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DESCRIPCION

Arboles transgénicos caracterizados por tener
mayor crecimiento vegetativo.
Sector técnico

La presente invencién tiene su aplicacién den-
tro de la industria dedicada al empleo de arboles
para la obtencién de madera y biomasa para la
produccién de papel y combustibles, para la fo-
restacién de zonas urbanas y periurbanas y la re-
forestacién de zonas desvastadas.

Estado de la técnica.

El nitrégeno es uno de los principales factores
limitantes de la productividad vegetal. Sélo al-
gunos microorganismos pueden fijar el abundante
nitrégeno molecular atmosférico; las plantas, por
si mismas, son incacapes de realizar este proceso,
por lo que dependen de la existencia de formas
asimilables en el medio. Aunque algunas plantas
pueden utilizar el dinitrégeno gracias a la sim-
biosis con ciertos microorganismos capaces de fi-
jarlo, la mayoria de ellas utiliza el nitrato y el
amonio del suelo. En cualquier caso, la asimi-
lacién de nitrégeno por la plantas requiere su re-
duccién hasta amonio y su incorporaciéon a es-
queletos carbonados. La principal ruta de asi-
milacién de amonio en plantas superiores corres-
ponde a las reacciones catalizadas por las enzi-
mas glutamina sintetasa y glutamato sintasa (ci-
clo GS/GOGAT) (Miflin y Lea, The Blochemis-
try of Plants, vol 5, Academic Press, Londres, pp
169-202, 1987). La GS (EC 6.3.1.2) cataliza la in-
corporacién de amonio a glutamato para formar
glutamina, siendo el grupo amido de éste aminoa-
cido transferido al 2-oxoglutarato en una segunda
reaccién catalizada por la GOGAT (EC 1.4.7.1y
1.4.1.14), que conlleva la sintesis de glutamato.
La importancia biolégica de esta reacciones se
debe a que la glutamina y el glutamato son los
dadores de nitrégeno orgénico en la sintesis de
los principales compuestos nitrogenados en plan-
tas superiores: clorofilas, aminoacidos, poliami-
nas y acidos nucleicos, por lo que las enzimas del
ciclo GS/GOGAT tienen un papel biolégico clave
en los procesos de desarrollo y crecimiento de los
vegetales. En plantas superiores existen dos en-
zimas GOGAT que difieren en la fuente de po-
der reductor que utilizan, ferredoxina reducida o
NADH. En células fotosintéticas, la GOGAT de-
pendiente de ferredoxina (Fd-GOGAT), de loca-
lizacién cloroplastidica (Botella et al., Plant Phy-
siol. 87:255-257, 1988), es la més relevante. La
GS existe como dos formas isoenzimaticas pre-
sentes en los compartimentos citosélico y clo-
roplastidico que difieren en su comportamiento
cromatografico y en el tamano de la subunidad
(Forde y Cullimore, Ozford Surveys Plant Mol.
Cell Biol. 6:247-296, 1989). Ambas isoenzimas
GS son proteinas octaméricas en plantas supe-
riores, oscilando el tamano de subunidad de la
isoenzima citosélica entre 39 y 42 kDa, mien-
tras el tamano de subunidad de la isoforma clo-
roplastidica es de 44-45 kDa. El mayor tamafio
de la subunidad cloroplastidica se debe a la exis-
tencia de extensidénes carboxilo y amino termi-
nal que no se encuentran en las subunidades de
la isoforma citosélica. En tejidos tipicamente fo-
tosintéticos la isoforma cloroplastidica es la mas
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abundante y estd implicada en la incorporacion de
amonio procedente de la reduccién del nitrato del
suelo y del amonio liberado durante la fotorrespi-
racién; mientras que en tejidos no fotosintéticos
la mas abundante es la isoforma citosdlica, que
estd implicada principalmente en la asimilacién
de amonio de procesos catabdlicos (degradacién
de aminoécidos) y en la sintesis de glutamina para
el transporte a otras partes de la planta (Edwards
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:3459-
3463).

