
comprenda a un promotor y una secuencia que codifica el acido nucleico que codifica un gen de expansina capaz
de modificar la altura del arbol y/o la longitud de entrenudo, siendo dicha secuencia de acido nucleico una o varias
de SEQ. ID. Nos. 1-6 de la presente o la secuencia de expansina del pepino conocida en este documento como
Ex29 del pepino (N° de entrada del GenBank U30382.1), o una secuencia que tiene homologia suficiente para
formar hibridos con ésta en una condicion de severidad media (2 x SSC a 65°C) y que tiene la misma funcion, y que
regenera a una planta,

en el que dicho acido nucleico esta dispuesto en una orientacion de sentido y se consigue una disminucion en la
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longitud de entrenudo y/o la altura de la planta comparando con un control.
Se ilustran en este documento los arboles modificados segun el método de la invencion.
Preferiblemente, el gen quimérico comprende ademas un terminador.

También se ilustran construcciones que tienen las caracteristicas estructurales del ADN descritas mas arriba y los
arboles que incorporan tales construcciones y/o genes quiméricos segun la invencion.

El gen quimérico puede comprender la secuencia de codificacion de acidos nucleicos cuando existe en el genoma,
completo con el promotor enddgeno, terminador, intrones y otras secuencias reguladoras, o la secuencia de
codificacién de acidos nucleicos, con o sin intrones, puede ser combinada con un promotor heterélogo, terminador
y/o otras secuencias reguladoras.

El promotor puede ser un promotor constitutivo, tal como el promotor del 35S del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV358S), el promotor 19S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV19S) o el promotor de la nopalina sintasa, un
promotor especifico de tejido, tal como el rolC, promotores de patatina o petE, o un promotor inducible, tal como el
AlcR/AlcS. Otros promotores convenientes seran los normalmente conocidos por los expertos en la técnica.

La secuencia de &cidos nucleicos, o sus partes, pueden estar dispuestas en la direccion del marco de lectura
normal, es decir sentido, o en la direccion del marco de lectura inverso, es decir antisentido. Puede usarse para
conseguir la modificacién en la longitud de las paredes de la célula de fibra la sobreregulacién o la desregulacion de
la actividad de la proteina expansina o del gen que la codifica usando la tecnologia de sentido, antisentido o co'l
supresion.

Preferiblemente, la secuencia de acidos nucleicos codifica una o varias de la clase de proteinas conocidas como
expansinas. Mas preferiblemente, la secuencia de acidos nucleicos se deriva del eucalipto o del pepino.

La secuencia de acidos nucleicos puede ser ventajosamente una o varias de SEQ. ID. Nos. 1-6 de la presente. O
bien, la secuencia de acidos nucleicos puede ser la secuencia de expansina del pepino Ex29 (N° de entrada del
GenBank U30382 - conocida como Cs-EXP1). La secuencia también es descrita en Shcheraban et al., (1995).

O bien, la secuencia de acidos nucleicos puede ser una secuencia que tiene una homologia suficiente para formar
hibridos con cualquiera de SEQ. ID. Nos. 1-6 o pepino Ex29 en condiciones de severidad medias (lavados en 2x
SSC a 65°C).

Preferiblemente, la secuencia de éacidos nucleicos es una secuencia mMRNA o cDNA, aunque pueda ser ADN
genomico.

Los arboles que pueden ser modificados apropiadamente usando el método inventivo incluyen eucaliptos, chopos,
pinos y alerces.

La secuencia de acidos nucleicos puede ser introducida por cualquiera de las técnicas de modificacién genética
conocidas, tal como la modificacion mediada por Agrobacterium tumefaciens, la modificacion mediada por
Agrobacterium rhizogenes, biolistica, electroporacién, poracion quimica, microinyeccion o modificacion de fibra de
silicio, por ejemplo.

