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METODO DE FITORREMEDIACION DE ESPACIOS DEGRADADOS
MEDIANTE USO DE ESPECIES VEGETALES GENE
TICAMENTE MODIFICADAS

Descripcién

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion se refiere a la busqueda y seleccion de especies vegetales silvestres
adaptados a condiciones edafologicas severas en suelos contaminados por elementos
contaminantes, gue tengan capacidad de sobrevivir en la mayor parte del mundo y que no puedan
entrar en la cadena trofica. Su transformacion genética aumenta considerablemente su capacidad
de aimacenamiento y velocidad de absorcidon de metales y sustancias toxicas, asi como favorece
que dicha absorciéh abarque la mayoria de los elementos contaminantes o nocivos.

El método de dichas transformaciones pertenece a la Biotecnologia y se puede definir como el
conjunto dé técnicas que meodifican organismos vivos, (0 parte de los mismos), transforman
sustancias de origen organico o utilizan procesos biolégicos para producir un nuevo conocimiento,
desarrollar productos y servicios.

OBJETO DE LA INVENCION

Un primer objeto general de 1a invencién es definir el efecto de la introduccion de varios genes
sobre las propiedades de dos especies vegetales distintas, empleando como modelos la Populus
tremula x tremuloides cv. Etropole y la Nicotiana glauca.

Un segundoe objeto general de la invencion es definir el efecto de la introduccion de tres genes

sobre las propiedades de una especie vegetal, empieando como modelo la Nicotiana glauca.

Un tercer objeto particular de la invencién consiste en definir el efecto de ia modificacién genética
sobre el aumento de la biomasa desarrollada por dos especies vegetales distintas empleando
como modelos dichas Populus tremula x tremuloides cv. Etropole y Nicotiana glauca.

Un cuarto objeto particular de la invencion consiste en definir el efecto de la modificacién genética
sobre la capacidad de acumulacién de metales empleando como modelos estas especies
vegetales, Populus tremula x tremuloides cv. Etropole y Nicotiana glauca

Un quinto objeto particular de la invencién consiste en definir el efecto de la modificacion genética
con tres genes sobre la capacidad de acumulacion de sustancias toxicas y de su eliminacion del

medio ambiente, empleando como modelo la especie vegetal Nicoliana glauca.
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Un sexio objeto particular de la presente invencion consiste en desarrollar métodos de
modificacién genética de especies vegetales, y su uso en la fitorremediacion de suelos

contaminados.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La revolucion industrial ha conllevado unas consecuencias perjudiciales para el medio ambiente
por la acumulacion de elementos contaminantes en el sueio, agua y atmdsfera. El suelo, al ser el
mas estable de estos medios, permite que los contaminantes permanezcan mas tiempo en el
medio y que no puedan ser degradados durante un periodo de tiempo muy largo, y por tanto, que
sea una acumulacion progresiva que ocasione en primer lugar la disminucién de la biodiversidad y
la ausencia inicial de vegetacién, ademas de la transferencia de estos elementos a otros medios
como el aire y agua, contaminando tanfo las aguas superficiales como subterraneas y entrar de
esta forma en la cadena alimentaria. No obstante, observamos que existe una gran diversidad de
especies vegetales adaptadas a estas circunstancias mediante un proceso de transformacion
genética a lo largo del tiempo, llegando incluso a colonizar estos suelos contaminados. Estas
especies vegetales son conocidas como metalofitas, son las que han sufrido transformaciones
genéticas para poder vivir en estos suelos. Por su especializacién para vivir en estos ambientes
contaminados, con unos minerales concretos, en areas y condiciones edaficas concretas, hace
que estas especies tengan muy dificil su supervivencia en otros lugares, y si afiadimos a sus
condiciones de supervivencia el clima, aumenta la dificultad para poder desarrollarias en otras
latitudes.

El uso de especies vegetales para eliminar o acumular contaminantes nocivos para el medio
ambiente es lo que conocemos como fitorremediacion, que se define como la utilizacion de

especies vegetales para llevar a cabo acciones de eliminacién o transformacién de contaminantes.

Las tecnicas que se han empleado hasta el presente para la descontaminacion de suelos
consisten basicamente en el aislamiento del terreno o en su descontaminacién.

Las técnicas de aislamiento que evitan que la contaminacion se propague se basan en
almacenarios en vertederos apropiados, sellarlos in sity o destruilos. Las técnicas de
descontaminacién y por lo tanto de recuperacion del suelo son;

- Extraccion de los elementos contaminantes

— Tratamiento quimico.

—~ Tratamiento electroguimico.

Se fratan de procedimientos muy caros y poco efectivos. Igualmente el:
— Tratamiento térmico, y

— Tratamiento microbiolégico,.

Todos estos procedimientos anteriores, son muy caros y de dudosa eficacia. Las especies

vegetales que se han empleado en fitorremediacidon, por otro lado, tienen un caracter muy

-7-
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selectivo, es decir, solo acumulan uno o dos metales, su biomasa es muy baja, lo que les permite
una baja capacidad de almacenamiento. Crecen en zonas muy determinadas y poseen unas
raices cortas, que es por donde absorben estos metales, por o que su absorcidn es muy

superficial.

La patente US005364451, Phytoremediation of melals, trata de un proceso para eliminar iones
metalicos y describe métodos para realizar este propésito. La patente WO 0028083, Recovering
metals from soil, se refiere a la recuperacion de metales, tales como el niquel y cobalto, mediante
fitorremediacion o fitoextraccion de suelos ricos en metales. Pero la fitorremediacidn sigue siendo
lenta, pues estas especies desarrollan muy poca biomasa y por lo tanto, poca capacidad de
almacenamiento. Ademas, poseen un ciclo de vida corto, circunstancias que llegan a poner en
duda la fitorremediacion de terrenos. El mayor problema de estas especies vegetales
hiperacumuladoras es que generan poca biomasa, por lo gque aunque acumulen mucho en
porcientos relativos a su peso, no tienen capacidad de almacenamiento, por tanto, la cantidad de
metal extraido es pequefia. Ademas suelen tener un ciclo de vida muy corto y sélo crecen en
zonas muy delimitadas. El problema no resuelto hasta la fecha es la eliminacidén de elementos
contaminantes de una manera eficaz, es decir, en tiempos de uno a dos afios y no en tiempos
mayores de 150/200 anos, que es 1o gue se consigue con las llamadas plantas hiperacumuladoras,
es decir, una disminucion en el tiempo de cien veces, supondria la mejor solucién para eliminar

elementos contaminantes del suelo.

La presente invencion para solucionar el problema de |a fitorremediacion acude a las herramientas
de la Biotecnologia, utilizando organismos naturales ya modificados genéticamente, porque no
existen plantas naturales capaces de ser Utiles en problemas graves de contaminacion. Es decir,
propone |a idea de la superplanta mediante una seleccién natural realizando multiples escrutinios
en lugares muy contaminados en busca de las especies mas adecuadas para su supervivencia en
esos entornos, las cuales a continuacién se someten a la modificacion genética.

Por lo cual, representa interés el desarrollo de un método perfeccionado para la obtencion de
especies vegetales de alto rendimiento que brinden un mayor aumento de la biomasa en terrencs
degradados conjuntamente con una superior resistencia frente al estrés que comporta la presencia
de diversas sustancias contaminantes.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

OBTENCION DE ESPECIES NATURALMENTE ACLIMATADAS A TERRENOS CONTAMINADOS.

La presente invencién resuelve este problema mediante la bisqueda y seleccion de especies
vegetales silvestres adaptadas a condiciones edafolégicas severas en suelos contaminados, es
decir, que ya han sufrido una transformacién genética natural y se han adaptado a esas
condiciones, y dentro de estas especies, las que no tengan posibilidad de entrar en la cadena
alimentaria. Otra condicion exigida es su capacidad para adaptar su crecimiento a una gran

-8-
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variedad climatologica a fin de conseguir una especie vegetal que pueda crecer con diferentes
condiciones climatolégicas. Este método se ha extendido también a suelos muy humedos,
seleccionando en este caso una especie arbdrea. El estudio se ha realizado para un primer ¢caso

con las especies las especies Populus tremula x tremuloides cv. Etropole y Nicotiana glauca.

MODIFICACION CON DOS GENES DE LAS ESPECIES VEGETALES MODELO POPULUS TREMULA X
TREMULOIDES CV. ETROPOLE Y NICOTIANA GLAUCA

Se ha realizado una transformacion genética para aumentar considerablemente la capacidad de
almacenamiento de los elementos contaminantes y la velocidad de absorcion de dichos elementos.
Los elementos o mezcla de los mismos que se pueden eliminar los hemos clasificado en dos
grandes grupos; nocivos y no nocivos. Dentro de los nocivos, con estas especies vegetales se
pueden eliminar metales pesados como plomo, cadmio, mercurio, plata, boro, aluminio, hierro,
manganeso, cobre, niquel y cromo. Elementos radiactivos como uranio, rodio, torio y plutonio, y
elementos no nocivos como sodio, magnesio, litio, potasio, calcio...

El método de fitorremediacion de espacios degradados mediante uso de especies vegetales
genéticamente modificadas consiste en una serie de pasos que lo caracterizan. Se trata, en primer
lugar, de estudiar (para hacer una seleccion que cumpla una serie de requisitos), las especies
vegetales que tengan capacidad de adaptacién climatolégica y edafologica. Para ello hemos
definido y clasificado una serie de suelos contaminados.

Entendemos por suelo contaminado a todo aquel cuyas caracteristicas fisicas, quimicas o
biolégicas han sido alteradas negativamente por la presencia de componentes de caracter
peligroso de origen humano, en concentraciones tales que comporten un riesgo para la salud
humana o el medio ambiente. Se han sacado una serie de muestras de suelos contaminados en
zonas mineras, industriales y fluviales. Posteriormente se han analizado sus caracteristicas y
estudiado también las especies que sobrevivian en dichos suelos, desde diferentes puntos de
vista, morfoldgico, rechazo alimentario de los animales a dichas especies vegetales, adaptabilidad
ambiental y edafolégica.

MODIFICACION ULTERIOR CON TRES GENES DE LA ESPECIE VEGETAL MODELO NICOTIANA
GLAUCA

Para un analisis ulterior, la presente invencion para la fitorremediacion intensificada de espacios
degradados o contaminados por iones de metales y otras sustancias téxicas, se ha centrado en la
familia Nicotiana, y en particular en la especie Nicotiana glauca como especie representativa de
dicha familia ya que posee una serie de caracteristicas que la hacen un substrato ideal para la
fitorremediacién de cualquier contaminante, desde pesticidas a hidrocarburos, pasando por
cualquier contaminacion imaginable. Estas son:

— Raices profundas o que permite descontaminar una profundidad considerable.

— Gran biomasa, lo que ayuda a producir una gran acumulacién en valores absolutos.

— Extensién geografica muy amplia.
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— Repelente a ios animales e insectos.

— Necesidades hidricas y nutritivas muy bajas - se encuentra en todo tipo de terreno bajo en
estas caracteristicas.

