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DESCRIPCION

Medios para mejorar los rasgos agrobioldgicos en una planta, proporcionando una célula vegetal que comprende en
sus cloroplastos actividades enzimaticas para convertir el glicolato en malato.

La presente invencion se refiere a la mejora de rasgos agricobioldgicos en plantas. Mas especificamente, se
relaciona con una célula vegetal que comprende en sus cloroplastos actividades enzimaticas para convertir el
glicolato en malato, en donde dicha célula vegetal comprende un primer polipéptido que tiene actividad de glicolato
oxidasa, un segundo polipéptido que tiene actividad de malato sintasa y un tercer polipéptido que tiene actividad de
catalasa. También se abarca una planta que comprende dichas células vegetales, asi como semillas que se
obtienen de las citadas plantas. La presente invencién, ademas, se relaciona con un método para producir una
planta transgénica o una célula vegetal que tiene una mayor eficiencia en el uso del agua o un rendimiento mayor.
La presente invencion contempla los polinucleétidos que comprenden una combinacion de acidos nucleicos que
codifica los polipéptidos mencionados anteriormente, asi como vectores que comprenden los polinucleétidos y los
usos de estos.

La asimilacion de CO, fotosintético en plantas Cs se limita por variables ambientales incluyendo temperatura,
disponibilidad de agua y CO,. Gran parte de esta limitacién, se puede atribuir a las propiedades cataliticas de
ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RubisCO). Ambos O, y O, atmosférico producido por el fotosistema |l
compiten con el CO, por el enlace con el sitio activo de RubisCO. La oxigenacién de la ribulosa 1,5-bisfosfato
(RuBP) produce solo una molécula de 3-P glicerato, y los restantes dos carbonos forman 2-P glicolato. Este 2-P
glicolato es el sustrato inicial del ciclo fotosintético C-oxidativo (el ciclo fotorespiratorio) que conduce a la pérdida de
COz [1].

La primera funcion del ciclo fotorespiratorio es salvar el 2-P glicolato (Figura 1). En el curso de esta ruta, dos
moléculas de 2-P glicolato se metabolizan para formar una molécula de cada uno 3-P glicerato y CO,, y estos
compuestos de carbono se utilizan inmediatamente para la regeneracion de RuBP via el ciclo de Calvin-Benson (el
ciclo fotosintético C3- reductivo) sin la sintesis neta de triosas fosfatos [2, 3].

El 2-P glicolato se metaboliza en tres compartimientos celulares distintos a saber, cloroplastos, peroximas, y
mitocondrias (el sitio de la liberacién de CO2 y NH4"), involucrando numerosas reacciones enzimaticas y procesos de
transporte (Figura 1). La via de fotorespiracion se basa en la estrecha integracién del metabolismo de carbono y
nitrégeno en la hoja, porque el NH4" se libera a la misma velocidad que el CO, [4]. Dado que el nitrégeno es un
recurso mas valioso que el carbono, la re asimilacion del NH," fotorespirado es esencial para mantener el estado del
nitrégeno en las plantas Cs [5]. El amoniaco liberado en la matriz de mitocondrias durante el curso de la oxidacién de
la glicina se utiliza en el cloroplasto por la glutamina sintetasa (GS) que cataliza la conversion de ATP dependiente
del glutamato a la glutamina. El glutamato sintasa dependiente de ferredoxina (GOGAT), localizado exclusivamente
en los cloroplastos de células mesofilicas, cataliza la conversion de la glutamina y 2-oxoglutarato a dos moléculas de
glutamato (Figura 1).

Uno de los enfoques para mejorar la actividad de carboxilacién de RubisCO, seria alterar las constantes cinéticas de
RubisCO para CO; y O,. Sin embargo, la ingenieria genética de RubisCO mediante mutagénesis de sitio dirigido
para disminuir su actividad oxigenasa o su reemplazo con formas mas eficientes, como aquellas de las algas
rhodophyte en las cuales el factor de especificidad CO,/O, es superior que el de la planta RubisCO superior, era
hasta ahora de éxito limitado [6]. Otro enfoque para mejorar la fijacion del carbono C3 seria reducir fotorespiracion
directamente mediante la manipulacion de enzimas en esta via. A partir del andlisis de mutantes de insercion se
demostré que el bloqueo del procesamiento en cadena del metabolismo de fotorespiracion de oxigenacion de
RubisCO es letal [7-13]. Estos resultados sugieren que la fotosintesis es poco probable que se mejore por
manipulacion directa de niveles de enzimas en la via de fotorespiracion. Por otro lado, han evolucionado varios
modos de aumentar la actividad de la carboxilasa de RubisCO, mejorando la concentracién actual de CO; en su sitio
de accién. Ejemplos son los mecanismos de concentracion de CO; de cianobacterias y algas [14-15] o el ciclo
fotosintético de plantas C4 [16]. Este ultimo proporciona una bomba de CO,, que conduce a un aumento de la
relacion CO,/O; en el sitio de RubisCO y por lo tanto da como resultado una disminucion de la actividad de la
oxigenasa relativa a la actividad de la carboxilasa. En las plantas Cs;, RubisCO opera in vivo a aproximadamente
25% de su Vmax mientras se cree que operan en o cerca a su Vmax en plantas C4 [16]. Ademas, las actividades
especificas de RubisCO son mayores en las plantas C4, en comparacion con las plantas Cs; por lo tanto menos
proteina de RubisCO se necesita para lograr altas tasas de fotosintesis en las plantas C4. En consecuencia y debido
al hecho que RubisCO es una enzima que consume N (20-30% del N de hojas totales en las plantas Cs, pero solo
6% en las plantas C,), las plantas C4 muestran una mayor eficiencia del uso de nitrégeno sintético que las plantas Cs
[17]. Se realizaron intentos para transferir las ventajas de fotosintesis de C, como alta capacidad fotosintética,
crecimiento rapido, y aumento de las eficiencias del uso de agua y nitrégeno por sobreexpresion de enzimas del
ciclo C4 en las plantas C3 tales como A. thaliana, patata, tabaco y arroz [18-21]. Hausler et al. [21], han demostrado
gue la sobreexpresion de los genes del ciclo C4 en las plantas C; (patata y tabaco) conduce a una atenuacion de la
fotorespiracién pero también a cambios en el patrébn de enzimas endbgenas y contenidos de protectores UV.
Recientemente, se demostré una atenuacion del flujo a través de la fotorespiracién completando la via con ambas la
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glioxilato carboligasa y tartronato semialdehido reductasa a partir de E. coli [22]. El ciclo fotorespiratorio no solo es
un proceso derrochador que resulta inevitablemente de las propiedades cinéticas de RubisCO. También se puede
considerar como un mecanismo de proteccion para las plantas C3; expuestas a altas temperaturas y sequia. Para
mencionar estan la generacion de metabolitos, tales como glicina, serina o unidades de un carbono, que se pueden
exportar de la hoja o utilizar en otras vias metabdlicas, por ejemplo glicina para la sintesis de glutation [23,24] y la
prevencién de la excesiva sobre-reduccion de la cadena de transporte de electrones disipando la energia de la luz,
en particular cuando las plantas Cz se exponen a intensidades de luz altas o a estrés por sequia (fotoproteccion; [25,
26]).

WO 03/100066 revela una célula vegetal que comprende en sus cloroplastos actividades enzimaticas para convertir
el glicolato en glicerato. La célula vegetal mostré una fotorespiracion disminuida, una mayor asimilacién de CO.,
aumento de la biomasa y mayor eficiencia en el uso del agua. EI documento no revela la conversion de glicolato a
malato.

Existe una necesidad de mejorar la asimilacion de CO- en plantas y, en particular en las plantas Cs con el fin de
mejorar los rasgos agricobiolégicos de plantas de cultivo. Sin embargo, al mismo tiempo los inconvenientes
mencionados anteriormente seran evitados.

En consecuencia, el problema técnico fundamental de la presente invencion podria considerarse como la provision
de medios y métodos para cumplir con las necesidades mencionados anteriormente. El problema técnico se
resuelve mediante el objeto de las reivindicaciones 1 a 29.

De esta manera, la presente invencién se relaciona con una célula vegetal que comprende en sus cloroplastos
actividades enzimaticas para convertir el glicolato en malato, en donde dicha célula vegetal comprende en sus
cloroplastos un primer polipéptido que tiene actividad de glicolato oxidasa, un segundo polipéptido que tiene
actividad de malato sintasa y un tercer polipéptido que tiene actividad de catalasa.

El término “célula vegetal” como se utiliza en este documento abarca las células de todos los tipos del tejido de la
planta, i.e. a partir de hojas, raices, tallos, tejido vascular, tallos, callos, cotiledones, tallos, anteras, peciolos,
semillas o tejido embrionario de la planta. La célula huésped de acuerdo con la presente invencién se puede obtener
a partir de cualquier planta monocotiledénea o dicotiledonea. Preferiblemente, se puede obtener a partir de una
planta modelo, preferiblemente Arabidopsis thaliana, o una planta de cultivo seleccionada del grupo que consiste de
colza, onagra, cafiamo, cardo, cacahuete, canola, linaza, soja, cartamo, girasol, borraja, maiz, trigo, centeno, avena,
arroz, cebada, algodén, mandioca, pimienta, plantas solanaceas, preferiblemente, patata, tabaco, berenjena o
tomate, especies de vicia, guisante, alfalfa, plantas arbustivas (café, cacao, té), especies de salix, arboles (palma de
aceite, coco) y gramineas perennes y cultivos forrajeros. Los métodos apropiados para obtener las células huésped
a partir de las plantas mencionadas anteriormente, asi como condiciones para el cultivo de estas células, son bien
conocidos en el oficio. Preferiblemente, la célula vegetal es una célula de una planta Cs.

El término “actividades enzimaticas” se refiere, preferiblemente, a actividades enziméticas que se introducen en los
cloroplastos mediante la introducciéon de uno o mas polipéptidos que confieren las citadas actividades, i.e. que son
capaces de convertir el glicolato en malato, preferiblemente, via glioxilato como un intermedio. Los polipéptidos
referidos en este documento seran, por lo tanto, enzimas que muestran las actividades enzimaticas mencionadas
anteriormente cuando se presentan en un cloroplasto. Los polipéptidos preferidos que confieren las actividades
enzimaticas necesarias para la conversion se revelan en otra parte en esta especificacion en detalle. Se debe
entender que los polipéptidos mencionados en este documento también pueden mostrar otras actividades
bioldgicas. Con el fin de salvaguardar la localizacion de los polipéptidos que confieren las actividades mencionadas
anteriormente en el cloroplasto, el polipéptido, preferiblemente, comprende un péptido de transito del cloroplasto.
Los apropiados péptidos de transito del cloroplasto se conocen en el oficio y se describen en Bruce 2000, Trends in
Cell Biology 10, 440-447 o Kleffmann 2004, Curr. Biol. 14, 354-362.

La célula vegetal de la presente invencién comprende un cloroplasto que tiene una actividad de la ribulosa 1,5-
bisfosfato carboxilasa/oxigenasa endogena (RubisCO). Debido a las propiedades enziméticas de RubisCO y sus
dependencias sobre las presiones parciales de CO»/O,, solamente una fijacion de CO; limitada es posible en un
cloroplasto sin modificar. El cloroplasto compuesto por la célula vegetal de la presente invencion, sin embargo, se
disefia para permitir la conversién del glicolato en malato en el cloroplasto mediante la introduccion en el cloroplasto
las actividades enziméticas que sean capaces de convertir el glicolato en glioxilato y, posteriormente, convertir el
glioxilato en malato. Mediante la introduccién de estas actividades enzimaticas en el cloroplasto, se establece un
ciclo catabdlico del glicolato completo. Como resultado de este ciclo, una molécula de glicolato se convierte en dos
moléculas de CO; y la reduccion del polvo en la forma de NADPH y NADH (glicolato + O, + NAD + NADP — 2 CO, +
NADH + NADPH + 2H+ + H;0). De esta manera, el CO, se libera directamente dentro del cloroplasto, lo que
aumenta la presion parcial de CO». Esto, a su vez, reduce la actividad de la oxigenasa de RubisCO, con lo cual se
crea un ciclo autoregulador. Para este fin, la célula vegetal, preferiblemente, ademéas comprende una enzima NADP-
malica y una piruvato deshidrogenasa. Preferiblemente, la célula vegetal de la presente invencion, por lo tanto, tiene
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una mayor eficiencia de asimilacién de CO, en comparacion con una célula vegetal que carece de actividades
enzimaticas para convertir el glicolato en malato.

Ventajosamente, como resultado de la sorprendentemente mayor asimilacién de CO,, la célula vegetal de la
presente invencion permite la generacion de plantas y, en particular, las plantas de cultivo, teniendo un rendimiento
mayor y una eficiencia mejorada en el uso del agua como se revelara con mas detalle en otra parte de esta
especificacion. Mediante la introduccién de las actividades enzimaticas mencionadas anteriormente y, por lo tanto,
un ciclo catabdlico del glicolato completo en los cloroplastos, el CO, sera liberado directamente y se volvera a fijar
dentro del cloroplasto y reduciendo asi la actividad de la oxigenasa de RubisCO mediante el aumento de la relacién
CO,/0O; (Figura 1).

En una modalidad preferida de la célula vegetal de la presente invencion, los cloroplastos de la célula vegetal
comprenden un primer polipéptido que tiene actividad de glicolato oxidasa, un segundo polipéptido que tiene
actividad de malato sintasa y un tercer polipéptido que tiene actividad de catalasa.

Como se hace referencia en este documento, una glicolato oxidasa sera capaz de convertir el glicolato en glioxilato y
perdxido de agua (E.C. 1.1.3.15). Una malato sintasa sera capaz de sintetizar el malato mediante la introduccion de
dos unidades de C a partir de la Acetil-CoA en glioxilato (E.C. 4.1.3.2). Una catalasa se refiere a una enzima que es
capaz de convertir el peréxido de agua en agua y oxigeno (E.C. 1.11.1.6). Cualquier enzima capaz de realizar estas
conversiones y sintesis se puede introducir en el cloroplasto de acuerdo con la presente invencion. Las actividades
enzimaticas mencionadas anteriormente se pueden determinar mediante ensayos bien conocidos en el oficio y
descritos, preferiblemente, en los Ejemplos acompafiantes a continuacion.

