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DESCRIPCIÓN 

Fosfopanteteinil transferasas de bacterias 

Antecedentes de la invención 

Campo de la invención 

La invención se refiere en general a fosfopanteteinil transferasas que están implicadas en la activación de una 5 
poliquétido sintasa para sintetizar ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga (tales como ácido 
docosahexaenoico y ácido eicosapentaenoico). 

Descripción de la técnica relacionada 

Los productos principales de la biosíntesis de ácidos grasos en la mayoría de los organismos son compuestos de 16 
y 18 carbonos. La relación relativa de longitudes de cadena y grado de insaturación de estos ácidos grasos varía 10 
ampliamente entre especies. Los mamíferos, por ejemplo, producen principalmente ácidos grasos saturados y 
monoinsaturados, mientras que la mayoría de las plantas superiores producen ácidos grasos con uno, dos o tres 
dobles enlaces, comprendiendo los dos últimos ácidos grasos poliinsaturados (PUFA). Los PUFA de cadena muy 
larga tales como ácido docosahexaenoico (DHA, 22:6) y ácido eicosapentaenoico (EPA, 20:5) se han notificado a 
partir de varias especies de bacterias marinas, incluyendo Moritella (Vibrio) marina y Shewanella sp. (patente de los 15 
Estados Unidos 6.140.486) y a partir de algas marinas tales como Schizochytrium sp. y Thraustochytrium sp. 
(publicación de patente de los Estados Unidos 20040235127). 

Dos familias principales de PUFA son los ácidos grasos omega-3 (también representados como ácidos grasos “n-
3”), mostrados a modo de ejemplo por el ácido docosahexaenoico y los ácidos grasos omega-6 (también 
representados como ácidos grasos “n-6”), mostrados a modo de ejemplo por ácido araquidónico (ARA, 20:4). Los 20 
PUFA son componentes importantes de la membrana plasmática de la célula y el tejido adiposo, en los que pueden 
encontrarse en fosfolípidos y triglicéridos, respectivamente. Los PUFA son necesarios para el desarrollo apropiado 
en los mamíferos, particularmente en el cerebro en desarrollo de los niños, y para la formación y reparación tisular. 

Varios trastornos responden al tratamiento con PUFA. Se ha demostrado que la complementación con PUFA reduce 
la tasa de reestenosis después de una angioplastia. Los beneficios para la salud de ciertos ácidos grasos omega-3 25 
alimenticios para la enfermedad cardiovascular y artritis reumatoide también se han documentado ampliamente 
(Simopoulos, 1997; James y col., 2000). Además, los PUFA se han sugerido para su uso en tratamientos para el 
asma y la psoriasis. La evidencia indica que los PUFA pueden estar implicados en el metabolismo del calcio, lo que 
sugiere que los PUFA pueden ser útiles en el tratamiento o la prevención de la osteoporosis y de piedras del riñón o 
de las vías urinarias. 30 

La mayor parte de la evidencia para los beneficios para la salud se aplica a las grasa omega-3 de cadena larga, EPA 
y DHA, que se encuentran en el pescado y el aceite de pescado. Con esta base de evidencia, las autoridades 
sanitarias y los nutricionistas de Canadá (Scientific Review Committee, 1990, Nutrition Recommendations, Minister 
of National Health and Welfare, Canadá, Ottowa), Europa (de Deckerer y col., 1998), el Reino Unido (The British 
Nutrition Foundation, 1992, Unsaturated fatty-acids - nutritional and physiological significance: The report of the 35 
British Nutrition Foundation’s Task Force, Chapman and Hall, Londres), y los Estados Unidos (Simopoulos y col., 
1999) han recomendado un aumento en el consumo alimenticio de estos PUFA. 

Los principales PUFA de cadena larga de importancia incluyen DHA y EPA, que se encuentran principalmente en 
diferentes tipos de aceite de pescado, y ARA, que se hallan en hongos filamentosos tales como Mortierella. Para 
DHA, existen varias fuentes para la producción comercial que incluyen una variedad de organismos marinos, los 40 
aceites a partir de pescado marino de agua fría, y fracciones de yema de huevo. Sin embargo, hay graves 
desventajas asociadas con la producción comercial de los PUFA a partir de fuentes naturales. Las fuentes naturales 
de PUFA, tales como animales y hongos, tienden a tener composiciones de aceite altamente heterogéneas. Los 
aceites obtenidos a partir de estas fuentes pueden requerir por lo tanto una purificación extensiva para separar uno o 
más PUFA deseados o para producir un aceite que está enriquecido en uno o más PUFA. 45 

Las fuentes naturales de PUFA se someten también a fluctuaciones controlables en disponibilidad. Las reservas de 
pescado pueden experimentar una variación natural o pueden agotarse por sobrepesca. Además, incluso con una 
evidencia abrumadora de sus beneficios terapéuticos, las recomendaciones alimenticias con respecto a los ácidos 
grasos omega-3 no han sido atendidas. Los aceites de pescado tiene sabores y olores desagradables, que pueden 
ser imposibles de separar de manera económica del producto deseado, y pueden hacer que tales productos sean 50 
inaceptables como complementos alimenticios. Los aceites animales, y particularmente los aceites de pescado, 
pueden acumular contaminantes ambientales. Los alimentos pueden estar enriquecidos con aceites de pescado 
pero, de nuevo, tal enriquecimiento es problemático debido al coste y a la disminución de las reservas de pescado a 
nivel mundial. Este problema es también un impedimento para el consumo y la toma de un pescado entero. No 
obstante, si las comunidades adoptaran los mensajes sanitarios para aumentar el consumo de pescado, existiría un 55 
problema a la hora de satisfacer la demanda de pescado. Además, existen problemas con la sostenibilidad de esta 
industria, lo que se basa enormemente en reservas naturales de pescado para pienso de acuicultura (Naylor y col., 
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2000). 

Otras limitaciones naturales favorecen un enfoque novedoso para la producción de ácidos grasos omega-3. Las 
condiciones climáticas y la enfermedad pueden provocar una fluctuación en las producciones de pescado. La 
fermentación a gran escala de organismos tales como Mortierella es cara. Los tejidos animales naturales contienen 
bajas cantidades de ARA y son difíciles de procesar. Microorganismos tales como Porphyridium y Mortierella son 5 
difíciles de cultivar a escala comercial. 

Varios microorganismos marinos producen PUFA de cadena muy larga tales como DHA y EPA mediante un 
mecanismo de poliquétido sintasa (PKS). Las PKS son complejos enzimáticos compuestos por polipéptidos 
multifuncionales que catalizan la síntesis de moléculas complejas a partir de sustratos simples de manera iterativa. 
Las PKS se conocen bien en la técnica y pueden hallarse numerosos ejemplos de tales secuencias en la 10 
bibliografía. En Moritella marina, una PKS sintetiza DHA a partir de malonil-CoA y acetil-CoA. Para activar esta PKS, 
se requiere una fosfopanteteinil transferasa. 

Las fosfopanteteinil transferasas (Ppt) catalizan la activación postraduccional de proteínas portadoras, ácido graso 
sintasas, poliquétido sintasas, y polipéptido sintetasas no ribosómicas mediante la unión covalente del resto de 4’-
fosfopanteteína de coenzima A a un residuo de serina conservado, una reacción que se requiere para la biosíntesis 15 
de productos naturales incluyendo ácidos grasos, poliquétidos, y péptidos no ribosómicos. Las Ppt se han clasificado 
según su especificidad de proteína portadora. En organismos que contienen rutas que requieren múltiples 
fosfopanteteínas, se ha sugerido que cada ruta tiene su propia Ppt. Aunque la PKS de M. marina se ha clonado 
(patente de los Estados Unidos N.º 6,140,486 (Facciotti y col.)), no se halló la Ppt. Allen y Bartlett (2002) afirmaron 
que no pudieron clonar un gen de Ppt a partir de Moritella. 20 

Se han intentado varios enfoques para la producción de DHA y EPA en plantas (documento WO05103253A1 (Singh 
y col.), documento WO04071467A2 (Kinney y col.)). Estos enfoques tenían en común el uso por etapas de 
desaturasas/elongasas. Este enfoque tiene la desventaja de usar 6-8 genes y lleva a la acumulación de productos 
intermedios, un resultado potencialmente indeseable. Usando un enfoque de PKS/Ppt, el número de transgenes 
requerido sería menor (4-5) y no se espera la acumulación de productos intermedios. 25 

Por tanto, sería ventajoso obtener material genético implicado en la biosíntesis de PUPA de cadena larga y expresar 
el material aislado en un sistema vegetal, en particular, un sistema vegetal de cultivo terrestre con base de tierra, 
que puede manipularse para proporcionar una producción de cantidades comerciales de uno o más PUFA. Existe 
también una necesidad de aumentar el consumo de ácidos grasos omega-3 en seres humanos y animales. Por lo 
tanto existe una necesidad de proporcionar una amplia gama de alimentos enriquecidos en omega 3 y 30 
complementos alimenticios de modo que los sujetos puedan elegir pienso, ingredientes de pienso, alimento e 
ingredientes de alimento que se adecuen a sus hábitos alimenticios habituales. Particularmente ventajosos serían 
aceites de semillas con DHA o EPA aumentados. 

Actualmente existe sólo un ácido graso omega-3, ALA, disponible en los aceites vegetales. Sin embargo, hay una 
mala conversión del ALA ingerido en ácidos grasos omega-3 de cadena larga tales como EPA y DHA. Se ha 35 
demostrado, en la publicación estadounidense en tramitación junto con la presente N.º 20040039058 para 
“Tratamiento y prevención de trastornos inflamatorios”, que elevar el consumo de ALA desde el promedio de la 
comunidad de 1 g/día hasta 14 g/día mediante el uso de aceite de linaza sólo aumentaba con moderación los niveles 
de EPA de fosfolípidos en plasma. Un aumento de 14 veces en el consumo de ALA daba como resultado un 
aumento de 2 veces en EPA de fosfolípidos en plasma (Manzioris y col., 1994). Por tanto, con ese fin, existe una 40 
necesidad de una producción de PUFA eficaz y comercialmente viable usando un complejo de síntesis de 
poliquétido y las Ppt que activan el complejo, genes que codifican para la Ppt, y procedimientos recombinantes de su 
producción. Por lo tanto, existe una necesidad de aceites que contienen mayores proporciones relativas de DHA o 
EPA, y composiciones y complementos alimenticios que los contienen. Por lo tanto existe una necesidad de 
procedimientos fiables y económicos de producción de PUFA específicos. Los aceites derivados de cultivos de 45 
semillas de aceite tales como canola, soja, maíz, girasol o linaza, que expresan un complejo de PKS bacteriano, 
están enriquecidos en un PUFA de cadena larga, DHA o EPA. Tales aceites pueden usarse para producir alimentos 
y complementos alimenticios enriquecidos en ácidos grasos omega-3 y el consumo de tales alimentos aumenta de 
manera eficaz los niveles tisulares de EPA y DHA. Alimentos y productos alimenticios, tales como la leche, 
margarina y embutidos, todos fabricados o preparados con aceites enriquecidos en omega-3, darán como resultado 50 
beneficios terapéuticos. Por tanto, existe una gran necesidad de ácidos nucleicos novedosos de fosfopanteteinil 
transferasas que puedan activar PKS para su uso en plantas de cultivo transgénicas con aceites enriquecidos en 
PUFA, así como los aceites mejorados producidos de ese modo. 

Sumario de la invención 

En un aspecto, la invención proporciona ácidos nucleicos aislados que codifican para un polipéptido con actividad 55 
fosfopanteteinil transferasa. Éstos pueden usarse para transformar células o modificar la composición de ácido graso 
de una planta o el aceite producido por una planta. Una realización de la invención es una secuencia de 
polinucleótido aislado seleccionada del grupo que consiste en (a) un polinucleótido que hibrida con la SEQ ID NO:6 
o la SEQ ID NO:8, o un complemento del mismo, en condiciones de 5X SSC, formamida al 50 % y 42 °C; (b) un 
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polinucleótido que codifica para la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7; y (c) un 
polinucleótido que codifica para un polipéptido con al menos un 75 % de identidad de secuencia con la secuencia de 
polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7. En ciertas realizaciones adicionales de la invención, los 
polinucleótidos codifican para un polipéptido que tiene al menos un 80 %, un 85 % o un 90 % de identidad de 
secuencia con la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7, incluyendo al menos 5 
aproximadamente un 82 %, un 87 %, un 89 %, un 92 %, un 95 %, un 98 % y un 99 % de identidad con estas 
secuencias. Los expertos en la técnica reconocerán que, en cuanto a que estas secuencias están relacionadas, un 
polipéptido dado puede compartir simultáneamente un 90 % o mayor de homología con más de una de estas 
secuencias de polipéptido. En una realización adicional, el polipéptido codificado tiene actividad fosfopanteteinil 
transferasa. 10 

Aún en otro aspecto más, la invención proporciona un constructo de ADN que comprende un promotor heterólogo 
operativamente unido con una molécula de ADN que codifica para un polipéptido que tiene actividad fosfopanteteinil 
transferasa, en el que la molécula de ADN se selecciona de el grupo que consiste en: (a) un polinucleótido que 
codifica para la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7; (b) un polinucleótido que hibrida con 
la SEQ ID NO:6 o la SEQ ID NO:8, o un complemento del mismo, en condiciones de 5X SSC, formamida al 50 % y 15 
42 °C; y (c) un polinucleótido que codifica para un polipéptido con al menos un 75 % de identidad de secuencia con 
la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7. En otras realizaciones, el promotor es funcional 
en una célula procariota o una célula eucariota. En ciertas realizaciones, la célula eucariota en la que el promotor es 
funcional es una célula vegetal. En una realización adicional, el promotor es un promotor potenciado en semillas. 

Aún todavía más en otro aspecto, la invención proporciona una célula huésped transformada con un constructo de 20 
ADN que comprende un promotor heterólogo operativamente unido con una molécula de ADN que codifica para un 
polipéptido que tiene actividad fosfopanteteinil transferasa proporcionado por la invención. En otra realización, la 
célula huésped comprende además un promotor heterólogo operativamente unido con una molécula de ADN que 
codifica para un polipéptido de poliquétido sintasa que comprende un sitio de unión a fosfopanteteína. En una 
realización adicional, la molécula de ADN que codifica para un polipéptido de poliquétido sintasa que comprende un 25 
sitio de unión a fosfopanteteína es de Moritella marina. Aún en otra realización, la molécula de ADN codifica para un 
polipéptido de poliquétido sintasa con al menos un 70 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 19, o 
cualquier poliquétido sintasa conocida tal como se describe a continuación en el presente documento. La célula 
huésped puede ser una célula vegetal, fúngica o bacteriana. 

Aún todavía más en otro aspecto, la invención proporciona una planta y su progenie compuesta por las células 30 
huésped transformadas con un constructo de ADN que comprende un promotor heterólogo operativamente unido 
con una molécula de ADN que codifica para un polipéptido que tiene actividad fosfopanteteinil transferasa 
proporcionado en el presente documento. Una planta de este tipo puede definirse porque comprende un 
metabolismo de ácidos grasos alterado con respecto a una planta del mismo genotipo que carece del constructo de 
ADN. En una realización, la planta se selecciona del grupo que consiste en canola, Brassica campestris, colza, 35 
nabina, soja, crambe, mostaza, semilla de ricino, cacahuete, sésamo, semilla de algodón, semilla de lino, cártamo, 
palma de aceite, linaza, girasol, maíz, arroz, cebada, mijo, centeno, trigo, avena, alfalfa y sorgo. La invención 
proporciona también semilla, aceite y sémola producidos a partir de la planta, que se define porque comprende una 
molécula de ADN detectable o polipéptido proporcionado por la invención. Adicionalmente, la invención proporciona 
composiciones de pienso para animales y alimento para seres humanos. 40 

Aún todavía más en otro aspecto, la invención proporciona un procedimiento de preparación de un aceite vegetal 
que contiene ácido docosahexaenoico y/o ácido eicosapentaenoico que comprende las etapas de (a) cultivar una 
planta que comprende la célula huésped de la invención que comprende además una poliquétido sintasa; (b) 
producir semilla; (c) y procesar la semilla para obtener aceite. 