- Facilidad de replicacién - se reproduce con suma facilidad.

— Se reproduce por esquejes - lo que facilita su utilizacién practica.

— Es un arbusto que permite su poda.

— Posee un ciclo de vida no muy corto, con lo gue agiliza su trabajo de recoleccidn de tejidos
contaminados.

— Un tratamiento biotecnolégico factible.

Posteriormente, en la presente invencidn se ha desarrollado un método general de
fitorremediacién intensificada de espacios degradados mediante especies vegetales modificadas

genéticamente que poseen un alto rendimiento, en el cual s& modifica genéticamente las especies

vegetales seleccionadas por la introduccién de tres genes:

Segun un primer modo:
a) delgen TaPCS1 en un primer paso y
b) por la introduccidn conjunta de los genes YCFT y CBP4 en un segundo paso.

En un segundo modo alternativo, se puede invertir el orden de la introduccion de la siguiente
forma:

a) delgen YCF1 en un primer paso y
b) por la introduccion conjunta de los genes TaPCS1 y CBP4 en un segundg paso.

En un tercer modo alternativo, se puede realizar la introduccion de la siguiente forma:

a) delgen TaPCS1 en un primer paso,
b) del gen YCF1 en un segundo paso. y
c) del gen CBP4 en un tercer paso.

En un cuarto modo alternativo, se puede realizar la introduccién de la siguiente forma:

por la introduccion conjunta de los genes TaPCS1, YCF1y CBP4 en un Unico paso

Como un segundo caso de aplicacién, la presente invencion se ha dirigido al estudio del método
de fitorremediacién intensificada de espacios degradados en caso de la introduccion de tres genes,
realizado a modo de ejemplo en la especie Nicotiana glauca modificada genéticamente por la
introduccion del gen TaPCS7 (plantas TAP) en un primer paso y por la introduccion conjunta
posterior de los genes YCF1 y CBP4 (plantas TYC) en un segundo paso. Sin embargo, es de
sefalar que el método de la presente invencion es de aplicacién no sélo para otras especies de la
familia Nicotiana, sino también para especies de otras familias vegetales, o en general a cualquier
especie vegetal. Asimismo, consideramos que dicha introduccion de los genes YCF1 y CBP4 no
necesariamente debe ser conjunta sino que se puede realizar por separado en un segundo y un
tercer pasos sucesivos. Podria considerarse realizar la insercién de cualquier manera, pero estas
posibilidades de éxito se reducirian notablemente, p.ej. la inclusién inicial de CBP4 pudiera
producir hipersensibilidad.
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Las plantas TYC objeto de la presente invencién, estan formadas por la combinacion de tres genes
que fueron transformados en ia especie Nicotiana glauca, a saber:

- Primero se obtuvieron las plantas TaP, ya que el gen TaPCST transformado en Nicotiana
glauca, daria como resultado una especie en cierto modo cercana a la superplanta.

- Una vez corroborado que en las nuevas condiciones testadas dichas plantas TaP
igualmente funcionaban muy bien, se realizd la aportacion de los dos genes restantes en
un sélo paso. El efecto de la superplanta se produce sélo al incluir los tres genes y no
antes; el haber logrado el objeto de la invencion es de la maxima relevancia .

- La insercion de dichos tres genes TaPCS81, YCF1 y CBP4 se puede hacer igualmente en
tres pasos, pero eso si, s6lo en el orden estrictamente determinado segun la Invencion.

METODOS DE MODIFICACION GENETICA SEGUN LA PRESENTE INVENCION

MODIFICACION CON DOS GENES DE LAS ESPECIES MODELO POPULUS TREMULA X
TREMULOIDES CV. ETROPOLE Y NICOTIANA GLAUCA

En la especie vegetal Nicotiana glauca se partid del plasmido de levadura pYESTaPCS 1 que
contiene el gen de la fitoquelatina sintetasa de Triticum aestivum (TaPCS1). El ¢cDNA de! gen
donado previamente en levadura se designé como plasmido pYESTaPCS 1.

El plasmido se digirié sélo en un corte lineal con Xho | y se convierte dicho corte en extremos
romos con la ayuda de la DNA polimerasa |. Después, del cambio a extremos romos, el resto del
plasmido pYESTaPCS 1 se dirige con BamHI para producir un fragmento de 2 Kb conteniendo el
cDNA del gen TaPCS] y con extremo 5' BamH! y 3' romo. Paralelamente, el plasmido pBl121
intacto se digiere con BamHi y ECL136 Il {que deja romo el extremo 3' para que complemente con
el 3' del inserto). El inserto de 2 Kb se liga en los sitios BamH I-Ec1136 1] del plasmido recién
cortado, obteniéndose la nueva construccién pBITaPCS 1. La nueva construccion (pBITaPCS1) se
electropora en una cepa de Agrobacterium tumefaciens, C58C1RifR Rif (Van Larebeke et al.
1974). Los explantes de hoja de Nicotiana glaucase infectan conA. tumefaciens después de dos
dias de cultivo en medio organogénico NB2510 [sales MS (Murashige y Skoog, 1962) incluyendo
vitaminas Gamborg B5, 3 % sacarosa, 2.5 SYMBOL 109 \f 'Symbol' \s 12g mL-' Naftaleno acético
(NAA), 1 SYMBOL 108 ¥ 'Symbol' \s 12g mL-' 6 bencil aminopurina (BA) 0.8 % agar en la
oscuridad. Los explantes de hojas adultas y jovenes se infectan por inmersién en cultivo de
Agrobacteriumdurante 10 minutos. Después un dia de co-cultivacion los explantes se transfieren a
un medio selectivo NB2510 conteniendo 100 SYMBOL 109 \f 'Symbol' \s 12g mL-' de kanamicina y
carbenicilina (350 SYMBOL 109 ¥f 'Symbol' \s 12g/mL). Dos meses después de la infeccion, las
plantas son individualmente extraidas de los explantes y transferidas a botes conteniendo 30 ml de
medio B1 (sales MS incluyendo vitaminas Gamborg B5S, 0.3 SYMBOL 109 \f 'Symbol' \s 12g mL-'
acido indol acético de 0.2 SYMBOL 109 \f 'Symbol' \s 12g mL-' NAA, 1 % sacarosa, 100 SYMBOL
109 ¥ 'Symbol' \s 12g mL-', 0.7 % agar).
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Ademas del gen TaPCS81, también se introdujo en Nicotiana glauca el gen YCF1 (Yeast Cadmium
Factor) de Saccharomyces cerevisiae. Se trata de un transportador vacuoiar que facilita la entrada
y acumulacién de metales en la vacuola. A la secuencia del cDNA del gen YCF1 de levadura
(Saccharomyces cerevisiae) donado previamente, se le anadio, en el extremo &', la secuencia de
corte de Xbal junto con la del promotor 35s (CaMV-Virus del mosaico de la coliflor), para aumentar
la expresion del gen, y en el extremo 3', la secuencia del terminador 'ocs' junto con el sitio de corte
para Sadl. Paralelamente el plasmido pGreen 0179 intacto se digiere con Sadl y Xbal. El inserto se
liga en los sitios Sac | - Xbal del plasmido recién cortado obteniéndose una nueva construccidn
llamada pGYCF1. El método de transformaciéon es el mismo, pero en este caso con 1 a nueva

construccion pGYCF1.

En la especie vegetal Populus fremufa x tremuloides cv. Etropole, los genes introducidos son el
TaPCS 1 y el AtPCS 1 (fitoquelatina sintetasa de Arabidopsi thaliana). El gen AtPCS 1 de la
fitoquelatina sintetasa de Arabidopsis thaliana fue donado mediante PCR en un ORF incompleto
(en su extremo 5 de 1458 nt, al cual le fueron afiadidos 44nt para completar la secuencia
codificante en el extremo &', junto con la secuencia GCTggATccACC conteniendo el lugar de corte
de la enzima BamH! y el fragmento 'kozac' (CACC) en dicho extremo, para sobreexpresar el gen
AtPCS 1. También le fue afiadido al final de la secuencia codificante (extremo 3') una secuencia de
restriccion para EcoRV que permite su posterior insercién en el plasmido. Paralelamente, el
plasmido pBI121 intacto se digiere con BamHI y Ec1136ll (que deja romo el extremo 3' para que
compiemente con el 3' del inserto), extrayendo el gen uidA en su lugar. El inserto de 1.6 Kb
(AtPCS1) se liga en lo s sitios BamH! y Ec1136!1 del plasmido recién cortado, obteniéndose una
nueva construccion liamada pBIAtPCS1. El método de transformacion es el mismo, pero en este
caso con las dos construcciones, pBIAtPCS 1 y pBITaPCS 1.

MODIFICACION CON TRES GENES DE LA ESPECIE MODELO NICOTIANA GLAUCA

A grandes rasgos el método para el ensayo de la influencia de la introduccién de tres genes se
realizd con la Nicotiana glauca y consté de tres grandes fases generales:

1) La primera fase corresponde a la obtencion de un vector de transformacion que incluyera
los dos genes de interés ScYCF1 y AtCNGCH1, y la transformacion genética de la linea
modificada genéticamente anteriormente, TaPCS1 17/8, via Agrobacterium tumefaciens.

2) En una segunda fase, se pretendia obtener plantas modificadas genéticamente
conteniendo los dos genes de interés mas el gen de la fitoguelatina sintasa (PCS1) que ya
se habia introducido previamente de forma andloga a ésta. Esta fase consistia en la
transformacion genetica de una linea TaPCS1 (17/8), la generacidén de brotes a partir de
callos, su enraizamiento y aclimatacidén en invernadero y la identificacion de los transgenes
por PCR a partir del DNA genémico.

3) La tercera y ultima fase corresponde al conjunto de ensayos, medidas y andlisis de
resultados relativos a tolerancia y acumulacién de iones de metales y otros elementos
estresantes en las nuevas lineas que se obtendran.

|. OBTENCION DEL VECTOR DE TRANSFORMACION PRAF9:
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Segun el primer modo de introduccién la obtencién de las plantas TYC (con los genes introducidos
TaPCS1, YCF1, CNGC1) se realizd en dos etapas. En una fase anterior, se obtuvieron plantas de
Nicotiana glauca que sobreexpresaban el gen de la fitoquelatina sintasa de trigo TaPCS1. Se
obtuvieron posteriormente lineas F3 estables homocigotas para el gen TaPCS1. Una de estas
lineas fue |a base para la transformacion genética con el nuevo vector de transformacion, pRAF9.

La invencién comenzd por la construccion de un vector de transformacion que permitiera fa
sobreexpresion del gen YCF1, aislado de la levadura (Saccharomyces cerevisiae) y el gen
denominado CNGC1 o CBP4 de Arabidopsis thaliana, en una de las lineas TaP. El primer gen,
YCF1 ("yveast cadmium factor’) codifica un transportador vacuolar de conjugados del glutation y el
segundo, CNGC1 (denominado también como CBP4, “cyclic nucleotide gated channel') o CBP4
codifica para un canal cationico de la membrana plasmatica. Con la sobreexpresion de los tres
genes a la vez, se pretende mejorar la tolerancia a iones de metales y a otros muchos estreses v,
aumentar su acumulacion con respecto a la linea modificada genéticamente TaPCS17 que a su vez

presenta mejores resultados que los observados para la planta silvestre (wi).