A fin de que la invencién pueda ser facilmente entendida y facilmente llevada a efecto, se hara referencia ahora, por
via del ejemplo, a las figuras siguientes, en las que:

La figura la es una representacion esquematica de la secuencia de codificacion para el Ex29 de pepino clonado
entre el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor y nimeros terminador en el vector pDE326;

La figura Ib es una representacion esquematica que muestra el inserto de la Figura la entre los sitios de restriccion
de EcoR | y Hind Il introducidos en un plasmido de Ti modificado pDE 1001 para producir pDE/EXP29, y

La figura Ic es una representacion esquematica que muestra el inserto de la Figura la entre los sitios de restriccion
de EcoR | y Hind Il introducidos en un plasmido de Ti modificado p35GUSINT para producir pATC/EXP29; y

La figura 2 es una representacion esquematica que muestra un inserto que contiene SEQ. ID. No 1 entre los sitios

de restriccion de EcoR | y Hind Il introducidos en un plasmido de Ti modificado p35GUSINT para producir
pATC/SEQ. ID. No. I.

EJEMPLO 1

Aislamiento de nuevas secuencias de expansina de tejido de tallo de B. grandis
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Extraccion de ARN de hipocétilos de pepino. Fueron sembradas semillas del pepino (Cucumis sativus L., cv pepino,
de A. W. Burpee, Westminster, Penn, EE. UU.) en una estera capilar empapada en agua (Provisiones de
Cultivadores Fordingbridge, Arundel, W. Sussex, Reino Unido) en bandejas de plastico (35 cm x 25 cm x 6 cm) y
germinaron en la oscuridad a 27°C. Después de 4 dias, las plantas del semillero etioladas fueron cosechadas bajo
una luz verde extirpando los 20 mm superiores de los hipocétilos en nitrégeno liquido y moliendo a un polvo fino a
mano y en un mortero que habia sido enfriado antes a — 80°C. El ARN total fue extraido en un tampon de fenol/
cloruro de litio caliente segun el procedimiento de Verwoerd et al., (1989).

Extraccion del ARN de Eucalyptus grandis. Fueron sembradas en bandejas (35 cm x 25 cm x 6 cm) semillas de E.
grandis con abono organico F2 de Levington (Levington Horticulture Ltd., Ipswich, Suffolk, Reino Unido) y
germinaron en un invernadero (18-24°C, a una intensidad de luz de aproximadamente 10.000 lux, y 16 horas de luz
de dia). Después de 8 semanas, las plantas del semillero fueron transferidas a potes individuales, y luego fueron
conservadas si era necesario (aproximadamente cada 6-7 semanas). El tejido del tallo en crecimiento fue cosechado
desde los ultimos 40-50 mm de las puntas de la rama en nitrégeno liquido. Las hojas inmaduras, por lo general las
dos mas jovenes desde las puntas de la rama en crecimiento, también fueron cosechadas directamente en nitrégeno
liquido; las raices fueron lavadas en varios platos hondos con agua del grifo, fueron aclaradas con agua destilada y
las puntas en crecimiento luego fueron extirpadas en nitrégeno liquido. EI ARN fue extraido como se describe en
Pawlowski et al., (1994) utilizando un protocolo especialmente modificado para la extraccion del ARN de plantas que
contienen niveles altos de compuestos fendlicos.

Aislamiento del mMRNA de Poly (A") del ARN total extraido de tejido de tallo de E. grandis. Fue aislado el mRNA de
Poly (A") del ARN total usando tanto columnas de oligo (dt) de empuje (Stratagene, Cambridge, Reino Unido) como
de centrifuga (Clontech Laboratories, Inc. CA., EE.UU.) y siguiendo las instrucciones del proveedor y las
recomendaciones.

RT-PCR y Secuenciacién. La secuencia de acidos nucleicos de expansinas muestra un grado considerable de
divergencia. Sin embargo, fueron identificadas y usadas dos regiones con un grado razonable de consenso para
sintetizar dos cebadores de oligonucleétido de complejidad baja (véase la Tabla 2).