Preferiblemente, dicho primer polipéptido, sin embargo, se codifica por un primer polinucleétido que comprende un
acido nucleico seleccionado del grupo que consiste de:

a. un &cido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido como se muestra en SEQ ID No: 1;

b. un &cido nucleico que codifica un polipéptido, que tiene una secuencia de aminoacido como se muestra en SEQ
ID No: 2;

€. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido, que es al menos 50% idéntica a la secuencia de
nucledtido mostrada en SEQ ID No: 1, en donde dicho acido nucleico codifica un polipéptido que tiene actividad de
glicolato oxidasa; y

d. un acido nucleico que codifica un polipéptido, que tiene una secuencia de aminoacido que es al menos 50%
idéntica a la secuencia de aminoacido mostrada en SEQ ID No:2, en donde dicho polipéptido tiene actividad de
glicolato oxidasa.

Dicho segundo polipéptido, preferiblemente, se codifica por un segundo polinucleétido que comprende un acido
nucleico seleccionado del grupo que consiste de:

a. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido como se muestra en SEQ ID No: 3;

b. un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido como se muestra en SEQ ID
No: 4,

c. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido que es al menos 40% idéntica a la secuencia de
nucledtido mostrada en SEQ ID No: 3, en donde dicho acido nucleico codifica un polipéptido que tiene actividad de
malato sintasa; y

d. un acido nucleico que codifica un polipéptido, que tiene una secuencia de aminoacido que es al menos 40%
idéntica a la secuencia de aminoacido mostrada en SEQ ID No: 4, en donde dicho polipéptido tiene actividad de
malato sintasa.

El tercer polipéptido, preferiblemente, se codifica por un tercer polinucledtido que comprende un &cido nucleico
seleccionado del grupo que consiste de:

a. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido como se muestra en SEQ ID No: 5;

b. un &cido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido como se muestra en SEQ ID
No: 6;
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c. un &cido nucleico que tiene una secuencia de nucledtido que es al menos 50% idéntica a la secuencia de
nucledtido mostrada en SEQ ID No: 5, en donde dicho acido nucleico codifica un polipéptido que tiene actividad de
catalasa; y

d. un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido que es al menos 50%
idéntica a la secuencia de aminoacido mostrada en SEQ ID No: 6, en donde dicho polipéptido tiene actividad de
catalasa.

El término “polinucledtido” como se utiliza en este documento se refiere a una molécula de acido nucleico lineal o
circular. Abarca moléculas de ADN, asi como ARN. El polinucledtido de la presente invencién sera proporcionado,
preferiblemente, ya sea como un polinucleétido aislado (i.e. aislado a partir de su contexto natural) o en la forma
modificada genéticamente. El término abarca polinucledtidos de cadena sencilla asi como doble. Ademas, también
se comprenden los polinucledtidos quimicamente modificados incluyendo polinucleétidos modificados que ocurren
naturalmente tales como polinucledtidos glicosilados o metilados o modificados artificiales tales como polinucle6tidos
biotinilados. El polinucledtido de la presente invencion se caracteriza en que codificard un polipéptido como se hace
referencia anteriormente. El polinucleétido, preferiblemente, tiene una secuencia especifica de nucleétido como se
menciona anteriormente. Ademas, debido a la degeneracion del cddigo genético, los polinucleétidos que se abarcan,
codifican una secuencia especifica de aminoacido como se ha indicado anteriormente.

Ademas, el término “polinucleétido” como se utiliza de acuerdo con la presente invencién, ademés abarca variantes
de los polinucledtidos especificos mencionados anteriormente. Dichas variantes pueden representar ortlogos,
paralogos u otros homélogos del polinucleétido de la presente invencion. Las variantes del polinucledtido,
preferiblemente, comprenden una secuencia del &cido nucleico caracterizada porque la secuencia se puede derivar
de las secuencias del acido nucleico especificas mencionadas anteriormente por al menos una sustitucion, adicion
y/o delecion de nucledtido con lo cual la secuencia del acido nucleico variante todavia se codifica un polipéptido que
tiene la actividad como se especifica anteriormente. Las variantes también abarcan los polinucleétidos que
comprenden una secuencia del acido nucleico que es capaz de hibridizar a las secuencias del acido nucleico
especificas mencionadas anteriormente, preferiblemente, bajo condiciones rigurosas de hibridacion. Estas
condiciones estrictas se conocen por el experto y se pueden encontrar en Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Un ejemplo preferido de las condiciones rigurosas de hibridacion son
las condiciones de hibridacion en 6 x cloruro de sodio/citrato de sodio (= SSC) a aproximadamente 45°C, seguido
por una o mas etapas de lavado en 0.2 x SSC, 0.1% de SDS entre 50 a 65°C. El experto sabe que estas
condiciones de hibridacion difieren dependiendo del tipo de &cido nucleico y, por ejemplo cuando los solventes
organicos estan presentes, con respecto a la temperatura y la concentracion de la solucién reguladora. Por ejemplo,
bajo “condiciones de hibridacion estandar” la temperatura difiere dependiendo del tipo de acido nucleico entre 42°Cy
58°C en solucion reguladora acuosa con una concentracion de 0.1 a 5 x SSC (pH 7.2). Si el solvente organico esta
presente en la solucién reguladora mencionada anteriormente, por ejemplo 50% de formamida, la temperatura en
condiciones estandar es aproximadamente 42°C. Las condiciones de hibridacion para hibridos de ADN:ADN son
preferiblemente por ejemplo 0.1 x SSC y 20°C a 45°C, preferiblemente entre 30°C y 45°C. Las condiciones de
hibridacion para hibridos de ADN:ARN son preferiblemente, por ejemplo, 0.1 x SSC y 30°C a 55°C, preferiblemente
entre 45°C y 55°C. Las temperaturas de hibridacion mencionadas anteriormente se determinan por ejemplo para un
acido nucleico con aproximadamente 100 bp (= pares de base) de longitud y un contenido G + C del 50% en la
ausencia de formamida. El experto sabe como determinar las condiciones de hibridacién requeridas por referencia a
los libros de texto tales como el libro de texto mencionado anteriormente, o los siguientes libros de texto: Sambrook
et al., “Molecular Cloning”, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989; Hames and Higgins (Ed.) 1985, “Nucleic Acids
Hybridization: A Practical Approach”, IRL Press at Oxford University Press, Oxford; Brown (Ed.) 1991, “Essential
Molecular Biology: A Practical Approach”, IRL Press at Oxford University Press, Oxford. De manera alterna, las
variantes del polinucleétido se obtienen por técnicas basadas en PCR, tales como amplificacion de ADN basada en
cebador oligonucledtido mezclado, i.e. utilizando cebadores degenerados contra dominios conservados de los
polipéptidos de la presente invencion. Los dominios conservados del polipéptido de la presente invencion se pueden
identificar mediante una comparacion de secuencias de la secuencia del acido nucleico del polinucleétido o la
secuencia de aminoacido del polipéptido de la presente invencion con las secuencias de otros miembros de las
familias de la enzima mencionadas de acuerdo con esta invencion. Los oligonucledtidos apropiados como cebadores
de PCR asi como las condiciones de PCR apropiadas se describen en los Ejemplos acompafantes. Como una
plantilla, el ADN o cADN de las bacterias, hongos, plantas o animales se pueden utilizar. Otras, variantes incluyen
polinucledtidos que comprenden las secuencias del acido nucleico que son al menos 70%, al menos 75%, al menos
80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99% idénticas a las secuencias del
acido nucleico especificas. Ademas, también se abarcan los polinuclettidos que comprenden las secuencias del
acido nucleico que codifican las secuencias del aminoacido que son al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al
menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99% idénticas a las secuencias especificas
del aminoé&cido que se hace referencia en este documento. Los valores del porcentaje de identidad, preferiblemente,
se calculan sobre la region total de la secuencia del aminoacido o acido nucleico. Una serie de programas basados
en una variedad de algoritmos esta disponible para el experto, para la comparacion de las diferentes secuencias. En
este contexto, los algoritmos de Needleman and Wunsch o Smith and Waterman dan resultados particularmente
fiables. Para llevar a cabo las alineaciones de la secuencia, se van a utilizar el programa PileUp ( Higgins 1989,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 386 583 T3

CABIOS, 5 1989: 151-153) o los programas Gap and BestFit (Needleman 1970, J. Mol. Biol. 48; 443-453 and Smith
198, Adv. Appl. Math. 2; 482-489), que son parte del paquete del software GCG de Genetics Computer Group, 575
Science Drive, Madison, Wisconsin, USA 53711, version 1991. Los valores de identidad de la secuencia indicados
anteriormente en porcentaje (%) se van a determinar, preferiblemente, utilizando el programa GAP sobre la region
total de la secuencia con los siguientes parametros: Peso de Gap: 50, Peso de Longitud: 3, Apareamiento Promedio:
10.000 y Apareamiento Erréneo Promedio: 0.000, lo cual, a menos que se especifique de otra manera, siempre se
utilizaran como parametros estandar para alineaciones de secuencia.

Un polinucleétido que comprende un fragmento de cualquiera de las secuencias del 4cido nucleico mencionadas
anteriormente, también se abarca como un polinucledtido de la presente invencién. El fragmento codificara un
polipéptido que tiene aln la actividad como se especifica anteriormente. En consecuencia, el polipéptido puede
comprender o consistir de los dominios del polipéptido de la presente invencién que confiere la citada actividad
biologica. Un fragmento como se entiende en este documento, preferiblemente, comprende al menos 50, al menos
100, al menos 250 o al menos 500 nucledtidos consecutivos de cualquiera de las secuencias del acido nucleico
mencionados anteriormente o codifica una secuencia de aminoacido que comprende al menos 20, al menos 30, al
menos 50, al menos 80, al menos 100 o al menos 150 aminoacidos consecutivos de cualquiera de las secuencias
del aminoacido mencionadas anteriormente.

Los polinucledtidos de la presente invencion consisten esencialmente de las secuencias del &cido nucleico
mencionadas anteriormente o comprenden las secuencias del acido nucleico mencionadas anteriormente. Por lo
tanto, también pueden contener otras secuencias del acido nucleico. Especificamente, los polinucleétidos de la
presente invencién pueden codificar las proteinas de fusion en donde un socio de la proteina de fusiéon es un
polipéptido que se codifica por una secuencia del acido nucleico indicada anteriormente. Tales proteinas de fusion
pueden comprender como parte adicional secuencias del péptido para monitorear la expresion (por ejemplo,
proteinas fluorescentes verdes, amarillas, azules o rojas, fosfatasa alcalina y similar) o las llamadas “etiquetas” que
pueden servir como un marcador detectable o como un medidor auxiliar para propdsitos de purificacion. Las
etiquetas para los diferentes propdsitos son bien conocidas en el oficio y comprenden las etiquetas FLAG, etiquetas
6-histidina, etiqguetas MYC y similares.

Mas preferiblemente, el primer, segundo y/o tercer polipéptido(s) mencionados anteriormente se expresan de
polinucledtidos heterélogos, i.e. a partir de polinucleétidos que han sido de forma transitoria, por ejemplo, utilizando
un vector de expresion, o estable, por ejemplo, utilizando una insercion de ADN-T o -P, introducida en la célula
vegetal. El término “heter6logo” como se utiliza en este documento significa que los polinucleétidos no ocurren
naturalmente en la célula vegetal. El término, por lo tanto, abarca polinucleétidos modificados o no modificados que
se derivan de diferentes organismos o polinucleétidos modificados derivados de la célula vegetal de la invencion. Se
debe entender que el polinucleétido heter6logo comprendera la expresion de las secuencias control que permite la
expresion en la célula vegetal o las secuencias que permiten la integracién del polinucleétido heterélogo en un locus
en el genoma de la célula vegetal donde la expresién del polinucleétido heter6logo sera controlada por expresion
enddgena de las secuencias control de la célula vegetal. Preferiblemente, el polinucleétido heter6logo comprende un
acido nucleico que tiene una secuencia del &cido nucleico del primer, el segundo o el tercer polinucleétido como se
menciona a continuacion, i.e. un polinucleétido que codifica una glioxilato oxidasa, un polinucleétido que codifica
malato sintasa o un polinucleétido que codifica una catalasa, dos de los citados acidos nucleicos o los tres de estos.
Mediante la introduccién de los polinucleétidos heterélogos mencionados anteriormente, se generan las células
vegetales transgénicas. Tales células vegetales transgénicas se pueden obtener mediante las técnicas de
transformacion tal como se publica, y se cita, en: Plant Molecular Biology and Biotechnology (CRC Press, Boca
Raton, Florida), chapter 6/7, pp.71-119 (1993); F.F. White, Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; en:
Transgenic Plants, vol. 1, Engineering and Utilization, Ed.: Kung and R. Wu, Academic Press, 1993, 15-38; B. Jenes
et al., Techniques for Gene Transfer, en: Transgenic Plants, vol. 1, Engineering and Utilization, Ed.: Kung and R. Wu,
Academic Press (1993), 128-143; Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991), 205-225.
Preferiblemente, las plantas transgénicas se pueden obtener por transformacion mediada de ADN-T o ADN-P. Tales
sistemas de vector son, por regla general, caracterizados porque contienen al menos los genes vir, que se requieren
para la transformacién mediada por el Agrobacterium, y las secuencias que delimitan el ADN-P o -T (borde ADN-T o
borde ADN-P). Los vectores apropiados se describen con detalle, en otra parte en la especificacion.

La presente invencion también se relaciona con una planta, que comprende la célula vegetal de la presente
invencion.

La planta de la presente invencion, preferiblemente, se desarrolla a partir de la célula vegetal de la presente
invencion. De esta manera, se prevé que todas las células vegetales de la planta son células vegetales de acuerdo
con la presente invencion, i.e., comprenden en sus cloroplastos actividades enzimaticas para convertir el glicolato en
malato. Como se ha expuesto anteriormente para las células vegetales de la invencion, las plantas de la presente
invencion preferidas, se seleccionan del grupo que consiste de: plantas modelo, preferiblemente Arabidopsis
thaliana, o plantas de cultivo, preferiblemente, colza, onagra, cafiamo, cardo, cacahuete, canola, linaza, soja,
cartamo, girasol, borraja, maiz, trigo, centeno, avena, arroz, cebada, algoddén, mandioca, pimienta, plantas
solanaceas, preferiblemente, patata, tabaco, berenjena o tomate, especies de vicia, guisante, alfalfa, plantas de
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arbustos (café, cacao, té), especies de salix, arboles (palma de aceite, coco) y gramineas perennes y cultivos
forrajeros. Preferiblemente, la planta de la presente invencién es una planta Cs.

