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DESCRIPCION
Control de la expresion de polipéptidos DELLA en tejidos especificos
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Se hace referencia a las solicitudes de patente provisional estadounidenses con nimeros de serie 62/559.746,
presentada el 18 de septiembre de 2017, 62/577.549, presentada el 26 de octubre de 2017, y 62/582.767, presentada
el 7 de noviembre de 2017, y todas tituladas TISSUE-SPECIFIC EXPRESSION OF DELLA POLYPEPTIDES, cuya
prioridad se reivindica en la presente memoria.

Campo de la invencion

Los polipéptidos DELLA desempefian un papel importante en la regulacién del nivel de expresién de la hormona
giberelina en la planta. Esta descripcion se refiere a composiciones, ensayos y métodos para modificar genéticamente
plantas para alterar selectivamente la expresién del gen DELLA.

Antecedentes

Las giberelinas (GA)} son importantes hormonas vegetales que actlian en muchos procesos fisiolégicos y de desarrollo,
incluida la germinacion de las semillas, el alargamiento del tallo, la expansion de las hojas, el desarrollo de los tricomas,
la maduracién del polen y la induccion de la floracion (Achard y Genschik, 2009). Aunque solo unas pocas GA tienen
actividad biolégica (Yamaguchi, 2008), muchas GA no bioactivas existen en las plantas y actian como precursores de
las formas bioactivas o0 son metabolitos desactivados.

La sintesis y la desactivacion de las GA bioactivas estan reguladas por diferentes factores. Uno de esos factores es
la inhibicién por retroalimentacion por parte de la GA de su propia ruta de biosintesis mediada por los polipéptidos
DELLA. Los polipéptidos DELLA reciben el nombre de su dominio DELLA conservado, que consiste en &cido aspartico
(D}, acido glutamico (E), leucina (L}, leucina (L) y alanina (A), y son un subconjunto de la familia GRAS de plantas,
reguladores transcripcionales que desempefian diversas funciones en el desarrollo de las plantas.

Como todas las proteinas GRAS, las DELLA comparten un dominio GRAS en el extremo C-terminal conservado
que participa en la regulacién transcripcional, pero se distingue del resto de la familia GRAS por una secuencia de
extremo N-terminal especifica que contiene dos dominios conservados: el dominio DELLA y un segundo dominio
conservado que codifica una treonina, valina, histidina, tirosina, asparagina, prolina [TVHYNP] (Daviére y Achard,
2013). En algunas plantas se puede encontrar mas de uno de dicho gen DELLA. Por ejemplo, el genoma de
Arabidopsis codifica cinco proteinas DELLA conocidas (insensibles a GA, GAl; represoras de GA1-3, RGA; tipo
RGA 1, RGL1; RGL2 y RGL3) (Peng y col., 1997, Silverstone y col. 1998, Lee y col., 2002, Wen y Chang 2002,
Tylery col., 2004). El analisis fenotipico de los mutantes de DELLA en Arabidopsis indica que GAl y RGA controlan
la expansién celular en el hipocotilo, los brotes y los tejidos de la raiz (King y col. 2001. Fu y Harberd (2003); RGL1
participa en el desarrollo floral (junto con RGA y RGL2) (Cheng y col., 2004; Tyler y col., 2004), RGL2 regula la
germinacién (Lee y col., 2002) y RGL3 contribuye a mantener la salud de las plantas durante el estrés ambiental
(Achard y col., 2008; Wild y col., 2012).

El documento WO 2011/054998 se refiere a la alteracién de la expresién de la proteina DELLA-u ortéloga para alterar
el patrén de crecimiento de las plantas y el contenido de metabolitos del fruto.

Lor V.S. y col.: “Targeted Mutagenesis of the Tomato PROCERA Gene Using Transcription Activator-Like Effector
Nucleases™”, PLANT PHYSIOLOGY, vol. 166, n.2 3, 12 de septiembre de 2014, paginas 1288-1291, describe que tanto
las TALEN como el CRISPR/Cas9 son herramientas eficaces para crear mutaciones hereditarias en el tomate.

Resumen de la invencion

La presente descripcion proporciona composiciones, ensayos y métodos para modificar genéticamente plantas para
alterar selectivamente la expresion del gen DELLA para promover el crecimiento de las plantas, manteniendo al mismo
tiempo la integridad de las raices.

Mas especificamente, segln la presente invencién, y como se define en la reivindicacién independiente 1 adjunta, se
proporciona un constructo CRISPR/Cas9 que comprende un promotor unido operativamente a una secuencia de
polinucleétidos, comprendiendo la secuencia de polinucledtidos al menos una secuencia de ARN guia que se dirige a
un sitio diana de un gen que codifica un polipéptido DELLA de eucalipto al menos un 95 % idéntico a la Id. de sec. n.:
1 (DELLA1), en donde el constructo reduce el nivel de expresion del polipéptido DELLA, que es al menos un 95 %
idéntico a la Id. de sec. n.?: 1 (DELLA1) para alterar selectivamente la expresion de DELLA para superar la inhibicién
de las giberelinas sin inhibir el crecimiento de las plantas.
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El promotor puede ser un promotor constitutivo. El promotor se puede seleccionar de, p. ej., el grupo que consiste
en 35S CaMV, CaMV19S, SGFIMV, SVBV, FMV34S, promotor del badnavirus baciliforme de la cafia de azUcar,
promotor CsVMV, promotor de la actina ACT2/ACT8 de Arabidopsis, promotor de ubiquitina UBQ1 de Arabidopsis,
promotor de la tionina BTH6 de la hoja de cebada, promotor de la actina del arroz, GOS2, ciclofilina de arroz e
histona H3 del maiz. El promotor puede ser un promotor especifico de tejido. El promotor puede derivarse, p. €j.,
de un tejido seleccionado del grupo que consiste en tejido foliar, tejido troncal y tejido fotosintético. El promotor
puede ser, p. €j., un promotor de RBC.

El polipéptido DELLA puede ser un polipéptido DELLA de eucalipto. El polipéptido DELLA es sustancialmente (p. €j.,
al menos un 95 %, 99 % o mas) idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en: Id. de sec. n.%: 1
(DELLAT).

También se proporcionan en la presente memoria células huésped que incluyen cualquiera de los constructos
descritos anteriormente. La célula huésped puede ser, p. €., una célula bacteriana (p. €j., Agrobacterium).

Ademas, en la presente memoria se proporcionan tejidos vegetales que incluyen cualquiera de los constructos
descritos anteriormente. También se proporcionan en la presente memoria tejidos vegetales transformados con
cualquiera de las células huésped descritas anteriormente. El tejido vegetal puede ser, p. gj., un tejido verde, un tejido
radicular.

Se proporciona ademas, segln la presente invencién, un método para producir una planta de eucalipto con un nivel
de expresion reducido de al menos un polipéptido DELLA, método que incluye expresar el constructo de la
reivindicacion independiente 1 adjunta en la planta.

Se proporciona ademas, segln la presente invencién, un método para producir una planta de eucalipto con un nivel
de expresién reducido de al menos un polipéptido DELLA, método que incluye transformar una célula vegetal con el
constructo de la reivindicacion 1 adjunta, regenerar una planta a partir de la célula vegetal transformada y cultivar la
planta transformada, en donde la planta transformada tiene un mayor crecimiento en comparaciéon con una planta
silvestre de la misma especie.

Los constructos de la presente invencion pueden reducir el nivel de transcrito de al menos un polinucleétido DELLA
enddgeno en al menos un 40 %.

También se proporciona en la presente memoria un método para modificar genéticamente una planta de eucalipto con
un constructo recombinante que codifica una expresion del polipéptido DELLA ubicada principalmente en las raices
de la planta, método que incluye introducir un primer casete de expresién en una planta que reduce la expresion de al
menos un polipéptido DELLA endégeno en la planta, introducir un segundo casete de expresion en la planta, que
comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido DELLA unido operativamente a un promotor heterélogo
especifico para la raiz, y cultivar la planta transformada, que tiene una expresién de polipéptidos DELLA que se ubica
principalmente en las raices de la planta en comparacién con una planta silvestre de la misma especie.

El primer casete de expresién puede codificar, p. ej., un acido nucleico antisentido, un &acido nucleico sentido, un
ARNip, un microARN o un ARNbc. El polipéptido DELLA endégeno puede ser un polipéptido DELLA de eucalipto. El
polipéptido DELLA de eucalipto puede ser sustancialmente (p. €j., al menos un 95 %, 99 % o0 mas) idéntico a un
polipéptido seleccionado del grupo que consiste en: Id. de sec. n.%: 1 (DELLA1), Id. de sec. n.%: 3 (DELLA2) y Id. de
sec. n.%: 5 (DELLA3).

El promotor especifico para la raiz se puede seleccionar, p. ej., del grupo que consiste en PsMTA, el promotor de
quitinasa de clase I, el promotor del transportador de fosfato, el promotor de la acuaporina 2 intrinseca del tonoplasto,
el promotor Pyk10, el promotor AtFLS5, el promotor btg26 y el 2-ODD (REQ) expresado en la raiz de Solanum
lycopersicum.

El segundo casete del polipéptido DELLA puede ser un polipéptido DELLA de Arabidopsis thaliana. El polipéptido
DELLA de Arabidopsis puede ser sustancialmente (p. €j., al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o mas) idéntico
a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en: Id. de sec. n.%: 13, Id. de sec. n.% 15, Id. de sec. n.%: 17, Id.
de sec. n.%: 19 o Id. de sec. n.% 21.

Cualquiera de los métodos descritos anteriormente puede incluir en el primer casete de expresion un polinucleétido
que sea una plantilla para ambas cadenas de una molécula de acido ribonucleico bicatenario (ARNbc).

Cualquiera de los métodos descritos anteriormente puede incluir una planta disefiada mediante el método o una
progenie de la planta. La planta puede incluir partes de la planta, p. €j., una célula vegetal.

Una planta puede modificarse mediante la construccién de un casete de expresién que comprende un polinucleotido

que codifica un polipéptido DELLA, unido operativamente a un promotor heterélogo especifico para la raiz, la
introduccion del casete de expresion con al menos un polinucledtido DELLA endégeno en una planta que tiene una
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expresion de DELLA reducida y el cultivo de la planta transgénica que tiene una expresion de polipéptidos DELLA que
se ubica principalmente en las raices de la planta en comparacién con una planta silvestre de la misma especie.

También se proporciona en la presente memoria un método para producir una planta con un nivel de expresién
reducido de al menos un polipéptido DELLA, comprendiendo el método: transformar una célula vegetal con un
constructo CRISPR/Cas9 que comprende una o dos secuencias de ARN guia dirigidas a un gen que codifica el
polipéptido DELLA, regenerar una planta a partir de la célula vegetal transformada para formar una planta
transformada y cultivar la planta transformada, en donde la planta transformada tiene un mayor crecimiento en
comparacion con una planta silvestre de la misma especie. En una realizacion, la planta es una planta de eucalipto.
Preferiblemente, las secuencias de ARN guia se seleccionan de la Id. de sec. n.2: 63 y la Id. de sec. n.%: 64. También
se proporciona una planta disefiada mediante el método o una progenie de la planta. Se proporciona ademas una
célula vegetal de la planta.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 Una representacioén esquematica de las etapas clave en la degradacion de DELLA en la célula vegetal. La
GA se une a su receptor insensible a la giberelina DWARF1 (GID1). La unién de GA a GID1 conduce a la formacién
del complejo GA-GID1-DELLA. El complejo GA-GID1-DELLA interactia con la caja F SLEEPY1 (SLY1)/GID2. Esta
interaccion conduce a la poliubiquitinacion de los DELLA por parte de SCFSLY1/GID2 y, a su vez, a la degradacion
de DELLA en el proteasoma 26S.

Figuras 2A y 2B. Juntas representan RGA de A. thaliana alineado con los homélogos de DELLA de Eucalyptus grandis.

Las Figuras 3A, 3B, 3C y 3D. 3A/1, 3A/2, 3A/3 y 3A/4 representan juntas las secuencias de proteina DELLA de
Eucalyptus grandis identificadas, J01594, G02163 y C04156, alineadas con la biblioteca de Eucalyptus grandis x
urophylla (gXu). 3B/1 y 3B/2 juntas representan la alineacion de secuencias entre J01594 y DELLA1. J01594 tiene
una identidad del 99 % con DELLA1. 3C/1 y 3C/2 juntas representan la alineacién de secuencias entre G02163 y
DELLA2. G02163 tiene una identidad del 99 % con DELLA2. 3D/1 y 3D/2 juntas representan la alineacion de
secuencias entre C04156 y DELLA3. C04156 tiene un 98 % de identidad con DELLAS3. La identidad u homologia de
secuencias se determiné usando el algoritmo de alineacién de secuencias Blast con los parametros predeterminados.

Figura 4. Resultados de la RT-PCR del nivel de expresion de DELLA1, DELLA2 y DELLA3 en hojas de cultivo tisular,
hojas jovenes (en invernadero) y hojas maduras (en invernadero). DELLA1 tuvo un nivel de expresién mas alto en
hojas de cultivo tisular y hojas jévenes en comparacion con DELLAS3. La expresion de DELLAZ2 no se detectd en hojas
de cultivo tisular ni en hojas jévenes, y solo se detectd un nivel de expresion bajo en hojas maduras. La actina se uso
como gen de control.

Figuras 5A y 5B. Representacion esquematica de los mapas de ADN-T de los constructos. Las figuras 5A y 5B
representan esquematicamente ciertos casetes de acido nucleico no limitantes segun la invencién. A1-A3. Esquema
del constructo para la regulacién a la baja construido usando secuencias de uno, dos o tres genes DELLA. El casete
P1 (promotor 1) a T1 (secuencia de terminacién 1) codifica un ARN en forma de horquilla (ARNhp), construido
fusionando al menos un elemento de ARNi (ARNi1, ARNi2, ARNi3), sintetizando la secuencia resultante como una
repeticion invertida e insertando una secuencia de lazo entre las respectivas secuencias sentido y de repeticion
invertida. P1 es el promotor constitutivo 35S o el promotor Rubisco. Los elementos ARNi1, ARNi2, ARNi3 son
fragmentos de 300 bp a 400 bp derivados de un gen DELLA seleccionado del grupo de DELLA1, DELLA2 y DELLAS.
L-Lazo. B1-B3. Esquema de la molécula de ARNhp producida por la transcripcién del transgen P1 a T1. C1-
C3. Esquema de los constructos de sobreexpresion construidos para la regulacién a la baja de al menos un gen DELLA
endégeno usando el casete P1-T1 y la sobreexpresiéon de un polipéptido DELLA en las raices usando el casete P2
(promotor 2) - T2 (secuencia de terminacion 2). P2 es un promotor de la acuaporina del eucalipto. DELLAcE: secuencia
de sobreexpresion del gen DELLA.

Figura 6. Verificacién de la transformacion. Los eventos transgénicos se analizaron mediante la PCR para detectar la
presencia del constructo dirigiéndose a la secuencia de lazo del constructo de silenciamiento del ARNhp. El carril 1 es
un marcador, el carril 2 es la mezcla de tampones, el carril 3 es el WT, los eventos transgénicos estan en los carriles
4-15, el carril 16 es un control. Los carriles 4-7, 9-12 y 14 expresaban el segmento de lazo.

Figura 7. Altura promedio de las plantas de Eucalyptus gXu transformadas con el constructo ARNi DEL1 o DEL1/3.
Figura 8. Fenotipos de plantas DEL1 silvestre y transgénicas cultivadas en el invernadero.

Figuras 9A, 9B y 9C. Alineaciones de secuencia de las secuencias de DELLA de diferentes especies de
eucaliptos. 9A/1 y 9A/2 juntas muestran que DELLA1 de gXu tiene un 99 % de identidad con una secuencia de DELLA
parcialmente secuenciada de Eucalyptus camaldulensis. 9B/1 y 9B/2 juntas muestran que DELLA1 de gXu tiene un
99 % de identidad con una DELLA similar a RGA parcialmente secuenciada de Eucalyptus globulus. 9C/1 y 9C/2
juntas muestran que DELLA2 de gXu tiene un 97 % de identidad con una secuencia de DELLA similar a RGA de
Eucalyptus globulus.
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Figura 10. Representacién esquematica de los mapas de ADN-T de los constructos. La figura 10 representa
esquematicamente ciertos constructos de edicion del genoma DELLA no limitantes segun la invencién.

Figura 11. Ubicacion de los ARNgu en el gen de DELLAT1 en el clon de Eucalyptus grandis x urophylla.

Figura 12. Se muestran las secuencias diana del clon de Eucalyptus grandis x urophylla silvestre (WT, por sus siglas
en inglés) y 6 eventos de mutacién en Cas9 (m1-6). Las secuencias de ARNg y motivo adyacente al protoespaciador
(PAM; texto en negrita) se encuentran encima de la secuencia silvestre.

Figura 13 Alineacién entre la secuencia de nucleétidos de DELLA1 de WT y el evento 7 que muestra una delecién de
189 nt.

Definiciones

Como se utiliza en la presente memoria, un “gen funcional” es un gen silvestre 0 un gen que tiene una o mas
mutaciones, en comparacion con el gen silvestre correspondiente, que no dan como resultado la pérdida completa de
ninguna funcién esencial en la proteina codificada por el gen funcional, en comparacién con la proteina codificada por
el gen silvestre correspondiente. Como se utiliza en la presente memoria, una “proteina funcional” es una proteina
silvestre 0 una proteina que tiene uno o mas cambios de aminoacido, en comparacién con la proteina silvestre
correspondiente, que no dan como resultado la pérdida completa de ninguna funcién esencial en la proteina funcional,
en comparacién con la proteina silvestre correspondiente.

Como se utiliza en la presente memoria, un “gen completamente funcional” es un gen silvestre o un gen que tiene una
0 mas mutaciones, en comparacién con el gen silvestre correspondiente, que no dan como resultado la pérdida de
ninguna funcién en la proteina codificada por el gen completamente funcional, en comparacion con la proteina
codificada por el gen silvestre correspondiente. Como se utiliza en la presente memoria, una “proteina completamente
funcional” es una proteina silvestre o una proteina que tiene uno o mas cambios de aminoacidos, en comparacién con
la proteina silvestre correspondiente, que no dan como resultado la pérdida de ninguna funciéon en la proteina
completamente funcional, en comparacion con la proteina silvestre correspondiente.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “gen” puede reemplazarse por “acido nucleico que codifica
proteinas™.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “aproximadamente™ se define como estar dentro de mas o menos
el 10 % de un valor o estado dado, preferiblemente dentro de mas o menos el 5 % de dicho valor o estado. Como se
utiliza en la presente memoria, el término “sustancialmente” significa al menos el 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o
més de un valor o estado dado.

A menos que se defina de cualquier otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente
memoria tienen el mismo significado que el entendido comiUnmente por un experto en la técnica a la que pertenece
esta invencién. En la presente memoria se describen métodos y materiales para usar en la presente invencion; también
se pueden usar otros métodos y materiales adecuados conocidos en la técnica.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y las
figuras, y de las reivindicaciones.

Descripcion detallada de la invencion

Las proteinas DELLA desempefian un papel central en la regulacion de las GA. Las GA son fitohormonas que regulan
una amplia gama de procesos de desarrollo, que incluyen la germinacién de las semillas, la expansién de las hojas,
el alargamiento del tallo, la floracién y el desarrollo de frutos y semillas (Sun y Gubler, 2004; Swain y Singh, 2005). El
efecto de la GA en estos procesos de desarrollo varia de un tejido a otro. Como tal, es necesario ajustar el patrén de
expresion de las proteinas DELLA en la planta para aumentar la altura y la biomasa de la planta sin afectar
negativamente el crecimiento de las raices.

Los intentos anteriores de modificar la expresion de la GA para superar la inhibicién de la GA han demostrado
consistentemente que modificar la expresién de la GA para promover el alargamiento del tallo tiene un efecto
antagénico en las raices. Por ejemplo, tanto las mutaciones sobreproductoras de la GA como las aplicaciones
exogenas de la GA suprimieron la formacién de raices laterales y adventicias (Eriksson y col., 2000, Lo y col., 2008,
Busov y col., 2010).