Breve descripción de las figuras 45 

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente 
ciertos aspectos de la presente invención. La invención puede entenderse mejor mediante referencia a uno o más de 
estos dibujos en combinación con la descripción detallada de realizaciones específicas representadas en el presente 
documento. 

La figura 1 muestra un mapa del vector pMON68081. 50 

La figura 2 muestra un mapa del vector pMON68080. 

La figura 3 muestra un mapa del vector pMON94547. 

La figura 4 muestra un mapa del vector pMON94544. 

La figura 5 muestra un mapa del vector pMON94534. 

La figura 6 muestra un mapa del vector pMON68084. 55 
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La figura 7 muestra un mapa del vector pMON68085. 

La figura 8 muestra un mapa del vector pMON97063. 

La figura 9 muestra un mapa del vector pMON94563. 

La figura 10 muestra un mapa del vector pMON97066. 

La figura 11 muestra un mapa del vector pMON96401. 5 

La figura 12 muestra un mapa del vector pMON78528. 

Descripción detallada de la invención 

La invención supera las limitaciones de la técnica anterior proporcionando procedimientos y composiciones para la 
creación de plantas con un contenido en DHA y/o EPA mejorado. La modificación del contenido en ácido graso de 
un organismo tal como una planta presenta muchas ventajas, incluyendo una mejora en la nutrición y en los 10 
beneficios para la salud. La modificación del contenido en ácido graso puede usarse para lograr niveles beneficiosos 
de DHA y/o EPA en plantas, partes de planta, y productos vegetales, incluyendo aceites de semilla vegetal así como 
bacterias y hongos. Por ejemplo, cuando se produce DHA en el tejido de semilla de una planta, el aceite puede 
aislarse a partir de las semillas, dando como resultado normalmente un aceite que contiene DHA, que puede usarse 
a su vez para proporcionar características beneficiosas en productos alimenticios y otros productos. 15 

Varios aspectos de la invención incluyen procedimientos y composiciones para la modificación de contenido en 
PUFA de una célula, por ejemplo, la modificación del contenido en PUPA de una célula o células vegetal(es). Las 
composiciones relacionadas con la invención incluyen secuencias de polinucleótido aislado novedosas, constructos 
de ADN y plantas y/o partes de planta transformadas mediante polinucleótidos de la invención. Pueden manipularse 
células huésped para expresar un polinucleótido que codificar para polipéptido de fosfopanteteinil transferasa que 20 
cataliza la panteteinilación de un sitio de unión a fosfopanteteína de otro polipéptido. 

Las siguientes definiciones se proporcionan como una ayuda para entender esta invención. Las expresiones 
“secuencia de ADN”, “secuencia de ácido nucleico”, “molécula de ácido nucleico”, y “segmento de ácido nucleico” se 
refieren a una estructura física que comprende una disposición ordenada de nucleótidos. La secuencia, segmento de 
ADN, o secuencia de nucleótidos puede estar contenida dentro de una molécula de nucleótidos más grande, vector, 25 
o similar. Además, la disposición ordenada de ácidos nucleicos en estas secuencias puede representarse en forma 
de una lista de secuencias, figura, tabla, medio electrónico o similares. 

Las expresiones “secuencia codificante”, “región codificante”, “secuencia estructural”, y “secuencia estructural de 
ácido nucleico” se refieren a todo o un segmento de una secuencia de ADN, secuencia de ácido nucleico, molécula 
de ácido nucleico en los que los nucleótidos están dispuestos en una serie de tripletes que forman cada uno un 30 
codón. Cada codón codifica para un aminoácido específico. Por tanto, la secuencia codificante, región codificante, 
secuencia estructural y secuencia estructural de ácido nucleico codifican para una serie de aminoácidos que forman 
una proteína, un polipéptido o una secuencia de péptido. La secuencia codificante, región codificante, secuencia 
estructural, y secuencia estructural de ácido nucleico pueden estar contenidas dentro de una molécula más grande 
de ácido nucleico, vector, o similar. Además, la disposición de nucleótidos en estas secuencias puede representarse 35 
en forma de una lista de secuencias, figura, tabla, medio electrónico, o similar. 

El término “ADNc” se refiere a un ADN bicatenario que es complementario a y que se deriva del ARNm. 

“Expresión” se refiere al proceso mediante el que la información codificada de un gen se convierte en estructuras 
presentes y que operan en la célula. Los genes expresados incluyen aquéllos que se transcriben en ARN y luego se 
traducen en proteína y aquéllos que se transcriben en ARN pero no se traducen en proteína (por ejemplo, ARN de 40 
transferencia y ARN ribosómico). 

Tal como se usa en el presente documento, “gen” se refiere a un fragmento de ácido nucleico que expresa una 
proteína específica, incluyendo secuencias reguladoras que preceden a (secuencias no codificantes en sentido de 
5’) y que siguen a (secuencias no codificantes en sentido de 3’) la secuencia codificante. “Gen nativo” se refiere a un 
gen tal como se encuentra la naturaleza con sus secuencias reguladoras propias. “Gen quimérico” se refiere a 45 
cualquier gen que no es un gen nativo, que comprende secuencias reguladoras y secuencias codificantes que no se 
encuentran juntas en la naturaleza. Por consiguiente, un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras y 
secuencias codificantes que se derivan de diferentes fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificantes 
derivadas de la misma fuente, pero dispuestas de una manera diferente a la que se encuentran en la naturaleza. 
“Gen endógeno” se refiere a un gen nativo en su ubicación natural en el genoma de un organismo. Un gen 50 
“exógeno” o “transgén” se refieren a un gen que se ha introducido en el genoma mediante un procedimiento de 
transformación. Un transgén incluye ADN genómico introducido mediante un procedimiento de transformación (por 
ejemplo, un ADN genómico unido a su promotor activo). 
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“Heterólogo” se refiere a la relación entre 2 o más secuencias de ácido nucleico o de proteína que se derivan de 
diferentes fuentes. Por ejemplo, un promotor es heterólogo con respecto a una secuencia codificante si normalmente 
no se encuentra en la naturaleza una combinación de este tipo. Además, una secuencia de ácido nucleico particular 
puede ser “heteróloga” con respecto a una célula u organismo en el que se inserta si no se produce de manera 
natural en una célula o un organismo particular. 5 

“Homología de secuencia” se refiere al nivel de similitud entre 2 o más secuencias de ácido nucleico o de 
aminoácidos en cuanto al porcentaje de identidad de posición. El término homología se usa también para referirse al 
concepto de propiedades funcionales similares entre ácidos nucleicos o proteínas diferentes. 

“Hibridación” se refiere a la capacidad de una primera hebra de ácido nucleico para unirse con una segunda hebra a 
través de apareamiento de bases por puentes de hidrógeno cuando las hebras de ácido nucleico tienen una 10 
complementariedad de secuencia suficiente. Tal como se usa en el presente documento, se dice que una molécula 
de ácido nucleico es el “complemento” de otra molécula de ácido nucleico si muestran complementariedad completa. 
Tal como se usa en el presente documento, se dice que las moléculas presentan “complementariedad completa” 
cuando cada nucleótido de una de las moléculas es complementario a un nucleótido de la otra. Por lo tanto, se dice 
que 2 hebras de ácido nucleico tienen suficiente complementariedad cuando pueden hibridar entre sí con estabilidad 15 
suficiente para permitirles permanecer hibridadas entre sí en condiciones apropiadas.  

Tal como se usa en el presente documento, el término “homología” se refiere al nivel de similitud o el porcentaje de 
identidad entre secuencias de polinucleótido en cuanto al porcentaje de identidad de posición de nucleótidos, es 
decir, la similitud o identidad de secuencia. Tal como se usa en el presente documento, el término homología se 
refiere también al concepto de propiedades funcionales similares entre moléculas de polinucleótido diferentes. Las 20 
moléculas de polinucleótido son homólogas cuando en ciertas condiciones hibridan específicamente para formar una 
molécula doble. En estas condiciones, denominadas condiciones restrictivas, puede usarse una molécula de 
polinucleótido como sonda o cebador para identificar otras moléculas de polinucleótido que comparten homología. 
La expresión “condiciones rigurosas” se define funcionalmente con respecto a la hibridación de una sonda de ácido 
nucleico con un ácido nucleico diana (es decir, con una secuencia de ácido nucleico particular de interés) mediante 25 
un procedimiento de hibridación específico, por ejemplo, comentado en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3ª 
edición, volúmenes 1, 2, y 3. J. F. Sambrook, D. W. Russell, y N. Irwin, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2000 
(Sambrook y col.). Por consiguiente, las secuencias de nucleótidos proporcionadas por la invención pueden usarse 
por su capacidad de formar selectivamente moléculas dobles con tramos complementarios de fragmentos de 
molécula de polinucleótido. Dependiendo de la aplicación prevista, sería deseable emplear condiciones variables de 30 
hibridación para lograr grados variables de selectividad de sonda hacia la secuencia diana. Para aplicaciones que 
requieren una alta selectividad, sería deseable normalmente emplear condiciones rigurosas relativamente altas para 
formar los híbridos, por ejemplo, se seleccionarán condiciones de sal relativamente bajas y/o condiciones de 
temperatura alta, tal como se proporcionan mediante NaCl de aproximadamente 0,02 M a aproximadamente 0,15 M 
a temperaturas de aproximadamente 50 °C a aproximadamente 70 °C. Una condición rigurosa alta, por ejemplo, es 35 
lavar el filtro de hibridación al menos dos veces con tampón de lavado de alta rigurosidad (0,2 x SSC, SDS al 0,1 %, 
65 °C). Adicionalmente, puede usarse formamida para aumentar la rigurosidad. Las condiciones de alta rigurosidad 
por tanto incluyen también 5X SSC, formamida al 50 % y 42 °C. La detección de moléculas de polinucleótido a 
través de hibridación la conoce bien los expertos en la técnica, y las enseñanzas de la patente de los Estados 
Unidos N.os 4.965.188 y 5.176.995 son ejemplos de los procedimientos de análisis de hibridación. 40 

La expresión “aislado” significa que se ha retirado de su medio natural, independientemente de su disposición 
eventual. Por ejemplo, una secuencia de ácido nucleico “aislada” de arroz, tal como mediante clonación a partir de 
una célula de arroz, queda “aislada” cuando se inserta en el genoma de una célula de maíz. 

La expresión “operativamente unido” se refiere a la disposición espacial de dos o más regiones de ácido nucleico o 
secuencias de ácido nucleico de modo que ejercen sus efectos apropiados uno con respecto a otro. Por ejemplo, 45 
una región de promotor puede situarse con respecto a una secuencia de ácido nucleico de modo que la transcripción 
de la secuencia de ácido nucleico se dirija por la región de promotor. La región de promotor y la secuencia de ácido 
nucleico están “operativamente unidas.” 

La expresión “fosfopanteteinil transferasa o PPT” se refiere a una enzima que cataliza la activación postraduccional 
de proteínas portadoras, por ejemplo, un polipéptido de una poliquétido sintasa, mediante la unión covalente del 50 
resto de 4’-fosfopanteteína de coenzima A a un residuo de serina conservado. 

La expresión “poliquétido sintasa” se refiere a un complejo de enzima compuesto por polipéptidos multifuncionales 
que catalizan la síntesis de moléculas complejas a partir de sustratos simples de una manera iterativa. En Moritella 
marina, un complejo de PKS sintetiza DHA a partir de malonil-CoA y acetil-CoA). Por ejemplo, en M. marina, la PKS 
contiene 4 polipéptidos codificados por los marcos de lectura abiertos Orf5, Orf6, Orf7 y Orf8 (Metz y col., 2001), que 55 
se describen como Orf6, Orf7, Orf8, y Orf9 en la patente de los Estados Unidos 6,140,486, respectivamente. Para 
activar este complejo, se requiere una fosfopanteteinil transferasa para pantetenilar el polipéptido codificado por 
Orf5. El complejo de PKS de Shewanella sp. SCRC2738 sintetiza EPA (Metz y col., 2001). 
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“En sentido de 5’” y “en sentido de 3’” son expresiones de posición que se usan con referencia a la ubicación de una 
secuencia de nucleótidos y la dirección de transcripción o traducción de secuencias codificantes, que normalmente 
avanza en la dirección de 5’ a 3’. 

Las expresiones “promotor” o “región de promotor” se refieren a una secuencia de ácido nucleico, que se encuentra 
habitualmente en sentido de 5’ (en 5’) con respecto a una secuencia codificante, que puede dirigir la transcripción de 5 
una secuencia de ácido nucleico en una molécula de ARN. El promotor o región de promotor proporciona 
normalmente a sitio de reconocimiento para ARN polimerasa y los otros factores necesarios para un inicio apropiado 
de la transcripción. Tal como se contempla en el presente documento, un promotor o región de promotor incluye 
variaciones de promotores derivados mediante inserción o deleción de regiones reguladoras, sometiendo el 
promotor a mutagénesis al azar o dirigida al sitio, y similares. La actividad o la fuerza de un promotor pueden 10 
medirse en cuanto a las cantidades de ARN que produce, o la cantidad de acumulación de proteína en una célula o 
tejido, con respecto a un segundo promotor que se mide de manera similar. 

La expresión “secuencias no codificantes en sentido de 3’” se refiere a secuencias de nucleótidos ubicadas en 
sentido de 3’ de una secuencia codificante e incluyen secuencias de reconocimiento de poliadenilación y otras 
secuencias que codifican para señales reguladoras que pueden afectar al procesamiento de ARNm o la expresión 15 
génica. Éstas se denominan comúnmente regiones no traducidas en sentido de 3’ o UTR en 3’. La señal de 
poliadenilación se caracteriza habitualmente porque afecta la adición de tramos de ácido poliadenílico al extremo 3’ 
del precursor de ARNm. El uso de secuencias no codificantes en sentido de 3’ diferentes se muestra a modo de 
ejemplo por Ingelbrecht y col. (1989). 

“Secuencia líder de traducción” o “región no traducida en sentido de 5’” o “UTR en 5’” se refieren todas a una 20 
secuencia de nucleótidos ubicada entre la secuencia de promotor de un gen y la secuencia codificante. La UTR en 5’ 
está presente en el ARNm completamente procesado en sentido de 5’ de la secuencia de iniciación de la traducción. 
La UTR en 5’ puede afectar al procesamiento del transcrito primario a ARNm, la estabilidad del ARNm o la eficacia 
de traducción. Se han descrito ejemplos de secuencias líder de traducción (Turner y Foster, 1995). 

“Transcrito de ARN” se refiere al producto que resulta de la transcripción catalizada por polimerasa de ARN de una 25 
secuencia de ADN. Cuando el transcrito de ARN es una copia complementaria perfecta de la secuencia de ADN, se 
denomina transcrito primario. Una secuencia de ARN derivada del procesamiento prostranscripcional del transcrito 
primario se denomina el ARN maduro. “ARN mensajero” (ARNm) se refiere al ARN que está sin intrones y que 
puede traducirse en polipéptido por la célula. 

“Constructo de ADN” se refiere a los elementos genéticos heterólogos operativamente unidos entre sí que 30 
constituyen una molécula de ADN recombinante y pueden comprender elementos que proporcionan la expresión de 
una molécula de ADN polinucleótido en una célula huésped y elementos que proporcionan el mantenimiento del 
constructo. Un casete de expresión vegetal comprende la unión operable de elementos genéticos que cuando se 
transfieren a una célula vegetal proporciona la expresión de un producto génico deseable. 

