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DESCRIPCIÓN 
 
Plantas madereras con características de desarrollo mejoradas y método para su obtención 
 
Campo Técnico de la Invención 5 
 
La presente invención se refiere en general al campo de la biología molecular y también se refiere a un método para 
mejorar las características del desarrollo de una planta. Más específicamente, la invención se refiere a un método 
para modificar fenotípicamente plantas y plantas transgénicas que tengan la expresión alterada de un gen 
específicamente expresado durante las diferentes fases de la formación de la madera, que resulta en un fenotipo de 10 
desarrollo modificado. La invención también proporciona construcciones útiles para el método de la invención. 
 
Antecedentes de la invención 
 
En la actualidad, los objetivos principales de la ingeniería de los bosques de árboles y del mejoramiento molecular 15 
son la mejora de la calidad y el rendimiento de la madera. La demanda global de productos de madera está 
creciendo aproximadamente un 1,7 % anualmente, y este aumento en el consumo de madera está ocurriendo a 
pesar del hecho de que ya se ha alcanzado o superado el nivel máximo de recogida en los bosques de todo el 
mundo. En consecuencia, hay necesidad de aumentar la producción de las plantaciones de madera en el mundo. 
Las plantaciones de bosques también pueden tener la ventaja del secuestro de carbono en el cultivo como 20 
respuesta al incremento de CO2 atmosférico. Asimismo, es deseable incrementar la producción de biomasa a partir 
de plantas no madereras, por ejemplo, para hacer posible cubrir la demanda materia prima para la producción de 
energía. La modificación de procesos específicos durante el desarrollo celular en especies superiores es además de 
gran interés comercial, no solo buscando mejorar las propiedades los árboles, sino también de otras plantas. 
 25 
El crecimiento de la planta a través de los meristemos apicales da como resultado un desarrollo de determinados 
tejidos primarios y en el alargamiento del tallo y las raíces. Además de este desarrollo primario, las especies de 
árboles experimentan un crecimiento secundario y producen el tejido secundario, la madera, a partir del cambium. El 
desarrollo secundario aumenta el perímetro de los tallos y raíces. 
 30 
Sterky et al. 1998 (Proc. Natl. Acad. Sci USA, 1998 (95), 13330-13335) han publicado los resultados del programa 
de descubrimiento del genes a gran escala en dos especies de álamos, que comprendió 5.629 marcadores de 
secuencias expresadas (EST) a partir de tejidos formadores de la madera de Populus tremula L. x tremuloides 
Michx. y Populus trichocarpa ‘Trichobel’. Estas EST representaron un total de 3.719 transcripciones particulares a 
partir de dos bibliotecas de ADNc y las funciones putativas podrían ser asignadas a 2.245 de estos transcritos. Los 35 
autores afirman que los datos de EST presentados serán valiosos para la identificación de los genes involucrados en 
la formación del floema y del xilema secundario en las plantas, pero no logran dar instrucciones claras de cómo 
podría efectuarse la identificación. El artículo de Sterky et al. 1998 también reveló la existencia de una gran cantidad 
de EST con funciones desconocidas o inciertas. 
 40 
En la técnica anterior (esto es, Sterky et al. 1998) las bibliotecas se construyeron a partir de tejido de tallo aislado de 
árboles en crecimiento activo. Se preparó una biblioteca de región cambial a partir de una mezcla de tejidos, que 
incluye el xilema en desarrollo, la zona meristémica cambial y floema maduro y en desarrollo de Populus tremula L. x 
tremuloides Michx. Estos tejidos cambiales fueron obtenidos por descascaramiento de corteza y raspado de ambas 
superficies expuestas, con un escalpelo. La biblioteca de xilema en desarrollo fue preparada a partir de Populus 45 
trichocarpa ‘Trichobel’. Estos tejidos fueron obtenidos mediante descascaramiento de corteza y raspado del lado del 
xilema expuesto. Usando dichos métodos sólo fue posible construir tres bibliotecas diferentes representando la 
región cambial completa, el xilema en desarrollo y la región del floema (hechas a partir de raspado de la corteza 
expuesta). La técnica anterior comparó la expresión de los genes en la región cambial con los genes expresados en 
el tejido del xilema en desarrollo. El experimento sólo permitió una comparación tosca debido a los límites impuestos 50 
por el protocolo de preparación del tejido. El tejido usado para la biblioteca del xilema en desarrollo contiene tejidos 
producidos a partir de células del xilema que se expanden a través del xilema durante el desarrollo tardío. 
 
Un problema pendiente es cómo identificar los genes potencialmente más importantes y relacionar estos estados de 
desarrollo específico con las propiedades finales de la célula. Otro problema es cómo identificar los genes 55 
desconocidos hasta ahora, en relación al tipo de célula específica y/o las funciones en la planta. Finalmente, un 
problema particular es cómo encontrar los genes específicos involucrados en la división celular, en la expansión 
celular, en la síntesis de la pared celular, la apoptosis y la muerte celular programada y otros importantes procesos 
involucrados en el desarrollo de determinados árboles y las propiedades de la madera. 
 60 
Hertzberg et al., 2001 (Proc. Natl. Acad. Sci USA, 2001 (98), 14372-14737) y Schrader et al., 2005 (Plant Cell, (16), 
2278 – 2292) han usado elaboración de perfiles de transcritos para revelar una jerarquía transcripcional para miles 
de genes durante el desarrollo del xilema así como para proporcionar datos de expresión que además pueden 
facilitar la elucidación de muchos genes con funciones desconocidas (White et al., 1999 (Science 1999 286) 2187 – 
2184); Aharoni et al., 2000 (Plant Cell 2000 (12) 647 – 662). Esto es técnicamente complicado en plantas madereras 65 
tales como árboles. Hertzberg et al. y Schrader et al. han estudiado el desarrollo secundario del xilema del álamo, 
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que está altamente organizado con límites distintivos y fácilmente reconocibles entre los diferentes estados de 
desarrollo. La formación de la madera se inicia en el cambium vascular. Los derivados cambiales se desarrollan en 
las células del xilema durante el proceso de división, expansión, formación de paredes secundarias, lignificación y 
finalmente, muerte celular programada. El gran tamaño físico del meristemo vascular en los árboles ofrece una 
posibilidad única para obtener muestras a partir de estados de desarrollo definidos, mediante seccionamiento 5 
criostático tangencial (Ugglia et al., 1996 Proc. Natl. Acad. Sci USA, 1996 (93), 9289 – 9286). Para determinar los 
niveles de estado estable de ARNm en estados específicos durante la ontogénia de la formación de la madera en 
Populus tremula x tremuloides (álamo temblón híbrido) fueron muestreadas secciones de 30 µm de espesor de la 
región en desarrollo de la madera, y luego fueron analizados usando varias micromatrices manchadas de ADNc 
(Schena et al., 1995 Science 1995 (270) 467 – 470) que contienen hasta 20.000 EST únicos de álamo hibrido. 10 
 
La secuencia en la presente invención, SEQ ID NO: 15, se ha identificado en una biblioteca de ADNc de cambio de 
Populus tremula, con el nombre de clon de ADNc UB12CPE03, en el número de referencia de la base de datos del 
EMBL CK096393, publicado en línea el 2 de diciembre de 2003 y por Sterky et al., P.N.A.S, vol. 101, n.º 38, p. 
13951-13956, 2004. Este informa presenta más de 100.000 EST y representa una parte sustancial del genoma de 15 
Populus tremula. Sterky et al no presenta un método para aumentar el crecimiento en comparación con su tipo 
silvestre suprimiendo este gen. 
 
Aunque sea obvio que resulta de los programas EST, los estudios de expresión y secuenciación de genomas 
usando tecnologías de matrices de ADN pueden verificar dónde y cuándo se expresa un gen, es raramente posible 20 
clarificar la función biológica y/o técnica del gen sólo a partir de estos tipos de herramientas analíticas. Para analizar 
y verificar la función del gen, la caracterización funcional debe ser ejecutada, por ejemplo, mediante inactivación del 
gen y/o sobreexpresión génica. Sin embargo, para hacer posible la identificación de los genes de interés y con 
rasgos comerciales casi siempre inesperados, hay necesidad de nuevas plataformas analíticas evaluen genes 
candidatos basándose en múltiples criterios. 25 
 
Sumario de la invención 
 
La presente invención se refiere a una plataforma analítica nueva y exhaustiva para seleccionar genes con un 
fenotipo comercial posible a partir de un gran grupo de genes candidatos identificados usando herramientas 30 
bioinformáticas, datos de secuenciación EST y matrices de ADN. La plataforma analítica se concentra en análisis del 
comportamiento de crecimiento basándose en una combinación de múltiples criterios. La invención proporciona un 
método para producir una planta transgénica cambiando la expresión de uno o más genes seleccionados entre un 
grupo de genes que cumplen dichos criterios. 
 35 
Por lo tanto, un aspecto de la presente invención proporciona un método de producción de una planta transgénica 
que presenta un crecimiento aumentado en comparación con el de su tipo silvestre, que comprende alterar en la 
planta el nivel de un producto génico de al menos un gen expresado específicamente durante diferentes fases de la 
formación de la madera. 
 40 
La presente invención se refiere a y abarca los siguientes artículos. 
 

1. Un método para producir una planta maderera que tiene un crecimiento aumentado en comparación con su 
tipo silvestre, que comprende suprimir en la planta el nivel de un producto génico expresado específicamente 
durante las fases de formación de la madera que está codificado por 45 

 
a) la secuencia de nucleótido de SEQ ID NO: 15 o; 
b) una secuencia de nucleótido que es al menos un 70 % idéntica a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID 
NO: 15; 

 50 
en el que la expresión se suprime mediante interferencia de ARN. 

 
2. Un método de acuerdo con el artículo precedente, en el que dicha expresión se suprime proporcionando una 
construcción de ADN recombinante que comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada entre el grupo 
que consiste en 55 

 
d) una secuencia de nucleótido complementaria a la secuencia de nucleótido de SEQ ID NO: 15; y 
e) una secuencia de ácido nucleico que es al menos un 70 % idéntica a una cualquiera de las secuencias en 
d); 

 60 
y expresar la construcción de ADN recombinante en la planta transgénica para producir un transcrito de ARN. 

 
3. El método de acuerdo con el artículo 2, en el que la secuencia de nucleótido comprende la secuencia de SEQ 
ID NO: 36 o una secuencia de nucleótido complementaria de la misma. 

 65 
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4. El método de acuerdo con uno cualquiera de los artículos 1 a 3, en el que la secuencia de nucleótido codifica 
un polipéptido que comprende una variante sustituida de manera conservativa de un polipéptido de (a). 

 
5. El método de acuerdo con uno cualquiera de los artículos 1 a 4, en el que la secuencia de nucleótido 
comprende una sustitución silente en una secuencia de nucleótido. 5 

 
6. El método de acuerdo con uno cualquiera de los artículos 1 a 5, en el que la construcción de ADN 
recombinante comprende además un promotor constitutivo, inducible o específico de tejido unido operativamente 
a dicha secuencia de nucleótido, tal como un promotor constitutivo fuerte en frente de un casete transcrito que 
comprende una secuencia de nucleótido tal como se define en el artículo 2 seguido de un intrón funcional en 10 
plantas seguido de la secuencia de nucleótido tal como se define en el artículo 2 en orientación inversa. 

 
7. El método de acuerdo con uno cualquiera de los artículos 1 a 6, en el que el método comprende la etapa 
adicional de transformar células regenerables de una planta leñosa con dicha construcción de ADN recombinante 
y regenerar una planta leñosa transgénica a partir de dicha célula transformada. 15 

 
8. El método de acuerdo con uno cualquiera de los artículos precedentes, en el que la planta leñosa transgénica 
se selecciona entre el grupo de Populus o una conífera que puede seleccionarse entre el grupo que consiste en 
ciprés, abeto de Douglas, abeto, secoya, cicuta, cedro, enebro, alerce, secoya, abeto y tejo o un frutal que puede 
seleccionarse entre el grupo que consiste en manzano, ciruelo, peral, bananero, naranjo, kiwi, limonero, cerezo, 20 
parra e higera, o en el que la planta leñosa se selecciona entre el grupo que consiste en algodón, bambú y 
plantas del caucho, una planta de madera dura que puede seleccionarse entre el grupo que consiste en acacia, 
eucalipto, carpe, haya, caoba, nogal, roble, fresno, sauce, nogal, abedul, castaño, álamo, aliso, arce, sicómoro, 
ginkgo, una palmera y la goma dulce, tales como de las salicáceas, incluyendo variantes de los mismos. 

 25 
9. Una planta leñosa transgénica que tiene una altura de crecimiento aumentada en comparación con su tipo 
silvestre con expresión suprimida del producto génico expresado específicamente durante las fases de formación 
de la madera, que comprende una construcción de ADN recombinante que comprende una secuencia de 
nucleótido seleccionada entre el grupo que consiste en: 

 30 
a) una secuencia de nucleótido complementaria a la secuencia de nucleótido de SEQ ID NO: 15; 
b) una secuencia de ácido nucleico que es al menos un 70 % idéntica a una cualquiera de las secuencias en 
a); y 
c) una secuencia de nucleótido que hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de nucleótido de a), 
b) o c). 35 

 
10. Una construcción de ADN que comprende al menos una secuencia descrita en uno cualquiera de los 
artículos 1 a 6. 

 
11. Una célula vegetal leñosa o una progenie de planta leñosa que comprende la construcción de ADN de 40 
acuerdo con el artículo 10. 

 
Descripción de las Figuras 
 
La Fig. 1 muestra las diferentes fases de la formación de la madera, donde (A) es un corte transversal de un tronco 45 
de un álamo híbrido teñido con azul de Toluidina. Las barras negras indican el lugar de los tejidos muestreados. La 
muestra de floema se incluyó para dar una descripción de baja resolución de la expresión génica en otro tejido 
derivado de cambium. (B) es una representación esquemática de tipos de células diferentes y de estados durante el 
desarrollo vascular. Las barras ilustran el tiempo y la extensión de los diferentes estados de desarrollo y la 
apariencia de los componentes importantes de la pared celular. (C) muestra el análisis de agrupamiento jerárquico 50 
de 1791 genes seleccionados con los patrones de expresión diferencial diferentes, con la relación de la expresión en 
escala log2. Las muestras están indicadas al final de la figura. 
 
La Fig. 2 muestra los patrones de expresión para los genes seleccionados a partir de los datos de diferenciación del 
xilema. Nueve ejemplos de genes seleccionados a partir del conjunto de datos de Hertzberg et al. (2001) para 55 
análisis funcional en el álamo híbrido. Las mismas muestras y figura como los de la Figura 1D. El gráfico muestra el 
patrón de expresión de aquellos genes sobre la zona de diferenciación de xilema. Los niveles de expresión están 
indicados en escala logarítmica. 
 
La Fig. 3 muestra los patrones de expresión para los genes seleccionados a partir de los datos del experimento del 60 
meristemo. Seis ejemplos principales de genes seleccionado del conjunto de datos de Schrader et al. (2004), para 
análisis funcional en álamo híbrido. Las mismas muestras y figura como los de la Figura 1D. Los gráficos muestran 
el patrón de expresión de aquellos genes sobre la zona cambial. Los datos de expresión es de las series B de 
Schrader et al. (2004). Los valores de expresión están en escala logarítmica, para la explicación de normalización y 
preparación de datos. (véase Schrader et al., 2004). 65 
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La Fig. 4 muestra un ejemplo de curva de altura de crecimiento, mostrando las rectas de regresión lineal tomando 
puntos de cuatro datos consecutivos diferentes, la recta de regresión lineal de color negro muestra la altura máxima 
de velocidad de crecimiento. 
 
Descripción detallada de la invención 5 
 
Definiciones 
 
Antes de discutir la presente invención en más detalle, se definirán en primer lugar los siguientes términos y 
convenciones: 10 
 

El término “planta transgénica” se refiere a una planta que contiene material genético no encontrado en la 
especie silvestre de la planta de la misma especie, variedad o cultivar. El material genético puede incluir un 
transgen, un evento de mutagénesis insercional (tal como mutagénesis por transposón o insercional de ADN-T), 
una secuencia marcadora de activación, una secuencia mutada, un evento de recombinación homólogo o una 15 
secuencia modificada por quimeroplastia. Normalmente, el material genético exógeno se ha introducido en 
plantas mediante manipulación humana. El término también se refiere a plantas en las que el material genético 
se han insertado para funcionar como un marcador de selección. Los ejemplos de dichos marcadores incluyen 
kanamicina, higromicina, fosfoinotricina, clorsulfrón, metotrexato, gentamicina, espectinomicina, imidazolinonas, 
d-aminoácidos y glifosato. 20 

 
En el presente contexto el término “crecimiento” incluye el crecimiento primario, que incluye el alargamiento del tallo 
y las raíces, así como el desarrollo secundario de la planta, que incluye la producción de tejido secundario, la 
“madera”, a partir del cambium y el incremento el diámetro del tallo y de las raíces. Por lo tanto, la expresión 
“aumento del crecimiento” se refiere en el presente contexto al aumento del crecimiento de la planta transgénica en 25 
relación con la planta de tipo silvestre a partir de la cual procede la planta transgénica, cuando crece en las mismas 
condiciones. Como se describe a continuación, una planta transgénica se caracteriza por tener un incremento del 
desarrollo si la planta reúne al menos una de los “criterios de selección de desarrollo diferente” tal como se define en 
los ejemplos más adelante. 
 30 
El término “fenotipo” se refiere en el presente contexto a la apariencia física total de una planta particular, tal como 
por ejemplo, el crecimiento. Los ejemplos de fenotipos de desarrollo diferentse usas en el presente contexto se listan 
en la Tabla 1.2 más adelante y comprenden, por ejemplo, un fenotipo llamado AFP que se refiere a la altura final 
promedio de una población de tipo silvestre y de cada construcción de grupo de población o por ejemplo el fenotipo 
llamado DFP diámetro final promedio de la población de tipo silvestre y de cada construcción de grupo de población. 35 
 
En el contexto de la presente invención la expresión “ fases de formación de madera” se refiere a los estados de 
formación de madera, tales como la división celular y la expansión celular, tal como se define en: Wilson, B.F., 
Wodzicki, T.J. y Zhaner, R. (1966), Differentiation of cambial derivates: Proposed terminology. Forest Science 12, pp 
438-440. 40 
 
Cuando se plantea que un gen está específicamente expresado durante fases diferentes de la formación de la 
madera, el término “específicamente expresado” se usa como una designación de genes, cuya expresión aumenta 
durante las fases de formación de la madera. Se entenderá que la expresión de dichos genes durante las fases de 
formación de la madera puede haberse incrementado en un 10 % o más, tal como en un 15 % o más, en un 20 % o 45 
más, en un 25 % o más, en un 30 % o más, en un 40 % o más, en un 50 % o más, en un 75 % o más, en un 100 % 
o más, en un 200 % o más, en un 300 % o más, en un 400 % o más, en un 500 % o más, en un 700 % o más o en 
un 1000 % o más. 
 
