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@Resumen:

Arboles transgénicos con capacidad de asimilar altas
concentraciones de nitrato y de acumular mas
biomasa en forma de celulosa, y procedimientos y
usos asociados. La presente invencion se refiere a
arboles transgénicos que muestran capacidad de
asimilar altas concentraciones de nitrato y de
acumular méas biomasa en forma de celulosa; panes
de arboles, plantulas, tejidos, semillas, células,
protoplastos y otros tipos de material de propagacién
transgénicos; procedimientos para la produccion de
arboles transgénicos que muestran capacidad de
asimilar altas concentraciones de nitrato y de
acumular mas biomasa en forma de celulosa; asi
como procedimientos para modular la capacidad de
asimilar altas concentraciones de nitrato y de
acumular mas biomasa en forma de celulosa en
dichos arboles. La presente invencion tiene su
aplicacion, entre otros, en fitorremediacion de suelos
y aguas, y en la obtencion de biomasa para la
produccion de madera y/o papel, y/o para la
produccién de biocombustibles.
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DESCRIPCION

Arboles transgénicos con capacidad de asimilar altas concentraciones de nitrato y de

acumular mas biomasa en forma de celulosa, y procedimientos y usos asociados

SECTOR TECNICO

La presente invencion se refiere a arboles transgénicos que muestran capacidad de asimilar
altas concentraciones de nitrato y de acumular mas biomasa en forma de celulosa; partes de
arboles, plantulas, tejidos, semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de
propagacion transgénicos; progenies, lineas celulares y clones obtenibles a partir de dichos
arboles, partes de arboles, plantulas, semillas, células, protoplastos y otros tipos de material
de propagacion transgénicos; procedimientos para la produccion tanto de dichos arboles,
partes de arboles, plantulas, semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de
propagacion transgénicos como de las progenies, lineas celulares y clones obtenibles a partir
de dichos arboles, partes de arboles, plantulas, semillas, células, protoplastos y otros tipos de
material de propagacion transgénicos; asi como procedimientos para modular la capacidad de
asimilar altas concentraciones de nitrato y de acumular méas biomasa en forma de celulosa
tanto en dichos arboles, partes de arboles, plantulas, semillas, células, protoplastos y otros
tipos de material de propagacion transgénicos como en las progenies, lineas celulares y clones
obtenibles a partir de dichos arboles, partes de arboles, plantulas, semillas, células,
protoplastos y otros tipos de material de propagacion transgénicos.

La presente invencién tiene su aplicacion, entre otros, en fitorremediacion
(descontaminacion de suelos y depuracion de aguas con altas concentraciones de nitrato) y en
la industria dedicada al empleo de arboles para la obtencién de biomasa principalmente para

la produccion de madera y papel, y/o para la produccién de biocombustibles.

ESTADO DE LA TECNICA

Alrededor de 85-90 millones de toneladas métricas de fertilizantes nitrogenados son afiadidos
al suelo anualmente (Good et al., Trends Plant Sci 9:597-605, 2004) sin embargo, es
conocido que la capacidad de las plantas para aprovechar el N depende del ambiente, las
especies y el suelo y mas del 50% del N aportado por los fertilizantes no es asimilado por las

plantas (Hodge et al., Trends Plant Sci 7:304-308, 2000) lo que supone, un exceso de N que
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se acumula en el suelo y generalmente por lixiviacion, se filtra al subsuelo siendo arrastrado
hacia los acuiferos, rios, estuarios y embalses contaminando el agua y poniendo en inminente
peligro el agua destinada para consumo humano y ganadero.

Con la finalidad de disminuir la contaminacion por nitratos se ha desarrollado la

Directiva 91/676/CEE que implica la descripcion de 4reas afectadas y las zonas

potencialmente vulnerables, siguiendo la normativa del consejo de las comunidades europeas.
Una zona susceptible de riesgo es aquella que supera o puede superar una concentracion de
nitratos de 50 mg/l. En Espafia las zonas vulnerables se describen en la pagina web

http://servicios2.marm.es/sia/visualizacion/lda/protegidas/nitratos.jsp del Ministerio de

Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente. Estos datos apuntan que en Espafia, los
esfuerzos para reducir la contaminaciéon no son suficientes y que es necesario actuar
preventivamente para que nuevas contaminaciones no se presenten en estas u otras areas
considerando que la red hidrogeoldgica facilita su propagacion.

La fitorremediacion es una técnica que utiliza la capacidad que tienen las plantas para
absorber, asimilar, destoxificar, remover y metabolizar los contaminantes que estan en el
suelo mediante procesos naturales (Kelley et al, Chem Edu 5:140-143, 2000; Cherian y
Oliveira, Environ Sci Tec 39:9377-9390, 2005; Eapen et al., Environ Res 91:127-133, 2003).
Las plantas poseen sistemas de transporte que les permite asimilar los metabolitos y
movilizarlo in planta hacia el tallo y las hojas donde posteriormente son o bien degradados o
bien acumulados. Los principales agentes contaminantes susceptibles de remediar son los
compuestos organicos naturales o sintéticos y los compuestos inorganicos como metales
pesados, nutrientes en exceso (N y P), isotopos radioactivos y otros elementos toxicos.

Los organismos modificados genéticamente (OMG) juegan un papel muy importante
en la fitorremediacion ya que en los ultimos afios se han generado plantas con mayor
capacidad de asimilacion de metabolitos contaminantes mediante la alteracion de genes
implicados en su asimilacién o en su degradacion. Sin embargo, los transgénicos generados
en especies modelo como arroz (Oryza sativa) (Kawagashi et al., Transgenic Res 14:907-917,
2005; Kawagashi et al., J. Agri Food Chem 54:2985-2991, 2006, Kawagashi et al., Biotech
Adv 25:75-85, 2007; Hirose et al, Plant Biotech 22:89-96, 2005), tabaco (Nicotiana
tabacum) (O'Keefe et al., J Plant Physiol 105:473-824, 1994; Didierjean et al., J Plant
Physiol 130:179-189, 2002; Sonoki et al., Ap Micro Biotech 67:138-142, 2005; Limura et al.,
Ap Micro Biotech 59:246-451, 2002, Hannink et al., Nat Biotech 19:1168-1172, 2001; Mena-
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Benitez et al.,, Plant Physiol 147:1192-1198, 2008) o tomate (Lycopersicon esculentum)
(Oller et al., Plant Sci 169:1102-1111, 2005) entre otros, tienen como desventaja la
acumulacion de elementos toxicos en areas como hojas y/o frutos y no pueden ser usados para
el mercado alimenticio, lo que supone una competencia con los alimentos para consumo
humano.

Los organismos que mejor se adaptan a estas condiciones sin tener ningtn conflicto
medioambiental son los arboles. Entre los modelos experimentales mas usados para el
mejoramiento genético en arboles, se encuentran los chopos, ya que tienen alta tasa de
crecimiento, se pueden propagar de forma vegetativa y son utilizados como receptores de
transgenes (Gallardo et al., Plant Physiol Biochem 41:587-594, 2006). El chopo es un arbol
de crecimiento rapido que presenta una serie de ventajas logisticas y beneficios econdomicos
en relacion a otros cultivos anuales que puedan ser utilizados con propoésitos similares como
los cereales. Una de esas ventajas es la flexibilidad en cuanto al tiempo de cosecha lo que
permite reducir los costes de almacenamiento y las pérdidas por degradacion del material
asociadas con el almacenamiento de biomasa de cultivos recogidos en cosechas anuales. Otra
importante ventaja es que no se trata de un cultivo de interés agroalimentario.

Entre los transgénicos de chopo cabe mencionar los que sobreexpresan la glutamina
sintetasa (GS) de pino (Canton et al., Plant Mol Biol 22:819-828, 1993) que han sido
estudiados previamente y los resultados muestran que tienen mayor crecimiento vegetativo
(Gallardo et al., Planta 210:19-26, 1999; Fu et al., Plant Cell Environ 26:411-418, 2003,
Jing et al, New Phytol 164:137-145, 2004), mayor tasa fotosintética y fotorrespiratoria,
mayor eficiencia de asimilacion de N (El-Khatib et al., Tree Physiol 24.729-736, 2004, Man
et al., New Phytol 167:31-39, 2005) y la composicion de su madera posee caracteristicas
propicias para la produccion de pulpa y papel (Coleman et al., Plant Biotech J 10:883-889,
2012).

Estudios posteriores que se han llevado a cabo en estos transgénicos, y que se
describen a continuacion, han puesto de manifiesto que los chopos que sobreexpresan un gen
de la glutamina sintetasa de pino (GS/a) asimilan sorprendentemente elevados niveles de
nitrato y presentan altos contenidos de celulosa, mayores, a los observados anteriormente en
otras condiciones experimentales. Por consiguiente, la investigacion realizada permite generar

usos adicionales en estos arboles transgénicos, como la fitorremediacion de suelos o aguas
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contaminados por nitratos y la produccion de biomasa forestal con alto contenido en celulosa

para aplicaciones en bioenergia.

DESCRIPCION BREVE DE LA INVENCION

A continuacion se hace referencia a los diferentes objetos de la invencién.

Es objeto de la presente invencién proporcionar drboles, partes de arboles,
plantulas, tejidos, semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de propagacion
transgénicos que muestran parametros fisiolégicos mejorados y, en particular, muestran
capacidad de asimilar altas concentraciones de nitrato y de acumular mas biomasa en forma
de celulosa. Asimismo, es objeto de la presente invencién proporcionar progenies, lineas
celulares y clones obtenibles a partir de dichos arboles, partes de arboles, plantulas, semillas,
células, protoplastos y otros tipos de material de propagacion transgénicos.