Preferiblemente, la planta de la presente invencién tiene una mayor asimilacién de CO, en comparacion con una
planta que carece de una célula vegetal de la presente invencion. La asimilacion de CO, como se utiliza en este
documento se refiere a la conversion de CO, y agua en las moléculas organicas durante la fotosintesis. Las
reacciones quimicas en este contexto son bien conocidas en el oficio y se describen en libros de texto estandar de
bioquimica. Un aumento en la asimilacion de CO,, se pueden determinar mediante técnicas bien conocidos en el
oficio y se describen en, preferiblemente, en los siguientes Ejemplos acompafiantes. Preferiblemente, el aumento es
significante estadisticamente. Si el aumento es significante estadisticamente se puede determinar mediante pruebas
estadisticas bien conocidas incluyendo, por ejemplo, prueba t de Student, prueba Mann-Whitney etc.. Mas
preferiblemente, dicho aumento es un aumento de al menos 10%, al menos 20%, al menos 30%, al menos 40% o al
menos 50% en CO, asimilado. Una planta que carece de una célula vegetal de la presente invencion como se
entiende en este documento, preferiblemente, se refiere a una planta control sin modificar de la misma variedad
como la planta de la presente invencion.

También preferiblemente, la planta de la presente invencion tiene una fotorespiracién atenuada en comparacion con
una planta que carece de una célula vegetal de la presente invencién. La atenuacion de la actividad de la via de
fotorespiracion se puede determinar mediante técnicas bien conocidas. Los ensayos apropiados se revelan
preferiblemente, en los siguientes Ejemplos acompafiantes. La atenuacion como se hace referencia en este
documento, preferiblemente, es una atenuacion estadisticamente significante.

La planta de la presente invencion, preferiblemente, tiene una mayor eficiencia del uso del agua en comparacion con
una planta que carece de una célula vegetal de la presente invencion. La eficiencia en el uso del agua se aumenta
dado que las estomas en las hojas se pueden mantener mas cerca como resultado de una mayor asimilacion de
CO,. En consecuencia, la pérdida de agua por evaporacion se reduce. Un aumento en la eficiencia en el uso del
agua se puede determinar mediante técnicas bien conocidas en el oficio y se describen en, preferiblemente, en los
siguientes Ejemplos acompafiantes. Preferiblemente, el aumento es significante estadisticamente.

Mas preferiblemente, dicho aumento es un aumento de al menos 10%, al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%
o al menos 50%.

Preferiblemente, la planta de la presente invencion produce un niamero mayor de hojas en comparacién con una
planta que carece de una célula vegetal de la presente invencién. El nimero de hojas se puede contar o determinar
basandose en el peso fresco o seco de las hojas. Preferiblemente, el aumento en el nimero de hojas es significante
estadisticamente. Mas preferiblemente, dicho aumento es un aumento en los nimeros de hojas de al menos 10%, al
menos 20%, al menos 30%, al menos 40% o al menos 50%.

Adicionalmente, la planta de la presente invencién tiene un rendimiento mayor en comparacién con una planta que
carece de una célula vegetal de la presente invencion. El término “rendimiento” como se utiliza en este documento
abarca un aumento en biomasa (peso fresco o seco) de una parte de la planta o la planta total, y en particular, las
partes cosechables de la planta. El aumento en biomasa puede ser aéreo o subterrdneo. Un aumento en la biomasa
subterranea puede ser debido a un aumento en la biomasa de parte de las plantas, tales como tubérculos, rizomas,
bulbos etc. Se prefiere particularmente un aumento en uno o mas de los siguientes: aumento en la biomasa de las
raices, aumento en el volumen de la raiz, aumento en el nimero de raices, aumento en el diametro de las raices y
aumento en la longitud de las raices. El término rendimiento mayor, también abarca un aumento en el rendimiento
de las semillas. Un aumento en el rendimiento de las semillas incluye: (i) aumento del rendimiento total de las
semillas, que incluye un aumento en la biomasa de la semilla (peso de la semilla) y que puede ser un aumento en el
peso de la semilla por planta o sobre una base de semilla individual; (i) aumento del nimero de flores (“florecillas”)
por panicula; (ii) aumento del nimero de semillas rellenas; (iv) aumento del tamafio de semilla; (v) aumento de
volumen de semilla; (vi) aumento del area de semilla individual; (vii) aumento de longitud y/o peso de semilla
individual; (vii) aumento del indice de cosecha, que se expresa como una relacion del rendimiento de partes
cosechables, tales como semillas, sobre la biomasa total; (ix) aumento de tasa de llenado, (que es el nimero de
semillas rellenas dividido por el nimero total de semillas y multiplicado por 100); y (x) aumento del peso de mil
granos (TKW), el cual se extrapola del nimero de semillas rellenas contadas y su peso total. Un aumento de TKW
puede resultar de un aumento del tamafio de semilla y/o peso de la semilla. Un aumento de TKW puede resultar de
un aumento en el tamafio del embrion y/o tamafio del endosperma. Preferiblemente, el aumento en rendimiento es
significante estadisticamente. Mas preferiblemente, dicho aumento es un aumento de al menos 10%, al menos 20%,
al menos 30%, al menos 40% o al menos 50% en rendimiento.

Finalmente, debido a que esta via disefiada se localiza en los cloroplastos, el CO, se puede volver a fijar
directamente y se libera menos amoniaco. De esta manera, se necesita un menor grado de re-asimilacion del
amoniaco y una mejora en la eficiencia del uso del nitrato también ocurrira en la planta de la presente invencion.
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La presente invencion abarca, ademds, una semilla que se obtiene de una planta de la presente invencion. La
semilla de la presente invencion es capaz de generar (i.e. desarrollo en) una planta de la presente invencién vy,
especificamente, una planta que tiene las caracteristicas segun se definen anteriormente.

Las plantas o células vegetales de la presente invencién son, preferiblemente, las plantas transgénicas o células
vegetales. En consecuencia, la presente invencion contempla un método para producir una planta transgénica o una
célula vegetal que tiene una mayor eficiencia en el uso del agua en comparacion con una planta no-transgénica o
célula vegetal correspondiente, dicho método comprende la introduccién en los cloroplastos de la planta transgénica
o de la célula vegetal de un primer polipéptido que tiene actividad de glicolato oxidasa, un segundo polipéptido que
tiene actividad de malato sintasa y un tercer polipéptido que tiene actividad de catalasa, segun se definen
anteriormente.

La introduccion de los polipéptidos, preferiblemente, se logra mediante la introduccion de polinucleétidos heterélogos
gue codifican los polipéptidos mencionados anteriormente, segun se discute con més detalle, en otra parte en esta
especificacion. Esta incluye la introduccion transitoria en los vectores de expresidon o integracion estable en el
genoma de las células vegetales via, por ejemplo, inserciéon de ADN-P o -T. Se debe entender que, se puede
introducir un polinucleétido heterélogo que comprende los acidos nucleicos que codifican todos los polipéptidos
mencionados anteriormente. De manera alterna, se pueden introducir polinucleétidos heter6logos separados cada
vez que comprenden un &cido nucleico que codifica un polipéptido de los polipéptidos mencionados anteriormente.
De esta manera, el método, preferiblemente, comprende las etapas de:

a. la introduccion de al menos un polinucleétido heterélogo que codifica los citados polipéptidos en la planta de
célula vegetal; y

b. la expresion de dichos polipéptidos a partir del al menos un polinucleétido citado.

La presente invencion, también contempla un método para producir una planta transgénica o célula vegetal que
tiene un rendimiento mayor en comparacion con una correspondiente planta no-transgénica o célula vegetal, dicho
método comprende la introduccion en los cloroplastos de la planta transgénica o de la célula vegetal un primer
polipéptido que tiene actividad de glicolato oxidasa, un segundo polipéptido que tiene actividad de malato sintasa y
un tercer polipéptido que tiene actividad de catalasa, segun se definen anteriormente. También, preferiblemente, el
método comprende las etapas de:

a. la introduccion de al menos un polinucleétido heterélogo que codifica los citados polipéptidos en la planta o de la
célula vegetal; y

b. la expresion de dichos polipéptidos a partir de al menos un polinucleétido citado.

La presente invencion abarca un polinucleétido, que comprende en combinacién un acido nucleico seleccionado del
grupo que consiste de:

a. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido como se muestra en SEQ ID No: 1;

b. un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido como se muestra en SEQ ID
No: 2;

c. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido que es al menos 50% idéntica a la secuencia de
nucledtido mostrada en SEQ ID No: 1, en donde dicho acido nucleico codifica un polipéptido que tiene actividad de
glicolato oxidasa; y

d. un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido que es al menos 50%
idéntica a la secuencia de aminoacido mostrada en SEQ ID No:2, en donde dicho polipéptido tiene actividad de
glicolato oxidasa;

un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste de:
a. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido como se muestra en SEQ ID No: 3;

b. un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido como se muestra en SEQ ID
No: 4;
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c. un &cido nucleico que tiene una secuencia de nucledtido que es al menos 40% idéntica a la secuencia de
nucledtido mostrada en SEQ ID No: 3 en donde dicho acido nucleico codifica un polipéptido que tiene actividad de
malato sintasa; y

d. un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido que es al menos 40%
idéntica a la secuencia de aminoacido mostrada en SEQ ID No: 4, en donde dicho polipéptido tiene actividad de
malato sintasa; y

un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste de:
a. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido como se muestra en SEQ ID No: 5;

b. un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido como se muestra en SEQ ID
No: 6;

c. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido que es al menos 50% idéntica a la secuencia de
nucledtido mostrada en SEQ ID No: 5, en donde dicho acido nucleico codifica un polipéptido que tiene actividad de
catalasa; y

d. un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido que es al menos 50%
idéntica a la secuencia de aminoacido mostrada en SEQ ID No: 6, en donde dicho polipéptido tiene actividad de
catalasa.

Mediante la introduccién de cualquiera de los polinucleétidos de la presente invencién, mencionados anteriormente,
como un polinucledtido heterdlogo en una célula vegetal o planta, las caracteristicas mencionadas de acuerdo con la
presente invencion seran conferidas a la citada planta o célula vegetal.

La presente invencion también contempla un vector que comprende uno de los polinucleétidos de la presente
invencion, mencionados anteriormente.

El término “vector”, preferiblemente, abarca vectores de fago, plasmido, viral o retroviral también como cromosomas
artificiales, tales como cromosomas artificiales de bacterias o levaduras. Ademas, el término también se relaciona
con construcciones dirigidas que permiten la integracion aleatoria o de sitio dirigida de la construccion dirigida en
ADN genodmico. Tales construcciones dirigidas, preferiblemente, comprenden ADN de longitud suficiente para ya sea
recombinacion homoéloga o heter6loga como se describe en detalle a continuaciéon. El vector que abarca los
polinucledtidos de la presente invencion, preferiblemente, ademas comprende marcadores seleccionables para la
propagacion y/o seleccion en un huésped. El vector se puede incorporar en una célula huésped mediante diversas
técnicas bien conocidas en el oficio. Si se introduce en una célula huésped, el vector puede residir en el citoplasma o
se puede incorporar en el genoma. En el Ultimo caso, se debe entender que el vector ademas puede comprender las
secuencias del acido nucleico que permiten la recombinacion homoéloga o insercién heteréloga. Los vectores se
pueden introducir en las células procariotas o eucariotas via técnicas convencionales de transformacion o
transfeccion. Los términos “transformacion” y “transfeccion”, conjugacién y transduccién, como se utiliza en el
presente contexto, tienen la intencion de comprender una multiplicidad de procesos previos al oficio para la
introduccion del acido nucleico foraneo (por ejemplo ADN) en una célula huésped, incluyendo co-precipitacion de
fosfato de calcio, cloruro de rubidio o cloruro de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, lipofeccion,
competencia natural, agrupaciones basadas en carbono, transferencia quimicamente mediada, electroporacion o
bombardeo de particulas (por ejemplo, “pistola génica”). Los métodos apropiados para la transformacién o
transfeccion de células huésped, incluyendo células vegetales, se pueden encontrar en Sambrook et al. (Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY, 1989) y otros manuales de laboratorio, tales como Methods in Molecular Biology, 1995, Vol. 44,
Agrobacterium protocols, Ed.: Gartland and Davey, Humana Press, Totowa, New Jersey. De manera alterna, un
vector plasmido se puede introducir mediante técnicas de electroporacion o de choque térmico. Si el vector es un
virus, se puede empacar in vitro utilizando una linea celular de empaque, apropiada, antes de la aplicacion a las
células huésped. Los vectores retrovirales pueden ser de replicacion competente o replicacion defectiva. En el dltimo
caso, la propagacion viral generalmente ocurrira solo en células huésped complementarias.

Preferiblemente, el vector al que se hace referencia en este documento es apropiado como un vector de clonacion,
i.e. replicable en sistemas microbiolégicos. Tales vectores aseguran la clonacién eficiente en bacterias vy,
preferiblemente, levaduras u hongos y hacen posible la transformacion estable de las plantas. Aquellos que se
deben mencionar son, en particular, diversos sistemas de vectores co-integrados y binarios que son apropiados para
la transformacion mediada por ADN-T o mediada por ADN-P. Tales sistemas de vector, por regla general, se
caracterizan porque contienen al menos los genes vir, que se requieren para la transformacion mediada por el
Agrobacterium, y las secuencias que delimitan los ADN-T o ADN-P (bordes ADN-T o ADN-P). Estos sistemas de
vector, preferiblemente, también comprenden otras regiones reguladoras cis tales como promotores y terminadores
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y/o marcadores de seleccién con los que las células huésped transformadas u organismos apropiados se pueden
identificar. Mientras que los sistemas de vector co-integrados tienen genes vir y secuencias de ADN-T dispuestos en
el mismo vector, los sistemas binarios se basan en al menos dos vectores, uno de los cuales lleva genes vir, pero no
ADN-T, mientras que un segundo lleva ADN-T, pero no genes vir. Como consecuencia, los vectores mencionados
en ultimo lugar son relativamente pequefios, facil de manipular y se pueden replicar tanto en E. coli como en
Agrobacterium. Estos vectores binarios incluyen vectores a partir de la serie pBIB-HYG, pCAMBIA, pPZP, pBecks,
pGreen. Preferiblemente se utiliza de acuerdo con la invencion pGreen Il.. Una vision de los vectores binarios y su
uso se pueden encontrar en Hellens 2000, Trends in Plant Science 5, 446-451. Adicionalmente, utilizando
apropiados vectores de clonacién, el polinucleétido de la invencién se puede introducir en células huésped u
organismos tales como plantas o animales y, por lo tanto, se utilizan en la transformacion de plantas, tales como
aquellas que se publican, y citan, en: Plant Molecular Biology and Biotechnology (CRC Press, Boca Raton, Florida),
chapter 6/7, pp. 71-119 (1993); F.F. White, F.F. White, Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; en: Transgenic
Plants, vol. 1, Engineering and Utilization, Ed.: Kung and R. Wu, Academic Press, 1993, 15-38; B. Jenes et al.,
Techniques for Gene Transfer, en: Transgenic Plants, vol. 1, Engineering and Utilization, Ed.: Kung and R. Wu,
Academic Press (1993), 128-143; Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991), 205-225..