El término “gen” en sentido amplio se refiere a cualquier segmento de ADN asociado con una función biológica. Los 50 
genes incluyen secuencias codificantes y/o secuencias reguladoras requeridas para su expresión. Los genes 
incluyen también segmentos de ácidos nucleicos ADN no expresados que, por ejemplo, formen secuencias de 
reconocimiento para otras proteínas (por ejemplo, promotores, potenciadores, u otras regiones reguladoras). Los 
genes pueden obtenerse a partir de diversas fuentes, incluyendo clonación de una fuente de interés o síntesis a 
partir de información de secuencias predichas o conocidas, y pueden incluir secuencias diseñadas para obtener 55 
parámetros deseados. 
  
El término “ ARN de interferencia” o “ARNi” se refiere en general al proceso en el cual una molécula de ARN 
bicatenario o un ARN de horquilla corta cambia la expresión de una secuencia de ácido nucleico con la cual ella 
comparte homología total o sustancial. 60 
 
El término “regulación negativa de ARNi” se refiere a la reducción en la expresión de la secuencia del ácido nucleico 
mediada por una o más especies de ARNi. El término “especies de ARNi” se refiere a distintas secuencias de ARN 
que produce como respuesta ARNi. 
 65 
El término “fotoperíodo” se refiere al ciclo diario de luz y oscuridad. 
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Las expresiones “construcción de ácido nucleico”, “construcción de ADN” y “vector” se refieren a una secuencia 
genética usada para transformar plantas u otros organismos. La construcción de ácido nucleico o construcción de 
ADN puede ser capaz de dirigir, en una planta transformada, la expresión de una proteína o de una secuencia de 
ácido nucleico, tal como por ejemplo, un ARN antisentido. Normalmente, dicha construcción de ácido nucleico o 
construcción de ADN comprende al menos una región codificante para un producto génico deseado o un producto 5 
de ácido nucleico deseado funcionalmente enlazado a los elementos reguladores transcripcionales 5’ y 3’. En 
algunas realizaciones, dichas construcciones de ácido nucleico o construcciones de ADN son quiméricas, es decir, 
consistentes en una mezcla de secuencias a partir de diferentes fuentes. Sin embargo, las construcciones de ácido 
nucleico o construcciones de ADN no quimérico también pueden usarse en la presente invención. 
 10 
El término “recombinante” cuando se usa con referencia, por ejemplo, a una célula, nucleótido, vector, proteína o 
polipéptido, normalmente indica que la célula, el nucleótido o el vector han sido modificados mediante la introducción 
de ácido nucleico heterólogo (o exógeno) o la alteración del ácido nucleico nativo, o que la proteína o el polipéptido 
han sido modificados mediante introducción de un aminoácido heterólogo, o que la célula procede de una célula 
modificada de este modo. Las células recombinantes expresan secuencias de ácido nucleico (por ejemplo, genes) 15 
que no se han encontrado en la forma nativa (no recombinante) de la célula o expresan secuencias de ácido 
nucleico nativo (por ejemplo, genes) que pudieron estar anormalmente expresados, infra-expresados o no 
expresados. El término “recombinante” cuando está usado en referencia a una célula indica que la célula replica un 
ácido nucleico heterólogo, o expresa un péptido o proteína codificada mediante el ácido nucleico heterólogo. Las 
células recombinantes pueden contener genes que no se encontraron en la forma nativa (no recombinante) de la 20 
célula. Las células recombinantes también pueden contener ciertos genes encontrados en la forma nativa de la 
célula en donde los genes están modificados y reintroducidos en la célula por medios artificiales. El término también 
abarca células que contienen un ácido nucleico endógeno a la célula que ha sido modificado sin remover el ácido 
nucleico de la célula; tales modificaciones incluyen aquellas obtenidas mediante reemplazo de gen, mutación en sitio 
específico, y técnicas relacionadas. 25 
 
El término “secuencia de ácido nucleico” se refiere a un polímero de desoxirribonucleótidos o ribonucleótidos en 
forma tanto mono como bicatenaria. A menos que se limite específicamente, el térmico abarca las secuencias de 
ácido nucleico que contienen análogos conocidos de nucleótidos naturales que tienen propiedades de enlace 
similares al ácido nucleico de referencia y son metabolizados de manera similar a los nucleótidos de ocurrencia 30 
natural. A menos que se indique de otro modo, una secuencia de ácido nucleico particular implícitamente también 
abarca variantes modificadas de manera conservativa de los mismos (esto es, sustituciones de codones 
degenerados) y secuencias complementarias así como la secuencia indicada explícitamente. 
 
Un “polinucleótido” es una secuencia de ácido nucleico que comprende una pluralidad de restos de nucleótidos 35 
polimerizados, por ejemplo, al menos aproximadamente 15 restos de nucleótidos polimerizados consecutivos, 
opcionalmente al menos 30 nucleótidos consecutivos, al menos 50 nucleótidos consecutivos. En muchos casos, el 
polinucleótido comprende una secuencia de nucleótidos que codifica al polipéptido (o proteína) o un dominio o un 
fragmente del mismo. Adicionalmente, el polinucleótido puede comprender un promotor, un intrón, una región 
mejorada, un lugar de poliadenilación, un lugar de inicio de la traducción, regiones 5’ o 3’ no traducidas, un gen 40 
indicador, un marcador seleccionable, o similar. El polinucleótido ser ARN o ADN mono o bicatenario. El 
polinucleótido comprende opcionalmente bases modificadas o un armazón modificado. El polinucleótido puede ser, 
por ejemplo, un ARN o ADN genómico, un transcrito (tal como el ARNm), un ADNc, un producto PCR, un ADN 
clonado, un ARN o ADN sintético o similar. El polinucleótido puede comprender una secuencia tanto en orientación 
sentido como antisentido. 45 
 
El término “polipéptido” se usa de forma amplia para definir cadenas lineales de restos de aminoácidos, incluyendo 
restos aparecen en análogos naturales y análogos sintéticos de los mismos. 
 
En el contexto de la presente invención, “complementario” se refiere a la capacidad de emparejamiento preciso de 50 
dos secuencias de nucleótidos entre sí. Por ejemplo, si un nucleótido en una posición determinada de un 
oligonucleótido es capaz de formar enlaces de hidrógeno con un nucleótido en la posición correspondiente de una 
molécula de ADN o ARN, entonces se considera que el oligonucleótido y el AND o ARN son complementarios entre 
sí en esa posición. La cadenas de ADN o ARN se consideran complementarias entre sí cuando un número suficiente 
de nucleótidos en el oligonucleótido es capaz de formar enlaces de hidrógeno con los nucleótidos correspondientes 55 
en el ADN o ARN diana para permitir la formación de un complejo estable. 
 
En el presente contexto, las expresiones “secuencia complementaria” o “complemento” también se refiere, por lo 
tanto, a las secuencias de nucleótidos que hibridan con una molécula de ácido nucleico de la invención en 
condiciones rigurosas. 60 
 
El término “condiciones rigurosas” se refiere en general a las condiciones de alta, débil o baja rigurosidad. 
 
El término “rigurosidad” es bien conocido en la técnica y se usa con referencia a las condiciones (temperatura, 
fuerza iónica y la presencia de otros compuestos tales como disolventes orgánicos) en las cuales se producen 65 
hibridaciones del ácidos nucleicos. En condiciones de “alta rigurosidad”, ocurrirá apareamiento de bases de ácido 
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nucleico sólo entre fragmentos de ácido nucleico que tengan una alta frecuencia de secuencias bases 
complementarias, comparado con las condiciones de “débil” o “baja” rigurosidad. Las condiciones apropiadas para 
examinar la hibridación involucran un pre-remojo en 5xSSC y una pre-hibridación durante 1 hora a aproximadamente 
40°C en una solución de formamida al 20 %, solución de Denhardt 5x, fosfato de sodio 50 mM, pH 6,8, y 50 mg de 
ADN de timo de ternero desnaturalizado sonicado, seguido de hibridación en la misma solución suplementada con 5 
ATP 100 mM durante 18 horas a aproximadamente 40°C, seguido de tres lavados del filtro en 2xSSC, SDS al 0,2 % 
a aproximadamente 40°C durante 30 minutos (baja rigurosidad), preferentemente a 50°C (rigurosidad media), más 
preferentemente a 65°C (alta rigurosidad), aún más preferentemente a aproximadamente 75°C (muy alta 
rigurosidad). Mas detalles acerca del método de hibridación pueden encontrarse en Sambrook et al., Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, 2ª Ed., Cold Spring Harbor, 1989. 10 
 
Los términos “hibridación” e “hibridar” se usan de manera amplia para designar la asociación entre secuencias del 
ácido nucleico complementarias o parcialmente complementarias, tal como en una inversión del proceso de 
desnaturalización mediante el cual se separaron. La hibridación ocurre mediante un enlace de hidrógeno, que puede 
ser Watson-Crick, Hoogsteen, enlace de hidrógeno Hoogsteen invertido, etcT entre bases de nucleótidos o de 15 
nucleósidos complementarias. Las cuatro bases de nucleótidos comúnmente encontradas en el ADN son G, A, T y C 
de las cuales G se empareja con C y A se empareja con T. En el ARN, T es reemplazado por U (Uracilo), el cual se 
empareja con A. Los grupos químicos en las bases de nucleótidos que participan en la formación duplex estándar 
constituyen el frente Watson-Crick. Hoogsteen mostró que la nucleobase purina (G y A) adicionalmente a su frente 
Watson-Crick tiene un frente Hoogsteen que puede ser reconocido a partir de la parte exterior de un duplex, y se usó 20 
para enlazar oligonucleótidos de pirimidina vía enlace de hidrógeno, por lo que se forma la estructura de hélice triple. 
 
Una “subsecuencia” o un “fragmento” es cualquier porción de una secuencia completa. Por lo tanto, fragmento o 
subsecuencia se refiere a la secuencia de aminoácidos o ácidos nucleicos que comprende una parte de la secuencia 
mayor de aminoácidos (p. ej. un polipéptido) o de ácidos nucleicos (p. ej. un polinucleótido), respectivamente. 25 
 
En el presente contexto, la homología entre dos secuencias de aminoácidos o entre dos secuencias de nucleótidos 
se describe mediante el parámetro “identidad de secuencia”. 
 
El término “identidad de secuencia” indica una medida cuantitativa del grado de homología entre dos secuencias de 30 
aminoácidos o entre secuencias del ácido nucleico de igual longitud. Si las dos secuencias a ser comparadas no son 
de igual longitud, ellas deben ser alineadas para obtener el mejor ajuste posible, permitiendo la inserción de “gaps” o 
alternativamente, de truncamientos en los terminales de las secuencias polipéptidos o de las secuencias de 
nucleótidos. La secuencia de identidad puede calcularse, donde Ndif es el número total de restos no idénticos en las 
dos secuencias cuando están alineadas y donde Nref es el número de restos en una de las secuencias. Por lo tanto, 35 
la secuencia ADN AGTCAGTC tendrá una identidad de secuencia del 75 % con la secuencia AATCAATC (donde Ndif 
=2 y Nref = 8). El “gap” es contado como no identidad de los restos específicos, esto es, la secuencia ADN AGTGTC 
tendrá una identidad de secuencia del 75 % con la secuencia ADN AGTCAGTC (donde Ndif =2 y Nref = 8). 
 
Con respecto a todas las realizaciones de la invención relativas a las secuencias de nucleótidos, el porcentaje de 40 
secuencia idéntica entre una o más secuencias puede también estar basado en los alineamientos usando el 
software clustalW (http:/www.ebi.ac.uk/clustalW/index.html) con ajustes predefinidos. Para alineamientos de 
secuencias de nucleótidos estos ajustes son: Alineamiento = 3D completo, Gap Open 10,00, Gap Ext. 0,20, 
Distancia de Separación de Gap 4, Ponderación de la Matriz de ADN: identidad (IUB). Como alternativa, las 
secuencias pueden ser analizadas usando el programa DNASIS Max y la comparación de las secuencias puede ser 45 
hecha en http://www.paralign.org/. Este servicio está basado en dos algoritmos de comparación llamados Smith-
Waterman (SW) y ParAlign. El primer algoritmo fue publicado por Smith y Waterman (1981) y es un método bastante 
establecido que encuentra el alineamiento local óptimo de las dos secuencias. El otro algoritmo, ParAlign, es un 
método heurístico para alineamiento de secuencias; los detalles de el método están publicados en Rognes (2001). 
Se usaron ajustes predeterminados para puntaje de la matriz, penalidades de Gap y valores E. 50 
 
La frase “sustancialmente idénticos” o “identidad sustancial” en el contexto de dos ácidos nucleicos o polipéptidos, 
se refiere a dos o más secuencias o subsecuencias que tienen al menos aproximadamente el 60 %, 70 %, 75 %, 
preferentemente el 80 % u 85 %, más preferentemente el 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 
99 %, 99,5 %, o mayor de porcentaje de identidad de restos de aminoácidos o nucleótidos, respectivamente, cuando 55 
son comparados y alineados para su máxima correspondencia, y medidos usando uno de los siguientes algoritmos 
de comparación de secuencia o mediante inspección visual. En ciertos aspectos, la identidad sustancial existe sobre 
una región de secuencias de aminoácidos de al menos aproximadamente 50 restos de longitud, así como, en al 
menos 100, 110, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, o 165 restos de aminoácidos. En ciertos aspectos, la 
identidad sustancial existe sobre una región de secuencias de aminoácidos de al menos aproximadamente 150 60 
restos de longitud, así como, en al menos 200, 250, 300, 330, 360, 375, 400, 425, 450, 460, 480, 500, 600, 700, 800, 
así como en al menos 900 nucleótidos o así como en al menos 1 kb, 1,1 kb, 1,2 kb, 1,3 kb, 1,4 kb, 1,5 kb, 1,6 kb, 1,7 
kb, 1,8 kb, 1,9 kb, 2 kb, 2,1 kb, 2,2 kb, 2,3 kb, 2,4 kb, 2,5 kb, 2,6 kb, 2,7 kb, 2,8 kb, 2,9 kb, o así como en al menos 3 
kb. En algunos aspectos, las secuencias de ácido nucleico o de aminoácidos son sustancialmente idénticas en la 
cadena entera de las secuencia polipéptido o en la región bajo codificación correspondiente. 65 
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El término “sustituciones conservativas” son: del grupo de aminoácidos básicos (argenina, lisina e histidina), de 
aminoácidos acídicos (ácido glutámico y ácido aspártico), de aminoácidos polares (glutamina y asparagina), de 
aminoácidos hidrofóbicos (leucina, isoleucina, valina y metionina), de aminoácidos aromáticos (fenilalanina, 
triptofano y tirosina), y aminoácidos pequeños (glicina, alanita, serina y treonina). Las sustituciones de aminoácidos 
que no alteran generalmente la actividad específica son conocidas en la técnica y están descritas, por ejemplo, por 5 
H. Neurath y R.L. Hill, 1979, en, The Proteins, Academic Press, New York. Las conmutaciones que más 
comúnmente ocurren son Ala/Ser, Val/Ile, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, 
Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/Ile, Leu/Val, Ala/Glu, and Asp/Gly así como estos invertidos.  
 
El término “variante sustituida de manera conservativa” tal como se usa en el presente documento se refiere a una 10 
variante de la secuencia de nucleótidos que comprende una o más sustituciones conservativas. 
 
En general y en el presente contexto, el término “sustitución silenciosa” se refiere a una sustitución de una base que 
no afecta el sentido del codón y por lo tanto no afecta la estructura del polipéptido. Tal como lo conocen los expertos 
en la técnica las sustituciones silenciosas son posibles debido a la degeneración del código genético. 15 
 
El término “dominio conservado” se refiere a una secuencia de aminoácidos en un polipéptido o a una secuencia de 
nucleótidos en el ARN o en el ADN que es similar entre múltiples especies. Un conjunto conocido de secuencias 
conservadas se representa mediante una secuencia consenso. Los aminoácidos de interés principal están a menudo 
compuestos de secuencias conservadas. Además, el término “secuencia conservada” se refiere a una secuencia de 20 
base en la secuencia del ácido nucleico o en la secuencia de aminoácido en una proteína que permanece 
esencialmente sin cambio a través de su evolución. Una “secuencia consenso” se definió en términos de una 
secuencia idealizada que representa la base más a menudo presente en cada posición en la secuencia del ácido 
nucleico, o el aminoácido más a menudo presente en cada posición en una proteína. La “secuencia consenso” se 
identificó mediante alineamiento de todos los ejemplos conocidos de la secuencia de ácido nucleico o de la proteína, 25 
para maximizar su identidad de secuencia. Para que una secuencia sea aceptada como una secuencia consenso, 
cada base particular o aminoácido debe ser razonablemente predominante en su posición y la mayoría de las 
secuencias deben estar relacionada a el consenso solo mediante una poscas sustituciones, una o dos. 
 
