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DESCRIPCIÓN

Promotores preferidos del cámbium/xilema y usos de los mismos

Campo de la invención5

La invención se refiere, en líneas generales, al campo de biología molecular, bioquímica y agricultura. Más 
particularmente, la invención se refiere a polinucleótidos adecuados para la regulación de la expresión génica en 
plantas y la generación de plantas transgénicas con calidad y productividad mejoradas. 

10
Antecedentes y técnica anterior de la invención

La modificación de un rasgo en plantas, a través de modificación por ingeniería genética, depende de la inserción,
en el genoma de la planta, de una construcción polinucleotídica que contiene el gen de interés, unido 
operativamente a un promotor que es funcional en la planta transgénica. Dentro del genoma de una planta, cualquier 15
gen sencillo está, en general, unido operativamente a un promotor, que determinará cuándo y dónde, debe 
expresarse el gen dentro de los tejidos y órganos de la planta. Por lo tanto, si se quiere expresar un gen de interés 
en los tejidos u órganos específicos dentro de una planta transgénica y de una manera temporalmente regulada, 
deben usarse promotores preferidos de tejido. Por otro lado, la expresión en todos los tejidos de la planta, a lo largo 
del ciclo de vida de la planta, se conseguiría usando promotores constitutivos.20

En diversas situaciones, la expresión de genes particulares en tejidos u órganos particulares, confiere a la planta un 
fenotipo de interés específico. Por ejemplo, si se quiere mejorar la calidad nutricional de semillas de cereales, se 
inserta un gen que confiere dicho fenotipo usando promotores específicos de semillas, en lugar de usar promotores 
constitutivos, que permitirían al gen expresarse en todos los tejidos de la planta produciendo, en algunos casos, 25
fenotipos no deseables. En otro ejemplo, si se quiere aumentar la cantidad de celulosa en los tejidos vasculares en 
desarrollo de un árbol forestal, en el genoma de la planta debe introducirse un promotor preferido de xilema y/o 
cámbium unido operativamente a un gen heterólogo que codifica una enzima implicada en el metabolismo de 
celulosa, de tal manera que podrían producirse más moléculas de celulosa en el xilema de la planta en desarrollo. 
En otro ejemplo, el fenotipo deseado podría obtenerse inhibiendo la expresión de un gen endógeno dentro de un 30
tejido específico de la planta. Eso podría realizarse introduciendo una construcción que comprendiese un promotor 
preferido de tejido unido operativamente a un polinucleótido que inhibiese la expresión del gen endógeno, bien 
mediante hibridación antisentido o bien mediante silenciamiento de ARN (Matzke (ed.) et al. (2000) Plant Gene 
Silencing. Kluwer Academic Publishers).

35
El documento WO 99/09188 desvela un promotor específico de xilema derivado del gen de la CCoAOMT del álamo.

Hasta ahora, la producción de plantas modificadas por ingeniería genética que expresan rasgos útiles y/o deseables 
requiere la disponibilidad de promotores que permitan al gen o genes de interés expresarse de una manera 
específica de tejido y sincronización. Por tanto, el aislamiento y la caracterización de promotores preferidos de tejido, 40
particularmente preferidos de cámbium/xilema, que pueden servir como regiones reguladoras para la expresión de 
secuencias nucleotídicas heterólogas de interés de una manera preferida de tejido, es esencial para la modificación 
de plantas, mediante ingeniería genética, que exhiben rasgos particulares.

Sumario de la invención45

Un primer objeto de la invención se refiere a una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una secuencia 
de nucleótidos que tiene la capacidad de iniciar, en una planta, la transcripción de un gen de una manera preferida 
de tejido de xilema, en el que dicha molécula de ácido nucleico aislada comprende una secuencia de nucleótidos 
como se expone en la SEQ ID NO: 11.50

Un segundo objeto de la invención se refiere a un vector de expresión, preferentemente un plásmido, que 
comprende: 

i) la molécula de ácido nucleico aislada, como se define anteriormente; y 55

ii) una molécula de ácido nucleico que codifica una proteína de interés, en la que (i) y (ii) están en unión operativa,
en la que (i) no regula normalmente (ii). 

Un tercer objeto de la invención se refiere a una célula de planta hospedadora recombinante que se transforma o 60
transfecta de manera estable con y comprende

i) la molécula de ácido nucleico aislada, como se define anteriormente; y

ii) una molécula de ácido nucleico que codifica una proteína de interés, en la que (i) y (ii) están en unión operativa, 65
en la que (i) no regula normalmente (ii).
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Un cuarto objeto de la invención se refiere a una célula hospedadora recombinante, en la que dicha célula 
hospedadora recombinante se transforma o transfecta con, y comprende, el vector de expresión como se define
anteriormente.

Otro objeto de la invención se refiere a un método de preparación de una célula de planta hospedadora 5
recombinante, comprendiendo dicho método transformar o transfectar una célula con el vector de expresión como se 
define anteriormente.

Otro objeto de la invención se refiere a un método de preparación de una proteína codificada por el vector de 
expresión como se define anteriormente, que comprende transformar o transfectar una célula con dicho vector de 10
expresión, y cultivar dicha célula en condiciones favorables para la expresión de dicha proteína.

Otro objeto de la invención se refiere a un método para la preparación de una proteína, comprendiendo dicho 
método cultivar una planta o una parte de la planta, que comprenda una célula de planta hospedadora recombinante 
como se define anteriormente, en condiciones que favorezcan la producción de dicha proteína por dicha planta o 15
parte de planta. 

Otro objeto de la invención se refiere a una planta o a una parte de la planta que comprende la célula de planta 
recombinante como se define anteriormente.

20
La presente memoria descriptiva describe moléculas de ácido nucleico reguladoras aisladas del genoma de Populus
sp, y métodos para regular la expresión de secuencias nucleotídicas heterólogas en tejidos de plantas, tal como de 
una manera preferida de xilema y/o cámbium. En el presente documento se describen moléculas de ácido nucleico 
aisladas que representan promotores con capacidad para dirigir la expresión específica de tejido de genes de 
interés. Las moléculas de ácido nucleico reguladoras descritas en el presente documento corresponden a 25
secuencias promotoras de genes que se expresan preferentemente en el cámbium y/o en el xilema de Populus sp. 
Se descubrió que, los genes que codificaban isoformas de sacarosa sintasa (SuSy), alfa-tubulina (TUB), proteína 
arabinogalactánica (ARAB), ácido cafeico 3-O-metiltrasferasa (COMT), cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD), 
cinamato 4-hidroxilasa (C4H), cinamoil CoA reductasa (CCR), ferulato-5-hidroxilasa (F5H), sinapil alcohol 
deshidrogenasa (SAD), UDP-D-glucuronato carboxi-liasa (UDP), proteína de transferencia de lípidos (LTP) y ag-13 30
(AG13), se expresaban en el tejido del cámbium/xilema de Populus sp y sus promotores se habían aislado, clonado 
y validado. Cuando estos promotores se asociaban en una planta transgénica con genes distintos a aquellos con los 
que se unían originalmente, los genes en cuestión se expresaban preferentemente en el cámbium y/o en el xilema 
de dicha planta transgénica. Se proporcionan métodos de uso de los promotores preferidos de cámbium/xilema, 
desvelados en el presente documento, para la regulación, en una planta, de la expresión de secuencias de 35
nucleótidos heterólogas, de una manera preferida de cámbium y/o xilema.

Los promotores preferidos de cámbium/xilema se identificaron mediante el análisis de un conjunto de etiquetas de 
secuencia expresada (EST, acrónimo del inglés Expressed Sequence Tag) de Populus sp, que representan tejidos 
del brote apical, la corteza, el cámbium, la semilla, el xilema, la hoja y la raíz. Basándose en el perfil de expresión de 40
estas EST entre los diferentes tejidos, se mostró que los doce genes indicados anteriormente se expresaban de 
manera elevada y preferentemente en el cámbium y/o xilema de Populus.