Por otro lado, también es objeto de la presente invencién proporcionar
procedimientos para la produccién tanto de dichos arboles, partes de arboles, plantulas,
semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de propagacion transgénicos como de
las progenies, lineas celulares y clones obtenibles a partir de dichos 4rboles, partes de arboles,
plantulas, semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de propagacién
transgénicos. Asimismo, es objeto de la presente invencion proporcionar procedimientos para
modular la capacidad de asimilar altas concentraciones de nitrato y de acumular més biomasa
en forma de celulosa tanto en dichos arboles, partes de arboles, plantulas, semillas, células,
protoplastos y otros tipos de material de propagacion transgénicos como en las progenies,
lineas celulares y clones obtenibles a partir de dichos éarboles, partes de arboles, plantulas,
semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de propagacion transgénicos.

También son objeto de la presente invencion los usos tanto de dichos 4rboles, partes
de arboles, plantulas, semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de propagacion
transgénicos como de las progenies, lineas celulares y clones obtenibles a partir de dichos
arboles, partes de arboles, plantulas, semillas, células, protoplastos y otros tipos de material
de propagacion transgénicos. Particularmente son objeto de la presente invenciéon los usos
tanto en fitorremediacion y/o aprovechamiento de suelos y/o aguas que acumulan altas
concentraciones de nitrato, como en la obtencion de biomasa principalmente para la

produccion de madera y papel, y/o para la producciéon de biocombustibles.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Fotografia de chopos controles y transgénicos al finalizar el experimento con
diferentes concentraciones de nitrato. Las plantas individuales se aclimataron bajo las mismas
condiciones nutricionales durante 2 meses y a continuacion se diferenciaron por su genotipo y
se subdividieron en 2 grupos, un grupo se regd con una concentracion de nitrato a 10 mM y al
otro grupo con 50 mM durante 4 semanas. Las medidas del desarrollo vegetativo y la altura se
describen en la Tabla 1: PF: Peso Fresco; PS: Peso seco.

Figura 2. Contenido de proteinas solubles y clorofilas a y b. En el esquema, la planta
se divide en las secciones muestreadas: H1/T1 hoja y tallo respectivamente, de la parte
superior; H2/T2 hoja y tallo de la parte intermedia; H3/T3 hoja y tallo de la parte inferior de
la planta; R1 raiz principal y R2 raiz secundaria. En el histograma, se observa los individuos
control y los transgénicos, las barras en blanco corresponden a las muestras de 10 mM, en
negro las de 50 mM de nitrato y ND: no detectado. Las proteinas se cuantificaron mediante el
protocolo descrito por Bradford (Anal Biochem 72:248-254, 1976) y las clorofilas se
extrajeron con acetona 80% (v/v), las absorbancias se midieron a 664 y 647 nm y las
concentraciones se determinaron mediante las ecuaciones descritas por Graan y Ort (J Biol
Chem 259:14003-14010, 1984). Los datos de cada muestra han sido analizados a partir de al
menos 3 individuos diferentes y el test estadistico ANOVA de dos factores y el test de Tukey
con una significancia de p< 0.001 se han utilizado para determinar las diferencias entre las
muestras.

Figura 3. Analisis de C, N e indice C/N porcentual de los plantas controles y
transgénicos a diferentes concentraciones de nitrato. El célculo de la eficiencia de asimilacion
del N (EAN) y el uso del N (EUN) han sido cuantificados como se describe en Moll y
colaboradores (J Agron 74:562-564, 1982) y Olson y colaboradores (J Soil Sci Soc Am
48:583-586, 1984).

Figura 4. Determinacion de los cambios en el transcriptoma de los drboles control y
transgénicos como respuesta a la concentracion de nitrato. Se ha calculado el logaritmo del
cociente de los niveles de expresion entre los diferentes tratamientos de N. Los genes en rojo

hacia arriba y hacia abajo de las lineas discontinuas, representan los genes que se



10

15

20

25

30

ES 2562 129 Al

sobreexpresan (arriba) o se inhiben (abajo). El niimero de los genes con expresion diferencial
en las diferentes condiciones experimentales se detallan en Tabla 2.

Figura 5. Niveles de carbohidratos y biopolimeros. La cuantificacion de glucosa,
fructosa y sacarosa se llevo a cabo en los individuos controles y transgénicos a 10 y 50 mM
como se ha descrito en Sekin (Tobacco Sci 23:75-77, 1978), el almidon segin Smith y
Zeeman (Nature Protocols 1:1342-1345, 2006), la celulosa como se explica en Updegroff
(Anal Biochem 32:420-424, 1969) vy la lignina segin Lange y colaboradores (Plant Physiol
108:1277-1287, 1995).

Figura 6. Estudio de los niveles de expresion de los genes de glutamina sintetasa GS
enddgenos de chopo y del gen GSla del pino en las muestras de las plantas controles y
transgénicos a diferentes concentraciones de nitrato. Los niveles relativos de expresion se
determinaron utilizando los genes de referencia actina2 y ubiquitina y ND: describe las

muestras en las que no se ha detectado expresion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A continuacidén se detallan los diferentes objetos de la invencion descritos anteriormente, sin
que el orden de exposicion de los mismos, o de sus aspectos y/o de sus realizaciones
preferidas, implique necesariamente que unos objetos sean mas importantes que otros.

Son objeto de la invencion (primer objeto):

- Arboles, partes de arboles, plantulas, tejidos, semillas, células, protoplastos y
otros tipos de material de propagacién transgénicos caracterizados por
mostrar parametros fisiologicos mejorados, en particular por mostrar
capacidad de asimilar altas concentraciones de nitrato y de acumular mas
biomasa en forma de celulosa;

- Progenies, lineas celulares y clones obtenibles a partir de dichos édrboles, partes
de arboles, plantulas, semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de
propagacion transgénicos.

Un aspecto de dicho primer objeto de la invencién se refiere a:
- Arboles, partes de arboles, plantulas, tejidos, semillas, células, protoplastos y

otros tipos de material de propagacion transgénicos de especies angiospermas;
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- Progenies, lineas celulares y clones obtenibles a partir de dichos arboles, partes
de arboles, plantulas, semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de
propagacion transgénicos de especies angiospermas.

Una realizacion preferente de dicho primer aspecto de dicho primer objeto de la
invencion se refiere a:

- Arboles, partes de arboles, plantulas, tejidos, semillas, células, protoplastos y
otros tipos de material de propagacion transgénicos del género Populus;

- Progenies, lineas celulares y clones obtenibles a partir de dichos 4rboles, partes
de arboles, plantulas, semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de
propagacion transgénicos del género Populus.

Una realizacion mas preferente de dicho primer aspecto de dicho primer objeto de la
invencion se refiere a:

- Arboles, partes de arboles, plantulas, tejidos, semillas, células, protoplastos y
otros tipos de material de propagacion transgénicos de Populus tremula x P.
alba;

- Progenies, lineas celulares y clones obtenibles a partir de dichos drboles, partes
de arboles, plantulas, semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de
propagacion transgénicos de Populus tremula x P. alba.

Una realizacién aun mas preferente de dicho primer aspecto de dicho primer objeto de
la invencién se refiere a:

- Arboles, partes de arboles, plantulas, tejidos, semillas, células, protoplastos y
otros tipos de material de propagacion transgénicos de Populus tremula x P.
alba clon INRA 7171-BA;

- Progenies, lineas celulares y clones obtenibles a partir de dichos arboles, partes
de arboles, plantulas, semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de
propagacion transgénicos de Populus tremula x P. alba clon INRA 7171-BA.

Un segundo aspecto de este primer objeto de la invencién se refiere a arboles,
plantulas, semillas, células, protoplastos, otros tipos de material de propagacion transgénicos,
progenies, lineas celulares y clones conforme al primer aspecto de dicho primer objeto,
incluyendo sus realizaciones preferentes, que comprenden insertada funcionalmente en su
genoma una secuencia de nucleétidos similar a una secuencia de nucleétidos que codifica una

glutamina sintetasa, particularmente similar a una secuencia de nucleétidos que codifica una
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glutamina sintetasa de una gimnosperma, mas particularmente similar a una secuencia de
nucledtidos que codifica una glutamina sintetasa del género Pinus, mas particularmente ain
similar a una secuencia de nucledtidos que codifica una glutamina sintetasa de la especie
Pinus sylvestris, todavia mas particularmente aiin similar a la secuencia de nucledtidos que
codifica la glutamina sintetasa citosolica de pino GS1a (SEQ ID NO:1).

En una realizacion preferida de dicho segundo aspecto del primer objeto de la
invencion, la secuencia de nucledtidos insertada funcionalmente en el genoma tiene una
identidad de al menos el 70% con respecto a una secuencia de nucledtidos que codifica una
glutamina sintetasa, particularmente tiene una identidad de al menos el 70% con respecto a
una secuencia de nucleétidos que codifica una glutamina sintetasa de una gimnosperma, mas
particularmente tiene una identidad de al menos el 70% con respecto a una secuencia de
nucle6tidos que codifica una glutamina sintetasa del género Pinus, mds particularmente ain
tiene una identidad de al menos el 70% con respecto a una secuencia de nucledtidos que
codifica una glutamina sintetasa de la especie Pinus sylvestris, todavia mas particularmente
ain tiene una identidad de al menos el 70% con respecto a la secuencia de nucledtidos que
codifica la glutamina sintetasa citosolica de pino GS1a (SEQ ID NO:1).

En una realizacion mas preferida de dicho segundo aspecto del primer objeto de la
invencion, la secuencia de nucledtidos insertada funcionalmente en el genoma tiene una
identidad de al menos el 80% con respecto a una secuencia de nucleétidos que codifica una
glutamina sintetasa, particularmente tiene una identidad de al menos el 80% con respecto a
una secuencia de nucleotidos que codifica una glutamina sintetasa de una gimnosperma, mas
particularmente tiene una identidad de al menos el 80% con respecto a una secuencia de
nucleétidos que codifica una glutamina sintetasa del género Pinus, mas particularmente ain
tiene una identidad de al menos el 80% con respecto a una secuencia de nucledtidos que
codifica una glutamina sintetasa de la especie Pinus sylvestris, todavia més particularmente
aun tiene una identidad de al menos el 80% con respecto a la secuencia de nucleétidos que
codifica la glutamina sintetasa citosolica de pino GS1a (SEQ ID NO:1).