El término “promotor”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la región de secuencias determinantes 30 
localizadas en la dirección del extremo 5’ de la cadena a partir del sitio de comienzo de la transcripción del gen, y 
que están involucrados en el reconocimiento y en el enlace de la ARN polimerasa y otras proteínas para iniciar y 
modular la transcripción. Los promotores útiles en las plantas no se necesita que sean de una planta original. Un 
“promotor basal” es la mínima secuencia necesaria para ensamblar el complejo de transcripción requerido para la 
iniciación de la transcripción. Frecuentemente, los promotores basales incluye un bloque TATA usualmente 35 
localizado entre nucleótido 15 y 35 en la dirección ascendente desde el sitio de iniciación de la transcripción. Los 
promotores basales algunas veces también incluyen elemento bloque CCAAT (normalmente la secuencia CCAAT) 
y/o una secuencia GGGCG, usualmente localizado entre los nucleótidos 40 y 200, preferentemente entre los 
nucleótidos, en la dirección ascendente desde el lugar de comienzo de la transcripción. 
 40 
Los promotores citados en el presente documento como “promotores constitutivos” promueven activamente la 
transcripción en muchas, pero no necesariamente todas, las condiciones ambientales y estados de desarrollo o de 
diferenciación celular. Los ejemplos de promotores constitutivos incluyen la región de iniciación del transcrito 35S del 
virus mosaico de la coliflor (CaMV, por sus siglas en inglés), y el promotor 1’ o 2’ derivado del ADNT de 
Agrobacterium tumefaciens, y otras regiones de iniciación de la transcripción de varios genes de plantas, tales como 45 
el promotor ubiquitina-1 del maíz, conocido por los expertos en la técnica. Promotores específicos de órganos 
pueden ser, por ejemplo, un promotor de tejidos de almacenamiento tales como semillas, patatas y frutos, o de 
tejidos metabólicos tales como meristemos; o un promotor específico de semilla tales como los promotores de 
glutelina, prolamina, globulina, o albúmina del arróz; o el promotor de legumina B4 de Vicia faba y el gen 
desconocido de la proteína de la semilla de la Vicia faba; o el promotor de la semilla de la proteína del aceite, el 50 
promotor de almacenamiento de la proteína napA de Brassica napus, o cualquier otro promotor de semilla conocido 
en la técnica, por ejemplo, los que se describen en el documento WO 91/14772. Además, el promotor puede ser un 
promotor específico de hoja tal como el promotor rbcs del arroz o del tomate, el promotor del gen del virus de la 
clorella, adenina metiltransferasa, o el promotor del gen aldP del arroz, o un promotor de lesiones inducibles tal 
como el promotor pin2 del tomate. 55 
 
Un “promotor inducible” en el contexto de la presente invención se refiere a un promotor que está regulado en ciertas 
condiciones, tales como luz, concentración química, concentración de proteína, condiciones en un organismo, célula 
u organelo, etc. Un ejemplo de un promotor inducible es el promotor HSP y el PARSK1, el promotor del gen 
Arabipdosis codificante de la enzima quinasa serina-treonina, el cual está inducido por deshidratación, ácido 60 
abscisico y cloruro de sodio, En esencia, la expresión bajo el control de un promotor inducido es “encendida” o 
incrementada en respuesta al estímulo aplicado. La naturaleza de los estímulos varia entre diferentes promotores y 
puede incluir factores ambientales como los descritos anteriormente. Sin importar el nivel de expresión que haya en 
ausencia de los estímulos, la expresión de cualquier promotor inducible se incrementa en presencia de los estímulos 
correctos. 65 
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Tal como se usa en el presente documento, el término “específico de tejido” se refiere a una característica de un 
tejido particular que no se encuentra en general en todos los tejidos, o puede ser encontrado exclusivo en un tejido 
de interés. En la presente solicitud, “específico de tejido” se usa en referencia a un elemento regulador del gen 
(promotor, o promotor más mejorador y/o silenciador), el gen codificado, o el producto polipeptídico de dicho gen. En 
el contexto de un elemento regulador del gen o de un “promotor específico de tejido”, el término significa que el 5 
promotor (y también otros elementos reguladores tales como elementos mejoradotes y/o silenciadores) dirige la 
transcripción de la secuencia enlazada en la célula de un tipo de cepa particular, tejido o célula, que es 
sustancialmente inactiva en células o tejidos que no sea de este tipo de cepa, tejido o célula. Un promotor específico 
de tejido útil de acuerdo con la invención es al menos de 5 fold, 10 fold, 25 fold, 50 fold, 100 fold, 500 fold o hasta 
incluso 1000 veces más activas en términos de producción de transcritos en un tejido particular, que en las células 10 
de otros tejidos o en células transformadas o malignas de la misma cepa. En el contexto de un gen o de un producto 
polipeptídico de un gen, el término “específico de tejido” significa que el producto polipeptídico del gen es detectable 
en células de un tejido particular o tipo de célula, pero no sustancialmente detectable en otros ciertos tipos de 
células. Los promotores de tejidos específicos particularmente relevantes incluye secuencias promotoras 
específicamente expresadas o activas en el tejido de formación del xilema en la planta. Ejemplos de tales 15 
promotores son los promotores Lmp1, Lmx2, Lmx3, Lmx4 y Lmx5, descritos en WO2004097024. 
 
Una “secuencia de terminación” se refiere a una sección de secuencia genética que marca el final de un gen u 
operón sobre ADN genómico para transcripción. Las secuencias terminales son reconocidas por factores que co-
transcripcionalmente fija el ARN naciente en la señal de poliadenilación, deteniendo la elongación del transcrito 20 
mediante el ARN polimerasa. Un ácido nucleico está “funcionalmente enlazado” cuando está ubicado en una 
relación funcional con otra secuencia de ácido nucleico. Por ejemplo, un promotor o mejorador está funcionalmente 
enlazado a una secuencia en codificación si aumenta la transcripción de la secuencia en codificación. 
Funcionalmente enlazado significa que las secuencias de ADN que están siendo enlazadas normalmente son 
contiguas y donde necesariamente se juntan dos regiones de la proteína en codificación, contiguas y en el marco de 25 
lectura. Además, dado que en general los mejoradores funcionan cuando están separados del promotor por varias 
kilobases y por secuencias entrónicas que pueden ser de varias longitudes, algunos elementos polinucleótidos 
pueden estar funcionalmente enlazados, pero no contiguos. 
 
En el contexto de la presente invención el término “transformación” y “transformante” son usados indistintamente y 30 
como sinónimos de “transfección”, para referir al procesos de introducción de ADN en una célula. Las 
construcciones de ADN, incluyendo al menos una porción del gen o promotor de interés, pueden ser introducidos en 
las células hospedadoras, que como se dijo previamente, pueden ser células individuales, células en cultivo, células 
como parte de un organismo huésped, un orgametofito oocito fertilizado o una célula embriónica. Por el término 
“introducción” cuando se usa en referencia a la célula hospedadora significa que se refiere a procedimiento 35 
estándares conocidos en la técnica para la introducción de un vector ADN recombinante en la célula hospedadora 
objetivo. Tales procedimientos incluye, pero no se limita a, transfección, infección, transformación, ingesta natural, 
electroporación, biolística y Agrobacterium. 
 
Por “célula regenerable” se entiende una célula vegetal a partir de la cual puede regenerarse una planta completa. 40 
Se entenderá que la célula regenerable es una célula que ha mantenido su potencial genético, también conocido en 
la técnica como “totipotencia”. Además se entenderá que las células regenerables, cuando crecen en cultivo, pueden 
necesitar los estímulos adecuados para expresar el potencial genético total de la planta progenitora. 
 
Método de producción de una planta transgénica 45 
 
Análisis Funcional para selección de genes 
 
Los genes candidatos para su uso en cambios o modificaciones del fenotipo de la planta en cuanto al desarrollo 
pueden ser identificados usando procedimientos de la técnica anterior, por ejemplo, como el descrito por Hertzberg 50 
et al. (2001) y Schrader et al. (2004). Los genes candidatos involucrados en el desarrollo pueden también ser 
identificados, por ejemplo, entre factores de transcripción con características especiales, identificados usando la 
técnica anterior conocido. Tal identificación de genes candidatos es conocida en la técnica como importante para 
maximizar la respuesta positiva de los programas funcionales genómicos dirigidos contra el desarrollo de la relación 
propiedades/funciones. Por consiguiente, un primer aspecto de la presente invención es proporcionar un método de 55 
producción de una planta transgénica que presenta un desarrollo aumentado en comparación con la de su tipo 
silvestre, que comprende alterar en la planta el nivel de un producto génico de al menos un gen expresado 
específicamente durante las fases de formación de la madera. 
 
Aunque se basa en el uso como diana de dichos genes candidatos, la presente invención también proporciona un 60 
método de producción de una planta transgénica que incluye el gen candidato que además ha sido seleccionado por 
una estrategia novedosa para análisis funcionales. 
 
De acuerdo con una realización de este aspecto, al menos un gen se seleccione para conformar el criterio de que la 
baja regulación del ARNi de dicho gen en un grupo de 3-8 plantas transgénicas cause: 65 
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a) una diferencia del 5 % o más en el altura final promedio (AFP) y en la altura final máxima (AFM) y en el índice 
de desarrollo de altura máxima promedio (IDAMP) y en el máximo índice de desarrollo de altura máxima 
(MIDAM); y/o 
b) una diferencia del 5 % o más en el diámetro final promedio (DFP), y en el diámetro final máximo (DFM), y en 
el índice de desarrollo del diámetro promedio (IDDP), y en el coeficiente del diámetro máximo (CDM); y/o 5 
c) una diferencia del 18 % o más en la altura final promedio (AFP) y/o en el diámetro final promedio (DFP) y/o 
en el índice de desarrollo de altura máxima promedio (IDAMP) y/o en el índice de desarrollo del diámetro 
promedio (IDDP); y/o 
d) una diferencia del 18 % o más en la altura final máxima (AFM) y/o en el diámetro final máximo (DFM) y/o en 
el máximo índice de desarrollo de altura máxima (MIDAM) y/o en el coeficiente del diámetro máximo (CDM); 10 

 
cuando se compara dicho grupo de plantas transgénicas crecidas durante 8 semanas en un invernadero bajo un 
fotoperíodo de 18 horas, a una temperatura de 22°C/15°C (día/noche) y una semana de fertilización con 84 g/l de N, 
2 g/l de P1, 56 g/l de K, con el grupo de plantas del tipo silvestre creciendo bajo idénticas condiciones; y en el que el 
nivel de altura máxima de desarrollo se define calculando la pendiente de una función lineal ajustada por cuatro 15 
puntos consecutivos de los datos de altura, donde el valor del nivel de altura de desarrollo se calculó para los datos 
de los puntos 1 a 4, para los datos de los puntos 2 a 5, etc.. paso a paso, y el valor del nivel de altura máxima de 
desarrollo se seleccionó finalmente a partir de los valores de nivel de desarrollo de cada planta. 
Existe disponible actualmente bajo la marca Weibulls Rika NPK7-1-5 un fertilziante que contiene 84 gramos de N por 
litro, 2 gramos de P1 por litro, y 56 gramos de K por litro. La composición de este fertilizante es la que sigue (todo en 20 
g/l): N tot = 84, N03 = 55, NH4 = 29, P = 12, K = 56, Mg = 7,2, S = 7,2, B = 0,18, Cu = 0,02, Fe = 0,84, Mn = 0,42, Mo 
= 0,03, Zn = 0,13.  
 
En otra realización se aplica un conjunto mas estricto de criterios. De acuerdo con esta realización al menos un gen 
es seleccionado para conformar el criterio de que la baja regulación del ARNi de dicho gen en un grupo de 3-8 25 
plantas transgénicas cause: 
 

a) una diferencia del 8 % o más en el altura final promedio (AFP) y en la altura final máxima (AFM) y en el índice 
de desarrollo de altura máxima promedio (IDAMP) y en el máximo índice de desarrollo de altura máxima 
(MIDAM); y/o 30 
b) una diferencia del 8 % o más en el diámetro final promedio (DFP), y en el diámetro final máximo (DFM), y en 
el índice de desarrollo del diámetro promedio (IDDP), y en el coeficiente del diámetro máximo (CDM); y/o 
c) una diferencia del 22 % o más en la altura final promedio (AFP) y/o en el diámetro final promedio (DFP) y/o 
en el índice de desarrollo de altura máxima promedio (IDAMP) y/o en el índice de desarrollo del diámetro 
promedio (IDDP); y/o 35 
d) una diferencia del 22 % o más en la altura final máxima (AFM) y/o en el diámetro final máximo (DFM) y/o en 
el máximo índice de desarrollo de altura máxima (MIDAM) y/o en el coeficiente del diámetro máximo (CDM); 

 
cuando se compara dicho grupo de plantas transgénicas crecidas durante 8 semanas en un invernadero bajo un 
fotoperíodo de 18 horas, a una temperatura de 22°C/15°C (día/noche) y una semana de fertilización con 84 g/l de N, 40 
2 g/l de P1, 56 g/l de K, con el grupo de plantas del tipo silvestre creciendo bajo idénticas condiciones;  
y donde el nivel de altura máxima de desarrollo se define calculando la pendiente de una función lineal ajustada por 
cuatro puntos consecutivos de los datos de altura, donde el valor del nivel de altura de desarrollo se calculó para los 
datos de los puntos 1 a 4, para los datos de los puntos 2 a 5, etc.. paso a paso, y el valor del nivel de altura máxima 
de desarrollo se seleccionó finalmente a partir de los valores de nivel de desarrollo de cada planta. Una ventaja de la 45 
presente invención es que proporciona una plataforma analítica extremadamente sensible para evaluar genes 
candidatos involucrados en la determinación de las características de desarrollo. Mientras que los métodos de 
evaluación de genes se han basado hasta el momento en la evaluación de fenotipos de acuerdo con un único 
criterio, tal como el diámetro o la altura de la planta, el presente método permite caracterizar un fenotipo basándose 
en múltiples criterios, incluyendo altura promedio final, altura final máxima, nivel promedio de desarrollo de altura 50 
máximo promedio, y el máximo nivel de desarrollo de altura máxima. El uso de esta plataforma analítica permite la 
identificación y selección de nuevos genes objetivos para ser usado en métodos para la generación de plantas que 
tengan desarrollo incrementado. Usando una aproximación más simple, estos genes objetivos no habrían sido 
considerados como involucrados en la determinación de las características de desarrollo o ellos sólo hubieran sido 
considerados jugando un rol marginal en la generación del desarrollo del fenotipo. 55 
 
En realizaciones específicas de la invención los fenotipos ventajosos en la planta son generados modificando, en 
relación con la correspondiente planta de tipo silvestre, la expresión del nivel de genes candidatos que han sido 
evaluados y seleccionados de acuerdo conl criterio anterior. De acuerdo con estos aspectos se proporciona un 
método que comprende la alteración en la planta del nivel de el producto génico de al menos un gen que comprende 60 
una secuencia de nucleótidos seleccionada entre el grupo que consiste en: 
 

a) la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:1-17, 50, 51, 54-58, 60; así como SEQ ID NO: 1, 2, 5, 6, 10, 13, 
15, 16, 17, 50, 51, 54, 55, 56, 57, 58, 60; 
b) la secuencia de nucleótidos que sea al menos un 60 % idéntico a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID 65 
NO:1-17, 50, 51, 54-58, 60; así como SEQ ID NO: 1, 2, 5, 6, 10, 13, 15, 16, 17, 50, 51, 54, 55, 56, 57, 58, 60; 
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c) la subsecuencia o el fragmento de la secuencia de nucleótidos de a) o b). 
 
La secuencia especificada por el número de ID de secuencia 15 representa secuencias parciales de los genes 
candidatos clonados del álamo híbrido. Como entenderá el experto en la mateira, puede lograrse una secuencia 
adicional a partir de esos genes 5’ así como 3’ respecto de la secuencia descrita en la SEQ ID NO: 15 usando 5 
técnicas de clonación convencionales, tales como aquellas descritas en Sambrook et al. 
 
Construcciones de ácidos nucleicos 
 
De acuerdo con más particulares realizaciones de la invención, el método comprende el paso de proporcionar una 10 
construcción de ácido nucleico, tal como una construcción de un ADN recombinante, que comprende una secuencia 
de nucleótidos seleccionada entre el grupo que consiste en: 

 
d) una secuencia de nucleótidos que comprende una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 15; 
e) una secuencia de nucleótidos complementaria de la secuencia de nucleótidos de d); 15 
f) una subsecuencia o el fragmento de la secuencia de nucleótidos de d) o e); 
g) una secuencia de ácido nucleico que sea al menos 60 % idéntica a cualquiera de las secuencias en d), e) y f); 
y 
h) una secuencia de nucleótidos que se hibrida en condiciones rigurosas a una secuencia de nucleótidos de d), 
e) o f). 20 

 
En realizaciones adicionales de la invención la secuencia de ácido nucleico en c) o g) es al menos un 65 % idéntica 
a cualquiera de las secuencias en a), c), d), e) o f), o al menos un 70 % idéntica, o al menos un 75 % idéntica; o al 
menos un 80 % idéntica, o al menos un 85 % idéntica, o al menos un 87 % idéntica, o al menos un 90 % idéntica, o 
al menos un 95 % idéntica, o al menos un 97 % idéntica; o al menos un 98 % idéntica, o al menos un 99 % idéntica , 25 
o al menos un 99,5 % idéntica a cualquiera de las secuencias en a), c), d), e) o f). 
 
En realizaciones preferidas de este aspecto de la invención la secuencia de nucleótidos de a) es seleccionada entre 
el grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, 5, 6, 9, 11, 12, 15, 17, 56, 57 y 58. 
 30 
Existe en la técnica diversos métodos para producir las secuencias de ácido nucleico y las construcciones de ácido 
nucleico/ADN de la invención. Los procedimientos para identificar y aislar clones de ADN son bien conocidos por los 
expertos en la técnica, y están descritos en, por ejemplo, Sambrook et al., en Molecular Cloning-A Laboratory 
Manual (2ª Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 1989. Como alternativa, las 
secuencias de ácidos nucleicos de la invención pueden producirse mediante diversos métodos de amplificación in 35 
Vitro adaptados a la presente invención mediante selección apropiada de promotores específicos o degenerados. 
Ejemplos de protocolos suficientes para orientar a personal del arte a través de métodos de amplificación in Vitro 
incluyen la reacción en cadena de polimerasa (PCR), la reacción encadena de ligasa (LCR), amplificación Qbeta 
replicasa y otras técnicas intermediadas por ARN polimerasa (por ejemplo, NASBA), por ejemplo para la producción 
de los ácidos nucleicos homólogos de la invención se encuentran en Sambrook, anteriormente citado. 40 
 
Como alternativa, las construcciones de ácidos nucleicos de la invención pueden ser ensambladas a partir de 
fragmentos producidos por métodos de síntesis de fase sólida. Normalmente, fragmentos de hasta 
aproximadamente 100 bases son sintetizados individualmente y luego enzimaticamente o químicamente ligados 
para producir la secuencia deseada, por ejemplo, el polinucleótido codificante de todos o parte de un factor de 45 
transcripción. Por ejemplo, síntesis química usando el método de la fosforamidita es muy conocido por los expertos. 
De acuerdo con tales métodos, los oligonucleótidos son sintetizados, purificados, templados a su cadena 
complementaria, ligados y opcionalmente luego clonados al vector apropiado. 
 
Tal como se mencionó antes, las secuencias arriba descritas son de álamo hídrido. Tal como los expertos lo saben, 50 
los homólogos de las secuencias descritas pueden ser aislados de otras especies, ejemplos no limitante de las 
mismas incluye: acacia, eucaliptos, carpino, haya, caoba, nogal, roble, nogal americano, abedul, castaño, aliso, arce, 
sicomoro, gingko, palma, gomero, ciprés, abeto Douglas, abeto, secuoya, cicuta, cedro, enebro, alerce, pino, pino 
rojo, picea y tejo, manzano, ciruelo, peral, banano, naranjo, kiwi, limonero, cerezo, vid y parra, higuera, algodón, 
bambú, cauchero, pasto cario rojo. Los homólogos útiles de las secuencias descritas pueden ser aislados también 55 
de plantas de madera dura de la familia de la Salicaceae, por ejemplo, del género salix o populus. Los miembros de 
estos géneros son conocidos por sus nombres más comunes: sauce, tulípero y álamo. 
 