Mas preferiblemente, el vector de la presente invencidon es un vector de expresion. En tal vector de expresion, el
polinucledtido comprende un casete de expresion como se especifica anteriormente permitiendo la expresion en
células eucariotas o fracciones aisladas de estos. Un vector de expresion, ademas del polinucleétido de la invencion,
también puede comprender otros elementos reguladores incluyendo transcripcional asi como potenciadores de
traduccion. Preferiblemente, el vector de expresion también es un vector dirigido o de transferencia génica. Los
vectores de expresion derivados de virus tales como retrovirus, virus vaccinia, virus adenoasociados, virus herpes, o
virus papiloma bovino, se pueden utilizar para la entrega de los polinuclettidos o del vector de la invencion en una
poblacion de células dirigidas. Métodos bien conocidos por aquellos expertos en la técnica, se pueden utilizar para
construir vectores virales recombinantes; ver, por ejemplo, las técnicas descritas en Sambrook, Molecular Cloning A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1989) N.Y. and Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology,
Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y. (1994).

Los esqueletos del vector de expresion apropiados, preferiblemente, se derivan de vectores de expresiéon conocidos
en la técnica, tales como vector de expresion de cADN Okayama-Berg pcDV1 (Pharmacia), pCDM8, pRc/CMV,
pcADN1, pcADN3 (Invitrogene) o pSPORT1 (GIBCO BRL). Otros ejemplos de vectores de expresion de fusion
tipicos son pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith, D.B., and Johnson, K.S. (1988) Gene 67:31-40), pMAL (New
England Biolabs, Beverly, MA) y pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ), donde el glutation S-transferasa (GST),
maltosa proteina de enlace-E y proteina A, respectivamente, se fusionan con el acido nucleico de interés que
codifica una proteina que se expresa. La expresion del gen dirigido del vector pTrc se basa en la transcripcion de un
promotor de fusidn trp-lac hibrido mediante polimerasa de ARN huésped. La expresién del gen dirigido a partir del
vector pET 11 d se basa en la transcripcién de un promotor de fusién T7-gn10-lac, que se media por una polimerasa
de ARN viral coexpresada (T7 gnl). Esta polimerasa viral se provee por las cepas huéspedes BL21 (DE3) o
HMS174 (DE3) a partir un A-profago residente que hospeda un gen T7 gnl bajo el control transcripcional del
promotor lacUV 5. Ejemplos de vectores de expresion en las levaduras S. cerevisiae comprenden pYeDesaturased
(Baldari et al. (1987) Embo J. 6:229-234), pMFa (Kurjan and Herskowitz (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz et
al. (1987) Gene 54:113-123) y pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Los vectores y procesos para la
construccion de vectores que son apropiados para utilizar en otros hongos, tales como los hongos filamentosos,
comprenden aquellos que se describen en detalle en: van den Hondel, C.A.M.J.J., & Punt, P.J. (1991) "Gene transfer
systems and vector development for filamentous fungi, en: Applied Molecular Genetics of hongos, J.F. Peberdy et al.,
Ed., pp. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge, o en: More Gene Manipulations in Fungi (J.W. Bennett & L.L.
Lasure, Ed., pp. 396-428: Academic Press: San Diego). Otros vectores de levaduras apropiados son, por ejemplo,
pAG-1, YEp6, YEp13 o pEMBLYe23. Como una alternativa, los polinucleétidos de la presente invencion también se
pueden expresar en células de insectos utilizando vectores de expresion de baculovirus. Los vectores de baculovirus
gue estan disponibles para la expresion de proteinas en células de insecto cultivadas (por ejemplo células Sf9)
comprenden la serie pAc (Smith et al. (1983) Mol. Cell Biol. 3:2156-2165) y la serie pVL (Lucklow and Summers
(1989) Virology 170:31-39).

Los vectores de expresion que permiten la expresion en células vegetales comprenden aquellos que se describen en
detalle en: Becker, D., Kemper, E., Schell, J., and Masterson, R. (1992) "New plant binary vectors with selectable
markers located proximal to the left border”, Plant Mol. Biol. 20:1195-1197; and Bevan, M.W. (1984) "Binary
Agrobacterium vectors for plant transformation”, Nucl. Acids Res. 12:8711-8721; Vectors for Gene Transfer in Higher
Plants; en: Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, Ed.: Kung and R. Wu, Academic Press, 1993, p.
15-38. Un casete de expresion de la planta, preferiblemente, comprende secuencias reguladoras que sean capaces
de controlar la expresion del gen en células vegetales y que se unen funcionalmente de tal manera que cada
secuencia puede cumplir su funcién, tales como terminacién transcripcional, por ejemplo sefiales de poliadenilacion.
Las sefiales de poliadenilacion preferidas son aquellas que se derivan a partir de ADN-T de Agrobacterium
tumefaciens, tales como el gen 3 del plasmido pTiIACH5 Ti, que se conoce como octopina sintasa (Gielen et al.,
EMBO J. 3 (1984) 835 et seq.) o equivalentes funcionales de estos, pero todos los otros terminadores que son
funcionalmente activos en plantas también son apropiados. Dado que la expresién del gen de la planta es muy
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frecuente no se limita a niveles transcripcionales, un casete de expresion de la planta preferiblemente comprende
otras secuencias ligadas funcionalmente tales como potenciadores de traduccion, por ejemplo la secuencia de
sobrecarga, que comprende la secuencia lider en 5-no traducida del virus mosaico del tabaco, que aumenta la
relacion proteina/ARN (Gallie et al., 1987, Nucl. Acids Research 15:8693-8711). Otras secuencias preferidas para el
uso en el ligamiento funcional en casetes de expresion del gen de la planta son secuencias diana que se requieren
para dirigir el producto génico en su compartimiento celular relevante. En el presente caso, en particular, el
compartimiento relevante son los cloroplastos.

La presente invencién también se relaciona con una composicion que comprende
un primer polinucledtido que comprende un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste de:
a. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido como se muestra en SEQ ID No: 1;

b. un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido como se muestra en SEQ ID
No: 2;

c. un &cido nucleico que tiene una secuencia de nucledtido que es al menos 50% idéntica a la secuencia de
nucledtido mostrada en SEQ ID No: 1, en donde dicho acido nucleico codifica un polipéptido que tiene actividad de
glicolato oxidasa; y

d. un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido que es al menos 50%
idéntica a la secuencia de aminoacido mostrada en SEQ ID No:2, en donde dicho polipéptido tiene actividad de
glicolato oxidasa;

un segundo polinucledtido que comprende un &cido nucleico seleccionado del grupo que consiste de:
a. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido como se muestra en SEQ ID No: 3;

b. un &cido nucleico que codifica un polipéptido, que tiene una secuencia de aminoacido como se muestra en SEQ
ID No: 4;

€. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleotido, que es al menos 40% idéntica a la secuencia de
nucledtido mostrada en SEQ ID No: 3, en donde dicho acido nucleico codifica un polipéptido que tiene actividad de
malato sintasa; y

d. un &cido nucleico que codifica un polipéptido, que tiene una secuencia de aminoacido que es al menos 40%
idéntica a la secuencia de aminoacido mostrada en SEQ ID No: 4, en donde dicho polipéptido tiene actividad de
malato sintasa; y

un tercer polinucleétido que comprende un &cido nucleico seleccionado del grupo que consiste de:
a. un &cido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido como se muestra en SEQ ID No: 5;

b. un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido como se muestra en SEQ ID
No: 6;

€. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido, que es al menos 50% idéntica a la secuencia de
nucledtido mostrada en SEQ ID No: 5, en donde dicho acido nucleico codifica un polipéptido que tiene actividad de
catalasa; y

d. un acido nucleico que codifica un polipéptido, que tiene una secuencia de aminoacido que es al menos 50%
idéntica a la secuencia de aminoacido mostrada en SEQ ID No: 6, en donde dicho polipéptido tiene actividad de
catalasa.

Como se indica en otra parte de esta especificacion, tales composiciones comprenden polinucleétidos heterélogos
gue se pueden utilizar para conferir las actividades enzimaticas a una planta o célula vegetal que se requiere para
mejorar las caracteristicas mencionados en este documento.

Se comprendera que los polinucleétidos, vectores o composiciones de la presente invencion mencionados
anteriormente, preferiblemente, son para ser utilizados, para conferir mayor eficiencia en el uso del agua a una
planta o célula vegetal o para conferir un rendimiento mayor a una planta o célula vegetal.
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FIGURAS

Figura 1. El ciclo de nitrdgeno y carbono de la fotorespiracion (negro) de un cortocircuito de la planta C3, mediante
la via catabodlica de glicolato novedoso (rojo). Las enzimas transgénicas introducidas en los cloroplastos de A.
thaliana se destacan en verde. Kat: catalasa; GDC: glicina descarboxilasa; GGAT: glutamato-glioxilato
aminotransferasa; GK: glicerato quinasa; GO: glicolato oxidasa; GOGAT: glutamato-oxoglutarato aminotransferasa,
GS: glutamina sintetasa; HPR: hidroxipiruvato reductasa; MDH: NAD-malato deshidrogenasa; ME: enzima NADP-
malica; MS: malato sintasa; PDH: piruvato deshidrogenasa; PGP: fosfoglicolato fosfatasa; SGAT: serina-glutamato
aminotransferasa; SHMT: serina hidroximetil transferasa. Adaptada de [3].

Figura 2. Las actividades enzimaticas en los extractos de hojas de plantas transgénicas y de tipo salvaje. A)
actividad de glicolato oxidasa. B) actividad de malato sintasa. C) actividad de catalasa. Las barras de error indican la
SE de tres determinaciones diferentes.

Figura 3. Caracteristicas de crecimiento de plantas de 6 semanas cultivadas en condiciones de dia corto a
concentraciones de CO, ambiente (380 ppm) y alto (2,000 ppm).

Figura 4. Diferencias en la acumulacién de almidén en hojas de plantas de 6 semanas transgénicas y de tipo salvaje
cultivadas en dias cortos (A-C); A) a 380 ppm; B) a 2,000 ppm; C) plantas transferidas durante seis dias a 600 umol
de quanta m-2 s-1, durante el periodo de luz. D) Fenotipo de las plantas tratadas como en C.

Los siguientes ejemplos solamente ilustran la invencién. En absoluto, no se deben interpretar como limitantes del
alcance de la invencion.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: amplificacién PCR de los transgenes

Los cADNs correspondientes para la glicolato oxidasa 2, a partir de hojas de A. thaliana (GO, At3g14420) y la malato
sintasa a partir de cotiledones de la calabaza (MS, X56948) y la secuencia gendémica a partir de catalasa de E. coli
(KatE; M55161) fueron amplificados utilizando Platinum Pfx ADN polimerasa (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) y se
clonan en pGEMT-Easy (Promega, Mannheim, Germany) o alternativamente, pCR-Blunt 1I-TOPO (Invitrogen). En los
casos de GO y MS, fueron omitidos los nucledtidos que codifican para los Ultimos aminoacidos (A/SRL), que
presumiblemente representan la sefial dirigida peroxisomal (31, 32). Las siguientes combinaciones de cebador
fueron utilizadas: GO fow (5'- TACAATTGGAGATCACTAACGTTAC-CGAGT-3' SEQ ID NO: 9) y GO revl (5-
TGGGACACTCCACGTCCTTAGTCTAGACTAGTA-3 SEQ ID NO: 10), MS fow (5-
ACACCGGTCGCTGGGAATGTATTCTGAATCGGCA-3’ SEQ ID NO: 11) y MS revl (5-
CACATAGGCATACATCATCCCAGGTGAGTCGACGTT- 3 SEQ ID NO: 12) Kate fowl (5-
ACACCGGTCGCAACATAACGAAAAGAAC-CCA- 3'SEQ ID NO: 13) y KatE revl (5- ACGTCGACTCAGGCAG-
GAATTTTGTCAATCT-3' SEQ ID NO: 14). Para seguir la estrategia de clonacién, los cebadores fueron disefiados
para introducir sitios Munl y Spel Gnicos en los extremos 5’ y 3’ de los sitios GO y Agel y Sall en los extremos 5’y 3’
de MS y KatE. Con el fin de dirigir GO a los cloroplastos, las pre-secuencias dirigidas estromales a partir de la
fosfoglucomutasa de la A. thaliana (PGM; 225 bp) se amplific6 mediante PCR utilizando los siguientes cebadores:
PGM fow (5-TAGGTACCCAATCAACAATGACGTCGACCTAC-3' SEQ ID NO: 15) y PGM rev (5-
GAGATTAAATCGTTGCCGACGAAGCAATTGTA-3 SEQ ID NO: 16).