Los intentos anteriores de usar polipéptidos DELLA para superar la inhibicién de la GA también han fracasado.
Notablemente, se ha demostrado que las deleciones o mutaciones no sinénimas en el dominio DELLA conservado
hacen que la proteina sea insensible a la degradacién. Estas mutaciones no solo no superan la inhibicion de la GA,
sino que en realidad bloquean constitutivamente la respuesta de la GA. Ademas, estas mutaciones en DELLA también
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inhiben el crecimiento de las plantas, lo que da como resultado un fenotipo enano indeseable (Peng y col., 1999,
Harberd y col., 2009). En las plantas Populus, el bloqueo de la sefializacién de la GA mediante la expresion exdégena
de versiones sin DELLA de GAl y RGL1 también dio como resultado plantas enanas indeseables (Busov y col., 20086).

Esta descripcion proporciona composiciones, ensayos y métodos para modificar genéticamente plantas para alterar
selectivamente la expresién del gen DELLA para superar la inhibicion de la GA sin inhibir el crecimiento de las plantas.
La expresion selectiva de los polipéptidos DELLA en la planta puede superar la inhibicion de la GA y, al mismo tiempo,
evitar los problemas (p. ej., supresién de la formacion de raices) tipicamente asociados con los intentos de superar la
inhibicién de la GA. Por lo tanto, la presente invencién aumenta simultdneamente la altura de la planta y conserva la
integridad del crecimiento de las raices mediante la manipulacion selectiva de los niveles de expresion de DELLA en
la planta y en diferentes tejidos de la planta.

Actividad DELLA

La presente descripcion se refiere a la ingenieria genética de plantas para alterar la expresion del gen DELLA y, en
particular, a la regulacién especifica de tejido de la expresién de las proteinas DELLA.

En la presente memoria se proporcionan plantas transgénicas cuya expresion de polipéptidos que tienen actividad
DELLA se ha alterado. Como se utiliza en la presente memoria, un polipéptido DELLA es un polipéptido que tiene
actividad DELLA. Un polipéptido que tiene actividad DELLA significa un polipéptido capaz de formar el complejo GA-
GID1-DELLA que reprime el crecimiento promovido por la giberelina (GA) (figura 1).

Las alteraciones en el nivel de expresion de los polipéptidos DELLA, en comparacion con las plantas silvestre pueden
incluir, p. ej., aumento o disminucion del nivel de expresion de un polipéptido DELLA, aumento o disminucion de la
actividad DELLA, aumento o disminucién del nivel de transcripcién de un gen que codifica un polipéptido DELLA,
expresion de polipéptidos DELLA en tejidos especificos, ausencia de expresion detectable de polipéptidos DELLA en
tejidos individuales o ausencia de expresién detectable de polipéptidos DELLA en toda la planta. Se puede alterar mas
de un nivel de expresién del polipéptido DELLA enddgeno en una célula o planta. Los polipéptidos DELLA usados,
regulados o expresados en la presente invencién pueden incluir polipéptidos DELLA enddgenos o polipéptidos DELLA
exogenos.

Como se utiliza en la presente memoria, el término polipéptido DELLA se refiere a un DELLA funcional y a fragmentos
funcionales del mismo que tienen un primer dominio conservado que codifica el dominio DELLA y un segundo dominio
conservado que codifica un dominio conservado de treonina, valina, histidina, tirosina, asparagina y prolina (TVHYNP).
Las figuras 2A y 2B representan una alineacion de aminoacidos de cuatro polipéptidos DELLA y los dominios
conservados.

Los inventores han descrito en la presente memoria tres homélogos de DELLA en eucalipto.
Modificaciones de expresiones de DELLA

En la presente memoria se proporcionan métodos para modificar los fenotipos de las plantas alterando los niveles de
expresion de los polipéptidos DELLA en las plantas. Los polipéptidos DELLA o polinucleétidos que codifican los
polipéptidos DELLA se expresan en plantas silvestre (WT) o en plantas que tienen un nivel de expresion de DELLA
alterado en comparacién con el WT. Como se menciona en la presente memoria, las plantas que tienen un nivel de
expresion de DELLA alterado pueden ser el resultado de mutaciones genéticas de origen natural o el resultado de la
ingenieria genética de la planta. En un aspecto, la ingenieria genética de la planta incluye alterar el nivel de expresion
de al menos una region codificante de DELLA presente en el genoma de una planta. La planta puede ser una planta
silvestre o una planta modificada genéticamente.

Las técnicas que pueden usarse para alterar el nivel de expresion de una regién codificante de DELLA incluyen, pero
no se limitan a:

i alterar la regién codificante del gen DELLA;

ii. alterar el transcrito de la regién codificante del gen DELLA, tal como alterar el transcrito de ARNm de una
region codificante;

iil. alterar la actividad de un polipéptido DELLA endbégeno,

iv. modificar la expresion temporal y/o espacial de la region codificante de DELLA colocandola transgénicamente
bajo el control de un promotor no nativo; o

V. sobreexpresar una regién codificante del gen DELLA.
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Técnicas de regulacion a la baja de genes

Eluso de ARN antisentido, ribozimas, interferencia por ARN bicatenario (ARNbc) y métodos de desactivacion genética,
tales como los sistemas de tipo CRISPR, TALEN y dedos de zinc, son técnicas valiosas para generar plantas con un
fenotipo que es diferente en comparacioén con el fenotipo de una planta silvestre de la misma variedad.

Las tecnologias de ARN antisentido, ribozima y ARNibc tipicamente se dirigen a los transcritos de ARN de las regiones
codificantes.

La tecnologia de ARN antisentido implica introducir en una célula una molécula de ARN que sea complementaria a
la secuencia que se encuentra en un ARNm particular de una célula. Al unirse al ARNm, el ARN antisentido puede
inhibir la traduccién del producto génico codificado. El uso de la tecnologia antisentido para reducir o inhibir la
expresion de genes vegetales especificos se ha descrito, por ejemplo, en el documento EP 271988, Smith y col., 1988,
Nature, 334:724-726, y Smith y col., 1990, Plant Mol. Biol., 14:369-379.

La secuencia de acido nucleico antisentido transformada en plantas sera sustancialmente idéntica a al menos una
porcion de la regién codificante del gen o genes que se van a reprimir. Sin embargo, la secuencia no tiene que ser
perfectamente idéntica para inhibir la expresion del ARNm codificado. Por lo tanto, una molécula de acido nucleico
antisentido o sentido que codifique solo una porcién de la secuencia que codifica DELLA puede ser util para producir
una planta en la que se inhiba la expresion del gen DELLA. Para la supresion antisentido, la secuencia introducida no
necesita ser de longitud completa en relacién con el producto de transcripcién primario o el ARNm completamente
procesado. En general, un acido nucleico antisentido con mayor homologia con el ARN diana puede compensar el
uso de un polinucledtido mas corto. Ademas, el polinucledtido introducido no necesita tener el mismo patrén de intrén
0 ex6n; un ARN antisentido dirigido a segmentos no codificantes del gen o genes que se van a reprimir puede ser
igualmente eficaz. En algunos aspectos, se puede usar una secuencia de al menos, p. ej, 20, 25, 30, 50, 100, 200 o
mas nucledtidos continuos (hasta la longitud completa del ARNm) sustancialmente idéntica a un ARNm del gen DELLA
enddgeno, o un complemento del mismo.

También se pueden usar moléculas cataliticas de ARN o ribozimas para inhibir la expresién de un gen que codifica
DELLA. Una ribozima es un ARN que tiene tanto un dominio catalitico como una secuencia que es complementaria a
una secuencia de acido nucleico particular. La ribozima funciona asociandose con la molécula de acido nucleico (a
través del dominio complementario de la ribozima) y, a continuacion, escindiendo la molécula de acido nucleico
utilizando el dominio catalitico. Al llevar a cabo esta escision, la ribozima no se altera en si misma vy, por lo tanto, es
capaz de reciclar y escindir otras moléculas, lo que la convierte en una verdadera enzima. Se han identificado varias
clases de ribozimas. Una clase de ribozimas se deriva de varios ARN circulares pequefios que son capaces de
autoescindirse y replicarse en las plantas. Los ARN se replican ya sea solos (ARN viroides) o con un virus auxiliar
(ARN satélite). Algunos ejemplos son los ARN del viroide de la mancha solar del aguacate y los ARN satélite del virus
de la mancha anular del tabaco, el virus de la raya transitoria de la alfalfa, el virus del moteado del tabaco aterciopelado,
el virus del moteado de Solanum nudiflorum y el virus del moteado del trébol subterraneo. El disefio y el uso de
ribozimas especificas de ARN diana se describen en Haseloff y col., Nature, 334:585-591 (1988).

Otro método mediante el cual se puede inhibir la expresion de un gen que codifica DELLA es mediante la supresion
de sentido (también conocida como cosupresion). Se ha demostrado que la introduccién de casetes de expresién en
los que una secuencia de acido nucleico de un gen diana se configura en la orientacién de sentido con respecto al
promotor y se transcribe activamente en la célula es un medio eficaz para suprimir la transcripcion de los genes diana.
Para un ejemplo del uso de este método para modular la expresién de genes enddgenos, ver Napoli y col., The Plant
Cell 2:279-289 (1990); Flavell, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 91:3490-3496 (1994); Kooter y Mol, Current Opin. Biol.
4:166-171 (1993); y las patentes estadounidenses US-5.034.323, US-5.231.020 y US-5.283.184.

Para la supresion de sentido, la secuencia de acido nucleico introducida por el casete de expresion necesita ser menos
que absolutamente idéntica a la secuencia del gen diana, y tampoco es necesario que sea de longitud completa con
respecto al producto de transcripcion primario o al ARNm completamente procesado. Ademas, la secuencia
introducida no necesita tener el mismo patrén de intrén o exén, y la identidad de los segmentos no codificantes sera
igualmente eficaz. En algunos aspectos, se usa una secuencia de los intervalos de tamafio indicados anteriormente
para la regulacién antisentido, es decir, 30-40, o al menos aproximadamente 20, 50, 100, 200, 500 o mas nucleétidos.

La alteracién de una regién codificante de un gen dianadiana se puede lograr mediante la inactivacion basada en el
ADN de transferencia (ADN-T). Por ejemplo, un ADN-T puede colocarse dentro de una region codificante de
polinucleétidos descrita en la presente memoria, alterando de este modo la expresién del transcrito y la proteina
codificados. La inactivacién basada en ADN-T se puede usar para introducir en una célula vegetal una mutacién que
altere la expresion de la regién codificante, p. €j., disminuye la expresién de una regién codificante o disminuye la
actividad del polipéptido codificado por la regién codificante. Por ejemplo, las mutaciones en una regién codificante y/o
en una regién reguladora unida operativamente se pueden realizar mediante delecién, sustitucién o adicién de uno o
mas nucleotidos. El uso de la inactivacién basada en ADN-T se analiza, por ejemplo, en Azpiroz-Leehan y col., (1997,
Trends in Genetics, 13:152 - 156). La alteracion de una regién codificante también se puede lograr usando métodos
que incluyen transposones, recombinacién homologa y similares.
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En un aspecto, el método para controlar la expresion del gen DELLA en la planta usa un ARN bicatenario (ARNb¢) o
un &cido nucleico que puede promover o conducir a la produccién de un ARNbc, que puede usarse para regular a la
baja un gen DELLA endégeno mediante la interferencia por ARN (ARNi). Se sabe que el ARNi es un método eficaz
para la regulacion a la baja de genes en plantas [ver, p. gj., Chuang, C. F. y Meyerowitz, E. M., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 10 97: 4985 (2000); Waterhouse y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:13959-13964 (1998); Tabara y col., Science
282:430-431 (1998); Matthew, Comp Funct Genom 5: 240-244 (2004); Lu y col., Nucleic Acids Res. 32(21):¢171
(2004)].

Sin pretender imponer ninguna teoria, los casetes de expresion pueden introducir ARNbc en una célula que, cuando
se expresan en la célula, son procesados en ARNbc cortos denominados ARN interferentes pequefios (ARNip) por
una endonucleasa endégena. EI ARNip media en el ARNi mediante la formacién de un complejo de ribonucleasa
multicomponente denominado complejo de silenciamiento por interferencia de ARN (RISC, por sus siglas en inglés),
lo que conduce a la degradacion del transcrito del gen diana. El silenciamiento génico postranscripcional mediante
ARN bicatenario se analiza con mas detalle en Hammond y col., Nature Rev Gen 2: 110-119 (2001), Fire y col., Nature
391:806-811 (1998) y Timmons y Fire, Nature 395: 854 (1998). Los ARNip son generalmente ARNbc cortos que tienen
una longitud en las plantas que va de 19 a 25 pares de bases, o de 20 a 24 pares de bases. En un aspecto, se pueden
usar ARNip que tengan 19, 20, 21, 22, 23, 24 o0 25 pares de bases y, en particular, 21 o 22 pares de bases,
correspondientes al gen diana que se va a regular a la baja. Sin embargo, la invencién no pretende limitarse al uso de
dichos ARNip.

El ARNbc se puede formar a partir de dos cadenas de ARN separadas (sentido y antisentido) que se hibridan entre si.
Una de las cadenas de ARNbc tiene una secuencia de nucleétidos que es complementaria a al menos parte de la
secuencia de nucleotidos del gen diana que se va a regular a la baja y la otra cadena del ARNbc es capaz de formar
pares de bases con la primera cadena. Alternativamente, el ARNbc puede ser una Unica molécula de polinucleétido
que tiene una estructura de tallo-lazo u horquilla replegada en donde las cadenas sentido y antisentido del ARNbc se
forman a partir de diferentes regiones de una Unica molécula de polinucleétido que es parcialmente
autocomplementaria. La molécula de polinucleétido Unica comprende ademas una region de lazo entre las regiones
sentido y antisentido. La naturaleza y la secuencia precisas del ‘lazo’ que une las dos cadenas de ARN generalmente
no son importantes para la invencién, excepto que no deberian afectar la capacidad de la parte bicatenaria de la
molécula para mediar en el ARNi. Los ARN que tienen la estructura de horquilla son convenientes si el ARNbc se va
a sintetizar mediante expresion in vivo, por ejemplo en una célula u organismo huésped, o mediante transcripcion in
vitro. Las caracteristicas de los ARN en forma de ‘horquilla’ o ‘tallo-lazo’ para usar en el ARNi son generalmente
conocidas en la técnica (ver, por ejemplo, la publicacién de patente internacional WO 1999/53050). En un aspecto de
la invencion, la estructura de lazo puede comprender secuencias de conector o secuencias adicionales como se
describe a continuacion.

Los polinuclettidos de ARNi pueden abarcar el ARN diana de longitud completa o pueden corresponder a un fragmento
del ARN diana. En algunos casos, el fragmento tendra menos de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 o 1000
nucleétidos correspondientes a la secuencia diana. Ademas, en un aspecto, estos fragmentos tienen una longitud de
al menos, p. €j., 20, 50, 100, 200, 300 o mas nucleétidos. El limite superior de la longitud del ARNbc puede depender
del requisito de que el ARNbc se procese dentro de la célula en fragmentos que dirijan el ARNi. La longitud elegida
puede, p. €j., estar influenciada por el método de sintesis del ARN y el modo de suministro del ARN a la célula. Aunque
los genes usados para el ARNi no necesitan ser completamente idénticos al gen diana, pueden ser, p. €j., al menos
un 70 %, 80 %, 90 % 0 95 % o0 mas idénticos a la secuencia del gen diana. Ver, p. gj., la publicacién de patente
estadounidense n.? 2004/0029283.

En algunos casos, los fragmentos para usar en el ARNi seran al menos sustancialmente similares a las regiones de
una proteina diana que no se encuentran en otras proteinas del organismo o pueden seleccionarse para que tengan
la menor similitud posible con los transcritos de otros organismos, p. gj., se seleccionan comparandolas con las
secuencias al analizar las bases de datos de secuencias disponibles publicamente.

Ademas, el ARNbc puede contener regiones cortas no diana que flanquean la secuencia especifica de diana, siempre
que dichas secuencias no afecten de manera significativa el rendimiento del ARNbc en la inhibicién del ARN.

El ARNbc puede contener una o0 mas bases sustitutas para optimizar el rendimiento en el ARNi. Serd evidente para el
experto en la técnica como hacer variar sucesivamente cada una de las bases del ARNbc y analizar la actividad de
los ARNbc resultantes (p. ej., en un sistema de ensayo in vitro adecuado) para optimizar el rendimiento de un ARNbc
dado.

El ARNbc puede contener ademas bases de ADN, bases no naturales, enlaces de cadena principal no naturales o
modificaciones de la cadena principal de azucar-fosfato, por ejemplo, para mejorar la estabilidad durante el
almacenamiento o mejorar la resistencia a la degradacion por parte de las nucleasas.

El ARNbc puede ser total o parcialmente bicatenario. Los ARNbc parcialmente bicatenarios pueden incluir salientes
monocatenarios cortos en uno o ambos extremos de la porcion bicatenaria. EI ARNbc también puede contener
regiones internas no complementarias.
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En algunas constructos, los ARNbc pueden comprender secuencias adicionales y, opcionalmente, un conector. Las
secuencias adicionales pueden incluir, por ejemplo, (i) una secuencia que facilite la produccién a gran escala del
constructo de ARNbc; (ii) una secuencia que produce un aumento o una disminucién de la estabilidad del ARNbc; y
(iii) secuencias adicionales para catalizar el procesamiento de las regiones de ARNbc. En un aspecto, el conector es
una secuencia de ARN que se autoescinde condicionalmente, preferiblemente un conector sensible al pH o un
conector sensible hidréfobo.

Se pueden conectar multiples regiones de ARNbc del constructo de ARNbc directamente o mediante uno o mas
conectores. Un conector puede estar presente en un sitio del constructo de ARN, separando las regiones de ARNbc
de otra regién de interés. Se pueden conectar sin conectores multiples regiones de ARNbc de los constructos de
ARNbc.

La secuencia de conector puede promover la division de un ARNbc largo en regiones de ARNbc mas pequefias en
circunstancias particulares, lo que da como resultado la liberacién de regiones de ARNbc separadas en estas
circunstancias y conduce a un silenciamiento génico mas eficiente por parte de estas regiones de ARNbc mas
pequefias. Ejemplos de conectores autoescindibles condicionalmente adecuados son las secuencias de ARN que se
autoescinden en condiciones de pH alto. Los ejemplos adecuados de dichas secuencias de ARN se describen en
Borda y col., Nucleic Acids Res. 31: 2595-600 (2003). Esta secuencia se origina en el nlcleo catalitico de la ribozima
HH16 cabeza de martillo.

Los conectores también pueden ubicarse en un sitio del constructo de ARNbc, separando las regiones de ARNbc de
otra, p. €j., una secuencia de interés adicional, que preferiblemente proporciona alguna funcién adicional al constructo
de ARN.

Se puede usar un intrén como conector. Un “intrén”, como se utiliza en la presente memoria, puede ser cualquier
secuencia de ARN no codificante de un ARN premensajero.

También se puede usar como conector una secuencia de ARN no complementaria, que va de aproximadamente 1 par
de bases a aproximadamente 10.000 pares de bases.

Los vectores de expresion que expresan continuamente ARNip en células transfectadas de forma transitoria y estable
se disefian para expresar pequefios ARN en forma de horquilla, que se procesan in vivo en moléculas de ARNip
capaces de llevar a cabo el silenciamiento especifico de gen [Brummelkamp y col., Science 296: 550-553 (2002), y
Paddison y col., Genes & Dev. 16: 948-958 (2002)].

Otra forma mas de suprimir la expresion de un gen vegetal endégeno es mediante la expresion recombinante del
microARN que suprime un gen diana (p. ej., un gen que codifica DELLA). Los microARN artificiales son ARN
monocatenarios (p. €j., entre 18 y 25 nucleétidos, p. €j., 21 nucleétidos), que no se encuentran normalmente en las
plantas y que se procesan a partir de precursores de microARN endogenos. Sus secuencias se disefian segun los
determinantes de la seleccion de objetivos de microARN vegetales, de modo que el microARN artificial silencia
especificamente su(s) gen(es) diana previsto(s) y se describen generalmente en Schwab y col., Plant Cell 18: 1121-
1133 (2006). Ver también la publicacién de patente estadounidense n.°2008/0313773.