I.. TRANSFORMACION GENETICA DE NICOTIANA GLAUCA
En una segunda fase se procedid a transferir el DNA a la linea TaP 18 por medio de
Agrobacterium

ENSAYOS DE LAS ESPECIES MODELO POPULUS TREMULA X TREMULOIDES CV.
ETROPOLE Y NICOTIANA GLAUCA MODIFICADAS GENETICAMENTE EN DISTINTOS
MEDIOS ESTRESANTES

Se habian seleccionado las especies vegetales por exclusion, resuitando como mejor opcion
Nicotiana glauca para terrenos secos y Populus tremula x tremuloides cv. Efropole para terrenos
humedos. La Nicotiana glauca salvaje (wt), seleccionada tiene una serie de caracteristicas gque la
hacen idénea para emplearla como combustible ya que; germina en campo abierto y su poder de
germinacion es muy bueno. Se reproduce por esquejes. Cuando se corta una rama o parte de la
planta, la planta vuelve a regenerar esa parte y sigue creciendo. Resiste temperaturas ambiente
muy altas, y también bastante bajas. Resiste sequia y salinidad. Es herbacea en las primeras
etapas de su desarrollo lo que le permite tener un marco de plantacion muy grande. Se lignifica
pronto lo que permite que sea buena para su combustién y por tanto producir energia calorifica y/o
eléctrica. Es muy poco o nada atacable por parasitos o enfermedades lo que permite que su
produccion no decaiga en eficiencia. Necesita muy poco riego. A estas especies vegetales,
(Nicotiana glauca y Populus tremula x tremuloides), se les fueron introducido dos genes, TaPCS1,
y TaPCS1-AtPCS1, respectivamente.

Una etapa complementaria ha sido la introduccién de tres genes, empleandc como modelo la
Nicotiana glauca.

1.- SUELOS CONTAMINADOS ESTUDIADOS
-13-
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Se determinaron las diferentes caracteristicas de los suelos M4, M15, M3, en los que fueron
ensayadas las especies modelo modificadas Populus tremula x tremuloides cv. Etropole y
Nicotiana glauca, y se compararon con los valores aceptados por la Unién Europea para suelos
contaminados

2.- EFECTO SOBRE LA EVOLUCION DE LA BIOMASA

Se estudid el crecimiento en altura de las plantas después de seis meses, comparando las plantas
salvajes de Nicotiana glauca (wt) y las modificadas genéticamente con el gen TaPCS1.. Asimismo,
el efecto de los suelos contaminados M4 y M15 sobre la produccién de biomasa en gramos en
biomasa total (T), biomasa aérea (A), tallos y hojas y biomasa radicular (R) concentracion en
mg/kg en Populus tremulfa x tremuloides cv. Etropole, en ambos suelos, para las plantas silvestres
(wt) y modificadas genéticamente. Estos ensayos se realizaron también en suelos no
contaminados, comprobandose que en todos los ensayos ocurria lo mismo, un aumento de
biomasa en ambas especies modificadas, lo que constituye una verdadera novedad, es decir, la
introduccién de dichos genes en una especie vegetal, aumenta la produccion de biomasa tanto en
suelos contaminados como no contaminados

3.- CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS EN PRESENCIA DE DISTINTOS METALES PESADOS
TOXICOS.

Para el estudio de las especies modificadas con dos genes, se han sacado una serie de muestras
de suelos contaminados en zonas mineras, industriales y fluviales y se han analizado sus
caracteristicas y estudiado también las especies que sobrevivian en dichos suelos, desde
diferentes puntos de vista, morfolégico, rechazo alimentario de los animales a dichas especies
vegetales, adaptabilidad ambiental y edafolégica. EI método consistid en el estudid del
comportamiento de las especies vegetales en su plantacién y crecimiento, por lo que se tomaron
varias muestras estudiandose el desarrollo de las mismas en suelo control {M0), no contaminado y
en suelos contaminados (M3, M4, M15 y MT). Se observé que en las especies vegetales
seleccionadas y en todo tipo de suelos la biomasa aumentaba, en ambos casos, en mas de un
40%, al estar modificadas genéticamente con TaPCS 1 y AtPCS 1. Se observa que en todos los
casos la longitud de las raices de las plantas modificadas es superior que en las plantas salvajes.

El estudio de la N. glauca modificada con tres genes consistio en:
a) Analisis iones de metales in vitro.

b) Analisis de iones de metales en medio hidropénico.

Con la finalidad de analizar la tolerancia de diferentes lineas de la planta modificada
genéticamente TYC en medios con iones de metales se seleccionaron de entre las 30 lineas
modificadas genéticamente confirmadas, tres lineas al azar (TYCS, TYC7 y TYC11). Hasta la
realizacion de estos estudios no se tenian referencias del comportamiento de ninguna linea
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modificada de N. glauca frente a arsénico, pero si se habian hecho estudios de acumulacién en
una linea silvestre, encontrada en un escrutinio realizado en suelos industriales con altos niveles
de iones de metales, véase C. Gisbert et al. “Identification of as Accumulation Plant Species
Growing on Highly Contaminated Soils”. International Journal of Phytorremediation. 2008, 10:3 p.
185 - 196. Se esperaba que el KH,As04 produjera menor toxicidad que la que producen cadmio y
mercurio, como queda claramente determinado en la literatura, por ello se realizd el ensayo en un
rango de concentraciones mayores a las utilizadas en los otros dos metales analizados, aunque no
se tenia certeza de los limites idoneos de concentraciones a ensayar para las nuevas plantas

obtenidas.

Adicionalmente, se ha comparado en medio contaminado con metales pesados, la biomasa de la
Nicotiana glauca modificada con tres genes con la de la planta hiperacumuladora Thiaspi

caerulescens. En general, las plantas hiperacumuladoras presentan una tasa de crecimiento baja,

poca produccion de biomasa y un sistema radicular pobre. Todas estas caracteristicas son
posiblemente debidas al coste energélico que supone acumular niveles de metales en su interior,
que pueden exceder valores tan altos como el 1% del peso seco de la planta. No obstante, se
observa un aumento de [a biomasa cuando se compara con las especies modificadas TAP y wt en
ausencia de metales. La siembra y crecimiento de dichas especies modificadas que hemos
denominado superplantas TYC se puede realizar en condiciones de la agricultura convencional o
biolégica.

4.- CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS EN PRESENCIA DE DETERGENTES.
Se ha estudiado en el uso de detergentes idnicos y no iénicos de uso industrial para evaluar el
crecimiento de las raices de las plantas modificadas.

5.- CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS EN PRESENCIA DE PETROLEOS CRUDOS.
Se han crecido las plantas modificadas, TAP, en presencia de distintas concentraciones de
petréleo crudo.

6.- CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS EN PRESENCIA DE PRODUCTOS REFINADOS DEL PETROLEO
Se ha estudiado el crecimiento de las plantas en presencia de distintos derivados del petréleo:
productos ligeros - gasolina, productos medios - gasédleo, y productos pesados - aceites
lubrificantes para coches

7.- ESTUDIO DE LA TOLERANCIA A LOS IONES SODIO DE LAS PLANTAS N. GLAUCA WT Y TAP
, TYC.
Se evalud en hidroponia la tolerancia a sodio de las plantas TAP, TYCy la N. glauca silvestre {(wf).

8.- RESISTENCIA FRENTE A ENFERMEDADES

Se ha realizado un ensayo en el que se mide la diferencia de sensibilidad de las plantas
modificadas genéticamente TAP, TYC, respecto a los genotipos de N. glauca silvestre (wf), frente
a una agresién por el agente patdogeno Botrylis.
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FIGURAS
La invencién se comprendera mas facilmente a partir de la descripcién de realizaciones
preferentes con la ayuda de las figuras que se acompanan.

Figura 1. En ella se representan las mediciones de las diferentes caracteristicas del suelo, para
suelos contaminados tipo M4, M15, M3, y los limites para suelo agricola exigidos por la Union
Europea.

Figura 2. Muestra un diagrama de barras que representa el crecimiento en altura de las plantas
después de seis meses. En el egje de ordenadas se indica la longitud en metros al cabo de dicho
tiempo de las plantas salvajes de Nicotiana glauca (wt) y de las modificadas genéticamente con el
gen TaPCS1 OMG.

Figura 3. Presenta el efecto de los suelos contaminados M4 y M15 sobre la produccidén de biomasa
en gramos en biomasa total (T), biomasa aérea (A), talios y hojas y biomasa radicular (R)
concentracion en mg/kg en Populus tremula x tremuloides cv. Etropole. El total acumulado de
estos dos elementos (ug), en microgramos. Concentracion en tallos y hojas (BCF) y concentracion
en raiz (RCF). Para plantas silvestres (wt) y modificadas genéticamente.

Figura 4 presenta el aumento de la bicmasa en Populus tremula x tremuloides cv. Etropole. Esta
figura representa dos lineas de TaPCS 1, y dos de AtPCS 1, junto a una planta Silvestre, la de la
derecha de |a figura, todas en medio M4, es decir en un suelo muy contaminado.

Figura 5. Se representa en un diagrama de barras el desarrollo de las plantas sin modificar wt, y
las modificadas con el gen YCF, a los 26 dias.

Figura 6. Se representa en un diagrama de barras las longitudes alcanzadas por las raices en
centimetros, al cabo de 21 dias de las plantas salvajes de Nicotiana glauca (wt) frente a las
modificadas geneticamente con el gen YCF. Se observa que en todos los casos la longitud de las
raices de las plantas modificadas es superior que en las plantas salvajes.

Figura 7: Presenta la evolucion del nimero de hojas en las plantas (wf, TaP y TYC) en funcién del
tiempo.

Figura 8. Presenta la evolucion de la distancia entre hojas de las plantas (wi, TaP y TYC) en
funcion del tiempo.

Figura 9: Evolucion de la altura de las plantas (wf, TaP y TYC) en funcion del tiempo.

Figura 10: Evolucién del niumero de internodos en las plantas (wt, TaP y TYC) en funcion del
tiempo.

Figura 11. Compara la longitud de las raices en medio conteniendo CdCl, para las tres lineas TYC
seleccionadas y la linea control (wt).

Figura 12. Compara la elongacién de las raices en medio conteniendo KH,AsQO, para las tres
lineas TYC seleccionadas y la linea control (wt).

Figura 13. Compara la elongacién de las raices en medio conteniendo HgCl, para las tres lineas
TYC seleccionadas y la linea control (wt) (bajo ventana amplificada).

Figura 14. Presenta la concentracion de cadmio acumulado en peso seco en las hojas de las
diferentes lineas TYC seleccionadas a concentracién 0,05 y 0,1 mM de CdCl,.