Los oligonucledtidos fueron disefiados para introducir sitios Kpnl y Munl Gnicos en los extremos 5’ y 3'. El fragmento
obtenido se clon6 en direccion 5’ el cADN de GO. Para dirigir MS y KatE al cloroplasto un fragmento que contiene el
promotor (715 bp) de la subunidad tomate-RubisCO-pequefia (rbcS3C; X66072) y el péptido transitorio (172 bp) se
amplific6 mediante PCR, utlizando el ADN gendomico y los siguientes cebadores: rbcS3C fow (5'-
ACGAGCTCATCCAGAATTGGCGTTGGATTA-3' SEQ ID NO: 17) y rbcS3C rev (5- AGCAACGGTGGAA-
GAGTCAGTTGCAACCGGTAT-3' SEQ ID NO: 18). Los cebadores fueron disefiados para introducir los sitios Sacl y
Agel Unicos en los extremos 5’y 3. El fragmento obtenido se insert6 en direccion 5’ de las regiones codificantes MS
y KatE. Todas las construcciones del plasmido fueron secuenciadas utilizando el sistema terminador- colorante
fluorescente PRISM (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) para excluir cualquier mutacién posible que podria
ser creada mediante la accion de la polimerasa.

Ejemplo 2: Construccién de vectores binarios

Para dirigir la expresién en A. thaliana, los ADNs que codifican el precursor plastidico de las enzimas se clonaron en
una version modificada del vector binario pGreenll [33, 34]. Los ADNs codificantes de las enzimas se clonaron en el
vector binario utilizando diferentes estrategias. En el caso de MS y KatE, el promotor CaMV35S se corté del vector y
el promotor tomate-rbcS3C se utiliz6 para dirigir la expresion. Los genes marcadores de seleccion nosKan
(resistencia a la canamicina), nosHyg (resistencia a la higromicina) y nosBAR 18 (resistencia a BASTA) se clonaron
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en el sitio Stul dentro del vector pGreenll basico. GO se clon6 en el vector pGreenll 35S-nosKan, MS en el vector
pGreenll rbcS3C-nosHyg y KatE en el vector pGreenll rbcS3C-nosBAR, los plasmidos resultantes fueron
denominados 35S:GO, rbcS3C:MS y rbcS3C:KatE.

Ejemplo 3: Transformacion de A. thalianay seleccion de transformantes

Los vectores binarios 35S:GO, rbcS3C:MS y rbcS3C:KatE fueron sometidos a electroporacion en GV3101 de
Agrobacterium tumefaciens que lleva el plasmido auxiliar pSoup y se utiliza para transformar las plantas A. thaliana
(ecotipo Colombia, Col-0) via infiltracion de vacio [35]. Las semillas transformadas fueron seleccionadas ya sea por
resistencia a la canamicina, higromicina o BASTA. El material de hojas se recolectd a partir de plantas
seleccionadas y el ADN fue extraido por analisis de PCR. Las plantas que contienen los transgenes se dejaron auto-
polinizar. Las lineas transgénicas fueron sometidas a dos rondas mas de seleccién y caracterizacién por medio de
ensayos de PCR y actividad enzimatica.

Las plantas se cultivaron, en principio, bajo un régimen de 8h-luz/16h-oscuridad a densidades de flujo de foton
fotosintéticamente activo (PPFD) de 100 o 600 umol quanta m-2 s-1 (intensidades de luz normal y elevada,
respectivamente) y ajustado a temperaturas de 22°C dia/18°C noche. Para el cultivo a condiciones de no-
fotorespiracion, las plantas de tres semanas cultivadas en condiciones normales fueron transferidas a una camara
con una concentracién de CO, de 2,000 + 200 ppm.

Ejemplo 4: produccién de transformantes GO-MS y GMK

Las lineas GO-MS fueron producidas, mediante la transformacion de GO (linea 5, GO5) con el vector rbcS3C:MS.
Las lineas que contienen los tres genes, las lineas GMK, fueron producidas por la re transformacion de GO-MS
(linea 6, GO-MS6) con el vector rbcS3C:KatE. En todos los casos, las lineas se seleccionaron tomando ventaja de
las diferentes resistencias de los transgenes y se corroboran por PCR, Southern blot y la determinacién de
actividades enzimaticas.

Ejemplo 5: Aislamiento del cloroplasto, preparacidon de extractos y mediciones enzimaticas

Los cloroplastos intactos se aislaron, como se describe por Kebeish et al. [22]. Los cloroplastos peletizados fueron
resuspendidos en la soluciéon reguladora de extraccion correspondiente (ver a continuacion) y se utilizan
directamente para las mediciones enzimaticas. Glicolato oxidasa: El material de hojas se homogenizé en la
presencia de N, y se vuelven a suspender en solucion reguladora de extraccion que consiste en Hepes 100 mM, pH
7.2, EDTA 1 mM y 2-mercaptoetanol 10 mM. El homagenato se clarifico por centrifugacion y se utilizaron alicuotas
de 10 pl para los ensayos enziméticos siguiendo el método de Yamaguchi and Nishimura [36] con las siguientes
modificaciones: el medio de reaccion contenia trietanolamina 100 mM, pH 7.8, EDTA 3 mM, glutation oxidado 0.75
mM y fenilhidrazina 4 mM. La reaccién se inici6 por la adicion de glicolato de sodio 2.3 mM y se siguio
espectrofotométricamente a 320 mm. Una unidad se define como la cantidad de enzima que cataliza la produccion
de 1 umol de glioxilatofenilhidrazona por minuto calculada del coeficiente de extincion para el fenilhidrazon a 324 nm
de 16.8 mM-1 cm-1. Malato sintasa: El material de hojas se homogeniz6 en la presencia de N, y se vuelve a
suspender en solucién reguladora de extracciéon que consiste de Tris-HCI 50 mM, pH 8.0 y MgCl, 1 mM. El
homagenato 20 se clarificd por centrifugacién y se utilizaron alicuotas de 10 pl para los ensayos enzimaticos. La
actividad de MS se determind siguiendo el procedimiento descrito por Smith et al. [37]. El medio de reaccion
contenia Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, MgCl, 5 mM, acetil-CoA 3 mM, acido 5,5'-ditiobis 2-nitrobenzoico (DTNB) 1,6 mM.
La reaccion se inicid por la adicion de glioxilato 4 mM y se siguié espectrofotométricamente a 410 mm a 25°C. Una
unidad se define como la cantidad de enzima que cataliza la produccién de 4-nitrotiolato 1 umol por minuto calculada
a partir del coeficiente de extincién para 4-nitrotiolato a 410 nm de 13.7 M-1 cm-1. Catalasa: El material de hojas se
homogeniz6 en la presencia de N, y se vuelven a suspender en solucion reguladora de extraccion que consiste de
KH2PO4 50 mM, pH 7.0, 1 % (v/v) de polivinilpirrolidona (PVP)-40 y 0.1% (v/v) de Triton X-100. La actividad de la
catalasa se determin6 en KH,PO4 50 mM, pH 7.0 como se describe por Havir and McHale [38]. La reaccion se inicid
por la adicién de H20, 10 mM y se siguid a 240 nm a 25°C. Una unidad se define como la cantidad de enzima que
cataliza la descomposicion de 1 umol de H>O, por minuto, calculada a partir del coeficiente de extincion para H.O; a
240 nm de 43.6 M-1 cm-1.

Ejemplo 6: Determinaciones del contenido de H,O, y glioxilato

Peréxido de hidrégeno: el contenido de H,O, se determiné siguiendo una version modificada del protocolo descrito
por Okuda et al. [39]. Las hojas (50-100 mg) fueron homogenizadas en la presencia de N2 y 500 ul de HCIO4 0.2 M y
se centrifugaron a 20,000g durante 5 min a 4°C. Para retirar el HCIO4, 300 pl del sobrenadante se neutralizo a pH
7.5 con KOH 4N vy la solucidon se centrifugd a 1,000g durante 1 min a 4°C. 200 pl del sobrenadante se aplicaron a
una columna de 1.2 ml de AG-1 (0.8 cm x 4 cm; BioRad, Hercules, USA), y la columna se lavé dos veces con 800 pl
de agua destilada. El segundo eluato que contiene el H,O; se utilizé para la prueba. La mezcla de reaccién contenia
500 pl del eluato, 200 pul de p-dimetilaminobenzaldehido (DMAB, 12.5 mM en solucién reguladora de fosfato 0.375 M,
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pH 6.5), 40 ul de 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona (MBTH, 0.05% peso/v) y 10 ul de peroxidasa (12.5 U/ml) en
un volumen total de 750 pl. La reaccion se inicié por la adicién de peroxidasa y después de 8 min de incubacion a
25°C, se observo el aumento de la absorbancia a 590 nm. Glioxilato: La determinacion del glioxilato se realizd
utilizando una modificacion del protocolo descrito por Hausler et al. [40]. El material de hojas (30-100 mg) se
homogeniz6 en la presencia de Nz y 500 ul de HCI 100 mM y 0.1% de fenilhidrazina y se incub6 a 80°C, durante 5
min. Después de enfriar con hielo, las muestras se centrifugaron a 10,000 g durante 2 min y 200 ul del sobrenadante
se mezclaron con 750 pl de 18.5% de HCIl y 50 pl de 4% (peso/v) de KsFe(CN)s. La mezcla se centrifugd a 10,0009
durante 2 min y la absorbancia del sobrenadante se midié a 520 nm exactamente 8 min después de la adicion de
KsFe(CN)s. Como control, se omitié el KsFe(CN)s.

Ejemplo 7: Contenidos del metabolito

Se realiz6 un analisis GC-MS de los contenidos de carbohidratos y clorofila, como se describe por Fahnenstich et al.
[33].

Ejemplo 8: Parametros de fluorescencia de la clorofila

Las mediciones de la fluorescencia de la clorofila, se realizaron con un fluorémetro de clorofila de pulso de amplitud
modulada PAM-2000 (Walz GmbH, Effeltrich, Germany). En el inicio de cada medida, una planta se adapt6 a la
oscuridad durante 10 min. La florescencia basal (FO) se midi6 con luz roja débil modulada y la florescencia méxima
(Fm) se indujo con una saturacién de pulso de luz blanca (5000 umol m-2 sec-1; duracién 0.8 s).

Ejemplo 9: Tasa de asimilacion de CO, y analisis del isétopo de carbono

Las mediciones de la tasa fotosintética se realizaron en las plantas que se cultivaron bajo un régimen de 8h luz /
16h-oscuridad a densidades de flujo de foton activo fotosintéticamente (PPFD) de 100 y 300 umol quanta m-2 s-1
(intensidades de luz normal y elevada, respectivamente) a niveles de humedad relativa ambiente y a 24°C, siguiendo
los procedimientos de Awada et al., (41). En resumen, la fotosintesis neta maxima (A, pmol m-2 s-1) a saturacién de
luz se realiz6 utilizando un sistema fotosintético portatil montado con una fuente de luz LED y una camara de hoja
especificamente construida para hojas de Arabidopsis (LI 6400-2B, LICOR Inc., Lincoln, NE, USA). Las mediciones
de la relacion del is6topo de carbono, se realizaron de acuerdo con los procedimientos de Madhavan et al. [42]. Para
la determinacion de las relaciones del is6topo de carbono, todas las rosetas se secaron a 60°C, durante 48 h y se
molieron a un polvo fino. Una sub-muestra de este polvo de hoja (2-3 mg) se analizé para la relacion del is6topo de
carbono utilizando un analizador elemental (Heraeus, CHN-O Rapid) interconectado con un sistema de caja de
captura automatica y un espectrémetro de masas de relaciones isotépicas Delta-S Finnigan. La relacién isotdpica of
cada muestra se determind mediante la comparacién de un estandar de trabajo calibrado previamente con un valor
conocido §"°C relativo al PDB (estandar internacional Pee Dee Belemnite).

Ejemplo 10: Co-expresién de glicolato oxidasa, malato sintasa y catalasa en cloroplastos de A. thaliana

A. thaliana se transformo con un plasmido que codifica glicolato oxidasa (GO). Las lineas transgénicas resistentes a
la canamicina con actividades GO mayores que el tipo salvaje (19 a 53%) y que contienen solo una insercion del
transgen GO fueron sometidas a dos rondas mas de seleccién para obtener las lineas transgénicas T3 no-
segregantes. Una linea representativa de GO con una actividad de GO mayor del 30% en comparacién con el tipo
salvaje (Figura 2) se transformé con un plasmido que codifica malato sintasa (MS). Los transformantes de GO-MS
resistentes a la higromicina se seleccionaron y analizaron por su actividad MS. Como todas las lineas transgénicas
obtenidas mostraron similares actividades MS (9.8 + 2.2 a 17.9 + 0.5 mU/mg de proteina), Una linea representativa
(Figura 2) que lleva solo una insercién del transgen como se revela por Southern blot, se sometié a dos rondas mas
de seleccion para obtener una poblacién T3 no-segregante. Esta linea de sobreexpresiéon homocigoto doble se
transformd con un plasmido que codifica catalasa de E. coli (KatE) y once lineas independientes (lineas GMK) se
seleccionaron mediante resistencia BASTA. Las lineas GMK que contienen actividades de catalasa mayores que el
tipo salvaje fueron sometidas a dos rondas mas de seleccion para obtener lineas T3 no-segregantes. Las lineas
GMK3 y GMK9 se seleccionaron por otros analisis como representativos de las dos diferentes poblaciones obtenidas
(ver a continuacién; Figura 2). El andlisis Southern blot indicé que la linea GMK3 contenia solo una insercion de
transgen KatE mientras que GMK9 contenia tres inserciones (no se muestran). Las plantas GMK presentaron
actividades GO y MS que se parecen a las lineas GO y GO-MS parentales (Figura 2), no indicaron pérdida de la
expresion del transgen después de nueve generaciones. Para excluir cualquier alteracion fenotipica causada por
sola la expresion del transgen, MS y KatE también fueron expresadas en la base del tipo salvaje. En ambos casos,
se obtuvieron lineas con actividades de MS o catalasa similares a aquellas encontradas en las lineas GMK (lineas
representativas se incluyen en la Figura 2). Las mediciones enzimaticas realizadas con cloroplastos aislados de las
hojas de plantas GMK3 de 5 semanas y las plantas del tipo salvaje demostraron que las enzimas del transgen se
localizaron correctamente en los plastidos (no se muestran).
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Ejemplo 11: Las plantas GMK transgénicas acumulan mas biomasa