En una realizacién atin més preferida de dicho segundo aspecto del primer objeto de la
invencidn, la secuencia de nucledtidos insertada funcionalmente en el genoma tiene una
identidad de al menos el 90% con respecto a una secuencia de nucleétidos que codifica una
glutamina sintetasa, particularmente tiene una identidad de al menos el 90% con respecto a

una secuencia de nucleétidos que codifica una glutamina sintetasa de una gimnosperma, mas
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particularmente tiene una identidad de al menos el 90% con respecto a una secuencia de
nucledtidos que codifica una glutamina sintetasa del género Pinus, mas particularmente aun
tiene una identidad de al menos el 90% con respecto a una secuencia de nucledtidos que
codifica una glutamina sintetasa de la especie Pinus sylvestris, todavia mas particularmente
aun tiene una identidad de al menos el 90% con respecto a la secuencia de nucledtidos que
codifica la glutamina sintetasa citosolica de pino GS1a (SEQ ID NO:1).

En una realizacion todavia mas preferida ain de dicho segundo aspecto del primer
objeto de la invencion, la secuencia de nucledtidos insertada funcionalmente en el genoma es
una secuencia de nucledtidos que codifica una glutamina sintetasa, particularmente es una
secuencia de nucledtidos que codifica una glutamina sintetasa de una gimnosperma, mas
particularmente es una secuencia de nucledtidos que codifica una glutamina sintetasa del
género Pinus, mds particularmente ain es una secuencia de nucledtidos que codifica una
glutamina sintetasa de la especie Pinus sylvestris, todavia mds particularmente aln es la
secuencia de nucle6tidos que codifica la glutamina sintetasa citosolica de pino GS1a (SEQ ID
NO:1).

Un tercer aspecto de este primer objeto de la invencion se refiere a arboles, plantulas,
semillas, células, protoplastos, otros tipos de material de propagacion transgénicos, progenies,
lineas celulares y clones conforme al primer aspecto de dicho primer objeto, incluyendo sus
realizaciones preferentes, que comprenden insertada funcionalmente en su genoma una
secuencia de nucleétidos que codifica una proteina similar a una glutamina sintetasa,
particularmente similar a una glutamina sintetasa de una gimnosperma, mas particularmente
similar a una glutamina sintetasa del género Pinus, mas particularmente aln similar a una
glutamina sintetasa de la especie Pinus sylvestris, todavia mas particularmente aun similar a la
glutamina sintetasa citosélica de pino GS1a (SEQ ID NO:2).

En una realizacion preferida de dicho tercer aspecto del primer objeto de la invencion,
la proteina codificada por la secuencia de nucleétidos insertada funcionalmente en el genoma
tiene una identidad de al menos el 70% con respecto a una glutamina sintetasa,
particularmente tiene una identidad de al menos el 70% con respecto a una glutamina
sintetasa de una gimnosperma, mas particularmente tiene una identidad de al menos el 70%
con respecto a una glutamina sintetasa del género Pinus, més particularmente ain tiene una

identidad de al menos el 70% con respecto a una glutamina sintetasa de la especie Pinus
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sylvestris, todavia mas particularmente aun tiene una identidad de al menos el 70% con
respecto a la glutamina sintetasa citosolica de pino GS1a (SEQ ID NO:2).

En una realizacion mas preferida de dicho tercer aspecto del primer objeto de la
invencion, la proteina codificada por la secuencia de nucledtidos insertada funcionalmente en
el genoma tiene una identidad de al menos el 80% con respecto a una glutamina sintetasa,
particularmente tiene una identidad de al menos el 80% con respecto a una glutamina
sintetasa de una gimnosperma, mas particularmente tiene una identidad de al menos el 80%
con respecto a una glutamina sintetasa del género Pinus, mas particularmente ain tiene una
identidad de al menos el 80% con respecto a una glutamina sintetasa de la especie Pinus
sylvestris, todavia mds particularmente ain tiene una identidad de al menos el 80% con
respecto a la glutamina sintetasa citosolica de pino GS1a (SEQ ID NO:2).

En una realizacion aun mds preferida de dicho tercer aspecto del primer objeto de la
invencion, la proteina codificada por la secuencia de nucleétidos insertada funcionalmente en
el genoma tiene una identidad de al menos el 90% con respecto a una glutamina sintetasa,
particularmente tiene una identidad de al menos el 90% con respecto a una glutamina
sintetasa de una gimnosperma, mas particularmente tiene una identidad de al menos el 90%
con respecto a una glutamina sintetasa del género Pinus, mdas particularmente aun tiene una
identidad de al menos el 90% con respecto a una glutamina sintetasa de la especie Pinus
sylvestris, todavia mas particularmente an tiene una identidad de al menos el 90% con
respecto a la glutamina sintetasa citosolica de pino GS1a (SEQ ID NO:2).

En una realizacion todavia mas preferida ain de dicho tercer aspecto del primer objeto
de la invencién, la proteina codificada por la secuencia de nucleodtidos insertada
funcionalmente en el genoma es una glutamina sintetasa, particularmente es una glutamina
sintetasa de una gimnosperma, mas particularmente es una glutamina sintetasa del género
Pinus, mas particularmente ain es una glutamina sintetasa de la especie Pinus sylvestris,
todavia mas particularmente aun es la glutamina sintetasa citosolica de pino GSla (SEQ ID
NO:2).

Un cuarto aspecto de este primer objeto de la invencién se refiere a arboles, plantulas,
semillas, células, protoplastos, otros tipos de material de propagacion transgénicos, progenies,
lineas celulares y clones que comprenden insertada funcionalmente en su genoma una
secuencia de nucleotidos conforme al segundo o tercer aspectos, incluyendo sus realizaciones

preferentes, ligada a promotor constitutivo que permite la sobreexpresion de la proteina
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codificada por dicha secuencia de nucledtidos. El promotor puede ser, por ejemplo y sin
caracter limitativo, el promotor CaMV 35S, el promotor FMV (figwort mosaic virus) 358, el
promotor de la T-DNA manopina sintetasa, el promotor de la nopalina sintasa, o el promotor
de la octopina sintasa. En una realizacion preferida de dicho cuarto aspecto del primer objeto
de la invencion el promotor es el promotor CaMV 35S. En una realizacién ain mas preferida
dicha secuencia de nucleétidos ligada a dicho promotor constitutivo estan comprendidos en
un cassette de expresion. En una realizacion todavia mas preferida dicho cassette de
expresion estd comprendido en un vector de expresion.

Un quinto aspecto de este primer objeto de la invencidn, incluyendo los aspectos
primero a cuarto asi como sus realizaciones preferidas, se refiere a arboles, plantulas,
semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de propagacion transgénicos
obtenibles a partir de los referidos progenies, lineas celulares y clones; asi como a progenies,
lineas celulares y clones obtenibles a partir de los mismos.

También son objeto de la invencion (segundo objeto):

- Procedimientos para la producciéon de los arboles, partes de érboles,
plantulas, semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de
propagacién transgénicos que constituyen el primer objeto de la invencion,
incluidos los aspectos y realizaciones preferentes de dicho primer objeto;

- Procedimientos para la produccion de las progenies, lineas celulares y clones
obtenibles a partir de los arboles, partes de arboles, plantulas, semillas, células,
protoplastos y otros tipos de material de propagacion transgénicos que
constituyen el primer objeto de la invencion, incluidas las realizaciones
preferentes de dicho primer objeto, dichos progenies, lineas celulares y clones
también constituyentes del primer objeto de la invencidn, incluidos los
aspectos y realizaciones preferentes de dicho primer objeto.

- Procedimientos para la produccion de arboles, partes de arboles, plantulas,
semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de propagacion
transgénicos a partir de las progenies, lineas celulares y clones fruto de los
procedimientos del parrafo anterior y constituyentes del primer objeto de la
invencidn, incluidos los aspectos y realizaciones preferentes de dicho primer

objeto.
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Procedimientos para la produccion de progenies, lineas celulares y clones a
partir de arboles, plantulas, semillas, células, protoplastos y otros tipos de
material de propagacion transgénicos fruto de los procedimientos del parrafo

anterior.

En una realizacion preferente dichos procedimientos de produccion comprenden la

transformacion genética estable con una secuencia nucleotidica tal como una secuencia

nucleotidica conforme a la referida en los aspectos segundo a cuarto del primer objeto de la

invencion. La técnica de transformacion genética puede ser, por ejemplo y sin caracter

limitativo, transformacion mediante Agrobacterium tumefaciens, transformaciéon mediante

Agrobacterium rhizogenes, electroporacion, o mediante bombardeo de particulas o

microproyectiles. En una realizacion mas preferente, la técnica de transformacion es

transformacion mediante Agrobacterium tumefaciens.