“Vector recombinante” se refiere a cualquier agente mediante el que o en el que un ácido nucleico de interés se 35 
amplifica, se expresa, o se almacena, tal como un plásmido, cósmido, virus, secuencia de replicación autónoma, 
fago, o secuencia de nucleótidos de ARN o de ADN monocatenario lineal, monocatenario circular, bicatenario lineal, 
o bicatenario circular. El vector recombinante puede sintetizarse o derivarse a partir de cualquier fuente y puede 
realizar integración genómica o replicación autónoma. 

“Secuencia reguladora” se refiere a una secuencia de nucleótidos ubicada en sentido de 5’ (5’), dentro de, o en 40 
sentido de 3’ (3’) con respecto a una secuencia codificante, o un intrón, cuya presencia o ausencia afecta a la 
transcripción y expresión de la secuencia codificante. 

“Sustancialmente homólogo” se refiere a dos secuencias que son al menos aproximadamente un 90 % idénticas en 
secuencia, tal como se mide mediante el algoritmo CLUSTAL W en, por ejemplo DNAStar (Madison, WI). 

“Sustancialmente purificado” se refiere a una molécula separada de sustancialmente todas las demás moléculas 45 
normalmente asociadas con la misma en su estado nativo. Más preferentemente, una molécula sustancialmente 
purificada es una especie predominante presente en una preparación. Una molécula sustancialmente purificada 
puede estar más de aproximadamente un 60 % libre, de manera preferente aproximadamente un 75 % libre, de 
manera más preferente aproximadamente un 90 % libre, y de la manera más preferente aproximadamente un 95 % 
libre de las otras moléculas (excluyendo el disolvente) presentes en la mezcla natural. La expresión 50 
“sustancialmente purificado” no pretende abarcar las moléculas presentes en su estado nativo. Preferentemente, las 
moléculas de ácido nucleico y polipéptidos de esta invención están sustancialmente purificados. 

El término “transformación” se refiere a la introducción de ácido nucleico en un huésped receptor. La expresión 
“huésped” se refiere a células bacterianas, hongos, animales o células animales, plantas o semillas, o cualquier 
parte de planta o tejidos incluyendo células vegetales, protoplastos, callos, raíces, tubérculos, semillas, tallos, hojas, 55 
plántulas, embriones, y polen. 
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Tal como se usa en el presente documento, una “planta transgénica” es una planta que tiene introducido de manera 
estable en su genoma, por ejemplo, los genomas nucleares o de plasto, un ácido nucleico exógeno. 

El término “isogénico” como término comparativo entre plantas o líneas vegetales que tienen o que carecen de un 
transgén significa plantas o líneas que tienen los mismos o similares antecedentes genéticos, con la excepción del 
transgén en cuestión. Por ejemplo, las denominadas líneas hermanas que representan selecciones fenotípicamente 5 
similares o idénticas de la misma población de F2 parental se considera que son “isogénicas.” Cuando la progenie 
de una planta transformante estable se cruza y se retrocruza con las plantas de la línea parental sin transformar 
durante 3 a 6 generaciones (o más) usando el progenitor sin transformar como el progenitor recurrente mientras se 
selecciona el tipo (genotipo mediante análisis de marcador molecular, fenotipo mediante observación de campo, o 
ambos) y para el transgén, la línea transgénica resultante se considera que es altamente “isogénica” con respecto a 10 
su línea parental sin transformar. 

Se entiende que los términos “semillas”, “pepitas” y “grano” tienen significados equivalentes. El término pepita se usa 
frecuentemente en la descripción de la semilla de una planta de maíz o de arroz. En todas las plantas la semilla es el 
óvulo maduro que consiste en una cubierta de semilla, embrión, aleurona y un endosperma. 

Ácidos nucleicos que codifican para fosfopanteteinil transferasa 15 

La invención proporciona, en una realización, ácidos nucleicos novedosos que codifican para fosfopanteteinil 
transferasas a partir de Moritella marina. En ciertas realizaciones, los ácidos nucleicos comprenden las SEQ ID NO:6 
u 8. La invención proporciona también procedimientos de uso de tales ácidos nucleicos, incluyendo las SEQ ID NO:6 
y 8. En una realización, estas moléculas de ácido nucleico se usan en el contexto de esta invención para alterar la 
composición de aceite de una semilla a partir de una planta. 20 

Tal ácido nucleico puede amplificarse usando ADNc, ARNm o ADN genómico como molde y cebadores de 
oligonucleótido apropiados según técnicas de amplificación de PCR™ convencionales. Alternativamente, pueden 
sintetizarse usando técnicas sintéticas convencionales, tales como un sintetizador de ADN automatizado. Los 
polinucleótidos que codifican para las fosfopanteteinil transferasas deseadas pueden identificarse en una variedad 
de modos. Como ejemplo, una fuente de la fosfopanteteinil transferasa deseada, por ejemplo una biblioteca de 25 
Moritella, se selecciona con sondas sintetizadas enzimática o químicamente detectables, que pueden prepararse a 
partir de ADN, ARN, o nucleótidos que no se producen de manera natural, o mezclas de los mismos. Pueden 
sintetizarse sondas de manera enzimática a partir de polinucleótidos de fosfopanteteinil transferasas conocidas para 
procedimientos de hibridación de rigurosidad normal o reducida. También pueden usarse sondas de oligonucleótido 
para seleccionar fuentes y pueden basarse en secuencias de fosfopanteteinil transferasas conocidas, incluyendo 30 
secuencias conservadas entre fosfopanteteinil transferasas conocidas, o en secuencias de péptido obtenidas a partir 
de la proteína purificada deseada. Las sondas de oligonucleótido basadas en secuencias de aminoácido pueden 
degenerar para englobar la degeneración del código genético, o pueden desviarse a favor de los codones preferidos 
del organismo fuente. También pueden usarse oligonucleótidos como cebadores para PCR™ a partir de ARNm 
transcrito inverso a partir de una fuente conocida o una posible fuente; el producto de PCR™ puede ser el ADNc de 35 
longitud completa o puede usarse para generar una sonda para obtener el ADNc de longitud completa deseado. 
Alternativamente, una proteína deseada puede secuenciarse completamente y realizarse la síntesis total de un ADN 
que codifica con ese polipéptido. 

Una vez se ha aislado el ADNc o genómico deseado, puede secuenciarse mediante procedimientos conocidos. Se 
reconoce en la técnica que tales procedimientos están sujetos a errores, de modo que es de rutina la múltiple 40 
secuenciación de la misma región y se espera aún que lleve a tasas medibles de errores en la secuencia deducida 
resultante, particularmente en regiones que tienen dominios repetidos, estructura secundaria extensiva, o 
composiciones de bases inusuales, tales como regiones con alto contenido en bases GC. Cuando surgen 
discrepancias, puede efectuarse una resecuenciación y puede emplearse procedimientos especiales. Los 
procedimientos especiales pueden incluir condiciones de secuenciación alternas usando: diferentes temperaturas; 45 
diferentes enzimas; proteínas que alteran la capacidad de los oligonucleótidos para formar estructuras de orden 
superior; nucleótidos alterados tales como ITP o dGTP metilado; diferentes composiciones de gel, por ejemplo 
añadir formamida; diferentes cebadores o cebadores ubicados a diferentes distancias de la región; o diferentes 
moldes tales como ADN monocatenarios. También puede emplearse secuenciación de ARNm. 

Si se desea, las secuencias de ácidos nucleicos que codifican para fosfopanteteinil transferasas pueden modificarse 50 
sin cambiar la secuencia de aminoácidos resultante de la proteína expresada de modo que las secuencias sean más 
sensibles a la expresión en huéspedes vegetales. Una secuencia codificante puede ser una ADN artificial. Un ADN 
artificial, tal como se usa en el presente documento significa una molécula de ADN polinucleótido que no se produce 
de manera natural. Pueden diseñarse moléculas de ADN artificiales mediante una variedad de procedimientos, tales 
como, procedimientos conocidos en la técnica que se basan en sustituir el/los codón/codones de un primer 55 
polinucleótido para crear una segunda generación equivalente, o incluso una segunda generación mejorada, siendo 
útil este nuevo polinucleótido artificial para la expresión mejorada en plantas transgénicas. El aspecto de diseño 
emplea con frecuencia una tabla de uso de codones que se produce compilando la frecuencia de aparición de 
codones en una colección de secuencias codificantes aisladas de una planta, un tipo de planta, familia o género. 
Otros aspectos de diseño incluyen reducir la aparición de señales de poliadenilación, sitios de corte y empalme de 60 
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intrón, o tramos de AT o GC largos de secuencia (patente de los Estados Unidos 5.500.365). Secuencias 
codificantes de longitud completa o fragmentos de las mismas pueden prepararse de ADN artificial usando 
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Modificaciones de las secuencias de nucleótidos o 
elementos reguladores dados a conocer en el presente documento que mantienen las funciones que se contemplan 
en el presente documento se encuentran dentro del alcance de esta invención. Tales modificaciones incluyen 5 
inserciones, substituciones y deleciones, y específicamente substituciones que reflejan la degeneración del código 
genético. 

Los inventores han aislado secuencias de ADN a partir de Moritella marina que producen polipéptidos con actividad 
fosfopanteteinil transferasa. Las secuencias que codifican para las fosfopanteteinil transferasas pueden expresarse 
en plantas transgénicas, microorganismos o animales para efectuar la activación de una poliquétido sintasa. Otros 10 
polinucleótidos que son sustancialmente idénticos a los polinucleótidos de fosfopanteteinil transferasa 
proporcionados en el presente documento, o que codifican para polipéptidos que son sustancialmente idénticos a los 
polipéptidos de fosfopanteteinil transferasa, también pueden usarse. “Sustancialmente idéntico” se refiere a una 
secuencia de aminoácidos o secuencia de ácido nucleico que muestra, en orden creciente de preferencia, al menos 
un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 95 %, un 98 o un 99 % de identidad con la secuencia de polipéptido de 15 
fosfopanteteinil transferasa en la SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7 o secuencias que codifican para estos polipéptidos. 
Comparaciones de polipéptidos o polinucleótidos pueden llevarse a cabo usando software de análisis de secuencias, 
por ejemplo, el paquete de software de análisis de secuencias del paquete de GCG Wisconsin (Accelrys, San Diego, 
CA) y MEGAlign (DNAStar, Inc., 1228 S. Park St., Madison, Wis. 53715). Tal software empareja secuencias 
similares asignando grados de similitud o de identidad. 20 

Constructos de ADN 

La invención proporciona constructos de ADN que comprenden un promotor heterólogo operativamente unido con 
un ácido nucleico que se describe en el presente documento. La selección de promotores, por ejemplo, promotores 
que puede describirse que se expresan fuertemente, que se expresan débilmente, que se expresan de manera 
inducida, que se expresan de manera potenciada en tejido (es decir, que se expresan de manera específica o 25 
preferencial en un tejido), que se expresan de manera potenciada en órganos (es decir, que se expresan de manera 
específica o preferente en un órgano) y que se expresan de manera potenciada en cuanto al desarrollo (es decir, 
que se expresan de manera específica o preferente durante una/unas fase(s) particular(es) del desarrollo), se 
encuentra dentro de la experiencia en la técnica. De manera similar, la combinación de una molécula de ácido 
nucleico tal como se describió anteriormente con un promotor se encuentra también dentro de la experiencia en la 30 
técnica (véase, por ejemplo, Sambrook y col., 1989). 

Los promotores para su uso con la invención incluyen, pero no se limitan a, promotores que funcionan en bacterias, 
bacteriófagos, hongos o células vegetales. Promotores útiles para la expresión bacteriana son los promotores lacZ, 
Sp6, T7, T5 o glgC de E. coli. Los promotores útiles para hongos incluyen Gall de Saccharomyces cerevisiae (West, 
y col. (1984)), nmtl de Saccharomyces pombe (Maundrell, K. (1990)), ccg-1 de Neurospora crassa (Freitag M y 35 
Selker EU (2005)) y AUG1 de Pichia methanolica (Invitrogen). Los promotores útiles para células vegetales incluyen 
el promotor gamma zeína Z27 (véase, por ejemplo, Lopes y col. (1995), promotor de oleosina L3 (patente de los 
Estados Unidos N.º 6.433.252), promotor PER1 de cebada (Stacey y col., 1996), promotor 35S de CaMV (Odell y 
col. 1985), el 19S de CaMV (Lawton y col., 1987), nos (Ebert y col., 1987), Adh (Walker y col., 1987), sacarosa 
sintasa (Yang y col., 1990), actina (Wang y col., 1992), cab (Sullivan y col., 1989), promotor PEPCase (Hudspeth y 40 
col., 1989), o los asociados con el complejo de gen R (Chandler y col., 1989). El promotor de virus de mosaico de 
escrofularia (FMV) (Richins y col., 1987), promotores de arcelina, E8 de tomate, patatina, ubiquitina, mannopina 
sintasa (mas) y de tubulina son otros ejemplos de promotores útiles. 

Existe una amplia variedad de secuencias de promotor vegetal que pueden usarse para dirigir la expresión 
específica de tejido de polinucleótidos que codifican para fosfopanteteinil transferasas en plantas transgénicas. De 45 
hecho, en realizaciones particulares de la invención, el promotor que se usa es un promotor específico de semilla. 
Los ejemplos de tales promotores incluyen las regiones reguladoras en sentido de 5’ de genes tales como napina 
(Kridl y col., 1991), faseolina (Bustos, y col., 1989), inhibidor de tripsina de soja (Riggs, y col., 1989), ACP (Baerson y 

col., 1993), stearoil-ACP desaturasa (Slocombe y col., 1994), subunidad de soja a’ de β-conglicinina (P-Gm7S 
alpha’, véase por ejemplo, Chen y col., 1986), USP de Vicia faba (P-Vf.Usp, véanse por ejemplo, las SEQ ID NO:1, 50 
2, y 3, solicitud de patente de los Estados Unidos 10/429.516), el promotor de globulina (véase por ejemplo Belanger 
y Kriz, (1991), subunidad alfa de soja de β-conglicinina (7S alfa) (solicitud de patente de los Estados Unidos 
10/235.618) y promotor de oleosina L3 de Zea mays (P-Zm.L3, véase, por ejemplo, Hong y col., 1997). 

Promotores expresados en maíz incluyen promotores de genes que codifican para zeínas, que son un grupo de 
proteínas de reserva que se encuentran en el endosperma de maíz. Se han aislado clones genómicos de genes de 55 
zeína (Pedersen y col., 1982; Russell y col., 1997) y pueden usarse los promotores de estos clones, incluyendo los 
genes de 15 kD, 16 kD, 19 kD, 22 kD y 27 kD. Otros promotores potenciados en la expresión de semillas que se 
sabe que funcionan en maíz y en otras plantas incluyen los promotores para los siguientes genes: Waxy (almidón 
sintasa unida al gránulo), Brittle y Shrunken 2 (ADP glucosa pirofosforilasa), Shrunken 1 (sacarosa sintasa), enzimas 
de ramificación I y II, almidón sintasas, enzimas de desramificación, oleosinas, glutelinas, y Betl1 (capa de 60 
transferencia de endospermo basal). Otros promotores útiles en la práctica de la invención que se conocen por un 
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experto en la técnica se contemplan también por la invención. 

Además, pueden usarse potenciadores de transcripción o duplicaciones de potenciadores para aumentar la 
expresión a partir de un promotor particular. Los ejemplos de tales potenciadores incluyen, pero no se limitan al the 
Adh intrón1 (Callis y col., 1987), un intrón de actina de arroz (McElroy y col., 1991; patente de los Estados Unidos 
N.º 5.641.876), intrón de sacarosa sintasa (Vasil y col., 1989), un intrón de HSP70 de maíz (también denominado 5 
Zm.DnaK) (patente de los Estados Unidos 5.424.412, Brown y col.) un elemento omega de TMV (Gallie y col., 1999), 
el potenciador 35S de CaMV (patentes de los Estados Unidos 5.359.142 & 5.196.525, McPherson y col.) o un 
potenciador de octopina sintasa (patente de los Estados Unidos 5.290.924, Last y col.). Ya que la secuencia de ADN 
entre el sitio de inicio de la transcripción y el comienzo de la secuencia codificante, es decir, la secuencia líder sin 
traducir, puede influir en la expresión génica, puede desearse también emplear una secuencia líder particular. Puede 10 
emplearse cualquier secuencia líder disponible para un experto en la técnica. Las secuencias líder preferidas dirigen 
niveles óptimos de expresión del gen unido, por ejemplo, aumentando o manteniendo la estabilidad del ARNm y/o 
impidiendo un inicio inapropiado de la traducción (Joshi, 1987). La elección de tales secuencias es a discreción de 
los expertos en la técnica. 