Otro método para reducir los niveles de un producto de expresidén génica de un gen de interés es emplear técnicas de
riboswitch (ver, p. €j., las publicaciones de patente estadounidense n.%s 2010/0286082 y 2011/0245326).

En algunos aspectos, los casetes de expresion que comprenden un gen DELLA se introducen en una planta, que tiene
un fondo genético diferente al silvestre. En un aspecto, el fondo genético de la planta es diferente del silvestre al tener
niveles de expresiéon reducidos de al menos uno de los polipéptidos DELLA de la planta. La diferencia en el fondo
genético puede ser el resultado de mutaciones genéticas de origen natural o métodos de ingenieria genética tal como
se describen en la presente memoria para reducir la expresién de un producto deseado.

En un aspecto, un sistema de edicién génica de origen no natural para controlar la expresion del polipéptido DELLA
en la planta son las tecnologias de edicion del sistema de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas regularmente
intercaladas (CRISPR, por sus siglas en inglés). Dichas tecnologias CRISPR incluyen, pero no se limitan a, las
descritas en la patente estadounidense n.2 8.697.359; publicacion de patente estadounidense n.°2014/0273235; y la
publicacién de patente internacional n.2 WO 2013/176772.

En general, el “sistema CRISPR” se refiere colectivamente a los transcritos y otros elementos involucrados en la
expresion o la direccion de la actividad de las proteinas asociadas a CRISPR (“Cas”). El sistema CRISPR puede
incluir polinucledtidos que codifican el polipéptido Cas, polinucleétidos CRISPR transactivadores (“crtra™) (p. €j.,
ARNcrtra o un ARNcrtra parcial activo), un polinucleétido pareja de crtra (que abarca una “repeticién directa” o una
repeticion directa parcial procesada con ARNcrtra en el contexto de un sistema CRISPR end6geno), un polinucleétido
guia (también denominado “espaciador” en el contexto de un sistema CRISPR enddgeno) u otros polinucleétidos
relacionados con el locus CRISPR.
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En un aspecto, uno o mas elementos de un sistema CRISPR se derivan de un sistema CRISPR de tipo |, tipo Il o tipo
Ill. Los sistemas de tipo | y tipo Il utilizan un gran complejo de proteinas Cas para el direccionamiento guiado por el
ARNcr. Sin embargo, el sistema de tipo |l requiere solo una proteina para el reconocimiento y la escisiéon del ADN
guiados por el ARN (Doudna y Charpentier, Science 346: 1258096-1 - 1258096-9).

En general, un sistema CRISPR se caracteriza por elementos que promueven la formacién de un complejo CRISPR
en el sitio de una secuencia diana (también denominado protoespaciador en el contexto de un sistema CRISPR
endoégeno). En el contexto de la formacion de un complejo CRISPR, “secuencia diana” se refiere a una secuencia a
la que una secuencia guia es complementaria, donde |a hibridacién entre una secuencia diana y una secuencia guia
promueve la formacion de un complejo CRISPR. No se requiere necesariamente una complementariedad total,
siempre que haya suficiente complementariedad para provocar la hibridacion y promover la formacién de un complejo
CRISPR. Una secuencia diana puede comprender cualquier polinucleétido, tal como polinucleétidos de ADN o ARN.
En un aspecto, una secuencia diana se ubica en el nlcleo o citoplasma de una célula. La secuencia diana puede estar
dentro de un organelo de una célula eucariota, p. ej., una mitocondria o un cloroplasto. En un aspecto de la invencién,
la recombinacion es una recombinacién homologa.

Tipicamente, en el contexto de un sistema CRISPR endégeno, la formacién de un complejo CRISPR (que comprende
una secuencia guia que se hibrida con una secuencia diana y se complejan con una o mas proteinas Cas) da como
resultado la escisién de una o ambas cadenas en o cerca de (p. ej., dentrode 1, 2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 20, 50 0o mas
nucleétidos de) la secuencia diana. Sin pretender imponer ninguna teoria, la secuencia de crtra, que puede
comprender o consistir en la totalidad o una porcién de una secuencia de crtra silvestre (p. €j., aproximadamente o
mas de aproximadamente 20, 26, 32, 45, 48, 54, 63, 67, 85 o mas nucledtidos de una secuencia de crira silvestre),
también pueden formar parte de un complejo CRISPR, tal como mediante la hibridacién a lo largo de al menos una
porcion de la secuencia de crtra con toda o una porcion de una secuencia pareja de crtra que se une operativamente
a la secuencia guia. En un aspecto, la secuencia de crtra tiene suficiente complementariedad con una secuencia pareja
de crtra para hibridarse y participar en la formacién de un complejo CRISPR. Al igual que con la secuencia diana, se
cree gue no es necesaria una complementariedad completa, siempre que sea suficiente para que sea funcional. En
un aspecto, la secuencia de crtra tiene al menos un 50%, 60%, 70%, 80 %, 90 %, 95% 0 99 % de
complementariedad de secuencia a lo largo de la secuencia pareja de crtra cuando se alinea de manera 6ptima. En
un aspecto, uno 0 mas vectores que impulsan la expresion de uno o mas elementos de un sistema CRISPR se
introducen en una célula huésped de modo que la expresion de los elementos del sistema CRISPR dirige la formacion
de un complejo CRISPR en uno o mas sitios diana. Por ejemplo, una enzima Cas, una secuencia guia unida a una
secuencia pareja de crtra y una secuencia de crtra podrian unirse operativamente a elementos reguladores separados
en vectores separados.

Una endonucleasa guiada por ARN se dirige a una secuencia de acido nucleico especifica (o sitio diana) mediante un
ARN guia. El ARN guia interactiia con la endonucleasa guiada por ARN, asi como con el sitio diana, de modo que,
una vez dirigida al sitio diana, la endonucleasa guiada por ARN puede introducir una ruptura bicatenaria en la
secuencia de acido nucleico del sitio diana.

La endonucleasa guiada por ARN puede derivarse de un sistema asociado a CRISPR (Cas). El sistema CRISPR/Cas
puede ser, p. €j., un sistema de tipo |, de tipo Il o de tipo Ill. Los ejemplos no limitativos de proteinas de CRISPR/Cas
adecuadas incluyen Cas3, Cas4, Cas5, Cas5e (0 CasD), Cas6, Casbe, Caséf, Cas7, Cas8al, Cas8a2, Cas8b, Cas8c,
Cas9, Cas10, Cas10d, CasF, CasG, CasH, Csy1, Csy2, Csy3, Csel (0 CasA), Cse2 (o CasB), Cse3 (0 CasE), Cse4
(o CasC), Cscl, Csc2, Csab, Csn2, Csm2, Csm3, Csm4, Csm5, Csm6, Cmri, Cmr3, Cmr4, Cmr5, Cmr6, Csb1, Csb2,
Csb3, Csx17, Csx14, Csx10, Csx16, CsaX, Csx3, Csz1, Csx15, Csf1, Csf2, Csf3, Csf4, Cu1966, o Cpfi.

En un aspecto, la endonucleasa guiada por ARN se deriva de un sistema CRISPR/Cas de tipo Il. La endonucleasa
guiada por ARN puede derivarse de una proteina Cas9. La proteina Cas9 puede proceder de Streptococcus pyogenes,
Streptococcus thermophilus, Streptococcus sp., Nocardiopsis dassonvillei, Streptomyces pristinaespiralis,
Streptomyces viridochromogenes, Streptomyces viridochromogenes, Streptosporangium roseum, Streptosporangium
roseum, Alicyclobacillus acidocaldarius, Bacillus pseudomycoides, Bacillus selenitireducens, Exiguobacterium
sibiricum, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus salivarius, Microscilla marina, Burkholderiales bacterium,
Polaromonas naphthalenivorans, Polaromonas sp., Crocosphaera watsonii, Cyanothece sp., Microcystis aeruginosa,
Synechococcus sp., Acetohalobium arabaticum, Ammonifex degensii, Caldicelulosiruptor becscii, Candidatus
desulforudis, Clostridium botulinum, Clostridium difficile, Finegoldia magna, Natranaerobius thermophilus,
Pelotomaculum thermopropionicum, Acidithiobacillus caldus, Acidithiobacillus ferrooxidans, Allochromatium vinosum,
Marinobacter sp., Nitrosococcus halophilus, Nitrosococcus watsoni, Pseudoalteromonas haloplanktis, Ktedonobacter
racemifer, Methanohalobium evestigatum, Anabaena variabilis, Nodularia spumigena, Nostoc sp., Arthrospira maxima,
Arthrospira platensis, eArthrospira sp., Lyngbya sp., Microcoleus chthonoplastes, Oscillatoria sp., Petrotoga mobilis,
Thermosipho africanus, 0 Acaryochloris marina.
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Polipéptidos DELLA

Como se utiliza en la presente memoria, el término “polipéptido DELLA” incluye polipéptidos DELLA endégenos,
variantes polimérficas DELLA endégenas, alelos DELLA endbégenos, mutantes DELLA endogenos, homologos DELLA
y ortélogos DELLA del polipéptido DELLA de eucalipto endégeno. Un &cido nucleico que codifica un polipéptido DELLA
se refiere a un gen, un preARNm, un ARNm y similares, incluyendo secuencias optimizadas por codones.

El término “enddgeno” significa un acido nucleico que codifica un polipéptido que corresponde a un polipéptido que
es nativo de la planta silvestre.

El término “homélogo” significa un gen que tiene esencialmente la misma funcién bioquimica o una funcién bioquimica
similar a la de otro gen.

Un polinucleétido es “heterélogo™ con respecto a un organismo o una segunda secuencia de polinucleétidos si se
origina a partir de una especie diferente o, si se deriva de la misma especie, estd modificado con respecto a su forma
o funcién natural. Por ejemplo, cuando se dice que un polinucleétido que codifica una secuencia de polipéptido se une
operativamente a un promotor heterdlogo, significa que la secuencia codificante del polinucleétido que codifica el
polipéptido se deriva de una especie, mientras que la secuencia promotora se deriva de otra especie diferente; o, si
ambas se derivan de la misma especie, la secuencia codificante no se asocia de forma natural con el promotor (p. €j.,
es una secuencia codificante modificada genéticamente, de un gen diferente en la misma especie o de un alelo de un
ecotipo o variedad diferente).

Un polipéptido “sobreexpresado”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un aumento en el nivel de
expresion de un polipéptido DELLA endégeno. El aumento en el nivel de expresion se puede describir como
aproximadamente el 10 %, el 20 %, el 30 %, el 40 %, el 50 %, el 60 %, el 70 %, el 80 %, el 90 % o0 mas con respecto
al nivel de expresion silvestre. Alternativamente, un polipéptido “sobreexpresado™ puede referirse a la introducién de
un polinucleétido DELLA en una célula y a la expresion del polipéptido codificado por dicho polinucleétido.

Regulacioén a la baja de DELLA

En un aspecto, el nivel de expresién del polipéptido DELLA endégeno se reduce en toda la planta o solo en un
subconjunto de células o tejidos de la planta. El nivel de expresion del polipéptido DELLA endégeno se puede reducir
segun cualquier método conocido en la técnica, tal como los métodos enumerados anteriormente. Dichos métodos
incluyen, pero no se limitan a, el antisentido, el ARNip, el microARN, el ARNbc, la supresién de sentido, la mutagénesis,
CRISPR vy la inhibicién negativa dominante.

En un aspecto, el nivel de expresion del polipéptido DELLA endbgeno se reduce en la planta utilizando el ARNbc. El
ARNbc se expresa en la planta, la célula vegetal o el tejido vegetal, a partir de casetes de expresion que codifican el
ARN en forma de horquilla (ARNhp) que se dirigen a uno o mas polinucleétidos que codifican polipéptidos DELLA
endbgenos.

En un aspecto, los métodos de la invencién abarcan el suministro simultdneo o secuencial de dos o mas ARNbc o
constructos de ARN diferentes al mismo polinucleétido DELLA endégeno, para lograr una inhibicién mas potente de
un Unico gen diana.

En un aspecto, los métodos de la invencién abarcan el suministro simultdneo o secuencial de dos o mas ARNbc o
constructos de ARN diferentes a diferentes polinucleétidos DELLA endbgenos, para lograr la regulacién a la baja o la
inhibicién de multiples genes diana.

Alternativamente, multiples polinucleétidos DELLA endégenos se seleccionaron como diana mediante la provision de
un ARNbc que es sustancialmente complementario a una secuencia que se encuentra en multiples secuencias diana.

En un aspecto, el nivel de expresién de uno o mas polipéptidos DELLA enddgenos se reduce en las plantas de
eucalipto.

En un aspecto, los polipéptidos DELLA de eucalipto se seleccionan del grupo que consiste en las Id. de sec. n.2: 1, 3,
57,9y 11.

Expresion especifica en la raiz

Esta descripcion proporciona plantas transgénicas y métodos para fabricar plantas transgénicas en las que los niveles
de expresién del polipéptido DELLA en las raices de la planta se mantienen, aumentan o se reducen en comparacion
con los niveles de expresién del polipéptido DELLA en otras partes de la planta. Segun algunos aspectos, los niveles
de expresién del polipéptido DELLA en las raices de la planta se mantienen o aumentan mientras que los niveles de
expresion del polipéptido DELLA en otras partes de la planta se reducen. La expresién especifica de los polipéptidos
DELLA en las raices supera los problemas tipicamente asociados con las plantas en las que generalmente se reduce
la expresion del polipéptido DELLA de forma indiscriminada en toda la planta, incluidas las raices, lo que puede dar
como resultado una supresion de la formacion de raices laterales y adventicias.
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En un aspecto, las plantas transgénicas de la presente invencién contienen moléculas de polinucleétido que reducen
el nivel de expresion de al menos un polipéptido DELLA enddgeno en tejidos verdes.

En un aspecto, un casete de expresion que comprende un promotor especifico para tejido verde unido operativamente
a una molécula de polinucleétido se introduce en una planta de la invencion de modo que, cuando se expresa en las
células vegetales, reduce el nivel de expresion de al menos un polipéptido DELLA endégeno en comparacién con una
planta silvestre.

En un aspecto, la invencién proporciona una planta que contiene al menos dos casetes de expresion. Un primer casete
de expresion que comprende un polinucledtido que reduce el nivel de expresion de al menos un polipéptido DELLA
enddgeno; y un segundo casete de expresién que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido DELLA
unido a un promotor heterélogo especifico para la raiz que provoca la sobreexpresién del polipéptido DELLA en las
raices de la planta.

En un aspecto, la invencién proporciona métodos para disefiar una planta que tiene actividad DELLA que se ubica
principalmente en las raices de la planta (p. €j., al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el
80 %, al menos el 90 % o al menos el 99 % de la actividad DELLA en la planta se ubica en las raices de la planta). El
método comprende introducir en la planta un primer casete de expresion, que cuando se expresa en dicha planta,
reduce el nivel de expresion de al menos un polipéptido DELLA endbgeno; y un segundo casete de expresion que
comprende un polinucledtido que codifica un polipéptido DELLA, unido operativamente a un promotor heterélogo
especifico para la raiz; y cultivar la planta en condiciones tales que el polinucleétido DELLA se sobreexprese en las
raices de la planta.

En un aspecto, un casete de sobreexpresion de DELLA se introduce en una planta que tiene un fondo genético que
es diferente al de la planta silvestre. Como se utiliza en la presente memoria, un fondo genético diferente puede
referirse a una planta en la que el nivel de expresién de uno o mas polinucleétidos DELLA endégenos esta reducido o
aumentado en comparacion con una planta silvestre, en toda la planta o solo en un subconjunto de células o tejidos
de la planta. El nivel de expresién alterado puede atribuirse a una planta que tiene una mutacién genética de origen
natural en un polinucleétido DELLA enddégeno o a una planta transgénica en la que se ha modificado el nivel de
expresion del polipéptido DELLA. La planta transgénica se puede modificar segun cualquier método conocido en la
técnica, incluidos, entre otros, los métodos enumerados anteriormente.

Un experto en la técnica entendera que un polinucleétido DELLA sobreexpresado puede, pero no necesariamente, ser
idéntico al polinucleétido DELLA enddgeno regulado a la baja. En un aspecto, el polinucleétido DELLA es
sustancialmente idéntico (p. €j., al menos el 50 %, al menos el 55 %, al menos el 60 %, al menos el 65 %, al menos el
70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %,
al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 % o al
menos el 99 %) al polinucleétido DELLA endégeno regulado a la baja para evitar el silenciamiento del polinucleotido
DELLA sobreexpresado (p. €j., usando diferentes codones, la secuencia de polinucleétidos DELLA sobreexpresados
puede variar con respecto al polinucleétido DELLA enddgeno que se reduce mientras codifica una secuencia de
aminoacidos DELLA idéntica). El grado de identidad u homologia de secuencia se determina usando el algoritmo de
alineacién de secuencias Blast.

En un aspecto, el polinucleétido DELLA sobreexpresado se selecciona de, p. ej., GAl (Arabidopsis thaliana,
At1g14920); RGA (Arabidopsis thaliana, At2g01570); RGL1 (Arabidopsis thaliana, Atlg66350); RGL2 (Arabidopsis
thaliana, At3g03450); RGL3 (Arabidopsis thaliana, At5g17490); OsGAI1 (Oryza sativa, BAA90749); OsGAI2 (Oryza
sativa, AAR31213); OsGAI3 (Oryza sativa, BAD82782); HYSLNT (Hordeum vuigare, AAL66734); VvGAI1 (Vitis vinifera,
AAM19210); TaGAI (Triticum aestivum, CAB51555); ZmGAI (Zea mays, CAB51557), Populus GAl (XP_011021384.1,
XP_011002785.1)y Hevea brasiliensis (gb ALG02536.1).

Cuando se introducen dos 0 més casetes de expresion en las células vegetales, los casetes de expresién se pueden
unir en un solo constructo o los casetes de expresién pueden permanecer como dos 0 mas constructos separados.

En un aspecto, la planta es una planta de eucalipto.
Los términos “fragmento” y “porcidén” se usan indistintamente en la presente memoria.

El término “tejido verde”, como se utiliza en la presente memoria, incluye, pero no se limita a, tejidos fotosintéticos,
hojas, tejido de la epidermis del tallo, tejidos del meristemo apical y puntas de los brotes.

Los polinucleotidos descritos en la presente memoria, incluidas las secuencias de nucleétidos que son una porcion de

una regién codificante descrita en la presente memoria, pueden unirse operativamente a una secuencia reguladora.
Un ejemplo de una secuencia reguladora es un promotor.
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El término “promotor”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una secuencia de polinucleétidos capaz
de dirigir la transcripcidon de una secuencia de ADN en una célula. Por lo tanto, los promotores usados en los
constructos de polinucleétidos de la invencién incluyen elementos de control transcripcional que actian en cis y trans
y secuencias reguladoras que participan en la regulacién o modulacion del tiempo y/o la velocidad de transcripcién de
un gen en una célula, tejido u érgano vegetal. Dicho promotor puede proceder de origen vegetal, bacteriano, viral,
fungico o animal. Dicho promotor puede ser constitutivo, es decir, capaz de iniciar una transcripcién génica de alto
nivel en una pluralidad de tejidos vegetales; especifico de tejido, es decir, capaz de iniciar la transcripcién génica en
un tejido o tejidos vegetales especificos; inducible, es decir, capaz de iniciar la transcripcion génica en respuesta a un
estimulo, o; quimérico, es decir, formado por porciones de al menos dos promotores diferentes.

Los ejemplos no limitativos de promotores vegetales constitutivos incluyen los promotores CaMV35S y CaMV19S, el
promotor del transcrito subgenémico del virus del mosaico de la escrofularia (sgFIMV), el promotor del virus de las
bandas de las venas de la fresa (SVBV), el promotor FMV34S, el promotor del badnavirus baciliforme de la cafia de
azucar, el promotor CsVMV, el promotor de actina de Arabidopsis ACT2/ACTS, el promotor de ubiquitina UBQ1 de
Arabidopsis, el promotor de tionina BTH6E de hoja de cebada, el promotor de actina de arroz (Verdaguer B. y col., Plant
15 Mol. Biol. 1998 37(6):1055-67), GOS2 (de Pater y col., Plant J Nov;2(6) :837-44, 1992), ciclofilina del arroz (Bucholz
y col., Plant Mol Biol. 25(5):837-43, 1994), e histona H3 del maiz (Lepetity col., Mol. Gen. Genet. 231: 276-285, 1992).