Asimismo, son objeto de la presente invencion (tercer objeto):

Procedimientos para modular la capacidad de asimilar altas concentraciones de
nitrato y de acumular mas biomasa en forma de celulosa en los arboles, partes
de arboles, plantulas, semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de
propagacion transgénicos que constituyen el primer objeto de la invencidn,
incluidos los aspectos y realizaciones preferentes de dicho primer objeto;
Procedimientos para modular la capacidad de asimilar altas concentraciones de
nitrato y de acumular méas biomasa en forma de celulosa en las progenies,
lineas celulares y clones obtenibles a partir de los édrboles, partes de arboles,
plantulas, semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de
propagacion transgénicos que constituyen el primer objeto de la invencion,
incluidos los aspectos y realizaciones preferentes de dicho primer objeto,
dichos progenies, lineas celulares y clones también constituyentes del primer
objeto de la invencién, incluidos los aspectos y realizaciones preferentes de
dicho primer objeto;

Procedimientos para modular la capacidad de asimilar altas concentraciones de
nitrato y de acumular mas biomasa en forma de celulosa en los érboles,
plantulas, semillas, células, protoplastos y otros tipos de material de
propagacion transgénicos obtenibles a partir de las progenies, lineas celulares y

clones referidos en el parrafo inmediatamente anterior y constituyentes del
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primer objeto de la invencion, incluidos los aspectos y realizaciones
preferentes de dicho primer objeto;

- Procedimientos para modular la capacidad de asimilar altas concentraciones de
nitrato y de acumular mas biomasa en forma de celulosa en las progenies,
lineas celulares y clones obtenibles a partir de arboles, plantulas, semillas,
células, protoplastos y otros tipos de material de propagacién transgénicos
referidos en el parrafo inmediatamente anterior;

- Procedimientos para modular la capacidad de asimilar altas concentraciones de
nitrato y de acumular mas biomasa en forma de celulosa en arboles, plantulas,
semillas, células, protoplastos, otros tipos de material de propagacion
transgénicos, progenies, lineas celulares y clones resultantes de los
procedimientos que constituyen el segundo objeto de la invencion, incluidos
los aspectos y realizaciones preferentes de dicho segundo objeto.

En una realizacién preferente de este tercer objeto de la invencién dichos
procedimientos comprenden la modulacién de la expresién uno o mas de uno de los genes que
se expresan de forma diferencial en arboles, partes de arboles, plantulas, semillas, células,
protoplastos, otros tipos de material de propagacion transgénicos, progenies, lineas celulares y
clones constituyentes del primer objeto de la invencion, incluidos los aspectos y realizaciones
preferentes de dicho primer objeto. En una realizacion mas preferente, dichos procedimientos
de modulacion comprenden el uso de promotores genéticos que muestran especifidad bien a
nivel de fase de desarrollo, bien a nivel de tejido, bien a nivel de organulo. Dichos promotores
pueden ser, por ejemplo y sin caracter limitativo, el promotor de la subunidad pequeiia de la
RuBisCo, el promotor de la subunidad grande de la RuBisCo, el promotor de la CAB
(chlorphyll a/b binding protein), el promotor de una proteina de almacenamiento en semilla,
el promotor de la glutamina sintetasa especifica de raiz, o €l promotor de la proteina D1. En
una realizacion aun mas preferente, dichos promotores genéticos son inducibles. En una
realizacion todavia mas preferente aun, dicho promotor estd comprendido en un cassette de
expresion. En una realizacion todavia mas preferente atin, dicho cassette de expresion esta
comprendido en un vector de expresion.

En otra realizacion preferente de este tercer objeto de la invencion dichos
procedimientos comprenden la modulacién de la expresion de uno o mas de dichos genes

expresados de forma diferencial en arboles, partes de éarboles, plantulas, semillas, células,
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protoplastos, otros tipos de material de propagacion transgénicos, progenies, lineas celulares y
clones resultantes de los procedimientos que constituyen el segundo objeto de la invencién,
incluidos los aspectos y realizaciones preferentes de dicho segundo objeto. En una realizacién
mas preferente, dichos procedimientos de modulacién comprenden el uso de promotores
genéticos que muestran especifidad bien a nivel de fase de desarrollo, bien a nivel de tejido,
bien a nivel de organulo. Dichos promotores pueden ser, por ejemplo y sin caracter limitativo,
el promotor de la subunidad pequefia de la RuBisCo, el promotor de la subunidad grande de la
RuBisCo, el promotor de la CAB (chlorphyll a/b binding protein), €l promotor de una
proteina de almacenamiento en semilla, el promotor de la glutamina sintetasa especifica de
raiz, o el promotor de la proteina D1. En una realizacién ain mdas preferente, dichos
promotores genéticos son inducibles. En una realizacion todavia mas preferente aun, dicho
promotor estd comprendido en un cassette de expresion. En una realizaciéon todavia mas
preferente atn, dicho cassette de expresion estd comprendido en un vector de expresion.

También son objeto de la presente invencién (cuarto objeto) los usos tanto de arboles,
partes de darboles, plantulas, semillas, células, protoplastos, otros tipos de material de
propagacion transgénicos, progenies, lineas celulares y clones constituyentes del primer
objeto de la invencién, incluidos los aspectos y realizaciones preferentes de dicho primer
objeto; como de arboles, partes de arboles, plantulas, semillas, células, protoplastos, otros
tipos de material de propagacion transgénicos, progenies, lineas celulares y clones resultantes
de los procedimientos que constituyen el segundo objeto de la invencién, incluidos los
aspectos y realizaciones preferentes de dicho segundo objeto. Particularmente son objeto de la
presente invencion los usos tanto en fitorremediacion y/o aprovechamiento de suelos y/o
aguas que acumulan altas concentraciones de nitrato, o de zonas vulnerables a nitrato o a
contaminantes asociados con nitrato o con el nitrdgeno en general; como en la obtencion de
biomasa principalmente para la producciéon de madera y papel, y/o para la produccién de
biocombustibles.

A lo largo de la descripcidn y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, componentes o pasos. Para los
expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se
desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la préactica de la invencién. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que

sean limitativos de la presente invencién.
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MODOS DE REALIZACION DE LA INVENCION

La constitucion y caracteristicas de la invencién se comprenderan mejor con ayuda de la
siguiente descripcion de ejemplos de realizacion, debiendo entenderse que la invencion no
queda limitada a estas realizaciones, sino que la proteccion abarca todas aquellas
realizaciones alternativas que puedan incluirse dentro del contenido y del alcance de las
reivindicaciones. Asimismo, el presente documento refiere diversos documentos como estado
de la técnica, entendiéndose incorporado por referencia el contenido de todos estos
documentos, asi como de el contenido completo de los documentos a su vez referidos en
dichos documentos, con objeto de ofrecer una descripcion lo més completa posible del estado
de la técnica en el que la presente invencion se encuadra. La terminologia utilizada a
continuacion tiene por objeto la descripcion de los ejemplos de modos de realizaciéon que
siguen y no debe ser interpretada de forma limitante o restrictiva.

En el presente ejemplo de realizacion de la invencion se describe, a titulo ilustrativo de
la misma, el empleo de chopos transgénicos para la descontaminacién de suelos y la
depuracion de aguas mediante su uso en fitorremediacion. Las plantas transgénicas tratadas
con exceso de nitrato presentan: Mayor acumulacién de N en hojas y tallos jovenes en forma
de compuestos nitrogenados como proteinas y clorofila a y b (Figura 2) significativamente
diferentes al resto de secciones de la planta y de las plantas control (no transgénicas).

Los estudios de crecimiento de los arboles transgénicos con alta concentracion de
nitrato indican una mayor produccién vegetal en comparaciéon con chopos transgénicos
cultivados a concentracién menor de nitrato (10 mM) y en relacién a los chopos que no
contienen el transgén. Los arboles transgénicos cultivados a 50 mM de nitrato tienen mayor
crecimiento en altura y mayor biomasa global que se acumula de forma preferente en la
seccion aérea juvenil de estas plantas transgénicas. En cambio, los drboles control que no
expresan el transgén, no muestran cambios significativos en biomasa en respuesta a los

tratamientos nitrogenados (Figura 1 y Tabla 1).
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Control Transgénico

Muestra Nitrato (mM}  Longitud {cm)  PF (g) PS (g) Longitud cm}  PE (g) PS (g

Seccidn adrea 10 31842070 540% 012 228 ¢ 007 38164103 761 £ 019 310 010
Raiz principal 210 £ 028 078 & 010 236 £ 098 104 & 043
Raiz secundaria 6.32 £ 147 133 t 042 472 + 097 150 + 059
Seccion aérea 50 51621 103 1002% 030 351 & 0.16 B3B3 $1.20 2235% 112 3921 027
Raiz principal 378 ¢ 065 082 & 0.30 400 ¢ 082 171 z 050
Raiz secundaria 531+ 044 112 t 050 823 + 144 154 2 048

Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas de los arboles de chopo control (Control) y transgénico
(Transgénicos) tratadas con 10 y 50 mM de nitrato. Altura de la parte aérea, longitud de la
raiz principal y las raices secundarias y cuantificacién en gramos de peso fresco (PF) y peso
seco (PS) de cada una de las secciones. Para cada tratamiento y genotipo fueron utilizados 12
plantas y para los andlisis estadisticos fue utilizado el promedio aritmético y la desviacion
estandar de los datos.

El contenido de N y C de los individuos transgénicos tratados con exceso de nitrato se
mantiene en equilibrio gracias a que las plantas transgénicas asimilan (EAN) y usan (EUN) el
N en exceso de manera eficiente y lo movilizan a las partes juveniles de la planta. De igual
forma, las plantas transgénicas fijan mayor cantidad de carbono en estas areas y mantienen el
indice C/N sin diferencias significativas con el resto de plantas del estudio (Figura 3). En
cambio, los arboles control, que no expresan el transgén, no son capaces de asimilar el N en
exceso y sus niveles de carbono permanecen bajos y significativamente diferentes a los
observados en los transgénicos.

Con objeto de comprender la base molecular de las diferencias observadas se han
realizado estudios de transcriptomica. Un total de 1345 genes se expresan diferencialmente
entre los chopos controles y transgénicos a alta concentracion de N, 855 genes se activan y
490 genes se inhiben mientras que solo 626 genes se expresan diferencialmente cuando las
plantas se cultivan con suministro dptimo de nitrato. Cuando se compara el efecto del N entre
los individuos cultivados a 10 y 50 mM de nitrato, 827 genes se activan y 411 se reprimen en
los transgénicos. En cambio, solo 481 genes totales se expresaron diferencialmente en los

arboles control, 311 se activaron y 170 se reprimieron (Figura 4 y Tabla 2).