Las plantas GO homocigotas se caracterizaron por un didmetro de roseta reducido y el peso fresco y las hojas
amarillentas durante las primeras siete semanas de crecimiento (Figura 3). Es interesante a partir de la séptima
semana en, las diferencias en crecimiento en relacion con el tipo salvaje se hicieron menos pronunciadas (no se
muestran). Las determinaciones de los contenidos de glioxilato y peréxido de agua indicaron que ambos se
aumentaron en las plantas GO (Figura S1). Las lineas GO-MS se asemejan a las GO, pero con un tamafio
intermedio entre las plantas GO y las de tipo salvaje (Figura 3). Como las plantas GO-MS presentan el fenotipo GO
cuando se exponen a condiciones de estrés (ver a continuacion), el gen KatE se expreso en los plastidos de las
plantas GO-MS para promover la desintoxicacion del exceso de H,O. producido por la actividad GO. Las lineas
independientes que presentan las tres actividades transgénicas mostraron un aumento en biomasa estadisticamente
significante (por ejemplo GMK3) mientras que otras fueron mas grandes que las plantas GO-MS parentales pero aln
mas pequeifias que el tipo salvaje (por ejemplo GMK9). Como se muestra en la tabla 1, las plantas GMK3 mostraron
un aumento en el diametro de la roseta acompafiada por un nimero superior de hojas y un aumento en el peso seco
de 35 a 40% en comparacion con el tipo salvaje. Diferencias fenotipicas insignificantes se observaron cuando todas
estas lineas se cultivaron bajo condiciones de no-fotorespiracion (concentracion de CO, de 2000 ppm (Figura 3 y
Tabla 1). Obviamente, la inhibicién de la reaccion de oxigenasa de RubisCO conduce a una produccién reducida del
glicolato dentro del cloroplasto y, por consiguiente, también a niveles reducidos de glioxilato y H>O,. Vale la pena
mencionar que las lineas que sobreexpresan solo MS y KatE se comportan igual que las del tipo salvaje bajo todas
las condiciones probadas (no se muestran). Nosotros evaluamos la capacidad de los transformantes para acumular
los productos finales de fotosintesis en el final del periodo de luz. La sacarosa y los monosacaridos glucosa y
fructosa fueron determinados por GC-MS. A CO, ambiente y en la ausencia del estrés, las plantas GO-MS
acumularon menos sacarosa, mientras que las lineas GMK mostraron niveles comparables a los del tipo salvaje.
Mientras no se observaron diferencias en la acumulacién de glucosa y fructosa en las plantas GO-MS en
comparacion con los del tipo salvaje, los niveles en lineas GMK fueron mayores que aquellos del tipo salvaje.
Después de la exposicidn a seis horas de luz alta, todos estos metabolitos se disminuyeron en las plantas GO-MS,
mientras que las lineas GMK acumularon estos fotoasimilados (Tabla 2). Asi mismo, bajo condiciones de luz normal
los transformantes GO-MS acumularon menos almidén transitorio (también se observé en la linea GO parental),
mientras que las plantas GMK recuperaron la capacidad para acumular almidéon como es el caso del tipo salvaje
(Figura 4A). Niveles altos similares de la acumulacion del almidén se observaron en todas las lineas cuando se
cultivaron a concentracion alta de CO» (Figura 4B). Curiosamente, cuando las lineas se cultivaron bajo condiciones
normales y luego se transfirieron por siete dias a condiciones altas de luz, las plantas GMK3 acumularon almidon
como las del tipo salvaje, mientras que las lineas transgénicas GO, GO-MS y GMK9 han perdido esta capacidad
(Figura 4D). En linea con estos resultados, las lineas GO, GO-MS y GMK9 mostraron lesiones intensas oxidativas y
amarillentas en respuesta al tratamiento de luz alta (Figura 4D).

Ejemplo 12: Asimilacion mejorada de CO, y fotorespiracion reducida en plantas GMK

Para evaluar el desempefio fotosintético de las plantas transgénicas, se determinaron la fluorescencia de la clorofila,
intercambio gaseoso y la discriminacion contra Bc (relacion del is6topo de carbono, 613C) en los diferentes
genotipos. La tasa de transporte de electrones (ETR) de las plantas GO, se disminuyé en aproximadamente 25% en
comparacion con las del tipo salvaje, mientras que aquella de las plantas GO-MS y GMKO9 fue similar a la del tipo
salvaje (Tabla 3). En el caso de las plantas GMK3, la ETR se mejoré en un 26% en comparacion con las de tipo
salvaje (Tabla 3). La relacién Fy/Fy indico que la eficiencia cuantica maxima del fotosistema Il no se afectd en
plantas GO-MS y GMK de 7 semanas cultivadas bajo condiciones normales, mientras que las plantas GO mostraron
un efecto ligeramente negativo (Tabla 3). Vale la pena mencionar que las plantas GO mas jovenes siempre
presentaron relaciones Fy/Fy mucho mas bajas que las otras lineas, un hecho que se correlaciona bien con el
fenotipo visual mas pronunciado de estas plantas durante las primeras semanas de crecimiento (no se muestra). Por
otro lado, cuando las plantas fueron expuestas a luz alta por seis horas, no se observaron diferencias en la relacién
Fv/Fum en las lineas GMK en comparacion con el tipo salvaje, mientras que se observo una fotoinhibicion fuerte en
plantas GO y GO-MS (no se muestra). Las mediciones de la tasa fotosintética instantanea (A, umol m-2 s-1) se
realizaron en el control y los transformantes que expresan las vias completas utilizando un medidor de fotosintesis
portéatil LICOR. La Tabla 3 muestra que la tasa fotosintética de la linea GMK3 fue relativamente mayor que la del tipo
salvaje, mientras que una de la linea GMK9 fue comparable con la del tipo salvaje. Para determinar si las plantas
GMKS3 son fotosintéticamente mas eficientes que sus lineas parentales, se realizaron estudios de fraccionamiento de
isétopos del carbono. Las mediciones de is6topos de carbono proporcionan una vista integrada de la funcion
fotosintética desempefiada de las plantas a lo largo de toda su vida. Como se muestra en la Tabla 3, cuando las
plantas se cultivaron bajo condiciones normales, el §°C fueron menos negativas para la linea GMK3 en
comparacién con el tipo salvaje (un resultado similar fue obtenido para la linea GMK1), indicando el aumento de la
eficiencia de carboxilacion y la eficiencia en el uso del agua en estas plantas. Como era de esperar, el §"3C de todas
las lineas no mostré6 ninguna tendencia diferencial cuando la plantas se cultivaron bajo condiciones de no-
fotorespiracién (2,000 ppm CO2, Tabla 3). Los niveles de glicina y serina se determinaron por GC-MS y la relacion
Gly/Ser se calculé como un indicador del flujo a través de la via de fotorespiracion. Las lineas GMK presentaron
contenidos de glicina mas bajos que las de tipo salvaje a concentraciones de CO, ambiente y bajo condiciones de
luz normal o alta (Tabla 3). Las plantas GO-MS mostraron contenidos de glicina invariable, bajo condiciones de luz
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normal pero mostraron niveles disminuidos bajo luz alta (Tabla 3). En el caso de la serina, las plantas GMK
mostraron niveles inferiores que el tipo salvaje, bajo ambas intensidades de luz probadas, mientras que las plantas
GO-MS mostraron niveles de tipo salvaje bajo luz normal y los niveles de serina aumentaron bajo luz alta (Tabla 3).
La relaciéon Gly/Ser de todas las lineas fue comparable bajo condiciones de luz normal pero mostraron relaciones
significantemente mas bajas determinadas para las lineas transgénicas después de seis horas a intensidades de luz
altas en comparacioén con el tipo salvaje (Tabla 3). Después de la incubacion de las plantas bajo esta condicion de
fotorespiracion, la relacion Gly/Ser del tipo salvaje se incrementé aproximadamente 150-veces en comparacion con
condiciones de luz normal debido a una alta acumulacion de glicina (Tabla 3). Este aumento fue solo 33, 13- y 63-
veces en el caso de GO-MS, GMK3 y GMK9, respectivamente (Tabla 3). Las plantas GMK3 presentaron la relacién
Gly/Ser mas baja debido a una acumulacién de glicina muy baja en estas plantas. No se observaron diferencias en
la relacion Gly/Ser entre las lineas cuando crecieron a concentraciones de CO; alto (Tabla 3).

Tabla 1. Parametros de cultivo de 8 semanas lineas transgénicas y de tipo salvaje. Diametro de Roseta (RD),
namero de hojas (NL) y peso seco (DW) de plantas cultivadas en dias cortos a concentraciones de CO-
ambiente (A, 380 ppm) o a concentraciones de CO; elevadas (E, 2,000 ppm). Los valores presentados son la
media + SE de dos réplicas de mezclas de al menos ocho plantas cada una. Los valores establecidos en el
caso de negrilla indican diferencias significantes de los valores del tipo salvaje calculados mediante la prueba
t de Student (P<0.05).

tipo salvaje GO-MS GMK3 GMK9
RD (cm) A 10.5+0.2 9.4+0.3 12.1+£0.2 9.4+0.3
NL A 33.3+0.8 33.4+05 39.5+0.7 32.2+09
E 31.0+04 32.0+£0.6 31.1+0.6 32.1+0.5
DW (mg) A 106.9 +5.6 106.7 £ 6.0 146.6 + 3.9 104.3 £ 8.3
E 184.7 +16.1 185.4+7.9 199.7 + 8.4 199.6 £5.9

Tabla 2. Medicién de los niveles de fotosintesis mediante GC-MS de hojas de rosetas completas cosechadas
después de 6 horas en la luz a diferentes intensidades de luz (L: luz baja (30 umol m* s'l); H: luz alta (600 pmol m?
s'l)). Los valores presentados son la media + SE de dos réplicas de mezclas de al menos ocho plantas cada una.
Los valores establecidos en el caso de negrilla indican diferencias significantes a los valores del tipo salvaje
calculados mediante la prueba t de Student (P<0.05).

tipo salvaje GO-MS GMK3 GMK9
L H L H L H L H

Glucosa 8.43 1225+ 11.49 35.80 = 12,13 + 86.8 £ 8,6 10.87 = 1035+

1.48 4.6 2.36 0.50 0.65 0.64 25
Fructosa 1.65+ 10.30 = 1.63+ 327+ 311+ 8.83 % 228+ 16.27 =

0.25 0.51 0.18 0.05 0.03 0.64 0.18 0.90
Sacarosa 3490 + 338.7 2450 + 160.9 + 36.30 £ 1735+ 33.80+ 236.2 +

1.90 16.7 2.30 6.1 2.70 3.10 0.70 8.2
Glicina 0.67 59.62 + 0.68 + 18.50 = 0.51+ 9.50 0.35+ 28.10+

0.03 7.20 0.04 0.90 0.08 1.90 0.14 5.10
Serina 16.80 = 9.70 £ 18.80 = 15.50 = 6.70 £ 5.90 = 9.00 = 7.6 %150

1.20 1.40 1.20 0.40 1.80 0.50 2.80
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Tabla 3. El desempefio fotosintético de las lineas transgénicas y del tipo salvaje. A, tasa de asimilacion de CO; a
380 ppm de CO; ETR, Tasa de Transporte de Electrones determinada a 600 umol m? s™; Fv/Fy, eficiencia cuantica
maxima del fotosistema Il determinada después de seis horas a 600 umol m? s'l; A813C, Diferencias en la valores de
8C de hoja total de los transformantes cuando se compara con el tipo salvaje; Gly/Ser, relacion glicina con serina.

Los valores presentados son la media + SE de dos réplicas de mezclas de al menos ocho plantas cada unay los

establecidos en el caso de negrilla indican las diferencias significantes con los valores de tipo salvaje calculados

mediante la prueba de t de Student (P<0.05). Si no se indica de otra manera, las mediciones fueron realizadas con
plantas cultivadas bajo intensidades de luz normal. n.d.: no determinado

Tipo salvaje GO GO-MS GMK3 GMK9
A (umol m?s™) 8.23+0.21 n.d. n.d. 9.16 +0.17 8.72+0.18
ETR (umol m* s™) 705+ 2,7 52.9+9.8 746 +4.1 89.1+3.4 75.8+2.6
Fv/Fm 0.68 £ 0.02 0.54 £0.02 0.55+0.01 0.69 £0.04 0.65 £ 0.05
AS"C
a 380 ppm n.d. n.d. 0.87+0.01 -0.11 +0.07
a 2,000 ppm n.d. n.d. -0.04 £ 0.02 -0.19+0.08
Gly/Ser
a 380 ppm (30 pmol m?s 0.040 £ 0.001 0.05 £ 0.015 0.037 £ 0.001 0.050 £ 0.011 0.032 £ 0.009
a_)380 ppm (600 pmol m 6.238 + 0.206 1.235+0.049 1.189 + 0.039 1.574 £ 0.235 3.807 £ 0.382
S
a 2,000 ppm 0.035 £ 0.001 0.032 £ 0.001 0.039 £ 0.003 0.043 £ 0.004 0.040 £ 0.004
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<212> PRT

<213> Cucurbita pepo

<400> 4

Met

1

ser

Asp

Ala

Cys

65

Phe

ser

val

Phe

Met

Gly

Arg

Glu

Asp

50

Arg

Asp

val

Glu

Met

130

Arg

ser

Gly

Glu

35

Leu

Arg

Pro

Pro

Arg

Ala

Gly

Leu

TYyr

20

Phe

Gln

Glu

Ala

Pro

100

Lys

ASp

Gly

Asp

Ala

Arg

Ala

Thr

85

Ala

Met

Phe

Ile

Met

val

Arg

Thr

Lys

val

Ile

Glu

Asn

ES 2 386 583 T3

TYyr

Pro

Ile

Phe

55

Arg

Tyr

Ala

Ile

Asp

Leu

sSer

Glu

Leu

40

Arg

Arg

Ile

Asp |

Asn
120

Ala

Lys

Glu

Gly

25

Asn

Asn

Tyr

Arg

Leu

Asp

22

ser

10

val

Lys

His

Asn

Glu

90

Arg

Leu

Ser

Ala

Ala

Asp

Glu

Ile

Glu

75

Ser

val

Asn

Pro

val

val

Ile

Ala

Arg

60

Gly

Glu

Glu

Ser

Asn

140

Asp

Arg

Arg

Leu

45

Tyr.