El ARN total fue extraido del tejido del tallo joven y el mRNA de Poly (A") utilizando columnas de oligo (dt) aislado
como se describe mas arriba. Se usé 1 ung de mRNA en un experimento PCR (50°C temperatura de templadura, 30
ciclos, principio caliente) con los dos cebadores de consenso de expansina y la ADN polimerasa Taq (Promega UK
Ltd.).

Tabla 2

Secuencia de Cebadores de Expansina Consenso

Secuencia (5'-3")
P. 1 (SEQ. ID. No. 7) ATGGIGGIGCNTGYGGNTA
P. 2 (SEQ. ID. No. 8) TGCCARTTYTGNCCCCARTT
Clave: Y=CoT,N=Ao0oGo CoT,R=Ao0G, I=lnosina

Construccién de Biblioteca de cDNA. Para la primera sintesis de cadena de cDNA se usé 1 pg de mRNA en una
reaccion con 0,15g de cebadores OG1 oligo dt y Transcriptasa inversa AMV (9 unidades/ul, Promega UK Ltd.,
Southampton, Reino Unido).

La biblioteca fue construida en el vector ZAP Il de Lambda (Stratagene, Cambridge, Reino Unido), siguiendo las
instrucciones del proveedor.

Usando los métodos descritos, fueron aislados clones transformados por seleccién de colonia azul-blanca en placas
agar-agar siguiendo los métodos descritos por el proveedor (R&D Systems). Fueron seleccionadas y secuenciadas
veinte colonias blancas ("positivo"). De éstas, se identificaron seis que contenian secuencias que tenian semejanzas
con otras secuencias de expansina conocidas usando una busqueda BLAST basica proporcionada por NCBI. Las
supuestas transcripciones tenian un tamafo de aproximadamente 450 bps (determinado por PCR y electroforesis de
gel). Los productos de la PCR fueron secuenciados usando un cebador directo y fueron obtenidas las secuencias
identificadas como SEQ. ID. Nos. 1-6.

EJEMPLO 2

Analisis Northern

El ARN total fue aislado de tallos, hojas y raices de E. grandis como se describe anteriormente. Fueron
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desnaturalizados 6 pg de ARN en 20 ul de H,O DEPC en un volumen igual de la soluciéon desnaturalizante
(formamida al 50 %, 2x TBE) y se corrio en un gel de agarosa al 1,5 % estandar a 75 voltios durante 200 minutos. El
ARN del gel fue transferido sobre Membranas de Transferencia Probadas Gendmicas de GT "Zeta-Probe"
(Laboratorios Biorad, California, EE.UU.) por transferencia capilar. Se usaron secuencias de expansina parciales de
E. grandis generadas por RT-PCR de mRNA de tallo (como se describe anteriormente) para el marcaje de *Pr
aleatorio principal y se formaron hibridos con el ARN transferido siguiendo los métodos recomendados por el
proveedor de membranas (Laboratorios Biorad).

EJEMPLO 3

Preparacién del vector de transformacién Exp29.

Extraccion de ARN de hipocétilos de pepino. Fueron sembradas semillas del pepino (Cucumis sativus L., cv pepino,
de A. W. Burpee, Westminster, Penn, EE.UU.) en una estera capilar empapada en agua (Fordingbridge Growers
Supplies, Arundel, W. Sussex, Reino Unido) en bandejas de plastico (35 cm x 25 cm x 6 cm) y germinaron en la
oscuridad a 27°C. Después de 4 dias, las plantas del semillero etiolado fueron cosechadas bajo luz verde extirpando
los 20 mm superiores de los hipocétilos en nitrégeno liquido y moliéndolo en un polvo fino a mano y en un mortero
que habia sido enfriado previamente a -80°C. EI ARN total fue extraido en un tampon de fenol/cloruro de litio caliente
segun el procedimiento de Verwoerd et al., (1989).