En un aspecto, el promotor es un promotor especifico de tejido. Los ejemplos no limitativos de promotores especificos
de tejido incluyen los descritos en Yamamoto y col., (1997) Plant J. 12(2):255-265; Kawamata y col., (1997) Plant Cell
Physiol. 38(7):792-803; Hansen y col. (1997) Mol. Gen. Genet. 254(3):337-343; Russell y col. (1997) Transgenic Res.
6(2):157-168; Rinehart y col., (1996) Plant Physiol. 112(3):1331-1341; Van Camp y col., (1996) Plant Physiol.
112(2):525-535; Canevascini y col., (1996) Plant Physiol. 112(2):513-524; Yamamoto y col., (1994) Plant Cell Physiol.
35(5):773-778; Lam (1994) Results Probl. Cell Differ. 20:181-196; Orozco y col. (1993) Plant Mol. Biol. 23(6):1129-
1138; Matsuoka y col., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90(20):9586-9590; y Guevara-Garcia y col. (1993) Plant J.
4(3):495-505.

Los ejemplos de promotores que se pueden usar en esta invencion incluyen, pero no se limitan a, promotores de tejido
verde que incluyen promotores especificos para hojas, promotores especificos para flores, promotores especificos
para frutos, promotores especificos para tallos o promotores especificos para tejido fotosintético. Los ejemplos de
dichos promotores especificos de tejido incluyen, pero no se limitan a, dos proteinas de union a la clorofila (cab |y
cab?2) de la remolacha azucarera (Stahl D. J. y col., 2004 BMC Biotechnology 2004 4:31), la ribulosa-bifosfato
carboxilasa (Rubisco), codificada por rbcS (Nomura M. y col., 2000 Plant Mol. Biol. 44: 99-106), las subunidades A
(gapA) y B (gapB) de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa del cloroplasto (Conley T. R. y col. 1994 Mol. Cell.
Biol. 19: 2525-33; Kwon H. B. y col. 1994 Plant Physiol. 105: 357- 67), promotor del gen de Solanum tuberosum que
codifica la proteina especifica de hojas y tallos (ST-LSI) (Zaidi M. A y col., 2005 Transgenic Res. 14:289-98), genes
inducibles de defensa y regulados por el tallo, tales como los promotores JAS (publicacién de patente estadounidense
n.°2005/0034192), el promotor de la chalcona sintasa (Faktor y col., 1996 Plant Mol. Biol. 32: 849) promotor RJ39 de
la fresa (publicacién de patente internacional n.2 WO 1998/31812).

En un aspecto, el promotor es un promotor especifico para la raiz. Los ejemplos no limitativos de promotores
especificos para la raiz incluyen PsMTA (Fordam-Skelton, A. P. y col., 1997 Plant Molecular Biology 34: 659-668.),
promotor de quitinasa de clase lll, promotor del transportador de fosfatos, promotor de la acuaporina 2 intrinseca del
tonoplasto, promotor Pyk10, promotor AtFLS5, promotor btg26 y 2-ODD (REQ) expresado en la raiz de Solanum
lycopersicum.

Como se utiliza en la presente memoria, la frase “unido operativamente” se refiere a una posicion fisica del elemento
regulador (p. €j., promotor) y el gen de interés, de modo que la secuencia de promotor sea capaz de iniciar la
transcripcion del gen de interés. Por ejemplo, una secuencia de promotor puede ubicarse aguas arriba de la secuencia
de acido nucleico seleccionada en términos de la direccién de la transcripcion y la traduccion.

Los casetes y vectores de expresion y los métodos de cultivo in vitro para la transformacién de células o tejidos
vegetales y la regeneracion de plantas son generalmente conocidos en la técnica. Ver, p. €j., Gruber y col., “Vectors
for Plant Transformation”, en Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, supra, pags. 89-119.

El término “constructo” (también denominado en la presente memoria “vector de expresién”, “constructo de
expresion” o “constructo de ADN™) se refiere a un constructo de acido nucleico que contiene al menos un casete de
expresion que, cuando se introduce en una célula huésped, da como resultado la transcripcion y/o traduccién de un
ARN o polipéptido, respectivamente. Los constructos antisentido o sentido que no se traducen o no pueden traducirse
se incluyen expresamente en esta definicién. En el caso tanto de la expresién de transgenes como de la supresién de
genes endbgenos (p. ej., mediante el antisentido, el ARNi, la supresién de sentido, el sistema CRISPR), un experto
reconocera que la secuencia de polinucleétidos insertada no tiene por qué ser idéntica, sino que solo puede ser
sustancialmente idéntica a la secuencia del gen del que se deriva.

Los constructos recombinantes pueden incluir opcionalmente un gen marcador seleccionable. Como se utiliza en la
presente memoria, el término “gen marcador seleccionable” incluye cualquier gen que confiera un fenotipo a una
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célula en la que se expresa y que facilita la identificacion y/o seleccién de las células que se transfectan o transforman
con un constructo de expresion de la invencion. Los ejemplos de marcadores seleccionables adecuados incluyen
genes de resistencia contra los genes de ampicilina (Ampr), tetraciclina (Tcr), kanamicina (Kanr), fosfinotricina y
cloranfenicol (CAT). Otros genes marcadores adecuados proporcionan un rasgo metabdlico, p. €j., manA. También se
pueden usar genes marcadores visuales e incluyen, p. €j., beta-glucuronidasa (GUS), luciferasa y proteina verde
fluorescente (GFP).

En un aspecto, un vector que comprende los constructos incluye secuencias adicionales que hacen que este vector
sea adecuado para la replicacion e integracion en procariotas, eucariotas o preferiblemente en ambas (p. g]., vectores
lanzadera). Las células eucariotas adecuadas incluyen células vegetales. Las células procariotas adecuadas incluyen
eubacterias, tales como organismos gramnegativos, por ejemplo, E. coli 0 A. tumefaciens.

Los vectores tipicos también pueden contener uno o mas elementos reguladores adicionales, tales como secuencias
de inicio de la transcripcién y la traduccién, terminadores de la transcripcion y la traduccion, un lider en 5' y/o un intrén
para mejorar la transcripcion, una regién no traducida en 3' (p. ej., una secuencia que contiene una sefial de
poliadenilacién) y una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido de transito o sefial (p. ej., un péptido de
transito o sefializacién del cloroplasto). El vector de expresion también puede incluir secuencias disefiadas para
mejorar la estabilidad, la produccién, la purificacién o el rendimiento del polipéptido expresado. Opcionalmente,
también se pueden incorporar una 0 mas secuencias de terminacion de la transcripcién en el constructo recombinante.
Eltérmino “secuencia de terminacion de la transcripcion™ abarca una secuencia de control en el extremo de una unidad
transcripcional, que sefiala el procesamiento en 3'y la poliadenilacién de un transcrito primario y la terminacién de la
transcripcion. Se pueden incorporar elementos reguladores adicionales, tales como potenciadores de la transcripcion
o la traduccién, en el constructo de expresion.

Un vector puede integrarse en el ADN genémico de una célula. Un vector también puede ser capaz de replicarse en
un huésped bacteriano, p. e]. E. coli o Agrobacterium tumefaciens. Preferiblemente, el vector es un plasmido.

Los polinucleétidos descritos en la presente memoria pueden producirse in vitro o in vivo. Por ejemplo, los métodos
para la sintesis in vitroincluyen, pero no se limitan a, la sintesis quimica con un sintetizador de ADN/ARN convencional.
Los proveedores comerciales de polinucleétidos sintéticos y reactivos para la sintesis in vitro son bien conocidos. Los
métodos para la sintesis in vitro también incluyen, por ejemplo, la transcripcién in vitro usando un vector de expresion
circular o lineal en un sistema libre de células. Los vectores de expresion también se pueden usar para producir un
polinucleétido descrito en la presente memoria en una célula, y el polinucleétido se puede aislar después de la célula.

La invencién también proporciona células huésped que tienen un nivel de expresion alterado de los polipéptidos
DELLA descritos en la presente memoria. Como se utiliza en la presente memoria, una célula huésped incluye la célula
en la que se introdujo un polinucleétido descrito en la presente memoria y su progenie, que puede, pero no
necesariamente, incluir el polinucleétido. En consecuencia, una célula huésped puede ser una célula individual o un
cultivo celular.

Las células vegetales se pueden transformar de forma estable o transitoria con los constructos de &cido nucleico.
Como se utiliza en la presente memoria, “transformacién” se refiere a un proceso mediante el cual se inserta un
polinucleétido en el genoma de una célula vegetal. Dicha insercién incluye la introduccion estable en la célula vegetal
y la transmisién a la progenie.

El proceso de transformacion da como resultado la introduccion de la secuencia de &cido nucleico en la célula para
convertir la célula receptora en una célula transformada, genéticamente modificada o transgénica. En una
transformacién estable, la molécula de acido nucleico puede integrarse en el genoma de la planta y, como tal,
representar un rasgo estable y heredado. En la transformacion transitoria, la molécula de acido nucleico se expresa
pero no se integra en el genoma de la célula.

Las plantas transgénicas descritas en la presente memoria pueden producirse usando métodos habituales. Los
polinucleétidos o polipéptidos aislados pueden introducirse en una planta monocotiledénea o dicotiledonea mediante
una o mas técnicas utilizadas tipicamente para la administracion directa a células conocidas por el experto en la
técnica. Dichos protocolos pueden variar segin el tipo de organismo, célula, planta o célula vegetal, es decir,
monocotileddénea o dicotiledonea, diana de la modificacién génica. Los métodos adecuados para transformar células
vegetales incluyen la microinyeccién (Crossway y col., (1986) Biotechniques 4:320-334; y la patente estadounidense
n.2 6.300.543), la electroporacién (Riggs y col., (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:5602-56086, transferencia génica
directa (Paszkowski y col., (1984) EMBO J. 3:2717-2722) y aceleracién balistica de particulas (ver, por ejemplo,
Sanford y col., la patente estadounidense US-4.945.050; la publicacién de patente internacional n.2 WO 1991/10725;
y McCabe y col., (1988) Biotechnology 6:923-926). Ver también Tomes y col., “Direct DNA Transfer into Intact Plant
Cells Via Microprojectile Bombardment™. pags. 197-213 en Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Fundamental
Methods. eds. 0. L. Gamborg & G. C. Phillips. Springer-Verlag, Berlin Heidelberg Nueva York, 1995; patente
estadounidense n.2 5.736.369 (meristemo); Weissinger y col., (1988) An. Rev. Genet. 22:421-477; Sanford y col.,
(1987) Particulate Science and Technology 5:27-37 (cebolla); Christou y col., (1988) Plant Physiol. 87:671-674
(soja); Datta y col., (1990) Biotechnology 8:736-740 (arroz); Klein y col., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:4305-
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4309 (maiz); Klein y col., (1988) Biotechnology 6:559-563 (maiz); la publicacién de patente internacional n.. WO
1991/10725 (maiz); Klein y col., (1988) PlantPhysiol. 91:440-444 (maiz); Fromm y col., (1990) Biotechnology 8:833-
839; y Gordon-Kamm y col., (1990) Plant Cell 2:603-618 (maiz); Hooydaas-Van Slogteren y Hooykaas (1984) Nature
(Londres) 311:763-764; Bytebierm y col., (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:5345-5349 (Liliaceae); De Wet y col.,
(1985) en The Experimental Manipulation of Ovule Tissue, ed. G. P. Chapman y col., pags. 197-209. Longman, Nueva
York (polen); Kaeppler y col., (1990) Plant Cell Reports 9:415-418; y Kaeppler y col., (1992) Theor. Apple. Genet.
84:560-566 (transformacion mediada por particulas); patente estadounidense US-5.693.512 (sonicacién); D'Halluin y
col., (1992) Plant Cell 4:1495-1505 (electroporacién); Liy col., (1993) Plant Cell Reports 12:250-255; y Christou y Ford,
(1995) Anals of Botany 75:407-413 (arroz); Osjoda y col., (1996} Nature Biotech. 14:745-750; transformacién del maiz
mediada por Agrobacterium (patente estadounidense US-5.981.840); métodos para bigotes de carburo de silicio
(Frame y col., (1994) Plant J. 6:941-948); métodos laser (Guo y col., (1995) Physiologia Plantarum 93:19-24); métodos
de sonicacién (Baoy col., (1997) Ultrasound in Medicine & Biology 23:953-959; Finer y Finer, (2000) LettAppl Microbiol.
30:406-10; Amoah y col., (2001) J Exp Bot 52: 1135-42); métodos de polietilenglicol (Krens y col., (1982) Nature
296:72-77); los protoplastos de células monocotiledéneas y dicotiledéneas se pueden transformar usando
electroporacion (Fromm y col., (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:5824-5828) y microinyeccion (Crossway y col.,
(1986) Mol. Gen. Genet. 202: 179-185).

El método mas utilizado para introducir un vector de expresion en las plantas se basa en el sistema de transformacion
natural de Agrobacterium. A. tumefaciens y A. rhizogenes, que son bacterias fitopatdégenas del suelo, que transforman
genéticamente las células vegetales. Los plasmidos Tiy Ride A. tumefaciens y A. rhizogenes, respectivamente, portan
los genes responsables de la transformacién genética de las plantas. Ver, p. gj., Kado, (1991) Crit. Rev. Plant Sci.
10:1. Las descripciones de los sistemas de vectores de Agrobacterium y los métodos para la transferencia génica
mediada por Agrobacterium se proporcionan en Gruber y col., supra; Mild y col., supra; y Moloney y col., (1989) Plant
Cell Reports 8:238. De manera similar, el gen puede insertarse en la regién de ADN-T de un plasmido Ti o Ri derivado
de A. tumefaciens o A. rhizogenes, respectivamente. Por lo tanto, los casetes de expresion se pueden construir como
anteriormente, usando estos plasmidos. Se conocen muchas secuencias de control que, cuando se acoplan a una
secuencia codificante heteréloga y se transforman en un organismo huésped, muestran fidelidad en la expresién
génica con respecto a la especificidad de tejido/6rgano de la secuencia codificante original. Ver, p. €., Benfey y Chua,
(1989) Science 244:174-81. Las secuencias de control particularmente adecuadas para usar en estos plasmidos son
los promotores de la expresién constitutiva especifica para hoja del gen en las diversas plantas diana. Otras
secuencias de control Gtiles incluyen un promotor y un terminador del gen de la nopalina sintasa (NOS). El promotor
y el terminador de NOS estan presentes en el plasmido pARC2, comercializado por la American Type Culture
Collection y denominado ATCC 67238. Si se usa dicho sistema, el gen de virulencia (vir) del plasmido Ti o Ri también
debe estar presente, ya sea junto con la porcién de ADN-T o mediante un sistema binario donde el gen vir esta
presente en un vector separado. Dichos sistemas, vectores para usar en los mismos y métodos para transformar
células vegetales se describen en la patente estadounidense n.? 4.658.082; solicitud de patente estadounidense con
n.? de serie 913.914, presentada el 1 de octubre de 1986, tal como se menciona en la patente estadounidense n.2
5.262.306, concedida el 16 de noviembre de 1993. Una vez construidos, estos plasmidos se pueden colocar en A.
rhizogenes o A. tumefaciens y estos vectores se utilizan para transformar células de especies vegetales, que
normalmente son susceptibles a la infeccion por Fusarium o Alternaria. La seleccién de cualquiera de A. tumefaciens
o0 A. rhizogenes dependera de la planta que se ha de transformar. En general, A. tumefaciens es el organismo preferido
para la transformacién. La mayoria de las plantas dicotileddéneas, algunas gimnospermas, y algunas plantas
monocotiledéneas (p. €]., algunos miembros de Liliales y Arales) son susceptibles a la infeccion por A. tumefaciens.
A. rhizogenes también tienen una amplia gama de huéspedes, que abarca la mayoria de las dicotiledéneas y algunas
gimnospermas, que incluyen miembros de las Leguminosae, Compositae y Chenopodiaceae. La solicitud de patente
europea n.° 0604662 describe un método para transformar monocotiledoneas usando Agrobacterium. La solicitud
europea numero 0672752 describe un método para transformar monocotiledoneas con Agrobacterium usando el
escutelo de embriones inmaduros. Ishida y col. dan a conocer un método para transformar el maiz mediante la
exposicién de embriones inmaduros a A. tumefaciens [Nature Biotechnology 14:745-50 (1996)]. Una vez
transformadas, estas células pueden usarse para regenerar plantas transgénicas. Por ejemplo, se pueden infectar
plantas enteras con estos vectores haciendo una herida en la planta y, a continuacién, introduciendo el vector en el
sitio de la herida. En cualquier parte de la planta se puede hacer una herida, incluidas las hojas, los tallos y las raices.
Alternativamente, el tejido vegetal, en forma de explanto, tal como el tejido cotiledonario o los discos foliares, puede
inocularse con estos vectores y cultivarse en condiciones que promuevan la regeneracién de la planta. Las raices o
brotes transformados mediante inoculacion de tejido vegetal con A. rhizogenes o A. tumefaciens, que contiene el gen
que codifica la enzima de degradacion de la fumonisina, puede usarse como fuente de tejido vegetal para regenerar
plantas transgénicas resistentes a la fumonisina, ya sea mediante embriogénesis somatica u organogénesis. Los
ejemplos de dichos métodos para regenerar el tejido vegetal se describen en Shahin, (1985) Theor. Apple. Genet.
69:235- 40; patente estadounidense US-4.658.082; Simpson y col. , supra; y la patente estadounidense US-5.262.306.

Se han desarrollado varios métodos de transformacion de plantas, denominados colectivamente transferencia génica
directa, como alternativa a la transformacién mediada por Agrobacterium. Un método de transformacion de plantas
generalmente aplicable es la transformacién mediada por microproyectiles, donde el ADN se transporta sobre la
superficie de los microproyectiles que miden aproximadamente de 1 a 4 um. El vector de expresion se introduce en
los tejidos vegetales con un dispositivo biolistico que acelera los microproyectiles a velocidades de 300 a 600 m/s, lo
que es suficiente para penetrar las paredes y membranas de las células vegetales (Sanford y col., (1987) Part. Sci.
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Technol. 5:27; Sanford, (1988) Trends Biotech 6:299; Sanford, (1990) Physiol. Plant 79:206; y Klein y col., (1992)
Biotechnology 10:268).

Otro método para la administracién fisica de ADN a las plantas es la sonicacién de las células diana, tal como se
describe en Zang y col., (1991) Biotechnology 9:996. Alternativamente, se han usado fusiones de liposomas o
esferoplastos para introducir vectores de expresion en las plantas. Ver, p. €j., Deshayes y col.., (1985) EMBO J. 4:2731;
y Christou y col., (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:3962. También se ha descrito la captacion directa de ADN en
protoplastos usando la precipitacion con CaClz, alcohol polivinilico o poli-L-ornitina. Ver, p. ej., Hain y col., (1985) Mol.
Gen. Genet. 199:161; y Draper y col., (1982) Plant Cell Physiol. 23:451.

También se ha descrito la electroporacion de protoplastos y células y tejidos completos. Ver, p. €j., Don y col., (1990)
Abstracts of the VIIth Int'l. Congress on Plant Cell and Tissue Culture IAPTC, A2-38, pag. 53; D'Halluin y col., (1992)
Plant Cell 4:1495-505; y Spencer y col., (1994) Plant Mol. Biol. 24:51-61.