Ala

Trp

Ile

Gly

Trp

Gly

Lys

Gly

30

Leu

Ser

val

Thr

Thr

110

Ala

Glu

Thr

Arg

Phe

Met

Pro

Ccys

95

Gly

Lys

Asn

Ile

ser

Tyr

val

Glu

Gly

80

Ala

Pro

val

Leu

Ser



ES 2 386 583 T3

145 150 155 160

Phe His Asp Lys Ala Arg Asn Lys val Tyr Lys Leu Asn Asp Gln Thr
165 170 175

Ala Lys Leu Phe val Arg Pro Arg Gly Trp His Phe Ala Glu Ala His
180 185 190

ITle Phe Ile Asp Gly Glu Pro Ala Thr Gly Cys Leu val Asp Phe Gly
195 200 205

Leu Tyr Phe Phe His Asn His Ala Asn Phe Arg Arg Ser Gln Gly Gln
210 215 220

Gly Ser Gly Pro Phe Phe Tyr Leu Pro Lys Met Glu His Ser Arg Glu
225 230 235 240

Ala Lys Ile Trp Asn Ser val Phe Glu Arg Ala Glu Lys Met Ala Gly
245 250 255

Ile Glu Arg Gly Ser Ile Arg Ala Thr val Leu Ile Glu Thr Leu Pro
260 265 270

Ala val Phe GIn Met Asp Glu Ile Leu Tyr Glu Leu Arg Asp His Ser
275 280 285

val Gly Leu Asn Cys Gly Arg Trp Asp Tyr Ile Phe Ser Tyr val Lys
. 290 295 300

Thr Phe Gln Ala His Leu Asp Arg Leu Leu Pro Asp Arg val Gln val
305 310 315 320

Gly Met Ala GIn His Phe Met Arg Ser Tyr Ser Asp Leu Leu Ile Arg
325 330 335

Thr Cys His Thr val val Cys His val Gly Gly Met Ala Ala Gln Ile
340 345 350

Pro Ile Arg Asp Asp Pro Lys Ala Asn Glu Met Ala Leu Glu Leu Vval
355 360 365

Arg Lys Asp Lys Leu Arg Glu Ala Lys Ala Gly His Asp Gly Thr Trp
370 375 380

Ala Ala His Pro Gly Leu Ile Pro Ala Cys Met Glu val Phe Thr Asn
385 390 395 400

Ser Met Gly Asn Ala Pro Asn Gln Ile Arg Ser Ala Arg Arg Asp Asp
405 410 415

Ala Ala Asn Leu Thr Glu Asp Asp Leu Leu Gln Gln Pro Arg Gly Vval
: 420 425 430

23



Arg

Leu

Met

465

Trp

val

Ile

Glu

Asp

545

Arg

<210> 5

Thr
Ala
450
Glu
Leu
Asn
Glu
Ala
530

Phe

Glu

<211> 2262

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 5

Leu

435

Ala

Asp

Lys

Lys

Arg

Cys

Leu

Leu

Glu

Trp

Ala

Tyr

Glu

500

Glu

Lys

Thr

Ser

Gly

Leu

Ala

Gly

Leu

val

Met

Leu

Leu

Thr

Thr

470

val

Phe

Gly

Phe

Asp

550

Leu

ES 2 386 583 T3

Glu

Ala

Lys

Thr

535

Ala

Leu

440

Thr

Glu

Leu

Arg

Glu

520

Arg

TYyr

Asn

Ile

Asp

val

505

LysS

Gln

Asn

24

Thr

Ser

Ser

Phe

Cys

His

Arg

val

Arg

AsSp

Glu

Arg

Thr

Ile
555

val

Pro

460

val

Gly

Glu

Lys

Ala

Gly

Leu

Glin

Leu

Glu

Pro

540 -

val

Ile

Ile

Tyr

Asn

Gly

Met

510

Met

Thr

His

Asn

Trp

val

495

Glu

Tyr

Leu

His

TYyr

Leu

Gln

480

Arg

Arg

Lys

ASp

Pro
560



atgtcgcaac
gaagcgaaac
gaaccaacac
cgtaacgaaa
accactaatc
gatccaacgc
cgcattccgg
tataaaagct
ccagtatttg
gatatccgtg
aataacacgc
gtaaaaccag

gattatgttt

ataacgaaaa
cggggatgga
cgccaggtgce
aacttaattc
agggcgtgeg
tgctggaaga
aacgtattgt
taagcgatat
tacgtttctc
gctttgccac
caatcttctt
aaccgcactg

ctctgcaacc

ES 2 386 583 T3

gaacccacat
ctcactggca
acaacctacc
tctggaagac
catcgccgac
ttttattctg
tcatgcacgc
taccaaagcg

taccgttcag

caagttctat

tatccaggat
ggcaattcca

tgaaactctg

cagcaccagt
cctgaggacg
gccccaggga
gtacgcaaag
gatcaaaact
cgcgagaaaa
ggatcagccg
gatttcctct
ggtggtgctg
accgaagagg
gcgcataaat
caagggcaaa

cacaacgtga

25

caccactaca
gctctcatcg
gcctgaaagc
gcagtgaaaa
cactgcgtgc
tcacccactt
ctcacggtta
cagatccgaa
gctctgctga
gtatttttga
tccccgattt
gtgcccacga

tgtgggcgat

cgattccagc
tccagcggct
ccctgatacg
ttatgcgctg
cggtagccgt
tgaccatgag
tttccagcca
caaaatcacc
taccgtgcgt
cttcgttyggc
tgttcatgcg
tactttctgg

gtcggatcgc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780



ES 2 386 583 T3

ggcatccccc gcagttaccg caccatggaa ggcttcggta ttcacacctt ccgectgatt 840
aatgccgaag ggaaggcaac gtttgtacgt ttccactgga aaccactggc aggtaaagcc 900
tcactcgttt gggatgaagc acaaaaactc accggacgtg acccggactt ccaccgccgce 960
gagttgtggg aagccattga agcaggcgat tttccggaat acgaactggg cttccagttg 1b20
attcctgaag aagatgaatt caagttcgac ttcgatcttc tcgatccaac caaacttatc 1080
ccggaagaac tggtgcccgt tcagcgtgtc ggcéaaatgg tgctcaatcg caacccggat 1140
aacttctttg ctgaaaacga acaggcggct ttccatcctg ggcatatcgt gccgggactg 1200
gacttcacca acgatccgct gttgcaggga cgtttgttct cctataccga tacacaaatc 1260
agtcgtcttg gtgggccgaa tttccatgag attccgatta accgtccgac ctgcccttac 1320
cataatttcc agcgtgacgg catgcatcgc atggggatcg acactaaccc ggcgaattac 1380
gaaccgaact cgattaacga taactggccg cgcgaaacac €gccggggcc gaaacgcggc 1440
ggttttgaat cataccagga gcgcgtggaa ggcaataaag ttcgcgagcg cagcccatcg 1500
tttggcgaat attattccca tccgcgtctg ttctggctaa gtcagacgcc atttgagcag 1560
cgccatattg tcgatggttt cagttttgag ttaagcaaag tcgttcgtcc gtatéttcgt 1620
gagcgcgttg ttgaccagct ggcgcatatt gatctcactc tggcccaggc ggtggcgaaa 1680
aatctcggta tcgaactgac tgacgaccag ctgaatatca ccccacctcc ggacgtcaac 1740
ggtctgaaaa aggatccatc cttaagtttg tacgccattc ctgacggtga tgtgaaaggt 1800
cgcgtggtag cgattttact taatgatgaa gtgagatcgg cagaccttct ggccattctc 1860
aaggcgctga aggccaaagg cgttcatgcc aaactgctct actcccgaat gggtgaagtg 1920
actgcggatg acggtacggt gttgcctata gccgctacct ttgccggtgc accttcgcetg 1980
acggtcgatg cggtcattgt cccttgcggc aatatcgcgg atatcgctga caacggcgat 2040
gccaactact acctgatgga agcctacaaa caccttaaac cgattgcgct ggcgggtgac 2100
gcgcgcaagt ttaaagcaac aatcaagatc gctgaccagg gtgaagaagg gattgtggaa 2160
gctgacagcg ctgacggtag ttttatggat gaactgctaa cgctgatggc agcacaccgc 2220
gtgtggtcac gcattcctaa gattgacaaa attcctgcct ga 2262

<210> 6

<211> 753

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 6

26



ES 2 386 583 T3

Met Ser GlIn His Asn Glu Lys Asn Pro His GIn His Gln Ser Pro Leu
1 5 10 15

His Asp Ser Ser Glu Ala Lys Pro Gly Met Asp Ser Leu Ala Pro Glu
20 25 30

Asp Gly Ser His Arg Pro Ala Ala Glu Pro Thr Pro Pro Gly Ala Gln
35 40 45

27



Pro

Leu

65

Thr

Ala

LysS

Ala

Ser

145

Pro

Asp

Glu

GlIn

Pro

225

Asp

Met

Gly

val

Thr
S0

Asn
Thr
Gly
Ile
Arg
130
Asp
val

Thr

Gly

Tyl“
ser
Ile
Arg

290

Glu

Ala

ser

Asn

Ser

Thr

115

Gly

Ile

Phe

val

Ile

195

Ala

Trp

val

Asp

His

275

Phe

Ala

Pro

Leu

Gln

Arg

100

His

ser

Thr

val

Arg

Phe

Ala

Ser

Arg

260

Thr

His

Gln

Gly

Glu

Gly

85

Phe

Ala

Lys

Asp

Lys

Ile

Leu

245

Gly

Phe

Trp

Lys

ES 2 386 583 T3

Ser Leu
55

Asp val
70

val Arg
Pro Thr
Asp His
Ala His

135

Ala Asp
150

Phe ser
Ile Arg
Leu val
Phe Pro

215

Pro Gln

- 230

GIn Pro
Ile Pro
Arg Leu
Lys Pro

295

Leu Thr
310

Lys

Arg

Ile

Leu

Glu

120

Gly

Phe

Thr

Gly

Gly

AsSp

Gly

Glu

Arg

Ile

280

Leu

Gly

Ala

Lys

Ala

Leu

105

Arg

TYyr

Leu

val

Phe

185

Asn

Phe

Gln

Thr

ser

265

Asn

Ala

Arg

28

Pro

Gly

Asp

90

Glu

Ile

Phe

ser

Glin

170

Ala

Asn

val

Ser

Leu

250

Tyr

Ala

Gly

AsSp

Asp

ser

75

Asp

Asp

Pro

Gln

ASp

155

Gly

Thr

Thr

His

Ala

His

Arg

Glu

Lys

Pro
315

Thr

60

Glu

Gln

Phe

Glu

Pro

140

Pro

Gly

Lys

Pro

Ala

220

His

Asn

Thr

Gly

Ala

300

AsSp

Arg

Asn

Asn

Ile

125

Tyr

Asn

Ala.

Phe

Ile

205

val

Asp

val

Met

Lys

Ser

Phe

Asn
Tyr
ser
Leu
110
;1e
Lys
Lys
Gly
Tyr
Phe
s
Thr
Met
Glu
270
Ala

Leu

His

Glu
Ala
Leu
95

Arg
val
Ser
Ile
ser
175

Thr

Phe

Pro

Phe

Gly

Thr

val

Arg

Lys
Leu
80

Arg
Glu
His
Leu
Thr
160

Ala

Trp
Ala
Phe
Phe
Trp

Arg



Glu
Gly
Leu
Arg
Glu
385
Asp
Asp
Ile
His
11;9
465
Gly
Arg
Leu
Phe
545

Asn

Pro

Leu
Phe
Leu
val
370
gsn
Phe
Thr
Asn
Arg
Asn
Phe

ser

ser

Leu

Asp

Trp
Gln
AsSp
355
Gly
Glu
Thr
Gln
Arg
435
Met
Asp
Glu
Pro
Glin
515
Leu
Leu

Gly

val

Glu

Leu

340

Pro

Lys

Gln

Asn

Ile

420

Pro

Gly

Asn

Ser

Ser

500

Thr

Ser

Ala

Ile

Asn
580

Ala

Ile

Thr

Met

Ala

Thr

Ile

Trp:

Tyr
485
Phe
Pro
Lys
His
Glu
565

Gly

Ile

Pro

Lys

val

Ala

390

Pro

Arg

Cys

AsSp

Pro

470

Gln

Gly

Phe

val

Ile

550

Leu

Leu

ES 2 386 583 T3

Glu

Glu

Leu

Leu

375

Phe

Leu

Leu

Pro

Thr

455

Arg

Glu

Glu

Glu

val

535

Asp

Thr

Lys

Ala

Glu

Ile

360

Asn

His

Leu

Gly

Tyr

430

Asn

Glu

Arg

TYyr

Gln

520

Arg

Leu

Asp

Lys

Gly

Asp

345

Pro

Arg

Pro

GIn

Gly

His

Pro

Thr

val

Arg

Pro

Thr

Asp

Asp

585

29

Asp

Glu

Glu

AsSn

Gly

Gly

410

Pro

Asn

Ala

Pro

Glu

490

ser

His

Tyr

Leu

Gln

570

Pro

Phe

Phe

Glu

Pro

His

395

Arg

Asn

Phe

Asn

Pro

475

Gly

His

Ile

Ile

Ala

555

Leu

Ser

Pro

Lys

Leu

Asp

380

Ile

Leu

Phe

Gln

Tyr

460

Gly

Asn

Pro

val

Arg

540

Gln

Asn

Leu

Glu

Phe

val

365

Asn

val

Phe

His

Pro

Lys

Arg

525

Glu

Ala

Ile

Ser

Tyr

Asp

350

Pro

Phe

Pro

Ser

Glu
430

| Asp-

Pro

Lys

val

Leu

510

Gly

Arg

val

Thr

Leu
590

Glu
335
Phe
val
Phe
Gly
Tyr
415

Ile

Asn
Arg
Arg
Phe
Pﬁe
val
Ala
Pro
575

Tyr

Leu

Asp

Gln

Ala

Leu

400

Thr

Pro

Met

Ser

Trp

ser

val

Lys

560

Pro

Ala



Ile

Asp

Ala

625

Thr

Ala

Ala

Tyr

Lys

Ala

Ala

Ala

<210>7

Pro

Glu

610

Lys

Ala

Pro

Asp

Lys

Ala

Asp

Ala

<211> 1704

<212> ADN

<213> A. thalia

<400> 7

Asp

595

val

Gly

Asp

Ser

Ile

675

His

Thr

Ser

His

Arg

val

Asp

Leu

660

Ala

Leu

Ile

Ala

Arg

Asp

sSer

His

Asp

Lys

Lys

Asp

val

val
Ala
Ala
630
Thr
val
Asn
Pro
Ile
710

Gly

Trp
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Lys

Asp

Lys

val

Asp

Gly

Ile

Gly

600

Leu

Leu

Leu

Ala

095

Ala

Ser

Ser

Asp

Phe

Arg

Arg
Leu
Leu
Pro
val
665
Ala
Leu
Gln

Met

Ile
745

30

val

Ala

Tyr

Ile

650

Ile

Asn

Ala

Gly

ASp

Pro

val

Ile

Ser

635

Ala

val

Tyr

Glu
715

Glu

Lys

Ala

Leu

620

Arg

Ala

Pro

Tyr

Leu

Ile

Ile

605

Lys

Met

Thr

Cys

Leu

685

Ala

Gly

Leu

Asp

Leu

Ala

Gly

Phe

Gly

Met

Arg

Ile

Thr

Leu

Leu

Glu

Ala

655

Asn

Glu

Lys

val

Leu

735

Ile

Asn

Lys

val

640

Gly

Ile

Ala

Phe

Glu

720

Met

Pro



5

atggctttcg
cgtcagctcc
ggacgccgga
tccgccactt
gctttggatt
ggagaataca
aacttgacaa
aaggcagtca
attcttaaat