Debido a la distribuciéon de las isoenzimas
citosélica y cloroplastidica de la GS, el ciclo
GS/GOGAT en células fotosintéticas es una ruta
metabdlica tipicamente cloroplastidica y asociada
al metabolismo fotosintético (Figura 1). No obs-
tante, en las coniferas, el grupo més importante
de plantas gimnospermas, no se ha descrito la
presencia de la isoenzima cloroplastidica de la
GS en tejidos fotosintéticos, siendo la isoforma
citosélica la tnica GS detectada en separacio-
nes cromatograficas de intercambio idnico, en el
analisis de polipéptidos mediante western blots
(Cénovas et al. Planta 185:372-378, 1991) y en
la localizacion subcelular de la enzima mediante
microscopia 6ptica y electrénica de transmision
(Garcia-Gutiérrez et al. Plant J. en prensa). Es-
tos resultados son congruentes con el andlisis de
genotecas de cDNA de Pinus sylvestris, en el
que unicamente se han aislado secuencias corres-
pondientes a los productos de expresién de ge-
nes que codifican la isoforma citosélica (Cantén
et al., Plant Mol. Biol. 22:819-828, 1993). A
pesar de estas diferencias en el contenido y ex-
presién de la GS en anglospermas y coniferas,
la Fd-GOGAT en coniferas estd localizada en el
estroma del cloroplasto como ocurre en angios-
permas(Garcia-Gutiérrez et al., Plant Mol. Biol,
27:115-128, 1995), por lo que el ciclo GS/GOGAT
en estas especies presenta una compartimentacién
subcelular diferente al de angiospermas: la asimi-
lacién de amonio transcurre en el citosol, mien-
tras que la sintesis de glutamato tiene lugar en
el cloroplasto (Figura 2). La expresién de los ge-
nes que codifican ambas enzimas se ha descrito
en plantulas de pino y se ha observado una es-
trecha relaciéon con el desarrollo del cloroplasto
en cotiledones, el primer 6rgano fotosintético del
arbol (Cénovas et al, Planta 185:372-378, 1991;
Garcia-Gutiérrez et al., Plant Mol. Biol. 27:115-
128, 1995). Estos estudios han puesto de mani-
fiesto la importancia de la asimilacién de amonio
y sintesis de glutamina en el citosol en el desarro-
llo del aparato fotosintético y en el crecimiento de
las coniferas.

Explicacién de la invencién

La presente invencion describe la generacion
de chopos transgénicos que expresan la gluta-
mina sintetasa citosdlica de pino. Los arboles
obtenidos mediante ingenieria genética presentan
un mayor capacidad de asimilaciéon de amonio y
sintesis de glutamina debido a la sobreproduccién
de glutamina sintetasa en el citosol en tejidos fo-
tosintéticos, que confiere a los arboles un mayor
contenido en proteina y clorofila en las hojas, y
un mayor crecimiento vegetativo que los arboles
controles.

La denominacién de chopo corresponde a va-
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rias especies del género Populus y a los hibridos
generados a partir del cruzamiento de distintas
especies del género. FEstos arboles son plantas
angiospermas que presentan una distribucién de
los polipaptidos de GS tipica en este grupo de
plantas: altos niveles de GS cloroplastidica (45
kDa) en las zonas de la hoja donde las células del
mesofilo son las mas abundantes, y niveles eleva-
dos de la isoforma citosélica (40 kDa) en el pe-
ciolo de la hoja, regién en la que predominan las
células asociadas a los haces vasculares (Figura
3). El aumento en los niveles de GS citosolica en
las hojas de los chopos se ha conseguido mediante
la transferencia de un gen quimérico que expresa
la isoforma citosélica de pino bajo la direccion del
promotor 35S del virus de mosaico de la coliflor
(CaMV35S). El gen construido mediante técnicas
de DNA recombinante contiene también una senal
para la terminacién de la transcripcién que pro-
cede del gen de la nopalina sintasa de Agrobacte-
rium tumefaciens (NOS). La contruccién génica,
CaMV35S-GS-NOS, se transfirié a la region T-
DNA del vector pBIN19 (Figura 4) para la trans-
formacién de un clon de chopo hibrido (clon 7171-
B4) procedente del cruce de Populus tremulay P.
alba (Leple et al. Plant Cell Rep. 11: 137-141,
1992), mediante infeccién con Agrobacterium tu-
mefaciens LBA 4404. La regién T-DNA del vec-
tor empleado también posee un gen que confiere
resistencia al antibiético kanamicina y que per-
mite la seleccidon de las células recombinantes.