Figura 15. Presenta la concentracidn de plomo acumulada en peso seco en la raiz de las

diferentes lineas TYC seleccionadas a concentracion 0,8 y 1,5 mM de PbNO;.
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Figura 16. Presenta la concentracion de plomo acumulada en peso seco en la hoja de las
diferentes lineas TYC seleccionadas a concentracion 0,8 y 1,5 mM de PbNO;.

Figura 17. Presenta la concentracion total de plomo acur;‘lulada en peso seco (raiz + tallo + hoja)
de las diferentes lineas TYC seleccionadas a concentracion 0,8 y 1,5 mM de PbNO;.

Figura 18. Presenta el numero de semillas germinadas de las plantas wf y TYC frente a la
concentracion del detergente no idnico (% viv, ml soluto/ml disolucion).

Figura 19. Presenta el nimero de semillas germinadas de las plantas wt y TYC frente a la
concentracién del detergente idnico (% viv, ml soluto/ml disolucion).

Figura 20. Presenta fa longitud de las plantas TaP a diferentes concentraciones de petrdleo crudo.
Figura 21a Presenta la longitud de las raices de plantulas wi y TYC de Nicotiana glauca,
sembradas en diferentes concentraciones de gasolina.

Figura 21b. Presenta la longitud de las raices de plantulas wt y TYC de Nicotiana glauca,
sembradas en diferentes concentraciones de gasdleo.

Figura 21c. Presenta la longitud de las raices de plantulas wt y TYC de Nicotiana gfauca,
sembradas en diferentes concentraciones de aceite automotor (coches).

Figura 22. Presenta la concentracién de sodio acumulada en peso seco en la raiz de las diferentes
plantas wt, TaP y TYC a concentracion 125 y 500 mM de NaCl.

Figura 23. Presenta la concentracion total de sodio acumulada en peso seco en la planta (raiz +
tallo + hojas) de las diferentes plantas wf, TaP y TYC a concentraciéon 125 y 500 mM de NaCl.
Figura 24. Presenta el diametro de necrosis en diferentes genotipos, plantas wi, TaP y TYC |, de
Nicotiana glauca infectada con el hongo Botrytis.

REALIZACIONES

REALIZACION N°1. TIPOS DE SUELOS

Se han analizado tres tipos de suelos contaminados, designandolos por M3, M4, M15 y un suelo
MT (suelo seleccionado del cauce del Rio Turia Valencia) que adjuntamos en tabla aparte
designada como Figura 1. En dicha tabla se indican las cantidades obtenidas en la columna de la
izquierda para los tres tipos de suelo M3, M4, M15 y MT. En la Ultima columna aparecen los limites
de concentracion permitidos por la Unidn Europea, para metales pesados para suelos agricolas.
De las especies salvajes que se han desarrollado en los suelos M3, M4, M15 y MT, y por lo tanto
estan adaptadas a estos suelos, se han rechazado aquellas que eventualmente pudieran formar
parte de la cadena trofica y aquellas que sufrian estrés climatico al variar, por un periodo
determinado, |las condiciones climaticas.

Otra caracteristica determinante para la eleccion y seguida por este método es el estudio de la
cantidad de biomasa producida por estas especies vegetales, ya que al aumentar ésta, aumenta ia
capacidad de almacenamiento y por tanto la fitorremediacion. Por Ultimo, se tenia que seleccionar
especies vegetales que tuvieran no sélo una muy facil reproduccion sino que también cumplieran
con el requisito de que fuera una reproduccion muy abundante.
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REALIZACION N°2 AUMENTO DE LA BIOMASA DE LAS ESPECIES MODIFICADAS
GENETICAMENTE

Se realizé el estudio morfolégico de las especies vegetales, analizando la profundidad de sus
raices, pues es el organo por el cual se absorben los elementos contaminantes, ya que se
pretende conseguir una fitorremediacién en profundidad y no meramente superficial, aunque la
disolucion de elementos contaminantes en la tierra sea lenta. Posteriormente se analizé el lugar o
lugares de la especie vegetal donde almacena los elementos contaminantes extraidos del suelo
(raices, tallo y hojas), ya que segun sea donde se acumulan tendran mayor 0 menor capacidad de
almacenamiento de dichos metales. En la Figura 2 se comprueba que las plantas silvestres crecen
unos tres metros y medio y la modificada genéticamente alcanzan los cinco metros. Lo que supone
que en seis meses han crecido mas de un 40%, las plantas modificadas genéticamente. En la
Figura 3, se puede apreciar la produccion de biomasa, en suelos altamente contaminados tipo M4
y M15, asi como las concentraciones en mg/kg de plomo y zinc, sus totales (ug) en microgramos,
concentraciones por bioconcentracion {BCF) y las concentraciones radiculares (RCF), en especies
vegetales silvestres (wt, por las siglas en ingles, wild type,) de Populus tremula x tremuloides cv.
Etropole y modificados genéticamente (PTa3 y PTa5). En la Figura 4 se muestran dichas muestras
en macetas donde se aprecian claramente las diferencias respecto a la sivestre, siendo la especie
silvestre ia del extremo derecho.

En general, se debe tomar en cuenta que las plantas hiperacumuladoras presentan una tasa_de
crecimiento _baja, poca produccion de biomasa y un sistema radicular pobre. Todas estas
caracteristicas son posiblemente debidas al coste energético que supone acumular niveles de
metales en su interior, que pueden exceder los valores tan altos como el 1% del peso seco de la
planta. Se ha comparado la biomasa obtenida en el ejemplo de la Nicotiana glauca con la de la
planta hiperacumuladora Thiaspi caerufescens, y se pueden observar las diferencias significativas
obtenidas. En la Figura 5 se presenta la comparacién de la biomasa de Nicotiana glauca en tres
suelos mineros diferentes con altos contenidos de metales pesados con la biomasa de la planta
hiperacumuladora Thfaspi caerulescens (wt). En general, las plantas hiperacumuladoras presentan
una tasa de crecimiento baja, poca producciéon de biomasa y un sistema radicular pobre. Todas
estas caracteristicas, como se ha mencionado previamente, son posiblemente debidas al coste
energético que supone acumular tan altos niveles de metales en su interior. Por el contrario tanto
la Nicotiana g. siivestre (wf) como las plantas TAP producen una cantidad de masa
incomparablemente superior en varios érdenes. Se realizé un estudio comparativo del crecimiento
en plantas de Nicotiana glauca medificadas genéticamente y sin modificar. Para ello, se partid de
las siguientes lineas de plantas: wt, L1, L7 y L3 transformadas con el gen YCF1. Se realizé un
estudio del crecimiento de cada una de [as lineas, evaluando primero el nimero de hojas de cada
planta y, en un segundo experimento, la longitud de las raices. Se puede observar en la Figura 5 el
numero de hojas que desarroltan las plantas silvestres wt, y las modificadas con este gen YCF1 a
los 26 dias. En las plantas transformadas con el gen YCF1 se observan unos valores de
crecimiento homogéneos dentro de las lineas, y ademas, superiores a los valores de las plantas wt
en practicamente todos los casos, como puede observarse de la Figura 6 donde se comparan la
longitud de las raices a los 21 dias. Dentro de cada grupo de lineas se cbserva un crecimiento
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radicular homogéneo, ya que no hay grandes diferencias en la longitud de las raices de las lineas
del mismo grupo. Las plantas transformadas con el gen YCF1 son las que presentan un mayor
crecimiento radicular, siendo la longitud de sus raices superior a la de las plantas wt. Al estudiar
los 3 casos conjuntamente se observa que los graficos muestran un patrén de crecimiento comun,
es decir, en los 3 experimentos se ve que las fineas transformadas con el gen YCF1 proporcionan
los mayores valores de crecimiento.

Ensayo de biomasa en invernadero

Se efectud un ensayo comparativo de las plantas de la especie Nicotiana glauca, silvestre wt, y
modificadas genéticamente, TaP y TYC obtenidas segun la presente invencién, ensayo realizado
en condiciones controladas (invernadero) y en ausencia de metales pesados. Se realizaron
medidas de biomasa cada 7 dias durante dos meses y medio. Estas medidas incluyeron:
- numero de hojas, véase la Figura 7, donde se presenta la evolucion del numero de hojas en
las plantas (wif, TaPy TYC) en funcién del tiempo.
- distancia entre hojas, véase la Figura 8, donde se presenta la evolucién de la distancia
entre hojas de las plantas (plantas wt, TaPy TYC) en funcion del tiempo.
- altura de las plantas, véase la Figura 9, donde se presenta la evolucion de la altura de las
plantas (wf, TaPy TYC) en funcion del tiempo.

Para la comparacién, adicionalmente se midio el numero de internodos, véase la Figura 10, donde

se presenta la evolucion del ndmero de internodos en las plantas wf, TaP y TYC en funcién del
tiempo.

Del analisis de las Figuras 7-10 se hace patente que si bien ya la especie N. glauca silvestre (wf)
presenta caracteristicas ventajosas respecto a la planta hiperacumuladora Thlaspi caerulescens,
estas caracteristicas se ven incrementadas significativamente cuando se comparan con las de las
plantas TAPy TYC, las modificaciones genéticas de la N. gfauca siivestre.

Se constata que |a biomasa de las plantas correspondientes a la insercion de tres genes, TYC, es
significativamente superior a la de las plantas silvestres, y también a la de las plantas TaP
obtenidas por la insercion de dos genes. Los valores obtenidos tanto en numero de hojas como en

altura de la planta no son mas que el reflejo proporcional de un incremento también en peso.

REALIZACION N°3 CRECIMIENTO DE LAS ESPECIES MODIFICADAS EN SUELOS CONTAMINADOS

Crecimiento de las especies modificadas con dos genes

Como mejor opcion se seleccionaron las especies vegetales Nicotiana glauca para terrenos secos
y Populus tremtla x tremuloides cv. Efropole para terrenos humedos. A estas especies vegetales
se les han introducido en un primer paso los genes TaPCS1, y TaPCS1-AtPCS1,
respectivamente. Se estudido el comportamiento de las especies vegetales en su plantacion y
crecimiento, por [o que se tomaron varias muestras estudiandose el desarrollo de las mismas en el
suelo control MO no contaminado, y en los suelos contaminados M3, M4, M15 y MT. Se observo

gue la biomasa de las especies vegetales seleccionadas, y en todo tipo de suelos, aumentaba, en
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ambos casos, en mas de un 40%, al estar modificadas genéticamente con los genes TaPCS1 y
AtPCS1, véase el nimero de hojas en la Figura 5. Se observa que las plantas que contienen
cualquiera de los dos genes sufren menos la presencia del metal en el suelo y por eso crecen mas.
Se observa gue en todos los casos que la longitud de las raices de las plantas modificadas es

superior gue la de tas plantas salvajes, véase la Figura 6.

MODIFICACION CON TRES GENES DE LA ESPECIE MODELO N. GLAUCA.