Los constructos de ADN de la invención pueden incluir una secuencia cerca del extremo 3’ del casete que actúa 15 
como una señal para terminar la transcripción a partir un ácido nucleico heterólogo y que dirige la poliadenilación del 
ARNm resultante. Éstos se denominan comúnmente regiones sin traducir en 3’ o UTR en 3’. Algunos elementos en 
3’ que pueden actuar como señales de terminación de la transcripción incluyen aquéllos del gen de la nopalina 
sintasa (nos) de Agrobacterium tumefaciens (Bevan y col., 1983), una región sin traducir en 3’ de napina (Kridl y col., 
1991), una región sin traducir en 3’ de globulina (Belanger y Kriz, 1991), región sin traducir en 3’ del gen Adr12 de 20 
soja (auxina regulada por disminución) (Wang y col., publicación PCT WO200250295) o uno de un gen de zeína, tal 
como Z27 (Lopes y col., 1995). Otros elementos reguladores en 3’ conocidos en la técnica pueden usarse en los 
vectores de la invención. 

Una molécula de ácido nucleico tal como se describe en el presente documento puede clonarse en cualquier vector 
adecuado y puede usarse para transformar o transfectar cualquier huésped adecuado. La selección de vectores y 25 
procedimientos para construirlas se conocen comúnmente en la técnica y se describen en referencias técnicas 
generales (véase, en general, “Recombinant DNA Part D” (1987)). El vector comprenderá preferentemente 
secuencias reguladoras, tales como codones de inicio y de terminación de la transcripción y traducción, que son 
específicos del tipo de huésped (por ejemplo, bacteria, hongo o planta) en el que va a introducirse el vector, según 
sea apropiado y tomando en consideración si el vector es ADN o ARN. 30 

Vectores que son circulares o lineales pueden prepararse para que contengan una secuencia completa de ácido 
nucleico tal como se describió anteriormente o una parte de la misma ligada a un sistema de replicación funcional en 
una célula huésped procariota o eucariota. Los sistemas de replicación pueden derivarse de ColE1, plásmido de 2 
µm, fago λ, fago filamentoso f1, Agrobacterium sp. (por ejemplo, A. tumefaciens y A. rhizogenes), y similares. 

Además del sistema de replicación y la secuencia de ácido nucleico insertada, el vector puede incluir uno o más 35 
genes marcadores que permiten la selección de huéspedes transformados o transfectados. Los genes marcadores 
incluyen resistencia biocida, tal como resistencia a antibióticos, metales pesados, herbicidas, etc., complementación 
en un huésped auxotrópico para proporcionar prototrofia, y similares. 

La invención proporciona células huésped que comprenden una molécula de ácido nucleico que se describe en el 
presente documento, opcionalmente en forma de un vector. Los huéspedes adecuados incluyen células vegetales, 40 
bacterianas y fúngicas, incluyendo Escherichia coli, Bacillus subtilis, Agrobacterium tumefaciens, Saccharomyces 

cerevisiae y Neurospora crassa. Los huéspedes de E. coli incluyen TB-1, TG-2, DH5α, XLBlue MRF’ (Stratagene, 
Austin, TX), SA2821, Y1090 y TG02. Las células vegetales incluyen, pero sin limitarse a, soja, Brassica campestris, 
canola, colza, nabina, crambe, mostaza, semilla de ricino, cacahuete, sésamo, semilla de algodón, semilla de lino, 
cártamo, palma de aceite, linaza, girasol, alfalfa, maíz, trigo, cebada, avena, centeno, mijo, sorgo y arroz. 45 

La expresión en una célula huésped puede lograrse de manera transitoria o estable. La expresión transitoria puede 
producirse a partir de constructos introducidos que contienen señales de expresión funcionales en la célula huésped, 
pero constructos que no replican y raramente se integran en la célula huésped, o en los que la célula huésped no es 
proliferante. La expresión transitoria puede lograrse también induciendo la actividad de un promotor regulable 
operativamente unido con el gen de interés, aunque tales sistemas inducibles presentan un bajo nivel de expresión 50 
basal. La expresión estable puede lograrse mediante la introducción de un constructo que puede integrarse en el 
genoma del huésped o que replica de manera autónoma en la célula huésped. La expresión estable del gen de 
interés puede seleccionarse a través del uso de un marcador seleccionable ubicado en o transfectado con el 
constructo de expresión, seguido por la selección de células que expresan el marcador. Cuando resulta una 
expresión estable de la integración, la integración de constructos puede producirse al azar dentro del genoma del 55 
huésped o puede dirigirse a través del uso de constructos que contienen regiones de homología con el genoma del 
huésped suficiente para dirigir la recombinación con el locus del huésped. Cuando los constructos se dirigen a un 
locus endógeno, todas o algunas de las regiones reguladoras de la transcripción y de la traducción pueden 
proporcionarse por el locus endógeno.  
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La expresión en una célula huésped puede implicar técnicas de fermentación conocidas por un experto en la técnica. 
La célula huésped fermentada puede ser de un procariota, tal como Escherichia coli, o un eucariota, tal como la 
levadura Saccharomyces cerevisiae, o Neurospora crassa, un hongo filamentoso. Los ejemplos de producción de 
PUFA mediante fermentación incluyen Mortierella (patente de los Estados Unidos 6.319.698) y Thraustrochytriales 
(patente de los Estados Unidos 6.451.567). 5 

Se contempla que puede introducirse más de un gen y propagarse en una célula huésped a través del uso de 
vectores de expresión episómicos o integrados. Cuando se expresan dos o más genes a partir de vectores de 
replicación separados, es deseable que cada vector tenga un medio de replicación diferente. Cada constructo 
introducido, ya sea integrado o no, tendrá un medio de selección diferente y carecerá de homología con respecto a 
los otros constructos para mantener la expresión estable y prevenir la reagrupación de elementos entre constructos. 10 
Las elecciones juiciosas de regiones reguladoras, medios de selección y procedimiento de propagación del 
constructo introducido pueden determinarse experimentalmente de modo que todos los polinucleótidos introducidos 
se expresen a niveles necesarios para proporcionar la síntesis de los productos deseados. 

Polipéptidos 

La invención proporciona fosfopanteteinil transferasas codificadas por moléculas de ácido nucleico descritas en el 15 
presente documento. Las poliquétido sintasas son complejos de enzima compuestos por polipéptidos multifuncional 
es que catalizan la síntesis de moléculas complejas a partir de sustratos simples de una manera iterativa. En 
Moritella marina, un complejo de PKS sintetiza DHA a partir de malonil-CoA y acetil-CoA. Para activar este complejo 
se requiere una fosfopanteteinil transferasa. El polipéptido preferentemente comprende un extremo amino y un 
extremo carboxilo. El polipéptido puede comprender D-aminoácidos, L-aminoácidos o una mezcla de D-aminoácidos 20 
y L-aminoácidos. 

Alteraciones de la secuencia de aminoácidos nativa para producir polipéptidos variantes pueden prepararse 
mediante una variedad de medios conocidos por los expertos habituales en la técnica. Por ejemplo, pueden 
introducirse convenientemente sustituciones de aminoácido en los polipéptidos cambiando la secuencia de la 
molécula de ácido nucleico en el momento de la síntesis. También pueden introducirse mutaciones específicas de 25 
sitio mediante ligación en un vector de expresión un oligonucleótido sintetizado que comprende la secuencia 
modificada. Alternativamente, pueden usarse procedimientos de mutagénesis dirigida a oligonucleótido, específica 
de sitio, tal como se dan a conocer en Walder y col. (1986); Bauer y col. (1985); y las patentes de los Estados 
Unidos 4.518.584 y 4.737.462. 

Dentro de la experiencia del experto común se encuentra seleccionar aminoácidos que se producen de manera 30 
sintética y de manera natural que efectúan sustituciones conservativas o neutras para cualquier aminoácido que se 
produce de manera natural particular. El experto en la técnica habitual considerará de manera deseable el contexto 
en el que se realiza cualquier sustitución de aminoácido particular, además de considerar la hidrofobicidad o 
polaridad de la cadena lateral, el tamaño general de la cadena lateral y el valor de pK de cadenas laterales con 
carácter ácido o básico en condiciones fisiológicas. Por ejemplo, lisina, arginina e histidina se sustituyen con 35 
frecuencia adecuadamente uno por otro, y con mayor frecuencia arginina e histidina. Tal como se conoce en la 
técnica, esto se debe a que los tres aminoácidos tienen cadenas laterales básicas, mientras que el valor de pK para 
las cadenas laterales de lisina y arginina están mucho más próximas una a otra (aproximadamente 10 y 12) que a 
histidina (aproximadamente 6). De manera similar, glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina se sustituyen con 
frecuencia adecuadamente uno por otro, con la condición de que la glicina frecuentemente no se sustituye 40 
adecuadamente por los otros miembros del grupo. Esto se debe a que cada uno de estos aminoácidos es 
relativamente hidrófobo cuando se incorpora en un polipéptido, pero la falta de la glicina de un carbono α permite a 
los ángulos de rotación phi y psi (alrededor del carbono α) una libertad conformacional tal que los residuos de glicina 
pueden provocar cambios en la conformación o estructura secundaria que no se producen con frecuencia cuando 
los otros aminoácidos se sustituyen uno por otro. Otros grupos de aminoácidos frecuentemente sustituidos de 45 
manera adecuada uno por otro incluyen, pero no se limitan a, el grupo que consiste en ácidos glutámicos y 
aspárticos; el grupo que consiste en fenilalanina, tirosina y triptófano; y el grupo que consiste en serina, treonina y, 
opcionalmente, tirosina. Adicionalmente, el experto en la técnica habitual puede agrupar fácilmente aminoácidos 
sintéticos con aminoácidos que no se producen de manera natural. 

Si se desea, los polipéptidos pueden modificarse, por ejemplo, mediante glicosilación, amidación, carboxilación, o 50 
fosforilación, o mediante la creación de sales de adición de ácido, amidas, ésteres, en particular ésteres C-
terminales, y derivados de N-acilo de los polipéptidos de la invención. Los polipéptidos pueden modificarse también 
para crear derivados de proteína mediante la formación de complejos covalentes o no covalentes con otros restos 
según procedimientos conocidos en la técnica. Pueden prepararse complejos unidos covalentemente mediante la 
unión de restos químicos con grupos funcionales en las cadenas laterales de aminoácidos que comprenden los 55 
polipéptidos, o en extremo C-terminal de Nor. De manera deseable, tales modificaciones y conjugaciones no afectan 
de manera adversa a la actividad de los polipéptidos (y variantes de los mismos). Aunque tales modificaciones y 
conjugaciones pueden tener mayor o menor actividad, la actividad de manera deseable no se ve anulada y es 
característica del polipéptido inalterado. 

60 

E07710401
03-01-2013ES 2 400 276 T3

 



12 

Los polipéptidos (y fragmentos, variantes y proteínas de fusión) pueden prepararse mediante cualquiera de un 
número de técnicas convencionales. El polipéptido puede aislarse o sustancialmente purificarse a partir de una 
fuente que se produce de manera natural o a partir de una recombinante. Por ejemplo, en el caso de proteínas 
recombinantes, un fragmento de ADN que codifica para una proteína deseada puede subclonarse en un vector 
apropiado usando técnicas genéticas moleculares bien conocidas (véase, por ejemplo, Maniatis y col., 1989) y otras 5 
referencias citadas en el presente documento en “EJEMPLOS”). El fragmento puede transcribirse y traducirse 
posteriormente la proteína in vitro. También pueden emplearse kits comercialmente disponibles (por ejemplo, tales 
como los fabricados por Clontech, Mountain View, CA; Amersham Life Sciences, Inc., Arlington Heights, IL; 
Invitrogen, Carlsbad, CA y similares). Opcionalmente puede emplearse la reacción en cadena de la polimerasa en la 
manipulación de ácidos nucleicos. 10 

Pueden sintetizarse polipéptidos usando un sintetizador de péptidos automatizado según procedimientos conocidos 
en la técnica. Alternativamente, el polipéptido (y fragmentos, variantes, y proteínas de fusión) puede sintetizarse 
usando técnicas de síntesis de péptidos convencionales bien conocidas por los expertos habituales en la técnica 
(por ejemplo, tal como se resume en Bodanszky (1984)). En particular, el polipéptido puede sintetizarse usando el 
procedimiento de síntesis en fase sólida (véase, por ejemplo, Merrifield, 1963; Barany y col., 1987; y la patente de 15 
los Estados Unidos 5.424.398). Si se desea, esto puede realizarse usando un sintetizador de péptidos automatizado. 
La eliminación de los grupos de bloqueo de aminoácido t-butiloxicarbonilo (t-BOC) o 9-fluorenilmetiloxicarbonilo 
(Fmoc) y la separación de la proteína de la resina puede lograrse mediante, por ejemplo, tratamiento con ácido a 
temperatura reducida. La mezcla que contiene polipéptido puede entonces extraerse, por ejemplo, con dietil éter, 
para eliminar compuestos orgánicos no peptídicos, y la proteína sintetizada puede extraerse del polvo de resina (por 20 
ejemplo, con aproximadamente un 25 % p/v ácido acético). Tras la síntesis del polipéptido, puede realizarse 
opcionalmente una purificación adicional (por ejemplo, usando HPLC) con el fin de eliminar cualquier proteína 
incompleta, polipéptido, péptido o aminoácido libre. Puede realizarse un análisis de aminoácidos y/o de HPLC sobre 
el polipéptido sintetizado para validar su identidad. Para otras aplicaciones según la invención, puede ser preferible 
producir el polipéptido como parte de una proteína de fusión más grande, o bien mediante conjugación química, o 25 
bien a través de medios genéticos que se conocen en la técnica. A este respecto, esta invención proporciona 
también una proteína de fusión que comprende el polipéptido (o fragmento de la misma) o variante de la misma y 
uno o más polipéptidos/proteína(s) distintos que tienen cualquiera de las propiedades deseadas o funciones 
efectoras. 

Ensayos para la producción e identificación de proteínas específicas se basan en diversas propiedades 30 
fisicoquímicas, estructurales, funcionales u otras propiedades de las proteínas. Unas propiedades fisicoquímicas o 
estructurales únicas permiten a las proteínas separarse e identificarse mediante procedimientos electroforéticos, 
tales como electroforesis en gel nativa o desnaturalizante o isoelectroenfoque, o mediante técnicas cromatográficas 
tales como cromatografía de intercambio iónico o de exclusión en gel. Las estructuras únicas de proteínas 
individuales ofrecen oportunidades para el uso de anticuerpos específicos para detectar su presencia en formatos 35 
tales como un ensayo ELISA. Pueden usarse combinaciones de enfoques para conseguir una especificidad incluso 
mayor tal como inmunotransferencia de tipo Western en la que se usan anticuerpos para localizar productos génicos 
individuales que se han separado mediante técnicas electroforéticas. Pueden usarse técnicas adicionales para 
confirmar de forma absoluta la identidad del producto de interés tal como la evaluación mediante secuenciación de 
aminoácidos tras la purificación. Aunque éstas se encuentran entre las más comunes, también pueden usarse otros 40 
procedimientos. 

Procedimientos de ensayo pueden identificar la expresión de proteínas mediante su funcionalidad, particularmente 
cuando la proteína expresada es una enzima que puede catalizar reacciones químicas que implican sustratos y 
productos específicos. Por ejemplo, en extractos vegetales, estas reacciones pueden medirse proporcionando y 
cuantificando la pérdida de sustratos o la generación de productos de las reacciones mediante procedimientos 45 
físicos y/o químicos. 