En particular, la secuencia de nucleótidos de acuerdo con la invención comprende una secuencia seleccionada de 
SEQ ID NO: 18-38, o una secuencia de nucleótidos complementaria de la misma. 60 
 
Está claro que las subsecuencias o el fragmento en c) o f) descritos antes comprende al menos 15 nucleótidos, así 
como al menos 16 nucleótidos, o al menos 17 nucleótidos, o al menos 18 nucleótidos, o al menos 19 nucleótidos, o 
al menos 20 nucleótidos, o al menos 21 nucleótidos, o al menos 22 nucleótidos, o al menos 23 nucleótidos, o al 
menos 23 nucleótidos, o al menos 24 nucleótidos, o al menos 25 nucleótidos, o al menos 30 nucleótidos, o al menos 65 
35 nucleótidos, o al menos 40 nucleótidos, o al menos 45 nucleótidos, o al menos 50 nucleótidos, o al menos 55 
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nucleótidos, o al menos 60 nucleótidos, o al menos 65 nucleótidos, o al menos 70 nucleótidos, o al menos 75 
nucleótidos, o al menos 80 nucleótidos, o al menos 85 nucleótidos, o al menos 90 nucleótidos, o al menos 95 
nucleótidos, o al menos 100 nucleótidos. En ciertas realizaciones, las subsecuencias o el fragmento en c) o f) 
descritos antes comprende al menos 150 restos de aminoácidos, así como, en al menos 200, 250, 300, 330, 360, 
375, 400, 425, 450, 460, 480, 500, 600, 700, 800, así como en al menos 900 nucleótidos o así como en al menos 1 5 
kb, 1,1 kb, 1,2 kb, 1,3 kb, 1,4 kb, 1,5 kb, 1,6 kb, 1,7 kb, 1,8 kb, 1,9 kb, 2 kb, 2,1 kb, 2,2 kb, 2,3 kb, 2,4 kb, 2,5 kb, 2,6 
kb, 2,7 kb, 2,8 kb, 2,9 kb, o así como en al menos 3 kb. 
 
En particular, el método de acuerdo con la presente invención puede comprender el paso de proporcionar la 
construcción de un ácido nucleico, así como la construcción de un ADN recombinante, comprendiendo una 10 
secuencia de nucleótidos que es relativa a la secuencia particular descrita, que comprende variaciones 
conservativas que alteran solo uno, o pocos aminoácidos en el polipéptido codificado, que pueden ser 
proporcionados y usados de acuerdo con la presente invención. En consecuencia, está dentro del alcance de la 
invención proporcionar y usar una construcción de ADN recombinante que comprende la secuencia de nucleótidos 
que codifica al polipéptido que comprende la variante sustituida de manera conservativa del polipéptido de a). 15 
 
Las alteraciones que no cambian la secuencia de aminoácidos codificados por el polipéptido son llamadas 
“sustituciones silenciosas”. Con la excepción de los codones ATG y TGG, codificantes de la metionina y el triptofano 
respectivamente, cualquiera de los posibles codones para el mismo aminoácido pueden ser sustituidas mediante 
varias técnicas, por ejemplo, mutagénesis dirigida a un lugar, disponible en la técnica. En consecuencia, la presente 20 
invención también puede proporcionar una construcción de ácido nucleico recombinante, en donde las secuencia de 
nucleótidos comprende una sustitución silenciosa en la secuencia de nucleótidos. 
 
Además, en ciertas realizaciones de la invención, las subsecuencias o los fragmentos tienen al menos un 65 % 
idéntica a cualquiera de las secuencias en a), c), d), e) o f), o al menos un 70 % idéntica, o al menos un 75 % 25 
idéntica; o al menos un 80 % idéntica, o al menos un 85 % idéntica, o al menos un 87 % idéntica, o al menos un 90 
% idéntica, o al menos un 95 % idéntica, o al menos un 97 % idéntica; o al menos un 98 % idéntica, o al menos un 
99 % idéntica , o al menos un 99,5 % idéntica a cualquiera de las secuencias en a), o d). 
 
Métodos para obtener alteración en el nivel del producto génico 30 
 
Esta invención se usa para disminuir o en algunas instancias anular la expresión de ciertos genes, ejemplos no 
limitantes de cómo esto se puede lograr son presentados en este documento. La construcción de ácido nucleico o la 
construcción de ADN recombinante como se describió anteriormente puede ser usada para la identificación de 
plantas que tienen alteradas las características de desarrollo comparadas con la de su especie salvaje. En tales 35 
plantas pueden ocurrir variantes naturalmente, o pueden aparecer en aquellas que hayan sido genéticamente 
modificadas para exhibir dichas propiedades de desarrollo alteradas. Para tales propósitos la construcción de ácido 
nucleico o la construcción de ADN recombinante de acuerdo con la invención pueden usarse, por ejemplo, como 
prueba en ensayos de hibridación convencionales o como promotores para la amplificación específica de fragmentos 
de ácido nucleico. 40 
 
A pesar que la parte principal de esta invención es cómo la regulación negativa de los productos del gen dan el 
efecto deseado, también se muestra que cambiando la expresión de los genes presentados aquí se puede usar para 
modificar las propiedades deseadas. Esto es otro mecanismo para mirar los datos, y el efecto de esta visión es que 
también incrementando los productos del gen en la planta es un mecanismo para modificar la característica 45 
deseada. Hay diferentes mecanismos para aumentar los niveles del producto génico; estos se describen más 
adelante en paralelo con los mecanismos para regular negativamente el producto génico. 
 
Estos genes también podrían usarse como dianas para marcar la reproducción asistida porque cambian en las 
secuencias reguladoras del gen para producir cambios en la función del gen, y sabemos que manipulando estos 50 
genes se producen cambios en las características deseadas. 
 
Además, las construcción de ácido nucleico o la construcción de ADN recombinante acorde con la invención pueden 
usarse con el propósito de reemplazar un gen para modificar el respectivo fenotipo de desarrollo de la planta. 
 55 
La supresión de la expresión génica endógena puede ser alcanzada usando un ribosoma. Los ribozomas son 
moléculas de ARN que poseen actividad endoribonucleasa altamente específica. La producción y uso de ribozomas 
son divulgados en la Patente de Estados Unidos n.º 4.987.071 y 5.543.508. A pesar de que las técnicas antisentido 
se discuten posteriormente en este documento, debería ser mencionado que las secuencias sintéticas de ribozomas 
que incluyen ARN antisentido pueden usarse para conferir actividad de clivaje sobre el ARN antisentido, de tal forma 60 
que las moléculas de ARNm endógenas que se hibridan a ARN antisentido se separan, lo cual a su vez conduce a 
una mejora de la inhibición antisentido de la expresión génica endógena. 
 
Los vectores en los que está sobreexpresado el ARN codificado por un gen homólogo relevante también pueden 
usarse para obtener la supresión conjunta de un gen endógeno correspondiente, por ejemplo, del modo descrito en 65 
la Patente de Estados Unidos n.º 5.231.020 de Jorgensen. Dicha cosupresión (también denominada supresión de la 
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cadena codificante) no requiere que se introduzca la secuencia génica completa en las células vegetales, ni tampoco 
requiere que la secuencia introducida sea exactamente idéntica a la secuencia de interés endógena. Sin embargo, la 
eficacia supresora estará potenciada ya que aumenta la especificidad de la hibridación, por ejemplo, a medida que 
se alarga la secuencia introducida y/o a medida que aumenta la similitud de secuencia entre la secuencia introducida 
y el gen del factor de transcripción endógeno. 5 
 
Los vectores que expresan una forma no traducible de un gen, por ejemplo, secuencias que comprenden uno o más 
codones de parada, o una mutación antisentido, también pueden usarse para suprimir la expresión de un factor de 
transcripción endógeno, reduciendo o eliminando de este modo su actividad y modificando uno o más rasgos. Los 
métodos para producir dichas construcciones se describen en la Patente de Estados Unidos n.º 5.583.021. En 10 
particular, dichas construcciones pueden producirse introduciendo un codón de parada prematuro en el gen. 
 
Una forma para realizar la inserción dirigida de ADN es mediante el uso del mecanismo de integración de retrovirus 
como se describe en el documento WO2006/078431. Esta tecnología está basada en la posibilidad de alterar el sitio 
de integración específica de retroviruses y de retrotransposones integrasa mediante acoplamiento funcional de la 15 
integrasa a la proteína ADN enlazante (proteína de amarre). La ingeniería de la integrasa se lleva a cabo 
preferentemente a nivel del ácido nucleico, mediante modificación de la secuencia codificante de tipo silvestre de la 
integrasa mediante PCR. El complejo de integrasa puede dirigirse de este modo a la porción deseada o dirigirse 
lejos de la parte no deseada de ADN genómico, por lo que se produce la integración al sitio característico deseado. 
 20 
Otra tecnología es la “Lesiones Locales Inducidas en Genomas”, que es una ruta no transgénica para alterar la 
función del gen de un modo dirigido. Este método implica la mutación de la planta con, por ejemplo, metanosulfonato 
de etilo (EMS) y posteriormente localizar los individuos en los que se ha modificado un gen particular. La tecnología 
está descrita por ejemplo, en Slade y Knauf Transgenic Res. Abril de 2005;14(2):109-15 y Henikoff, Till y Comai, 
Plant Physiol. Junio de 2004;135(2):630-6. 25 
 
Otro método para suprimir la expresión génica es mediante inserción de mutagénesis usando el ADN-T de 
Agrobacterium tumefaciens. Después generarse los mutantes de inserción, pueden explorarse los mutantes para 
identificar aquellos que contienen la inserción en un gen adecuado. Las plantas que contengan un solo evento de 
inserción del transgén en el gen deseado pueden cruzarse para generar plantas homocigotas para la mutación. 30 
 
Tal como será evidente para los expertos en la materia, también puede modificarse un rasgo vegetal usando el 
sistema crelox. Puede modificarse un genoma vegetal para que incluya un primer y un segundo sitio de los que 
después se ponen en contacto con una recombinasa Cre. Dado que los sitios los se encuentran en la misma 
orientación, se extraerá la secuencia de ADN intermedia entre los dos sitios. Si los sitios de lox se encuentran en 35 
orientación opuesta, se invierte la secuencia intermedia. 
 
Los polinucleótidos y los polipéptidos de esta invención pueden también estar expresados en la planta en ausencia 
del casete de expresión mediante manipulación de la actividad o nivel de expresión génica endógena mediante otros 
mecanismos, por ejemplo, mediante expresión ectópica de un gen mediante marcación de la activación ADN-T 40 
(Ichikawa et al. (197) Nature 390 698-701; Kakimoto et al. (1996) Science 274: 982-985). Este método implica la 
transformación de la planta con un gen marcado que contiene múltiples potenciadores transcripcionales y una vez 
que la marca se ha insertado en el genoma, la expresión de la secuencia en codificación del gen de flanqueo queda 
liberalizada. En otro ejemplo, el mecanismo transcripcional en la planta puede ser modificado de manera que se 
incrementen los niveles de transcripción de polinucleótido de la invención (véanse, por ejemplo, las Publicaciones 45 
PCT WO 96/06166 y WO 98/53057 que describen la modificación de la especificidad de unión a ADN de proteínas 
de dedos de cinc mediante el cambio de aminoácidos particulares en el motivo de unión a ADN). 
 
Supresión de la Expresión Antisentido 
 50 
Sin embargo, la construcción de ADN recombinante, que comprende la secuencia de nucleótidos descrita 
anteriormente es particularmente útil para la supresión de la expresión sentido y antisentido, por ejemplo, para la 
regulación negativa de la expresión de un gen particular, para obtener el fenotipo de la planta con desarrollo 
aumentado. Esto es, la secuencia de nucleótidos de la invención, o las subsecuencias o secuencias antisentido de la 
misma, pueden usarse para bloquear la expresión de ácidos nucleicos homólogos de origen natural. Las variedades 55 
de tecnologías tradicionales sentido y antisentido son conocidas en la técnica, por ejemplo, como la expuesta por 
Lichtenstein y Nellen (1997), Antisense Technology: A Practical Approach IRL Press at Oxford University, Oxford, 
Inglaterra. El objetivo del método antisentido es usar la secuencia complementaria del gen diana para bloquear su 
expresión y crear la línea celular u organismo mutantes en los cuales el nivel de una sola proteína seleccionada está 
reducido o anulado de manera selectiva. 60 
 
Por ejemplo, puede obtenerse una reducción o eliminación de la expresión (es decir, un "knockout") de un producto 
génico en una planta transgénica para producir un fenotipo de planta caracterizado por crecimiento aumentado 
mediante la introducción de una construcción antisentido que corresponde al polipéptido de interés en forma de 
ADNc. Para la supresión antisentido, se dispone un ADNc que codifica el producto génico o una parte del mismo en 65 
orientación inversa (con respecto a la secuencia codificante) en relación a la secuencia promotora en el vector de 
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expresión. No es necesario que la secuencia introducida sea el ADNc o gen de longitud comleta, y no necesita ser 
idéntica al ADNc o gen encontrado en el tipo de planta que se va a transformar. Normalmente, la secuencia 
antisentido solo necesita ser capaz de hibridar con el gen diana o el ARN de interés. Por lo tanto, en los casos 
donde la secuencia introducida sea de menor longitud, se necesitará un mayor grado de homología con el factor de 
transcripción endógeno para una supresión antisentido eficaz. Aunque pueden utilizarse secuencias antisentido de 5 
diversas longitudes, la secuencia antisentido introducida en el vector tendrá una longitud, preferentemente, en el 
intervalo de 15-30 nucleótidos, tal como de 16-28 nucleótidos, de 17-26 nucleótidos o de 18-24 nucleótidos, y se 
observará una supresión antisentido mejorada a medida que aumente la longitud de la secuencia antisentido. 
Preferentemente, la longitud de la secuencia antisentido en el vector será mayor de 100 nucleótidos. La transcripción 
de una construcción antisentido tal como se ha descrito da como resultado la producción de moléculas de ARN que 10 
son el complemento inverso de moléculas de ARNm transcritas a partir del gen endógeno en la célula vegeta. 
 
Para descripciones más detalladas de la regulación antisentido de la expresión génica aplicada en células vegetales 
se hace referencia a la Patente de Estados Unidos n.º 5.107.065. 
 15 
Interferencia de ARN 
 
El silenciamiento génico que se induce mediante ARN bicatenario se denomina comúnmente interferencia de ARN o 
ARNi. La interferencia de ARN es un mecanismo molecular en el que fragmentos de ácido ribonucleico bicatenarios 
(ARNbc) interfieren en la expresión de un gen concreto que comparte una secuencia homóloga con el ARNbc. El 20 
proceso que está mediado por la misma maquinaria celular que procesa el microARN, se conoce como el complejo 
de silenciamiento inducido por ARN (RISC). 
 
El proceso se inicia por la proteína rubonucleasa Dicer, que se une a moléculas de ARN bicatenario y las escinde 
para producir fragmentos bicatenarios de 20-25 pares de base con unas pocas bases colgantes no emparejadas en 25 
cada extremo. Los fragmentos cortos bicatenarios producidos por Dicer, denominados ARN pequeños interferentes 
(ARNpi) se separan e integran en el complejo RISC activo. Si una parte de un transcrito de ARN es la diana de una 
molécula o construcción de ARNi, se regula negativamente el transcrito completo. 
 
Los componentes catalíticamente activos del complejo RISC son conocidos en animales como proteínas argonauta, 30 
endoculeasas que median la escisión inducida por ARNpi de la cadena ARNm diana. Como los fragmentos 
producidos mediante Dicer son bicatenariodo, en teoría pueden producir cada uno un ARNpi funcional; sin embargo, 
solo una de las dos cadenas, conocida la cadena guía, se une a la proteína argonauta y da lugar al silenciamiento 
génico. La otra cadena anti-guía o cadena pasajera se degrada en forma de sustrato RISC durante el proceso de 
activación de RISC. La cadena seleccionada como guía tiende a ser la cadena cuyo extremo 5’ es más estable, pero 35 
la selección de la cadena no depende de la dirección en la cual Dicer escinde el ARNbc antes de la incorporación de 
RISC. 
 
La interferencia de ARN, tal como se usa en el laboratorio, a menudo implica moléculas de ARNbc perfectamente 
emparejadas por bases que inducen la escisión del ARNm. Después de la integración en el RISC, los ARNpi se 40 
emparejan por bases a su ARNm diana e inducen a la proteína argonauta componente del RISC para que escinda al 
ARNm, de este modo evitando que se usa como molde de traducción. Para que sea estable in vitro o in vivo, la 
secuencia de un compuesto de ALNpi o ARNpi no necesita ser 100 % complementaria a su ácido nucleico diana. El 
hecho de que los compuestos de ARNpi (y los compuestos de ALNpi tal como se describen más adelante) sean 
complementarios e hibridables específicamente a sus moléculas diana implica solamente que los compuestos de 45 
ARNpi (o ALNpi) se unen con suficiente fuerza y especificidad a la molécula diana como para proporcionar la 
interferencia deseada con la función normal de la diana a la vez que se deja sin afectar la función de los ARNm no 
diana. 
 
Se sabe que los monómeros de ALN incorporados dentro de los oligos inducirán ARN de estructura igual a la del 50 
oligo y a la del híbrido que pueda formar. También es conocido que los restos de ALN dirigirán esta estructura a 
restos ADN incorporados en la dirección del extremo 3’ de la incorporación ALN y hacia la extensión inferior en la 
dirección del extremo 5’. La consecuencia de esto es que es posible modificar las cadenas de ARN con monómeros 
de ADN y si uno o más restos de ALN flanquean los monómeros de ARN también lograrán la estructura del ARN. 
Como consecuencia, el ADN y el ALN pueden reemplazar monómeros de ARN y a pesar de ello el oligo logrará en 55 
conjunto una estructura de ARN igual. El ADN es mucho más económico y fácil de sintetizar y más estable a 
nucleasas que el ARN y dicha modificación mejorará por lo tanto el uso y aplicabilidad general de los ARNpi. 
 
Los organismos varían en la habilidad de sus células para utilizar ARNbc exteriores y usarlos en la ruta del ARNi. En 
las plantas, sin embargo, el silenciamiento génico causado por el ARNi puede difundirse de una célula a otra de una 60 
planta, y los efectos de la interferencia de ARN son así tanto sistémicos como heredables en plantas. 
 
Para descripciones más detalladas de la supresión génica de ARNi en plantas mediante transcripción de un ARNbc 
se hace referencia a la Patente de Estados Unidos n.º 6.506.559, a la Publicación de Solicitud de patente de 
Estados Unidos n.º 2002/0168707 A1 y a las Solicitudes de Patente de Estados Unidos con n.º de Serie 09/423.143 65 
(véase el documento WO 98/53083), con n.º de Serie 09/127.735 (véase el documento WO 99/53050) y con n.º de 
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Serie 09/084.942 (véase el documento WO 99/61631). 
 
En las realizaciones particulares por las que se ejemplifica la presente invención, las subsecuencias o fragmentos en 
c) comprenden las secuencias de las SEQ ID NO: 18-38. 
 5 
Construcción de vectores 
 
En general, los expertos en la materia son capaces de construir vectores de la presente invención y de diseñar 
protocolos para la expresión génica recombinante. Para más detalles sobre los protocolos generales para la 
preparación de vectores, se hace referencia a: Molecular Cloning: a Laboratory Manual: 2ª edición, Sambrook et al., 10 
1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press. El promotor usado para el gen antisentido puede influenciar el nivel, la 
temporización, el tejido, la especificidad, o la inducibilidad de la inhibición antisentido. Además, el antisentido puede 
manipular su especificidad mediante la selección de cualquier región única del gen diana o región donde este 
comparta homología con otros genes relacionados. 
 15 
Generalmente, la supresión del gen mediante interferencia de ARN puede lograrse usando una construcción de ADN 
recombinante que tenga un promotor funcionalmente enlazado a un elemento ADN que comprenda un elemento 
sentido y antisentido del fragmento de ADN genómico o de ADNc del gen, por ejemplo, un segmento de al menos 25 
nucleótidos, tal como de al menos 30, o al menos 40, o al menos 50, o al menos 75, o al menos 100, o al menos 
200, o al menos 300, o al menos 400, o al menos 500, o al menos 750 nucleótidos, o al menos 1kb, tal como de al 20 
menos 1,5 kb, al menos 2 kb, al menos 2,5 kb, o tal como de al menos 3 kb, donde los componentes de ADN sentido 
y antisentido pueden estar directamente enlazados o juntados por un intrón o un segmento de ADN artificial que 
puede formar un bucle cuando el ARN transcrito se hibrida para formar una estructura de horquilla. 
 
