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2

DESCRIPCIÓN

Construcciones de ácido nucleico y procedimientos de producción de composiciones de aceite de semillas alteradas

Se presentan con la presente una copia en papel del Listado de Secuencias y una forma legible por ordenador del 
listado de secuencias en disquete, que contiene el archivo llamado "Omni2 AS FILED.txt", que es de 60.690 bytes de 
tamaño (medido en MS-DOS) y que se registró el 25 de septiembre de 2003 y se presentó en la solicitud de Estados 5
Unidos Nº 10/669.888. Se presenta con la presente una copia en papel del Listado de Secuencias y una forma 
legible por ordenador del listado de secuencias en disquete, que contiene el archivo llamado "OmniChild.txt", que es 
de 61.434 bytes de tamaño (medido en MS-DOS) y que se registró el 15 de marzo de 2006.

Campo de la invención

La presente invención se refiere a moléculas de ácido nucleico recombinantes, construcciones y otros agentes 10
asociados con la manipulación coordinada de múltiples genes en la ruta de síntesis de ácidos grasos. En particular, 
los agentes de la presente invención están asociados con la expresión potenciada simultánea de ciertos genes en la 
ruta de síntesis de ácidos grasos y expresión suprimida de ciertos otros genes en la misma ruta. La presente 
invención también se refiere a plantas que incorporan dichos agentes, y en particular a plantas que incorporan 
dichas construcciones donde las plantas muestran composiciones de aceite de semillas alteradas.15

Antecedentes

Se usan aceites vegetales en una diversidad de aplicaciones. Son necesarias nuevas composiciones de aceites 
vegetales y enfoques mejorados para obtener composiciones de aceite, a partir de fuentes vegetales biosintéticas o 
naturales. Dependiendo del uso pretendido del aceite, se desean diversas composiciones de ácidos grasos 
diferentes. Las plantas, especialmente especies que sintetizan grandes cantidades de aceites en las semillas, son 20
una fuente importante de aceites para usos tanto comestibles como industriales. Los aceites de semillas están 
compuestos casi completamente de triacilgliceroles en que los ácidos grasos están esterificados en los tres grupos 
hidroxilo de glicerol.

El aceite de soja típicamente contiene aproximadamente un 16-20 % de ácidos grasos saturados: un 13-16 % de 
palmitato y un 3-4 % de estearato. Véase en líneas generales Gunstone y col., The Lipid Handbook, Chapman y25
Hall, Londres (1994). Se han modificado aceites de soja por diversos procedimientos de cultivo para crear beneficios 
para mercados específicos. Sin embargo, no está disponible un aceite de soja que sea beneficioso en general para 
usuarios de aceite de soja importantes tales como consumidores de aceite de ensalada, aceite de cocinar y aceite 
de freír, y mercados industriales tales como los mercados del biodiesel y biolubricante. Los aceites de soja previos 
eran demasiado caros o carecían de una propiedad de calidad alimentaria importante tal como estabilidad oxidativa, 30
buen sabor en alimentos fritos o contenido en grasas saturadas, o una importante propiedad de los biodiesel tal 
como emisiones de óxido nítrico apropiadas o tolerancia al frío o flujo en frío.

Las plantas superiores sintetizan ácidos grasos mediante una ruta metabólica común, la ruta de la ácido graso 
sintetasa (FAS), que está localizada en los plástidos. Las -cetoacil-ACP sintasas son importantes enzimas 
limitantes de la velocidad en las FAS de células vegetales y existen en varias versiones. La -cetoacil-ACP sintasa I 35
cataliza la elongación de cadena hasta palmitoil-ACP (C16:0), mientras que la -cetoacil-ACP sintasa II cataliza la 
elongación de cadena hasta estearoil-ACP (C18:0). La -cetoacil-ACP sintasa IV es una variante de la -cetoacil-
ACP sintasa II y también puede catalizar la elongación de cadena hasta 18:0-ACP. En soja, los principales productos 
de FAS son 16:0-ACP y 18:0-ACP. La desaturación de 18:0-ACP para formar 18:1-ACP está cataliza por una delta-9 
desaturasa soluble localizada en plástidos (también denominada "estearoil-ACP desaturasa"). Véase Voelker y col., 40
52 Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 335-61 (2001).

Los productos de la FAS y delta-9 desaturasa de plástidos, 16:0-ACP, 18:0-ACP y 18:1-ACP, se hidrolizan por 
tioesterasas específicas (FAT). Las tioesterasas vegetales pueden clasificarse en dos familias de genes basándose 
en la homología de secuencia y preferencia de sustrato. La primera familia, FATA, incluye acil-ACP tioesterasas de 
cadena larga que tienen actividad principalmente sobre 18:1-ACP. Las enzimas de la segunda familia, FATB, utilizan 45
habitualmente 16:0-ACP (palmitoil-ACP), 18:0-ACP (estearoil-ACP) y 18:1-ACP (oleoil-ACP). Dichas tioesterasas 
tienen un papel importante en la determinación de la longitud de cadena durante la biosíntesis de ácidos grasos de 
novo en plantas, y por tanto estas enzimas son útiles en la provisión de diversas modificaciones de composiciones 
de acilo grasas, particularmente con respecto a las proporciones relativas de diversos grupos acilo grasos que están 
presentes en aceites de almacenamiento de semillas.50