Condicion experimental Total Activados Reprimidos
10 mM vs 50 mM Control 481 KEY 170
10 mM vs 50 mM Transgénicos 1238 827 411
50 mM Control vs 50 mM Transgénicos 1345 855 490
10 mM Control vs 10 mM Transgénicos 626 235 391
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Tabla 2. Cuantificacion del ntmero total de genes que se expresan diferencialmente
detallando los que se activan y se reprimen en los micromatrices. Comparaciones entre
individuos control y transgénico en las dos condiciones experimentales de nitrato.

Entre las rutas metabolicas que se ven activadas en los chopos transgénicos como
respuesta al exceso de nitrato se encuentran el metabolismo secundario, la formacion de
fenilpropanoides, terpenos y flavonoides, parte de la ruta de la sintesis de la pared celular y
los genes implicados en las reacciones de la fotosintesis y el metabolismo del carbono.
También se observa activada la respuesta a estimulos bidticos y abidticos aunque parece
inducirse/inhibirse en ambas condiciones por igual (10 y 50 mM de nitrato). Los arboles
control tratados con exceso de nitrato tienen activados los genes implicados en la formacion
de lipidos y de la pared celular, asi como la formacién de flavonoides, sin embargo el nimero
de genes diferencialmente expresados es menor comparado con el de los transgénicos. Los
genes de sefializacion implicados en la respuesta a estrés estan representados solo a alto N,
especialmente, las proteinas de defensa entre las que se encuentran, las proteinas PR
(Pathogenesis Related) que pertenecen a la familia de proteinas “inducibles por estrés”. Estos
resultados sugieren que las plantas control estan en una situacién importante de estrés cuando
se cultivan en exceso de nitrato. Es interesante sefialar que los genes que codifican histonas se
reprimen a 50 mM de nitrato en los controles, y posiblemente esta sea la razon por la cual el
perfil transcripcional no manifiesta grandes cambios ya que las histonas facilitan la activacion
o como es el caso, la represion del control transcripcional (Jenuwein et al., Science 293:1074—
1080, 2001). También es posible que el efecto de la respuesta al estrés abidtico esté modulado
por la modificacion postranscripcional de las histonas (Kim et al., Plant Cell Environ 33:604-
611, 2010).

El contenido de glucosa, fructosa, sacarosa y almidén se ve diferencialmente
representado en los chopos transgénicos, acumulandose estos azicares principalmente en la
seccion aérea juvenil de la planta excepto el almidon, que se detecta en las raices secundarias.
La celulosa se acumula hasta 5 veces mas en los arboles transgénicos a 50 mM de nitrato que
a 10 mM y que en arboles control, especialmente en el tallo (T1) y en las hojas (H1). Estos
resultados tienen relacion con los altos niveles de C total detectados en la parte juvenil de los
transgénicos a alto N, asi como con la activacion de genes del metabolismo del carbono en
estas plantas. La lignina por su parte estd mayoritariamente representada en la seccion
intermedia y basal de las plantas transgénicas a 50 mM de nitrato (T2 y T3), asi como en la

raiz. Estos resultados sugieren que la biomasa acumulada en los transgénicos con alto N en la
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parte apical se sustenta con mayor cantidad de lignina en la seccion basal de la planta (Figura
5).

El analisis de los niveles de expresion de la familia de genes GS de chopo y del
transgén (GS/a) ha permitido observar que el isogen PtGSI.1 se induce en los controles a alta
concentracion de nitrato, especialmente eh las hojas mas jovenes, lo que no se observa en los
transgénicos. PrGS1.2 se expresa preferencialmente en las raices de las plantas transgénicas a
10 mM y PtGS1.3 se expresa mayoritariamente en el tallo de los arboles transgénicos a 50
mM. El transgén muestra diferentes niveles de expresion con mayor abundancia de los
mensajeros en las hojas. En general, los niveles de los transcritos de GS en los transgénicos
no son muy diferentes a los perfiles detectados en las plantas control, muy posiblemente esto
se deba a la presencia del transgén que permite una mayor asimilacion del N en comparacion
a los controles. Una excepcion es PtGSI.1 que parece desempefiar un papel importante en el
reciclaje de N en las hojas jovenes. Es interesante sefialar que los niveles del transgén son
mayoritarios en las hojas, muy posiblemente por la mayor disponibilidad de N en esta parte

de la planta (Figura 6).
Material y métodos

En el ejemplo de realizacion descrito se ha utilizado un clon hibrido de chopo control (no
transformado) (Populus tremula x P. alba clon INRA 7171-BA) y una linea transgénica del
clon hibrido de chopo que sobreexpresa la glutamina sintetasa citosélica de pino (GS1a) bajo
el control del promotor del gen 35S del virus de mosaico de la coliflor (CaMV 35S). Este
modelo experimental han sido seleccionado por su capacidad de crecimiento y regeneracion
en cultivo in vitro (Leple et al, Plant Cell Rep 11:137-141, 1992). Las plantas se
mantuvieron en camaras con un fotoperiodo de 16 h de luz con intensidad luminica de 295
pmol m? s, temperatura constante de 24 °C y humedad al 80%. Se sembraron en sustrato
universal y vermiculita (1:1) y se regaron con agua destilada suplementada con macro y
micronutrientes para crecimiento 6ptimo (Gonzalez, Tesis doctoral Universidad Autonoma de
Madrid, 1996). Después de 8 semanas, las plantas que tenian aspecto uniforme se dividieron
por su genotipo: chopos controles y chopos transgénicos (24 individuos por cada genotipo) y
cada grupo de plantas se subdividieron al azar en 2 grupos, un grupo se reg6 con la solucion

nutritiva enriquecida con 10 mM de nitrato (6ptimo nitrato) y el otro grupo con 50 mM de
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nitrato (exceso de nitrato). Las plantas se regaron con esta solucion nutritiva una vez por
semana por inundacion, durante un total de 4 semanas.

Las medidas de crecimiento se llevaron a cabo teniendo en cuenta la altura de las
plantas (12 plantas por tratamiento). Cada planta se dividi6 en 3 secciones: Seccion aérea, raiz
principal y raices secundarias. El peso fresco, se midio a partir del promedio del peso de las
hojas y tallo de la seccion aérea, raiz principal y raices laterales, a continuacion estas
secciones se dejaron en una estufa a 70 °C durante 48 horas y posteriormente, se midio6 el peso
seco de las muestras deshidratadas.

Para las siguientes medidas se dividieron las muestras en las siguientes secciones: La
seccion aérea se dividio en 3 partes. 1, la region correspondiente a las hojas més apicales 17,
28, 3% 4% y 5% 2, la region intermedia comprendida por las hojas 6°, 7%, 8%, 9" y 107 y 3, la
region mas basal con las hojas 117, 12% 13% 14 y 15% dentro de cada seccion se
diferenciaron: H, limbo foliar y T, tallo. La tercera parte, no aérea, se dividié en: R1, raiz
principal y R2, raiz secundaria. Las muestras se recogieron y se crioconservaron usando N
liquido y posteriormente se almacenaron a -80°C.

La extraccion de las proteinas se realizd con mortero en presencia de 1 g de tejido, 1 g
de arena fina y un 1 ml de tampon de extraccion (0.175 M Tris pH 8.8, 0.1% de SDS, 15%
glicerol, 0.3 M mercaptoetanol) descrito por Castro-Rodriguez et al. (BMC Plant Biology
11:119, 2011). El extracto fue homogenizado y centrifugado a 10,000 g, 4°C durante 30 min y
los sobrenadantes se utilizaron para la determinacion de proteinas solubles mediante el ensayo
de Bradford (4nal Biochem 72:248-254, 1976). El andlisis de clorofilas totales se llevd a
cabo a partir del tejido pulverizado con N liquido y disuelto en 80% (v/v) de acetona, después
de centrifugar a 15,000 g durante 10 min, se determinaron las absorbancias a 664 y 647 nm en
el sobrenadante (Graan y Ort J Biol Chem 259:14003-14010, 1984).

La determinacion de C total y N total se llevo a cabo a partir de 0.1 g de tejido
pulverizado y deshidratado en estufa a 70 °C durante 48 horas. Los porcentajes deN (%) yC
(%) de las muestras por triplicado se analizaron en la Unidad de espectrometria atomica de la
Universidad de Malaga usando el analizador elemental 2400 CHN (PERKIN-ELMER). El
calculo de la eficiencia de asimilacién del N (EAN) y el uso del N (EUN) han sido
determinados mediante las ecuaciones descritas por Moll y colaboradores (J Agron 74:562-

564, 1982) y Olson y colaboradores (J Soil Sci Soc Am 48:583-586, 1 984).
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La extraccion de azlcares se realizd a partir de 0.1 g de tejido homogenizado con N
liquido, se mezcld con etanol 80% (v/v) y se incub6 a 80°C durante 30 min. A continuacidn se
centrifugé 13.500 g durante 15 min. El precipitado se dejé en la estufa a 70°C durante 24
horas para hacer la extraccion de almidén y el sobrenadante se lavd 2 veces seguidas con
etanol 50% (v/v) y se incub6 a 80°C durante 20 min, a continuacién se concentré para medir
enzimaticamente la sacarosa, glucosa y fructosa mediante la reduccién de NADP a 340 nm
después de la adiciéon sucesiva de glucosa-6-P-deshidrogenasa, hexoquinasa, fosfoglucosa-
isomerasa e invertasa (Sekin, Tobacco Sci. 23:75-77, 1978). Al precipitado se le afiadié agua
destilada, se calenté a 100 °C durante 10 min, se le afiadid acetato sédico 200 mM y a
continuacion se digirié con amiloglucosidasa y amilasa a 37°C durante 4 horas. Se concentrd
la muestra y se midi6 indirectamente el almidén mediante la reaccién enzimatica de la enzima
glucosa-6-P-deshidrogenasa determinando los niveles de glucosa en la muestra (Smith y
Zeeman, Nature Protocols 1:1342-1345, 2006).