En muchos casos, la expresión de un producto génico se determina evaluando los resultados fenotípicos de su 
expresión. Tales evaluaciones pueden ser simplemente como observaciones visuales, o pueden implicar ensayos. 
Tales ensayos pueden adoptar muchas formas, tales como analizar los cambios en la composición química, 
morfología, o propiedades fisiológicas de la planta. La composición química puede alterarse mediante la expresión 50 
de genes que codifican para enzimas o proteínas de reserva que cambian la composición de aminoácidos y estos 
cambios pueden detectarse mediante análisis de aminoácidos, o mediante enzimas que cambian la cantidad de 
almidón, que pueden analizarse mediante espectrometría de reflectancia en el infrarrojo cercano o mediante 
enzimas que cambian la composición de aceite, que pueden detectarse mediante cromatografía de gases. Los 
cambios morfológicos pueden incluir una mayor estatura o tallos más gruesos. 55 

Las moléculas de ácido nucleico, constructos de ADN y polipéptidos de esta invención pueden usarse en 
procedimientos de agricultura y diversos ensayos de selección. Por ejemplo, una molécula de ácido nucleico puede 
usarse para expresar fosfopanteteinil transferasa a través de un vector en una célula huésped, para detectar 
transcritos de ARNm que codifican para fosfopanteteinil transferasa en una muestra biológica, para detectar una 
alteración genética en un gen que codifica para fosfopanteteinil transferasa a través de una transferencia de tipo 60 
Southern, para suprimir fosfopanteteinil transferasa, o para regular por incremento fosfopanteteinil transferasa. Los 
polipéptidos pueden usarse para compensar deficiencias en fosfopanteteinil transferasa o la presencia de una 
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fosfopanteteinil transferasa mutada que tiene una actividad reducida o nada de actividad una planta, o para tratar 
niveles excesivos de sustratos, ya sean directos o indirectos, para fosfopanteteinil transferasa en una planta. 
Alternativamente, los polipéptidos pueden usarse para seleccionar agentes por la capacidad de modular su 
actividad. Los anticuerpos pueden usarse para detectar y aislar los polipéptidos respectivos así como la disminución 
de la capacidad de tales polipéptidos in vivo. 5 

Transformación de plantas 

En una realización preferida de la invención se produce una planta transgénica que expresa la proteína o proteínas 
deseadas. En la técnica se conocen varios procedimientos para la introducción de una secuencia de polinucleótido 
deseada que codifica para la proteína deseada en células vegetales, incluyendo: (1) procedimientos físicos tales 
como microinyección, electroporación, y administración mediada por micropartículas (biolística o tecnología de 10 
pistola de genes); (2) administración mediada por virus; y (3) transformación mediada por Agrobacterium.  

Los procedimientos más comúnmente usados para la transformación de células vegetales son el proceso de 
transferencia de ADN mediado por Agrobacterium y la biolística o el proceso mediado por bombardeo dem 
micropartículas de microproyectil. Normalmente se desea la transformación nuclear, pero cuando es deseable 
transformas específicamente plástidos, tales como cloroplastos o amiloplastos, pueden transformarse plástidos 15 
vegetales usando una administración mediada por micropartículas del polinucleótido deseado. 

La transformación mediada por Agrobacterium se consigue a través del uso de una bacteria del suelo modificada 
mediante ingeniería genética que pertenece al género Agrobacterium. Varias cepas de tipo natural y desarmadas de 
Agrobacterium tumefaciens y Agrobacterium rhizogenes que albergan plásmidos de Ti o Ri pueden usarse para 
transferencia génica en plantas. La transferencia génica se realiza a través de la transferencia de un ADN específico 20 
conocido como “ADN-T” que puede modificarse mediante ingeniería genética para portar cualquier parte deseada de 
ADN en muchas especies vegetales, tal como se elabora adicionalmente, por ejemplo, en la patente de los Estados 
Unidos 6.265.638 concedida a Bidney y col. 

La transformación genética mediada por Agrobacterium de plantas implica varias etapas. La primera etapa, en la 
que el Agrobacterium virulento y células vegetales se ponen en primer lugar en contacto entre sí, se denomina 25 
generalmente “inoculación”. La inoculación va acompañada preferentemente de algún procedimiento de lesión a 
algunas de las células vegetales, que libera constituyentes celulares vegetales, tales como alcohol cumarílico, 
sinapinato (que se reduce a acetosiringona), alcohol sinapílico, y alcohol coniferílico, que activan factores de 
virulencia en el Agrobacterium. Tras la inoculación, el Agrobacterium y tejidos/células vegetales se permiten crecer 
juntos durante un periodo de varias horas a varios días o más en condiciones adecuadas para el crecimiento y la 30 
transferencia de ADN-T. Esta etapa se denomina “cocultivo”. Tras el cocultivo y la administración de ADN-T, la 
células vegetales se tratan con agentes bactericidas o bacteriostáticos para destruir el Agrobacterium que queda en 
contacto con el explanto y/o en el recipiente que contiene el explanto. Si esto se realiza en ausencia de cualquier 
agente selectivo para promover el crecimiento preferencial de células vegetales transgénicas frente a no 
transgénicas, entonces esto se denomina normalmente la etapa de “retardo”. Si se realiza en presencia de presión 35 
selectiva que favorece las células vegetales transgénicas, entonces se denomina una etapa de “selección”. Cuando 
se usa “retardo”, va seguido normalmente por una o más etapas de “selección”. 

Con respecto al bombardeo de micropartículas (patente de los Estados Unidos 5.550.318 (Adams y col.); patente de 
los Estados Unidos 5.538.880 (Lundquist et. al.), patente de los Estados Unidos 5.610.042 (Chang y col.); y el 
documento WO 95/06128 (Adams y col.)), se recubren partículas microscópicas con ácidos nucleicos y se 40 
suministran en células mediante una fuerza de propulsión. Las partículas a modo de ejemplo incluyen aquéllas 
compuestas por tungsteno, platino, y preferentemente, oro. 

Una realización ilustrativa de un procedimiento para suministrar ADN en células vegetales mediante aceleración es 
el sistema Biolistics Particle Delivery System (BioRad, Hercules, CA), que puede usarse para propulsar partículas 
recubiertas con ADN o células a través de un tamiz, tal como un tamiz de acero inoxidable o de Nytex, sobre una 45 
superficie de filtro cubierta con células vegetales monocotiledóneas cultivadas en suspensión. 

Las técnicas de bombardeo de micropartículas son ampliamente aplicables, y pueden usarse para transformar 
prácticamente cualquier especie vegetal. Los ejemplos de especies que se han transformado mediante bombardeo 
de micropartículas incluyen especies monocotiledóneas tales como maíz (publicación internacional N.º WO 95/06128 
(Adams y col.)), cebada, trigo (patente de los Estados Unidos 5.563.055 (Townsend y col.)), arroz, avena, centeno, 50 
caña de azúcar, y sorgo; así como varias dicotiledóneas incluyendo tabaco, soja (patente de los Estados Unidos 
5.322.783 (Tomes y col.)), girasol, cacahuete, algodón, tomate, y legumbres en general (patente de los Estados 
Unidos 5.563.055 (Townsend y col.)). 

Para seleccionar o puntuar para células vegetales transformadas independientemente de la metodología de 
transformación, el ADN introducido en la célula contiene un gen que funciona en un tejido vegetal regenerable para 55 
producir un compuesto que confiere con el tejido vegetal resistencia a un compuesto tóxico por lo demás. Genes de 
interés para su uso como marcador seleccionable, rastreable o puntuable incluirían pero no se limitan a β-
glucuronidasa (GUS), proteína fluorescente verde (GFP), luciferasa (LUX), genes de tolerancia a antibióticos o a 
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herbicidas. Los ejemplos de genes de resistencia a antibióticos incluyen las penicilinas, kanamicina (y neomicina, 
G418, bleomicina); metotrexato (y trimetoprim); cloranfenicol; kanamicina y tetraciclina. En la técnica se conocen 
moléculas de polinucleótido que codifican para proteínas implicadas en la tolerancia a herbicidas, e incluyen, pero no 
se limitan, a una molécula de polinucleótido que codifica para 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) que 
se describe en la patente de los Estados Unidos 5.627.061 (Barry, y col.), la patente de los Estados Unidos 5 
5.633.435 (Barry, y col.), y la patente de los Estados Unidos 6.040.497 (Spencer, y col.) y aroA que se describe en la 
patente de los Estados Unidos 5.094.945 (Comai) para tolerancia a glifosato; una molécula de polinucleótido que 
codifica para bromoxinil nitrilasa (Bxn) que se describe en la patente de los Estados Unidos 4.810.648 
(Duerrschnabel, y col.) para tolerancia a Bromoxinil; una molécula de polinucleótido que codifica para fitoeno 
desaturasa (CcrtI) que se describe en Misawa y col., (1993); Misawa et al, (1994) para tolerancia a norflurazon; una 10 
molécula de polinucleótido que codifica para acetohidroxiácido sintasa (AHAS, aka ALS) que se describe en 
Sathasiivan y col. (1990) para tolerancia a herbicidas de sulfonilurea; y ambos, el gen pat que se describe en 
Wohlleben, y col., (1988) y el gen bar que se describe en DeBlock, y col. (1987), de los que cada uno proporciona 
tolerancia a glufosinato y bialafós. 

La regeneración, el desarrollo y el cultivo de plantas de varios explantos transformados están bien documentados en 15 
la técnica. Este proceso de regeneración y de crecimiento incluye normalmente incluye las etapas de seleccionar 
células transformadas y cultivar esas células individualizadas a través de fases habituales de desarrollo embrionario 
a través de la fase de plántula enraizada. Las semillas y embriones transgénicos se regeneran de manera similar. 
Los brotes enraizados transgénicos resultantes se plantan después de esto en una medio de crecimiento de plantas 
apropiado tal como tierra. Las células que sobreviven a la exposición al agente selectivo, o las células que se han 20 
puntuado positivas en un ensayo de selección, pueden cultivarse en medios que soportan la regeneración de 
plantas. Las plántulas en desarrollo se transfieren a una mezcla de crecimiento de plantas sin tierra, y se aclimatan 
antes de transferirlas a un invernadero o cámara de crecimiento para su maturación.  

Esta invención puede usarse con cualquier tejido o célula transformable. Por transformable tal como se usa en el 
presente documento quiere decirse una célula o tejido que puede realizar una propagación adicional para dar lugar a 25 
una planta. Los expertos en la técnica reconocen que varias células vegetales o tejidos son transformables ya que 
tras la inserción de ADN exógeno y condiciones de cultivo apropiadas las células o tejidos vegetales pueden 
formarse para dar una planta diferenciada. El tejido adecuado para estos fines puede incluir, pero no se limita a 
embriones inmaduros, tejido escutelar, cultivos celulares en suspensión, inflorescencia inmadura, meristemo de 
brote, explantos nodulares, tejido de callo, tejido hipocótilo, cotiledones, raíces y hojas. La patente de Tomes y col. 30 
’783, citada anteriormente, describe un procedimiento de tratamiento con una citosina seguido de incubación durante 
un periodo suficiente para permitir que células no diferenciadas en tejido de nódulo de cotiledón se diferencien en 
células meristemáticas y para permitir que las células entren en las fases entre G1 y las fases de división de 
desarrollo, que se afirma que mejora la sensibilidad de transformación. 

Puede usarse cualquier medio de cultivo de plantas adecuado. Los medios adecuados incluyen, pero no se limitan a, 35 
medios basados en MS (Murashige y Skoog, 1962) o medios basados en N6 (Chu y col., 1975) complementados 
con reguladores de crecimiento de plantas adicionales incluyendo pero sin limitarse a auxinas, citocininas, ABA, y 
giberelinas. Los expertos en la técnica están familiarizados con la variedad de medios de cultivo de tejidos, que 
cuando están complementados de manera apropiada, soportan el crecimiento y el desarrollo de tejido vegetal y son 
adecuados para la transformación y regeneración de plantas. Estos medios de cultivo de tejidos pueden o bien 40 
adquirirse como preparación comercial o prepararse y modificarse a medida. Los expertos en la técnica saben que 
los medios y complementos de medios tales como nutrientes y reguladores del crecimiento para su uso en la 
transformación y la regeneración y otras condiciones de cultivo tales como la intensidad de la luz durante la 
incubación, el pH, y las temperaturas de incubación pueden optimizarse para la variedad particular de interés. 

Después de que un constructo de ADN se incorpora de manera estable en plantas transgénicas y que se confirma 45 
que es operable, puede introducirse en otras plantas de la misma especie u otra especie sexualmente compatible 
mediante cruzamiento sexual. Puede usarse cualquiera de un número de técnicas de crianza, dependiendo de las 
especies que van a cruzarse. Por tanto, la presente invención no sólo abarca una planta directamente transformada 
o regenerada a partir de células que se han transformado según la presente invención, sino también la progenie de 
tales plantas. Tal como se usa en el presente documento el término “progenie” indica la descendencia de cualquier 50 
generación de una planta parental preparada según la presente invención, comprendiendo la progenie un constructo 
de ADN seleccionado que se prepara según la invención. “Cruzar” una planta para proporcionar una línea vegetal 
que tiene uno o más transgenes o alelos añadidos con respecto a una línea vegetal de partida, tal como se describe 
en el presente documento, se define como las técnicas que dan como resultado una secuencia particular que se 
introduce en una línea vegetal mediante cruzamiento de una línea de partida con una línea vegetal donante que 55 
comprende un transgén o alelo de la invención. Para conseguir esto se podrían, por ejemplo, realizar las siguientes 
etapas: (a) plantar semillas de la primera (línea de partida) y segunda (línea vegetal donante que comprende un 
transgén o alelo deseado) plantas parentales; (b) hacer crecer las semillas de la primera y segunda plantas 
parentales para dar plantas que tienen flores; (c) polinizar una flor de la primera planta parental con polen de la 
segunda planta parental; y (d) recoger semillas producidas en la planta parental que tiene la flor fertilizada. 60 

Retrocruzamiento se define en el presente documento como el proceso que incluye las etapas de: (a) cruzar una 
planta de un primer genotipo que contiene un gen, secuencia de ADN o elemento deseados con una planta de un 
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segundo genotipo que carece de dicho gen, secuencia de ADN o elemento; (b) seleccionar una o más planta(s) de 
progenie que contiene(n) el gen, secuencia de ADN o elemento deseado; (c) cruzar la planta de progenie con una 
planta del segundo genotipo; y (d) repetir las etapas (b) y (c) con el fin de transferir una secuencia de ADN deseada 
desde una planta de un primer genotipo a una planta de un segundo genotipo. 

La introgresión de un elemento de ADN en un genotipo vegetal se define como el resultado del proceso de 5 
conversión por retrocruzamiento. Un genotipo vegetal en el que se ha realizado la introgresión de una secuencia de 
ADN puede denominarse un genotipo, línea, línea endogámica o híbrido convertidos por retrocruzamiento. De 
manera similar un genotipo vegetal que carece de la secuencia de ADN deseada puede denominarse un genotipo, 
línea, línea endogámica o híbrido no convertidos. 