Resultados:

Aunque los experimentos expuestos hasta ahora evidencian una mejora en la produccion de
biomasa, sin embargo, las diferencias a nivel de germinacion entre las lineas modificadas
genéticamente y la planta silvestre, en el conjunto total de experimentos, no son tan claras en las
condiciones de estrés y ausencia del mismo, obteniendo en todas las lineas estudiadas un alto
porcentaje dé germinacion, préximo al 70%. Esto sucede porque la especie seleccionada como
modelo N. glauca ya es por si misma una especie que soporta bien las condiciones de estrés,
especiaimente, por los iones de metales, pero en general, a una gran variedad de estreses, por
tanto aunque: la especie silvestre sea menos resistente que las modificadas, tas que no son lineas
puras y su capacidad de tolerancia en numeros totales de germinacion puede estar disminuida.
Por esto, para estudiar el efecto que los genes insertados han causado sobre esta capacidad que
ya poseia |la especie silvestre de abscrber iones de metales del medio, se realizd un estudio
comparativo de la longitud de raices de tres de las lineas transformadas y el genotipo silvestre. Los

datos de elongacién de la raiz se tomaron a los 15 dias del inicio del ensayo, no obstante,

previamente se tomaron fotografias a los 5§ y 10 dias aproximadamente, para obtener datos

visuales del desarrollo de |as distintas lineas. Los resultados obtenidos tras medir la longitud de la

raiz se muestran en las siguientes figuras:

Las Figuras 11, 12 y 13 presentan la relacion entre la longitud de las raices de las diferentes lineas
y la concentracion de diferentes metales. Conforme aumenta la concentracion de metal en el
medio disminuye la elongacion para todos los genotipos y metales estudiados. Sin embargo,
existen claras diferencias entre las diferentes lineas de las plantas TYC, para cada metal y
diferentes concentraciones.

Para ef cadmio véase la Figura 11, donde se presenta el analisis comparativo de la longitud de las
raices en el medio conteniendo CdCl, para las tres lineas TYC 5, 7 y 11 seleccionadas y la linea
control wi. La linea TYCS5, aunque semejante a las otras, es la que presenta una mayor tolerancia,
segun los datos obtenidos en el intervalo de las concentraciones analizadas. Se observa ademas
un patrén muy similar de comportamiento para las 3 lineas modificadas genéticamente, salvo para
la concentracion 50 uM de CdCl,, en la que se observa una clara diferencia negativa en la linea
TYC 7 frente a las lineas TYC5y TYC11.

Trabajos previos realizados por C. Gisbert et al. “A Plant genetically modified that accumulates Pb
is especially promising for phytoremediation”. Biochemical and Biophysical Research
Communications. 2003, vol. 303 p 440-445, demostraron que las plantas de N. gfauca modificadas
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genéticamente con el gen TaPCS1 sobreexpresado en N. glauca son mas {olerantes al cadmio
que la especie silvestre wt. Mostrande las mayores diferencias de crecimiento, entre la linea wt y
las modificadas genéticamente, a una concentracioén de cadmio cercana a los 35 ym de CdCl, .Sin
embargo, en el presente trabajo se observa que las mayores diferencias en el tamafio de las
raices entre wt y TYC se producen a concentraciones entre 50 y 100 ym, por tanto, las plantas
modificadas TYC suponen una mejora sustancial respecto a las plantas TAP.

La influencia de! arsénico, KH:AsO,, tomado como modelo de otros elementos, los cuales pueden
interactuar como cationes yfo aniones, se presenta en la Figura 12. Muestra la elongacion de las
raices en el medio conteniendo KH,AsOQ, para las tres lineas TYC seleccionadas y |a linea control
wt. Se observa un comportamiento similar al expuesto del CdCl,. En efecto, aunque con
semejante resistencia, es la linea TYCS la que presenta mayor resistencia, segun los datos
obtenidos en el intervalo de concentraciones analizadas, excepto a 100 uM. Se observa un patron
de comportamiento similar para las 3 lineas modificadas genéticamente respecto a la linea wt,
salvo para la concentracion 50 pM de KH,AsOQ,, en la que se advierte una clara diferencia negativa
en la linea TYC 7 frente a las lineas TYC 5y TYC 11, fendmeno muy similar al observado para
CdCl,. En cuanto a la relacién general de tolerancia comparativa a la linea silvestre, en presencia
de este metal, se distinguen (como ya se ha mencionado) mayores diferencias entre las lineas
maodificadas -5, -7 y -11 (longitud de raiz mayor) y la linea silvestre (longitud de raiz menor) 1o que
demuestra que los genes insertados afectan de forma positiva la tolerancia a KH,AsO,
aumentando comparativamente la raiz de la planta y por consiguiente, seguramente la cantidad de
metal acumulado en la misma.

Para la sal de mercurio HgCl, véase la Figura 13 donde se presenta la elongacion de las raices en
medio conteniendo HgCl, para las tres lineas TYC -5, -7 y -11, y la linea control (wf) bajo ventana
amplificada por sus bajos resultados. Se observa que las plantas (tanto las modificadas como la
silvestre) solo desarrollan raices a concentraciones muy bajas, hasta 20 pM, concentracién a la
cual ya no desarrollan raices, aspecto éste que estd de acuerdo con la literatura, pues esta
descrito que el Hg es extremadamente toxico y que concentraciones en torno a 1 ppm ya son
consideradas toxicas en algunas legislaciones sobre suelos contaminados. En efecto una
concentracion de HgCl; de 5 uM equivale aproximadamente a 1 ppm. Como para los metales
anteriormente expuestos Cd y As, las lineas TYC-5, -7 y -11 presentan una mayor tolerancia,
manifestada en un mayor tamario de [as raices en comparacion con la N. gfauca silvestre.

Es de sefialar que aun en presencia del mercurio, al comparar las tres lineas TYC-5, -7 y -11, con
la linea control wt, las tres lineas modificadas poseen raices mas largas que la N. gl. silvestre wit.
No obstante, es pertinente subrayar que el mayor cociente entre el tamano de las raices de las
lineas TYC -5, -7 y -11 y la N. gf. silvestre se produce a una concentracion de CdCl, de 100 pm,
donde se llega a duplicar en promedio el tamario de las raices wt.

No obstante, la comparacién con los resultados obtenidos para los dos metales analizados

anteriormente muestra que existen algunas diferencias muy claras:
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1. En presencia del Cd y As, a bajas concentraciones, el tamafio de las raices de la linea TYC-7
era mas proximo a la linea silvestre que a las modificadas (véase 18, 50 uM de CdCl; y 50 uM de
KH,AsQ,). Este comportamiento muestra una evolucién del tamafio de las raices frente al
incremento de la concentracién, inusual, caracteristica y diferencial para la linea TYC 7.

2. Las lineas TYC -5, -7 y -11 con el Hg* siguen un comportamiento de caracteristica similar y
practicamente idéntica, pero mayor en valores absolutos ala N. gl. silvestre.

3. La linea TYC-11, en presencia Hg, pese a seguir el mismo comportamiento, presenta valores
absolutos mayores que el resto de lineas modificadas y que la N. gl. silvestre. Asi, segun los
resultados, la linea TYC-11, es la que mejor resiste el Hg en [as condiciones analizadas.

4. Para los metales Cd y As, el maximo cociente de elongacion de raices para las distintas
concentraciones analizadas, es idéntico e igual a 2, es decir, en el punto de [a maxima diferencia, i.
e., las raices de las plantas TYC duplican en tamafio las raices de |a planta silvestre. Para el Cd
esto ocurre a una concentracion 100 yM, y para el As, esto se produce a 200 puM. Sin embargo
para el Hg, este valor es inferior a 2, esta en torno al 1.3, por tanto, claramente inferior.

En consecuencia, tras analizar los datos obtenidos en el experimento in vitro, los resultados
obtenidos demuestran que las lineas modificadas se desarrollan mejor que la N. g/. silvestre en
medios con iones de metales tdxicos. El hecho de que presenten raices de mayor longitud lleva a
pensar que son capaces de acumular mayor concentracion de iones de metales que la planta
silvestre de Nicotiana glauca. Para comprobar si esta hipotesis es cierta se realizaron también
ensayos en medio hidropénico con iones de metales

REALIZACION Ne3g ENSAYO EN HIDROPONIA FRENTE A LOS IONES DE METALES

Para ia realizacién del ensayo se seleccionaron soluciones de los iones de Cd y Pb, y una de Na.
Se preparé una solucién control de agua destilada para los tres experimentos y las siguientes
soluciones acuosas con las siguientes concentraciones de metales: CdCl; (0,05 y 0,1 mM) y
PbNQ; (0,8, 1,5 mM), asi como solucién salina NaCl (125 y 500 mM).

a. Acumulacién de cadmio en los distintos genotipos

En la Figura 14 se presenta la concentracion de cadmio acumulado en peso seco en las hojas de
las diferentes lineas a concentraciones 0,05y 0,1 mM de CdCl,. Se observa que la concentracion
de cadmio acumulada en peso seco en las hojas es superior en las plantas modificadas TYC que
en las modificadas TAP, y a su vez que en la N. gl wt Es importante sefialar que las
concentraciones acumuladas son muy elevadas en comparacién con las acumulaciones estandar
en las plantas, incluidas las hiperacumuladoras.

b. Acumulacién de plomo en los distintos genotipos:

En la Figura 15 se presenta la concentracion de plomo acumulada en peso seco en [a raiz de las
diferentes lineas TYC frente a las concentraciones de 0.8 y 1,5 mM de Pb(NO,),. Adicionalmente,
en la Figura 16 se presenta la congentracion de plomo acumulada en peso seco en las hojas de
las diferentes lineas TYC a las concentraciones 0,8 y 1,5 mM de PbNQ;, y en la Figura 17 se
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presenta la concentracion total de plomo acumulada en peso seco (raiz + tallo + hoja) de las

diferentes lineas TYC a concentraciones 0,8 y 1,5 mM de Pb(NO;)..

Se observa que la concentracion de plomo acumulada en peso seco tanto en la raiz como en ias
hojas, es superior en las plantas modificadas 7TYC que en las modificadas TAP, y a su vez que en
la N. gl. wt. En el caso de las hojas a la concentracion 1,5 mM, esto no se cumple, sin embargo
este hecho podria explicarse por la cinética de acumulacion de la planta, puesto que al haber
mayor acumulacién de metal en |a planta, el tiempo que necesita ésta para transportarlo a la parte
aérea es mayor del que requieren el resto de los genotipos para transportar sélo una inferior
cantidad de metal. Probablemente esto puede estar relacionado con las dimensiones de las
diversas formas en las que el plomo puede encontrarse justamente al entrar en la planta, siendo
en forma de catidén, anién, o compuesto organometalico. En cualquier caso, los valores de
acumulacion observados son extraordinariamente altos comparados con los referidos en la
literatura para otras plantas acumuladoras de metales, lo que demuestra las grandes
potencialidades de las plantas Nicotiana glauca modificadas genéticamente por el método de la
presente invencion.