Los promotores preferidos de cámbium/xilema descritos en el presente documento se exponen en las SEQ ID NOS.: 
1-12. También se describen fragmentos de estas secuencias de nucleótidos, es decir, los expuestos en las SEQ ID45
NOS.: 1-12 que comprenden al menos 20 nucleótidos consecutivos. Los fragmentos más pequeños, aunque no 
necesariamente codifican promotores o proteínas con actividad promotora, pueden actuar como moléculas 
antisentido y desactivar genes expresados y de origen natural. Las composiciones descritas comprenden 
adicionalmente secuencias de nucleótidos que tienen una identidad de al menos 65 % con las secuencias expuestas 
en las SEQ ID NOS.: 1-12 o con un fragmento de las mismas, y secuencias de nucleótidos que hibridan en 50
condiciones de alta rigurosidad con una cualquiera de las secuencias anteriormente mencionadas.

“Condiciones rigurosas”, como se usa en el presente documento, se refieren a parámetros con los que la técnica 
está familiarizada, tales como hibridación en 3,5xSSC, solución 1xDenhardt, tampón fosfato sódico 25mM (pH 7,0), 
SDS al 0,5 % y EDTA 2mM durante 18 horas a 65 º C, seguido de 4 lavados del filtro a 65 º C durante 20 minutos, 55
en 2XSSC, SDS al 0,1 %, y un lavado final durante hasta 20 minutos en 0,5xSSC, SDS al 0,1 % o 0,3xSSC y SDS al 
0,1 % para mayor rigurosidad, y 0,1xSSC, SDS al 0,1 % para incluso mayor rigurosidad. Otras condiciones pueden 
sustituirse, siempre que el grado de rigurosidad sea igual al proporcionado en el presente documento, usando un 
lavado final de 0,5xSSC.

60
Otras facetas de la presente invención incluyen construcciones, tales como vectores de expresión que comprenden 
los promotores unidos operativamente a una secuencia de nucleótidos de interés, que codifica una proteína 
deseada. El promotor desvelado en el presente documento tiene la capacidad de dirigir la expresión de 
polinucleótidos de interés en una célula de planta y dicho promotor comprende una cualquiera de las secuencias de 
nucleótidos de la presente invención. 65
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También son una parte de la invención plantas recombinantes o células de plantas que tienen, en sus genomas,
incorporadas de manera estable las construcciones descritas anteriormente o el propio promotor.

Los métodos de la invención también incluyen métodos para incorporar en las células, de manera estable, los
productos de la invención.5

Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 ilustra esquemáticamente el vector plasmídico pAPROMATG+promotor que comprende el gen indicador 
GUS unido operativamente a una secuencia promotora. Los promotores se clonaron en este vector plasmídico en 10
sustitución de la secuencia promotora representada.
La Figura 2 muestra el perfil de expresión de genes SuSy, TUB, ARAB, UDP, LTP y AG13, en un conjunto de tejidos 
de Populus, que están bajo el control de los promotores descritos en el presente documento en Populus.
La Figura 3 muestra el perfil de expresión de genes COMT; CAD, C4H, CCR, F5H y SAD, en un conjunto de tejidos 
de Populus, que están bajo el control de los promotores de la memoria descriptiva en Populus.15
La Figura 4 ilustra esquemáticamente el vector plasmídico pALELLYXgi que es otro aspecto de la divulgación. 
Las Figuras 5A y 5B muestran actividad beta-glucuronidasa en el tallo en floración de plantas de Arabidopsis 
transformadas de acuerdo con el Ejemplo 3.

Descripción detallada de las realizaciones preferidas20

Las composiciones descritas en el presente documento comprenden nuevas secuencias de nucleótidos para 
promotores de plantas, particularmente promotores preferidos de cámbium/xilema para los genes de Populus (álamo 
leñoso) que codifican sacarosa sintasa (SuSy), alfa-tubulina (TUB); proteína arabinogalactánica (ARAP), ácido 
cafeico 3-O-metiltrasferasa (COMT), cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD), cinamato 4-hidrolasa (C4H), cinamoil 25
CoA reductasa (CCR), ferulato-5-hidroxilasa (F5H), sinapil alcohol deshidrogenasa (SAD), UDP-D-glucuronato 
carboxi-liasa (UDP), proteína de transferencia de lípidos y ag-13 (AG13). Las secuencias de nucleótidos de estos 
promotores se exponen en las SEQ ID NOS.: 1-12, respectivamente. Estos promotores se aislaron de la región no 
traducida 5’ que flanquea los sitios de inicio de la transcripción de sus genes respectivos. En la técnica se conocen
bien métodos para el aislamiento de los promotores e incluyen herramientas bioinformáticas, tales como Phred, 30
Phrap, Consed (Gordon et al. (1998) Genome Research. 8:195-202) para el ensamblaje de genes, alineamiento de 
secuencias (Durbin et al. (1998) Biological sequence analysis - probabilistic models of proteins and nucleic acids. 
Cambridge University Press, Cambridge, UK), búsqueda funcional (Altschul et al. (1997) Nucleic Acid Res: 25:3389-
3402) y técnicas de PCR (Sambrook y Russell (2001) Molecular Cloning - a laboratory manual. Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, USA). Algunos de estos métodos se describen en el Ejemplo 1 35
anteriormente.

Se describen moléculas de ácido nucleico aisladas que abarcan 0,1 kb, 0,5 kb, 1 kb, 2 kb, 3 kb, 4 kb o 5 kb que 
comienzan en el codón de inicio ATG para la región codificante de los genes en cuestión. En el presente documento, 
las moléculas de ácido nucleico aisladas reciben el nombre de promotores. Los promotores corresponden a las 40
moléculas de ácido nucleico cuya función es regular la expresión de un gen. Un promotor generalmente comprende 
secuencias de señalización específicas denominadas cajas, que se disponen a lo largo de la secuencia promotora, 
de tal manera que su composición determina la expresión temporal y espacial de un gen que está bajo su control 
regulador. “Promotor” o “región de inicio de la transcripción” significa una región reguladora de ADN que 
normalmente comprende una caja TATA que tiene la capacidad de dirigir la ARN polimerasa 2 para iniciar la síntesis 45
de ARN en el sitio de inicio de la transcripción apropiado para una secuencia codificante particular. Un promotor 
puede comprender adicionalmente otras secuencias de reconocimiento, generalmente ubicadas cadena arriba o en 
dirección 5’ hacia la caja TATA, denominadas elementos promotores cadena arriba, que influyen en la velocidad de 
inicio de la transcripción. Se reconoce que, habiendo identificado las secuencias de nucleótidos para las regiones 
promotoras desveladas en el presente documento, el aislar e identificar elementos reguladores adicionales en la 50
región no traducida 5’, cadena arriba desde las regiones promotoras particulares identificadas en el presente 
documento, se encuentra dentro de la última tecnología.

Por tanto, las regiones promotoras desveladas en el presente documento, en general, también se definen por
elementos reguladores cadena arriba adicionales, tales como los responsables de la expresión temporal y tisular de 55
la secuencia codificante, potenciadores y similares. De la misma manera, los elementos promotores, que facilitan la 
expresión en el tejido deseado, tal como xilema y/o cámbium, pueden identificarse, aislarse y utilizarse con otro 
promotor principal para conferir expresión preferida en el cámbium/xilema.

En el presente documento se describen promotores que regulaban la expresión de genes específicamente en el 60
cámbium y/o xilema, que se identificaron y aislaron de Populus sp.