Se transformaron segmentos de hojas de arbo-
les cultivados in vitro y se generaron callos que se
seleccionaron por su capacidad de crecimiento y
diferenciacién en presencia de kanamicina. En las
plantulas regeneradas se analiz6 la presencia del
gen CaMV35S-GS-NOS mediante Southern blot.
En todas las plantas seleccionadas se detectd la
presencia de la contruccién génica (Figura 5). La
expresién del gen se siguié analizando el conte-
nido de mRNA, proteina y actividad enzimética.
En en los arboles transgénicos se ha detectado
mediante northern blot la presencia de mensaje-
ros de GS de pino, lo que indica que el gen in-
troducido se expresa en los drboles seleccionados
(Figura 6); ademds, los mensajeros son correcta-
mente traducidos y el polipéptido de la GS pino
(41 kDa) puede detectarse mediante western blot:
en regiones de la hoja en la que predominan las
células fotosintéticas (punta de la hoja), asi como
en los elementos vasculares (peciolo) (Figura 7).
El andlisis de la actividad enziméatica GS pone
de manifiesto que en los arboles transgénicos se
registran niveles mas elevados de GS que en los
arboles controles y mayores contenidos en cloro-
fila y proteinas que son especialmente notorios en
los arboles que presentaron mayor niveles de ac-
tividad GS (Figura 8).

Los estudios de crecimiento y desarrollo indi-
can que los arboles transgénicos presentan ma-
jor crecimiento en altura (crecimiento neto alre-
dedor de un 75 % mayor que los controles) y ma-
yor ntimero de hojas por planta (alrededor de un
40 % hojas mas que los controles sin transformar;
Figura 9). Algunas otras diferencias fenotipicas
se han observado en ciertos clones, por ejemplo la
presencia de margenes de la hoja alterados o la
disminucién de pigmentacién roja tipica en hojas
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y peciolos (probablemente como consecuencia del
aumento en el contenido en clorofilas). Estos re-
sultados indican que la sobreexpresién de un gen
de GS de pino confiere a los arboles transgénicos
un considerable incremento de su crecimiento ve-
getativo. Ademds, los resultados obtenidos en
nuestro laboratorio confirman que la disponibili-
dad de nitrégeno orgéanico para el metabolismo de
la planta es un factor critico para el crecimiento
y desarrollo de las plantas lenosas.

Explicacién de los dibujos

Figura 1. Esquema de la asimilaciéon de amonio
en una célula fotosintética en plantas an-
giospermas. La sintesis de glutamina y glu-
tamato estd localizada en el cloroplasto y
tiene lugar mediante la accién secuencial de
la isoenzima cloroplastidica de la GS (GS2)
y la Fd-GOGAT.

Figura 2. Esquema de la asimilacién de amo-
nio en cotifedones de pino. En coniferas
unicamente se ha detectado la isoenzima ci-
tosélica de la GS (GS1), por lo que la asi-
milacién de amonio y sintesis de glutamato
tiene lugar en dos compartimentos diferen-
tes, citosol y cloroplasto.

Figura 3. Anélisis de los polipéptidos de la glu-
tamina sintetasa en hojas de chopo (A) y
cotiledones de pino (B) mediante western
blotting. Muestras conteniendo 20 mg de
proteinas se separaron mediante electrofo-
resis en gel de poliacrilamida en presencia
de dodecil sulfato de sodio. Las proteinas
se transfirieron a un filtro de nitrocelulosa
y se incubaron con un antisuero generado
contra la isoenzima citosélica de pino para
la deteccién de los polipéptidos de la glu-
tamina sintetasa. Los polipéptidos que co-
rresponden a las isoenzimas citosdlica (GS1,
40 kDa) y cloroplastidica (GS2, 45 kDa) se
indican con una flecha.

Figura 4. Esquema del gen CaMV35S-GS-
NOS y de la transformacién de Popu-
lus. El gen compuesto del promotor del
gen 35S del virus mosaico de la coliflor
(CaMV358S), el cDNA que codifica la GS
citosélica de pino (GS) y la regién de termi-
nacién de la transcripcién (NOS) se trans-
firié6 como fragmento de 2.1 kb con extre-
mos HindIIl a la regién T-DNA del vec-
tor pBin 19, generdandose el nuevo vector
pBin35SGSp que se utilizé para transfor-
macién de segmentos de hoja de Populus
(Populus tremula X P.alba, clon 7171-B4)
mediante infeccién con Agrobacterium tu-
mefaciens LBA 4404. B/Ex corresponde a
extremos romos BamHI y EcoRI ligados du-
rante la contruccién del gen. Las flechas en
el plasmido pBin35SGSp indican el sentido
de la transcripcion de los genes.