En realizaciones pertinentes de la invención la construcción del ácido nucleico, o la construcción del ADN 25 
recombinante, además comprende un promotor constitutivo, inducible o específico de tejido funcionalmente 
enlazado a dicha secuencia de nucleótidos. 
 
Un ejemplo de construcción de ácido nucleico, o de construcción de ADN recombinante tiene un promotor que dirige 
la transcripción del fragmento ADN del gen diana seguido de una secuencia corta que están presentes en una 30 
repetición invertida, esto en conjunto desencadena la respuesta del ARNi del gen diana. Tales construcciones ha 
sido descritas por Brummel D.A. et al., Plant Journal 2003, 33, páginas 793-800. 
 
En otro ejemplo, se construye un microARN artificial donde un promotor dirige la expresión de una molécula ARN 
imitando la función del microARN y la secuencia de ajuste específico del gen se introduce recombinantemente 35 
(véase Niu et al., 2006. Expression of artificial microRNAs in transgenic Arabidopsis thaliana confers virus resistance. 
Science 2006, vol 24, No. 11pp1420-1428). El microARN puede ser de origen natural y únicamente sobreexpresado. 
 
En una realización particular de la presente invención la construcción de ácido nucleico, o la construcción de ácido 
nucleico recombinante, comprende además un promotor constitutivo fuerte al frente un casete transcrito que 40 
consiste en parte del gen diana seguido por el intrón funcional de la planta seguido por la misma parte del gen diana 
en orientación inversa y el casete transcrito está seguido por una secuencia de terminación. El vector preferido es de 
tipo tal que una de las secuencias de nucleótidos de la invención esté insertada en orientación inversa repetida. 
 
En una realización de la presente invención preferida, la construcción de ácido nucleico, o la construcción de ADN 45 
recombinante, comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 47. 
 
La construcción de ácido nucleico actualmente preferida para métodos basados en ARNi es un vector denominado 
pK7GWIWG2(I). El vector se describe en: Gateway vectors for Agrobacterium –mediated plants transformation, 
Karimi, M. et al., Trends In plant Sciences, Vol 7 nº 5 pp 193- 195. El mismo tipo básico de vector se describió 50 
previamente por Wesley S.V. et al., en Construct design for efficient, effective and high-throughput gene silencing in 
plants. Plant Journal 2001, 27, páginas 581-590. 
 
Un experto en la materia entiende que cualquier secuencia que forme parte de los genes, o del correspondiente 
ARNm presentado aquí puede ser usada para la regulación negativa de los niveles de dichos ARNm. En el caso de 55 
que la secuencia presentada no represente al ARNm completo, el ARNm completo puede clonarse con varias 
técnicas conocidas por los expertos en la técnica, tales como las técnicas descritas por Sambrook et al. Un recurso 
reciente importante para encontrar más secuencias asociadas con los ARN transcritos de genes de Populus es el 
genoma publicado de Populus tricocarpa y las fuentes están descritas por Tuskan et al., (2006) (G.A Tuskan et al., 
2006. The genome of Black Cottonwood, Populus tricocarpa (Torr. y Gray). Science vol 313 No. 5793, páginas 1596-60 
1604. 
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Transformación de células vegetales 
 
De acuerdo con la presente invención, el método comprende el paso adicional de la transformación de células 
vegetales regenerables con dicha construcción de ácido nucleico o construcción de ADN recombinante o vector 
dentro de la célula de la planta, con ciertas consideraciones que deben ser tomadas en cuenta, que son conocidas 5 
por los expertos en la técnica. El ácido nucleico que va a insertarse debería ensamblarse en la construcción que 
contienen elementos reguladores efectivos que dirigirán la transcripción, tal como se describió anteriormente. Hay 
disponibles métodos de transporte de construcciones hacia la célula. Una vez que la construcción está dentro de la 
célula, la integración dentro del material cromosómico endógeno podrá ocurrir o no. 
 10 
Las técnicas de transformación, conocidas por los expertos en la técnica, pueden usarse para introducir las 
construcciones de ADN y vectores en la células de las plantas para producir plantas transgénicas, en particular 
árboles transgénicos, con desarrollo mejorado. 
 
Los expertos en la técnica entiende que la amplia variedad de células hospedadoras pueden emplearse como 15 
receptoras de construcciones de ADN y vectores de acuerdo con la invención. Los ejemplos no limitantes de células 
hospedadoras incluyen células del tejido embrionario, tejidos de células vegetales no diferenciadas de tipo I, II y III, 
hipocotilos, meristemo, tejido de raíz, tejidos para la expresión en el floema. 
 
Tal como se indicó anteriormente, la transformación con Agrobacterium es un método ampliamente usado por los 20 
expertos en la transformación de especies de árboles, en particular especies de madera dura tales como el álamo. 
La producción de plantas transgénicas estables y fértiles ya es rutina en la técnica. Otros métodos, tales como el 
bombardeo con microproyectiles o partículas, electroporación, microinyección, incorporación directa de ADN, 
incorporación de ADN mediana por liposoma, o el método de vórtice pueden usarse donde la transformación de por 
Agrobacterium es ineficiente o inefectiva, por ejemplo, en algunas especies de gimnospermas. 25 
 
Como alternativa, una combinación de diferentes técnicas pueden usarse para mejorar la eficiencia del procesos de 
transformación, por ejemplo, bombardeo con micropartículas o microproyectiles revestidos de Agrobacterium para 
inducir heridas seguido por cocultivo con Agrobacterium. 
 30 
Se entenderá que la elección particular de la tecnología de transformación estará determinada por su eficiencia para 
transformar ciertas especies de plantas así como la experiencia y la preferencia del técnico que practique la 
invención con la metodología particular de la elección. También se entenderá que la elección particular del sistema 
de transformación para introducir dentro de las células vegetales no es esencial, ni es una limitación para la 
invención, ni tampoco la elección de la técnica para regeneración de plantas. 35 
 
Después de la transformación, se seleccionan las plantas transgénicas preferentemente usando un marcador de 
selección dominante incorporado en el vector de transformación. Normalmente, dichos marcadores conferirán 
resistencia a herbicida o a antibióticos a las plantas transformadas, y la selección de los transformantes puede estar 
acompañada por exposición de las plantas a concentraciones apropiadas del herbicida o del antibiótico. Un 40 
novedoso marcador de selección usando la forma D de aminoácidos y basado en el hecho de que las plantas 
pueden tolerar solamente la forma L ofrecen un sistema rápido, eficiente y ecológico. Una característica de interés 
de este sistema de selección es que permite tanto la selección como la contraselección. 
 
Posteriormente, la planta puede regenerarse, por ejemplo, a partir de células individuales, tejidos callosos o discos 45 
foliares, como es normal en la técnica. Puede regenerarse prácticamente cualquier planta a partir de células, tejidos 
y órganos de vegetales. La técnicas disponibles se revisan en Vasil et al., 1984, Cell Culture and Somatic Cell 
Genetics of Plants, Vol I, II y III, Laboratory Procedures. 
 
Después que las plantas transformadas se seleccionen y desarrollen hasta la madurez, se identifican aquellas 50 
plantas que muestran un fenotipo de desarrollo mejorado. Adicionalmente, para confirmar que el fenotipo es debido 
a los cambios en la expresión de los niveles o actividad del polipéptido o polinucleótido divulgado en esta invención, 
puede llevar a cabo su determinación mediante el análisis de la expresión de ARNm usando manchas Northern, RT-
PCR, o expresión de proteína usando inmunomanchas o manchas Western o ensayos de cambio de gel. 
 55 
Especies de Plantas 
 
De acuerdo con la invención, el presente método produce una planta transgénica que tiene desarrollo mejorado en 
comparación con su planta de tipo silvestre a partir de la cual se derivó. En una realización del presente método, la 
planta transgénica es una planta perenne, por ejemplo, una planta que vive por más de dos años. En una realización 60 
específica, la planta perenne es una planta maderera que puede estar definida como una planta vascular que tiene 
una tronco o tallo (o más de un tronco o tallo) que está lignificado en un alto grado. 
 
En una realización preferida, la planta maderera es una planta de madera dura, por ejemplo, árboles de 
angiosperma, que pueden seleccionarse del grupo consistente de: acacia, eucalipto, carpino, haya, caoba, nogal, 65 
roble, fresno, sauce, nogal americano, abedul, castaño, álamo, aliso, arce, sicomoro, gingko, palma, gomero. Las 
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plantas de madera dura de la familia de la Salicaceae, tal como el sauce, tulípero y álamo, incluyendo variantes 
derivadas, son de particular interés, porque estos dos grupos incluyen árboles de especies de desarrollo y desarrollo 
rápido o árboles madereros que son desarrollados específicamente para proporcionar madera de construcción y 
biocombustible para calor. Las pasturas celulósicas usadas para bioenergía similares a la pastura Switch o a la 
pastura Canaria Roja (Red Canary Grass, por su denominación en inglés), son también interesantes. 5 
 
En realizaciones adicionales, la planta maderera es de madera blanda o una conífera que puede seleccionarse entre 
el grupo que consiste enl ciprés, el abeto Duglas, el abeto, la secuoya, la cicuta, el cedrón, el enebro, el alerce, el 
pino, el pino rojo, el abeto rojo y el tejo. 
 10 
En realizaciones útiles, la planta maderera es una planta que produce frutas que puede seleccionarse entre el grupo 
que consiste enl manzano, el ciruelo, el peral, el banano, el naranjo, el kiwi, el limonero, el cerezo, la vid y la higuera. 
 
Otras plantas madereras que pueden ser útiles en el presente método también puede seleccionarse entre el grupo 
que consiste en algodón, bambú y gomero. 15 
 
Construcción de ADN  
 
De acuerdo con un segundo aspecto principal de la invención, se proporciona una construcción de ADN, tal como 
una construcción de ADN recombinante, que comprende al menos una secuencia como la descrita anteriormente. 20 
En particular, la construcción de ADN recombinante puede comprender una secuencia de nucleótidos seleccionada 
entre el grupo que consiste en: 
 

a) la secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-17, 50, 51, 54-58, 
60; así como SEQ ID NO: 1, 2, 5, 6, 10, 13, 15, 16, 17, 50, 51, 54, 55, 56, 57, 58, 60; 25 
b) la secuencia de nucleótidos complementaria de la secuencia de nucleótidos de a); 
c) la subsecuencia o el fragmento de la secuencia de nucleótidos de a) o b); 
d) la secuencia de ácido nucleico que sea al menos 60 % idéntica a cualquiera de las secuencias en a), b) y c); 
y 
e) la secuencia de nucleótidos que se hibrida en condiciones rigurosas a una secuencia de nucleótidos de a), a) 30 
o c). 

 
En realizaciones seleccionadas de la invención la secuencia de ácido nucleico en d) es al menos un 65 % idéntica a 
cualquiera de las secuencias en a), b), o c), o al menos un 70 % idéntica, o al menos un 75 % idéntica; o al menos 
un 80 % idéntica, o al menos un 85 % idéntica, o al menos un 87 % idéntica, o al menos un 90 % idéntica, o al 35 
menos un 95 % idéntica, o al menos un 97 % idéntica; o al menos un 98 % idéntica, o al menos un 99 % idéntica , o 
al menos un 99,5 % idéntica a cualquiera de las secuencias en a), b) o c). 
 
En realizaciones adicionales relativas a este aspecto de la invención la secuencia de nucleótidos comprende una 
secuencia seleccionada a partir de aquellas SEQ ID NO: 18-38, 48, 49, 51-60; así como SEQ ID NO: 20, 29, 36, 37, 40 
38, 48, 49, 51-60 o una secuencia de nucleótidos complementaria de la mismas. 
 
También en relación a este aspecto de la invención, queda claro que las subsecuencias o el fragmento en c) descrito 
antes comprende al menos 15 nucleótidos, así como al menos 16 nucleótidos, o al menos 17 nucleótidos, o al 
menos 18 nucleótidos, o al menos 19 nucleótidos, o al menos 20 nucleótidos, o al menos 21 nucleótidos, o al menos 45 
22 nucleótidos, o al menos 23 nucleótidos, o al menos 23 nucleótidos, o al menos 24 nucleótidos, o al menos 25 
nucleótidos, o al menos 30 nucleótidos, o al menos 35 nucleótidos, o al menos 40 nucleótidos, o al menos 45 
nucleótidos, o al menos 50 nucleótidos, o al menos 55 nucleótidos, o al menos 60 nucleótidos, o al menos 65 
nucleótidos, o al menos 70 nucleótidos, o al menos 75 nucleótidos, o al menos 80 nucleótidos, o al menos 85 
nucleótidos, o al menos 90 nucleótidos, o al menos 95 nucleótidos, o al menos 100 nucleótidos. En ciertas 50 
realizaciones, las subsecuencias o el fragmento en c) descrito antes comprende al menos 150 restos de 
aminoácidos, así como, en al menos 200, 250, 300, 330, 360, 375, 400, 425, 450, 460, 480, 500, 600, 700, 800, así 
como en al menos 900 nucleótidos o así como en al menos 1 kb, 1,1 kb, 1,2 kb, 1,3 kb, 1,4 kb, 1,5 kb, 1,6 kb, 1,7 kb, 
1,8 kb, 1,9 kb, 2 kb, 2,1 kb, 2,2 kb, 2,3 kb, 2,4 kb, 2,5 kb, 2,6 kb, 2,7 kb, 2,8 kb, 2,9 kb, o así como en al menos 3 kb. 
 55 
También, de acuerdo con lo anterior, la secuencia de nucleótidos que codifica al polipéptido comprende una variante 
de manera conservativa sustituida del polipéptido de (a). Además, la secuencia de nucleótidos comprende la 
sustitución silenciante en la propia secuencia de nucleótidos. 
 
En realizaciones adicionales que incumben a este aspecto de la invención, las subsecuencias o los fragmentos 60 
tienen al menos un 65 % de identidad de secuencia con el dominio conservado de la secuencia de nucleótidos tal 
como la descripción en el item a), así como o al menos un 70 % idéntica, o al menos un 75 % idéntica; o al menos 
un 80 % idéntica, o al menos un 85 % idéntica, o al menos un 87 % idéntica, o al menos un 90 % idéntica, o al 
menos un 95 % idéntica, o al menos un 97 % idéntica; o al menos un 98 % idéntica, o al menos un 99 % idéntica , o 
al menos un 99,5 % de identidad con el dominio conservado de la secuencia de nucleótidos como se describió en el 65 
item a). 
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En realizaciones particulares, las subsecuencias o los fragmentos en c) comprenden las secuencias de SEQ ID NO: 
18-38. 
 
En realizaciones adicionales y de acuerdo con la descripción anterior, la construcción del ADN recombinante, 5 
además comprende un promotor constitutivo, inducible o específico de tejido funcionalmente enlazado a dicha 
secuencia de nucleótidos. En particular la construcción de ácido nucleico recombinante, además puede comprender 
un promotor constitutivo fuerte al frente del casete transcrito que consiste de parte del gen diana en orientación 
inversa como se describió anteriormente. Otro tipo preferido de construcción ADN recombinante tiene un promotor 
dirigiendo la transcripción del fragmento de ADN del gen diana seguido de una secuencia corta que están presente 10 
en la repetición invertida, y que también fue explicada anteriormente.  
 
En las realizaciones de la invención ejemplificadas en el presente documento, la construcción de ADN recombinante 
comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 47. 
 15 
Plantas Transgénicas 
 
Un tercer aspecto de la invención proporciona una planta transgénica que comprende un polinucleótido 
recombinante (construcción de ADN) que comprende una secuencia de nucleótidos capaz de alterar en la planta el 
nivel del producto génico de al menos un gen específicamente expresado durante las fases de formación de la 20 
madera. Por analogía a la descripción anterior quedará sobreentendido que en una de las realizaciones al menos un 
gen es seleccionado para conformar el criterio de que la baja regulación del ARNi de dicho gen en un grupo de 3-8 
plantas transgénicas cause: 
 

a) una diferencia de 5 % o más en el altura final promedio (AFP) y en la altura final máxima (AFM) y en el índice 25 
de desarrollo de altura máxima promedio (IDAMP) y en el máximo índice de desarrollo de altura máxima 
(MIDAM); y/o 
b) una diferencia del 5 % o más en el diámetro final promedio (DFP), y en el diámetro final máximo (DFM), y en 
el índice de desarrollo del diámetro promedio (IDDP), y en el coeficiente del diámetro máximo (CDM); y/o 
c) una diferencia del 18 % o más en la altura final promedio (AFP) y/o en el diámetro final promedio (DFP) y/o 30 
en el índice de desarrollo de altura máxima promedio (IDAMP) y/o en el índice de desarrollo del diámetro 
promedio (IDDP); y/o 
d) una diferencia del 18 % o más en la altura final máxima (AFM) y/o en el diámetro final máximo (DFM) y/o en 
el máximo índice de desarrollo de altura máxima (MIDAM) y/o en el coeficiente del diámetro máximo (CDM); 
 35 

cuando se compara dicho grupo de plantas transgénicas crecidas durante 8 semanas en un invernadero bajo un 
fotoperíodo de 18 horas, a una temperatura de 22°C/15°C (día/noche) y una semana de fertilización con 84 g/l de N, 
2 g/l de P1, 56 g/l de K, con el grupo de plantas del tipo silvestre creciendo bajo idénticas condiciones;  
donde el nivel de altura máxima de desarrollo se define calculando la pendiente de una función lineal ajustada por 
cuatro puntos consecutivos de los datos de altura, donde el valor del nivel de altura de desarrollo se calculó para los 40 
datos de los puntos 1 a 4, para los datos de los puntos 2 a 5, etc.. paso a paso, y el valor del nivel de altura máxima 
de desarrollo se seleccionó finalmente a partir de los valores de nivel de desarrollo de cada planta. 
 