El gen SuSy codifica una isoforma de sacarosa sintasa, una enzima implicada en la transformación de sacarosa en 
UDP-glucosa en el xilema en desarrollo. La UDP-glucosa es el bloque funcional de la celulosa que se sintetiza y 
deposita en la pared celular de la planta. El gen SuSy desvelado en el presente documento se expresa 65

E12192012
22-07-2016ES 2 584 326 T3

 



5

preferentemente en el cámbium/xilema de Populus sp, aunque en otros tejidos pueden observarse niveles de
expresión bajos (FIG. 2).

El gen TUB codifica una isoforma de alfa-tubulina, una proteína globular estructural implicada en la formación de 
microtúbulos, que forman parte del citoesqueleto. El gen TUB desvelado en el presente documento se expresa 5
preferentemente en el cámbium y/o xilema de Populus sp, aunque en otros tejidos pueden observarse niveles de 
expresión bajos (FIG. 2).

El gen ARAB codifica una isoforma de proteína arabinogalactánica, miembro de una gran familia de glucoproteínas 
asociadas a la pared celular de las plantas de función desconocida. El gen ARAB desvelado en el presente 10
documento se expresa preferentemente en el cámbium/xilema de Populus sp, aunque en otros tejidos pueden 
observarse niveles de expresión bajos (FIG. 2).

El gen COMT codifica una isoforma de ácido cafeico 3-O-metiltransferasa implicado en la metilación tanto del ácido 
cafeico como del ácido 5-hidroxiferúlico. Estos son compuestos intermedios de la biosíntesis de lignina. El gen15
COMT desvelado en el presente documento se expresa preferentemente en el cámbium/xilema de Populus sp, 
aunque en otros tejidos pueden observarse niveles de expresión bajos (FIG. 3).

El gen CAD codifica una isoforma de cinamil alcohol deshidrogenasa, una enzima que cataliza la etapa final en la 
síntesis de monolignoles, transformando de este modo los cinamaldehídos en sus alcoholes correspondientes. El 20
gen CAD desvelado en el presente documento se expresa preferentemente en el cámbium/xilema de Populus sp, 
aunque en otros tejidos pueden observarse niveles de expresión bajos (FIG. 3).

El gen C4H codifica una isoforma de cinamato 4-hidroxilasa, un miembro de la superfamilia de monooxigenasas del 
citocromo P450 implicado en la catálisis de la primera reacción oxidativa en el metabolismo de los fenilpropanoides, 25
en concreto, en la transformación del ácido trans-cinámico en ácido p-coumárico. El gen C4H desvelado en el 
presente documento se expresa preferentemente en el cámbium/xilema de Populus sp, aunque en otros tejidos 
pueden observarse niveles de expresión bajos (FIG. 3).

El gen CCR codifica una isoforma de cinamoil CoA reductasa, que cataliza la transformación de ésteres de cinamoil 30
CoA en sus cinamaldehídos correspondientes, la primera etapa específica en la síntesis de monómeros de lignina. 
El gen CCR desvelado en el presente documento se expresa preferentemente en el cámbium/xilema de Populus sp, 
aunque en otros tejidos pueden observarse niveles de expresión bajos (FIG. 3).

El gen F5H codifica una monooxigenasa dependiente de P450 que cataliza la hidroxilación de ácido ferúlico en una 35
biosíntesis dirigida hacia ácido sinápico y siringil lignina. El gen F5H desvelado en el presente documento se 
expresa preferentemente en el cámbium/xilema de Populus sp, aunque en otros tejidos pueden observarse niveles 
de expresión bajos (FIG. 3).

El gen SAD codifica una sinapil alcohol deshidrogenasa que actúa como mediadora en la reducción de 40
sinapaldehído en siringil monolignoles en angiospermas. El gen SAD gene desvelado en el presente documento se 
expresa preferentemente en el cámbium/xilema de Populus sp, aunque en otros tejidos pueden observarse niveles 
de expresión bajos (FIG. 3).

El gen UDP codifica la enzima UDP-D-glucuronato carboxi-liasa implicada en la degradación de UDP-D- glucuronato45
en UDP-D-xilosa y CO2. El gen UDP desvelado en el presente documento se expresa preferentemente en el 
cámbium/xilema de Populus sp, aunque en otros tejidos pueden observarse niveles de expresión bajos (FIG. 3).

El gen LTP codifica una isoforma de proteína de transferencia de lípidos, un miembro de una familia que se piensa 
que participa en la formación de cutina, embriogénesis, reacciones de defensa contra fitopatógenos, simbiosis, y en 50
la adaptación de las plantas a diversas condiciones ambientales. El gen LTP desvelado en el presente documento 
se expresa preferentemente en el cámbium/xilema de Populus sp, aunque en otros tejidos pueden observarse 
niveles de expresión bajos (FIG. 3).

El gen AG13 codifica una proteína ag-13 de función desconocida, cuya expresión se ha asociado con el proceso de 55
maduración en diversas especies de plantas. El gen AG13 desvelado en el presente documento se expresa 
preferentemente en el cámbium/xilema de Populus sp, aunque en otros tejidos pueden observarse niveles de 
expresión bajos (FIG. 3).

Las secuencias promotoras preferidas de cámbium/xilema descritas en el presente documento dirigen la expresión 60
de secuencias de nucleótidos unidas operativamente de una manera preferida de cámbium/xilema. El Ejemplo 4 
ilustra la expresión del gen indicador GUS en el complejo de vasos/fibras del cámbium/xilema de Arabidopsis 
thaliana transformado con una construcción que contiene el gen indicador GUS unido operativamente a dos 
promotores preferidos de cámbium/xilema de la invención, es decir, los promotores TUB (SEQ ID NO.: 2) y C4H 
(SEQ ID NO.: 6). El ejemplo 4 también resume resultados que muestran la expresión del gen indicador GUS en 65
plantas de Arabidopsis transformadas con construcciones que contienen el gen indicador GUS unido operativamente 
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a cada una de las secuencias promotoras desveladas en el presente documento. Por tanto, las secuencias 
promotoras preferidas de cámbium/xilema desveladas en el presente documento pueden usarse para expresar una 
secuencia de interés unida operativamente en el cámbium y/o en el xilema. Por tanto, pueden usarse promotores 
preferidos de cámbium/xilema para mejorar la calidad de la madera de los árboles, bien aumentado la síntesis de 
celulosa o disminuyendo la síntesis de lignina. “Disminuyendo la síntesis de lignina” significa disminuir el contenido 5
total de lignina de los árboles leñosos de entre cualquiera de 1-90 %, preferentemente entre aproximadamente 80-
90 % con respecto al contenido de lignina en plantas normales cultivadas en campos. “Aumentando la síntesis de 
celulosa” significa aumentar el contenido total de celulosa de árboles leñosos en 1,90 %, preferentemente entre 
aproximadamente 80-90 %, en comparación con plantas normales cultivadas en campos.

10
Además, los promotores preferidos de cámbium/xilema pueden usarse para inhibir la expresión de genes implicados 
en el metabolismo del xilema en desarrollo. La inhibición de dichos geles disminuye la concentración de lignina y/o 
cambia la relación entre guayacilo y siringilo, los bloques funcionales de las ligninas. La composición monomérica de 
las ligninas es una característica importante desde el punto de vista industrial, porque las ligninas ricas en unidades 
siringilo se degradan más fácilmente durante el proceso de pulpeo, ya que contienen enlaces de carbono 5-5’ menos 15
fuertes. Por tanto, la determinación de la proporción de siringilo con respecto a guayacilo (S/G) es útil en la 
evaluación de la calidad de la madera para la producción de celulosa y la fabricación de papel (Boudet et al., 1998). 
“El cambio de la relación entre siringilo y guayacilo” se refiere a aumentar la proporción de siringilo/guayacilo en 1-
90 %, preferentemente de aproximadamente 80-90 % en comparación con plantas normales cultivadas en campos.