Figura 5. Andlisis de la presencia del gen en
el genoma de los arboles transformados.
Se preparé DNA genémico que se digerié
con HindIII y los fragmentos resultantes
se separaron mediante electroforesis en gel
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de agarosa y se transfirieron a un filtro
de nitrocelulosa para la deteccion del gen
quimérico empleando como sonda el cDNA
de la GS de pino. El control corresponde
a chopos no transformados. A-D corres-
ponde a diferentes transformantes prima-
rios. La presencia del gen CaMV35S-GS-
NOS se detecté en el genoma de los arbdles
transgénicos como una banda de 2.1 kb.

Figura 6. Anélisis de los niveles de mRNA de
la GS de pino en los chopos transgénicos.
Se aisl6 RNA total de hojas de plantas
controles y transformantes que se analizé
mediante northern blot empleando como
sonda el cDNA de la GS de pino marcado
con 32P. Los resultados muestran la presen-
cia de mRNA de la GS citosélica de pino
Unicamente en los transformantes (plantas

A-D).

Figura 7. Expresion de la GS citosdlica de pino
en hojas de los arboles transgénicos. Se pre-
pararon extractos de proteinas de la hoja
entera (panel superior), y de zonas dife-
renciadas enriquecidas en elementos vascu-
lares (peciolo, panel inferior) y en células
fotosintéticas (punta, panel inferior). La
presencia de los polipéptidos de la GS se
analizé mediante western blot como se des-
cribe en la figura 3. Como controles se
emplearon extractos de pino, en el que se
detecté el polipéptido de la GS citosdlica
(GS1, 41 kD), y de chopo sin transfor-
mar que contenia los polipéptidos de la GS
cloroplastidica (GS2, 45 kD) y citosélica
GS1 (40 kD). En las muestras que proce-
den de los arboles transgénicos se detectan
los polipéptidos endégenos de la GS cloro-
plastidica (GS2, 45 kD) y citosélica (GS1,
40 kD) y el polipéptido de la GS citosdlica
de pino (GS1, 41 kD). Los tres polipéptidos
son apreciables en el peciolo de las plantas
transgénicas (peciolo de la planta A, panel
inferior), mientras que en los extractos de
hojas enteras y en la punta de la hoja de los
transgénicos, los polipéptidos mas abundan-
tes son el cloroplastidico endégeno (GS2, 45
kD) y el de la GS citosélica de pino (GS1,
41 kD).

Figura 8. Niveles de actividad GS, conte-
nido en proteinas solubles y clororofila to-
tal en la cuarta hoja de chopos controles y
transgénicos. La actividad GS se determiné
mediante el ensayo sintetasa (Cénovas et al
Planta 185:372-378, 1991). Las proteinas
se cuantificaron de acuerdo con el procedi-
miento descrito por Bradford (Anal. Bio-
chem. 72:248-254, 1976). El contenido en
clorofila se determiné en extractos prepa-
rados en acetona al 80% de acuerdo con
Grann y Ort (J. Biol. Chem. 259:14003-
14010. 1984).

Figura 9. Crecimiento neto y nimero de hojas
en diferentes transformantes primarios y en
chopos controles. Los datos de cada clon co-
rresponden a medias de al menos tres indivi-
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duos con el mismo genotipo. Los arboles se
cultivaron en invernadero durante 8 sema-
nas antes de la recogida de los datos. Las
diferencias en crecimiento neto y nimero
de hojas entre los clones transgénicos y
controles son estadisticamente significativos
(P<0.001).

Modo de realizacién de la invencién

En la presente invencién se ha empleado un
clon hibrido de chopo (Populus tremula X P. alba
clon 7171-BA) que fue previamente sele ccionado
por su capacidad de crecimiento y regeneracién
en cultivos in vitro (Leple et al. Plant Cell Rep.
11:137-141, 1992). Las plantas se mantuvieron en
cultivos in vitro en cdmaras con un fotoperiodo de
16 h de luz y temperatura constante de 24 C bajo
una irradiancia de 30 mmol/m2s.