Semillas, sémola, aceite y productos que comprenden semillas, sémola y aceite 10 

Esta invención proporciona también un depósito de más de aproximadamente 1000, de manera más preferente 
aproximadamente 20.000, e incluso de manera más preferente aproximadamente 40.000 semillas en el que por 
encima de aproximadamente un 10 %, de manera más preferente aproximadamente un 25 %, de manera más 
preferente aproximadamente un 50 %, e incluso de manera más preferente aproximadamente un 75 % o de manera 
más preferente aproximadamente un 90 % de las semillas son semillas derivadas de una planta de esta invención: 15 

Esta invención proporciona también un depósito de más de aproximadamente 10 kg, de manera más preferente 
aproximadamente 25 kg, e incluso de manera más preferente aproximadamente 50 kg de semillas en el que por 
encima de aproximadamente un 10 %, de manera más preferente aproximadamente un 25 %, de manera más 
preferente aproximadamente un 50 %, e incluso de manera más preferente aproximadamente un 75 % o de manera 
más preferente aproximadamente un 90 % de las semillas son semillas derivadas de una planta de esta invención. 20 

Cualquiera de las plantas o partes de la misma de esta invención pueden recogerse y, opcionalmente, procesarse 
producir una preparación de pienso, de sémola o de aceite. Una planta particularmente preferida para este fin es el 
grano cosechado, pero otras partes de planta pueden recogerse y usarse para rastrojo o ensilaje. En la técnica se 
conocen procedimientos para producir preparaciones de pienso, sémola y aceite preparaciones. Véanse, por 
ejemplo, las patentes de los Estados Unidos 4.957.748; 5.100.679; 5.219.596; 5.936.069; 6.005.076; 6.146.669; y 25 
6.156.227. El grano o la sémola de esta invención pueden combinarse con otros granos o sémolas. 

Procedimientos 

La presente invención proporciona un procedimiento para proporcionar plantas transgénicas con un contenido 
aumentado en DHA o EPA. Este procedimiento puede incluir, por ejemplo, introducir ADN que codifica para 
fosfopanteteinil transferasa así como un complejo de PKS en células vegetales y regenerar plantas con contenido en 30 
DHA o EPA aumentado a partir de las células transgénicas. 

Más específicamente, la invención proporciona un procedimiento de preparación de un aceite vegetal que contiene 
DHA o EPA que comprende las etapas de (a) hacer crecer una planta que comprende la célula huésped 
transformada con un constructo de ADN que comprende un promotor heterólogo operativamente unido con una 
molécula de ADN que codifica para un polipéptido que tiene actividad fosfopanteteinil transferasa, en el que la 35 
molécula de ADN se selecciona del grupo que consiste en: un polinucleótido que hibrida con la SEQ ID NO:6 o la 
SEQ ID NO:8, o un complemento del mismo, en condiciones de 5X SSC, formamida al 50 % y 42 °C; un 
polinucleótido que codifica para la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7; un polinucleótido 
que codifica para un polipéptido con al menos un 75 % de identidad de secuencia con una secuencia de polipéptido 
de la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7; un polinucleótido que codifica para el polipéptido de SEQ ID NO:1; y un 40 
polinucleótido que codifica para el polipéptido de SEQ ID NO:3 comprendiendo la célula huésped además una 
poliquétido sintasa; (b) producir semilla; y (c) procesar la semilla para obtener aceite. 

La presente invención proporciona además un procedimiento para proporcionar plantas transgénicas que contienen 
niveles elevados de DHA o EPA, en el que dichos niveles elevados son mayores que los niveles hallados en plantas 
no transformadas. 45 

Para la complementación alimenticia, los PUFA purificados, plantas transformadas o partes de planta, o derivados 
de los mismos, pueden incorporarse en aceites de cocina, grasas o margarinas formulados de medo que en el uso 
normal el receptor recibiría la cantidad deseada. Los PUFA pueden incorporarse también en fórmulas para bebés, 
complementos nutricionales u otros productos alimenticios, y pueden encontrar uso como agentes antiinflamatorios o 
hipocolesterolemiantes. 50 

Tal como se usa en el presente documento, “composición comestible” se define como composiciones que pueden 
ingerirse por un mamífero tal como productos alimenticios, sustancias nutricionales y composiciones farmacéuticas. 
Tal como se usa en el presente documento “productos alimenticios” se refieren a sustancias que pueden usarse o 
prepararse para su uso como alimento para un mamífero e  incluyen sustancias que pueden usarse en la 
preparación de alimento (tal como aceites para freír) o aditivos alimentarios. Por ejemplo, los productos alimenticios 55 
incluyen animales usados para el consumo humano o cualquier producto de los mismos, tal como, por ejemplo, 
huevos. Los productos alimenticios típicos incluyen pero no se limitan a bebidas, (por ejemplo, refrescos, bebidas 
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carbonatadas, bebidas listas para mezclar), alimentos infundidos (por ejemplo frutas y verduras), salsas, 
condimentos, aliños para ensalada, zumos de fruta, siropes, postres (por ejemplo, pudines, gelatina, glaseados y 
rellenos, productos horneados y postres congelados tales como helados y sorbetes), productos congelados blandos 
(por ejemplo, cremas congeladas blandas, helados congelados blandos y yogures, aderezos congelados blandos 
tales aderezos batidos lácteos o no lácteos), aceites y productos emulsionados (por ejemplo, materia grasa, 5 
margarina, mayonesa, mantequilla, aceite de cocina y aliños para ensalada) y alimentos de humedad intermedia (por 
ejemplo, arroz y alimentos para perros). 

Además, las composiciones comestibles que se describen en el presente documento pueden ingerirse también 
como aditivo o complemento contenido en alimentos y bebidas. Éstos pueden formularse junto con una sustancia 
nutricional tal como varias vitaminas y minerales e incorporarse en composiciones sustancialmente líquidas tales 10 
como bebidas nutritivas, leches de soja y sopas; composiciones sustancialmente sólidas; y gelatinas o usarse en 
forma de un polvo para incorporarse en varios alimentos. En contenido en el ingrediente activo en un alimento 
funcional o saludable de este tipo puede ser similar a la dosis contenida en un agente farmacéutico típico. 

Los PUFA purificados, plantas transformadas o partes de planta pueden incorporarse también en pienso para 
animales, particularmente para ganado. De este modo, los propios animales pueden beneficiarse de una dieta rica 15 
en PUFA, mientras que los consumidores humanos de productos alimenticios producidos a partir de tal ganado 
pueden beneficiarse también. 

Para el uso farmacéutico (humano o veterinario), las composiciones pueden administrarse generalmente por vía oral 
pero pueden administrarse mediante cualquier vía por la que puedan absorberse satisfactoriamente, por ejemplo, 
por vía parenteral (es decir por vía subcutánea, por vía intramuscular o por vía intravenosa), por vía rectal, por vía 20 
vaginal o por vía tópica, por ejemplo, como loción o pomada para la piel. Los PUFA, plantas transformadas o partes 
de planta de la presente invención pueden administrarse solos o en combinación con un vehículo o excipiente 
farmacéuticamente aceptable. Cuando se encuentran disponibles, las cápsulas de gelatina son la forma preferida de 
administración oral. La complementación alimenticia tal como se expone anteriormente puede proporcionar también 
una vía oral de administración. Los ácidos insaturados de la presente invención pueden administrarse en formas 25 
conjugadas, o como sales, ésteres, amidas o profármacos de los ácidos grasos. Cualquier sal farmacéuticamente 
aceptable está abarcada por la presente invención; se prefieren especialmente las sales de sodio, potasio o litio. 
También están abarcadas las sales de N-alquilpolihidroxamina, tales como N-metil-glucamina, que se halla en la 
publicación PCT WO 96/33155. Los ésteres preferidos son los ésteres etílicos. Como sales sólidas, los PUFA 
pueden administrarse también en forma de comprimido. Para la administración intravenosa, los PUFA o derivados 30 
de los mismos pueden incorporarse en formulaciones comerciales tales como intralípidos. 

Ejemplos 

Los siguientes ejemplos se incluyen para ilustrar realizaciones de la invención. Deben apreciar los expertos en la 
técnica que las técnicas que se dan a conocer en los ejemplos que siguen representan técnicas descubiertas por el 
inventor para funcionar bien en la puesta en práctica de la invención. 35 

Ejemplo 1 

Clonación de secuencias de fosfopanteteinil transferasa 

Se clonaron tres fosfopanteteinil transferasas bacterianas. La secuencia de aminoácidos de la fosfopanteteinil 
transferasa (Ppt) de Shewanella SCRC-2738 (SEQ ID NO:17) se usó para buscar en bases de datos públicas ppts 
novedosas que funcionen en la biosíntesis de EPA o DHA. Esta búsqueda produjo ppts putativas de Shewanella 40 
oneidensis MR-1 (SEQ ID NO:1) (So-ppt) y Colwellia psychrerythraea (SEQ ID NO:3) (Cp-ppt). Las secuencias de 
ácido nucleico de ppts de Shewanella oneidensis MR-1 (SEQ ID NO:2) y Colwellia psychrerythraea (SEQ ID NO:4) 
se clonaron usando el sistema de PCR Expand High Fidelity (Roche, Applied Science, Indianápolis, IN) con el 
siguiente par de cebadores: 

Shew new 5’: tcgagctcgcatatgaagattgagcttttttttatacc (SEQ ID NO:9) 45 
Shew 3’: tcttaattaattagtcagccaaactagccgc (SEQ ID NO: 10) 
Colwe new 5’: tcgagctcgcatatgacttctttttctcaatctg (SEQ ID NO:11) 
Colwe 3’: tcttaattaattagatttcctgataaccaagtag (SEQ ID NO: 12). 

Los genes se amplificaron durante 25 ciclos con la temperatura de fusión ajustada a 55 °C y 52 °C para las ppts de 
Shewanella y Colwellia, respectivamente. Los productos de PCR se digirieron NdeI y PacI y se ligaron en Novagen 50 
pACYC-Duet-1 digerido con NdeI- y PacI (EMD Biosciences, Darmstadt, Alemania) dando como resultado la 
formación de pMON68081 (figura 1) y pMON68080 (figura 2) respectivamente. 

Para clonar la fosfopanteteinil transferasa de Moritella marina (Mm-ppt), las secuencias de nucleótidos de la ppt de 
Shewanella SCRC-2738 (SEQ ID NO:18), la ppt de C. psychrerythraea, y la ppt S. oneidensis MR-1 se alinearon 
para identificar la región más conservada de estas secuencias. Una región de secuencia de nucleótidos conservada 55 
en So-ppt (pares de bases 425 - 635 de la SEQ ID NO: 2) y Cp-ppt (pares de bases 389 - 596 de la SEQ ID NO: 4) 
se identificó mediante esta alineación y se seleccionó la secuencia en esta región para generar sondas usando ADN 
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genómico de C. psychrerythraea y S. oneidensis MR-1 como los ADN de molde y los cebadores a continuación: 

Shewanella F1 taggtgtcgatattgagcggg (SEQ ID NO:13) 
Shewanella R1 tcaaaggcaaaggattttaac (SEQ ID NO:14) 
Colwellia F1 tcggttgtgatgttgaaaatac (SEQ ID NO:15) 
Colwellia R1 ttaaaactaaaatcagcgagt (SEQ ID NO:16). 5 

Se generaron sondas marcadas con digoxigenina usando el kit PCR DIG Probe Synthesis (Roche) según el 
protocolo del fabricante durante 30 ciclos de 30 s cada uno a 94 °C, 55 °C y 65 °C, seguido de una incubación de 7 
min a 65 °C y posterior incubación a 4 °C. Las sondas marcadas con digoxigenina se usaron en una hibridación de 
tipo Southern con sonda para secuencias homólogas en ADN genómico total de M. marina con S. oneidensis MR-1 y 
C. psychrerythraea como controles positivos. La hibridación se realizó a 30 °C usando DIG Easy Hyb (Roche) según 10 
el protocolo del fabricante. El filtro se lavó dos veces usando 0,5 x SSC, SDS al 0,1 % a temperatura ambiente. Las 
sondas marcadas con Dig se visualizaron usando el anti-digoxigenina-AP, fragmentos Fab y Dig Wash y Block 
Buffer Set (Roche) según el protocolo del fabricante. 

Las señales más intensas del ADN de M. marina se obtuvieron usando la sonda de Colwellia. En algunos casos 
estas señales coincidían con señales débiles obtenidas de ADN de M. marina usando la sonda de Shewanella. 15 

Basándose en el experimento de hibridación de tipo Southern, los digestos de BglII y PstI de ADN de M. marina se 
seleccionaron para clonar los fragmentos de hibridación. El ADN genómico total se digirió con BglII o PstI, se 
fraccionó por tamaños sobre un gel de agarosa y se cortó el fragmento de tamaño apropiado. Los fragmentos de 
ADN se purificaron usando el kit de extracción en gel de Qiagen (Qiagen, Valencia, CA). Alícuotas de ADN 
fraccionado se pasaron sobre un gel de agarosa y se realizó su transferencia sobre una membrana de nailon 20 
(Roche, Mannheim, Alemania) usando un Turboblotter (Schleicher & Schuell, Keene, NH), según el protocolo del 
fabricante. El fragmento objetivo se identificó mediante una hibridación de tipo Southern usando la sonda de 
Colwellia. 

La fracción 5 de BglII y la fracción 4 de PstI se eligieron para generar una biblioteca parcial en pSP72 (Promega, 
Madison, WI). Estas bibliotecas se transformaron en DH5α de Escherichia coli y se tomaron alícuotas de conjuntos 25 
de clones en los pocillos de una placa de 96 pocillos para su crecimiento durante la noche. Las alícuotas de cultivo 
se centrifugaron, se desechó el sobrenadante y se resuspendieron los sedimentos celulares en 10 µl de disolución 
de SDS al 10 %. Los sedimentos celulares se calentaron durante 1 min hasta 100 °C y se colocaron por puntos 
sobre membranas de nailon (Roche). Se desnaturalizó el ADN mediante una incubación de 5 min en NaOH 0,5 M, 
que contenía NaCl 1,5 M, se neutralizó mediante incubación de 5 min en Tris/HCl 0,5 M, pH 7,6 que contenía NaCl 30 
1,5 M, se lavó durante 5 min en 2 x SSC, y se fijó mediante una incubación UV de 1 min incubación un UV-
Stratalinker 2400 de Stratagene (Stratagene, La Jolla, CA) según el protocolo del fabricante. La transferencia se 
sondó con la sonda de ppt de Colwellia. Se siguieron las señales positivas hasta el pocillo de origen y se cultivó en 
placa una alícuota de estos pocillos con el fin de obtener colonias individuales. Aquéllas colonias individuales se 
inocularon en 250 µl de LB que contenía carbampicilina 100 mg/l. Se hicieron crecer células y se repitió el 35 
procedimiento de hibridación descrito anteriormente para identificar los pocillos que contenían clones positivos 
adicionales. Se hicieron crecer clones positivos y se aisló el ADN del plásmido y se digirió con BglII, PvuII, PstI, o 
SalI. Estos digestos se usaron en una hibridación de tipo Southern para confirmar los clones positivos. En este punto 
se encontró que todos los clones que quedaban eran positivos. 

Tres de los clones finales (dos clones de BglII y un clon de PstI) se eligieron para análisis de secuencia de ADN. 40 
Análisis de bioinformática de la secuencia completa revelaron que el clon de PstI contenía sólo una Mm-ppt parcial, 
mientras que los clones de BglII contenían el marco de lectura abierto completo. La secuencia de ADN completa de 
los tres clones se ensambló en un cóntigo. Se eligió un clon de BglII para experimentos de clonación adicionales 
(pMON96400). La secuencia de aminoácidos putativa de la Mm-ppt se muestra en la SEQ ID NO:5 si el codón de 
iniciación es TTG (denominado Mm-ppt long). Un codón de iniciación alternativo usando Met se encuentra en el 45 
aminoácido 43 de la SEQ ID NO:5 (proporcionando un polipéptido denominado Mm-ppt short SEQ ID NO:7). La 
secuencia de ácido nucleico de Mm-ppt long es la SEQ ID NO:6. La secuencia de ácido nucleico de Mm-ppt short se 
muestra en la SEQ ID NO:8. Una comparación de la relación de aminoácidos de las Ppt de la invención se muestra 
en la tabla 1. 