REALIZACION N°4 TOLERANCIA DE LAS PLANTAS DE NICOTIANA GLAUCA MODIFICADAS A LOS

DETERGENTES INDUSTRIALES

El experimento realizado se basa en el uso de dos detergentes de uso industrial. El primer
detergente es no_idnico, el cual se identifica como muestra 2, véase la Figura 18 donde se
presenta el numero de semillas germinadas de las plantas wt y TYC frente a la concentracion del
detergente no idnico (% v/v, ml soluto/ml disolucién). Su férmula quimica es C4,H25(0OCH,CH,)1>0H

. La concentracién inicial de esta muestra 2 es de 90% piv.

El siguiente detergente utilizado es un detergente idnico cuya férmula es
CH3(CH3)10CH2AOCH,CH,),0S0;Na identificado como muestra 7, véase la Figura 19 donde se
presenta el nimero de semillas germinadas de las plantas wt y TYC frente a la concentracion del
detergente i6nico (% viv, ml soluto/ml disolucién). La concentracion de la disolucion madre de esta
muestra 7 es de un 27% p/v.

Para este ensayo se utilizo el medio sdlido, MS+ 3% sacarosa, como placas control para las
semillas silvestre (wf) y TYC. En otras 3 placas se anadid el medio detergente a diferentes
concentraciones, tal y como se puede observar en las anteriores figuras. Las concentraciones
utilizadas fueron 0.25%, 0,5% y 1% v/v {ml soluto/ml disolucién) de cada uno de los dos
detergentes mencionados anteriormente. En cada placa, tanto el control como las de diferentes
concentraciones de detergentes, se sembraron 20 semillas de wty 20 semillas de TYC.

A los 9 dias de crecimiento de las semillas de las plantas wf y TYC, se observa en la Figura 18,
detergente no idnico, que las semillas de 7YC son capaces de germinar mientras que las semillas
de las plantas N. gf. wt no germinan. Dato interesante debido a la alta concentracion del detergente
industrial, 90% pfv, que demuestra la capacidad y resistencia superior de TYC frente a wf. Las
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diferencias aportadas por los genes TYC en este caso son claras pues sobrevive un numero
elevado de semillas TYC practicamente hasta un 75% de dilucion del detergente mientras de la
planta silvestre no sobrevive ninguna.

En el caso del detergente idnico, se puede apreciar en 1a Figura 19 como a la concentracion 0.5%
viv la germinacién de las semillas TYC es mucho mas notable que la de las semillas N. g/. wt. No
obstante en las demas concentraciones las plantas silvestres se comportan mejor.

REALIZACION N°5 TOLERANCIA DE LAS PLANTAS DE NICOTIANA GLAUCA MODIFICADAS A LOS
PETROLEOS CRUDOS.

Se han crecido las plantas TAP y TYC en sustratos naturales con distintos contenidos de petréleo
crudo. Podemos observar véase la Figura 20 las barras correspondientes a las distintas
concentraciones en agua ensayadas del petréleo crudo de las plantas. En [a Figura se presenta la
evolucion de la longitud de las plantas TaP, durante el primero, segundo y tercer periodo de tres
semanas ensayados. En cada tiempo se ensayaron tres grupos de plantas de altura alta, media y
baja, los que se representan como las barras correspondientes de izquierda a derecha segun la

altura inicial de las plantas, respectivamente.

En general, para las concentraciones en agua mas bajas 0-0,5% se observé un incremento
significativo de las plantas de mayor aitura. Para concentraciones del petroleo crudo superiores en
algunos casos el incremento de la altura de las plantas con el tiempo de crecimiento es negativo
en el segunde y/o tercer periodo, lo que habla del efecto ya predominante de las sustancias
toxicas presentes en el crudo (polinucleares aromaticos, hetero-compuestos de azufre y de
nitrogeno, resinas y asfaltenos)

Se observo en general un incremento de la defoliacién y decadencia con el incremento de la
concentracion de crude, muy visible a partir de la concentracion de 1,5%; las plantas mas “bajas”
fueron las que en general sufrieron mas, tanto en defoliacidon como en decadencia en general y
finalmente muerte de la planta. Se debe sefialar que la época del afio también favorece a la
defoliacion, lo que es evidente al comparar la evolucion de! control en las 3 lecturas.

Los resultados preliminares de tolerancias de las plantas modificadas de Nicotiana glauca a los
petroleos crudos son prometedores ya que nos permite con seguridad utilizar concentraciones del
mismo tan altas como hasta 0,5 % crudo (p/p) y eventualmente utilizar las plantas “altas” para
concentraciones de 1,5% y 3 %. La ulilizacion para una concentracion de petréleo crudo de 5% (de
por si muy elevada) con los presentes datos determina el limite en las condiciones ensayadas.

REALIZACION N°6 TOLERANCIA DE LAS PLANTAS DE NICOTIANA GLAUCA MODIFICADAS A
PRODUCTOS COMERCIALES DE PETROLEO

Se han ensayado las plantas en presencia de distintos productos comerciales de petrdleo: ligeros -

gasolina, medios - gasoleo, y pesados - mezcla de aceites lubricantes usados para coches.
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En la Figura 21 se presenta la longitud de las rafces de plantulas de Nicotiana glauca sembradas
en sustratos artificiales con distintos contenidos de gasolina (Figura 21a), gaséleo (Figura 21b) y
mezcla de aceites usados (Figura 21¢). Se aprecia la longitud de raices de plantulas de Nicotiana
glauca (wt y TYC) sembradas en medio conteniendc diferentes concentraciones de gasolina,
gasodleo ligero (diesel), o mezcla de aceites usados.

Los resultados de crecimiento de las plantas en muestras de tierra contaminadas con un contenido
de ppm de los siguientes productos son:

Gasolina, al ser un producto ligero con un contenidc menor de componentes nocivos como
compuestos aromaticos (polinucleares aromaticos, ausentes ¢ bajos), asi como el contenido de
compuestos de azufre y nitrégeno (muy bajos) se obtienen longitudes de raices significativas hasta
concentraciones de 5% de gasolina.

Gasoleo ligero, por el contrario, el contenido de fracciones de pesos moleculares medios superior,;
de compuestos aromaticos significativamente superior (presencia polinucleares aromaticos); asi
como el de compuestos de azufre y nitrégeno superior condicionan longitudes de raices

significativamente inferiores ya desde concentraciones de 0,50% de Gasobleo ligero_Aceites

lubricantes usados para coches: Los aceites lubrificantes comerciales son productos del petréleo
sometidos a procesos de depuracidén profundas por lo que cabia esperar que la presencia de
elementos nocivos fuera significativamente inferior, lo que en efecto se confirma por la aparicion de

longitudes de raices apreciables a concentraciones tan elevadas como 10%.
g p

Por su tolerancia a estos productos los resultados obtenidos son esperanzadores y hablan sobre la
potencialidad de la Nicotiana glauca wt y Nicotiana glauca modificada TYC para ia fitorremediacion
de suelos contaminados por vertidos accidentales de productos de la refinacion de petréleos
crudos.

REALIZACION N°7, TOLERANCIA DE LAS PLANTAS DE NICOTIANA GLAUCA MODIFICADAS A
LOS IONES SODIO

La evaluacién de la tolerancia a los iones sodio de las plantas TAP, TYC y de la especie N. glauca
silvestre se llevd a cabo en condiciones de hidroponia. Para la realizacion del ensayo se prepard
una solucién salina de Na. Se prepard una solucién control de agua destilada y una solucion salina
NaCl a dos concentraciones, para los dos siguientes casos practicos:
a) Caso de tierras sujetas a la influencia de aguas salobres situadas, por ejemplo, en la
desembocadura de los rios y estuarios; 125 mM,

b) Caso de plantas sometidas directamente a la accién de agua de mar: - 500 mM

Las plantas wf, TaP y TYC, se ensayaron en estas soluciones hidroponicas. Las plantas se
colocaron en un tubo y alli se dispuso la solucién salina. Los resultados obtenidos son
asombrosos, véase la Figura 22, donde se presenta la concentracion de sodio acumulada en peso
seco en la raiz de las diferentes lineas TYC, a las concentraciones de 125 y 500 mM de NaCl. En
la Figura 22 se observa que la cantidad de Na+ absorbida por las plantas TYC en las raices es
superior al resto de genotipos analizados.
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Sin embargo, los resultados obtenidos de cantidad total de sodio absorbido son aparentemente
contradictorios, véase la Figura 23 donde se presenta la concentracion total de sodio acumulada
en raiz + tallo + hojas, i.e., en peso seco, en las plantas de las diferentes lineas a las
concentraciones de 125 y 500 mM de NaCl; pues a 500 mM se invierte la tendencia, son algo
inferiores en las plantas modificadas TAP y TYC con respecto a la planta silvestre N. gf.

Esto puede deberse a un factor cinético, puesto que la cantidad de sodio almacenada en las raices

de las lineas de las plantas TAP y TYC es muy elevada, la velocidad relativa de transporte hacia la

parte aérea disminuye (limitaciones por la velocidad de difusion del sodio a través de la planta), ya
que [a planta debe adaptar sus mecanismos para distribuir el sodio por toda la planta hasta llegar a
las hojas. Si hubiera durado mas tiempo el experimento la cantidad de sodio en tallo y hojas seria
superior, tal como sucede en el resto de lineas, en las cuales, al haber absorbido del medio una
cantidad inferior de sodio, éste si se ha podido distribuir por la planta durante los 10 dias que ha
tenido lugar el experimento ilegando a la parte aérea. Este mecanismo fisico-cinético propuesto se
apoya en la interpretacion de la Figura 23 de acumulacién total. En efecto, lo mas resefable es
que la cantidad total de Na es mayor en las TYC > TaP > wt, pues dada una concentracion mas de
tres veces superior el gradiente de concentracion hace que la acumulacién total sea algo superior,
aunque no sea proporcionalmente tal como es posible inferir de los resultados obtenidos para sélo
las cantidades de las raices.

REALIZACION N°8. RESISTENCIA DE LA NICOTIANA GLAUCA MODIFICADA A LAS
ENFERMEDADES

Con la finalidad de analizar la resistencia a enfermedades que presentan las plantas que poseen
los genotipos de N. glauca silvestre (wt)} y las modificadas genéticamente (TaP y TYC), se ha
realizado un ensayo en sustrato de invernadero en el que se mide sus diferencias de sensibilidad a
la agresion por dos agentes patdgenos el hongo Botnytis y la bacteria Pseudomonas syringae

Para analizar dicha sensibilidad se mide el diametro de necrosis presentado en las hojas de las
diferentes plantas a los 5 dias de la inoculacion del hongo en el haz y el envés de las mismas. En
la Figura 24 se presenta el diametro de necrosis en diferentes genotipos de Nicotiana glauca
infectada por el hongo Botrytis. En las plantas TAP se observa, que en casos de plantas grandes
el diametro de necrosis llega a alcanzar un maximo de 19,32 mm ocasionando la podredumbre de
varias hojas de la planta tras 5 dias de la infeccion.