Después de una transformacion estable, se lleva a cabo la propagacién de la planta. EI método mas comun de
propagacion de plantas es mediante semillas. Sin embargo, la regeneracién por propagaciéon de semillas tiene la
deficiencia de que, debido a la heterocigosidad, hay una falta de uniformidad en el cultivo, ya que las semillas son
producidas por las plantas segun las variaciones genéticas regidas por las reglas mendelianas. Basicamente, cada
semilla es genéticamente diferente y cada una crecera con sus propios rasgos especificos. Por lo tanto, se prefiere
que la planta transformada se produzca de modo que la planta regenerada tenga rasgos y caracteristicas idénticos a
los de la planta transgénica original.

Las plantas transformadas se pueden regenerar mediante micropropagacioén, lo que proporciona una reproduccion
rapida y consistente. La micropropagacion es un proceso de cultivo de plantas de nueva generacion a partir de una
sola pieza de tejido que se ha extirpado de una planta madre o cultivar seleccionados. Este proceso permite la
reproduccién masiva de plantas que tienen el tejido preferido que expresa el polipéptido modificado genéticamente.
Las plantas de nueva generacién que se producen son genéticamente idénticas y tienen todas las caracteristicas de
la planta original. La micropropagacion permite la produccién masiva de material vegetal de calidad en un corto periodo
de tiempo y ofrece una rapida multiplicacién de cultivares seleccionados conservando las caracteristicas de la planta
transgénica o transformada original. Las ventajas de la clonacién de plantas son la velocidad de multiplicacion de las
plantas y la calidad y uniformidad de las plantas producidas.

La micropropagacién es un procedimiento de varias etapas que requiere la alteracién del medio de cultivo o las
condiciones de crecimiento entre las etapas. Por lo tanto, el proceso de micropropagacion implica cuatro etapas
basicas: primera etapa, cultivo inicial de tejidos; segunda etapa, multiplicacion de cultivos de tejidos; tercera etapa,
diferenciacion y formacion de plantas; y cuarta etapa, cultivo y endurecimiento en invernadero. Durante la primera
etapa, o cultivo inicial de tejidos, el cultivo tisular se establece y se certifica que esta libre de contaminantes. Durante
la segunda etapa, se permite que el tejido cultivado inicial crezca hasta que se produzca una cantidad suficiente de
muestras de tejido para cumplir con los objetivos de produccion. Durante la tercera etapa, las muestras de tejido
cultivadas en la segunda etapa se dividen y se cultivan en plantulas individuales. En la cuarta etapa, las plantulas se
transfieren a un invernadero para que se endurezcan, donde la tolerancia de las plantas a la luz aumenta gradualmente
para que puedan cultivarse en el entorno natural.

La transformacién de una planta con los polinucleétidos descritos en la presente memoria puede dar como resultado
que una planta transgénica muestre un fenotipo que incluye, pero no se limita a, un aumento de la biomasa en
comparacién con la planta silvestre, un aumento de la altura de la planta, cambios en la composicién de la pared
celular, una mayor tolerancia al estrés, una germinacién temprana o tardia de las semillas, un aumento o una reduccién
del alargamiento del tallo, un aumento o una reduccién de la expansioén de las hojas, una maduracién temprana o
tardia del polen y una induccién temprana o tardia de la floracién.

El fenotipo se puede evaluar por cualquier medio adecuado. Las caracteristicas bioquimicas de la lignina, la celulosa,
los carbohidratos y otros extractos vegetales pueden evaluarse mediante métodos analiticos estandar que incluyen
espectrofotometria, espectroscopia de fluorescencia, HPLC, espectroscopia de masas, espectroscopia de masas con
haz molecular, espectroscopia de infrarrojo cercano, espectroscopia de resonancia magnética nuclear y métodos de
tincion de tejidos.

Los términos “regulacion a la baja de la expresion génica™, “nivel de expresién de polipéptidos reducido/disminuido”,
“silenciamiento” e “inhibicion de la expresion génica” se usan indistintamente y se refieren a una reduccién medible u
observable de la expresion génica o a una abolicién completa de la expresién génica detectable, a nivel de producto
proteico y/o el producto de ARNm del gen diana. El efecto de la regulacion a la baja de la expresion génica se puede
calcular de manera que sea, p. €j., de al menos el 20 %, el 30 %, el 40 %, el 50 %, el 60 %, preferiblemente el 70 %,
el 80 % o incluso mas preferiblemente el 90 % o el 95 % en comparacioén con la expresion génica normal. La regulacion
a la baja o la inhibicién de la expresion génica en las células vegetales se puede confirmar mediante un analisis
fenotipico de la planta o mediante la medicion de la expresién del ARNm o las proteinas utilizando técnicas moleculares
tales como la hibridaciéon en solucién de ARN, la PCR, la proteccién contra nucleasas, la hibridacién Northern, la
transcripcion inversa, la monitorizacién de la expresién génica con una micromaitriz, la unién de anticuerpos, el ensayo

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2983336 T3

por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), la transferencia Western, el radioinmunoensayo (RIA), otros
inmunoensayos, o la clasificacién de células activadas por fluorescencia (FACS).

Segun un aspecto de la invencion, la regulacién a la baja de un gen DELLA conduce a un aumento del crecimiento. El
aumento del crecimiento incluye, pero no se limita a, un mejor crecimiento, una mayor altura y un aumento de la
biomasa, en comparacién con el silvestre. Dependiendo del ensayo usado, el aumento del crecimiento se puede
cuantificar como se describié anteriormente, como superior en aproximadamente un 5 %, 10 %, 20 %, 25 %, 33 %,
50 % 0 75 % en comparacién con las plantas silvestre.

La expresion “region diana”, “secuencia de nucleétidos diana” o “sitio diana” del gen diana puede ser cualquier regiéon
o secuencia de nucledtidos adecuada del gen. La regioén diana comprende al menos 19 nucledtidos consecutivos del
gen diana.

Las secuencias de acido nucleico de los polipéptidos pueden optimizarse para la expresion en plantas. Los ejemplos
de dichas modificaciones de secuencia incluyen, pero no se limitan a, la eliminacion de los sitios de poliadenilacion, la
alteracion del contenido de G/C para acercarse mas al que se encuentra tipicamente en la especie de planta de interés,
y la eliminacion de codones que se encuentran atipicamente en especies de plantas, lo que cominmente se denomina
optimizacién de codones.

La frase “optimizacién de codones” se refiere a la seleccion de nucleétidos de ADN apropiados para usar en un gen
estructural o fragmento del mismo que se aproxime al uso de codones en la planta de interés. Por lo tanto, un gen o
secuencia de acido nucleico optimizados se refiere a un gen en el que la secuencia de nucleodtidos de un gen nativo o
de origen natural se ha modificado para utilizar codones estadisticamente preferidos o estadisticamente favorecidos
dentro de la planta. La secuencia de nuclettidos tipicamente se examina a nivel de ADN vy la regién codificante
optimizada para la expresion en la especie vegetal se determina usando cualquier procedimiento adecuado, por
ejemplo, como se describe en Sardana y col., 1996, Plant Cell Reports 15:677-681. En este método, la desviacién
estandar del uso de codones (SDCU, por sus siglas en inglés), una medida del sesgo de uso de codones, se puede
calcular encontrando primero la desviacién proporcional al cuadrado del uso de cada codén del gen nativo en relacién
con el de los genes vegetales altamente expresados, seguida de un célculo de la desviacion cuadratica promedio. La
Xn—Yn] 2

férmula utilizada es: SDCU = n = [ Yn 1IN donde Xn se refiere a la frecuencia de uso del codén n en genes
vegetales altamente expresados, donde Yn se refiere a la frecuencia de uso del codén n en el gen de interés y N se
refiere al nimero total de codones en el gen de interés. Se compila una tabla del uso de codones de genes altamente
expresados de plantas dicotiledéneas utilizando los datos de Murray y col. (1989, Nuc Acids Res. 17:477-498).

Un método para optimizar la secuencia de acido nucleico segun el uso de codones preferido para un tipo de célula
vegetal particular se basa en el uso directo, sin realizar ningln calculo estadistico adicional, de tablas de optimizacién
de codones, tales como las que se proporcionan en linea en la base de datos de uso de codones a través del banco
de ADN NIAS (Instituto Nacional de Ciencias Agrobiologicas) de Japon. La base de datos de uso de codones contiene
tablas de uso de codones para varias especies diferentes, y cada tabla de uso de codones se ha determinado
estadisticamente basada en los datos presentes en Genbank.

Al usar las tablas anteriores para determinar los codones mas preferidos 0 mas favorecidos para cada aminoacido en
una especie particular (por ejemplo, eucalipto), una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de interés
puede optimizarse con codones para esa especie particular. Esto se lleva a cabo reemplazando los codones que
pueden tener una incidencia estadistica baja en la especie en particular por los codones correspondientes que son
estadisticamente mas favorecidos.

Sin embargo, se pueden seleccionar uno o mas codones menos favorecidos para eliminar los sitios de restriccién
existentes, para crear otros nuevos en uniones potencialmente Utiles (extremos 5' y 3' para afiadir casetes de
terminacién o péptidos sefial, sitios internos que podrian usarse para cortar y empalmar segmentos para producir una
secuencia de longitud completa correcta) o para eliminar las secuencias de nucledtidos que pueden afectar
negativamente a la estabilidad o expresiéon del ARNm.

Una secuencia de nucleétidos modificada puede optimizarse total o parcialmente para el uso de codones en plantas.
La construccién de genes sintéticos alterando el uso de codones se describe, por ejemplo, en la publicacion de patente
internacional n.2 WO 1994/003282.

El término “biomasa”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere al material vegetal que se procesa para
proporcionar un producto, p. ej., un biocombustible tal como etanol, o pienso para ganado, o celulosa para productos
de la industria del papel y la pulpa. Dicho material vegetal puede incluir plantas enteras o partes de plantas, p. €j.,
tallos, hojas, ramas, brotes, raices, tubérculos y similares.

Los términos “polipéptido™ y “proteina” se usan indistintamente.
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El término “correspondiente a” se refiere a secuencias que son idénticas o muy similares entre si. Una secuenciay la
secuencia que corresponde a dicha secuencia se conocen como “secuencias correspondientes”. El porcentaje de
identidad de secuencia entre las secuencias correspondientes generalmente puede ser, p. gj., al menos un 80 % o un
85 % de identidad, preferiblemente al menos un 90 %, 95 %, 96 % o mas preferiblemente al menos un 97 %, un 98 %
0 mas, aun mas preferiblemente al menos un 99 % o mas.

El término “complementario”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a toda la complementariedad ADN-
ADN, la complementariedad ARN-ARN y la complementariedad ADN-ARN. En analogia con la presente memoria, el
término “equivalente de ARN” significa sustancialmente que en la(s) secuencia(s) de ADN, la base “T” puede
reemplazarse por la correspondiente base “U” normalmente presente en los acidos ribonucleicos. Dos cadenas de
acido nucleico son “sustancialmente complementarias™ cuando al menos el 85 % de sus bases se aparean.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “silvestre” se refiere a una célula vegetal, semilla, componente
vegetal, tejido vegetal, 6rgano vegetal o planta completa de origen natural que no se ha modificado genéticamente.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “fenotipo™ se refiere a las propiedades visibles y fisiologicas de
una planta que se producen por la interaccion del genotipo y el entorno. Un rasgo, caracteristica o rasgo distintivo del
fenotipo que puede alterarse como se describe en la presente memoria modificando la expresion de al menos una
region codificante en al menos una célula de una planta. La expresién modificada de al menos una regién codificante
puede conferir un cambio en el fenotipo de una planta transformada modificando una cualquiera 0 mas de una serie
de caracteristicas o propiedades genéticas, moleculares, bioquimicas, fisiolégicas, morfoldégicas o agronomicas de la
célula vegetal transformada o la planta en su conjunto. Una posible alteracién del fenotipo de una planta transgénica
se determina comparando la planta transformada con una planta de la misma especie que no se ha transformada con
el mismo polinucleétido (silvestre).

El término “planta”, como se utiliza en la presente memoria, abarca plantas enteras, una planta injertada, ancestros y
progenie de las plantas y partes de la planta, incluidas semillas, brotes, tallos, raices (incluidos tubérculos), rizomas,
vastagos y células, tejidos y 6rganos vegetales. La planta puede estar en cualquier forma, incluidos cultivos en
suspension, embriones, regiones meristematicas, tejido calloso, hojas, gametofitos, esporofitos, polen y microsporas.

Las plantas que son particularmente Utiles en los métodos de la invencion incluyen todas las plantas que pertenecen
a la superfamilia Viridiplantee, en particular las plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas que incluyen leguminosas
forrajeras o forrajeras, plantas ornamentales, cultivos alimentarios, arboles o arbustos seleccionados de Ia lista que
comprende, pero no se limita a, Acacia spp., Acer spp., Actinidia spp., Aesculus spp., Agathis australis, Albizia amara,
Alsophila tricolor, Andropogon spp., Arachis spp, Areca catechu, Astelia fragrans, Astragalus cicer, Baikiaea plurijuga,
Betula spp., Brassica spp., Bruguiera gymnorrhiza, Burkea africana, Butea frondosa, Cadaba farinosa, Calliandra spp,
Camellia sinensis, Canna indica, Capsicum spp., Cassia spp., Centroema pubescens, Chacoomeles spp.,
Cinnamomum cassia, Coffea arabica, Colophospermum mopane, Coronilla varia, Cotoneaster serotina, Crataegus
spp., Cucumis spp., Cupressus spp., Cyathea dealbata, Cydonia oblonga, Cryptomeria japonica, Cymbopogon spp.,
Cynthea dealbata, Cydonia oblonga, Dalbergia monetaria, Davallia divaricata, Desmodium spp., Dicksonia squarosa,
Dibeteropogon amplectens, Dioclea spp, Dolichos spp., Dorycnium rectum, Echinochloa pyramidalis, Ehraffia spp.,
Eleusine coracana, Eragrestis spp., Erythrina spp., Eucalyptus spp., Euclea schimperi, Eulalia villosa, Pagopyrum spp.,
Feijoa sellowlana, Fragaria spp., Flemingia spp, Freycinetia banksli, Geranium thunbergii, Ginkgo biloba, Glycine
javanica, Gliricidia spp, Gossypium hirsutum, Grevillea spp., Guibourtia coleosperma, Hedysarum spp., Hemafthia
altissima, Heteropogon contoffus, Hordeum vulgare, Hyparrhenia rufa, Hypericum erectum, Hypeffhelia dissolute,
Indigo incamata, Iris spp., Leptarrhena pyrolifolia, Lespediza spp., Lettuca spp., Leucaena leucocephala, Loudetia
simplex, Lotonus bainesli, Lotus spp., Macrotyloma axillare, Malus spp., Manihot esculenta, Medicago saliva,
Metasequoia glyptostroboides, Musa sapientum, Nicotianum spp., Onobrychis spp., Ornithopus spp., Oryza spp.,
Peltophorum africanum, Pennisetum spp., Persea gratissima, Petunia spp., Phaseolus spp., Phoenix canariensis,
Phormium cookianum, Photinia spp., Picea glauca, Pinus spp., Pisum sativam, Podocarpus totara, Pogonarthria fleckii,
Pogonaffhria squarrosa, Populus spp., Prosopis cineraria, Pseudotsuga menziesii, Pterolobium stellatum, Pyrus
communis, Quercus spp., Rhaphiolepsis umbellata, Rhopalostylis sapida, Rhus natalensis, Ribes grossularia, Ribes
spp., Robinia pseudoacacia, Rosa spp., Rubus spp., Salix spp., Schyzachyrium sanguineum, Sciadopitys vefficillata,
Sequoia sempervirens, Sequoiadendron giganteum, Sorghum bicolor, Spinacia spp., Sporobolus fimbriatus, Stiburus
alopecuroides, Stylosanthos humilis, Tadehagi spp, Taxodium distichum, Themeda triandra, Trifolium spp., Triticum
spp., Tsuga heterophylia, Vaccinium spp., Vicia spp., Vitis vinifera, Watsonia pyramidata, Zantedeschia aethiopica,
Zea mays, amaranto, alcachofa, esparragos, brécoli, coles de Bruselas, repollo, colza, zanahoria, coliflor, apio, berza,
lino, col rizada, lentejas, colza oleaginosa, okra, cebolla, patatas, arroz, soja, paja, remolacha azucarera, cafia de
azUcar, girasol, tomate, té de calabaza, arboles. Alternativamente, en algunos aspectos de la invencién se pueden
usar algas y otras no viridiplantae.

En un aspecto, la planta es una planta lefiosa.
El término “planta lefiosa”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un arbol, es decir, una planta perenne

que tiene un tallo alargado, duro y lignificado. Las plantas lefiosas incluyen especies e hibridos de angiospermas y
gimnospermas. Los ejemplos no limitativos de plantas lefiosas incluyen eucalipto, alamo, pino, abeto, piceas, acacia,
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liquidambar, fresno, abedul, roble, teca, caoba, pino de azlcar y de Monterrey, arboles de nueces, p. €j., nogales y
almendros, y arboles frutales, p. ej., manzanos, ciruelos, citricos y albaricoques.

En un aspecto, la planta es una planta de eucalipto. Los ejemplos de eucalipto incluyen, sin limitacion, las siguientes
especies: E. botryoides, E. bridgesiana, E. camaldulensis, E. cinerea, E. globule, E. grandis, E. gunii, E. nicholii, E.
pulverulenta, E. robusta, E. rudis, E. saligna, E. tereticornis, E. urophylla, E. viminalisis y un hibrido cruzado de
cualquiera de las especies anteriores, especialmente Eucalyptus grandis y Eucalyptus urophylia.

Ejemplos

La presente invencién puede ilustrarse mediante los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1:

A. Identificacion de homologos de DELLA en Eucalyptus grandis

Para identificar posibles homélogos de DELLA en el eucalipto, se alineé una secuencia de DELLA conocida de
Arabidopsis con una base de datos del genoma del eucalipto que se encuentra en Phytozome, un portal de genémica
comparativa de plantas (https:/phytozome.jgi.doe.gov/). La secuencia de RGA de Arabidopsis thaliana (niUmero de
acceso AT2G01570) se uso para buscar el genoma de Eucalyptus grandis en la base de datos de Phytozome utilizando
la herramienta de blsqueda BLAST. Se identificaron tres secuencias de Eucalyptus grandis (nimeros de acceso
J01594, G02163 y C04156) (figuras 2A y 2B) como genes DELLA probablemente homdlogos.

B. Identificacion de homdlogos de DELLA en el clon de Eucalyptus grandis x urophylla

Se llevd a cabo la secuenciacién del transcriptoma de la planta de Eucalyptus grandis x urophylla (denominada en la
presente memoria gXu). El ARN total se aisl6 usando el kit y protocolo de purificacion de ARN Plant Total (25800,
Norgen biotic corp.} y el tratamiento On-Column DNase | Digestion Set (DNASE70-1SET, Sigma). El volumen total de
ARN fue de 50 pl. EI ARN total se volvié a tratar después con Turbo DNase (AM1907, Ambion) para eliminar el ADN
residual. El ARN purificado se mantuvo a -80 °C hasta que se realiz6 la secuenciacion de lllumina. La secuenciacion
de lllumina se llevé a cabo segun protocolos estandar para proporcionar transcriptomas de la planta diana.

Las secuencias de proteina J01594, G02163 y C04156 de Eucalyptus grandis se alinearon con la biblioteca de
transcriptomas de gXu, utilizando el software de alineacién ClustalW en la pagina de inicio de MacVector. Basandose
en los motivos de GRAS y DELLA conservados, se identificaron secuencias similares a las de los eucalyptus grandis
J01594, G02163 y C04156, en gXu, denominadas en la presente memoria DELLA1, DELLA2 y DELLAS,
respectivamente (figuras 3A, 3B, 3C y 3D).

C. Expresion de DELLA de gXu en tejidos especificos

El nivel de transcrito de cada gen se midioé en tres tipos diferentes de tejidos: hojas de material de cultivo tisular, hojas
de hojas jévenes en expansién y hojas maduras completamente expandidas tomadas de plantas de 3 meses cultivadas
en el invernadero. Las hojas jovenes se tomaron del primer entrenudo de las plantas cultivadas en el invernadero,
mientras que las hojas maduras se tomaron del decimoquinto entrenudo de las plantas cultivadas en el invernadero.