Los productos de las reacciones de FATA y FATB, los ácidos grasos libres, dejan los plástidos y se convierten en 
sus respectivos acil-CoA ésteres. Los acil-CoA son sustratos para la ruta de la biosíntesis de lípidos (ruta de 
Kennedy), que está localizada en el retículo endoplásmico (RE). Esta ruta es responsable de la formación de lípidos 
de membrana así como de la síntesis de triacilgliceroles, que constituyen el aceite de las semillas. En el RE hay 
desaturasas unidas a membrana adicionales, que pueden desaturar adicionalmente 18:1 en ácidos grasos 55
poliinsaturados. Una delta-12 desaturasa (FAD2) cataliza la inserción de un doble enlace en 18:1, formando ácido 
linoleico (18:2). Una delta-15 desaturasa (FAD3) cataliza la inserción de un doble enlace en 18:2, formando ácido 
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linolénico (18:3).

Muchas rutas bioquímicas complejas se han manipulado ahora genéticamente, habitualmente por supresión o 
sobreexpresión de genes individuales. La explotación adicional del potencial para manipulación genética vegetal 
requerirá la manipulación coordinada de múltiples genes en una ruta. Se han usado varios enfoques para combinar 
transgenes en una planta, incluyendo cruce sexual, retransformación, contransformación y el uso de transgenes 5
ligados. Un transgén quimérico con secuencias génicas parciales ligadas puede usarse para suprimir de forma 
coordinada numerosos genes endógenos vegetales. Pueden usarse construcciones basadas en poliproteínas virales 
para introducir simultáneamente múltiples genes codificantes en células vegetales. Para una revisión, véase Halpin y 
col., Plant Mol. Biol. 47: 295-310 (2001).

El documento WO 03/080802 desvela plantas y semillas de soja que muestran un contenido particular de 10
composición de ácidos grasos. Sin embargo, la publicación no desvela una semilla que muestre una composición de 
ácidos grasos en el aceite de la semilla que comprenda un contenido de ácido oleico del 42 % al 85 % en peso de 
los ácidos grasos totales y un contenido de ácidos grasos saturados del 1,5 % al 8 % en peso de los ácidos grasos 
totales.

Todos los documentos WO 2004/001001, WO 01/79499, WO 2004/00871 y WO 2004/001000 desvelan diferentes 15
procedimientos para suprimir genes implicados en la síntesis de ácidos grasos en cultivos de semillas oleaginosas 
de climas templados tales como soja o algodón. En los documentos WO 2004/001001 y WO 2004/001000 se 
suprimen FAD2 y FAD3, en el documento WO 01/79499 se suprimen la delta-9 desaturasa y FAD2 y en el 
documento WO 2004/00871 se suprimen FATB, FAD2 y beta-cetoacil-ACP sintasa. Ninguno de estos enfoques
produjo semillas que muestren una composición de ácidos grasos en el aceite de la semilla que comprenda un 20
contenido de ácido oleico del 42 % al 85 % en peso de los ácidos grasos totales y un contenido de ácidos grasos 
saturados del 1,5 % al 8 % en peso de los ácidos grasos totales.

Por tanto, un fenotipo de planta deseado puede requerir la expresión de uno o más genes y la reducción simultánea 
de la expresión de otro gen u otros genes. Por tanto, existe la necesidad de sobreexpresar simultáneamente uno o 
más genes y suprimir, o regular negativamente, la expresión de otro gen o genes en plantas usando una única 25
construcción transgénica.

Sumario de la invención

La presente invención proporciona semillas de soja que muestran una composición de ácidos grasos en el aceite de 
la semilla que comprende un contenido de ácido oleico del 42 % al 85 % en peso de los ácidos grasos totales y un 
contenido de ácidos grasos saturados del 1,5 % al 8 % en peso de los ácidos grasos totales, en las que dichas 30
semillas comprenden además un genoma con una secuencia de ácido nucleico que comprende un fragmento de un 
intrón FAD2-1 de soja que es entre aproximadamente 20 y aproximadamente 420 nucleótidos contiguos de longitud 
y un fragmento de un gen de FATB de soja que es entre aproximadamente 40 y aproximadamente 450 nucleótidos 
contiguos de longitud.

La presente invención proporciona además semillas de soja que muestran una composición de aceite que 35
comprende de aproximadamente el 50 % a aproximadamente el 80 % en peso de ácido oleico, de aproximadamente
el 8 % a aproximadamente el 1,5 % en peso de ácidos grasos saturados, de aproximadamente el 2 % a
aproximadamente el 45 % en peso de ácido linoleico, de aproximadamente el 4 % a aproximadamente el 14 % en 
peso de ácido linolénico, en las que una cantidad combinada del ácido oleico y el ácido linolénico es de 
aproximadamente el 65 % a aproximadamente el 90 % en peso de la composición de aceite total, y la semilla 40
comprende una molécula de ácido nucleico recombinante que comprende una secuencia de ADN que comprende un 
fragmento del intrón FAD2-1 que es entre aproximadamente 50 y aproximadamente 400 nucleótidos contiguos de 
longitud, una región codificante de péptidos de tránsito del cloroplasto FATB, y 42 nucleótidos contiguos de una UTR 
5' de FATB.