Respecto a la infeccidén por la bacteria Pseudomonas syringae, las plantas TYC presentan la
misma resistencia a enfermedades que las plantas del genotipo silvestre wt. Se obtienen
diametros de necrosis similares entre estos dos genotipos. Esto es, sin  duda, un resultado
positivo, puesto que al modificar genéticamente una planta ésta normalmente pierde vigor y es

mas sensible a los agentes patégenos, lo que no ha ocurrido en nuestro caso.
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REALIZACION N°9. TOLERANCIA DE LAS PLANTAS DE NICOTIANA GLAUCA MODIFICADAS A

TEMPERATURAS AMBIENTALES ELEVADAS.

Se evaluaron las plantas TAP, TYC y la N. glauca {wt) en experimentos llevados a cabo en cajas
estériles depositagas en un medio sintético en fitotrones, los que permiten controlar
adecuadamente la luz, humedad y temperatura. Los resultados, véase la Tabla a continuacién,
correspondientes a diversas condiciones climaticas y en presencia o no de iones Na, Pb y Cd,
arrojan una supervivencia del 100%. Son especialmente esperanzadores y permiten recomendar el
empleo de estas plantas en la fitorremediacién intensificada de terrenos semidesérticos, sometidos
a temperaturas elevadas y con frecuente contaminacién por metales.

Tabla
Supervivencia de plantas wt, TAP y TYC en suelos a

temperaturas extremas y en presencia de metales

Régimen . . Genotipqs Supervivencia
climatico Medios cultivo {n° plantas/ plantulas) (%)
wit TAP TYC Total
Control
(medio cultivo simple) ! ! ! 8 100
R Medio cultivo + 1 - 1 2 100
Al’Aziziyah 125 mM NaCl
Medio cultivo + 1 1 1 3 100
1.5 mM Pb
Medio cultivo + 1 1 1 3 100
0,05 mM CdCl
Medio cultivo + 1 1 1 3 100
0.8 mMPb
Medio cultivo + 1 —- 1 2 100
Hiroshima 0.05 mM CdCl
Medio cultivo + 1 1 1 3 100
0.1 mM CdCl
Dubai (procedente del estudio de Hiroshima) 100

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Una de las caracteristicas mas importantes en la fitorremediacién es la cantidad de biomasa que
desarrollan las especies vegetales seleccionadas, aungue el aumento de la biomasa fue
sorprendente al introducir los genes TaPCS1 y AtPCS1, como hemos indicado antes, se ha
investigado el aumento de esta caracteristica con otros genes y se descubrié que mediante la
introduccién del gen YCF, la produccién de biomasa aumentaba en mas de un 30%, por lo que
afadiendo esta transformacién a las obtenidas anteriormente con la introduccién de los genes
TaPCS 1 y AtPCS 1, se conseguiria un aumento fotal de la biomasa de las plantas muy
importante, ademas de una fitorremediacién que acortara el tiempo considerablemente. Se realizd
un estudio comparativo del crecimiento en plantas de Nicotiana glauca modificadas genéticamente
(GMOs) y sin modificar. Para ello, se partié de las siguientes lineas de plantas: wt L1, L7 y L3
transformadas con el gen YCF1. Se realizé un estudio del crecimiento de cada una de las lineas,
evaluando primero el numero de hojas de cada planta y, en un segundo experimento, ia longitud
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de las raices. Se puede observar en la figura 5 el nimero de hojas que desarrollan las plantas sin
modificar con este gen wt y las modificadas a los 26 dias. En las plantas transformadas con el gen
YCF1 se observan unos valores de crecimientc homogéneos dentro de las lineas, y ademas,
superiores a los valores de las plantas wt en practicamente todos los casos, como puede
observarse en la figura 6 la longitud de las raices a los 21 dias. Dentro de cada grupo de lineas se
observa un crecimiento radicular homogéneo, ya que no hay grandes diferencias en la longitud de
las raices de las lineas del mismo grupo. Las plantas transformadas con el gen YCF1 son las que
presentan un mayor crecimiento radicular, siendo la longitud de sus raices superior a de las
plantas wt. Al estudiar los 3 casos conjuntamente se cbserva que los graficos muestran un patrén
de crecimientc comun, es decir, en los 3 experimentos se ve que las lineas transformadas con el
gen YCF1 proporcionan los mayores valores de crecimiento.

Se concluye que con las especies vegetales modificadas disminuyen de 100 a 200 veces el tiempo
necesario para la descontaminacion de suelos. La metodologia utilizada para la introduccién de los
genes con los que se consigue incrementar la sintesis de fitoquelatinas es la siguiente: En primer

lugar se incluyeron los genes en el plasmido adecuado para la especie vegetal.

El problema que se resuelve con este método es el de encontrar la especie vegetal ideal para |a
descontaminacion de suelos, solucionando los problemas planteados anteriormente como son:

— Disminucién del tiempo de la fitorremediacion en 100 a 150 veces.

— Aumento de la produccién de biomasa.

— Adaptacion a diferentes condiciones climaticas y edafologicas.

— Aumento del rango de extraccion de metales pesados.

Asi, estas especies vegetales tendran capacidad de adaptacion a diferentes condiciones climaticas
y edafoldgicas, produciendo una gran cantidad de biomasa, y acumulando elementos o mezcla de
los mismos anteriormente clasificados en dos grandes grupos; nocivos y no nocivos. Dentro de los
nocivos, con estas especies vegetales se pueden eliminar metales pesados como plomo, cadmio,
mercurio, plata, boro, aluminio, hierro, manganeso, cobre, niquel y cromo. Elementos radiactivos
como uranio, rodio, torio y plutonio, y elementos no nocives como sodio, magnesio, litio, potasio,

calcio, etc...
Ademas, la especie N. glauca modificada es una planta que se puede decir agradable a la vista.
CAMPOS DE APLICACION DE LAS PLANTAS NICOTIANA GLAUCA WT,Y TYC
Propiedades de partida de la especie silvestre {wt) para su modificacion genética:
- La especie Nicotiana glauca es una planta naturalizada y comun en muchos espacios
degradados de la geografia espafiola y mundial. Por consiguiente, es una especie

adaptada a un amplio rango de condiciones climatolégicas y edafolégicas, normaimente
aridas y eventualmente contaminadas.
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- Es una planta muy competitiva, vigorosa y de rapido crecimiento, tanto en situaciones
normales como de exceso de sustancias contaminantes.

- Es una especie de marcada frugalidad, que se adapta con facilidad a suelos poco fértiles y
con bajos niveles de humedad. Resiste, por tanto, muy bien el estrés hidrico y nutricional.

b) Plantas wt modificadas con los genes TaPCS1, YCF1 y CBP4 - superplantas TYC

La aplicacion de las superplantas de |la presente invencién en suelos contaminados con distintas

sustancias toxicas comporta las siguientes ventajas de tipo técnico, econdmico y medioambiental:

1. Descontaminacion eficaz de bajo coste. La mayoria de los métodos requieren
tratamientos ex situ y ello conlleva la movilizacidon de grandes cantidades de residuos
téxicos. Los tratamientos in sifu con las técnicas convencionales no recuperan eisuelo sino
que inmovilizan o reducen la toxicidad de los metales sin eliminarlos del suelo, trasladando
los suelos a zonas mas seguras. Son soluciones poco viables econdémicamente y no
recomendables desde un punto de vista medicambiental.

2. Viabilidad economica y medioambiental de la descontaminacién por N. glauca con
los genes TaPCS1, YCF1 y CBP4. Eficaz descontaminacion econémica in situ.

3. Trazabilidad de la acumulacion de contaminantes. Perfecte control del nuomero de
individuos en comparacion con el crecimiento descontrolade de los microorganismos del
método biologico. Con bajo impacto sobre el medio ambiente. Solucidn real al problema de
acumulacion de iones de metales y sales.

4. Fitorremediacién intensificada de suelos de cultivo contaminados y/o abandonados.
lgualmente brinda una alternativa economica y eficaz.

5. Liberacion de suelos confinados. Permite la reutilizacion de los depésitos de seguridad
de dichos suelos.

6. Revalorizacion de suelos contaminados. Permite su conversion en suelos féertiles al
cultivar de la Nicotiana glauca con el posterior aprovechamiento de ésta.

7. Disminucion de la desertificacion y del efecto invernadero. La disminucion de la

concentracion del CO, atmosférico por su absorcion en las plantas sembradas.

Aunque las realizaciones preferentes de la invencién han sido descritas con unos detalles de
modificacién genética, unos materiales y unas formas de implementacién y siembras
determinadas, resultara obvio para los expertos en la téchica que se pueden hacer variaciones en
las formas de modificacion, materiales y detalles sin apartarse del ambito de la invencion, tal como
se reivindica a continuacion.
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REIVINDICACIONES

1.- Un método de fitorremediacion de espacios degradados mediante especies vegetales
maodificadas genéticamente que comprende:

a) Seleccion de especies vegetales que tengan capacidad de adaptacion climatolégica,
edafolégica, raices profundas, capacidad de absorcién de los elementos nocivos o sus
mezclas, elementos no nocivos y/o sus mezclas, gran capacidad de reproduccién, aspecto
ornamental, extension geografica mundial y que no entren en 1a cadena tréfica.

b) Modificacion genética de dichas especies para aumentar significativamente su capacidad
de produccion de biomasa y de fitorremediacion intensificada de espacios degradados.

¢} Plantacion de dichas especies en los espacios a recuperar, con una densidad de 1 a 70
especies por metro cuadrado.

2.- El método de fitorremediacion de espacios degradados segun la reivindicacion 1, carac-
terizado porque las especies vegetales seleccionadas segun el paso (a) son Populus tremula x

tremuloides cv. Etropole para terrenos humedos y Nicotiana glauca para terrenos secos

3.- Un método de medificacion de la especie vegetal Populus tremula x tremuloides cv. Etropole
para la fitorremediacién intensificada de terrenos humedos degradados, seleccionada segun la
reivindicaciones 1 y 2, donde los genes utilizados para la modificacién genética de dicha especie
vegetal Populus tremufa x tremuloides cv. Etropole son los genes TaPCS1 y AtPCS1 en un primer
paso, y el gen YCF en un segundo paso.

4.- Un método de modificacién de la especie vegetal Nicotiana glauca para la fitorremediacién
intensificada de terrenos secos degradados, seleccionada segun las reivindicaciones 1y 2, donde
los genes utilizados para la modificacién genética de dicha especie vegetal Nicotiana glauca es el
TaPCS1 en un primer paso, y el gen YCF en un segundo paso.

5.- Un métode de modificacion de especies vegetales para la fitorremediacién intensificada de
espacios degradados segun la reivindicacion 1 caracterizado porque dichas especies vegetales
de partida para la modificacion genética son especies silvestres, wild type (wt), seleccionadas
entre espacios contaminados especificos; y porque dichas especies silvestres de partida se han
modificado genéticamente por la insercion de los genes TaPCS1, YCF1y CBP4 previamente a su

stembra.