El nivel de transcrito de los genes DELLA1, DELLA2 y DELLA3 se midi6 en gXu mediante RT-PCR. Para el andlisis
por RT-PCR, se extrajo el ARN total de las hojas de las plantas transgénicas de eucalipto utilizando el kit MasterPure
(Epicentre) segun el protocolo del fabricante. EI ADN genémico residual se traté con DNase | libre de ribonucleasa
(Ambion). EI ADNc se obtuvo de 0,2 ug de ARN total utilizando el sistema RT-PCR de una etapa SuperScript Il
(Invitrogen) con polimerasa Platinum Taq. Para detectar los niveles de expresién de ARN de los genes DELLA, se
llevé a cabo una RT-PCR utilizando pares de cebadores que generan fragmentos indicativos de los genes DELLA.

Los pares de cebadores utilizados en la RT-PCR para los genes individuales se enumeran en la Tabla 1.

Tabla 1: Pares de cebadores utilizados en la RT-PCR

Gen Cebadores Tamafio del producto

DELLA1 (Id. de sec. n.%: 2) |GTGACGATGGTGGAACAG directo (Id. de sec. n.%: 27) Aproximadamente 304 bp
CATGCTCGCCTGCTTGAA inverso (Id. de sec. n.%: 28)
DELLAZ2 (Id. de sec. n.%: 4) |CCCCGGACAACTCCGACC directo (Id. de sec. n.%: 29) Aproximadamente 311 bp
CGGTCCACGAAGACCG inverso (Id. de sec. n.%: 30)

DELLAS (Id. de sec. n.%: 6) |CCTGAACCCGAAGATAATGAC directo (Id. de sec. n.%: 31) [Aproximadamente 312 bp
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Gen Cebadores Tamafio del producto

ATGCTGGCTTGCTTGAACG inverso (Id. de sec. n.%: 32)

D. Resultados

Los resultados de la RT-PCR, como se ve en la figura 4, revelaron que DELLA1 y DELLAS3 se expresan en hojas de
cultivo tisular, hojas jovenes y hojas maduras. DELLA1 tuvo un nivel de expresién mas alto en hojas de cultivo tisular
y hojas jévenes en comparacién con DELLAS. La expresion de DELLA2 no se detectd en hojas de cultivo tisular ni en
hojas jovenes, y solo se detectd un nivel de expresion bajo en hojas maduras.

Ejemplo 2:
A. Preparacion del constructo

Los constructos para la regulacion a la baja comprenden un casete de expresién que comprende un fragmento de una
secuencia que codifica una secuencia diana de DELLA, la secuencia de complemento inversa del fragmento y una
secuencia de lazo. La transcripcion de los constructos produce un ARN en forma de horquilla (ARNhp), que tiene un
tallo compuesto por el fragmento de ARNbc, formado por la hibridacién de las secuencias de repeticién invertida del
gen diana, y una regién de lazo. Los casetes de regulacion a la baja y sobreexpresion se muestran en la Tabla 2. Las
representaciones esquematicas de los constructos se muestran en las figuras 5A y 5B.

Tabla 2: Casetes de regulacion a la baja y sobreexpresion

°
8e 28 518 | & |5 8 g
o fa g2 R |25 |2 |0 E__ ©
8 Eodlgy |0 |8 |8E 5 Q& 3
= o R = S _|° 3 S s o o = | g
c & S cdlel N S0 s ~ Ty |o ()
Qo o :.:.:9%%-06\ o FlsS T CD\EA o 38 8 gg\
T |2 g S 8olEde |54leD Bsm |o Qo |E £E
s o 25T(oo . |3 8le= S S0 £ ET |[E =
2 |3 3 5235/ 5 8 |8 olow 85< |o S5 |& 5 9
O lo o =83 |33l O o ow o o= |- = o
1 DELA DR 1. P23 26 |- A1, B1 35S 41 NOS @5
CaMV
2 DEL2 DR 3 P4 26 |- A1, B1 35S 41 NOS @5
CaMV
3 DEL3 DR 5 25 26 |- A1, B1 35S 41 NOS @5
CaMV
4 DEL1/2 DR 1/3 23/24 26 |- A2, B2 35S 41 NOS @5
CaMV
5 DEL1/3 DR 1/5 23/25 26 |- A2, B2 35S 41 NOS @5
CaMV
6 DEL2/3 DR 3/5 P4/25 26 |- A2, B2 35S 41 NOS @5
CaMV
7 DEL1/2/3 DR 1/3/5 [23/24/25 26 | A3, B3 35S 41 NOS @5
CaMV
8 DEL1GT DR 1 P23 26 |- A1, B1 RBC 43 NOS @5
9 DEL2GT DR 3 P4 26 |- Al, B1 RBC 43 NOS @5
10 |DEL3GT DR 5 25 26 |- Al, B1 RBC 43 NOS @5
11 |DEL1/2GT DR 173 324 |26 | A2, B2 |RBC 43~ |NOS {5
12 |DEL1/3 GT DR 1/5 23/25 26 |- A2, B2 RBC 43 NOS @5
13 |DEL2/3GT DR 355 p4/25 26 | A2,B2 |RBC 43 |NOS 5
14 |DEL1/2/3GT DR 1/3/5 [23/24/25 26 | A3, B3 RBC 43 NOS @5
15 |DEL1/RGAcEe DR/OE 1 P23 26 |15 C1 35S/Acuaporinad1/44 INOS W45
16 |DEL1/3/RGAce DR/IOE [1/5  [3/24 |26 |15 C2 35S/Acuaporinddi/44 [NOS |45
17 |DEL1/2/3/RGAogDR/OE [1/3/5 [23/24/25 26 |15 C3 35S/Acuaporinad1/44 INOS W45
18 |DEL1/2/3/RGLoe[DR/OE [1/3/5 [23/24/25 26 |19 C3 35S/Acuaporinad1/44 INOS W45

DR: Regulacién a la baja OE: Sobreexpresion.
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a. Constructos para la regulacion a la baja con un promotor constitutivo

En las figuras 5A y 5B se muestra un esquema de la estructura de los constructos para la regulacién a la baja del
ARNbc que comprenden fragmentos de uno o mas de los tres genes DELLA de gXu. Los constructos para la regulacién
a la baja contienen un casete de expresion que comprende fragmentos de al menos uno de los genes DELLA de gXu
que se fusionan y sintetizan en repeticiones invertidas, separadas por una secuencia de lazo. Ver el casete P1-T1 en
las figuras 5A y 5B. La transcripcién de este casete (iniciado en el promotor P1 y terminado en T1) produce un ARN
en forma de horquilla, que contiene una seccion de ARNbc, formada por la hibridacion de las secuencias de repeticién
invertida del fragmento del gen DELLA, y una regién de lazo. Ver los esquemas B1-B3.

(i) Constructo para la regulacion a la baja de DELLA1 de ARNbc (Constructo DELI)

El constructo DEL1 se muestra esquematicamente en la figura 5A, en los esquemas A1 y B1. El constructo DEL1
comprendia un casete de expresién que comprendia fragmentos respectivos de 300 pb del polinucledtido que codifica
DELLA 1 que se fusionaron y sintetizaron en repeticiones invertidas separadas por 108 pb de una secuencia de lazo.
El inicio de la transcripcion fue impulsado por el promotor 35S CaMV (Id. de sec. n.%: 41). La terminacién de la
transcripcion fue proporcionada por el terminator de NOS (Id. de sec. n.%: 45). La transcripcion del constructo DELA1
produjo un ARN en forma de horquilla (ARNhp) con un tallo formado por las secuencias complementarias inversas de
las secuencias de 300 pb de DELLAT1, para regular a la baja el correspondiente gen DELLA 1.

Las secuencias de ARNhp respectivas corresponden a los siguientes elementos: nucleétidos 1-300 y 409-708:
secuencias de complemento sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 23, que corresponden a 300
nucleétidos de la Id. de sec. n.2: 2. Nucleotidos 301 - 408: fragmento de lazo de 108 pb (Id. de sec. n.%: 26) basado en
una secuencia de intrones aleatoria parcial. (Tabla 2, casete n.2 1).

(iii) constructo para la regulacion a la baja de DELLA2 de ARNbc¢ (constructo DEL2)

El constructo DEL2 se muestra esquematicamente en la figura 5A, en los esquemas A1 y B1. El constructo DEL2
comprendia un casete de expresién que comprendia fragmentos respectivos de 396 pb del polinucledtido que codifica
DELLAZ2 que se fusionaron y sintetizaron en repeticiones invertidas separadas por 108 pb de una secuencia de lazo.
El inicio de la transcripcion fue impulsado por el promotor 35S CaMV (Id. de sec. n.%: 41). La terminacién de la
transcripcion fue proporcionada por el terminator de NOS (Id. de sec. n.%: 45). La transcripcion del constructo DEL2
produjo un ARNhp con un tallo formado por las secuencias complementarias inversas de las secuencias de 396 pb de
DELLAZ2, para regular a la baja el gen DELLAZ2 correspondiente.

Las secuencias de ARNhp respectivas corresponden a los siguientes elementos: nucleétidos 1-396 y 505-900:
secuencias de complemento sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 24, que corresponden a 396
nucleétidos de la Id. de sec. n.%: 4. Nucleétidos 397 - 504: Fragmento de lazo de 108 pb (Id. de sec. n.%: 26) basado
en una secuencia de intrones aleatoria parcial. (Tabla 2, casete n.? 2).

(iv) Constructo para la regulacion a la baja de DELLA1 y DELLA2 de ARNbc (constructo DEL1/2)

El constructo DEL1/2 se muestra esquematicamente en la figura 5A, en los esquemas A2 y B2. El constructo DEL1/2
comprendia un casete de expresién que comprendia fragmentos respectivos de 300 pb del polinucledtido que codifica
DELLA1 y 396 pb del polinuclettido que codifica DELLA2 que se fusionaron y sintetizaron en repeticiones invertidas
separadas por 108 pb de una secuencia de lazo. El inicio de la transcripcion fue impulsado por el promotor 35S CaMV
(Id. de sec. n.%: 41). La terminacién de la transcripcion fue proporcionada por el terminator NOS (Id. de sec. n.%: 45).
La transcripcion del constructo DEL1/2 produjo un ARNhp con un tallo formado por las secuencias complementarias
inversas de las secuencias de DELLA, para regular a la baja los genes DELLA1 y DELLAZ2 correspondientes.

Las secuencias de ARNhp respectivas corresponden a los siguientes elementos: nucleétidos 1-300 y 1201-1500:
secuencias de complemento sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 23, correspondientes a los nucleétidos
de DELLA1 de gXu, Id. de sec. n.%: 2. Nucleétidos 301-696 y 805-1200: secuencias de complemento sentido e inversas
respectivas de la Id. de sec. n.2: 24, correspondientes a los nucleétidos de DELLA2 de gXu, Id. de sec. n.%: 4.
Nucleotidos 697-804: fragmento de lazo de 108 pb (Id. de sec. n.?: 26) basado en una secuencia de intrones aleatoria
parcial. (Tabla 2, casete n.2 4).

(v) Constructo para la regulacion a la baja de DELLA1 y DELLA3 de ARNb¢ (constructo DEL1/3)

El constructo DEL1/3 se muestra esquematicamente en la figura 5A, en los esquemas A2 y B2. El constructo DEL1/3
comprendia un casete de expresién que comprendia fragmentos respectivos de 300 pb del polinucledtido que codifica
DELLA 1y 300 pb del polinucleétido que codifica DELLA3 que se fusionaron y sintetizaron en repeticiones invertidas
separadas por 108 pb de una secuencia de lazo. El inicio de la transcripcion fue impulsado por el promotor 35S CaMV
(Id. de sec. n.%: 41). La terminacién de la transcripcién fue proporcionada por el terminator NOS (Id. de sec. n.%: 45).
La transcripcion del constructo DEL1/3 produjo un ARNhp con un tallo formado por las secuencias complementarias
inversas de las secuencias DELLA, para regular a la baja los genes DELLA1 y DELLAS correspondientes.
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Las secuencias de ARNhp respectivas corresponden a los siguientes elementos: nucleétidos 1-300 y 1009-1308:
secuencias de complemento sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 23, correspondientes a 300
nucleétidos de DELLA1 de gXu, Id. de sec. n.2: 2. Nucleétidos 301-600 y 709-1008: secuencias de complemento
sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 25, correspondientes a 300 nucleétidos de DELLA3 de gXu, Id. de
sec. n.%: 6. Nucledtidos 601-708: fragmento de lazo de 108 pb (Id. de sec. n.%: 26) basado en una secuencia de intrones
aleatoria parcial. (Tabla 2, casete n.2 5).

(vi) Constructo para la regulacion a la baja de DELLA1, DELLA2 y DELLA3 de ARNbc (constructo DEL1/2/3)

El constructo DEL1/2/3 se muestra esquematicamente en la figura 5A, en los esquemas A3 y B3. El constructo
DEL1/2/3 comprendia un casete de expresion que comprendia fragmentos respectivos de 300 pb del polinucleotido
que codifica DELLA1, 396 pb del polinucleétido que codifica DELLA2 y 300 pb del polinucleétido que codifica DELLA3
que se fusionaron y sintetizaron en repeticiones invertidas separadas por 108 pb de una secuencia de lazo. El inicio
de la transcripcion fue impulsado por el promotor 35S CaMV (Id. de sec. n.%: 41). La terminacion de la transcripcion
fue proporcionada por el terminator NOS (Id. de sec. n.%: 45). La transcripcion del constructo DEL1/2/3 produjo un
ARNhp con un tallo formado por las secuencias complementarias inversas de las secuencias de DELLA, para regular
a la baja los genes DELLA1, DELLA2 y DELLA3 correspondientes.

Las secuencias de ARNhp respectivas corresponden a los siguientes elementos: nucleétidos 1-300 y 1801-2100:
secuencias de complemento sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 23, correspondientes a los nucleétidos
de DELLA1 de gXu, Id. de sec. n.2: 2. Nucledtidos 301-696 y 1405-1800: secuencias de complemento sentido e
inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 24, correspondientes a los nucleétidos de DELLA2 de gXu, Id. de sec. n.%:
4. Nucleédtidos 697-996 y 1105-1404: secuencias de complemento sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%:
25, correspondientes a los nucleétidos de DELLAS3 de gXu, Id. de sec. n.%: 6. Nucleétidos 997-1104: fragmento de lazo
de 108 pb (Id. de sec. n.%: 26) basado en una secuencia de intrones aleatoria parcial. (Tabla 2, casete n.? 7).

b. Constructos para la regulacion a la baja con un promotor especifico para tejido verde

En las figuras 5A y 5B se muestra un esquema de la estructura de los constructos para la regulacién a la baja del
ARNbc que comprenden fragmentos de uno o mas de los tres genes DELLA de gXu. Los constructos para la regulacién
a la baja contenian un casete de expresion que comprendia fragmentos de al menos uno de los genes DELLA de gXu
que se fusionaron y sintetizaron en repeticiones invertidas, separadas por una secuencia de lazo. Ver el casete P1-T1
en las figuras 5A y 5B. La transcripcién de este casete (iniciado en el promotor P1 y terminado en T1) produjo un ARN
en forma de horquilla, que contenia una seccién de ARNbc, formada por la hibridacion de las secuencias de repeticién
invertida del fragmento del gen DELLA, y una regién de lazo. Ver los esquemas B1-B3.

(i) Constructos para la regulacion a la baja de DELLA1 de ARNbc¢ con un promotor especifico para tejido verde
(constructo DEL1GT)

El constructo DEL1GT se muestra esquematicamente en la figura 5A, en los esquemas A1y B1. El constructo DEL1GT
comprendia un casete de expresién que comprendia fragmentos respectivos de 300 pb del polinucledtido que codifica
DELLA1 que se fusiond y sintetizé en repeticiones invertidas separadas por 108 pb de una secuencia de lazo. El inicio
de la transcripcion fue impulsado por el promotor RBC (Id. de sec. n.%: 43). La terminacion de la transcripcion fue
proporcionada por el terminator de NOS (Id. de sec. n.% 45). La transcripcion del constructo DEL1GT produjo un
ARNhp con un tallo formado por las secuencias complementarias inversas de las secuencias de 300 pb de DELLAT,
para regular a la baja el correspondiente gen DELLAT.

Las secuencias de ARNhp respectivas corresponden a los siguientes elementos: nucleétidos 1-300 y 409-708:
secuencias de complemento sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 23, que corresponden a 300
nucleétidos de la Id. de sec. n.2: 2. Nucleotidos 301 - 408: fragmento de lazo de 108 pb (Id. de sec. n.%: 26) basado en
una secuencia de intrones aleatoria parcial. (Tabla 2, casete n.° 8).

(ii) Constructo para la regulacion a la baja de DELLA1 y DELLA2 de ARNb¢ con un promotor especifico para
tejido verde (constructo DEL1/2GT)

El constructo DEL1/2GT se muestra esquematicamente en la figura 5A, en los esquemas A2 y B2. El constructo
DEL1/2GT comprendia un casete de expresion que comprendia fragmentos respectivos de 300 pb del polinucleotido
que codifica DELLA 1y 396 pb del polinucleotido que codifica DELLA2 que se fusionaron y sintetizaron en repeticiones
invertidas separadas por 108 pb de una secuencia de lazo. El inicio de la transcripcion fue impulsado por el promotor
RBC (Id. de sec. n.%: 43). La terminacion de la transcripcion fue proporcionada por el terminator de NOS (Id. de sec.
n.2: 45). La transcripcion del constructo DEL1/2 produjo un ARNhp con un tallo formado por las secuencias
complementarias inversas de las secuencias de DELLA, para regular a la baja los genes DELLA1 y DELLA2
correspondientes.

Las secuencias de ARNhp respectivas corresponden a los siguientes elementos: nucleétidos 1-300 y 1201-1500:
secuencias de complemento sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 23, correspondientes a los nucleétidos
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de DELLA1 de gXu, Id. de sec. n.%: 2. Nucleétidos 301-696 y 805-1200: secuencias de complemento sentido e inversas
respectivas de la Id. de sec. n.2: 24, correspondientes a los nucleétidos de DELLA2 de gXu, Id. de sec. n.%: 4.
Nucleotidos 697-804: fragmento de lazo de 108 pb (Id. de sec. n.?: 26) basado en una secuencia de intrones aleatoria
parcial. (Tabla 2, casete n.2 11).

(iii) Constructo para la regulacion a la baja de DELLA1, DELLA2 y DELLA3 de ARNbc con un promotor
especifico para tejido verde (constructo DEL1/2/3GT)

El constructo DEL1/2/3GT se muestra esquematicamente en la figura 5A, en los esquemas A3 y B3. El constructo
DEL1/2/3GT comprendia un casete de expresién que comprendia fragmentos respectivos de 300 pb del polinucledtido
que codifica DELLA1, 396 pb del polinucleétido que codifica DELLA2 y 300 pb del polinucleétido que codifica DELLA3
que se fusionaron y sintetizaron en repeticiones invertidas separadas por 108 pb de una secuencia de lazo. El inicio
de la transcripcion es impulsado por el promotor RBC (Id. de sec. n.2: 43). La terminacién de la transcripcion la
proporciona el terminator de NOS (Id. de sec. n.%: 45). La transcripcion del constructo DEL1/2/3GT produjo un ARNhp
con un tallo formado por las secuencias complementarias inversas de las secuencias de DELLA, para regular a la baja
los genes DELLA1, DELLA2 y DELLAS correspondientes.

Las secuencias de ARNhp respectivas corresponden a los siguientes elementos: nucleétidos 1-300 y 1801-2100:
secuencias de complemento sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 23, correspondientes a los nucleétidos
de DELLA1 de gXu, Id. de sec. n.%: 2. Nucledtidos 301-696 y 1405-1800: secuencias de complemento sentido e
inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 24, correspondientes a los nucleétidos de DELLA2 de gXu, Id. de sec. n.%:
4. Nucleédtidos 697-996 y 1105-1404: secuencias de complemento sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%:
25, correspondientes a los nucleétidos de DELLAS3 de gXu, Id. de sec. n.%: 6. Nucleétidos 997-1104: fragmento de lazo
de 108 pb (Id. de sec. n.%: 26) basado en una secuencia de intrones aleatoria parcial. (Tabla 2, casete n.? 14).