20
Otras moléculas de ácido nucleico descritas en el presente documento son variantes y/o fragmentos de las 
secuencias promotoras preferidas de cámbium/xilema, tales como las que codifican fragmentos, análogos o 
derivados de secuencias promotoras preferidas de cámbium/xilema nativas desveladas en el presente documento. 
Dichas variantes y/o fragmentos pueden ser, por ejemplo, variantes de origen natural de secuencias promotoras 
preferidas de cámbium/xilema, o variantes de origen no natural de secuencias promotoras preferidas de 25
cámbium/xilema. Por ejemplo, la secuencia de nucleótidos de dichas variantes y/o fragmentos puede incluir 
deleciones, adiciones y/o sustituciones de uno o más nucleótidos en comparación con las secuencias promotoras 
nativas preferidas de cámbium/xilema. Dichas variantes y/o fragmentos puede conservar la actividad biológica y por 
tanto conducir, de una manera preferida de cámbium/xilema, la expresión de secuencias de nucleótidos unidas 
operativamente. Los fragmentos de secuencias promotoras preferidas de cámbium/xilema comprenden de 30
aproximadamente 10, a aproximadamente 4.000 nucleótidos o hasta el número de nucleótidos en las secuencias 
promotoras preferidas de cámbium/xilema de longitud completa desveladas en el presente documento, tal como los 
700-3.500 nucleótidos de las SEQ ID NOS.: 1-12.

Por “variantes” se entiende la inclusión de secuencias sustancialmente similares. Las “variantes” de origen natural y 35
no natural de secuencias promotoras preferidas de cámbium/xilema, son moléculas de ácido nucleico que tienen una 
identidad de secuencia de al menos 65 % con las secuencias promotoras preferidas de cámbium/xilema nativas 
desveladas en el presente documento, es decir, SEQ ID NOS.: 1-12. Las “variantes” también incluyen moléculas de 
ácido nucleico que hibridan en condiciones rigurosas, como se define en el presente documento, con las secuencias 
de ácido nucleico promotoras preferidas de cámbium/xilema de SEQ ID NOS.: 1-12 o con el complemento de las 40
secuencias de SEQ ID NOS.: 1-12. Por ejemplo, dichas “variantes” pueden ser moléculas de ácido nucleico que 
hibridan con la secuencia de SEQ ID NOS.: 1-12 o con el complemento de las secuencias de SEQ ID NOS.: 1-12 en 
condiciones de rigurosidad baja, en condiciones de rigurosidad moderada, o en condiciones de rigurosidad alta. 
Como alternativa, dichos ácidos nucleicos son los que tienen una secuencia de nucleótidos que es el complemento 
de la longitud completa o de partes de las secuencias de SEQ ID NOS.: 1-12. Otras variantes de secuencias 45
promotoras preferidas de cámbium/xilema descritas en el presente documento son polinucleótidos que comparten 
una identidad de secuencia de al menos 65 %, preferentemente al menos 80 %, más preferentemente al menos 
90 %, y lo más preferentemente al menos 95 %, con las secuencias de SEQ ID NOS.: 1-12 o el complemento de las 
secuencias de SEQ ID NOS.: 1-12.

50
Las “condiciones rigurosas”, como las usadas en el presente documento, se refieren a los parámetros expuestos 
anteriormente. 

Para los fines de la presente invención, la identidad de secuencia de cualquiera de las secuencias promotoras 
desveladas en el presente documento se realiza preferentemente usando metodologías conocidas en la técnica 55
tales como el programa BLAST, o cualquier programa de alineamiento de secuencias que permita el alineamiento de 
nucleótidos idénticos y la verificación de emparejamientos erróneos entre nucleótidos no idénticos de manera que 
pueda calcularse el porcentaje de identidad de las secuencias comparadas.

Los promotores preferidos de cámbium/xilema descritos en el presente documento pueden usarse para expresar un 60
gen de interés. Por ejemplo, usando promotores preferidos de cámbium/xilema, la expresión de genes nativos y/o no 
nativos podría regularse en los tejidos del cámbium y/o xilema de una planta, alterando de este modo el contenido 
de celulosa, el contenido lignina, la resistencia a patógenos o a insectos, el desarrollo y calidad de la madera, y 
similares, de la planta:

65
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Los genes nativos y/o no nativos incluyen aquellas enzimas codificantes, transportadores; cofactores, factores de la 
trascripción y diversos otros genes que afectarían a la deposición de celulosa y/o lignina en la planta o a la 
resistencia a patógenos o a insectos.

Para la presente invención, los “genes de interés” incluyen aquellos que están implicados en el metabolismo de la 5
celulosa y de la lignina. Se reconoce que cualquier gen de interés puede estar unido operativamente al promotor de 
la invención y expresarse en los tejidos del cámbium y/o xilema de la planta.

Cuando los promotores preferidos de cámbium/xilema de la presente invención están unidos operativamente a un 
gen de interés e incorporados de manera estable en el genoma de una planta, dirigen la expresión preferida de 10
cámbium y/o xilema de dicho gen de interés. Se entiende que, la expresión preferida de cámbium y/o xilema significa 
que la expresión del gen de interés es más abundante en el cámbium y/o en el xilema, aunque en otros tejidos de la 
planta puede aparecer algún nivel de expresión del gen de interés. El cámbium incluye cualquier parte del tejido del 
cámbium o procámbium en cualquier órgano de la planta, incluyendo, pero sin limitación, la raíz, brote, tallo, madera, 
hoja, peciolo y similares. Xilema significa cualquier parte del tejido del xilema, incluyendo pero sin limitación, 15
traqueidas, elementos traqueales, vasos, fibras anastomosadas y médula. Algunos de los promotores desvelados en 
el presente documento pueden dirigir, de forma perceptible, la expresión de genes, al xilema secundario en lugar de 
al xilema primario.

Las construcciones que contienen los promotores preferidos de cámbium/xilema desvelados en la presente 20
invención y un gen de interés unido operativamente, pueden proporcionarse en casetes de expresión como se 
representa en las figuras. Dichos casetes de expresión comprenden los promotores preferidos de cámbium/xilema 
de la presente invención, o variantes o fragmentos de los mismos, unidos operativamente a un gen de interés cuya 
expresión se dirige al cámbium y/o xilema. Dicho casete de expresión puede contener sitios de restricción para la 
inserción del gen de interés bajo el control transcripcional de los promotores preferidos de cámbium/xilema. El 25
casete de expresión puede contener adicionalmente diversas otras secuencias de ácido nucleico, incluyendo genes 
marcadores de selección; secuencias de inicio de la transcripción y de la traducción y una secuencia de terminación 
de la transcripción y la traducción de la planta. La región de terminación puede ser nativa con la secuencia de ADN 
de interés o puede ser la del plásmido Ti de A. tumefaciens, tales como las regiones terminadoras de la octopina 
sintasa y de la nopalina sintasa (Gielen et al., EMBO J., 3:835-846 (1984), Depicker et al., Mol. y Appl. Genet., 30
1:561-573 81982))