La celulosa se extrajo a partir de 0.1 g de tejido vegetal mezclado con acido acético
80% (v/v)/acido nitrico concentrado (10:1), se incubd a 100°C durante 30 min y se centrifugéd
a 4500 g durante 20 min. Se elimind el sobrenadante y el precipitado se lavd con agua
destilada seguido de lavados con &cido sulfrico y agua destilada. A continuacién se
centrifugd, el precipitado se homogenizoé con antrona y agua (2:1), se calenté a 100 °C
durante 10 min y se midié la absorbancia a 630 nm. La concentracién de celulosa se
determiné colorimétricamente y la recta patron se llevod a cabo a partir de concentraciones
seriadas de celulosa comercial (Sigma-Aldrich) como describe Updegroff (4nal Biochem
32:420-424, 1969).

La cuantificacion de lignina se llevo a cabo a partir de la extraccién de la pared celular
de las muestras. Se pesaron 0.3 g de tejido macerado y a continuacion se afiadié metanol
dejando la mezcla en agitacion durante 1 hora a temperatura ambiente, se centrifugd a 7520 g
durante 5 min y se hicieron lavados seriados con metanol (2 veces), cloruro sédico 1M, SDS
1% (p/v), agua destilada (2 veces), etanol, cloroformo/metanol (1:1) y tert-butil metil éter. Se
dejaron las muestras liofilizando durante 16 horas y a continuacién se cuantificé la lignina
mediante el método de tioacidolisis descrito por Lange y colaboradores (Plant Physiol

108:1277-1287, 1995).
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La extracion de RNA de las muestras, sintesis de ¢cDNA y cuantificaciéon de los
transcritos de GS enddgena de chopo y GSla de pino se llevé a cabo como se describe en
Castro-Rodriguez et al. (BMC Plant Biology 11:119, 2011).

Los cambios de expresién del transcriptoma de los chopos control y transgénico
debido a la alta concentracion de nitrato se determiné mediante la hibridacion de
micromatrices (Agilent Technologies Genomics, USA) en muestras de hojas (H1) de 4
condiciones experimentales (10 frente a 50 mM Control; 10 frente a 50 mM Transgénicos; 10
mM Control frente a 10 mM Transgénicos y 50 mM Control frente a 50 mM Transgénicos).
Los perfiles de expresion para cada tratamiento han sido visualizados en diagramas de
dispersion. Los cambios generales de los genes implicados en rutas del metabolismo de
plantas o como respuesta a estrés han sido representados mediante la herramienta de Mapman
(Thimm et al., Plant J 37:914-939, 2004). Estos perfiles transcripcionales han permitido
analizar la expresion coordinada de gran numero de genes de manera diferencial y han
descrito las rutas o parte de las rutas que estdn activadas o reprimidas en las diferentes
condiciones experimentales. La herramienta puede usarse como una aplicacion en la web o

descargada en el ordenador desde http://gabi.rzpd.de/projects/Mapman/.

Para los analisis estadisticos se han utilizados diferentes aplicaciones software, entre
las que se incluyen Excel (Office 2013, Microsoft Corp. USA) para las medidas de promedios
aritméticos y las desviaciones estandar y el lenguaje estadistico de programacién “R” para el
analisis de la varianza, ANOVA de dos factores asi como el test de comparaciones miultiples
de Tukey con una significancia de p< 0.001 y la identificacién de los grupos homogéneos

significativamente diferentes.
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REIVINDICACIONES

1.

Arboles transgénicos con capacidad de asimilar altas concentraciones de nitrato y de
acumular mas biomasa en forma de celulosa caracterizados por comprender
funcionalmente en su genoma una secuencia de nucleétidos que codifica la glutamina
sintetasa citosolica de pino GS1a que se selecciona entre las siguientes:

a. una secuencia de nucledtidos consistente en SEQ ID NO:1;

b. una secuencia de nucléotidos que codifica la secuencia de aminoacidos

consistente en SEQ ID NO:2.

Arboles transgénicos segiin la reivindicacion anterior caracterizados por comprender
funcionalmente en su genoma una secuencia de nucleétidos que codifica la glutamina
sintetasa citosolica de pino GS1a, dicha secuencia de nucledtidos consistente en SEQ
ID NO:1.
Arboles transgénicos segin la reivindicacién 1 caracterizados por comprender
funcionalmente en su genoma una secuencia de nucléotidos que codifica la glutamina
sintetasa citosolica de pino GSla de secuencia de aminoécidos consistente en SEQ ID
NO:2.
Arboles transgénicos segiin la reivindicacion 2 caracterizados por que la secuencia de
nucleétidos introducida funcionalmente esta ligada a un promotor constitutivo que
permite la sobreexpresion de la proteina codificada por dicha secuencia de
nucledtidos, como por ejemplo el promotor CaMV 35S, el promotor FMV (figwort
mosaic virus) 35S, el promotor de la T-DNA manopina sintetasa, el promotor de la
nopalina sintasa, o el promotor de la octopina sintasa.
Arboles transgénicos segun la reivindicacion anterior caracterizados por que el
promotor es el promotor CaMV 358S.
Arboles transgénicos segun cualquiera de las reivindicaciones 4 ¢ 5 caracterizados por
que la secuencia de nucledtidos ligada a dicho promotor estdn comprendidos en un
cassette de expresion.
Arboles transgénicos segun la reivindicacion anterior caracterizados por que el
cassette de expresion esta comprendido en un vector de expresion.
Arboles transgénicos segin la reivindicacion 3 caracterizados por que la secuencia de

nucleétidos introducida funcionalmente esta ligada a un promotor constitutivo que
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permite la sobreexpresion de la proteina codificada por dicha secuencia de
nucledtidos, como por ejemplo el promotor CaMV 35S, el promotor FMV (figwort
mosaic virus) 358, el promotor de la T-DNA manopina sintetasa, el promotor de la
nopalina sintasa, o el promotor de la octopina sintasa.

Arboles transgénicos segin la reivindicacién anterior caracterizados por que el
promotor es el promotor CaMV 358S.

Arboles transgénicos segun cualquiera de las reivindicaciones 8 6 9 caracterizados por
que la secuencia de nucledtidos ligada a dicho promotor estdn comprendidos en un
cassette de expresion.

Arboles transgénicos segun la reivindicacion anterior caracterizados por que el
cassette de expresion esta comprendido en un vector de expresion.

Arboles transgénicos segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores
caracterizados por que son angiospermas.

Arboles transgénicos segiin la reivindicacién anterior caracterizados por que son del
género Populus.

Arboles transgénicos segin la reivindicacion anterior caracterizados por que son
Populus tremula x Populus alba.

Arboles transgénicos segun la reivindicacién anterior caracterizados por que son
Populus tremula x P. alba clon INRA 7171-BA.

Parte de un arbol obtenida de un arbol transgénico conforme cualquiera de las
reivindicaciones anteriores.

Plantula obtenida de un arbol transgénico conforme cualquiera de las reivindicaciones
1als.

Tejido obtenido de un arbol transgénico conforme cualquiera de las reivindicaciones 1
als.

Semilla obtenida de un arbol transgénico conforme cualquiera de las reivindicaciones
1als.

Célula obtenida de un arbol transgénico conforme cualquiera de las reivindicaciones 1
als.

Protoplasto obtenido de una célula conforme a la reivindicacién anterior.
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Material de propagacion obtenido de un arbol transgénico conforme cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15, dicho material distinto de los materiales conforme a las
reivindicaciones 16 a 21.
Método de produccion de arboles transgénicos con capacidad de asimilar altas
concentraciones de nitrato y de acumular mas biomasa en forma de celulosa
caracterizado por que comprende la introduccion funcional mediante transformacion
genética de una secuencia de nucledtidos que codifica la glutamina sintetasa citosélica
de pino GS1a que se selecciona entre las siguientes:

a. una secuencia de nucledtidos consistente en SEQ ID NO:1;

b. una secuencia de nucléotidos que codifica la secuencia de aminoacidos

consistente en SEQ ID NO:2.

Método de produccion de arboles transgénicos segun la reivindicacion anterior
caracterizado por que comprende la introduccion funcional mediante transformacion
genética de una secuencia de nucleétidos que codifica la glutamina sintetasa citosolica
de pino GSla, dicha secuencia de nucleétidos consistente en SEQ ID NO:1..
Método de produccion de arboles transgénicos segun la reivindicacion 23
caracterizado por que comprende la introduccion funcional mediante transformacion
genética de una secuencia de nucléotidos que codifica la glutamina sintetasa citosélica
de pino GSla de secuencia de aminoacidos consistente en SEQ ID NO:2.
Método de produccion de arboles transgénicos segin la reivindicacion 24
caracterizado por que la secuencia de nucledtidos introducida funcionalmente esta
ligada a un promotor constitutivo que permite la sobreexpresion de la proteina
codificada por dicha secuencia de nucledtidos, como por ejemplo el promotor CaMV
35S, el promotor FMV (figwort mosaic virus) 35S, el promotor de la T-DNA
manopina sintetasa, el promotor de la nopalina sintasa, o el promotor de la octopina
sintasa.
Método de produccion de arboles transgénicos segin la reivindicacién anterior
caracterizado por que el promotor es el promotor CaMV 358.
Método de produccion de arboles transgénicos segun cualquiera de las
reivindicaciones 26 6 27 caracterizado por que la secuencia de nucledtidos ligada a

dicho promotor estan comprendidos en un cassette de expresion.
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Método de produccion de arboles transgénicos segun la reivindicacion anterior
caracterizado por que el cassette de expresion estda comprendido en un vector de
expresion.