¢. Constructos para la regulacion a la baja y sobreexpresion (DR/OE, por sus siglas en inglés)

Los esquemas de la estructura de los constructos de DR/OE se muestran en la figura 5B. Los constructos de DR/OE
contenian tanto un casete de regulacién a la baja para la regulacién a la baja del nivel de expresion de uno o mas
polipéptidos DELLA endbgenos (casete P1-T1) como un casete de sobreexpresion para la sobreexpresion de un gen
DELLA en las raices (casete P2-T2). Los casetes se muestran en la Tabla 2.

(i) Constructo para la regulacion a la baja de DELLA1 y la sobreexpresion en la raiz de RGA de Arabidopsis
(constructo DEL1/RGAoE)

El constructo DEL1/RGAcE se muestra esquematicamente en la figura 5B, esquema C1. El constructo comprendia el
casete de expresion de regulacion a la baja de DEL1 que comprendia los fragmentos respectivos de 300 pares de
bases del polinucleétido que codifica DELLA1 fusionados y sintetizados en repeticiones invertidas separadas por 108
bases de una secuencia de lazo. El inicio de la transcripcion fue iniciada por el promotor 358 CaMV (Id. de sec. n.%:
41). La terminacion de la transcripcién fue proporcionada por el terminator de NOS (Id. de sec. n.%: 45). La transcripcién
del constructo DEL1 produjo un ARNhp con un tallo formado por las secuencias complementarias inversas de las
secuencias de 300 pb de DELLAT1, para regular a la baja el gen DELLA1 correspondiente.

Las secuencias de ARNhp respectivas corresponden a los siguientes elementos: nucleétidos 1-300 y 409-708:
secuencias de complemento sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 23, que corresponden a 300
nucleétidos de la Id. de sec. n.2: 2. Nucleotidos 301 - 408: fragmento de lazo de 108 pb (Id. de sec. n.%: 26) basado en
una secuencia de intrones aleatoria parcial. (Tabla 2, casete n.2 1).

El constructo DEL1/RGAce comprendia ademas el casete RGAoe que comprende el polinucleétido que codifica el
polipéptido At RGA, Id. de sec. n.%: 16. El inicio de la transcripcion fue impulsado por un promotor del gen de la
acuaporina (Id. de sec. n.%: 44). La terminacion de la transcripcién fue proporcionada por el terminator de NOS (Id. de
sec. n.% 45). (Tabla 2, casete n.? 15).

(ii) Constructo para la regulacion a la baja de DELLA1/3 y sobreexpresion en la raiz de RGA de Arabidopsis
(constructo DEL1/3/RGAoE).

El constructo DEL1/3 se muestra esquematicamente en |a figura 5A, en los esquemas A2 y B2. El constructo DEL1/3
comprendia un casete de expresién que comprendia fragmentos respectivos de 300 pb del polinucledtido que codifica
DELLA 1y 300 pb del polinucleétido que codifica DELLA3 que se fusionaron y sintetizaron en repeticiones invertidas
separadas por 108 pb de una secuencia de lazo. El inicio de la transcripcion fue impulsado por el promotor 35S CaMV
(Id. de sec. n.%: 41). La terminacion de la transcripcion fue proporcionada por el terminator de NOS (Id. de sec. n.%: 45).
La transcripcion del constructo DEL1/3 produjo un ARNhp con un tallo formado por las secuencias complementarias
inversas de las secuencias DELLA, para regular a la baja los genes DELLA1 y DELLAS correspondientes.

Las secuencias de ARNhp respectivas corresponden a los siguientes elementos: nucleétidos 1-300 y 1009-1308:
secuencias de complemento sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 23, correspondientes a 300
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nucleétidos de DELLA1 de gXu, Id. de sec. n.2: 2. Nucleétidos 301-600 y 709-1008: secuencias de complemento
sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 25, correspondientes a 300 nucleétidos de DELLA3 de gXu, Id. de
sec. n.%: 6. Nucledtidos 601-708: fragmento de lazo de 108 pb (Id. de sec. n.%: 26) basado en una secuencia de intrones
aleatoria parcial. (Tabla 2, casete num. 5).

El constructo DEL1/3/RGAoe comprendia ademas el casete RGAce que comprende el polinucleétido que codifica el
polipéptido At RGA, Id. de sec. n.%: 16. El inicio de la transcripcion fue impulsado por el promotor del gen de la
acuaporina (Id. de sec. n.%: 44). La terminacién de la transcripcién fue proporcionada por el terminator de NOS (Id. de
sec. n.% 45). (Tabla 2, casete n.? 15).

(iii) Constructo para la regulacion a la baja de DELLA1/2/3 y sobreexpresion en la raiz de RGA de Arabidopsis
(constructo DEL1/2/3/ RGLokE).

El constructo DEL1/2/3/RGAce se muestra esquematicamente en la figura 5B, esquema C3. El constructo DEL1/2/3
comprendia un casete de expresién que comprendia fragmentos respectivos de 300 pb del polinucledtido que codifica
DELLA1, 396 pb del polinucledtido que codifica DELLA2 y 300 pb del polinucledtido que codifica DELLA3 que se
fusionaron y sintetizaron en repeticiones invertidas separadas por 108 pb de una secuencia de lazo. La transcripcién
fue iniciada por el promotor 358 CaMV (Id. de sec. n.%: 41). La terminacién de la transcripcién fue proporcionada por
el terminator de NOS (Id. de sec. n.% 45). La transcripcion del constructo DEL1/2/3 produjo un ARNhp con un tallo
formado por las secuencias complementarias inversas de las secuencias de DELLA, para regular a la baja los genes
DELLA1, DELLA2 y DELLAS correspondientes.

Las secuencias de ARNhp respectivas corresponden a los siguientes elementos: nucleétidos 1-300 y 1801-2100:
secuencias de complemento sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 23, correspondientes a los nucleétidos
de DELLA1 de gXu, Id. de sec. n.%: 2. Nucledtidos 301-696 y 1405-1800: secuencias de complemento sentido e
inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 24, correspondientes a los nucleétidos de DELLA2 de gXu, Id. de sec. n.%:
4. Nucleédtidos 697-996 y 1105-1404: secuencias de complemento sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%:
25, correspondientes a los nucleétidos de DELLAS3 de gXu, Id. de sec. n.%: 6. Nucleétidos 997-1104: fragmento de lazo
de 108 pb (Id. de sec. n.%: 26) basado en una secuencia de intrones aleatoria parcial. (Tabla 2, casete n.? 7).

El constructo DEL1/2/3/RGA oe comprendia ademas el casete RGAoe que comprende el polinucleétido que codifica
el polipéptido At RGA, Id. de sec. n.%: 16. La transcripcién fue iniciada por el promotor del gen de la acuaporina (Id. de
sec. n.2: 44). La terminacién de la transcripcién fue proporcionada por el terminator de NOS (Id. de sec. n.%: 45). (Tabla
2, casete n.? 15).

(iv) Constructo para la regulacion a la baja de DELLA1/2/3 y la sobreexpresion en la raiz de RGL2 de
Arabidopsis (constructo DEL1/2/3-RGL/OE)

El constructo DEL1/2/3/RGLoe se muestra esquematicamente en la figura 5B, esquema C3. El constructo DEL1/2/3
comprendia un casete de expresién que comprendia fragmentos respectivos de 300 pb del polinucledtido que codifica
DELLA1, 396 pb del polinucledtido que codifica DELLA2 y 300 pb del polinucledtido que codifica DELLA3 que se
fusionaron y sintetizaron en repeticiones invertidas separadas por 108 pb de una secuencia de lazo. La transcripcién
fue iniciada por el promotor 35S CaMV (Id. de sec. n.%: 41). La terminacién de la transcripcién fue proporcionada por
el terminator de NOS (Id. de sec. n.% 45). La transcripcion del constructo DEL1/2/3 produjo un ARNhp con un tallo
formado por las secuencias complementarias inversas de las secuencias de DELLA, para regular a la baja los genes
DELLA1, DELLA2 y DELLAS correspondientes.

Las secuencias de ARNhp respectivas corresponden a los siguientes elementos: nucleétidos 1-300 y 1801-2100:
secuencias de complemento sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 23, correspondientes a los nucleétidos
de DELLA1 de gXu, Id. de sec. n.%: 2. Nucledtidos 301-696 y 1405-1800: secuencias de complemento sentido e
inversas respectivas de la Id. de sec. n.%: 24, correspondientes a los nucleétidos de DELLA2 de gXu, Id. de sec. n.%:
4. Nucleottidos 697-996 y 1105-1404: secuencias de complemento sentido e inversas respectivas de la Id. de sec. n.%:
25, correspondientes a los nucleétidos de DELLAS3 de gXu, Id. de sec. n.%: 6. Nucleétidos 997-1104: fragmento de lazo
de 108 pb (Id. de sec. n.%: 26) basado en una secuencia de intrones aleatoria parcial. (Tabla 2, casete n.? 7).

El constructo DEL1/2/3/RGLoe comprendia ademas el casete RGL/OE que comprende el polinucledtido que codifica
el polipéptido At RGL2, Id. de sec. n.%: 20. La transcripcién fue iniciada por el promotor del gen de la acuaporina (Id.
de sec. n.%: 44). La terminacion de la transcripcion fue proporcionada por el terminator de NOS (Id. de sec. n.%: 45).
(Tabla 2, casete n.? 16).

B. Transformacion de constructos en Eucalyptus
Los constructos de ARN se transformaron en plantas de gXu usando un protocolo esencialmente como el descrito en
Prakash y col., 2009. Brevemente, se propagaron brotes de eucalipto in vitro en un medio de sal basal de Murashige

y Skoog (MS) que consistia en sacarosa al 3 % (p/v) y agar al 0,8 % (p/v). Todos los materiales vegetales in vitro se
incubaron a 25 + 2 °C utilizando un fotoperiodo de 16 h con lamparas fluorescentes de color blanco frio con una
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intensidad de 30 11Em-2 s- 1. A. Para la transformacion se utilizo la cepa LBA 4404 de A. tumefaciens, que albergaba
un vector binario pBl121 que contenia el gen nptll. El cultivo bacteriano recogido en la fase logaritmica tardia se
sedimentd y se resuspendi6 en el medio de sal basal MS. Se recolectaron hojas del material in vitro y se usaron como
explantos para experimentos de transformacion. Los explantos se precultivaron en el medio de regeneracién MS
suplementado con 0,5 mg/1 de 6-bencilaminopurina (BAP) y 0,1 mg/1 de NAA durante 2 dias. Los explantos de hoja
precultivados se agitaron suavemente en la suspensién bacteriana durante 10 minutos y se secaron con papel de filtro
estéril. A continuacién, los explantos se cocultivaron en un medio en las condiciones de precultivo durante dos dias.
Después del cocultivo, los explantos se lavaron en el medio liquido MS, se secaron con papel de filtro estéril y se
transfirieron a un medio de regeneracién MS que contenia 0,5 mg/1 de 6-bencilaminopurina y 0,1 mg/1 de acido 1-
naftalenacético suplementado con 40 mg/1 de kanamicina y 300 mg/1 de cefotaxima. Después de 4-5 semanas de
cultivo, se observd la regeneracion y los explantos se transfirieron a un medio de elongacién liquido (medioc MS
suplementado con 0,5 mg/1 de BAP, 40 mg/1 de kanamicina y 300 mg/1 de cefotaxima) sobre puentes de papel. Los
brotes alargados (1,5-2 em) se propagaron en el medio MS con 0,1 mg/1 de BAP. Los segmentos foliares se
regeneraron, y los brotes alargados se analizaron mediante PCR y transferencia Western. Los brotes positivos se
multiplicaron hasta 10 copias en el medio MS que contenia 0,04 mg/l de BAP.

C. Confirmacién por PCR

Para detectar la presencia de los constructos para la regulacién a la baja, la PCR se llevé a cabo utilizando pares de
cebadores que generan fragmentos indicativos de la presencia del segmento de lazo en el constructo de ARNhp (figura
6). Para detectar la presencia de los constructos de sobreexpresion, se llevé a cabo una PCR utilizando pares de
cebadores que generan fragmentos indicativos de la presencia de los genes DELLA. Los pares de cebadores se
enumeran en la Tabla 3.

Tabla 3: Secuencias de cebador

Gen Cebadores Tamafio del producto
lazo de ARNhp (Id. de sec. [CGAACGAGCCGACTAATTGTCTT directo (Id. de sec. n.%: 33) |Aproximadamente
n.%: 26) CGCGCGAAGATGCCACGC inverso (Id. de sec. .2 34) 102 bp

At RGA (Id. de sec. n.2: 16) |AGCTTAGCCGATCTCGATGC directo (Id. de sec. n.%: 35) Aproximadamente
TCCACACGATAACCTTGGCC inverso (Id. de sec. n.%: 36) 491bp

At RGL2 (Id. de sec. n.%: 20) |JAGAAGGTCCTTCAATGGCGG directo (Id. de sec. n.%: 37) Aproximadamente
AACGCAGAAAGACCCGGAAT inverso (Id. de sec. n.%: 38) 342bp

Ejemplo 3 Regulacion a la baja de DELLA de eucalipto expresado en las hojas

El analisis por RT PCR de gXu silvestre mostré que DELLA1 y DELLAS se expresan en hojas de cultivo tisular, hojas
jovenes y hojas maduras. DELLA1 tuvo un nivel de expresion mas alto en hojas de cultivo tisular y hojas jovenes en
comparacién con DELLAS3. La expresion de DELLAZ2 no se detecté en hojas de cultivo tisular ni en hojas jévenes, y
solo se detectd un nivel de expresion bajo en hojas maduras. Figura 4

A. Preparacion del constructo para la regulacién a la baja de DELLA de ARNbc, transformacion y confirmacion

El constructo DEL1 y el constructo DEL1/3, descritos en los ejemplos 2Aa(i) y 2Aa(iv), se prepararon como se describié
anteriormente. Las plantas de eucalipto se transformaron con los constructos DEL1 o DEL1/3 tal como se describe en
el ejemplo 2B. Se confirmé la expresién estable del transgen en 20 eventos para cada constructo mediante PCR como
se describe en el ejemplo 2C.

B. Bioensayo vegetal: niveles de transcripcion y mediciones de crecimiento

Los niveles de transcrito del cultivo tisular de cada uno de los eventos transgénicos y silvestre se midieron mediante
PCR en tiempo real. La transcripcién inversa se realizé usando 1 ug de ARN total, transcriptasa inversa, inhibidor de
ribonucleasa y cebadores oligo dT. Se usaron cebadores especificos de gen para la amplificacion por PCR de cada
gen. Se prepararon una serie de diluciones de ADNc (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64) y se usaron 2 ul del ADN¢ diluido
como plantilla para la amplificacién usando una mezcla rapida de SYBR en un termociclador StepOne Plus (Applied
Biosystems). Los cebadores dirigidos a un gen de referencia se usaron para normalizar los datos de expresién para
cada gen. Las condiciones de la PCR fueron: 95 °C durante 20 segundos, seguidos de 40 ciclos de 95 °C durante 3
segundos y 60 °C durante 30 segundos. Al final del experimento, se realizé un analisis de la cinética de disociacion
para comprobar la especificidad de la hibridacion. Las mediciones en tiempo real se prepararon usando pares de
cebadores que generan fragmentos indicativos de la presencia y expresién de los transgenes DELLA. Los pares de
cebadores utilizados en la PCR en tiempo real para los genes individuales se enumeran en la Tabla 4.
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Tabla 4: Secuencias de cebadores para la PCR en tiempo real

Gen Cebadores Tamafio del producto
DELLA1 (Id. de sec. n.%: 2) |GTGCAACGACATCCTCCAGA directo (Id. de sec. n.2: 39) |Aproximadamente 96 bp
GCGAAGGCTTCAAGAATCGC inverso (Id. de sec. n.%: 40)

Los resultados de la PCR en tiempo real se resumen en la Tabla 5. Los resultados indican los niveles de transcrito de
DELLA1 de eventos transformados con DEL1 o DEL1/3 en comparacién con los niveles de transcrito de eventos
silvestre.

Tabla 5: Resultados de la PCR en tiempo real de plantas transformadas con constructos DEL1 o DEL1/3

A1 BT A2 |WT [B2 |[B3 B4 |B5 [B6 [A3 |A4 |B7 |A5 |B8 |A6 |B9

Nivel de transcrito |1 0,6 (045 1 0,5 0,785 |1 0,1210,27 10,28 10,25 10,18 |0,3 |0,25(0,28 0,18
relativo de DELLA 1

Los eventos A1-A6 son plantas de gXu transformadas con el constructo DEL1. Los eventos B1-B9 son plantas de gXu
transformadas con el constructo DEL1/3. Se midieron los niveles de transcrito de DELLA1 de eventos transformados
con DEL1 o DEL1/3 y se compararon con los niveles de transcrito de eventos silvestre.

Para los experimentos en invernadero, se plantaron 8 réplicas para cada evento y se midieron. Los eventos
transgénicos y silvestre seleccionados se cultivaron en un disefio de parcela aleatoria en el invernadero bajo una luz
natural de 25-28 °C.

Mediciones de crecimiento

Después de 3 meses, se midieron la altura del dosel y el peso seco. La altura se determiné midiendo la longitud del
tallo de cada planta transgénica desde la corona de la raiz hasta la parte superior. Los eventos transgénicos, en los
que el nivel de transcrito de DELLA1 fue inferior al 40 %, aumentaron la altura de las plantas en comparacion con las
silvestre. Las mediciones de crecimiento se resumen en la figura 7 y también se muestran en la figura 8.

Ejemplo 4: Regulacion a la baja de DELLA con un promotor especifico para tejido verde
A. Preparacion del constructo para la regulacion a la baja de DELLA, transformacion y confirmacion

Los constructos DEL1GT, DEL1/2GT y DEL1/2/3GT se prepararon como se describe en el ejemplo 2Ab(i)-(iii). Las
plantas de eucalipto se transformaron con los constructos DEL1GT, DEL1/2GT o DEL1/2/3GT como se describe en el
ejemplo 2B. Se confirmé la expresién estable del transgen en 20 eventos para cada constructo mediante PCR como
se describe en el ejemplo 2C.

B. Bioensayos vegetales y mediciones del crecimiento

El nivel de transcrito de DELLA1 a partir del material vegetal de cultivo tisular de los eventos transgénicos y silvestre
se midié mediante la PCR en tiempo real. Los eventos con niveles de transcrito reducidos de DELLA1 en comparacién
con los silvestre se seleccionaron para un ensayo en invernadero.

Los eventos transgénicos y silvestre seleccionados se cultivaron en un disefio de parcela aleatoria en el invernadero
bajo una luz natural de 25-28 °C. Se esperaba que las plantas transgénicas mostraran un mejor crecimiento, una
mayor altura y un aumento del peso seco en comparacion con las silvestre.

Ejemplo 5: Regulacion a la baja de los polipéptidos DELLA enddgenos y sobreexpresion de DELLA exdgeno en las
raices (DR/OE)

A. Preparacion, transformacioén y confirmacion del constructo de DR/OE
Los constructos DEL1/RGAce, DEL1/3/RGAce y DEL1/2/3/RGAce se prepararon como se describe en el ejemplo
2Ac(i)-(iii). Las plantas de eucalipto se transformaron con los constructos DEL1/RGAce, DEL1/3/RGAck,

DEL1/2/3/RGAck tal como se describe en el ejemplo 2B. Se confirmé la expresién estable del transgen en 20 eventos
para cada constructo mediante PCR como se describe en el ejemplo 2C.
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B. Bioensayos vegetales y mediciones del crecimiento

Después de 3 meses, se midieron la altura del dosel y el peso seco. La altura se determiné midiendo la longitud del
tallo de cada planta transgénica desde la corona de la raiz hasta la parte superior.

Cabe destacar que las secuencias de polinucleétidos DELLA de sobreexpresion se optimizaron para el uso de codones
de eucalipto segun lo publicado en la base de datos de uso de codones: www.kazusa.or.ip/codon/. El uso de codones
de eucalipto también se generd contando la tasa de cada coddén de una biblioteca completa de transcriptomas de
eucalipto. También se utilizé un software informatico que incluye la opcién de traduccién inversa para obtener el ADN
optimizado.