Construccién del vector. La secuencia de codificacion para el Ex29 de pepino (N° de entrada del GenBank U30382;
conocido como Cs-EXP1, y Shcherban et al., 1995) fue generada por RT-PCR y se clon6 entre el promotor 35S del
virus del mosaico de la coliflor y el terminador nos (véase la Figura la) en pDE326, un vector amablemente
proporcionado por el doctor Jurgen Denecke de la universidad de York. Después de la introduccion de la secuencia
de expansina Ex29 los insertos fueron secuenciados para comprobar que la introduccion de marco era la correcta
secuenciando utilizando un cebador localizado dentro de la regién del promotor 35S.

Los insertos que contienen al promotor 35S, la secuencia de Ex29 y el terminador nos fueron cortados entre los
sitios de restriccion EcoRI y Hindlll y fueron insertados en plasmidos de Ti modificados para producir construcciones
de modificacion. Se usaron dos plasmidos de Ti modificados: pDE1001 (Denecke et al., 1992 o Shcherban et al.,
1995) proporcionado por el doctor Jurgen Denecke y p35GUSINT (Vancanneyt et al., 1990). Los plasmidos
producidos que contenian el inserto se denominaron pDE/EXP29 (pDE1001 + Ex29) (véase, Figura 1b) y
pATC/EXP29 (p35GUSINT + Ex29) (Véase, Figura Ic), agradeciendo la fuente de los plasmidos.

Los plasmidos fueron transferidos en E. coli por procedimientos estandares; fueron cultivadas cepas de E. coli en
placas LB (incubadas a 37°C y almacenadas a 4°C) o en medio LB con el antibiético apropiado para la seleccion
positiva.

Las construcciones fueron introducidas en Agrobacterium via la modificacion de ADN directa o por acoplamiento tri(]
parenteral usando la funcién de movilizacion de E. coli cepa HB101 (pRK2013) (Figurski y Helinski 1979).

Se usaron dos cepas de Agrobacterium tumefaciens. Una cepa de C58 (C58Cl (pGV2260) Deblaere, R. et al., 1985)
amablemente donada por el doctor Jurgen Denecke, y EHA105 (Hood et al., 1993). Agrobacterium fueron cultivados
en placas LB (incubadas a 27°C y almacenadas a 4°C) o en medio LB con el antibiético apropiado para la seleccion
positiva.

El Agrobacterium tumefaciens EHA105 pATC/EXP29 fue depositado por Advanced Technologies (Cambridge)
Limited of 210 Cambridge Science Park, Cambridge CB4 4WA, conforme al Tratado de Budapest del
Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos con el fin del Procedimiento de Patentes en la
Coleccion Nacional de Bacterias Industriales y Maritimas (NCIMB), 23 St. Machar Street, Aberdeen, Escocia el 25 de
agosto de 1998 con el N° de depdsito NCIMB 40968. EI microorganismo es Agrobacterium tumefaciens: cepa
EHB105, conteniendo pATC/EXP29. El cDNA para el EX29 de pepino en el cual fue insertado en pBIN19
incapacitado/desarmado (Bevan, 1984) con el promotor del virus del mosaico de la coliflor 35S y el terminador nos.
El plasmido fue transferido entonces en la cepa de EHA105 de Agrobacterium. La construccion es util para cambiar
la extension de las paredes de las células de fibra.