Método de produccion de arboles transgénicos segin la reivindicacion 25
caracterizado por que la secuencia de nucledtidos introducida funcionalmente esta
ligada a un promotor constitutivo que permite la sobreexpresion de la proteina
codificada por dicha secuencia de nucledtidos, como por ejemplo el promotor CaMV
35S, el promotor FMV (figwort mosaic virus) 35S, el promotor de la T-DNA
manopina sintetasa, el promotor de la nopalina sintasa, o el promotor de la octopina
sintasa.

Método de produccion de arboles transgénicos segun la reivindicacion anterior
caracterizado por que el promotor es el promotor CaMV 358.

Método de produccion de arboles transgénicos segin cualquiera de las
reivindicaciones 30 ¢ 31 caracterizado por que la secuencia de nucledtidos ligada a
dicho promotor estan comprendidos en un cassette de expresion.

Método de produccion de arboles transgénicos segun la reivindicacion anterior
caracterizado por que el casserte de expresion esta comprendido en un vector de
expresion.

Método de produccion de 4arboles transgénicos segin cualquiera de las
reivindicaciones 23 a 33 caracterizado por que los arboles transformados son
angiospermas.

Método de produccion de arboles transgénicos segin la reivindicacién anterior
caracterizado por que los arboles transformados son del género Populus.

Método de produccion de arboles transgénicos segun la reivindicacién anterior
caracterizado por que los arboles transformados son Populus tremula x Populus alba.
Método de produccion de arboles transgénicos segun la reivindicacion anterior
caracterizado por que los arboles transformados son Populus tremula x P. alba clon
INRA 7171-BA.

Método de produccion de arboles transgénicos segun cualquiera de las
reivindicaciones 23 a 37 caracterizado por que los arboles son transformados

genéticamente, por ejemplo, mediante transformacién mediada por Agrobacterium
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tumefaciens, transformacion mediada por Agrobacterium rhizogenes, electroporacion,
o mediante bombardeo de particulas o microproyectiles.
Método de produccién de arboles transgénicos segun la reivindicacidon anterior
caracterizado por que los arboles son transformados mediante Agrobacterium
tumefaciens.
Arboles transgénicos producidos mediante un método de produccién de arboles
transgénicos conforme cualquiera de las reivindicaciones 23 a 39.
Parte de un arbol obtenida de un arbol transgénico conforme a la reivindicacion
anterior.
Plantula obtenida de un arbol transgénico conforme a la reivindicacion 40.
Tejido obtenido de un arbol transgénico conforme a la reivindicacién 40.
Semilla obtenida de un arbol transgénico conforme a la reivindicacion 40.
Célula obtenida de un arbol transgénico conforme a la reivindicacion 40.
Protoplasto obtenido de una célula conforme a la reivindicacion 40.
Material de propagacion obtenido de un arbol transgénico conforme a la
reivindicaciéon 40, dicho material distinto de los materiales conforme a las
reivindicaciones 41 a 46.
Procedimiento para modular la capacidad de asimilar altas concentraciones de nitrato
y de acumular mas biomasa en forma de celulosa de un érbol transgénico seleccionado
entre los siguientes:

a. Un arbol transgénico conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15,

b. Un arbol transgénico conforme a la reivindicacion 40;
dicho procedimiento caracterizado por que comprende la modulaciéon de la expresion
de uno o mas genes expresados de forma diferencial en dicho arbol transgénico en
comparacién con un arbol silvestre cuando ambos son crecidos a alta concentracion o
exceso de nitrato, ligando para ello dichos uno o mas genes a un promotor que
muestra especificidad bien a nivel de fase de desarrollo, bien a nivel de tejido, bien a
nivel de organulo, dicho promotor seleccionado entre los siguientes: el promotor de la
subunidad pequefia de la RuBisCo, el promotor de la subunidad grande de la
RuBisCo, el promotor de la CAB (chlorphyll a/b binding protein), el promotor de una
proteina de almacenamiento en semilla, el promotor de la glutamina sintetasa

especifica de raiz, o el promotor de la proteina D1.
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Procedimiento segiin la reivindicacion anterior caracterizado por que el arbol
transgénico cuya capacidad de asimilar altas concentraciones de nitrato y de acumular
mas biomasa en forma de celulosa se regula es un arbol transgénico conforme a
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.

Procedimiento segun la reivindicacion 48 caracterizado por que el arbol transgénico
cuya capacidad de asimilar altas concentraciones de nitrato y de acumular mas
biomasa en forma de celulosa se regula es un arbol transgénico conforme a la
reivindicacion 40.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 49 6 50 caracterizado por que
el promotor es inducible.

Procedimiento segun la reivindicacion anterior caracterizado por que dicho promotor
esta comprendido en un cassette de expresion.

Procedimiento segun la reivindicacion anterior caracterizado por que dicho casserte de
expresion esta comprendido en un vector de expresion.

Uso de arboles transgénicos conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 para
fitorremediacién y/o aprovechamiento de suelos y/o aguas que acumulan altas
concentraciones de nitrato, o de zonas vulnerables a nitrato o a contaminantes
asociados con nitrato o con el nitrogeno en general.

Uso de arboles transgénicos conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 para
la obtencién de biomasa para la produccion de madera y papel, y/o para la produccion
de biocombustibles.

Uso de érboles transgénicos conforme a la reivindicacion 40 para fitorremediacion y/o
aprovechamiento de suelos y/o aguas que acumulan altas concentraciones de nitrato, o
de zonas vulnerables a nitrato o a contaminantes asociados con nitrato o con el
nitrégeno en general.

Uso de arboles transgénicos conforme a la reivindicacion 40 para la obtencion de
biomasa para la produccion de madera y/o papel, y/o para la produccion de
biocombustibles.

Uso de la biomasa de arboles transgénicos conforme a cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15 para la produccion de madera y/o papel.

Uso de la biomasa de arboles transgénicos conforme a cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 15 para la produccion de biocombustibles.
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60. Uso de la biomasa de arboles transgénicos conforme a la reivindicacion 40 para la
produccion de madera y/o papel.
61. Uso de la biomasa de arboles transgénicos conforme a la reivindicaciéon 40 para la

produccion de biocombustibles.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Universidad de Malaga

<120> Arboles transgénicos con capacidad de asimilar altas concentraciones
de nitrato y de acumular mds biomasa en forma de celulosa, y
procedimientos y usos asociados

<140> P201400945
<141> 2014-11-19

<160> 2

<210> 1

<211 1074

<2123 DNA

<213> Pinus sylvestris

<400> 1

atg tcg agc gta tta aca gac ctt ctc aac ctt gac ctg agc gac 45
Met Ser Ser Val Leu Thr Asp Leu Leu Asn Leu Asp Leu Ser Asp

gtg aca gag aag gtc att gca gag tat ata tgg att gga gga tca 90
Val Thr Glu Lys Val Ile Ala Glu Tyr Ile Trp Ile Gly Gly Ser
20 25 30

gga atg gat atg cgc agt aaa gcc aga tct ctg tca gga cct gtg 135
Gly Met Asp Met Arg Ser Lys Ala Arg Ser Leu Ser Gly Pro Val
35 40 45

agt agc gtt aaa gag ctt ccc aaa tgg aac tat gac ggc tcc agc 180
Ser Ser Val Lys Glu Leu Pro Lys Tyr Asn Tyr Asp Gly Ser Ser
50 55 60

act gga cag gct caa gga cat gac agc gaa gtc att cta tat cca 225
Thr Gly Gln Ala Gln Gly His Asp Ser Glu Val Ile Leu Tyr Pro
65 70 75

caa gct atc ttc cgt gat cca ttt cgc aga gga aag cac att ttg 270
Gln Ala Ile Phe Arg Asp Pro Phe Arg Arg Gly Lys His Ile Leu
80 85 90

gta atc tgt gat gcc tac tet cct aat ggg act gct att cct tce 315
Val Ile Cys Asp Ala Tyr Ser Pro Asn Gly Thr Ala Ile Pro Ser
95 100 105

aac aag agg gct gca gca gcg aaa att ttt aac gaa aag gcg gtt 360
Asn Lys Arg Ala Ala Ala Ala Lys Ile Phe Asn Glu Lys Ala Val
110 115 120

agt gat gaa gag aca tgg tac ggg ctt gaa caa gaa tat aca ctg 405
Ser Asp Glu Glu Thr Trp Tyr Gly Leu Glu Gln Glu Tyr Thr Leu
125 130 135

ttg caa aag gac gtc aaa tgg cct ctt ggc tgg cca att ggt ggc 450
Leu Gln Lys Asp Val Lys Trp Pro Leu Gly Trp Pro Ile Gly Gly