En los casetes de expresión pueden incluirse genes indicadores o genes marcadores de selección. Pueden 
encontrarse ejemplos de genes indicadores adecuados conocidos en la técnica, por ejemplo, en Jefferson et al. 
(1991) en Plant Molecular Biology Manual, ed. Gelvin et al. (Kluwer Academic Publishers), pág. 1-33. Los genes 35
marcadores de selección para la selección de células o tejidos transformados pueden incluir genes que confieren 
resistencia a herbicidas. Los ejemplos de genes marcadores de selección adecuados incluyen, pero sin limitación, 
genes que codifican resistencia a sulfonamida (Guerineau et al. (1990) Plant Mol. Biol. 15:127-136), bromoxinil 
(Stalker et al. (1988) Science 242:419-423), glifosato (Shaw et al. (1986) Science 233:478-481) y a fosfinotricina 
(DeBlock et al. (1987) EMBO J. 6:2513-2518).40

Los casetes de expresión de la presente invención, unidos operativamente a un gen de interés, son útiles para la 
transformación de diversas plantas. Dichas plantas, incluyen, pero sin limitación, especies de Eucaliptus (E. alba, E. 
albens, E. amygdalina, E. aromaphloia, E. baileyana, E. balladoniensis, E. bicostata, E. botryoides, E. brachyandra, 
E. brassiana, E. brevistylis, E. brockwayi, E. camaldulensis, E. ceracea, E. cloeziana, E. coccifera, E. cordata, E. 45
cornuta, E. corticosa, E. crebra, E: croajingolensis, E. curtisii, E. dalrympleana, E. deglupta, E. delegatensis, E. 
delicata, E. diversicolor, E.diversifolia, E. dives, E. dolichocarpa, E. dundasii, E. dunnii, E. elata, E. erythrocorys, E. 
erythrophloia, E. eudesmoides, E. falcata, E. gamophylla, E. glaucina, E. globulus, E. globulus subsp. bicostata, E. 
globulus subsp. globulus, E. gongylocarpa, E. grandis, E. grandis x urophylla, E. guilfoylei, E. gunnii, E. hallii, E.
houseana, E. jacksonii, E. lansdowneana, E. latisinensis, E. leucophloia, E. leucoxylon, E. lockyeri, E. lucasii, E. 50
maidenii, E. marginata, E. megacarpa, E. melliodora, E. michaeliana, E. microcorys, E. microtheca, E. muelleriana, 
E. nitens, E. nitida, E. obliqua, E. obtusiflora, E. occidentalis, E. optima, E. ovata, E. pachyphylla, E. pauciflora, E. 
pellita, E. perriniana, E. petiolaris, E. pilularis, E. piperita, E. platyphylla, E. polyanthemos, E. populnea, E. preissiana, 
E. pseudoglobulus, E. pulchella, E. radiata, E. radiata subsp. radiata, E. regnans, E. risdonii, E. robertsonii, E. 
rodwayi, E. rubida, E. rubiginosa, E. saligna, E. salmonophloia, E. scoparia, E. sieberi, E. spathulata, E. staeri, E. 55
stoatei, E. tenuipes, E. tenuiramis, E. tereticornis, E. tetragona, E. tetrodonta, E. tindaliae, E. torquata, E. umbra, E. 
urophylla, E. vernicosa, E. viminalis, E. wandoo, E. wetarensis, E. willisii, E. willisii subsp. falciformis, E. willisii subsp. 
willisii, E. woodwardii), especies de Populus (P. alba, P. alba x P. grandidentata, P. alba x P. trémula, P. alba x P. 
trémula var. glandulosa, P. alba x P. tremuloides, P. balsamífera, P. balsamífera subsp. trichocarpa, P. balsamífera 
subsp. trichocarpa x P. deltoides, P. ciliata, P. deltoides, P. euphratica, P. euramericana, P. kitakamiensis, P. 60
lasiocarpa, P. laurifolia, P. maximowiczii, P. maximowiczii x P: balsamífera subsp. trichocarpa, P. nigra, P. sieboldiix 
P. grandidentata, P. suaveolens, P. szechuanica, P. tomentosa, P. trémula, P. trémula x P. tremuloides, P. 
tremuloides, P. wilsonii, P. canadensis, P. yunnanensis) y coníferas, tales como, por ejemplo, pino del lodazal (Pinus 
taeda), pino del incienso (Pinus elliotii), pino ponderosa (Pinus ponderosa), pino lodgepole (Pinus contorta) y pino
Monterey (Pinus radiata); abeto de Douglas (Pseudotsuga menziesii); cicuta occidental (Tsuga canadensis); abeto 65
Sitka (Picea glauca); secuoya (Sequoia sempervirens); abeto verdadero, tal como abeto de navidad (Abies amabilis)
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y abeto balsámico (Abies balsamea); y cedros tales como cedro rojo occidental (Thuja plicata) y cedro amarillo de 
Alaska (Chamaecyparis nootkatensis).
Los casetes de expresión pueden incorporarse de manera estable en los genomas de las plantas mediante
transformación mediada por Agrobacterium (Fraley et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 80:4803-4807) o 
mediante el método biobalístico (Klein et al. (1987) Nature. 327:70-73). 5

Todos los términos técnicos que se utilizan en el presente documento son términos comúnmente usados en 
bioquímica, biología molecular y agricultura, y un experto habitual en la materia, a la cual pertenece la presente 
invención, los conoce. Estos términos técnicos pueden encontrarse en: Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3ª
ed., vol. 1-3, ed. Sambrook y Russel, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 2001; 10
Current Protocols in Molecular Biology, ed. Ausubel et al., Greene Publishing Associates y Wiley-Interscience, Nueva 
York, 1988 (con actualizaciones periódicas); Short Protocols in Molecular Biology: A Compendium of Methods from 
Current Protocols in Molecular Biology, 5th ed., vol. 1-2, ed. Ausubel et al., John Wiley y Sons, Inc., 2002; Genome 
Analysis: A Laboratory Manual, vol. 1-2, ed. Green et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
N.Y., 1997. En el presente documento se describen métodos que implican técnicas de biología vegetal y se 15
describen con detalle en tratados de metodología, tales como Methods in Plant Molecular Biology: A Laboratory 
Course Manual, ed. Maliga et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1995. Se 
describen diversas técnicas que usan PCR, por ejemplo, en Innis et al., PCR Protocols: A Guide to Methods and 
Applications, Academic Press, San Diego, 1990 y en Dieffenbach y Dveksler, PCR Primer: A Laboratory Manual, 2ª
ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 2003. Los pares de cebadores de PCR pueden 20
proceder de secuencias conocidas usando programas informáticos diseñados para ese propósito (por ejemplo, 
Primer, versión 0.5, 1991, Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, MA). Se analizan métodos de 
síntesis química de ácidos nucleicos, por ejemplo, en Beaucage y Caruthers (1981) Tetra. Lett. 22:1895-1862 y en 
Matteucci y Caruthers (1981) J. Am. Chem. Soc. 103:3185.

25
La presente invención se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos específicos. Los ejemplos se 
proporcionan únicamente como ilustración y no debe considerarse que limitan, de ningún modo, el ámbito o 
contenido de la invención.