6.- El método de modificacion genética de especies vegetales para la fitorremediacion intensificada
de espacios degradados segun la reivindicacion 5 caracterizado porque dicha modificacion
genética se realiza por ia insercién del gen TaPCS1?, obteniendo las plantas TAP, en un primer
paso; y por la insercidn conjunta de los genes YCF1 y CBP4, obteniendo las plantas TYC, en un
unico segundo paso, y en donde no se pierde dicho gen TaPCS?1 previamente introducido ni sus

caracteristicas beneficiosas para la fitorremediacién.
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7.- El método de modificacion genética de especies vegetales para la fitorremediacion intensificada
de espacios degradados segun las reivindicaciones 5 y 6 caracterizado porque dichos tres
genes se introducen en la Nicotiana glauca via Agrobacterium {cepa EHA105), en donde en dicho
un primer paso se expresa el gen de la fitoquelatina sintasa TaPCS7 en las plantas de Nicotiana
glauca por el que se obtienen lineas F3 homocigotas estables, las dichas plantas TAP; y porque
las dichas plantas TYC se obtienen en dicho un unico segundo paso por la inserciéon sobre dichas
lineas F3 homocigotas del vector pRAF9, conteniendo los genes YCFT ("yeast cadmium factor”)
que codifican un transportador vacuolar de conjugados del glutatién de Iev'adura, y conteniendo los
genes CBP4, esto es genes CNGC1 (“cyclic nucleotide gated channel’) que codifican para un
canal catiénico de la membrana plasmatica de Arabidopsis.

8 - El método de modificacion genética de especies vegetales para la fitorremediacion intensificada
de espacios degradados segln las reivindicaciones 5 a 7 caracterizado porque dicho vector
PRAF9 se obtiene a partir de la inclusion de dichos dos genes YCF1 y CNGC1 en el vector binario
PGREENO0029 bajo el control del promotor 358 del virus del mosaico de la coliflor y del terminador
de la octopina sintasa, Tocs.

9.- El método de modificacion genética de especies vegetales para la fitorremediacion
intensificada de espacios degradados segun las reivindicaciones 5 a 8 caracterizado porque
dicha modificacion genética se realiza en un primer paso por la insercion del gen TaPCS1, por la
que se obtienen las dichas plantas TAP; y consecutivamente en un segundo paso por la insercion
del gen YCF1 y en un tercer paso por la insercion del gen CBP4, por las que se obtienen las
dichas plantas TYC; y en donde no se pierden dichos genes TaPCS71 e YCF1 previamente
introducidos en la planta a modificar, ni sus caracteristicas beneficiosas para la fitorremediacién
intensificada.

10.- El método de modificacion genética de especies vegetales para la fitorremediacion
intensificada de espacios degradados segun las reivindicaciones 5 a 9 caracterizado porque
dicha modificacién genética se realiza por la insercién del gen YCF1 en un primer paso; y por la
introduccion conjunta de los genes TaPCS1 y CBP4 en un segundo unico paso; por los que se
obtienen las dichas plantas TYC; y en donde no se pierde dicho gen YCF1 previamente introducido
en la planta a modificar, ni sus caracteristicas beneficiosas para la fitorremediacién intensificada.

11.- El metodo de modificacion genética de especies vegetales para la fitorremediacidn
intensificada de espacios degradados segln las reivindicaciones 5 a 10 caracterizado porque
dicha modificaciéon genética se realiza por la insercién al mismo tiempo de los genes TaPCS1,
YCF1 y CBP4, por et que se obtienen las dichas plantas TYC en un selo Unico paso, en donde no

se pierden las caracteristicas beneficiosas para la fitorremediacién intensificada.

12.- Uso de especies vegetales modificadas para el aumento de la hiomasa vegetal por unidad de
area de suelos normales o degradados caracterizado por cultivar en condiciones de agricultura
biolégica o convencional dichos suelos con plantas de la especie Nicotiana glauca modificadas
segun las reivindicaciones 5 a 11 por introducciéon de los genes TaPCS1, YCF1y CBP4 para la
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obtencién de las plantas TYC, y en donde dicho aumento de la biomasa vegetal siempre es mayor
en las plantas portadoras de dichos tres genes TaPCS1, YCF1 y CBP4, las dichas plantas TYC,
gue en las plantas portadoras solamente de dicho gen TaPCS7, las dichas plantas TAP.

13.- El uso de especies vegetales modificadas para la fitorremediacion intensificada de espacios
contaminados con metales de diferentes niveles de toxicidad caracterizado por cultivar dichos
espacios contaminados con plantas de la especie Nicotiana glauca modificadas segun las
reivindicaciones 5 a 11 por la introduccion de los genes TaPCS1, YCF1 y CBP4, en donde la
capacidad de acumulacién de dichos metales de diferente toxicidad siempre es mayor en las
plantas con dichos tres genes TaPCS1, YCF1y CBP4, las dichas plantas TYC, que en las plantas
portadores solamente de dicho gen TaPCS1, las dichas plantas TAP.

14.- El uso de especies vegetales modificadas para la fitorremediacion intensificada de espacios
contaminados con detergentes industriales, y domésticos idnicos o no idnicos caracterizado por
cuitivar dichos espacios contaminados con plantas de la especie Nicotiana glauca modificadas
segun las reivindicaciones 5 a 11 por la introduccion de los genes TaPCS1, YCFTy CBP4, dichas
ptantas TAP y TYC, o con plantas silvestres de la especie Nicoliana glauca, en donde para
concentraciones de detergentes hasta 0,5% v/v la resistencia a los detergentes ioénicos o no
ionicos siempre es mayor en las plantas con dichos tres genes TaPCS71, YCF1y CBP4, las dichas
plantas TYC, que en las plantas portadores solamente de dicho gen TaPCS1, las dichas plantas
TAP, y que en las plantas silvestres de la especie Nicofiana glauca.

15.- Uso de especies vegetales modificadas para la fitorremediacion intensificada de espacios
contaminados por vertidos accidentales o sistematicos de petrdleos crudos caracterizado por
cultivar dichos espacios contaminados con plantas de la especie Nicotiana glauca modificadas
segun las reivindicaciones 5 a 11 por ia introduccion de los genes TaPCS1, YCF1 y CBP4, las
dichas plantas TAP y TYC, o por cultivar dichos espacios con plantas silvestres de la especie
Nicotiana glauca, en donde dicho cultivo se realiza para concentraciones de emulsién de petrdleos
crudos en agua hasta 0-0,5%, y porque la tolerancia al petréleo crudo siempre es mayor en las
plantas modificadas con dichos genes TaPCS1, YCF1y CBP4, las dichas plantas TYC y TAP, que
en las plantas silvestres wt de la Nicotiana glauca.

16.- Uso de especies vegetales modificadas para la fitorremediacion intensificada de espacios
contaminados por vertidos accidentales o sistematicos de solventes de hidrocarburos, o productos
ligeros, medios o pesados de la refinacion de petroleos caracterizado por cultivar dichos espacios
contaminados con plantas de la especie Nicotiana glauca modificadas segun las reivindicaciones 5
a 11 por la introduccion de los genes TaPCS1, YCF1 y CBP4, las dichas plantas TAP, TYC o por
cultivar dichos espacios con plantas silvestres wt de la especie Nicotiana. glauca, en donde dicho
cultivo se realiza para concentraciones de emulsion de gasolina hasta 5%; dicho cuitivo se realiza
para concentraciones de emulsién de gasodleo hasta 0,50%; y dicho cultivo se realiza para
concentraciones de emulsién de mezcla de aceites lubricantes usados hasta 10%.
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17.- Uso de especies vegetales modificadas para la fitorremediacion intensificada de espacios
contaminados con iones sodio en condiciones de aguas salobres, infiltraciones de aguas marinas
en suelos, caracterizado por cultivar dichos espacios contaminados con plantas de la especie
Nicotiana glauca modificadas segun las reivindicaciones 5 a 11 por la introduccidén de los genes
TaPCS1, YCF1y CBP4, las dichas plantas TAP, TYC, o por cultivar dichos espacios con plantas
silvestres de la especie N. glauca en donde dicho cultivo se realiza para concentraciones de i6n

sodio hasta 125 mM en aguas salobres, € incluso hasta 500 mM en infiltraciones de agua marina.

18.- Uso de especies vegetales modificadas para la fitorremediacion intensificada de espacios
degradados por enfermedades que afectan especies vegetales caracterizado por cultivar dichos
espacios degradados por enfermedades, con plantas de 1a especie Nicotiana glauca modificadas
segun las reivindicaciones 5 a 11 por la introduccioén de los genes TaPCS1, YCF1 y CBP4, las
dichas plantas TAP, TYC, o por cultivar dichos espacios con plantas silvestres de la especie N.
glauca.

19.- Uso de especies vegetales modificadas para la fitorremediacion intensificada de espacios
desérticos a temperaturas ambiente elevadas caracterizado por cultivar dichos espacios
desérticos con plantas de la especie Nicotiana glauca modificadas segun las reivindicaciones 5 a
11 por la introduccion de los genes TaPCS1, YCF1 y CBP4 las dichas plantas TAP, TYC, o por
cultivar dichos espacios con plantas silvestres de la especie N. glauca a dichas temperaturas
promedios elevadas.
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Metros
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Acumulaciéon de NaCl en raiz
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didmetro de necrosis (mim)
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RESUMEN

La invencidn se refiere a la busqueda, seleccién y modificacion genética de especies vegetales
silvestres, mas aun consiste en la definicidon del efecto de la introduccién de varios genes en las
propiedades para 'a fitorremediacion de las especies vegetales modelo Populus tremula x
tremuloides cv. Etropole proposed para terrenos humedos, y Nicotiana glauca para terrenos
secos. Las especies de partida usadas para la modificacién genética son dei tipo sifvestre (wi),
seleccionadas entre espacios contaminados especificos. La modificacidon genética de la
especie Popufus tremula x tremuloides cv. Etropole consiste en la introduccién de los genes
TAPCS1 y AtPCS1, y del gen YCF en una segunda etapa. La modificaciéon genética de Ia
Nicotiana glauca consiste en la introduccién de los genes TaPCS7 e YCF, o de los genes
TaPCS1, YCF1y CBP4. La modificacién aumenta la produccion de biomasa; y al mismo tiempo
la tolerancia a los elementos pesados o radiactivos de diferente toxicidad; a los detergentes
industriales y domésticos; aumenta la tolerancia a los derrames de petroleos crudos y solventes
hidrocarbonados, o a los productos de la refinacion de petréleos, ligeros, medios o pesados;
aumenta la fitorremediacién de espacios contaminados con iones sodio en condiciones de
aguas salobres, infiltraciones de agua de mar en los suelos; las especies propuestas aumentan
la tolerancia a las enfermedades de las especies vegetales; y a la baja humedad y altas
temperaturas ambientales de los espacios desérticos.
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