De acuerdo con realizaciones adicionales de este aspecto de la invención, el gen expresado durante las fases de 
formación de madera es seleccionado para conformar el criterio de que la baja regulación del ARNi de dicho gen en 45 
un grupo de 3-8 plantas transgénicas cause: 
 

a) una diferencia de 8 % o más en el altura final promedio (AFP) y en la altura final máxima (AFM) y en el índice 
de desarrollo de altura máxima promedio (IDAMP) y en el máximo índice de desarrollo de altura máxima 
(MIDAM); y/o 50 
b) una diferencia del 8 % o más en el diámetro final promedio (DFP), y en el diámetro final máximo (DFM), y en 
el índice de desarrollo del diámetro promedio (IDDP), y en el coeficiente del diámetro máximo (CDM); y/o 
c) una diferencia del 22 % o más en la altura final promedio (AFP) y/o en el diámetro final promedio (DFP) y/o 
en el índice de desarrollo de altura máxima promedio (IDAMP) y/o en el índice de desarrollo del diámetro 
promedio (IDDP); y/o 55 
d) una diferencia del 22 % o más en la altura final máxima (AFM) y/o en el diámetro final máximo (DFM) y/o en 
el máximo índice de desarrollo de altura máxima (MIDAM) y/o en el coeficiente del diámetro máximo (CDM); 

 
cuando se compara dicho grupo de plantas transgénicas crecidas durante 8 semanas en un invernadero bajo un 
fotoperíodo de 18 horas, a una temperatura de 22°C/15°C (día/noche) y una semana de fertilización con 84 g/l de N, 60 
2 g/l de P1, 56 g/l de K, con el grupo de plantas del tipo silvestre creciendo en idénticas condiciones; 
donde el nivel de altura máxima de desarrollo se define calculando la pendiente de una función lineal ajustada por 
cuatro puntos consecutivos de los datos de altura, donde el valor del nivel de altura de desarrollo se calculó para los 
datos de los puntos 1 a 4, para los datos de los puntos 2 a 5, etc.. paso a paso, y el valor del nivel de altura máxima 
de desarrollo se seleccionó finalmente a partir de los valores de nivel de desarrollo de cada planta. 65 
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De acuerdo con realizaciones particulares de la invención el nivel del producto génico de al menos un gen que 
comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada entre el grupo que consiste en: 
 

a) la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 15, 
b) la secuencia de nucleótidos que sea al menos un 70 % idéntica a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 5 
15, 
c) la subsecuencia o el fragmento de la secuencia de nucleótidos de a) o b) 
 

ha sido alterada en relación al nivel encontrado en la respectiva correspondiente planta de tipo silvestre. 
 10 
De acuerdo con todavía otras realizaciones de la invención, la planta transgénica comprende un polinucleótido 
recombinante (construcción de ADN) que comprende la secuencia de nucleótidos seleccionada entre el grupo que 
consiste en: 

 
d) la secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 15, 15 
e) la secuencia de nucleótidos complementaria de la secuencia de nucleótidos de d); 
f) la subsecuencia o el fragmento de la secuencia de nucleótidos de d) o e); 
g) la secuencia de ácido nucleico que sea al menos 70 % idéntica a cualquiera de las secuencias en d), e) y f); y 
h) la secuencia de nucleótidos que se hibrida en condiciones rigurosas a una secuencia de nucleótidos de d), e) 
o f). 20 

 
En realizaciones adicionales de la invención la secuencia de ácido nucleico en c) o g) es al menos un 65 % idéntica 
a cualquiera de las secuencias en a), b), d), e) o f), o al menos un 70 % idéntica, o al menos un 75 % idéntica; o al 
menos un 80 % idéntica, o al menos un 85 % idéntica, o al menos un 87 % idéntica, o al menos un 90 % idéntica, o 
al menos un 95 % idéntica, o al menos un 97 % idéntica; o al menos un 98 % idéntica, o al menos un 99 % idéntica , 25 
o al menos un 99,5 % idéntica a cualquiera de las secuencias en a), b), d), e) o f). 
 
Tal como se mencionó antes, las secuencias arriba descritas son de álamo hídrido. Tal como los expertos lo saben, 
los homólogos de las secuencias descritas pueden ser aislados de otras especies, ejemplos no limitante de las 
mismas incluye: acacia, eucaliptos, carpino, haya, caoba, nogal, roble, nogal americano, abedul, castaño, aliso, arce, 30 
sicomoro, gingko, palma, gomero, ciprés, abeto Douglas, abeto, secuoya, cicuta, cedro, enebro, alerce, pino, pino 
rojo, picea y tejo, manzano, ciruelo, peral, banano, naranjo, kiwi, limonero, cerezo, vid y parra, higuera, algodón, 
bambú, cauchero, pasto cario rojo. Los homólogos útiles de las secuencias descritas pueden ser aislados también 
de plantas de madera dura de la familia de la Salicaceae, por ejemplo, del género salix o populus. Los miembros de 
estos géneros son conocidos por sus nombres más comunes: sauce, tulípero y álamo. 35 
 
En particular, la secuencia de nucleótidos de acuerdo con la invención comprende una secuencia seleccionada de 
SEQ ID NO: 18-38, o una secuencia de nucleótidos complementaria de la misma. 
 
De nuevo, queda claro que las subsecuencias o el fragmento en c) o f) descritos anteriormente comprenden al 40 
menos 15 nucleótidos, así como al menos 16 nucleótidos, o al menos 17 nucleótidos, o al menos 18 nucleótidos, o al 
menos 19 nucleótidos, o al menos 20 nucleótidos, o al menos 21 nucleótidos, o al menos 22 nucleótidos, o al menos 
23 nucleótidos, o al menos 23 nucleótidos, o al menos 24 nucleótidos, o al menos 25 nucleótidos, o al menos 30 
nucleótidos, o al menos 35 nucleótidos, o al menos 40 nucleótidos, o al menos 45 nucleótidos, o al menos 50 
nucleótidos, o al menos 55 nucleótidos, o al menos 60 nucleótidos, o al menos 65 nucleótidos, o al menos 70 45 
nucleótidos, o al menos 75 nucleótidos, o al menos 80 nucleótidos, o al menos 85 nucleótidos, o al menos 90 
nucleótidos, o al menos 95 nucleótidos, o al menos 100 nucleótidos. En ciertas realizaciones, las subsecuencias o el 
fragmento en c) o f) descritos antes comprende al menos 150 restos de ácidos nucleicos, tal como al menos 200, 
250, 300, 330, 360, 375, 400, 425, 450, 460, 480, 500, 600, 700, 800, tal como al menos 900 nucleótidos o tal como 
al menos 1 kb, 1,1 kb, 1,2 kb, 1,3 kb, 1,4 kb, 1,5 kb, 1,6 kb, 1,7 kb, 1,8 kb, 1,9 kb, 2 kb, 2,1 kb, 2,2 kb, 2,3 kb, 2,4 kb, 50 
2,5 kb, 2,6 kb, 2,7 kb, 2,8 kb, 2,9 kb, o tal como al menos 3 kb. 
 
En particular, la planta transgénica de acuerdo con la presente invención, que puede comprender una construcción 
de ADN recombinante que comprende una secuencia de nucleótidos que, en relación a las secuencias concretas 
descritas, comprende variaciones conservativas que alteran solo uno o unos pocos aminoácidos en el polipéptido 55 
codificado, puede proporcionarse y usarse de acuerdo con la presente invención. En consecuencia, está dentro del 
alcance de la invención proporcionar y usar una construcción de ADN recombinante que comprende la secuencia de 
nucleótidos que codifica al polipéptido que comprende la variante sustituida de manera conservativa del polipéptido 
de a) o d). 
 60 
En consecuencia, la presente invención también puede proporcionar una construcción de ADN recombinante, donde 
la secuencia de nucleótidos comprende la sustitución silenciante en la propia secuencia de nucleótidos, esto es, la 
construcción de ADN recombinante puede comprender una alteración de la secuencia que no cambia la secuencia 
de aminoácido codificada por el polinucleótido. 
 65 
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En ciertas realizaciones de la invención, además, las subsecuencias o los fragmentos tienen al menos un 65 % de 
identidad de secuencia con el dominio conservado de la secuencia de nucleótidos como se describió anteriormente 
bajo el item a) o d), o al menos un 70 % idéntica, o al menos un 75 % idéntica; o al menos un 80 % idéntica, o al 
menos un 85 % idéntica, o al menos un 87 % idéntica, o al menos un 90 % idéntica, o al menos un 95 % idéntica, o 
al menos un 97 % idéntica; o al menos un 98 % idéntica, o al menos un 99 % idéntica , o al menos un 99,5 % 5 
idéntica a cualquiera de las secuencias en a) o d). 
 
En realizaciones particulares para las cuales la presente invención es ilustrativa, las subsecuencias o los fragmentos 
en c) comprenden la secuencia SEQ ID NO: 18-38. 
 10 
En realizaciones adicionales la planta transgénica de acuerdo con la invención comprende una construcción de 
polinucleótido recombinante que además comprende un promotor constitutivo, inducible o específico de tejido 
funcionalmente enlazado a dicha secuencia de nucleótidos.  
 
En realizaciones adicionales aún, la construcción del polinucleótido recombinante, además comprende un promotor 15 
constitutivo fuerte al frente del casete transcrito que consiste de parte del gen diana seguido por un intrón funcional 
de la planta seguido por la misma parte del gen diana en orientación inversa como se describió anteriormente. Otro 
tipo preferido de construcción ADN recombinante tiene un promotor dirigiendo la transcripción del fragmento de ADN 
del gen diana seguido de una secuencia corta que están presente en la repetición invertida, y también se explicó 
anteriormente.  20 
 
En realizaciones particulares para las cuales la presente invención es ilustrativa, la planta transgénica comprende la 
construcción del polinucleótido recombinante en la cual las subsecuencias o los fragmentos en c) comprenden la 
secuencia SEQ ID NO: 18-38,. 
 25 
En la realización actualmente preferida de la invención, la planta transgénica de acuerdo con la invención 
comprende la construcción del ADN recombinante, que comprende la secuencia SEQ ID NO:47. 
 
Especies de Plantas 
 30 
De acuerdo con la presente invención, la planta transgénica puede ser una planta perenne la cual preferentemente 
es una planta maderera o una especie maderera. En una realización útil, la planta maderera es una planta de 
madera dura la que se puede seleccionar del grupo consistente de: acacia, eucaliptos, carpino, haya, caoba, nogal, 
roble, fresno, sauce, nogal americano, abedul, castaño, álamo, aliso, arce, sicomoro, gingko, palma, gomero. Las 
plantas de madera dura de la familia de la Salicaceae, tal como el sauce, tulípero y álamo, incluyendo variantes 35 
derivadas, son de particular interés, porque estos dos grupos incluyen árboles de especies de desarrollo y desarrollo 
rápido o árboles madereros que son desarrollados específicamente para proporcionar madera de construcción y 
biocombustible para calefacción. 
 
En realizaciones adicionales, la planta maderera es de madera blanda o una conífera que puede seleccionarse entre 40 
el grupo que consiste en el ciprés, el abeto de Douglas, el abeto, la secuoya, la cicuta, el cedrón, el enebro, el 
alerce, el pino, el pino rojo, el abeto rojo y el tejo. 
 
En realizaciones útiles, la planta maderera es una planta que produce frutas que puede seleccionarse entre el grupo 
que consiste enl manzano, el ciruelo, el peral, el banano, el naranjo, el kiwi, el limonero, el cerezo, la vid y la higuera. 45 
 
Otras plantas madereras que pueden ser útiles en el presente método también puede seleccionarse entre el grupo 
que consiste en algodón, bambú y gomero. 
 
La presente invención se extiende a cualquier célula vegetal de las plantas transgénicas anteriores obtenida por los 50 
métodos descritos aquí, y a todas las partes de las plantas, incluyendo las partes cosechables de la planta, las 
semillas y propágalos de ellas, a explantes de la planta o a tejido de la planta. La presente invención también abarca 
la planta, partes de ella, la célula de la planta o la progenie de la planta que comprende la construcción de ADN de 
acuerdo con la invención. La presente invención se extiende además hasta abarcar la progenie de la célula 
transfectada o transformada primariamente, tejido, órgano o planta entera que fue producida mediante cualquiera de 55 
los métodos antes mencionados, con la sola condición de que la progenie exhiba la o las misma o mismas 
característica o características fenotípicas y/o genotípicas que aquellas producidas en el progenitor mediante los 
métodos de acuerdo con la invención. 
 
Debería tomarse nota de que las realizaciones y características descritas en el contexto de uno de los aspectos de 60 
la presente invención también son aplicables a los otros aspectos de la invención. 
 
La invención será ahora descrita en detalles adicionales en los siguientes ejemplos no limitantes. 
 
Ejemplos 65 
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Ejemplo 1 
 
Identificación de los genes útiles involucrados en la formación de madera y en el desarrollo de la madera 
 
1.1 Introducción 5 
 
Para encontrar y dilucidar la función de los genes involucrados en la formación de la madera y en el desarrollo de la 
madera, se ejecutó un programa de amplia exploración de genes, resultando en la identificación de los genes útiles 
en las aplicaciones industriales de la madera. 
 10 
1.2 Materiales y Métodos 
 
1.2.1 Selección del Gen 
 
El primer paso en este programa de exploración de genes fue la selección de algunos genes a partir de un gran 15 
grupo de genes para limitar los genes que se iban a explorar respecto de su función. El método de selección de 
genes se basa en patrones de expresión génica tal como se describe en Hertzberg et al. (2001) y Schrader et al. 
(2004). 
 
En Hertzberg et al. (2001) se describe un estudio del desarrollo secundario del xilema del álamo. El xilema 20 
secundario del álamo está altamente organizado con límites distintos y fácilmente reconocidos entre los diferentes 
estados de desarrollo. La formación de madera se inicia en el cambium vascular. Se desarrollan subproductos 
derivados del cambium en lscélulas del xilema a través de los procesos de división, expansión, formación de 
paredes secundarias, lignificación y finalmente, muerte celular programada. 
 25 
El gran tamaño físico del meristemo vascular en los árboles fue usado para obtener muestras de estados de 
desarrollo definidos mediante crioseccionamiento tangencial. Pare determinar el estado de estabilidad de los niveles 
de ARNm en los estados específicos durante la ontogenia de la formación de madera en Populus tremula x 
tremuloides (álamo híbrido) se tomaron 30 muestras de 30 µm de espesor de las regiones de desarrollo de la 
madera y posteriormente las muestras fueron analizadas usando micro arreglos de ADNc consistentes de 2995 30 
ESTs únicos a partir del álamo híbrido (Herzberg et al., 2001). 
 
Estas muestras fueron posteriormente también rehibridadas a micromatrices manchadas como se describe en 
Schrader et al. (2004). A partir de estos experimentos, fueron seleccionados los genes con una expresión específica 
clara durante las diferentes fases de formación de madera (ver Figura 1). La base para esto es la suposición de que 35 
los genes usualmente tienen su función donde ellos se están expresando. Por lo tanto, los genes que están 
específicamente expresados durante las diferentes fases de formación de madera tales como la división celular, la 
expansión celular y el compromiso celular en la zona cambial, y los genes expresados durante la formación de la 
pared celular secundaria en la zona de maduración (ver Wilson et al., 1966 para definiciones) tienen más 
susceptibilidad de ser importantes para los procesos de formación de madera que cualquier gen elegido 40 
aleatoriamente. Igual que en otros meristemas de planta, la principal función del cambium vascular (Fig. 1, zona A) 
es la división celular y la iniciación de la diferenciación. Las secuencias expresadas primariamente en el meristemo y 
en la zona de expansión temprana celular (Fig. 1, zona B), representa los genes candidatos involucrados en el ciclo 
celular, en la expansión celular, en el desarrollo de fibras y en la biosíntesis de la pared celular primaria. Las zonas A 
y B también están espectadas para expresar los genes que regulan el destino celular y la identidad celular. La 45 
expansión celular tiene lugar en el meristemo (Zona A) y en las zonas B y C. Los genes con la expresión a través de 
las zonas A, B y C (Fig. 1) por consiguiente pueden funcionar en la expansión celular. Tan pronto como la expansión 
celular es completada, la pared celular secundaria es depositada en todas las células del xilema (zona D). La 
mayoría de los genes involucrados en la biosíntesis de la pared celular secundaria, fueron pronosticados para ser 
encontrados en las zonas C (donde los vasos inician su pared celular secundaria), D y E (Fig. 1). Los genes 50 
fuertemente regulados en la zona E (Fig. 1) incluye algunas enzimas de degradación de paredes requeridas para 
esculpir la pared celular hacia los estados finales de formación de cavidades y poros, los genes relativos a las fases 
últimas de maduración de la fibra tal como la lignificación y la muerte celular programada. Los genes expresados en 
esta zona también contienen los genes específicamente involucrados en el metabolismo y en el transporte en 
células rayo, las cuales en oposición a las fibras, permanecen vivas y mantienen su actividad metabólica. 55 
 
Se seleccionó una gran cantidad de genes diferentes expresados durante los diferentes estados de desarrollo del 
xilema, para análisis genómico funcional usando baja regulación de ARNi en las plantas transgénicas de álamo. 
 
Además de esta selección, los genes fueron seleccionados basados en el experimento de la expresión génica en el 60 
meristemo, descrita en Schrader et al. (2004). En este experimento sólo se muestreó la zona cambial. Sin embargo, 
las muestras fueron más delgadas resultando esto en una mayor resolución sobre el meristemo cambial, por 
ejemplo, una sección correspondió aproximadamente a un espesor de tres células de la zona cambial, y así se 
proporcionó una resolución cercana a la célula para el perfil de expresión obtenido. A partir de este experimento, 
fueron seleccionados para análisis funcional usando baja regulación de ARNi en las plantas de álamo transgénicos, 65 
aquellos genes que presentaron un pico en la zona cambial o que presentaron un paso de cambio en la expresión 
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sobre el meristemo cambial (Schrader et al., 2004). 
 
Posteriormente a las selecciones basadas en los patrones de expresión, los genes fueron identificados basados en 
las anotaciones de gen, y aquellos con anotaciones aparentemente poco interesantes, tales como los genes 
proteínicos ribosomales. Fueron excluidos. El uso de la cuidadosa selección de genes para ser funcionalmente 5 
analizados en el programa funcional genómico orientado al desarrollo y a las propiedades de la madera, es muy 
beneficioso para reducir costos y para buscar rápidamente genes interesantes. 
 
Aunque la selección de genes, para cuyas funciones son analizados, es una importante parte del descubrimiento de 
genes con funciones interesantes para la biotecnología de la forestación hacia un camino de economía eficiente, el 10 
ensayo anteriormente descrito es el paso crucial para encontrar su uso en aplicaciones industriales. La selección del 
gen tal como es ejecutada aquí es solamente importante para maximizar la salida positiva de los datos del programa 
funcional genómico orientado hacia cierta relación propiedades/funciones. 
 
El resultado de la selección de gen fue de 184 potenciales genes, 150 de los cuales fueron finalmente analizados 15 
funcionalmente, 17 de ellos fueron seleccionados además para su involucramiento y uso en cambios y/o 
modificaciones del fenotipo de del árbol observado para el desarrollo. Los ejemplos de los patrones de expresión de 
los 184 genes seleccionados se muestran en la Figura 2 y en la Figura 3. 
 