Tabla 1: Identidad de secuencia de aminoácidos de fosfopanteteinil transferasas 50 

 Colwellia psychrerythraea  Shewanella SCRC 2738  Schewanella oneidensis MRI  

Moritella marina (long)  60,9%  31,5 %  30,0 %  

Colwellia 
psychrerythraea  

 32,4 %  33,5 %  

Shewanella SCRC 2738    46,6 %  
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Ejemplo 2 

Expresión de secuencias de fosfopanteteinil transferasa en Escherichia coli 

Para demostrar la funcionalidad de las ppts que se describen en el ejemplo 1, se clonaron los genes de poliquétido 
sintasa (PKS) de Moritella marina en los vectores pDUET de Novaen (EMD, Biosciences, Darmstadt, Alemania), un 
conjunto de 4 vectores de expresión de E. coli compatibles. Esta PKS consiste en 4 polipéptidos codificados por los 5 
ácidos nucleicos orf5 (SEQ ID NO: 20), orf6 (SEQ ID NO:22), orf7 (SEQ ID NO:24) y orf8 (SEQ ID NO:26), que se 
describen como orf6, orf7, orf8, y orf9 en el documento US 6.140.486, respectivamente. Los vectores de expresión 
pMON94547 (Orf5 y Orf6) (figura 3), pMON94544 (Orf7) (figura 4) y pMON94534 (Orf8) (figura 5) se construyeron 
usando 3 de los vectores pDUET. El cuarto vector pDUET se usó para la expresión de ppt. 

Para obtener una PKS enzimáticamente activa, el producto de expresión de Orf5 requiere pantetenilación, que está 10 
catalizada por el Ppt. Cada una de las ppts bacterianaos se clonó en pACYC-DUET-1. La construcción de 
pMON68081 y pMON68080 se describe en el ejemplo 1. De manera similar las dos ppts de M. marina putativas, 
Mm-ppt short o Mm-ppt long, se clonaron en el mismo vector de base que las ppts de Colwellia y Shewanella para 
producir pMON68084 (figura 6) y pMON68085 (figura 7), respectivamente. El cebador de PCR™ Mm-ppt long (SEQ 
ID NO:27) cambió el inicio de TTG putativo a un ATG. Cada ppt se expresa entonces junto con los genes de PKS de 15 
M marina en E. coli, se incuba durante 24 h, y se mutilan las células de E. coli liofilizadas directamente con ácido 
sulfúrico/metanol, y se analizan los ésteres metílicos de ácido graso para determinar el contenido en EPA y DHA 
mediante cromatografía de gases. Los resultados se muestran a continuación en la tabla 2. 

Tabla 2 

Combinación de genes  DHA producido  

PKS sólo No  

PKS + Mm-ppt long  Sí  

PKS + Mm-ppt short  Sí  

PKS + So-ppt  Sí  

PKS + Cp-ppt  Sí  

PKS -Orf8 + Cp-ppt  No  

La coexpresión de la PKS de Moritella marina completa con cualquiera de las fosfopanteteinil transferasas 20 
sometidas a ensayo en E. coli dio como resultado la acumulación de DHA, mientras que la expresión de la PKS de 
M. marina sin coexpresión de una Ppt no dio como resultado la acumulación de DHA. La coexpresión del Cp-ppt con 
una PKS incompleta (Orf8 ausente) tampoco dio como resultado la acumulación de DHA. Estos resultados 
demuestran que todas las PPT sometidas a ensayo pantotenilaron la PKS de M. marina dando como resultado la 
formación de un complejo multienzimático activo. 25 

Se ha demostrado que Orf7 (Orf8 en la patente de los Estados Unidos 6.140.486) controla la longitud de cadena en 
el producto final de PKS que producen PUFA. La PKS de Shewanella putrefaciens produce EPA. En experimentos 
en E. coli que contienen la agrupación de PKS de S. putrefaciens, un mutante de deleción de orf7 produjo DHA 
cuando se complementó con orf7 de Moritella marina. La Ppt usada para activar la PKS no cambia el producto, por 
tanto las Ppts de esta invención se usan para producir EPA cuando se combinan una PKS productora de EPA y 30 
DHA cuando se combinan con una PKS productora de DHA. 

Ejemplo 3 

Expresión de secuencias de fosfopanteteinil transferasa en plantas 

Para demostrar la capacidad de PKS de M marina, incluyendo la ppt de M. marina, para sintetizar DHA en plantas, 
se generaron varios casetes de expresión vegetal. Los genes para orf5-8 se modificaron para la expresión en 35 
plantas dicotiledóneas. Se sabe que secuencias que codifican para proteínas no endógenas pueden no expresarse  
bien en plantas (patente de los Estados Unidos 5.880.275, incorporada como referencia en el presente documento). 
Por tanto, usando las secuencias de polipéptido de PKS nativas para Orfs5-8 (SEQ ID NO: 19, 21, 23 y 25), se 
diseñaron secuencias de polinucleótido que codifican para proteínas artificiales y se construyeron mediante 1) 
usando un sesgo de uso de codón similar al de proteínas de soja altamente expresadas, y mediante 2) eliminación 40 
de elementos que desestabilizan el ARN previamente caracterizados y que se sabe que afectan a la estabilidad del 
ARNm en la planta (patente de los Estados Unidos 5.880.275) y mediante la introducción de una secuencia Kozak 
antes del codón de iniciación de ATG (Joshi y col., 1997). Las secuencias de polinucleótido resultantes codifican 
para polipéptidos idénticos en secuencia a los polipéptidos nativos. 

45 
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El vector binario pMON97063 (figura 8) contiene los casetes de expresión para orf5 (modificado con codón, SEQ ID 
NO:28) (bajo el control del promotor FMV.35S-enh con el líder L-Ph.DnaK) y Mm-ppt short (SEQ ID NO:8) (bajo el 
control del promotor CaMV35S-enh y el líder L-CaMV35S). Este vector porta el gen Bar como marcador 
seleccionable. El vector binario pMON94563 (figura 9) se generó clonando los casetes de expresión para orf6 
(modificado con codón, SEQ ID NO:29) (bajo el control del promotor CaMV35S-enh con el líder L-CaMV35S) orf7 5 
(modificado con codón, SEQ ID NO:30) (bajo el control del promotor FMV35S-enh con el líder L-Ph.DnaK), y orf8 
(modificado con codón, SEQ ID NO:31) (bajo el control del promotor CaMV35S-enh con el líder L-CaMV35S). 
pMON94563 porta el marcador CP4 que proporciona resistencia a glifosato. El vector binario pMON97066 (figura 10) 
contiene los mismos casetes de expresión como pMON94563, pero con el casete de orf7 precediendo al casete de 
orf6 en lugar de siguiéndolo. Se verificó la secuencia de todos los constructos mediante secuenciación de ADN. 10 

Los pares de vectores binarios pMON97063 y pMON94563 o pMON97063 y pMON97066 se cotransformaron en 
Arabidopsis thaliana usando transformación mediada por Agrobacterium. Las plantas se regeneraron y el material de 
las hojas de las plantas de Arabidopsis R1 transformadas y semilla R2 de estas plantas se analiza para determinar 
la composición y el contenido en ácido graso. 

Para generar un único vector binario de múltiples genes que alberga los 4 genes de PKS y la ppt del vector binario 15 
de bajo número de copias pMON83934 se digirió con HindIII y NotI y se ligó con un poliligador que consiste en los 
oligómeros de ADN MCS-3 (SEQ ID NO:32) y MCS-4 (SEQ ID NO:33). El vector resultante se designó pMON68091. 
Los casetes de expresión para orf6, orf7, orf8 y el marcador seleccionable CP4 se cortaron mediante digestión con 
HindIII/BsiWI de pMON94563 y se ligaron en pMON68091 digerido con HindIII/BsiWI. El vector binario resultante se 
digiere con AscI y BsiWI y se liga con los casetes de expresión que contienen orf5 y Mm-ppt de pMON97063 cortado 20 
mediante digestión con BsiWIlAscI. El vector binario resultante, pMON96401 (figura 11), se transforma a través de 
transformación mediada por Agrobacterium en Arabidopsis thaliana y soja. Las plantas se regeneran y el material de 
hoja y de semilla de estas plantas se analizan para determinar la composición y el contenido en ácido graso. 

48 acontecimientos de R1 que contienen pMON96401 se generaron en Arabidopsis. Se analizó semilla de R2 
madura a partir de este estudio mediante cromatografía de gases. 9 de los 48 acontecimientos analizados 25 
produjeron DHA (tabla 3). 

Tabla 3 Contenido en DHA de semilla que contiene pMON96401 

Acontecimiento Constructo  Generación  DHA  

AT_G3764  pMON96401  R2  0,07  

AT_G3756  pMON96401  R2  0,05  

AT_G3732  pMON96401  R2  0,04  

AT_G3737  pMON96401  R2  0,03  

AT_G3730  pMON96401  R2  0,03  

AT_G3740  pMON96401  R2  0,03  

AT_G3728  pMON96401  R2  0,02  

AT_G3750  pMON96401  R2  0,02  

AT_G3748  pMON96401  R2  0,02  

Control  VARIEDAD 0 

La caracterización molecular de 4 acontecimientos que contienen DHA de Arabidopsis de R2 transformada con 
semilla de pMON96401 se representan en la tabla 4. Los datos demuestran que los acontecimientos que produjeron 
DHA eran positivos para la presencia de los 5 transgenes tal como se determina mediante el ensayo de punto final 30 
TaqMan ® (Applied Biosystems, Foster City, CA). 

Tabla 4 Presencia de gen de pMON96401 de Arabidopsis  

Muestra  DHA  PKS5  PKS-Ppt  PKS6  PKS7  PKS8  

Control  0  neg  neg  neg  neg  neg  

At_G3748  0,02  POS  POS  POS  POS  POS  

At_G3756  0,04  POS  POS  POS  POS  POS  

At_G3764  0,04  POS  POS  POS  POS  POS  

At_G3764  0,07  POS  POS  POS  POS  POS  
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En la generación R3 de semilla de Arabidopsis de pMON96401, el fenotipo persistió con un intervalo de DHA del 
0,025-0,1 % DHA mediante cromatografía de gases. El pico de cromatografía de gases se confirmó como DHA 
mediante cromatografía de gases /espectrometría de masas de tiempo de vuelo con aceite de pescado como patrón. 

Para la expresión específica de semilla de la PKS de Moritella marina, los genes nativos o modificados con codón se 
clonan como casetes de expresión de genes individuales usando promotores específicos de semilla tales como 5 
p7Sa, p7Sa’, Arcelina-5, USP88, pNapin, pFAE o pOleosin. Posteriormente estos casetes de expresión se 
ensamblan para combinar los cinco genes en un único vector binario usando un vector binario de bajo número de 
copias tal como pMON83934 como vector de base. Los vectores de cinco genes resultantes (albergando cada uno 
de ellos los cuatro genes de PKS más el casete de expresión de ppt) pueden contener los casetes de expresión en 
un orden o una orientación variables uno con respecto a otro. Estos vectores se transforman en soja y la semilla de 10 
soja resultante se analiza para determinar la composición y el contenido en ácido graso. 

Un ejemplo de un vector de múltiples genes para la expresión específica de semilla de la PKS de M. marina y ppt de 
M. marina sigue. Los casetes de expresión para la expresión específica de semilla de los genes de ppt y PKS 
potenciada por codón de dicotiledónea se ensamblan tal como se describe en la tabla 5. Los casetes de expresión 
se ensamblan en la orientación de la cabeza a la cola dando como resultado la formación de pMON78528 (figura 15 
12). Este vector binario se transforma en soja y Arabidopsis usando transformación mediada por Agrobacterium y la 
semilla resultante se analiza para determinar la composición y el contenido en ácido graso. 

Tabla 5: Casetes de expresión específicos de semilla para PKS de M. marina. 

PROMOTOR  GOI  3’UTR  

napina (SEQ ID NO:35)  Mm-ppt short (SEQ ID NO:34)  napina 3’ (SEQ ID NO:36)  

Arcelina 5  Orf7 (SEQ ID NO:30)  Arcelina 5 3’  

7Sa’  Orf6 (SEQ ID NO:29)  7Sa’ 3’  

7Sa  Orf8 (SEQ ID NO:31)  nos 3’  

USP88.  Orf5 (SEQ ID NO:28)  Adr12  

Para demostrar la capacidad de la PKS de M. marina, junto con la ppt de M. marina, para sintetizar DHA en maíz, se 
generan varios casetes de expresión vegetal. Los genes para los orfs 5-8 y una ppt se modifican para la expresión 20 
en plantas monocotiledóneas. Se sabe que secuencias codificantes de proteínas no endógenas pueden no expresar 
bien plantas (patente de los Estados Unidos 5.880.275, incorporada como referencia en el presente documento). Por 
tanto, usando las secuencias de polipéptido de Orf y Ppt nativas descritas anteriormente, se diseñan secuencias de 
polinucleótido que codifican para proteínas artificiales mediante 1) usando un sesgo de uso de codón similar al de 
proteínas de maíz altamente expresadas, y mediante 2) eliminación de elementos que desestabilizan el ARN 25 
previamente caracterizados y que se sabe que afectan a la estabilidad del ARNm en la planta (patente de los 
Estados Unidos 5.880.275). Las secuencias de polinucleótido modificadas resultantes codifican para polipéptidos 
idénticos en secuencia a los polipéptidos nativos. Se obtienen explantos transformados a través de transformación 
mediada por Agrobacterium tumefaciens para vectores que contienen secuencias de polinucleótidos modificados. 
Las plantas se regeneran a partir del tejido transformado. Las plantas que crecen en invernadero se analizan 30 
entonces para determinar los niveles de expresión de gen de interés así como composición de aceite, incluyendo 
DHA o EPA. 

Ejemplo 4 

Clonación de secuencias de poliquétido sintasa 

Ocho genes de poliquétido sintasa candidatos se clonaron a partir de 2 especies. Las secuencias de aminoácidos 35 
deducidas de genes de PKS de M. marina (SEQ ID NO: 19, 21, 23 y 25) se usaron para buscar en bases de datos 
disponibles genes de poliquétido sintasa novedosos en Shewanella oneidensis (ATCC N.º 700550) y Colwellia 
psychrerythreae (ATCC N.º BAA-681). S. oneidensis acumula EPA mientras que C. psychrerythreae acumula DHA. 
Basándose en esto, se creyó que la producción de PUFA en estas bacterias resultaría de un mecanismo de PKS. La 
búsqueda produjo un conjunto de 4 genes de PKS candidatos de cada bacteria. Usando técnicas de clonación de 40 
PCR, estos genes se clonaron en vectores de clonación TOPO, se verificaron las secuencias y se subclonaron en 
vectores de expresión Duet (véase la tabla 6). La expresión del orf5 de S. oneidensis junto con los orf6, orf7, orf8 de 
M. marina, y ppt en E. coli se descubrió que daba como resultado la formación de hasta un 0,2 % de DHA tal como 
se determina mediante cromatografía de gases, confirmando la función predicha del orf5 de S. oneidensis. De 
manera similar, la función de cada gen enumerada en la tabla 6 se confirma mediante la expresión con los genes de 45 
PKS de M. marina en E. coli o mediante la expresión del gen de PKS completo de Shewanella o Colwellia o una 
combinación de las dos especies en E. coli. Alternativamente la función se demuestra en plantas. 
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Tabla 6: Vectores de expresión de E. coli para genes de PKS de Shewanella y Colwellia. 