tac
Tyr

aaa
Lys

ete
Leu

cca
Pro

gca
Ala

aca
ThE

gag
Glu

aag
Lys

ata
Ile

999
Gly

gac
Asp

gtt
Val

gag
Glu

o
Ser

cece
Pro

gcc
Ala

tat
Tyr

999
Gly

gca
Ala

gaa
Glu

999
Gly

tece
Ser

gaa
Glu

gag
Glu

atg
Met

aga
Arg

gac
Asp

atg
Met

ggt
Gly

tgg
Trp

tca
Ser

cag
Gln

gat
Asp

aag
Lys

gac
Asp

atg
Met

aaa
Lys

gga
Gly

aat
Asn

gtg
Val

cgt
Arg

att
Ile

cct
Pro

gga
Gly

gga
Gly

tgg
Trp

gag
Glu

gcg
Ala

tgg
Trp

cgc
Arg

ctg
Leu

aat
Asn

acce
Thr

ggc
Gly

cga
Arg

gct
Ala

140

cag
Gln
155

cga
Arg
170

atc
Ile
185

gaa
Glu
200

ctg
Leu
215

ggt
Gly
230

aat
Asn
245

aag
Lys
260

aag
Lys
275

gag
Glu
290

tEt
Phe
305

cgg
Arg
320

cct
Pro
335

gag
Glu
350

ggc
Gly

gac
Asp

aat
Asn

ttt
Phe

tgg
Trp

gtc
Val

ggt
Gly

gag
Glu

ttg
Leu

aga
Arg

tcc
Ser

gac
Asp

gct
Ala

acg
Thr

cca
Pro

att
Ile

atc
Ile

caa
Gln

tgt
Cys

gtt
Val

get
Ala

gga
Gly

agg
Arg

cgc
Arg

tgg
Trp

aca
Thi

tca
Ser

acc
Thr

tat
Tyr

gtt
Val

agt
Ser

gta
Val

gct
Ala

ctg
Leu

gga
Gly

ggc
Gly

cat
His

cte
Leu

ggt
Gly

gaa
Glu

aac
Asn

att
Ile
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tac
Tyr

gat
Asp

ggc
Gly

ggt
Gly

cat
Arg

tce
Ser

tgc
Cys

tte
Phe

aag
Lys

act
Thr

gtt
Val

aaa
Lys

atg
Met

cta
Leu

145

tgt
Cys
160

gcc
Ala
175

atc
Ile
190

ccg
Pro
205

tEE
Phe
220

tEE
Phe
235

cac
His
250

gaa
Glu
265

gag
Glu
280

ggt
Gly
295

gca
Ala
310

gaa
Glu
325

gat
Asp
340

tgg
Trp
355

gga
Gly

cat
His

aat
Asn

tca
Ser

att
Ile

gat
Asp

aca
Thr

gta
val

cat
His

cgg
Arg

aat
Asn

gga
Gly

cca
Pro

aaa
Lys

gtt
Val

tat
Tyr

gga
Gly

gtg
Val

atg
Met

cee
Pro

aat
Asn

att
Ile

att
Ile

cac
His

cga
Arg

aaa
Lys

tac
Tyr

cet
Pro

gga
Gly

aag
Lys

gaa
Glu

ggt
Gly

gag
Glu

aag
Lys

tac
Tyr

aag
Lys

tct
Ser

gag
Glu

gga
Gly

ggt
Gly

ata
Ile

taa
Ter

gct
Ala

gct
Ala

gtc
Val

atc
Ile

agg
Arg

cca
Pro

agc
Ser

aaa
Lys

gcc
Ala

aca
Thr

gct
Ala

tat
Tyr

gtg
Val

150

gac
Asp
165

tgt
Cys
180

atg
Met
195

tca
Ser
210

att
Ile
225

att
Ile
240

acc
Thr
255

gca
Ala
270

tat
Tyr
285

gca
Ala
300

tca
Ser
315

ttt
Phe
330

act
Thr
345

495

540

585

630

675

720

765

810

855

900

945

990

1035

1074



<210>
<211>
212>
<20 3>

<400>

Met

Val

Gly

Ser

Thr

Gln

Val

Asn

Ser

Leu

Tyr

Lys

Leu

Pro

Ala

Thr

Glu

Ser

Thr

Met

Ser

Gly

Ala

Ile

Lys

Asp

Gln

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ala

Glu

Gly

Ser

Glu

Asp

Val

Gln

Ile

Cys

Arg

Glu

Lys

Gly

I'rp

Ser

Gln

Asp

Lys

Asp

2
358
PRT

Pinus sylvestris

2

Val

Lys

Met

Lys

Ala

Phe

Asp

Ala

Glu

Asp

Pro

Gly

Gly

Trp

Glu

Ala

Trp

Leu

Val
20

Arg
35

Glu
50

Gln
65

Arg
80

Ala
95

Ala
110

Thr
125

Val
140

Gln
155

Arg
170

Ile
185

Glu
200

Leu
215

Gly
230

Asn

Thr

Ile

Ser

Leu

Gly

Asp

Tyr

Ala

Trp

Lys

Gly

Asp

Asn

Phe

Trp

Val

Gly

Asp

Ala

Lys

Pro

His

Pro

Ser

Ala

Tyr

Trp

Pro

Ile

Ile

Gln

Cys

Val

Ala

Leu

Glu

Ala

Lys

Asp

Phe

Pro

Lys

Gly

Pro

Tyr

Val

Ser

Val

Ala

Leu

Gly
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Leu

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Arg

Asn

Ile

Leu

Leu

Tye

Asp

Gly

Gly

Arg

Ser

Cys

Asn
10

Ile
25

Ser
40

Asn
55

Glu
70

Arg
85

Gly
100

Phe
115

Glu
130

Gly
145

Cys
160

Ala
175

Ile
190

Pro
205

Phe
220

Phe
235

His

Leu Asp

Trp Ile

Leu Ser

Tyr Asp

Val Ile

Gly Lys

Thr Ala

Asn Glu

Gln Glu

Ttp [PEC

Gly Val

His Tyr

Asn Gly

Ser Val

Ile Met

Asp Pro

Thr Asn

Leu

Gly

Gly

Gly

Leu

His

Ile

Lys

Tyr

Ile

Gly

Lys

Glu

Gly

Glu

Lys

Tyr

Ser

Gly

Pro

Ser

Tyr

Ile

Pro

Ala

Thr

Gly

Ala

Ala

Val

Ile

Arg

Pro

Ser

Asp
15

Ser
30

Val
45

Ser
60

Pro
75

Leu
90

Ser
105

Val
120

Leu
135

Gly
150

Asp
165

Cys
180

Met
195

Ser
210

Ile
225

Ile
240

Thi
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245 250 255

Lys Ser Met Arg Lys Glu Gly Gly Phe Glu Val Ile Lys Lys Ala
260 265 270

Ile Glu Lys Leu Lys Leu Arg His Lys Glu His Ile Ser Ala Tyr
2775 280 285

Gly Glu Gly Asn Glu Arg Arg Leu Thr Gly Arg His Glu Thr Ala
290 295 300

Asp Met Asn Thr Phe Ser Trp Gly Val Ala Asn Arg Gly Ala Ser
305 310 3185

Val Arg Val Gly Arg Asp Thr Glu Lys Glu Gly Lys Gly Tyr Phe
320 325 330

Glu Asp Arg Arg Pro Ala Ser Asn Met Asp Pro Tyr Ile Val Thr
335 340 345

Ser Met Ile Ala Glu Thr Thr Ile Leu Trp Lys Pro Ter
350 355
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Y COLEMAN HEATHER D et al. Enhanced expression of glutamine synthetase (GSla) confers 1-61

altered fibre and wood chemistry in field grown hybrid poplar (Populus tremula X alba) (717-1B4).
Plant Biotechnology Journal. 2012. VOL: 10 No: 7 Pags: 883-889, resumen.

Y MAN HUI-MIN et al. Characterization of transgenic poplar with ectopic expression of pine cytosolic 1-61

VOL: 167 Péags: 31-39, resumen.

glutamine synthetase under conditions of varying nitrogen availabity. New Phytologist. 2005.

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la
misma categoria

A: refleja el estado de la técnica

O: referido a divulgacién no escrita

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién
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E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
de presentacion de la solicitud
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N° de solicitud: 201400945

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 23.02.2016

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-61

1-61

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201400945

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 COLEMAN HEATHER D et al. Enhanced expression of glutamine 2012
synthetase (GS1la) confers altered fibre and wood chemistry in field
grown hybrid poplar (Populus tremula X alba) (717-1B4). Plant
Biotechnology Journal. VOL: 10 No: 7 Pags: 883-889

D02 MAN HUI-MIN et al. Characterization of transgenic poplar with ectopic 2005
expression of pine cytosolic glutamine synthetase under conditions of
varying nitrogen availabity. New Phytologist. VOL: 167 Pags: 31-39

2. Declaracion motivada seguin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecuciéon de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (articulos 6 y 8 LP11/86)

En las reivindicaciones 1-22 de la solicitud de patente se reivindican arboles transgénicos con capacidad de asimilar altas
concentraciones de nitrato y de acumular mas biomasa en forma de celulosa caracterizados por comprender funcionalmente
en su genoma una secuencia de nucleétidos que codifica la glutamina sintetasa citosdlica de pino GSla.

En las reivindicaciones 23-47 de la solicitud de patente se reivindica un método de produccion de arboles transgénicos con
capacidad de asimilar altas concentraciones de nitrato y de acumular mas biomasa en forma de celulosa caracterizado
porque comprende la introduccion funcional mediante transformacién genética de una secuencia de nucleétidos que codifica
la glutamina sintetasa citosélica de pino GSla.

En las reivindicaciones 48-53 de la solicitud de patente se reivindica un procedimiento para modular la capacidad de
asimilar altas concentraciones de nitrato y de acumular mas biomasa en forma de celulosa en un arbol transgénico.

En las reivindicaciones 54-61 de la solicitud de patente se reivindican diferentes usos de los arboles transgénicos objeto de
la invencion: fitorremediacién, obtencion de biomasa para la produccion de madera y papel y produccion de
biocombustibles.

En el documento DO1 se divulga como chopos (Populus tremula x P. alba) genéticamente modificados que expresan la
glutamina sintetasa del pino (GS1la) presentan caracteristicas apropiadas para la produccion de papel, asi como para la
produccién de biocombustibles.

En el citado documento no aparecen estudios relacionados con la asimilacién del nitrégeno de los chopos modificados
genéticamente. En cambio el documento D02 si refleja esta informacion.

El documento D02 refleja como los chopos transgénicos (Populus tremula x P. alba) que expresan la glutamina sintetasa
del pino (GS1a) bajo el control del promotor CaMV35S presentan una mayor capacidad para asimilar nitrégeno, asi como un
mayor crecimiento.

Por tanto, teniendo en cuenta la informacién divulgada en los documentos D01 y D02 las reivindicaciones 1-61 de la
solicitud de patente presentan novedad, pero no actividad inventiva. Segun lo establecido en los articulos 6 y 8 de la
LP11/86.
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