Ejemplo 6: Modificacion de la expresion de DELLA en plantas de alamo
A. Identificacion de homologos de DELLA en Populus trichocarpa, Populus tremulay Populus tremuloides.

Para identificar posibles homélogos de DELLA en alamos, se alined una secuencia de DELLA conocida de Arabidopsis
con una base de datos del genoma de Populus que se encuentra en Phytozome, un portal de genémica comparativa
de plantas (https://phytozome.jgi.doe.gov/). La secuencia de RGA de Arabidopsis thaliana (Id. de sec. n.%: 15) se usé
para buscar el genoma de Populus trichocarpa en |la base de datos Phytozome utilizando |la herramienta de busqueda
BLAST Protein-Protein. Los parametros del algoritmo se basaron en una palabra de tamafio 3 y en la matriz
BLOSUMSB2. Se identificaron cuatro secuencias de Populus trichocarpa (Id. de sec. n.%: 46, 47, 48, 49) como probables
homologos de los genes DELLA.

Se identificaron otros homélogos de DELLA alineando la secuencia de RGA de Arabidopsis thaliana con una base de
datos del genoma de Populus, que se encuentra en Popgenie, un portal de genémica comparativa de plantas
(http://popgenie.org). La secuencia de RGA se uso para buscar el genoma de Populus tremulay el genoma de Populus
tremuloides en la base de datos Popgenie utilizando la herramienta de busqueda BLAST Protein-Protein. Los
parametros del algoritmo se basaron en una palabra de tamafio 3 y en la matriz BLOSUM®62. Se identificaron cuatro
secuencias de Populus tremula (Id. de sec. n.2: 50, 51, 52, 53} y cuatro secuencias de Populus tremuloides (Id. de sec.
n.2: 54, 55, 56, 57) como posibles homélogos de los genes DELLA.

B. Preparacion del constructo

Los constructos para la regulacion a la baja comprenden un casete de expresién que comprende un fragmento de una
secuencia que codifica una secuencia diana de DELLA, la secuencia de complemento inversa del fragmento y una
secuencia de lazo. La transcripcion de los constructos produce un ARN en forma de horquilla (ARNhp), que tiene un
tallo compuesto por el fragmento de ARNbc, formado por la hibridacién de las secuencias de repeticién invertida del
gen diana, y una regién de lazo.

a. Constructos para la regulacion a la baja con un promotor constitutivo o un promotor especifico para tejido
verde

En las figuras 5A y 5B se muestra un esquema de la estructura de los constructos para la regulacién a la baja de
ARNbc que comprenden fragmentos de uno o mas de los genes DELLA del alamo. Los constructos para la regulacién
a la baja contienen un casete de expresién que comprende fragmentos de al menos uno de los genes DELLA que se
fusionaron y sintetizaron en repeticiones invertidas, separadas por una secuencia de lazo. Ver el casete P1-T1 en las
figuras 5A y 5B. La transcripcion de este casete (iniciado en el promotor P1 y terminado en T1) produjo un ARN en
forma de horquilla, que contenia una seccién de ARNbc, formada por la hibridacion de las secuencias de repeticién
invertidas del fragmento del gen DELLA, y una regién de lazo. Ver los esquemas B1-B3.

b. Constructos para la regulacion a la baja y sobreexpresion (DR/OE)

Los esquemas de la estructura de los constructos de DR/OE se muestran en la figura 5B. Los constructos de DR/OE
contenian tanto un casete de regulacién a la baja para la regulacién a la baja del nivel de expresion de uno o mas
polipéptidos DELLA endbgenos (casete P1-T1) como un casete de sobreexpresion para la sobreexpresion de un gen
DELLA en las raices (casete P2-T2).

C. Transformacion de constructos en alamo

La transformacién se realiz6 usando el método de “congelacion-descongelacién” para la transformacion directa con
Agrobacterium. Las colonias que crecieron en el medio de seleccion (es decir, 50 mg 1-' de rifamicinay 50 mg 1-' de
kanamicina) se confirmaron como transformantes mediante PCR. Cultivos de reserva bacterianos de la cepa A.
tumefaciens LBA 4404, que contenia los nuevos constructos, se cultivaron individualmente durante la noche a 28 °C,
en un agitador giratorio (200 rpm) en el medio LB con rifamicina (50 mg 1-') y kanamicina (50 mg 1-'). Antes del
cocultivo, se subcultivé 1 ml de cada cultivo bacteriano en el medio MSO + acetosiringona 100 11 uM y se cultivé a
28 °C, en un agitador rotatorio (200 rpm). Se recolectaron discos foliares de Populus de plantas cultivadas en cultivo
tisular de cuatro semanas utilizando un barrenador de corcho. Veinte placas que contenfan 25 discos foliares (7 mm?)
se cultivaron conjuntamente con 30 ml de cultivo bacteriano en tubos Falcon de 50 ml durante 30 minutos a 28 °C en
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un agitador rotatorio (100 rpm). Después del cocultivo, los explantos se secaron sobre papel de filtro estéril y se
colocaron abaxialmente en un medio de cultivo WPM de 0,1 NAA, 0,1 BAy 0,1 TDZ. Las placas se cultivaron en la
oscuridad durante dos dias a temperatura ambiente. Al tercer dia, los discos foliares se transfirieron al medio WPM
gue contenia 250 mg 1' de cefotoxina y 500 mg 1-' de carbenicilina. Todas las placas se mantuvieron en la oscuridad
durante dos dias méas. Después de este periodo, los explantos se transfirieron al medio de seleccién WPM con 250 mg
1-1 de cefotoxina y 500 mg 1-! de carbenicilina y 25 mg 1! de higromicina. Solo se extirpé un brote por disco foliar y se
coloc6 en un medio de seleccion WPM. Después de 6 semanas, los explantos se transfirieron a un medio fresco con
la misma composicion.

D. Confirmacion de la transformacion de constructos para la regulacion a la baja de DELLA

Se confirmé la expresion estable del transgen en 20 eventos para cada constructo para la regulacién a la baja mediante
PCR.

E. Bioensayos de plantas y mediciones del crecimiento

El nivel de transcrito de DELLA a partir del material vegetal de cultivo tisular de los eventos transgénicos y silvestre se
midié mediante PCR en tiempo real. Los eventos con niveles de transcrito reducidos de DELLA en comparacion con
los silvestre se seleccionaron para un ensayo en invernadero. Las plantas se subcultivaron y se multiplicaron en el
medio WPM libre de antibiéticos. Las plantas transgénicas se multiplicaron en el medio WPM hasta que
aproximadamente diez plantas de cada linea tuvieron el mismo tamario. A continuacion, las plantas se trasladaron a
macetas de 2 galones que contenian tierra perene (50 % de turba, 25 % de corteza fina y 25 % de piedra pomez; PH
6.0), y se mantuvieron en mesas inundables con iluminacién adicional (16 h al dia) y se regaron a diario con agua
fertilizada. Se esperaba que las plantas transgénicas mostraran un mejor crecimiento, una mayor altura y un aumento
del peso seco en comparacién con las silvestre.

Ejemplo 7: Modificacion de la expresion de DELLA en pasto varilla
A. Identificacion de homologos de DELLA en Brachypodium distachyony Panicum virgatum

Para identificar posibles homoélogos de DELLA en pastos varilla, se alineé una secuencia de DELLA conocida de
Arabidopsis con las bases de datos del genoma de Brachypodium distachyony Panicum virgatum que se encuentran
en Phytozome, un portal de genémica comparativa de plantas (https:/phytozome.jgi.doe.gov/). La secuencia de RGA
de Arabidopsis thaliana (Id. de sec. n.%: 15) se us6 para la busqueda en la base de datos de Phytozome utilizando la
herramienta de busqueda BLAST Protein-Protein. Los parametros del algoritmo se basaron en una palabra de tamafio
3 y en la matriz BLOSUMBG2. Se identificaron una secuencia de Brachypodium distachyon (Id. de sec. n.%: 58) y dos
secuencias de Panicum virgatum (Id. de sec. n.2: 59 y 60) como probables homoélogos de los genes DELLA.

B. Preparacion del constructo

Los constructos para la regulacion a la baja comprendian un casete de expresion que comprendia un fragmento de
una secuencia que codificaba una secuencia diana de DELLA, la secuencia de complemento inversa del fragmento y
una secuencia de lazo. La transcripcién de los constructos produjo un ARN en forma de horquilla (ARNhp), que tenia
un tallo compuesto por el fragmento de ARNbc, formado por la hibridacién de las secuencias de repeticién invertida
del gen diana, y una regioén de lazo.

C. Constructos para la regulacion a la baja con un promotor constitutivo o un promotor especifico para tejido
verde

En las figuras 5A y 5B se muestra un esquema de la estructura de los constructos para la regulacién a la baja de
ARNbc que comprenden fragmentos de uno o mas de los genes DELLA de Brachypodium distachyon y Panicum
virgatum. Los constructos para la regulacion a la baja contenian un casete de expresion que comprendia fragmentos
del gen DELLA de Brachypodium distachyon o al menos uno de los genes DELLA de Panicum virgatum que se
fusionaron y sintetizaron en repeticiones invertidas, separadas por una secuencia de lazo. Ver el casete P1-T1 en las
figuras 5A y 5B. La transcripcion de este casete (iniciado en el promotor P1 y terminado en T1) produce un ARN en
forma de horquilla, que contiene una seccién de ARNbc, formada por la hibridacién de las secuencias de repeticién
invertida del fragmento del gen DELLA, y una regién de lazo. Ver los esquemas B1-B3.

D. Constructos para la regulacion a la baja y sobreexpresion (DR/OE)
Los esquemas de la estructura de los constructos de DR/OE se muestran en la figura 5B. Los constructos de DR/OE
contenian tanto un casete de regulacién a la baja para la regulacién a la baja del nivel de expresion de uno o mas

polipéptidos DELLA endbgenos (casete P1-T1) como un casete de sobreexpresion para la sobreexpresion de un gen
DELLA en las raices (casete P2-T2).
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E. Transformacion de los constructos
a. Transformacion de Brachypodium distachyon

La transformacion de Brachypodium distachyon se llevo a cabo transformando los constructos en la cepa de A.
tumefaciens LBA 4404 mediante electroporacion para las transformaciones de callos de Brachypodium distachyon
(Handakumbura y col., 2013). Se confirmé la presencia del gen de resistencia a la higromicina en los eventos
transgénicos mediante PCR, y se propag6 durante tres generaciones posteriores. Se confirmé la presencia del gen de
la higromicina fosfotransferasa Il en la progenie T4 resultante mediante PCR, utilizando un kit de PCR Phire Plant
Direct (Thermo Scientific) segun las especificaciones del fabricante.

b. Transformacion de Panicum virgatum

La transformacién de Panicum virgatum se llevé a cabo transformando el callo embriogénico con los constructos del
vector de expresién mediante una transformacion mediada por Agrobacterium (Burris y col., 2009). La seleccion de
antibiéticos se llevé a cabo durante aproximadamente 2 meses con 30-50 mg/l de higromicina. La seleccion fue
seguida de la regeneracion del indicador de proteina fluorescente de color naranja (pporRFP; OFP), indicando
secciones positivas para callos, en un medio de regeneracidén que contenia 400 mg/l de timentina (Liy Qu, 2011). Las
plantas regeneradas se enraizaron en el medio MS (Murashige y Skoog, 1962) mas 250 mg/l de cefotaxima (Grewal
y col., 20086).

F. Confirmacion de la transformacion de constructos para la regulacion a la baja de DELLA

Se confirm6 la expresion estable del transgen en 20 eventos para cada constructo para la regulacién a la baja mediante
PCR.

G. Bioensayos vegetales y mediciones del crecimiento

El nivel de transcrito de DELLA a partir del material vegetal de cultivo tisular de los eventos transgénicos y silvestre se
midi6 mediante PCR en tiempo real. Los eventos con niveles de transcrito reducidos de DELLA en comparacion con
los silvestre se seleccionaron para un ensayo en invernadero. Los eventos transgénicos y silvestre seleccionados se
cultivaron en un disefio de parcela aleatoria en el invernadero. Se esperaba que las plantas transgénicas mostraran
un mejor crecimiento, una mayor altura y un aumento del peso seco en comparacion con las silvestre.

Ejemplo 8: Edicion de genomas para DELLA en eucaliptos

Para generar mutantes de DELLA de eucalipto, se usaron casetes CRISPR/Cas9 dirigidos a diferentes genes DELLA
para la transformacién de clones de eucalipto seleccionados. Los genes DELLA en el eucalipto son genes Unicos sin
intron. Para crear mutantes inactivados, se seleccioné como diana un locus genémico en los primeros 800 pb de la
region codificante. Los ARNgu se disefiaron utilizando la herramienta en linea CRISTA (http:/crista.tau.ac.il/) que
utiliza un algoritmo para determinar la propensién de un sitio genémico a ser escindido por un ARNgu determinado y
proporciona una puntuacién entre 0 y 1. En todas los constructos, se seleccionaron uno o dos ARNgu para cada gen
basandose en puntuaciones altas (0,9 y superiores) y la expresion fue impulsada por el promotor U6 de arabidopsis
completo (Id. de sec. n.%: 75) o la versién corta modificada (Id. de sec. n.%: 76). La expresién de Cas9 de S. pyogenes
con codones optimizados humanos (hSpCas9, Id. de sec. n.%: 77) estéd impulsada por el promotor CaMV 35S (Id. de
sec. n.%: 74). Se afiadio la sefial de ubicacion nuclear (SV40, Id. de sec. n.%: 78) al extremo C-terminal de la proteina.
La secuencia diana de hSpCas9 tenia 20 pares de bases de longitud aguas arriba del motivo adyacente al
protoespaciador (PAM) NGG. Los constructos de edicién del genoma DELLA se muestran esquematicamente en la
figura 10. Para la edicion del gen DELLA1 en el clon de eucalipto grandis x urophylla, se seleccionaron las secuencias
guia 1y 2 (Tabla 6). Ambas guias fueron impulsadas por el promotor U6 corto. La ubicacién de las guias en el gen
DELLA1 se muestra en la Figura 11.

Tabla 6: ARN guia seleccionados mediante las herramientas en linea de CRISTA

ARN guia

n.e Especies de eucalipto Gen Secuencia guia Id. de sec. n.%:
1 Grandis | Urophylla DELLA1 GGTCGTCGTTGAAGATGACC |63

2. GGTCCACCAGGACGACCGGC |64

3 GATCATCGAGACGCTTGCAG |65

4 TCCTCCACCCACTCAATGCC 66

5 DELLA2 CCACCACCTCTATCCCCAGA |67

6 TCCAAGATGTGGGACGAAGA |68

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2983336 T3

ARN guia

n.e Especies de eucalipto Gen Secuencia guia Id. de sec. n.%:
7 DELLA3 GCAGCAGCAGCAATTGACGG (69

8 GCAGCAGCAGCAGCAATTGA |70

9 Camaldulensis DELLAA AGTCGTCGTTGAAGATGACC 71

10 TGTCCACCAGGACGACCGGC |72

Seleccion de eventos transgénicos que albergan una mutacion:

El clon de Eucalyptus grandis x urophylla se transformé con un constructo que albergaba los dos primeros ARNgu de
DELLA1 (Tabla 6). Se crearon un total de 10 lineas transgénicas positivas para Cas9. Las mutaciones se detectaron
mediante secuenciacién de préxima generacién (NGS, por sus siglas en inglés). Siete de cada diez eventos tenian
una mutacién en el gen diana. Los patrones de Indel diferian entre los eventos y todas las mutaciones alteran el marco
de lectura de la secuencia (Figura 12). El evento 7 mostr6 una delecion de 189 bp (Figura 13).

Otras realizaciones

Debe entenderse que, si bien la invencién se ha descrito junto con la descripcion detallada de la misma, la descripcion
anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencién, que esta definido por el alcance de las reivindicaciones
adjuntas.
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REIVINDICACIONES

Un constructo CRISPR/Cas9 que comprende un promotor unido operativamente a una secuencia de
polinucleétidos, comprendiendo la secuencia de polinucleétidos al menos una secuencia de ARN guia dirigida
a un sitio diana de un gen que codifica un polipéptido DELLA de eucalipto al menos un 95 % idéntico a la Id.
de sec. n.%: 1 (DELLA1),

en donde el constructo reduce el nivel de expresion del polipéptido DELLA, que es al menos un 95 % idéntico
alald. de sec. n.?: 1 (DELLA1) para alterar selectivamente la expresioén de DELLA y superar la inhibicién de
las giberelinas sin inhibir el crecimiento de las plantas.

El constructo de la reivindicacién 1, en donde al menos una secuencia de ARN guia comprende dos
secuencias de ARN guia, preferiblemente en donde las secuencias de ARN guia se seleccionan de la Id. de
sec. n.%: 63y lald. de sec. n.%: 64, o la Id. de sec. n.%: 65 y la Id. de sec. n.%: 66.

Una célula huésped que comprende el constructo de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en donde la
célula huésped es una célula bacteriana, mas preferiblemente en donde la célula huésped es un
Agrobacterium.

Un tejido vegetal que comprende la célula huésped de la reivindicacién 3, en donde el tejido es un tejido
verde.

Un método para producir una planta de eucalipto con un nivel de expresion reducido de al menos un
polipéptido DELLA, comprendiendo el método expresar el constructo de la reivindicacién 1 o la reivindicacion
2 en la planta.

Un método para producir una planta de eucalipto con un nivel de expresion reducido de al menos un
polipéptido DELLA, comprendiendo el método:

a. transformar una célula vegetal con el constructo de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2,

b. regenerar una planta a partir de la célula vegetal transformada para formar una planta
transformada, y

c. cultivar la planta transformada, en donde la planta transformada tiene un mayor crecimiento en
comparacién con una planta silvestre de la misma especie.

Un método para modificar genéticamente una planta de eucalipto con un constructo recombinante que
codifica una expresion del polipéptido DELLA localizada principalmente en las raices de la planta,
comprendiendo el método:

a. introducir mediante transformacién un primer casete de expresién en la planta, en donde el primer
casete de expresion reduce la expresion de al menos un polipéptido DELLA endogeno en la planta,
b. introducir mediante transformacion un segundo casete de expresioén en la planta, en donde el
segundo casete de expresioén comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido DELLA unido
operativamente a un promotor heterélogo especifico para raiz, y

c. cultivar la planta, donde la expresion de los polipéptidos DELLA en la planta se localiza
principalmente en las raices de la planta en comparacién con una planta silvestre de la misma
especie.

El método de la reivindicacién 7, en donde el polinucleétido que codifica un polipéptido DELLA codifica un
polipéptido al menos un 95 % idéntico a la Id. de sec. n.%: 1 (DELLA1) para alterar selectivamente la expresion
de DELLA y superar la inhibicion de las giberelinas sin inhibir el crecimiento de la planta.

El método de las reivindicaciones 7 u 8, en donde el promotor especifico para raiz se selecciona del grupo
que consiste en PsMTA, el promotor de quitinasa de clase lll, el promotor del transportador de fosfatos, el
promotor de la acuaporina 2 intrinseca del tonoplasto, el promotor Pyk10, el promotor AtFLS5, el promotor
btg26 y el 2-ODD (REQ) expresado en la raiz de Solanum lycopersicum.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en donde el polinucleétido que codifica
un polipéptido DELLA unido operativamente a un promotor heterélogo especifico para raiz es un
polinucleétido DELLA de Arabidopsis thaliana, preferiblemente en donde el polipéptido DELLA de
Arabidopsis thaliana se selecciona del grupo que consiste en las Id. de sec. n.%: 13, 15, 17, 19y 21.

Una planta disefiada mediante el método de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, o una progenie
de la planta que tiene una expresion del polipéptido DELLA modificada en relacion con la planta silvestre.

Una célula vegetal de la planta de la reivindicacion 11 que tiene una expresién del polipéptido DELLA
modificada en relaciéon con la planta silvestre.
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13. Una célula vegetal de eucalipto que comprende el constructo de la reivindicacion 1.
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