1.2.2 Clonación de los genes seleccionados 20 
 
Los genes seleccionados fueron posteriormente clonados en el vector ARNi bajo el control del promotor CaMV 35S 
(vector ARN de interferencia, pK7GWIWG2(I)) usando tecnología Gateway (Invitrogen USA). Dos conjuntos 
principales de cebador de clonación se usaron, un conjunto fue el par primer universal enlazante del vector y de la 
cola poli-A, y el otro conjunto fue un primers de gen específico. El producto PCR primero fue transferido dentro del 25 
vector pDONR (Invitrogen USA) y luego transferido hacia el vector de destino pK7GWIWG2(I) de acuerdo con las 
recomendaciones del fabricante (Invitrogen USA). Las secuencias de los genes seleccionados, sus números de 
acceso al banco de genes y los primes PCR etc. Están listados en la Tabla 1.1. 
 
Tabla 1.1 Número de acceso al Banco de Genes, secuencias y primers PCR etc.  30 
 

Tabla 1.1a 

Construcción 
Nombre del cebador 
de clonación FW 

 Nombre del cebador 
de clonación inverso 

 
Secuencia FW  Secuencia Rev  

KR459 KR459FwAttB2 SEQ ID NO:40 KR459ReAttB1 SEQ ID NO:44 
 

Tabla 1.1b 
Construcción Secuencia usada para la 

construcción de ARNi:  
Secuencia completa 

KR459 SEQ ID NO:36 SEQ ID NO:15 
 35 
1.2.3 Transformación de la planta 
 
CaMV 35S: Se transformaron construcciones de ADN repetidas inversas dentro de Agrobacterium y posteriormente 
en el álamo híbrido, Populum tremula L. x P. tremuloides Minch, Clon T89, en lo sucesivo llamado “poplar”, fue 
transformado regenerado esencialmente como se describe en Nilsson et al. (1992). Aproximadamente 3 a 8 líneas 40 
independientes fueron generadas por cada construcción. Tales grupos de árboles transgénicos producidos usando 
una construcción en adelante será llamado “grupo de construcción”, esto es, son árboles transgénicos diferentes que 
derivan de una construcción. Cada línea transgénica en cada grupo de construcción, por ejemplo, KR555-2B KR555-
3A, KR555-2B y etcétera, son diferentes eventos de transformación y consecuentemente tendrán más 
probablemente el ADN recombinante insertado en diferentes lugares en el genoma de la planta. Esto hace que las 45 
diferentes líneas en una construcción sean parcialmente diferentes. Por ejemplo, se sabe que eventos de 
transformación diferentes producirán plantas con niveles diferentes del gen de regulación negativa cuando se usen 
las construcciones de ARNi del tipo usado aquí. 
 
1.2.4 Desarrollo de la Planta 50 
 
Las líneas de álamo transgénico crecieron junto con sus árboles de tipo silvestre (wt) de control (referenciados aquí 
como “wt” = wild type, por sus siglas en inglés), en invernaderos durante un fotoperíodo de 18 horas y a la 
temperatura de 22°C/15°C (día/noche). Las plantas fueron fertilizadas semanalmente con Weibulls Rika S NPK 7-1-5 
disuelto 1 a 100 (concentración final: NO3, 55g/l; NH4, 29g/l; P, 12g/l; K, 56g/l; Mg 7,2g/l; S, 7,2g/l; B, 0,18g/l; Cu, 55 
0,02g/l; Fe, 0,84g/l; Mn, 0,42g/l; Mo, 0,03g/l; Zn, 0,13g/L). Las plantas se desarrollaron durante 8-9 semanas antes 
de ser cosechadas. Durante este tiempo sus alturas y diámetros fueron medidos 1 o 2 veces por semana. El número 
de árboles tipo silvestre (normalmente de 15 a 25 árboles) y el número de árboles transgénicos que comprenden 
varios grupos de construcción (normalmente de 6 a 20 grupos de construcción) crecieron en paralelo en el 
invernadero en las mismas condiciones anteriores. Todas las comparaciones entre los árboles de tipo silvestre y los 60 
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grupos de construcción fueron hechas para cada grupo de desarrollo. 
 
1.2.5 Muestreo 
 
Fueron ejecutados dos principales tipos de cosechas y de muestreo. Uno de tipo general por ejemplo para análisis 5 
químico, para análisis morfológico de la madera, para análisis de expresión de los genes, para análisis de densidad 
de la madera y para análisis de metabolismo. Y otro tipo de análisis para medida de peso seco de corteza, madera, 
hojas y raíces. 
 
1.2.6 Selección de grupos de construcción 10 
 
En la primera ronda de desarrollo del crecimiento de cada grupo de árboles con el gen específico regulado a la baja 
usando ARNi, esto es, el grupo de construcción, una cantidad de análisis fueron llevados a cabo para la medida de 
desarrollo. Para cada Grupo de construcción, estos datos fueron analizados y mostraron una variación del fenotipo, 
comparando con los árboles de control de tipo silvestre. 15 
 
Basados en los datos de crecimiento, se ejecutaron una cierta cantidad de análisis y se calcularon ciertos factores, 
en vistas a seleccionar los grupos de construcción, y como consecuencia de ello, los genes que son posibles usar 
para alterar las características de crecimiento. Los criterios de selección y los métodos ya fueron descritos 
anteriormente. 20 
 
Análisis del crecimiento 
 
Crecimiento durante la fase exponencial 
 25 
En las condiciones de crecimiento definidas antes, las plantas mostraron un patrón de crecimiento exponencial 
(altura de planta) hasta una altura aproximada de 80 cm o hasta el día 40 en el invernadero. Para cada planta, se 
ajustaron los puntos de datos de la altura de las plantas, en vistas a ajustar una función exponencial de la forma: 
 

h(t) = h0 . eat 30 
 
donde h0 es una constante (altura en t = 0) y “a” está definida como el índice de desarrollo exponencial. 
 
Índice de crecimiento de altura máxima 
 35 
Otro índice que mide el desarrollo de altura (llamado aquí “Indice de crecimiento de altura máxima”) fue definido 
como la pendiente de una función lineal ajustada sobre cuatro puntos consecutivos de datos de altura. El valor del 
índice de desarrollo de altura fue calculado para los puntos de datos 1 - 4, para los puntos de datos 2 – 5, etc y así 
sucesivamente, ver Fig. 4 para un ejemplo. El índice de desarrollo definido como el valor máximo producido del 
análisis de regresión lineal de grupos de puntos consecutivos, fue computado para cada una de las plantas. Los 40 
datos primarios para los valores de la altura del índice de desarrollo de Altura Máxima de las transformaciones 
individuales en el grupo de construcción fueron controlados de forma tal que nos se basaran en valores incorrectos. 
De la Figura 4, que muestra la curva de desarrollo de la Altura, se puede ver que el índice de desarrollo de altura 
aumenta durante la primera fase del crecimiento luego de lo cual las plantas alcanzan su máxima altura de 
desarrollo, y luego el índice de desarrollo declina cuando las plantas llegan a ser más largas. Como estas fases 45 
tienen diferentes tiempos en diferentes plantas y hay algunos “ruidos” agregados a las medidas de las plantas, el 
Desarrollo Máximo de altura anteriormente descrito usando el método de índices es muy útil para calcular la 
velocidad máxima de desarrollo en estas condiciones para cada tipo de árbol individual diferente. 
 
Índice de crecimiento del Diámetro 50 
 
En las condiciones anteriormente definidas, el ancho del tallo muestra comparativamente un incremento lineal en el 
tiempo. La regresión lineal sobre los datos del diámetro se usó para estimar el desarrollo del diámetro. 
 

d(t) = c . t +d0 55 
 
donde d0 es el ancho inicial y “c” es el índice de desarrollo del diámetro (la pendiente). 
 
Altura y diámetro final 
 60 
La altura y el diámetro final también fueron usados para seleccionar los grupos de construcción alterados. Estos 
valores toman en cuenta tanto la capacidad de desarrollo de los árboles como la habilidad para comenzar su 
desarrollo cuando se transfirieron los cultivos de tejidos al suelo en los lugares de invernadero. 
 

65 
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Parámetros de selección 
 
Los grupos de construcción que mostraron un incremento significativo y pronunciado comparado con la población de 
tipo silvestre en los parámetro de crecimiento mencionados, por ejemplo, el índice de desarrollo del diámetro, el 
índice de desarrollo de altura máxima, el diámetro final y laaltura final, fueron calificados como Grupos de 5 
Construcción que están alterados en sus propiedades de desarrollo, y como consecuencia, sus genes 
correspondientes pueden usarse para alterar dichas propiedades. Los criterios de selección están indicados más 
adelante. Se usaron dos niveles de selección diferentes, un nivel básico y uno para construcciones que dan 
fenotipos de desarrollo de interés extra. 
 10 
Criterio de Selección por diferencia de Desarrollo 
 
En la Tabla 1.2 se listan las abreviaciones usadas para los fenotipos usados para los criterio de selección de 
desarrollo 
 15 

Tabla 1.2. Abreviaciones de los Fenotipos 
AFP Altura final promedio de la población de la especie salvaje y de 

cada población del grupo de Construcción  
DFP Diámetro final promedio de la población de la población salvaje 

y de cada población del grupo de Construcción  
IDAMP Índice de crecimiento de Altura Máxima Promedio de la 

población de la especie salvaje y de cada población del grupo 
de Construcción  

IDDP Coeficiente de Diámetro Promedio de la población de la 
especie salvaje y de cada población del grupo de Construcción  

AFM Altura Final Máxima de la población de la especie salvaje y de 
cada población del grupo de Construcción 

DFM Diámetro Final Máximo de la población de la especie salvaje y 
de cada población del grupo de Construcción 

MIDAM Máximo Índice de crecimiento de Altura Máxima Promedio de 
la población de la especie salvaje y de cada población del 
grupo de Construcción  

CDM Coeficiente de Diámetro Máximo de la población de la especie 
salvaje y de cada población del grupo de Construcción  

 
Los criterios de selección de diferencia de desarrollo son como sigue: 
 

1. Si el grupo de construcción AFP, AFM, IDAMP y MIDAM son al menos 5 % (u 8 % en un segundo nivel de más 20 
altura) mayor que el correspondiente AFP, AFM, IDAMP y MIDAM que el grupo de la especie salvaje, o 
2. Si el grupo de construcción AFD, DFM, IDDP y CDM son al menos 5 % (u 8 % en un segundo nivel de más 
altura) mayor que el correspondiente AFD, DFM, IDDP y CDM que el grupo de la especie salvaje, o 
3. Si el grupo de construcción AFP, DFP, IDAMP y IDDP son al menos 18 % (u 22 % en un segundo nivel de 
más altura) mayor que el correspondiente AFP, DFP, IDAMP y IDDP que el grupo de la especie salvaje, o 25 
4. Si el grupo de construcción AFM, DFM, MIDAM y CDM son al menos 18 % (u 22 % en un segundo nivel de 
más altura) mayor que el correspondiente AFM, DFM, MIDAM y CDM que el grupo de la especie salvaje 

 
Cuando se ejecutan programas genómicos funcionales a gran escala se produce una cierta variabilidad e 
incertidumbre en los datos obtenidos. Estas variaciones está producidas por fuentes tales como que las diferentes 30 
líneas en un grupo de construcción tienen diferentes cantidades de regulación a la baja resultando en que uno de 
este tipo de líneas, examinadas en el grupo de construcción, puede mostrar el fenotipo; o por la variación en el 
desarrollo, que ocurre durante el procedimiento experimental debido a pequeñas variaciones en el estado de la 
planta, cuando se transfieren las plantas desde el cultivo del tejido al invernadero; o por las variaciones basadas en 
diferentes posiciones en el invernadero durante diferentes momentos durante el ciclo de desarrollo. Estas 35 
variaciones han sido tenidas en cuenta cuando se analizaron los datos. Basados en los dos diferentes umbrales de 
incremento del 5 % y del 8 % se seleccionaron los grupos de construcción que presentaron desarrollo aumentado. El 
Criterio de selección 1 y 2 usan el aumento del 5 %, sin embargo este aumento ha estado presente en todos los 
fenotipos AFP, AFM, IDAMP y MIDAM correspondiente al desarrollo de altura y en todos los fenotipos AFD, DFM, 
IDDP y CDM correspondientes al desarrollo del diámetro. En los casos en que los fenotipos sólo pueden ser vistos 40 
en alguna o en una de las plantas y sólo una clase de fenotipo, el incremento mayor al 18 % se usó para una 
selección positiva de los grupos de construcción para no seleccionar grupos de construcción basados en variaciones 
aleatorias (el criterio 3 y 4 seleccionan sobre los valores promedios y los valores máximos individuales 
respectivamente). Estos números fueron controlados contra los datos de las especies salvajes. Algunas plantas de 
las especies no salvajes pasaron el nivel del 18 % del filtro de criterio 3 y 4, por ejemplo, aquellas de tipo no salvaje 45 
que en cualquiera de los grupos de desarrollo tenga más de un 18 % del valor que las de tipo silvestre con el 
segundo valor más alto en cualquiera de los fenotipos de desarrollo usados. El nivel del 5 % usado para el filtro del 
criterio 1 y 2 produce menos del 4 % de falsos positivos (1 en 25 genes), valor que se obtuvo tomando 
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aleatoriamente 5 plantas del tipo silvestre de la población de control de tipo silvestre y examinándolas para ver si 
pasaban el filtro 1 y 2; ejecutando esto para todos los grupos de desarrollo y repitiendo esto 10 veces da que en el 4 
% de las veces las plantas de tipo silvestre seleccionadas pasaron el filtro. Este es un método muy resistente para 
estimar los falsos positivos, porque el grupo de control de plantas salvajes es reducido a 5 plantas. Para los valores 
mayores al 8 % usados para los genes de interés extra, esto produce menos del 1,5 % de falsos positivos. 5 
 
Fueron seleccionados, los Grupos de Construcción que reunían uno o más de estos de estos criterios. 
 
Medida de la longitud internodo 
 10 
Fueron contados todos los nodos de nodo FDL e incluido 60 cm hacia abajo del tronco, y se calculó el promedio de 
longitud internodos. 
 
1.3 Resultados 
 15 
Los datos brutos para el grupo de construcción especificado y los del correspondiente grupo del tipo silvestre se 
muestran en las tablas de 1.3 a 1.20. Las filas de las Tablas contienen las medidas de alturas y diámetros de los 
individuos del grupo de construcción especificado (llamado “KR” y del correspondiente grupo de tipo silvestre 
(llamado “T89”). El tiempo de medida, esto es, la cantidad de días en invernadero se muestra en el cabezal de cada 
tabla. 20 
 
Grupo de Construcción KR459 
 
Construcción KR459 correspondiente a EST UB12CPE03 número del banco del gen BU820650. 
Este gen se seleccionó de los datos de Schrader et al. 2004 y tiene su expresión de más altura en la muestra 6 en 25 
las series B. Esta construcción induce desarrollo aumentado. Esta construcción induce desarrollo de altura 
aumentada, la altura final es 24 % y el índice de desarrollo de altura máxima es del 23 % más largo en comparación 
con los individuos de desarrollo más rápido del grupo de construcción y del grupo de control del tipo silvestre. Esta 
construcción reúne el Filtro de Criterio de Desarrollo (4) como se muestra en la Tabla 1.21, más adelante. 
 30 

Tabla 1.8 Datos de Desarrollo para KR459 
 

  Altura (cm) Diámetro (mm) 
Días en Invernadero 21 28 34 40 49 61 21 28 34 40 49 61 
KR459-3B 27 42 59 79 128 146 3,1 4,3 6,4 7,9 9,9 10,9 
KR459-4B 28 42 58 78 127 160 3,3 4,6 6,3 7,0 8,9 10,5 
KR459-5B 25 40 57 76 125 158 3,3 4,1 6,4 7,8 9,3 10,5 
KR459-6A 31 48 72 104 167 207 3,2 4,6 6,6 8,3 10,5 11,0 
KR459-7A 28 42 62 83 136 170 3,1 4,5 6,4 7,9 9,3 10,8 
T89-1 26 39 56 74 120 150 3,3 3,7 6,7 7,5 9,7 11,4 
T89-2 24 40 62 85 132 159 3,0 4,4 6,9 7,9 10,4 11,5 
T89-3 24 37 54 75 127 158 2,8 3,7 6,4 7,1 8,9 10,3 
T89-4 24 37 54 79 126 151 2,9 4,0 6,0 7,2 9,4 11,2 
T89-5 20 34 52 76 125 155 2,8 3,5 6,0 7,2 9,6 11,0 
T89-6 26 40 56 76 121 149 3,2 3,8 6,2 7,9 10,3 11,4 
T89-7 25 40 60 86 137 167 3,0 4,8 6,1 7,6 9,7 10,3 
T89-8 26 41 59 81 129 150 3,3 4,5 6,9 8,1 10,7 11,9 
T89-9 26 39 56 78 129 160 3,2 4,4 6,3 7,9 10,2 10,8 
T89-10 26 39 58 84 134 166 2,8 4,1 5,8 7,5 9,2 9,7 

 
En la Tabla 1.21 se muestra las relaciones de las medidas de desarrollo de altura y de diámetro del grupo de 
construcción especificado en relación al grupo de tipo silvestre correspondiente (por ejemplo, la relación de altura 35 
final promedio (AFP): AFPgrupo de construccióN/DFPgrupo de tipo silvestre). La Tabla 1.22 contiene las relaciones de las medidas 
de desarrollo computadas AFP, DFP, IDAMP, IDDP, AFM, DFM, MIDAM, y CDM. (Declaración de las medidas de 
desarrollo descritas anteriormente) 
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1.4 Discusión 
 
Mediante el uso de la cantidad correcta de datos y de información para la selección de genes para ser analizados 
funcionalmente en un programa de genómicos funcionales, en el presente caso se dirigieron los estudios hacia las 
propiedades de desarrollo, y ello nos permitió encontrar una cantidad de genes que pueden ser utilizados para 5 
modificar el desarrollo en las plantas, especialmente en árboles. 
 
De todos los genes examinados en este programa menos del 18 % pasaron el primer nivel de selección y menos del 
9 % pasaron el segundo nivel de los criterios de desarrollo puestos en este documento para los genes de interés 
extra. Los grupos de construcción que pasaron el segundo nivel de los criterios de desarrollo para dichos genes de 10 
interés extra fueron  KR459. Aunque estos son solo una pequeña parte de los genes seleccionados para ser 
examinados, dicha cantidad es alta comparada con los que se esperarían de una elección aleatoria de genes con 
dicho objetivo, mostrando la importancia y la utilidad de nuestro tipo de selección de genes. 
 