EJEMPLO 130

Perfil de expresión de genes que se expresan preferentemente en el Cámbium/Xilema

Las etiquetas de secuencia expresada (EST) de Populus sp se agruparon usando el programa CAP3 (Huang and 
Madan (1999) Genome Res. 9:868-877). Dichas EST se obtuvieron de bibliotecas que representaban los siguientes 35
tejidos: brote apical, corteza, cámbium, semilla, xilema, hoja y raíz. El conjunto de grupos así generados se investigó 
para los grupos compuestos por al menos el 90 % de las EST de bibliotecas que representaban tejidos de xilema y
cámbium de Populus. Se seleccionaron 12 grupos basándose en su nivel de expresión alto y preferido en el 
cámbium y/o xilema de Populus. Después, se realizó una búsqueda con BLASTX frente a la base de datos del 
GenBank no redundante con cada uno de los doce grupos, y se llegó a la conclusión de que representaban 40
secuencias expresadas de los siguientes genes: sacarosa sintasa (SuSy), alfatubulina (TUB), proteína 
arabinogalactánica (ARAB), ácido cafeico 3-O-metiltrasferasa (COMT), cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD), 
cinamato 4-hidroxilasa (C4H), cinamoil CoA reductasa (CCR), ferulato-5-hidroxilasa (F5H), sinapil alcohol 
deshidrogenasa (SAD), UDP-D-glucuronato carboxi-liasa (UDP), proteína de transferencia de lípidos (LTP) y ag-13 
(AG13). Las Figuras 2 y 3 muestran el perfil de expresión en diversos tejidos de Populus para cada uno de los 45
grupos que representan los genes cuyos promotores se desvelan en el presente documento. La serie de 
histogramas en las Figuras 2 y 3 representan finalmente la abundancia relativa de cada gen en genotecas de ADNc
que representan los tejidos anteriormente mencionados (brote apical, corteza; cámbium, semilla, xilema, hoja y raíz). 
Por tanto, los histogramas componen un conjunto de datos de expresión digitales que es una aproximación del nivel 
de expresión relativa de los doce genes cuyos promotores se desvelan en el presente documento.50

EJEMPLO 2

Aislamiento de secuencias promotoras 
55

Se realizó BLASTN para cada uno de los doce grupos frente a las secuencias genómicas de Populus trichocarpa 
disponibles en el Joint Genome Institute US Department of Energy como parte del "Proyecto de Secuenciación del 
Genoma de Populus" (http://genome.jgi-psf.org/poplar0/poplar0.info.html). Las regiones de nucleótidos 
seleccionadas de cada grupo, correspondientes a supuestos exones, se usaron como secuencias conductoras en la 
recuperación de lecturas de secuencia genómica que comprendían la región de inicio de la transcripción y 60
secuencias promotoras aguas arriba adyacentes. Estas lecturas genómicas se ensamblaron usando el programa 
PHRAP (Gordon et al. (1998) Genome Res. 8:195-202) para obtener un cóntigo que incluía aproximadamente de 
700 a 3.500 nucleótidos de la supuesta región promotora aguas arriba desde el punto de inicio de la transcripción 
(+1 nucleótido, que correspondía al inicio del ARNm respectivo). Se llegó a la conclusión de que estos cóntigos, que 
contenían las regiones promotoras de cada uno de los genes que codifican los ARNm representados por los doce 65
grupos, se expresaban preferentemente en los tejidos del cámbium y/o xilema de Populus. Estas doce regiones 
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promotoras corresponden a las secuencias desveladas en el presente documento como SEQ ID NOS: 1-12.
Para el aislamiento de regiones promotoras específicas, se diseñaron pares de promotores específicos de genes 
(normalmente de una longitud de 30 nt) de las secuencias de los cóntigos promotores descritos anteriormente, para 
ampliar por PCR un fragmento de 700 a 3.500 nucleótidos desde la región promotora de cada uno de los doce 
genes cuyas secuencias promotoras se desvelan en el presente documento. La primera ronda de PCR se realizó 5
sobre una muestra de ADN genómico de Populus deltoides o P. trichocarpa, que se preparó de hojas usando el 
método de extracción del bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB) (Aldrich y Cullis (1993) Plant Mol. Biol. Report. 
11:128-141). Los cebadores se diseñaron para amplificar la región aguas arriba de la región codificante, es decir, la 
región no traducida 5’ y la región promotora del gen seleccionado. A continuación se ofrecen las secuencias de los 
cebadores usados para cada promotor: 10

sacarosa sintasa (SuSy)

alfatubulina (TUB)15

proteína arabinogalactánica (ARAB)

20
ácido cafeico 3-O-metiltrasferasa (COMT)

cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD)

25

cinamato 4-hidroxilasa (C4H)

cinamoil CoA reductasa (CCR)30

ferulato-5-hidroxilasa (F5H)

35
sinapil alcohol deshidrogenasa (SAD)

UDP-D-glucuronato-carboxi-liasa (UDP)

40
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proteína de transferencia de lípidos (LTP)

ag-13 (AG13)

5

La PCR se realizó usando reactivos disponibles en el comercio y los parámetros de ciclo de 5 minutos a 94 ºC 
seguido de 35 ciclos de 94 ºC durante 1 minuto, después una temperatura de hibridación modificada, como se 
describe más adelante durante un minuto, después 72 ºC durante 3 minutos. La temperatura (T) de hibridación se 
ajustó para cada par de cebadores y varió de 50 ºC a 59 ºC. Finalmente, las muestras se mantuvieron a 72 ºC 10
durante 7 minutos, después a 4 ºC hasta análisis posterior. Diez µl de cada uno de los fragmentos de ADN 
amplificados resultantes se procesaron en un gel de agarosa al 0,8 %, se purificaron usando el kit de Purificación de 
gel GFX (Amersham), se subclonaron en el vector pGEM-T-Easy (Promega) y después en sitios EcoRI y BgIII del 
vector pAPROM-ATG. Las secuencias finales se determinaron en los plásmidos resultantes. La Figura 1 ilustra 
esquemáticamente el casete de expresión pAPROM-ATG que comprende el gen GUS unido operativamente a un 15
promotor desvelado en el presente documento. La Figura 4 ilustra esquemáticamente el vector plasmídico que 
comprende un gen de interés unido operativamente a un promotor de la invención.

EJEMPLO 3
20

Transformación de plantas de Arabidopsis

Usando un protocolo de transformación mediado por Agrobacterium tumefaciens (Bechtold et al., (1993) C. R. Acad. 
Sci. Paris 316:1194-1199; Bent et al., (1986) Mol. Gen. Genet. 204:383-396) se transformaron plantas de 
Arabidopsis thaliana Columbia con construcciones individuales que contenían uno cualquiera de los promotores de 25
la invención unido operativamente a un gen de interés. Las construcciones también contenían el gen marcador de 
selección Bar que confiere resistencia a análogos de fosfinotricina herbicida como glufosinato de amonio (Thompson 
et al. (1987) EMBO J. 9:2519-2523). En este ejemplo, el gen de interés unido operativamente a los promotores 
preferidos de cámbium/xilema de la invención es el gen indicador GUS que codifica la enzima beta-glucuronidasa 
(GUS) (Jefferson (1987) Plant Mol. Biol. Rep. 5: 387-405) que posibilita la inspección visual del fenotipo deseable, es 30
decir, la expresión de GUS de una manera preferida de cámbium/xilema.

Se sembraron semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia en macetas que contenían vermiculita. Las plantas 
se cultivaron en un régimen de oscuridad/luz de 16/8 horas a 22 ºC. Después de 4-5 semanas, las plantas se 
transformaron con la cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens de acuerdo con Bent et al., (1986) Mol. Gen. 35
Genet. 204:383-396; que lleva el vector plasmídico que comprende el gen de interés unido operativamente a cada 
uno de los promotores descritos en el presente documento.

Para la transformación de la planta, 1 litro de medio LB que contenía rifampicina, gentamicina y kanamicina se 
inoculó con una alícuota de cultivo iniciador de Agrobacterium durante una noche. Después, el cultivo se dejó crecer 40
durante una noche a 28 ºC en un agitador rotativo, hasta que la DO600 fue ≥ 8,0. La Agrobacterium se precipitó por 
centrifugación y el sedimento bacteriano se resuspendió en ~300 ml de sacarosa al 5 % y Silwet L-77 al 0,03 %. 
Esta suspensión de Agrobacterium se pulverizó sobre las plantas. Las macetas se colocaron en una bandeja que se 
cubrió con una envoltura de plástico para mantener la humedad y las plantas se dejaron crecer bajo el régimen 
anterior para madurar y asentar las semillas.45

Las semillas se recogieron y la superficie se esterilizó con una solución que contenía lejía 50 % y Tritón X-100 al 
0,02 % durante 7 minutos. Después, las semillas se lavaron 3 veces con agua destilada estéril y se sembraron en 
placas en medio MS que contenía 6 mg/l de Finale como agente de selección. Después de 5 a 7 días, los 
transformantes eran visibles como plantas verdes. Las plantas transformadas se transfirieron sobre nuevas placas 50
de selección y después de 6-10 días se transfirieron a macetas que contenían vermiculita y se cultivaron en 
condiciones de 16 horas de luz/ 8 horas de oscuridad a 22 ºC.