EJEMPLO 4

Transformacién de la planta

Las hojas jovenes fueron disecadas en condiciones estériles, de cultivos de aproximadamente 4 semanas de E.
grandis cultivadas en cajas de Magenta (7 cm x 7 cm x 13 cm) en medio LS a 25°C, en un cuarto de crecimiento en
el laboratorio de cultivo de tejido de los inventores y se usaron para la infeccion mediada por Agrobacterium (Horsch,
Fry, Hoffman, Eichholtz, Rogers, et al., 1985). El tejido inoculado fue dejado co-cultivar durante 4 dias en medio LS
(mas 20g/I de glucosa, agarosa al 0,7 %, Zeatin 0,01 mM, NAA 1 uM) en luz difusa en un cuarto de crecimiento,
condiciones como antes. Los transformantes fueron seleccionados en 50 mg/l de kanamicina y 250 mg/l de claforan.
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Se prepararon dos construcciones para la modificacion de plantas y se introdujeron en dos cepas de Agrobacterium,
C58 y EHA105 para producir C58 que contiene pDE + Ex29, C58 que contiene pATC + Ex29 y EHA105 que
contiene pATC + Ex29. Cada construccioén - conteniendo la cepa se us6 para inocular 400 hojas disecadas de tejido
de E. grandis (en dos ocasiones separadas, cada vez inoculando 200 hojas).

Los experimentos de modificacion fueron repetidos con unas 240 hojas mas, inoculadas con EHA105 que contiene
pATC + Ex29 para aumentar la cantidad de posibles transformantes asequibles.

Del lote original del tejido inoculado con EHA105, fueron cultivadas 25 plantas en el invernadero y se determinaron
las propiedades de los brotes.

Parece que la introduccion de la secuencia de codificacion de expansina unida al promotor 35SCAmV ha causado
una reduccion de la altura total de las plantas desde un valor de control medio de 603 mm en las plantas de control a
546 mm en las plantas transformadas. De los sobrevivientes de las 25 plantas, 4 plantas control y 13 plantas
transgénicas fueron incluidas en este analisis. Esta reduccion de la altura tiene que ver con un cambio en la longitud
de entrenudo como se analiza en la tabla mas abajo. Un analisis Chi cuadrado de los datos de la Tabla 3 indica que
las dos poblaciones de plantas son sustancialmente diferentes a un valor de p < 0,01.

TABLA 3
Clase de longitud de internodo (mm) | Numero de internodos en clase | % de internodos en clase
Control Expansina Control Expansina
10 1 7 3 6
20 10 28 28 24
30 9 28 28 24
40 21 11 18
50 1 9 3 8
60 6 12 17 10
70 2 7 6 6
80 3 4 8 3
>80 01

A partir de estos datos, esta claro que puede ser usada la modificacion en el nivel de la actividad de expansina en el
arbol para producir el efecto requerido. A fin de aumentar el crecimiento puede ser necesario usar la tecnologia de
desregulacion, por ejemplo, la expresién de la cadena inversa o complementaria de la secuencia de expansina, o
una secuencia de expansina sentido parcial, a fin de aumentar la longitud de la fibra.

EJEMPLO 5

Las secuencias SEQ. ID. Nos. 1-6 fueron cada una introducidos en pATC en ambas orientaciones, es decir,
orientacion antisentido y sentido, y se usaran para transformar eucaliptos y tabaco usando la misma metodologia
que la descrita en los Ejemplos 3 y 4. La figura 2 muestra el plasmido pATC/SEQ. ID. No 1 en la orientacién sentido,
como un representante del plasmidos usado en la modificacion. Puede usarse cualquier vector de modificacion
adecuado.

Se encontr6 que la introduccién de las nuevas secuencias de expansina diferentes produjo plantas transformadas a
partir de las plantas de control.
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LISTADO DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL

(i) SOLICITANTES :
(A) NOMBRE: Advanced Technologies (Cambridge) Limited
(B) CALLE: Globe House, 1 Water Street
(C) CIUDAD: Londres
(E) PAIS: Inglaterra
(F) CODIGO POSTAL: WC2R 3LA

(i) TITULO DE LA INVENCION: Modificacion de Fibras Vegetales
(i) NUMERO DE SECUENCIAS: 8

(iv) DIRECCION DE CORRESPONDENCIA:
(A) DESTINATARIO: British American Tobacco (Investments)Limited
(B) CALLE: Regents Park Road
(C) CIUDAD: Southampton
(D) ESTADO: Hampshire
(E) PAIS: Inglaterra
(F) CODIGO POSTAL: SO15 8TL