El ejemplo precedente también ilustra lo siguiente: cuando se comparan fenotipos de acuerdo con criterios simples, 15 
tales como altura y diámetro, es posible seleccionar genes que originen fenotipos robustos tales como los 
seleccionados usando los filtros de criterios de desarrollo 3 y 4. Sin embargo, comparando los fenotipos de acuerdo 
con criterios múltiples, tales como altura final promedio, altura final máxima, INDICE DE DESARROLLO DE ALTURA 
MÁXIMA promedio, e INDICE máximo DE DESARROLLO DE ALTURA MÁXIMA revela que la regulación a la baja 
de la expresión de algunos genes tiene un gran efecto sorpresivo sobre todas las características de desarrollo. Tal 20 
como se ilustró, esto ha permitido la identificación de subconjuntos de genes donde la regulación a la baja de su 
expresión dirige a un efecto considerable sobre el crecimiento y desarrollo de la planta. Habiendo identificado este 
subconjunto de genes se proporciona un claro avance sobre el estado del arte y ha facilitado significativamente la 
generación y la selección de eventos de transformación promisorios para la generación de plantas transgénicas con 
propiedades y características fenotípicas mejoradas. 25 
 
Cuando se producen líneas comerciales usando cualquiera de los diferentes mecanismo posibles para regular a la 
baja la expresión génica se podrían producir muchas líneas con diferentes métodos y examinarlas para identificar en 
las que se hayan producido las propiedades deseadas. Esto podría hacerse porque niveles diferentes de regulación 
a la baja de la característica del gen producirán resultados diferentes. Esto se puede ver claramente en los datos de 30 
los Ejemplos. Se podrían seleccionar entonces los eventos de transformación más promisorios. 
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Listado de secuencias 
 

<110> SOLICITANTE: SweTree Technologies 
 
<120> TÍTULO: PLANTAS MADERERAS CON LAS CARACTERÍSTICAS DE DESARROLLO MEJORADAS Y 50 
MÉTODO PARA SU OBTENCIÓN 
 
<160> NÚMERO DE SECUENCIAS: 60 
 
<210> SEQ ID NO: 1  55 
<211> LONGITUD: 1440  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR121  
 
<400> SEQ ID NO: 1 60 
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<210> SEQ ID NO: 2  
<211> LONGITUD: 1899  
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR125  
 
<400> SEQ ID NO: 2 
 

10 
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<210> SEQ ID NO: 3  
<211> LONGITUD: 1440  
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR129 B  
 
<400> SEQ ID NO: 3 
 

 10 
 
<210> SEQ ID NO: 4  
<211> LONGITUD: 474  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR140  15 
 
<400> SEQ ID NO: 4 
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<210> SEQ ID NO: 5  
<211> LONGITUD: 2154  
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR152  
 
<400> SEQ ID NO: 5 
 

 10 
 
<210> SEQ ID NO: 6  
<211> LONGITUD: 2520  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR163  15 
 
<400> SEQ ID NO: 6 
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<210> SEQ ID NO: 7  
<211> LONGITUD: 654  
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR221 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature 
<222> LOCALIZACIÓN: 489, 534, 570 10 
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A, T, C O G 
 
<400> SEQ ID NO: 7 
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<210> SEQ ID NO: 8  
<211> LONGITUD: 880  
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR224  
 
<400> SEQ ID NO: 8 
 

 10 
 
<210> SEQ ID NO: 9  
<211> LONGITUD: 1020  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR235  15 
 
<400> SEQ ID NO: 9 
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<210> SEQ ID NO: 10  
<211> LONGITUD: 1344  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR240  
 5 
<400> SEQ ID NO: 10 
 

 
 
<210> SEQ ID NO: 11  10 
<211> LONGITUD: 1026  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR242 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 15 
<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature  
<222> LOCALIZACIÓN: 32, 33, 206, 248, 423  
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A,T,C O G 
 
<400> SEQ ID NO: 11 20 
 

 
 
<210> SEQ ID NO: 12  
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<211> LONGITUD: 820  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR292 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 5 
<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature 
<222> LOCALIZACIÓN: 148, 237, 254, 432, 435, 437, 452, 467, 492  
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A,T,C O G 
 
<400> SEQ ID NO: 12 10 
 

 
 
<210> SEQ ID NO: 13  
<211> LONGITUD: 1149  15 
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR313  
 
<400> SEQ ID NO: 13 
 20 

 
 
<210> SEQ ID NO: 14  
<211> LONGITUD: 1511  
<212> TIPO: ADN 25 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR318  
 
<400> SEQ ID NO: 14 
 

E12174452
09-05-2016ES 2 571 338 T3

 



36 

 
 
<210> SEQ ID NO: 15  
<211> LONGITUD: 1125  
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR459  
 
<400> SEQ ID NO: 15 
 

 10 
 
<210> SEQ ID NO: 16  
<211> LONGITUD: 1693  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR463  15 
 
<400> SEQ ID NO: 16 
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<210> SEQ ID NO: 17  
<211> LONGITUD: 3294  5 
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR465  
 
<400> SEQ ID NO: 17 
 10 
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<210> SEQ ID NO: 18  
<211> LONGITUD: 774  
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR121 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature 
<222> LOCALIZACIÓN: 21, 347, 459, 367, 374, 380, 403 10 
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A,T,C O G 
 
<400> SEQ ID NO: 18 
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<210> SEQ ID NO: 19  
<211> LONGITUD: 268  
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR125 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature 
<222> LOCALIZACIÓN: 171,232 10 
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A,T,C O G 
 
<400> SEQ ID NO: 19 
 

 15 
 
<210> SEQ ID NO: 20  
<211> LONGITUD: 672  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR129B 20 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature  
<222> LOCALIZACIÓN: 175 
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A, T, C O G  25 
 
<400> SEQ ID NO: 20 
 

 
 30 
<210> SEQ ID NO: 21 
<211> LONGITUD: 509  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR140 
 35 
<220> CARACTERÍSTICA: 
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<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature 
<222> LOCALIZACIÓN: 295, 343, 357, 357, 420, 445, 460, 477  
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A, T, C O G 
 
<400> SEQ ID NO: 21 5 
 

 
 
<210> SEQ ID NO: 22  
<211> LONGITUD: 685  10 
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR152 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature  15 
<222> LOCALIZACIÓN: 67, 187, 268  
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A,T,C O G 
 
<400> SEQ ID NO: 22 
 20 

 
 
<210> SEQ ID NO: 23  
<211> LONGITUD: 389  
<212> TIPO: ADN 25 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR163 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature 
<222> LOCALIZACIÓN: 88, 238 30 
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A, T, C O G 
 
<400> SEQ ID NO: 23 
 

 35 
 
<210> SEQ ID NO: 24  
<211> LONGITUD: 142  
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<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR163  
 
<400> SEQ ID NO: 24 
 5 

 
 
<210> SEQ ID NO: 25  
<211> LONGITUD: 654  
<212> TIPO: ADN 10 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR221 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature 
<222> LOCALIZACIÓN: 489, 534, 561,570 15 
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A, T, C O G 
 
<400> SEQ ID NO: 25 
 

 20 
 
<210> SEQ ID NO: 26  
<211> LONGITUD: 171  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR224 25 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature 
<222> LOCALIZACIÓN: 32, 43, 51, 62, 85, 118, 154 
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A, T, C O G 30 
 
<400> SEQ ID NO: 26 
 

 
 35 
<210> SEQ ID NO: 27  
<211> LONGITUD: 580  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR235  
 40 
<400> SEQ ID NO: 27 
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<210> SEQ ID NO: 28  
<211> LONGITUD: 511  
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR235  
 
<400> SEQ ID NO: 28 
 

 10 
 
<210> SEQ ID NO: 29  
<211> LONGITUD: 1170  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR240 15 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature 
<222> LOCALIZACIÓN: 371,411,449, 468, 501, 511,513, 515, 519, 522, 526, 527, 531,677, 796, 827  
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A, T, C O G 20 
 
<400> SEQ ID NO: 29 
 

 
 25 
<210> SEQ ID NO: 30  
<211> LONGITUD: 1026  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR242 
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<220> CARACTERÍSTICA: 
<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature 
<222> LOCALIZACIÓN: 31, 32, 34, 206, 221,242, 248 
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A, T, C O G 5 
 
<400> SEQ ID NO: 30 
 

 
 10 
<210> SEQ ID NO: 31  
<211> LONGITUD: 820  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR292 
 15 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature 
<222> LOCALIZACIÓN: 123, 148, 237, 254,432,435,437,452,467,492 
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A, T, C O G  
 20 
<400> SEQ ID NO: 31 
 

 
 
<210> SEQ ID NO: 32  25 
<211> LONGITUD: 303  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR313 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 30 
<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature 
<222> LOCALIZACIÓN: 196.298 
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A, T, C O G 
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<400> SEQ ID NO: 32 
 

 
 
<210> SEQ ID NO: 33  5 
<211> LONGITUD: 616  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR313 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 10 
<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature  
<222> LOCALIZACIÓN: 93 
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A, T, C O G  
 
<400> SEQ ID NO: 33 15 

 
 
<210> SEQ ID NO: 34  
<211> LONGITUD: 340  
<212> TIPO: ADN 20 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR318 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature 
<222> LOCALIZACIÓN: 59.315 25 
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A, T, C O G 
 
<400> SEQ ID NO: 34 
 

 30 
 
<210> SEQ ID NO: 35  
<211> LONGITUD: 489  
<212> TIPO: ADN  
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR318  35 
 
<400> SEQ ID NO: 35 
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<210> SEQ ID NO: 36  
<211> LONGITUD: 453  
<212> TIPO: ADN  5 
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR459  
 
<400> SEQ ID NO: 36 
 

 10 
 
<210> SEQ ID NO: 37  
<211> LONGITUD: 586  
<212> TIPO: ADN  
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR463  15 
 
<400> SEQ ID NO: 37 
 

 
 20 
<210> SEQ ID NO: 38  
<211> LONGITUD: 529  
<212> TIPO: ADN  
<213> ORGANISMO: Populus tremula x tremuloides KR465  
 25 
<400> SEQ ID NO: 38 
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<210> SEQ ID NO: 39  
<211> LONGITUD: 42  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Secuencia Artificial  
<220> CARACTERÍSTICA: 5 
 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador de PCR - attB1-T12VN 
<221> NOMBRE/CLAVE: misc_feature  
<222> LOCALIZACIÓN: 42 
<223> OTRA INFORMACIÓN: N=A, T, C O G  10 
 
<400> SEQ ID NO: 39 
gggacaagtt tgtacaaaaa agcaggcttt tttttttttt vn    42  
 
<210> SEQ ID NO: 40  15 
<211> LONGITUD: 33  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Secuencia Artificial  
 
<220> CARACTERÍSTICA: 20 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador de PCR - KR459FwAttB2  
 
<400> SEQ ID NO: 40 
agaaagctgg gtcaaccgta tcagatgcac ctc     33 
 25 
<210> SEQ ID NO: 41  
<211> LONGITUD: 34  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Secuencia Artificial 
 30 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador de PCR - KR463FwAttB2  
 
<400> SEQ ID NO: 41 
agaaagctgg gtcgaagtta gaacacatta tcac     34  35 
 
<210> SEQ ID NO: 42  
<211> LONGITUD: 32  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Secuencia Artificial  40 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador de PCR - KR465FwAttB2  
 
<400> SEQ ID NO: 42 45 
agaaagctgg gtctacacac tgaaggttga tg     32 
 
<210> SEQ ID NO: 43  
<211> LONGITUD: 54  
<212> TIPO: ADN 50 
<213> ORGANISMO: Secuencia Artificial  
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador de PCR - attB2-T7  
 55 
<400> SEQ ID NO: 43 
ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtg taatacgact cactataggg cgaa  54 
 
<210> SEQ ID NO: 44  
<211> LONGITUD: 34  60 
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Secuencia Artificial  
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador de PCR - KR459ReAttB1  65 
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<400> SEQ ID NO: 44 
aaaaagcagg ctctttgcct ctgcttcttt ctcc     34 
 
<210> SEQ ID NO: 45  
<211> LONGITUD: 32  5 
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Secuencia Artificial  
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador de PCR - KR463ReAttB1  10 
 
<400> SEQ ID NO: 45 
aaaaagcagg cttgaggaga tgtaagtgga tg     32 
 
<210> SEQ ID NO: 46  15 
<211> LONGITUD: 31  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Secuencia Artificial  
 
<220> CARACTERÍSTICA: 20 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador de PCR - KR465ReAttB1  
 
<400> SEQ ID NO: 46 
aaaaagcagg ctcacaaaga cggacagaaa c     31 
 25 
<210> SEQ ID NO: 47  
<211> LONGITUD: 13599  
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Secuencia Artificial  
 30 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Vector pK7GWIWG2(I)  
 
<400> SEQ ID NO: 47 
 35 
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<210> SEQ ID NO: 48  
<211> 799  
<212> ADN 5 
<213> Populus tremula * Tremuloides KR121  
 
<400> SEQ ID NO: 48 
 

 10 
 
<210> SEQ ID NO: 49  
<211> 1182  
<212> ADN 
<213> Populus tremula * tremuloides KR125  15 
 
<220> 
<221> misc_feature  
<222> (478)..(478) 
<223> n es a, c, g, o t 20 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (623)..(623)  
<223> n es a, c, g, o t 25 
 
<220> 
<221> misc_feature  
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<222> (625)..(625)  
<223> n es a, c, g, o t 
 
<400> SEQ ID NO: 49 
 5 

 
 
<210> SEQ ID NO: 50  
<211> 791  
<212> ADN 10 
<213> Populus tremula * tremuloides KR129B  
 
<400> SEQ ID NO: 50 
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<210> SEQ ID NO: 51  
<211> 792  
<212> ADN 5 
<213> Populus tremula * tremuloides KR140  
 
<400> SEQ ID NO: 51 
 

 10 
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<210> SEQ ID NO: 52  
<211> 682  
<212> ADN 
<213> Populus tremula * tremuloides KR152  
 5 
<400> SEQ ID NO: 52 
 

 
 
<210> SEQ ID NO: 53  10 
<211> 911  
<212> ADN 
<213> Populus tremula x tremuloides KR163  
 
<400> SEQ ID NO: 53 15 
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<210> SEQ ID NO: 57  
<211> 725  
<212> ADN 5 
<213> Populus tremula x tremuloides KR221  
 
<400> SEQ ID NO: 57 
 

 10 
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<210> SEQ ID NO: 55  
<211> 949  
<212> ADN 
<213> Populus tremula x tremuloides KR224  
 5 
<400> SEQ ID NO: 55 
 

 
 
<210> SEQ ID NO: 56  10 
<211> 1226  
<212> ADN 
<213> Populus Tremula x tremuloides KR235  
 
<220> 15 
<221> misc_feature  
<222> (482)..(482) 
<223> n es a, c, g, o t 
 
<400> SEQ ID NO: 56 20 
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<210> SEQ ID NO: 57  
<211> 1020  
<212> ADN 5 
<213> Populus Tremula x tremuloides KR242  
 
<400> SEQ ID NO: 57 
 

 10 

E12174452
09-05-2016ES 2 571 338 T3

 



58 

 
 
<210> SEQ ID NO: 58  
<211> 844  
<212> ADN 5 
<213> Populus Tremula x tremuloides KR292  
 
<400> SEQ ID NO: 58 
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<210> SEQ ID NO: 59  
<211> 1003  
<212> ADN 5 
<213> Populus Tremula x tremuloides KR313  
 
<400> SEQ ID NO: 59 
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<210> SEQ ID NO: 60  
<211> 896  
<212> ADN 5 
<213> Populus Tremula x tremuloides KR318  
 
<400> SEQ ID NO: 60 
 

 10 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un método para producir una planta leñosa transgénica que tiene una altura de crecimiento aumentada en 
comparación con su tipo silvestre, que comprende suprimir la expresión en la planta del nivel de un producto génico 
expresado específicamente durante las fases de formación de la madera codificado por 5 
 

a) la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 15; o 
b) una secuencia de nucleótidos que es al menos un 70 % idéntica a la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID 
NO: 15; 

 10 
en donde la expresión se suprime mediante interferencia de ARN. 
 
2. Un método de acuerdo con la reivindicación 1, en el que dicha expresión se suprime proporcionando una 
construcción de ADN recombinante que comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada entre el grupo que 
consiste en 15 
 

d) una secuencia de nucleótidos complementaria de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 15; y 
e) una secuencia de ácido nucleico que es al menos un 70 % idéntica a la secuencia en d); 
 

y expresar la construcción de ADN recombinante en la planta transgénica para producir un transcrito de ARN. 20 
 
3. El método de acuerdo con la reivindicación 2, en el que la secuencia de nucleótidos comprende la secuencia SEQ 
ID NO: 36 o una secuencia de nucleótidos complementaria de la misma. 
 
4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la secuencia de nucleótidos 25 
codifica un polipéptido que comprende una variante sustituida de manera conservativa de un polipéptido de (a). 
 
5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la secuencia de nucleótidos 
comprende una sustitución silenciosa en una secuencia de nucleótidos. 
 30 
6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la construcción de ADN 
recombinante comprende además un promotor constitutivo, inducible o específico de tejido unido operativamente a 
dicha secuencia de nucleótidos, tal como un promotor constitutivo fuerte delante de un casete transcrito que 
comprende una secuencia de nucleótidos tal como se ha definido en la reivindicación 2 seguido de un intrón 
funcional en plantas seguido de la secuencia de nucleótidos tal como se ha definido en la reivindicación 2 en 35 
orientación invertida. 
 
7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el método comprende la etapa 
adicional de transformar células regenerables de una planta leñosa con dicha construcción de ADN recombinante y 
regenerar una planta leñosa transgénica a partir de dicha célula transformada. 40 
 
8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la planta transgénica es 
una planta leñosa tal como una del grupo de Populus o una conífera que puede seleccionarse entre el grupo que 
consiste en ciprés, abeto de Douglas, abeto, secoya, cicuta, cedro, enebro, alerce, secoya, picea y tejo o un frutal 
que puede seleccionarse entre el grupo que consiste en manzano, ciruelo, peral, bananero, naranjo, kiwi, limonero, 45 
cerezo, parra e higera, o en donde la planta leñosa se selecciona entre el grupo que consiste en algodón, bambú y 
plantas del caucho, una planta de madera dura que puede seleccionarse entre el grupo que consiste en acacia, 
eucalipto, carpe, haya, caoba, nogal, roble, fresno, sauce, nogal, abedul, castaño, álamo, aliso, arce, sicómoro, 
ginkgo, una palmera y la goma dulce, tales como de la familia salicáceas, incluyendo variantes de los mismos. 
  50 
9. Una planta leñosa transgénica que tiene una altura de crecimiento aumentada en comparación con su tipo 
silvestre con expresión suprimida del producto génico expresado específicamente durante las fases de formación de 
la madera, que comprende una construcción de ADN recombinante que comprende una secuencia de nucleótidos 
seleccionada entre el grupo que consiste en: 
 55 

a) una secuencia de nucleótidos complementaria de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 15; y 
b) una secuencia de ácido nucleico que es al menos un 70 % idéntica a una cualquiera de las secuencias en a); 
y 

 
10. Una construcción de ADN que comprende al menos una secuencia descrita en una cualquiera de las 60 
reivindicaciones 1 a 6. 
 
11. Una célula de planta leñosa o descendencia de una planta leñosa que comprende la construcción de ADN de 
acuerdo con la reivindicación 10. 
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