La contruccién génica compuesta del promo-
tor del gen 35S del virus de mosaico de la coli-
flor (CaMV 35S) fusionado al cDNA de la GS de
pino (Cantén et al., Plant Mol. Biol. 22:819-828,
1993) y a la regién de terminacién de la transcri-
pcién del gen de la nopalina sintetasa (NOS) se
realizé de la siguiente forma: El inserto de 1.4 kb
con extremos EcoRI del plamido pGS114 y que
corresponde al cDNA de la GS citosélica de pino
(Cantén et al., 1993) se purific y los extremos
se trataron con el ragmento Klenow de la DNA
polimerasa I para la obtencién de extremosromos.
Paralelamente, el inserto de 1.0 kb con extremos
BamHI que contiene el gen de la neomicina fosfo-
transferasa II (NPTII) fue escindido del pldsmido
pCaMVNEO (Fromm et al., Nature 319:791-793,
1986), y el plasmido digerido se traté con el frag-
mento Klenow de la DNA polimerasa I para la
generacién de extremos romos. El fragmento
de 1.4 kb correspondiente a la GS de pino se
ligé al plasmido pCaMVNEO digerido. El nuevo
plasmido formado, denominado pCaMV35SGSp
contiene el gen CaMV35S-GS-NOS de 2.1 kb con
extremos HindIII. La orientacién del cDNA de la
GS respecto al promotor CaMV se verificé me-
diante secuenciaciéon de la contruccién y anali-
zando el patrén de restricciéon de la misma. La
contruccion génica se escindié del plamido y se
cloné en el sitio de restriccion HindIII del vec-
tor binario desarmado pBIN19 (Bevan, M. Nu-
cleic Acid Res. 12:8711-8721, 1984). El nuevo
pldsmido generado se denominé pBIN35SGSp y
contiene el gen CaMV-GS-NOS en el sitio de clo-
naje miltiple situado en la regién T-DNA. La
orientacién de la contruccion respecto al gen que
confiere resistencia a la kanamicina se comprobd
mediante anglisis de restriccién. Ambos genes se
transcriben en el mismo sentido (Figura 4). El
vector se transfirié a la cepa de Agrobacterium
tumefaciens LBA 4404 mediante el método de
con gelacién-descongelacién (Holsters et al., Mol.
Gen. Genet 163:181-187, 1978).

Las bacterias transformadas se cultivaron en
medio liquido 2YT (Ausubel et al., Current Pro-
tocols in Molecular Biology, Wiley Interscience,
New York, 1987) conteniendo estreptomicina (200
mg/L) y kanamicina (50 mg/ml). Tras 48 horas
de incubacion a 28 °C y 300 rpm, la suspensién
bacteriana se centrifugé y las bacterias se resus-
pendieron en medio liquido M1 (medio descrito
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por Mursashige y Skoog (Physiol. Plant. 15:473-
497, 1962) suplementado con vitaminas (Morel y
Wetmore, Am. J. Bot. 38:141-143, 1951), sa-
carosa al 3% (p:v), y L-cisteina (1 ml/L)) y la
preparacion se ajusté a una densidad Optica de
0.3 unidades de absorbancia a 660 nm.

Para la transformacién, los arboles se culti-
varon in vitro en medio M1 solidificado (conte-
niendo 8 g/L de agar); cuando las plédntulas al-
canzaron una altura de 5-10 cm, se recolectaron
las hojas que se preincubaron en oscuridad du-
rante 48 horas. Las hojas se cortaron en segmen-
tos de 1 cm? y se incubaron en la preparacién de
bacterias transformadas durante 2 horas a tem-
peratura ambiente. Los segmentos de hojas se
secaron sobre papel de filtro estéril para eliminar
el exceso de bacterias y se procedié a una incu-
bacién de 48 h en oscuridad en medio M1 soli-
dificado. Para la descontaminacién bacteriana y
seleccién de resistencia a antibiético, los segmen-
tos se transfirieron a medio M1 solidificado con-
teniendo timentina (200 mg/L), kanamicina (50
mg/L) y 2,4-D (1 mg/L). Tras cuatro semanas,
se generaron callos que se transfirieron a nuevo
medio M1 sélido con kanamicina (50 mg/L) y thi-
diazuron (0.1 mM) para la generacién de tallos en
presencia de luz. Una vez que los tallos alcanza-
ron 2-3 cm de altura, se separaron y cultivaron
en nuevo medio (M1 con la mitad de la concen-
tracion de sales descrita por Murashige y Skoog
(Physiol. Plant. 15:473-497, 1962) para el enrai-
zamiento de las plantulas.