(v) FORMATO QUE PUEDE LEERSE CON ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: Disquete 8,89 cm (3,50 pulgadas)
(B) ORDENADOR: Viglen P5/75
(C) SISTEMA OPERATIVO: MS-DOS Windows 95
(D) SOFTWARE: Microsoft Word 97

(vi) DATOS ACTUALES DE LA SOLICITUD:
(A) NUMERO DE LA SOLICITUD : Aun no conocido
(C) CLASIFICACION : Aln no conocida

(viii) INFORMACION DEL AGENTE/ABOGADO :
(A) NOMBRE: Mrs. M.R. Walford/ Mr. K.J.H. MacLean
(C) REFERENCIA: RD-ATC-19

(ix) INFORMACION PARA TELECOMUNICACION:
(A) TELEFONO: 01703 777155
(B) TELEFAX: 01703 779856

(2) INFORMACION DE SEQ.ID. NO:1
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA :
(A) LONGITUD: 488 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucléico
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: Lineal
(if) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Eucalyptus grandis

11
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID. NO:1:
ATGGGGGGEEG CTTGTGGGTA TGGCAACCTG TACAGCCAAG GCTATGGCAC

CAACACTGCA GCTTTGAGCA CTGCCCTGIT CAACAATAGC CTERAGCTGOG
GGGCATGTTA CGAGATGOGG TGCAACGACG ACCCCAGGIG GTGCCTCCCG
GGGACCATCA TGGTCACGGC AACCAACTTT TGCCOCTCCCA ACTIGGCCCT
CTCCAACGAC AATTGCOGGCT GGIGCAACCC CCCICTCCAG CACTTCGATA
TGGCCGAGCC TGCTTTICTTG CAGATTGCCC AGTACAAAGC TGGGATIGIC
CAGGTTTCCT TCAGAAGGGT TCCGIGIGIG AAGAAAGGAG GGGTAAGGTT
CACCATCAAT GGGCACTCCT ACTTCAACTT GGIGCIGATC ACCAACGTIGG
GAGGTGCTGG TGATGTCCAT TCCGTTTCCA TCAAGGGCTC GAGGACTGGT

TCGCAAGCCA TGTCAAGGAA CTGGGGCAAA AACTGGCA

(2) INFORMACION DE LA SEQ. ID. NO:2

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 475 pares de bases
(B) TIPO : Acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: Doble
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(if) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Eucalyptus grandis
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID NO:2:
ATGGGGGGEG CATGCOGGGTA TGGCAACCIG TACAGCCAAG GCTATGGCAC

CAACACTGCA GCTTTGAGCA CTGCCCIGIT CAACAATGGC CTEAGCTGOG
GGGCATGTTA CGAGATGCGG TGCAACGACG ACCCCAGGIG GTGACTCOCG
GGGACCATCA TGGTCACGGC AACCAACTTT TGCCCTCCCA ACTTGGCCCT
CTCCAACGAC AATGGOGGCT GGTGCAACCC CCCTCTCCAG CACTTCGATA
TGGCCGAGCC TGCTTICTTG CAGATTIGCCC AGTACAAAGC TGEEATIGIC
CCGGTTTCCT TCAGAAGGGT TCCGIGIGIG AAGAAAGGAG GGSTAAGGIT
CACCATCAAT GGGCACTCCT ACTTCAGCTG TGGIGCTGAT CACCAACGTG
GGAGGTGCTG GTGATGTCCA TTCCGTTICC ATCAAGAGCT CEAGGACTGG

TTGGCAAGCC ATGTCAAGGA ATTGA

(2) INFORMACION DE SEQ. ID. NO:3

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 494 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucléico
(C) TIPO DE CADENA: Doble
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(if) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Euclayptus grandis
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA : SEQ. ID. NO:3:

ATGGGGEGEE CATGTGGTTA CGGGGACCTT CACAGGGOA CCIATGGCAA 50
GTACAGTGCC GGCTTGAGCT CGATGCTGIT CAACAGAGEG AGIACCTGCG 100
GGGCTTGCTT CGAGCTCOGG TGCOGTCGACC ACATTTIGIG GTCCTCCCT 150
GGTAGCCOGT CGGTGATCCT CACCGCCACC GACTICTGCC CTCOGAACTA 200
CGGGCTOGOG GCAGATTACG GOGGGIGGIG CAACTTCCCG CAGGAGCACT 250
TOGAGATGTC GGAGGOGGCC TTCGCCGAGA TTGOGGTGOG AAGGGCTGAT 300
GIGGIGCCTA TCCAGTACAG GAGGGTIGAAC TGTCICAGAA GOGTGGICT 350
GAGATTCACA TTGAGCGGAA ACTCTCACIT CTTTCAGGIC TIGGITGACGA 400
ATGTAGGCCT AGATGGGGAG GIGATIGCCA TGAAAATGAA GGATCGARA 450

ACAGGGTGGA TACCGATGGC AAGAARCTGG GGCAARAACT GGCA 494

(2) INFORMACION DE SEQ. ID. NO:4

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD : 437 pares de bases
(B) TIPO : Acido Nucléico
(C) TIPO DE CADENA: Doble
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(if) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Eucalyptus grandis

ATGGGTTGCC ACCGGGTCCT TGATCCTTIG ATGGCCAJSG AGTGCACATC
CCCTGCTCOG CCGACATTGG TTATGAGCAC GAGGTTGAAA TAAGAATGGC
OGTTGACGGT GAACCGGATC CCTCCGCTIC TCCTGCACCT CACTCTTCOGG
TAGGOCACOG GGACGATCCC GGCCCTGTAC TGOGCAATGT GCTGGAAGAC
OGGCTGGGAG AGGTCGAAAT GGAGTTGAGG AGGGTOGCAC CACCCICCIG
GAGGGCAGAA GTTGGTCGCC GTGACCACAA TGGCGOCCAS GAGGCACCAC
TGOGGGTOGT TCACGCACCG GAGCTCAAAG CACGOGCAGC AGCTCAGCCC
ATTGTTGAAC AATGCAGIGC TCAGIGCAGC TGIGITIGIG COGTACCCIT

GGCTGTATAG ATTCCCATAA CCACACGCCC CCCCCAT
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID. No. 4
(2) INFORMACION DE SEQ. ID. NO:5
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 437 pares de bases
(B) TIPO : Acido Nucleico
(C) TIPO DE CADENA: Doble
(D) TOPOLOGIA: Lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Eucalyptus grandis

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID. No. 5
ATGGGTTGCC ACCGGGTICCT TGATCCITTG ATGGCCACGSG AGIGCACATC

CCCTGCTOOG COGACATTGG TIATGAGCAC GAGGTTGAAA TAAGAATGGC
CGTTGACGGT GAACCGGATC CCTCOGCTTC TCCTGCACCT CACTCTICGG
TAGGCCACAG GGACGATCCC GGOCCTGTAC TGCGCAATGT GCIGGAAGAC
AGGCTGGGAG AGGTCGAAAT GGAGTTGAGG AGGGTCGCAC CACCCTCCTG
GAGGGCAGAA GTTGGTCGCC GIGACAACAA TGGCGCCOGE GAGGCACCAC
TGCGGGTOGT TCACGCACCG GAGCTCAAAG CACGCGCAGC AGCTCAGCCC
ATTGTTGAAC AATGCAGTGC TCAGTGCAGC TGIGITTGIG CCGTACCCTT

GGCTGTATAG ATTCCCATAA CCACACGCCC CCCCCAT

(2) INFORMACION DE SEQ. ID. NO:6

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 488 pares de bases
(B) TIPO Acido Nucleico
(C) TIPO DE CADENA: Doble
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(if) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Eucalyptus grandis
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID. No. 6