EJEMPLO 4
55

Ensayo de expresión de GUS en plantas de Arabidopsis 

Tallos con inflorescencias de las plantas transformadas descritas en el Ejemplo 3 se cortaron y se tiñeron 
histológicamente para determinar la actividad GUS. Esquejes posteriores indujeron la formación de xilema 
secundario en la base de plantas que también pudieron teñirse histológicamente para determinar la actividad GUS. 60

En las Figuras 5A y 5B, se muestra la actividad de la beta-glucuronidasa en tallos en floración de plantas 
transgénicas de Arabidopsis. Estas plantas transgénicas de Arabidopsis se transformaron con una construcción que 
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contenía el gen GUS unido operativamente a promotores preferidos de cámbium/xilema descritos en el presente 
documento, en concreto TUB (SEQ ID.:2) (A) y C4H (SEQ ID NO.:6) (B). Bandas más oscuras a lo largo del eje 
longitudinal del tallo (cabezas de flecha) representan haces vasculares primarios teñidos de azul después del 
ensayo cromogénico, indicando la funcionalidad y especificidad tisular del promotor respectivo en cada una de las 
líneas transgénicas.5

La siguiente tabla resume datos del ensayo GUS obtenidos mediante el análisis de esquejes de tallos con 
inflorescencias de plantas de Arabidopsis thaliana transformadas con construcciones de expresión de acuerdo con el 
EJEMPLO 2 que comprendían el gen GUS bajo el control de secuencias promotoras desveladas en el presente 
documento. Para todos los promotores ensayados, se observó un patrón de expresión de GUS vascular. En algunos 10
casos, la actividad de GUS fue notablemente alta en tipos específicos de células vasculares, tales como elementos 
de los vasos, como por ejemplo en plantas transformadas con construcciones que compendian los promotores LTP 
(SEQ ID NO.:11), C4H (SEQ ID NO.:6) o TUB (SEQ ID NO.:2). En otros casos, se observó un patrón vascular pero 
no pudo señalarse ningún tipo específico de célula como el sitio principal de expresión GUS. 

15

Patrón de expresión 

Promotor
Número de 

eventos analizados
Total de eventos 
positivos a GUS

Solo elementos de 
los vasos

Elementos de los 
vasos + otros tipos de 

células vasculares

Tipos de células 
no vasculares

SUSY 92 21 1 17 3

LTP 75 38 19 14 5

C4H 89 43 14 28 1

TUB 78 20 9 10 1

COMT 72 24 2 15 7

CAD 79 37 8 16 13

SAD 75 30 4 13 13

UDP 72 20 4 14 2

CCR 74 22 4 14 4

Otros aspectos de la invención serán obvios para los expertos en la materia y no es necesario que se repitan en este 
documento.

LISTADO DE SECUENCIAS20

<110> PAPES, Fabio 
GERHARDT, Isabel Rodrigues 
ARRUDA, Paulo 

25
<120> PROMOTORES PREFERIDOS DEL CÁMBIUM/XILEMA Y USOS DE LOS MISMOS
<130> 39125P EP-WO

<140>
<141>30

<150> US 60/560.227
<151> 06-04-2004

<150> 05 714 408.1 35
<151> 28-03-2005

<160> 41

<170> PatentIn versión 3.240

<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 1
<211> LONGITUD: 3035
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<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO: Populus sp.
<220> RASGO:
<221> NOMBRE/CLAVE: promotor
<222> LOCALIZACIÓN: (1)...(3035)5
<223> OTRA INFORMACIÓN: Promotor de sacarosa sintasa (SUSY)
<400> SECUENCIA: 1
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<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA: 
<210> SEQ ID NO 2
<211> LONGITUD: 25135
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO: Populus sp.
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<220> RASGO:
<221> NOMBRE/CLAVE: promotor
<222> LOCALIZACIÓN: (1)...(2513)
<223> OTRA INFORMACIÓN: promotor de alfa tubulina (TUB)
<400> SECUENCIA: 25
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<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 3
<211> LONGITUD: 20415
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO: Populus sp.
<220> RASGO:
<221> NOMBRE/CLAVE: promotor
<222> LOCALIZACIÓN: (1)...(2041)10
<223> OTRA INFORMACIÓN: promotor de la proteína arabinogalactánida (ARAB) 
<400> SECUENCIA: 3
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<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 4
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<211> LONGITUD: 2422
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO: Populus sp.
<220> RASGO:
<221> NOMBRE/CLAVE: promotor5
<222> LOCALIZACIÓN: (1)...(2422)
<223> OTRA INFORMACIÓN: promotor de ácido cafeico 3-O-metiltransferasa (COMT)
<400> SECUENCIA: 4

10
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<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 5
<211> LONGITUD: 7935
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO: Populus sp.
<220> RASGO:
<221> NOMBRE/CLAVE: promotor
<222> LOCALIZACIÓN: (1)...(793)10
<223> OTRA INFORMACIÓN: promotor de cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD)
<400> SECUENCIA: 5
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<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 6
<211> LONGITUD: 9845
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO: Populus sp.
<220> RASGO:
<221> NOMBRE/CLAVE: promotor
<222> LOCALIZACIÓN: (1)...(984)10
<223> OTRA INFORMACIÓN: promotor de cinamato 4-hidroxilasa (C4H)
<400> SECUENCIA: 6
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<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 7
<211> LONGITUD: 10075
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO: Populus sp.
<220> RASGO:
<221> NOMBRE/CLAVE: promotor
<222> LOCALIZACIÓN: (1)...(1007)10
<223> OTRA INFORMACIÓN: promotor de cinamoil CoA reductasa (CCR)
<400> SECUENCIA: 7
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<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 8
<211> LONGITUD: 20815
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO: Populus sp.
<220> RASGO:
<221> NOMBRE/CLAVE: promotor
<222> LOCALIZACIÓN: (1)...(2081)10
<223> OTRA INFORMACIÓN: promotor de ferulato-5-hidroxilasa (F5H)
<400> SECUENCIA: 8
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<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 9
<211> LONGITUD: 995
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO: Populus sp.5
<220> RASGO:
<221> NOMBRE/CLAVE: promotor
<222> LOCALIZACIÓN: (1)...(995)
<223> OTRA INFORMACIÓN: promotor de sinapil alcohol deshidrogenasa (SAD)
<400> SECUENCIA: 910

<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 1015
<211> LONGITUD: 1269
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO: Populus sp.
<220> RASGO:
<221> NOMBRE/CLAVE: promotor20
<222> LOCALIZACIÓN: (1)...(1269)
<223> OTRA INFORMACIÓN: promotor de UDP-D-glucuronato carboxi-liasa (UDP)
<400> SECUENCIA: 10
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gatctgata
1269