Los arboles generados tras la transformacién
se cultivaron sobre un sustrato artificial Metro-
Mix 200 (Scotts Co., Marysville Ohio USA) y
se mantuvieron en invernadero durante 3-4 me-
ses antes de su andlisis.

La presencia del gen CaMV35S-GS-NOS en el
genoma de las plantas transformadas se estableci
mediante Southern blot. Se aislé DNA genémico
a partir de las hojas de los arboles transgénicos
(Dellaporta et al. Plant Mol. Biol. Rep. 1:19-21,
1983) y se empleé como sonda el cDNA de la GS
de pino marcado con 32P. Para el anélisis de la
expresion del gen a nivel de RNA, se aislé RNA
total de hojas de los transgénicos (Claros y Ca-
novas, sometido a publicacién) que se analizaron
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mediante Northern blot empleado también como
sonda el cDNA de la GS de pino.

Los estudios de expresién a nivel de proteina
se realizaron a partir de extractos preparados de
la cuarta hoja de arboles de 3-4 meses de edad.
Las hojas se extrajeron en un mortero en pre-
sencia de Tris-HClI 50 mM, EDTA 2 mM, 2-
mercaptoetanol 14 mM, glicerol 10 %, pH 8.0 y
empleando bolitas de cristal como agente abra-
sivo. Los extractos se centrifugaron a 22000 g y
los sobrenadantes se utilizaron para la determi-
nacién de actividad enzimatica GS mediante el
ensayo sintetasa (Cdnovas et al. Planta 185:372-
378, 1991), y para la determinacién de proteinas
mediante el ensayo de Bradford (Anal, Biochem.
72:248-254, 1976).

El anélisis de la expresién del polipeptido de la
GS de pino en los arboles transgénicos se realizé
mediante Western blot. Las proteinas de extrac-
tos crudos se separaron mediante electroforesis en
gel de polilacrilamida en presencia de dodecil sul-
fato de sodio empleando el sistema discontinuo
descrito por Laemmli (Nature 227:680-685, 1970).
Los polipéptidos se visualizaron mediante tincién
del gel con azul de Coomassie para comprobar
que se cargaron cantidades idénticas de protei-
nas en todas las calles, o se transfirieron a filtros
de nitrocelulosa para la deteccién especifica de
los polipéptidos de la GS con un antisuero ge-
nerado contra la enzima de pino (Cantén et al,
FEBS Let. 393:205-210, 1996). La saturacién
de los filtros y las subsiguientes incubaciones con
el antisuero y los pasos de lavado se realizaron
como se ha descrito previamente (Gallardo et al.,
Planta 196:148-154, 1995). Los complejos forma-
dos se detectaron con un anticuerpo secundario
conjugado a peroxidasa con una relacién molar de
3.3 (Vector Laboratories, Burlingame, California,
EEUU). El tamaio de los polipéptidos se calcul6
empleando como patrones proteinas pretenidas de
masa molecular conocida (Sigma, St Louis, Mis-
souri, EEUU).

La determinacién de clorofila se realiz6 en ex-
tractos de hojas preparados con acetona al 80 %
(Gra;m y Ort, J. Biol. Chem. 259:14003-14010.
1984).
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REIVINDICACIONES

1. Método para la generacion de arboles
transgénicos caracterizados por tener mayor
crecimiento vegetativo, tanto en altura como en el
nimero de hojas, que los drboles no transforma-
dos, consistente en la construccién e introduccién
en el genoma del arbol de un gen quimérico que
provoca la sobreexpresion de glutamina sintetasa
de pino en el citoplasma celular.

2. Arboles transgénicos caracterizados por
tener mayor crecimiento vegetativo, tanto en al-
tura como en el nimero de hojas, que los arboles
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no transformados, debido a la introduccién en el
genoma del arbol de un gen quimérico que pro-
voca la sobreexpresion de glutamina sintetasa de
pino en el citoplasma celular.

3. Uso de los arboles generados como se re-
sume en la reinvidicacion 1 para la produccién de
madera, papel o biomasa para la generaciéon de
combustibles, alimentos y aislantes.

4. Uso de los arboles generados segun la
reivindicaciéon 1 para la reforestacion de zonas
desvastadas, la forestacién de zonas urbanas
y periurbanas y el ajardinamiento de espacios
publicos y privados.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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