Organismo fuente  Denominación del gen Vector de expresión de E. coli  
Shewanella oneidensis  orf5 SEQ ID NO: 37  pMON108255  
Shewanella oneidensis  orf6 SEQ ID NO: 38  pMON108256  
Shewanella oneidensis  orf7 SEQ ID NO: 39  pMON108258  
Shewanella oneidensis  orf8 SEQ ID NO: 40  pMON108259  
Moritella marina 
Shewanella oneidensis  

orf6 SEQ ID NO: 22 
orf5 SEQ ID NO: 37  

pMON108252  

Colwellia psychrerythreae  orf5 SEQ ID NO: 41  pMON108267  
Colwellia psychrerythreae  orf7 SEQ ID NO: 43  pMON108269  
Colwellia psychrerythreae  orf8 SEQ ID NO: 44  pMON108270  
Colwellia psychrerythreae  orf5 SEQ ID NO: 41 

orf6 SEQ ID NO: 42  
pMON108268  
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<210> SEC ID NO 3 
<211> LONGITUD: 282 
<212> TIPO: PRT 5 
<213> ORGANISMO: Colwellia psychrerythraea 
 
<400> SECUENCIA: 3 
 

 10 

E07710401
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<210> SEC ID NO 4 
<211> LONGITUD: 849 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Colwellia psychrerythraea 
 
<400> SECUENCIA: 4 
 

 10 
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<210> SEC ID NO 5 
<211> LONGITUD: 329 
<212> TIPO: PRT 5 
<213> ORGANISMO: Moritella marina 
 
<400> SECUENCIA: 5 
 

 10 
 
<210> SEC ID NO 6 
<211> LONGITUD: 990 
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Moritella marina 15 

E07710401
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<400> SECUENCIA: 6 
 

 
 5 
<210> SEC ID NO 7 
<211> LONGITUD: 287 
<212> TIPO: PRT 
<213> ORGANISMO: Moritella marina 
 10 
<400> SECUENCIA: 7 
 

 

E07710401
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<210> SEC ID NO 8 
<211> LONGITUD: 864 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Moritella marina 
 
<400> SECUENCIA: 8 
 

 10 
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<210> SEC ID NO 9 
<211> LONGITUD: 38 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Artificial 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador 
 10 
<400> SECUENCIA: 9 
 

 
 
<210> SEC ID NO 10 15 
<211> LONGITUD: 31 
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Artificial 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 20 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador 
 
<400> SECUENCIA: 10 
 

 25 
 
<210> SEC ID NO 11 
<211> LONGITUD: 34 
<212> TIPO: ADN. 
<213> ORGANISMO: Artificial 30 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador 
 
<400> SECUENCIA: 11 35 
 

 
 
<210> SEC ID NO 12 
<211> LONGITUD: 34 40 
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Artificial 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador 45 
 
<400> SECUENCIA: 12 
 

 
 50 
<210> SEC ID NO 13 
<211> LONGITUD: 21 
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Artificial 
 55 

E07710401
03-01-2013ES 2 400 276 T3

 



30 

<220> CARACTERÍSTICA: 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador 
 
<400> SECUENCIA: 13 
 5 

 
 
<210> SEC ID NO 14 
<211> LONGITUD: 21 
<212> TIPO: ADN 10 
<213> ORGANISMO: Artificial 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador 
 15 
<400> SECUENCIA: 14 
 

 
 
<210> SEC ID NO 15 20 
<211> LONGITUD: 22 
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Artificial 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 25 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador 
 
<400> SECUENCIA: 15 
 

 30 
 
<210> SEC ID NO 16 
<211> LONGITUD: 21 
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Artificial 35 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador 
 
<400> SECUENCIA: 16 40 
 

 
 
<210> SEC ID NO 17 
<211> LONGITUD: 329 45 
<212> TIPO: PRT 
<213> ORGANISMO: Shewanella sp. SCRC-2738 
 
<400> SECUENCIA: 17 

E07710401
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<210> SEC ID NO 18 
<211> LONGITUD: 990 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Shewanella sp. SCRC-2738 
 
<400> SECUENCIA: 18 
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<210> SEC ID NO 19 
<211> LONGITUD: 2652 
<212> TIPO: PRT 5 
<213> ORGANISMO: Moritella marina 
 
<400> SECUENCIA: 19 
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<210> SEC ID NO 20 
<211> LONGITUD: 7959 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Moritella marina 
 
<400> SECUENCIA: 20 
 

 10 
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<210> SEC ID NO 21 
<211> LONGITUD: 883 
<212> TIPO: PRT 5 
<213> ORGANISMO: Moritella marina 
 
<400> SECUENCIA: 21 
 

 10 
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<210> SEC ID NO 22 
<211> LONGITUD: 2652 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Moritella marina 
 
<400> SECUENCIA: 22 
 

 10 
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<210> SEC ID NO 23 
<211> LONGITUD: 2011 
<212> TIPO: PRT 5 
<213> ORGANISMO: Moritella marina 
 
<400> SECUENCIA: 23 
 

 10 

E07710401
03-01-2013ES 2 400 276 T3

 



48 

 

E07710401
03-01-2013ES 2 400 276 T3

 



49 

 

E07710401
03-01-2013ES 2 400 276 T3

 



50 

 

E07710401
03-01-2013ES 2 400 276 T3

 



51 

 
 
<210> SEC ID NO 24 
<211> LONGITUD: 6036 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Moritella marina 
 
<400> SECUENCIA: 24 
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<210> SEC ID NO 25 
<211> LONGITUD: 538 
<212> TIPO: PRT 5 
<213> ORGANISMO: Moritella marina 
 
<400> SECUENCIA: 25 
 

 10 
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<210> SEC ID NO 26 
<211> LONGITUD: 1617 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Moritella marina 
 
<400> SECUENCIA: 26 
 

 10 
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<210> SEC ID NO 27 
<211> LONGITUD: 35 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Artificial 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador 
 10 
<400> SECUENCIA: 27 
 

 
 
<210> SEC ID NO 28 15 
<211> LONGITUD: 7959 
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Moritella marina 
 
<400> SECUENCIA: 28 20 
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<210> SEC ID NO 29 
<211> LONGITUD: 2652 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Moritella marina 
 
<400> SECUENCIA: 29 
 

 10 
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<210> SEC ID NO 30 
<211> LONGITUD: 6036 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Moritella marina 
 
<400> SECUENCIA: 30 
 

 10 
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<210> SEC ID NO 31 
<211> LONGITUD: 1617 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Moritella marina 
 
<400> SECUENCIA: 31 
 

 10 
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<210> SEC ID NO 32 
<211> LONGITUD: 48 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Artificial 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador 
 10 
<400> SECUENCIA: 32 
 

 
 
<210> SEC ID NO 33 15 
<211> LONGITUD: 48 
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Artificial 
 
<220> CARACTERÍSTICA: 20 
<223> OTRA INFORMACIÓN: Cebador 
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<400> SECUENCIA: 33 
 

 
 5 
<210> SEC ID NO 34 
<211> LONGITUD: 864 
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Moritella marina 
 10 
<400> SECUENCIA: 34 
 

 
 
<210> SEC ID NO 35 15 
<211> LONGITUD: 748 
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Brassica napus 
 
<400> SECUENCIA: 35 20 
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<210> SEC ID NO 36 
<211> LONGITUD: 313 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Brassica napus 
 
<400> SECUENCIA: 36 
 

 10 
 
<210> SEC ID NO 37 
<211> LONGITUD: 7596 
<212> TIPO: ADN 
<213> ORGANISMO: Shewanella oneidensis 15 
 
<400> SECUENCIA: 37 
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<210> SEC ID NO 38 
<211> LONGITUD: 2205 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Shewanella oneidensis 
 
<400> SECUENCIA: 38 
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<210> SEC ID NO 39 
<211> LONGITUD: 5892 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Shewanella oneidensis 
 
<400> SECUENCIA: 39 
 

 10 
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<210> SEC ID NO 40 
<211> LONGITUD: 1644 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Shewanella oneidensis 
 
<400> SECUENCIA: 40 
 

 10 
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<210> SEC ID NO 41 
<211> LONGITUD: 8316 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Colwellia psychrerythraea 
 
<400> SECUENCIA: 41 
 

 10 
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<210> SEC ID NO 42 
<211> LONGITUD: 2703 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Colwellia psychrerythraea 
 
<400> SECUENCIA: 42 
 

 10 
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<210> SEC ID NO 43 
<211> LONGITUD: 6051 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Colwellia psychrerythraea 
 
<400> SECUENCIA: 43 
 

 10 
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<210> SEC ID NO 44 
<211> LONGITUD: 1599 
<212> TIPO: ADN 5 
<213> ORGANISMO: Colwellia psychrerythraea 
 
<400> SECUENCIA: 44 
 

 10 
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REIVINDICACIONES 

1. Un polinucleótido aislado que comprende una secuencia seleccionada de: 

(a) un polinucleótido que hibrida con la SEQ ID NO:6 o la SEQ ID NO:8, o un complemento del mismo, en 
condiciones de 5X SSC, formamida al 50 % y 42 °C, codificando el polinucleótido para un polipéptido con 
actividad fosfopanteteinil transferasa; 5 
(b) un polinucleótido que codifica para la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7; y 
(c) un polinucleótido que codifica para un polipéptido con actividad fosfopanteteinil transferasa y que tiene al 
menos un 75 % de identidad de secuencia con la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID 
NO:7. 

2. El polinucleótido aislado de acuerdo con la reivindicación 1, que se define además como operativamente unido 10 
con un promotor heterólogo. 

3. Un constructo de ADN que comprende un promotor heterólogo operativamente unido con un polinucleótido que 
comprende una secuencia seleccionada de: 

(a) un polinucleótido que hibrida con la SEQ ID NO:6 o la SEQ ID NO:8, o un complemento del mismo, en 
condiciones de 5X SSC, formamida al 50 % y 42 °C, codificando el polinucleótido para un polipéptido con 15 
actividad fosfopanteteinil transferasa; 
(b) un polinucleótido que codifica para la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7; y 
(c) un polinucleótido que codifica para un polipéptido con actividad fosfopanteteinil transferasa y que tiene al 
menos un 75 % de identidad de secuencia con la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID 
NO:7. 20 

4. El constructo de ADN de acuerdo con la reivindicación 3, en el que 

(i) el promotor es funcional en una célula procariota; o 
(ii) el promotor es funcional en una célula eucariota, preferentemente el promotor es funcional en una célula 
vegetal, lo más preferentemente el promotor es un promotor potenciado en semillas. 

5. Una célula huésped que comprende una molécula de ADN que codifica para un polipéptido que tiene actividad 25 
fosfopanteteinil transferasa operativamente unido con un promotor funcional en dicha célula huésped, 
comprendiendo la molécula de ADN un polinucleótido que comprende una secuencia seleccionada de: 

(a) un polinucleótido que hibrida con la SEQ ID NO:6 o la SEQ ID NO:8, o un complemento del mismo, en 
condiciones de 5X SSC, formamida al 50 % y 42 °C, codificando el polinucleótido para un polipéptido con 
actividad fosfopanteteinil transferasa; 30 
(b) un polinucleótido que codifica para la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7; y 
(c) un polinucleótido que codifica para un polipéptido con actividad fosfopanteteinil transferasa y que tiene al 
menos un 75 % de identidad de secuencia con la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID 
NO:7. 

6. La célula huésped de acuerdo con la reivindicación 5, comprendiendo la célula huésped además una molécula de 35 
ADN que codifica para un polipéptido de poliquétido sintasa que comprende un sitio de unión a fosfopanteteína, en 
la que la molécula de ADN que codifica para un polipéptido de poliquétido sintasa está operativamente unida con un 
promotor heterólogo, preferentemente 

(i) el polipéptido de poliquétido sintasa comprende un sitio de unión a fosfopanteteína de Moritella marina; o 
(ii) la célula huésped comprende además una molécula de ADN que codifica para un polipéptido de poliquétido 40 
sintasa que tiene al menos un 75 % de identidad de secuencia con la secuencia de polipéptido de la SEQ ID 
NO: 19. 

7. La célula huésped de acuerdo con la reivindicación 5, en la que 

(i) la célula huésped es una célula vegetal; o 
(ii) la célula huésped es una célula fúngica o una célula bacteriana; o 45 
(iii) la célula huésped se define porque muestra biosíntesis de ácidos grasos alterada con respecto a una célula 
del mismo genotipo que dicha célula huésped pero que carece de la molécula de ADN. 

8. Una planta transgénica, o semilla de la misma, o partes de la misma, comprendiendo dichas planta transgénica, 
semilla y partes de planta una molécula de ADN que codifica para un polipéptido que tiene actividad fosfopanteteinil 
transferasa operativamente unida con un promotor funcional en dicha planta, comprendiendo la molécula de ADN un 50 
polinucleótido que comprende una secuencia seleccionada de: 

(a) un polinucleótido que hibrida con la SEQ ID NO:6 o la SEQ ID NO:8, o un complemento del mismo, en 
condiciones de 5X SSC, formamida al 50 % y 42 °C, codificando el polinucleótido para un polipéptido con 
actividad fosfopanteteinil transferasa; 
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(b) un polinucleótido que codifica para la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7; y 
(c) un polinucleótido que codifica para un polipéptido con actividad fosfopanteteinil transferasa y que tiene al 
menos un 75 % de identidad de secuencia con la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID 
NO:7. 

9. La planta de acuerdo con la reivindicación 8, que se define además porque comprende una molécula de ADN que 5 
codifica para poliquétido sintasa. 

10. La planta de acuerdo con la reivindicación 8 o 9, seleccionándose la planta de canola, Brassica campestris, colza 
oleaginosa, nabina, soja, crambe, mostaza, semilla de ricino, cacahuete, sésamo, semilla de algodón, semilla de 
lino, cártamo, palma de aceite, linaza, girasol, maíz, arroz, cebada, mijo, centeno, trigo, avena, alfalfa y sorgo. 

11. Un procedimiento de producción de alimento o pienso, que comprende las etapas de: 10 

(a) obtener la planta transgénica o una parte de la misma de acuerdo con la reivindicación 8 o 9; y 
(b) producir dicho alimento o pienso a partir de la misma. 

12. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 11, en el que el alimento o pienso es aceite, ensilaje, sémola, 
grano, almidón, harina o proteína. 

13. Un procedimiento de producción de ácido docosahexaenoico o ácido eicosapentaenoico que comprende las 15 
etapas de: 

(i) expresar en las semillas de una planta que comprende una molécula de ADN que codifica para poliquétido 
sintasa y un polinucleótido que comprende una secuencia seleccionada de: 

(a) un polinucleótido que hibrida con la SEQ ID NO:6 o la SEQ ID NO:8, o un complemento del mismo, en 
condiciones de 5X SSC, formamida al 50 % y 42 °C, codificando el polinucleótido para un polipéptido con 20 
actividad fosfopanteteinil transferasa; 
(b) un polinucleótido que codifica para la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7; 
y 
(c) un polinucleótido que codifica para un polipéptido con actividad fosfopanteteinil transferasa y que tiene 
al menos un 75 % de identidad de secuencia con la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la 25 
SEQ ID NO:7 para producir ácido docosahexaenoico o ácido eicosapentaenoico; y 

(ii) obtener el ácido docosahexaenoico o ácido eicosapentaenoico a partir de dicha semilla. 

14. Una composición de alimento o de pienso 

(i) producida mediante el procedimiento de acuerdo con la reivindicación 11 y que comprende una molécula de 
ácido nucleico detectable que comprende un polinucleótido que comprende una secuencia seleccionada de: 30 

(a) un polinucleótido que hibrida con la SEQ ID NO:6 o la SEQ ID NO:8, o un complemento del mismo, en 
condiciones de 5X SSC, formamida al 50 % y 42 °C, codificando el polinucleótido para un polipéptido con 
actividad fosfopanteteinil transferasa; 
(b) un polinucleótido que codifica para la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7; 
y 35 
(c) un polinucleótido que codifica para un polipéptido con actividad fosfopanteteinil transferasa y que tiene 
al menos un 75 % de identidad de secuencia con la secuencia de polipéptido de la SEQ ID NO:5 o la 
SEQ ID NO:7; o 

(ii) producida mediante el procedimiento de acuerdo con la reivindicación 12, en el que la planta transgénica es 
una planta de acuerdo con la reivindicación 9 y en el que la composición de alimento o de pienso comprende 40 
ácido docosahexaenoico o ácido eicosapentaenoico; o 
(iii) producida a partir de una planta preparada según reivindicación 13, que comprende ácido 
docosahexaenoico o ácido eicosapentaenoico. 
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