CCTTGACATG GTCTGCCACC TTGTCCGCGA ACCCITCACG GUGACCGAGT 50
TGACGTTGCC TGOGOOGCCG ACGTTIGTGA CGAGGACGAG CTTGRAGIAT 100
GAGTTGCOGT TGATGGTGAA CCGGATGCCT CCTCTCCTCC TGTACGTCAC 150
CCTCCTGTAC GCAACGTGGA COGATGCOCGGC TOGGTACTIG GCAATGTGCT 200
GGAAGACGGG CTGGGAGATG TCGAAGTGGT GTTGGEGCSE GTIGCACCAT 250
CCGCCGECET TGTTIGGGAG GGOGTTGTTT GGCGGGCAGA AGTTTGIGEC 300
GCTGACGACG ATGGAGCCOGC CCAGGCACCA CITTCOGTCG TTCACGCACC 350
GGATCTCGAA GCACGACCCC CAGCTCAGCC CGITTTITIRAA CAGCGOCGIG 400
CTCAGOGOCG COGTGTTCGT ACCGTAGOCC TGGCIGTACA GGTIGOCG 448

(2) INFORMACION DE SEQ. ID. NO:7

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD : 19 nucleotidos
(B) TIPO : Acido Nucleico
(C) TIPO DE CADENA: Simple
(D) TOPOLOGIA Lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: DNA Sintético
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID. No. 7
ATGGIGGIGC NIGTGGNTA 19
Clave | = Inosina
N=AG,T6C
(2) INFORMACION DE SEQ. ID. NO: 8
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 nucleotidos
(B) TIPO : Acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: Simple
(D) TOPOLOGIA Lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: DNA Sintético
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID. No. 8
TGCCARTTYT GNCCCCARTT 20
Clave R=A6G

Y=To6C
N=AGTo6C
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REIVINDICACIONES

1. Un método para transformar arboles que modifica las caracteristicas de la fibra en los arboles, comprendiendo el
método incorporar establemente en el genoma del arbol un gen quimérico que comprende a un promotor y una
secuencia que codifica el acido nucleico que codifica un gen de expansina capaz de maodificar la altura del arbol y/o
la longitud de entrenudo, siendo dicha secuencia de acidos nucleicos una o varias de SEQ. ID. Nos. 1-6 de la
presente o la secuencia de expansina de pepino conocida en este documento como Ex29 de pepino (N° de entrada
del GenBank U30382.1), o una secuencia que tiene una homologia suficiente para formar hibridos con ésta en
condiciones de severidad media (2 x SSC a 65°C) y que tiene la misma funcién, y regenerar una planta, en la que
dicho acido nucleico estd dispuesto en una orientacién sentido y en la que se consigue una disminucion en la
longitud de entrenudo y/o en la altura de la planta comparado con el control.

2. Un método segun la reivindicacion 1, en el que dicha secuencia de acidos nucleicos es de eucalipto o pepino.

3. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha secuencia de acidos nucleicos
es una secuencia cDNA o un ADN gendmico.

4. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicho arbol es un eucalipto, alamo temblon,
pino o alerce.

5. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho promotor es uno de dicho grupo que
consiste en el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV35S), el promotor 19S del virus del mosaico de
la coliflor (CaMV19S), el promotor de nopalina sintasa, el rolC, los promotores de patatina o petE, o el promotor
AlcR/AlcS.

17



ES 2365482 T3

Fig.1a.

Eco RI
Mool

CUG-EXP 29

BamH I

Hind IT

ori de E. coli

PY 8l ari

18



ES 2365482 T3

Kanamicina LB

ori de E. coli

Fig.2.

LE

Kanamicina

SEQ. D. No.1

BamH 1
PATCISEQ. 1D. No.1

Hind IT

ori de E. coli

NFT I

19



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