5
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 11
<211> LONGITUD: 1025
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO: Populus sp.10
<220> RASGO:
<221> NOMBRE/CLAVE: promotor
<222> LOCALIZACIÓN: (1)...(1025)
<223> OTRA INFORMACIÓN: promotor de proteína de transferencia de lípidos (LTP)
<400> SECUENCIA: 1115
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<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 12
<211> LONGITUD: 23415
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO: Populus sp.
<220> RASGO:
<221> NOMBRE/CLAVE: promotor
<222> LOCALIZACIÓN: (1)...(2341)10
<223> OTRA INFORMACIÓN: promotor de ag-13 (AG13)
<400> SECUENCIA: 12
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<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 13
<211> LONGITUD: 315
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
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<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 13

5?- GCCATAGCTC CTTAAGAGAA ACAGAAAGCA A -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:5
<210> SEQ ID NO 14
<211> LONGITUD: 32
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido10
<400> SECUENCIA: 14

5?- CAATATAGAA TCAATGAACA GCACTAGTTT GC -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 1515
<211> LONGITUD: 20
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 1520

5?- TCATGTCCTA TCCAACGGCG - 3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 16
<211> LONGITUD: 2425
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 16

30
5?- CTCATTTTCT CTCAAAGCTC AAAG -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 17
<211> LONGITUD: 30
<212> TIPO: ADN35
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 17

5?- GACAACTAGT CTAAAGTTAA AACTTAGACC -3?40
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 18
<211> LONGITUD: 20
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética45
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 18

5?- CCCTGGAGGT TGGGGTGAGT - 3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:50
<210> SEQ ID NO 19
<211> LONGITUD: 25
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido55
<400> SECUENCIA: 19

5?- GCGTTCATCT ACAAAACCCT CCTCC -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 2060
<211> LONGITUD: 23
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 2065
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5?- TTCATCCTTA TTTTTTTGGG ATA -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 21
<211> LONGITUD: 20
<212> TIPO: ADN5
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 21

5?- CAAAGGATCA TGGAGTTGGA - 3?10
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 22
<211> LONGITUD: 34
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética15
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 22

5?- TATACTAATA TGACCTAATA ACTTAGAAGT GTGG -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:20
<210> SEQ ID NO 23
<211> LONGITUD: 22
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido25
<400> SECUENCIA: 23

5?- CATCTTGATC AAGATTGAAT TC -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 2430
<211> LONGITUD: 20
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 2435

5?- CATAATATCA AAACTTAAGC - 3’
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 25
<211> LONGITUD: 3340
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 25

45
5?- TGAATTGATG ACGTAGGAAA CATGATAAAC ATG -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 26
<211> LONGITUD: 28
<212> TIPO: ADN50
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 26

5?- CATTTTCTTG AAACAATGAG GCTAAGAG -3’55
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 27
<211> LONGITUD: 29
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética60
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 27

5?- GACATGAGAA ACTAACGTTG CTTGAATTC -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:65
<210> SEQ ID NO 28
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<211> LONGITUD: 33
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 285

5?- CATAATATTG GAACTGGTTT CTTTGTCAGA AAG -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 29
<211> LONGITUD: 2510
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 29

15
5?- GCGCTCGGGT TGTCACCATA GTTTC -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 30
<211> LONGITUD: 26
<212> TIPO: ADN20
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 30

5?- CATGTTGTTA TATTTAGATA AATGTA -3’25
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 31
<211> LONGITUD: 29
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética30
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 31

5?- TTCATCAAGC AATAATAATA AGGTGAGGC -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA: 35
<210> SEQ ID NO 32
<211> LONGITUD: 26
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido 40
<400> SECUENCIA: 32

5?- CATGGATGCA GATTTTTGTG TTTGTG -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 3345
<211> LONGITUD: 26
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 3350

5?- TTCAGTGAAC ATGCTGCCAC AATGAC - 3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 34
<211> LONGITUD: 2655
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 34

60
5?- AATCGAAACC GATCGATTTG AACTGG -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 35
<211> LONGITUD: 21
<212> TIPO: ADN65
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
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<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 35

5?- CATGGTGCTT GCTTCAGATA G -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:5
<210> SEQ ID NO 36
<211> LONGITUD: 28
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido10
<400> SECUENCIA: 36

5?- GGAAATGTCA ACACTTGTGT GACCACAC -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 3715
<211> LONGITUD: 23
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 3720

5?- GACATTCTTG TCCAATTTCT GAA -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 38
<211> LONGITUD: 2425
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 38

30
5?- GGAGCCTCCA TATTTCTGTA TCTC -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 39
<211> LONGITUD: 28
<212> TIPO: ADN35
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 39

5?- CAAGACGATG AAATGAAGAA CTGATAGC -3?40
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
<210> SEQ ID NO 40
<211> LONGITUD: 26
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética45
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido
<400> SECUENCIA: 40

5?- GACATTCCTT GACTTAATAT GATGCT -3?
<200> CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:50
<210> SEQ ID NO 41
<211> LONGITUD: 26
<212> TIPO: ADN
<213> ORGANISMO/FUENTE: sintética
<221> NOMBRE/CLAVE: cebador/oligonucleótido55
<400> SECUENCIA: 41

5?- GAATTCGCAT CCATGCGGTG AGTTCG -3?
25697179.1 1

60
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene la capacidad de 
iniciar, en una planta, la transcripción de un gen de una manera preferida de tejido de xilema, en la que dicha 
molécula de ácido nucleico aislada comprende una secuencia de nucleótidos como se expone en la SEQ ID NO: 11. 5

2. Un vector de expresión, preferentemente un plásmido, que comprende:

i) la molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 1, y 
ii) una molécula de ácido nucleico que codifica una proteína de interés, 10

en la que (i) y (ii) están en unión operativa, en la que (i) no regula normalmente (ii). 

3. Una célula de planta hospedadora recombinante, en la que dicha célula hospedadora recombinante se transforma 
o transfecta con y comprende 15

i) la molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 1 y 
ii) una molécula de ácido nucleico que codifica una proteína de interés, 

en la que (i) y (ii) están en unión operativa, en la que (i) no regula normalmente (ii).20

4. Una célula hospedadora recombinante, en la que dicha célula hospedadora recombinante se transforma o 
transfecta con y comprende el vector de expresión de la reivindicación 2. 

5. Un método de fabricación de una célula de planta hospedadora recombinante, comprendiendo dicho método 25
transformar o transfectar una célula con el vector de expresión de la reivindicación 2. 

6. Un método de fabricación de una proteína codificada por el vector de expresión de la reivindicación 2, que 
comprende transformar o transfectar una célula con dicho vector de expresión y cultivar dicha célula en condiciones 
favorables para la expresión de dicha proteína.30

7. Un método de fabricación de una proteína, comprendiendo dicho método cultivar una planta o una parte de planta 
que comprende una célula hospedadora de planta recombinante de la reivindicación 3, en condiciones que 
favorezcan la producción de dicha proteína por dicha planta o parte de planta. 

35
8. El método de la reivindicación 7, en el que dicha planta es una dicotiledónea, una monocotiledónea o una 
gimnosperma. 

9. El método de la reivindicación 8, en el que dicha planta es Eucaliptus, Populus o Pinus. 
40

10. Una planta o parte de planta que comprende la célula de planta recombinante de la reivindicación 3. 

11. La planta de la reivindicación 10, en la que dicha planta es una monocotiledónea, una dicotiledónea o una 
gimnosperma. 

45
12. La planta de la reivindicación 11, en la que dicha dicotiledónea es Eucaliptus, Populus o Pinus. 

13. La parte de planta de la reivindicación 10, en la que dicha parte de planta es una semilla. 

14. La célula hospedadora recombinante de la reivindicación 3, en la que dicha célula hospedadora recombinante es 50
una célula de polen. 

15. El método de la reivindicación 7, en la que dicha parte de planta se selecciona del grupo que consiste en una 
raíz, un tallo, una hoja, una flor y un fruto. 

55
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