atcgagggtc

agggtgaaag
ctggagctta
ggtgcctcca
ggaactatgc
aagacagctt
gggagtgagg
cagcattcag
attgccacta
atcagagcta
gagtttatag
tccaaacaca
tggaagataa
atgattacag
aaagagcttg
tttcacacat
ctgaaccact
ggtgttggaa
actatgaaga

attcctcctc

<210> 8

<211> 567

<212> PRT

Ccttcaaaatt
actcgacgcc
gacttccaac
ctttcgctta
Caagagatat
aacaagtccc
ctgactacga
acattcctga
cctgcaatga

atacccttgce

cattacatgt
atgaatattt
taggaggcat
gtgacaatgt
cacgtgccag
gtactttagg
tggtggcagt
tgatgtctgg
ttaatatggc
gaacagaggc
atggatcaga
gaaaagaggc
atgtctgtgt
atgcatcatc
gtattatgtt
ttatggttca
caggaaaaat
gaatcaagaa

atgtatgttt

ES 2 386 583 T3

cgctcgttct
caagtcaacc
ttgctggtcg
cctgaatctg
aactgttggt
taaggagctt
tgagaggtac
tgtcgttgtt
atataaggtt

tccaaaagga

ggaggatatg
ggaagagtat
gtgtgctacg
tataagcctc
aaagagtgct
agtcattact
ttgcaatttc
aatacaggtg
aaacgggaaa
atatacacgt
ctttatgttc
gctgtgggct
ccctttatct
gttgttgtgt
tgatccaagc
cagtgcactg
gaagtatctg
aacgttggac

Ctaa

aaaactattc
ggtgacgtga
agctctctgt
tcgaatcctt
ggaaaagata
atttctcaat
ttccatggga
ttccctaggt

cctattgtac

ggtgtgtgca

gatgttattg
ggtctattct
cgttgctctg
aaggtggttc
gctggatacg
gagattactc
cctacagtta
tcaagagtgg
aatttgactg
gagcagacgc
gcagaagaac
tgctatgcta
caccttgcag
accgttattg
agtgaagagc
tccatggatg
gagaéggaac

ccaaacgata

31

tctcttttct
ccgtactttc
tcccattgge
ctatcagtga
gcactgaagc
tgaaaactat
agccccagaa
ccgaagaaga
catatggtag

ttgacatgtc

ttgagcctgg
ttcctcttga
gctctttagce
ttcctaatgg
atttgactcg
tccgacttca
aggatgctgc
aactccttga
aagctccaac
aaattgttca
ctgaagcaaa
tggcgccagg
aactcatatc
ctcatgccgg
agagaagaga
gaacatgtac
tgggaataga

tcatgaaccc

ccggccttgt
tccggtgaag
gatagctgcc
atcatcatcg
tgttgttaaa
cctcgaggat
cagttttcac
agtctccaag
ggcaacatcg

attaatgaag

aattggttgg
tccaggacct
tgtaaggtat
agatgttgtg
cttgataatt
gaaaatccca
agacgtggcc
cgaggttcaa
tctgatgttc
gcaaattgct
aaaagaactc
tcatgaagca
aagatccaaa
agatggaaac
agcagaaaga
tggagaacac
agcactgcaa

gggaaagtta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1704
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<213> A. thalia

<400> 8

Met Ala Phe Ala Ser Lys Phe Ala Arg Ser Lys Thr Ile Leu Ser Phe
1 5 . 10 15

Leu Arg Pro Cys Arg Gln Leu His Ser Thr Pro Lys Ser Thr Gly Asp

val Thr V§1 Leu Ser Pro Val Lys Gly Arg Arg Arg Leu Pro Thr Cys
3 40 45 -

Trp Ser Ser Ser Leu Phe Pro Leu Ala Ile Ala Ala Ser Ala Thr Ser
50 55 60

Phe Ala Tyr Leu Asn Leu Ser Asn Pro Ser Ile Ser Glu Ser Ser Ser
65 : 70 75 80

Ala Leu Asp Ser Arg Asp Ile Thr val Gly Gly Lys Asp Ser Thr Glu
85 90 : 95

32



Ala

Gln

Arg

Ile

145

Ile

Gly

Cys

Asp

Glu

225

Gly

Ala

val

Ser

Thr

305

Gln

Ala

val

val

Leu

TYyr

130

Pro

Leu

Ala

Ile

Met

210

Tyr

Ala

val

Leu

Ala

290

Leu

His

Asp

Glu

val

LysS

115

Phe

Asp

Lys

Thr

Asp

Leu

ser

Arg

Pro

275

Ala

Gly

Ser

val

Leu
355

Lys

Thr

His

val

Ser

Ser

180

Met

val

Glu

Ile

TYr

260

Asn

Gly

val

val

Ala

340

Leu

Gly

Ile

Gly

val

Cys

Ile

Ser

Ile

Glu

Gly

Gly

Tyr

val
325

Asp

Glu

Leu

Lys

val

150

Asn

Glu

Leu

val

Tyr

230

Gly

Thr

Asp

Asp

Thr

310

Ala

Ala

Glu
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Tyr

Glu

Pro

135

Phe

Glu

Gly

Met

Glu

215

Gly

Met

Met

val

Leu

295

Glu

val

Thr

val

Lys

Pro

Tyr

His

Lys

Pro

Leu

Cys

Arg

val

280

Thr

Ile

Cys

Met

Gln
360

GlIn

105

AsSn

Asn

Arg

Lys

Thr

185

Arg

Gly

Phe

Ala

Asp

LysS

Arg

Thr

Asn

Met

345

Ile

33

val

Leu

Ser

ser

val

170

Leu

val

Ile

Phe

Thr

250

AsSn

Thr

Leu

Leu

Phe

330

ser

Arg

Pro
Thr
Phe
Glu
155
Pro
Ala
Lys
Gly
Pro
235
Arg
val
Ala
Ile
Arg
315
Pro

Gly

Ala

Lys

Thr

His

140

Glu

Ile

Pro

Ala

Cys

Ile

Ser

Ile

300

Leu

Thr

Ile

Ile

Glu

ASp

Lys

Glu

val

Lys

Leu

205

Leu

Asp

ser

ser

Arg

Gly

Gln

val

Gln

Asn
365

Leu

110

Tyr

Ala

val

Pro

Gly

190

Glu

Pro

Gly

Leu

270

Ala
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REIVINDICACIONES

1. Una célula vegetal que comprende en sus cloroplastos actividades enzimaticas para convertir el glicolato en
malato, en donde dicha célula vegetal comprende en sus cloroplastos un primer polipéptido que tiene actividad de
glicolato oxidasa, un segundo polipéptido que tiene actividad de malato sintasa y un tercer polipéptido que tiene
actividad de catalasa.

2. La célula vegetal de la reivindicacién 1, en donde dicho primer polipéptido se codifica por un primer polinucleétido
gue comprende un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste de:

a. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido como se muestra en SEQ ID No: 1;

b. un acido nucleico que codifica un polipéptido, que tiene una secuencia de aminoacido como se muestra en SEQ
ID No: 2;

c. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido, que es al menos 50% idéntica a la secuencia de
nucledtido mostrada en SEQ ID No: 1, en donde dicho acido nucleico codifica un polipéptido que tiene actividad de
glicolato oxidasa; y

d. un acido nucleico que codifica un polipéptido, que tiene una secuencia de aminoacido que es al menos 50%
idéntica a la secuencia de aminoacido mostrada en SEQ ID No: 2, en donde dicho polipéptido tiene actividad de
glicolato oxidasa.

3. La célula vegetal de la reivindicacion 1 o 2, en donde dicho segundo polipéptido se codifica por un segundo
polinucledtido que comprende un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste de:

a. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido como se muestra en SEQ ID No: 3;

b. un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido como se muestra en SEQ ID
No: 4;

€. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleotido, que es al menos 40% idéntica a la secuencia de
nucledtido mostrada en SEQ ID No: 3, en donde dicho acido nucleico codifica un polipéptido que tiene actividad de
malato sintasa; y

d. un &cido nucleico que codifica un polipéptido, que tiene una secuencia de aminoacido que es al menos 40%
idéntica a la secuencia de aminoacido mostrada en SEQ ID No: 4, en donde dicho polipéptido tiene actividad de
malato sintasa.

4. La célula vegetal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el tercer polipéptido se codifica por un
tercer polinucledtido que comprende un &cido nucleico seleccionado del grupo que consiste de:

a. un &cido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido como se muestra en SEQ ID No: 5;

b. un &cido nucleico que codifica un polipéptido, que tiene una secuencia de aminoacido como se muestra en SEQ
ID No: 6;

C. un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétido, que es al menos 70% idéntica a la secuencia de
nucledtido mostrada en SEQ ID No: 5, en donde dicho acido nucleico codifica un polipéptido que tiene actividad de
catalasa; y

d. un acido nucleico que codifica un polipéptido, que tiene una secuencia de aminoacido que es al menos 50%
idéntica a la secuencia de aminoacido mostrada en SEQ ID No: 6, en donde dicho polipéptido tiene actividad de
catalasa.

5. La célula vegetal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dicho primer polipéptido se expresa a partir
de un polinucledtido heterdélogo.

6. La célula vegetal de la reivindicacion 5, en donde dicho polinucleétido heter6logo comprende un &cido nucleico
segun se define en la reivindicacion 2.

7. La célula vegetal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicho segundo polipéptido se expresa a
partir de un polinucleétido heterélogo.

40



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 386 583 T3

8. La célula vegetal de la reivindicacion 7, en donde dicho polinucleétido heter6logo comprende un &cido nucleico
segun se define en la reivindicacion 3.

9. La célula vegetal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicho tercer polipéptido se expresa a partir
de un polinucledtido heterdélogo.

10. La célula vegetal de la reivindicacion 9, en donde dicho polinucleétido heterélogo comprende un &cido nucleico
segun se define en la reivindicacion 4.

11. La célula vegetal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde dicha célula vegetal ademéas comprende
una enzima NADP-malica y una piruvato deshidrogenasa.

12. La célula vegetal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde dicha célula vegetal tiene una mayor
eficiencia de asimilacion de CO, en comparacion con una célula vegetal que carece de actividades enzimaticas para
convertir el glicolato en malato.

13. La célula vegetal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde dicha célula vegetal es una célula de
una planta Cs.

14. Una planta que comprende la célula vegetal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

15. La planta de la reivindicacion 14, en donde dicha planta tiene una mayor asimilacién de CO, en comparacién con
una planta que carece de una célula vegetal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

16. La planta de la reivindicacién 14 o 15, en donde dicha planta tiene una fotorespiracion atenuada en comparacion
con una planta que carece de una célula vegetal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

17. La planta de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, en donde dicha planta tiene una mayor eficiencia del uso
del agua en comparacion con una planta que carece de una célula vegetal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a
13.

18. La planta de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 17, en donde dicha planta produce un nimero mayor de
hojas en comparacion con una planta que carece de una célula vegetal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

19. La planta de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 18, en donde dicha planta tiene un rendimiento mayor en
comparacién con una planta que carece de una célula vegetal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

20. Una semilla que se obtiene de una planta de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 19, en donde dicha semilla
es capaz de generar una planta de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 19.

21. Un método para producir una planta transgénica o una célula vegetal que tiene una mayor eficiencia en el uso
del agua en comparacion con una planta no-transgénica o célula vegetal correspondiente, dicho método comprende
la introduccién en los cloroplastos de la planta transgénica o célula vegetal de un primer polipéptido, un segundo
polipéptido y un tercer polipéptido, segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde dicha
planta transgénica o célula vegetal se produce por transformacion.

22. Un método para producir una planta transgénica o célula vegetal que tiene un rendimiento mayor en
comparacién con una planta no-transgénica o célula vegetal correspondiente, dicho método comprende la
introduccion en los cloroplastos de la planta transgénica o célula vegetal de un primer polipéptido, un segundo

polipéptido y un tercer polipéptido, segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde dicha
planta transgénica o célula vegetal se produce por transformacion.

23. El método de las reivindicaciones 21 o 22, en donde dicho método comprende las etapas de:

a. la introduccion de al menos un polinucledtido heterélogo que codifica los citados polipéptidos en la planta o la
célula vegetal; y

b. la expresion de dichos polipéptidos a partir de al menos un polinucleétido citado.

24. Un polinucledtido que comprende en combinacion un acido nucleico segin se define en la reivindicacion 2, un
acido nucleico segun se define en la reivindicacién 3 y un acido nucleico segun se define en la reivindicacion 4.

25. Un vector que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 24.
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26. El vector de la reivindicacién 25, en donde dicho vector es un vector de expresion.

27. Una composicién que comprende un primer polinucleétido segun se define en la reivindicacién 2, un segundo
polinucledtido segun se define en la reivindicacion 3 y un tercer polinucleétido segun se define en la reivindicacién 4.

28. Uso del polinucledtido de la reivindicacion 24, el vector de la reivindicacion 25 o la composicion de la
reivindicacion 27, para conferir mayor eficiencia en el uso del agua a una planta o célula vegetal.

29. Uso del polinucleétido de la reivindicacion 24, el vector de la reivindicacion 25 o la composicion de la
reivindicacién 27 para conferir un rendimiento mayor a una planta o célula vegetal.
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Figura 1.
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Figura 3.
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Figura 4.
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