En una realización adicional, la presente invención proporciona un procedimiento para producir una composición de 45
aceite que comprende producir semillas de soja como se ha descrito anteriormente y procesar la semilla para 
producir el aceite.

También se desvelen en el presente documento procedimientos para transformar plantas con moléculas de ácido 
nucleico recombinantes. Los procedimientos incluyen un procedimiento para producir una planta transformada que 
tiene semillas con un contenido aumentado de ácido oleico, contenido reducido de ácidos grasos saturados y 50
contenido reducido de ácidos grasos poliinsaturados que comprende (A) transformar una célula vegetal con una 
molécula de ácido nucleico recombinante que comprende un primer conjunto de secuencias de ADN que es capaz, 
cuando se expresa en una célula huésped, de suprimir la expresión endógena de al menos uno, preferentemente 
dos, genes seleccionados del grupo que consiste en los genes FAD2, FAD3, y FATB, y un segundo conjunto de 
secuencias de ADN que es capaz, cuando se expresa en una célula huésped, de aumentar la expresión endógena 55
de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en un gen de beta-cetoacil-ACP sintasa I, un gen de beta-
cetoacil-ACP sintasa IV, un gen de delta-9 desaturasa y EPSPS CP4; y (B) cultivar la planta transformada, donde la 
planta transformada produce semillas con un contenido aumentado de ácido oleico, contenido reducido de ácidos 
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grasos saturados y contenido reducido de ácidos grasos poliinsaturados respecto a semillas de una planta que tiene 
un fondo genético similar pero que carece de la molécula de ácido nucleico recombinante.

Se desvelan además procedimientos para transformar células vegetales con las moléculas de ácido nucleico 
recombinantes. Los procedimientos incluyen un procedimiento para alterar la composición del aceite de una célula 
vegetal que comprende (A) transformar una célula vegetal con una molécula de ácido nucleico recombinante que 5
comprende un primer conjunto de secuencias de ADN que es capaz, cuando se expresa en una célula huésped, de 
suprimir la expresión endógena de al menos uno, preferentemente dos, genes seleccionados del grupo que consiste 
en los genes FAD2, FAD3, y FATB, y un segundo conjunto de secuencias de ADN que es capaz, cuando se expresa 
en una célula huésped, de aumentar la expresión endógena de al menos un gen seleccionado del grupo que 
consiste en un gen de beta-cetoacil-ACP sintasa I, un gen de beta-cetoacil-ACP sintasa IV, un gen de delta-9 10
desaturasa y EPSPS CP4; y (B) cultivar la célula vegetal en condiciones donde se inicie la transcripción del primer 
conjunto de secuencias de ADN y el segundo conjunto de secuencias de ADN, donde la composición del aceite está 
alterada respecto a una célula vegetal con un fondo genético similar pero que carece de la molécula de ácido 
nucleico recombinante.

Se desvela además en el presente documento una planta transformada que comprende una molécula de ácido 15
nucleico recombinante que comprende un primer conjunto de secuencias de ADN que es capaz, cuando se expresa 
en una célula huésped, de suprimir la expresión endógena de al menos uno, preferentemente dos genes 
seleccionados del grupo que consiste en los genes FAD2, FAD3, y FATB, y un segundo conjunto de secuencias de 
ADN que es capaz, cuando se expresa en una célula huésped, de aumentar la expresión endógena de al menos un 
gen seleccionado del grupo que consiste en un gen de beta-cetoacil-ACP sintasa I, un gen de beta-cetoacil-ACP 20
sintasa IV, un gen de delta-9 desaturasa y EPSPS CP4. Se desvela además una planta de soja transformada que 
alberga semillas, donde las semillas muestran una composición de aceite que comprende del 55 al 80 % en peso de 
ácido oleico, del 10 al 40 % en peso de ácido linoleico, el 6 % o menos en peso de ácido linolénico, y del 2 al 8 % en 
peso de ácidos grasos saturados, y materia prima, partes vegetales y semillas derivadas de la planta. Otra 
realización desvelada en el presente documento es una planta de soja transformada que alberga semillas, donde las 25
semillas muestran una composición de aceite que comprende aproximadamente el 65-80 % de ácido oleico, 
aproximadamente el 3-8 % de saturados y aproximadamente el 12-32 % de poliinsaturados. También se incluye 
materia prima, partes vegetales y semillas derivadas de dicha planta. En otra realización, se desvela una planta de 
soja transformada que alberga semillas, donde las semillas muestran una composición de aceite que comprende 
aproximadamente el 65-80 % de ácido oleico, aproximadamente el 2-3,5 % de saturados y aproximadamente el 30
16,5-33 % de poliinsaturados. También se incluye materia prima, partes vegetales y semillas derivadas de dicha 
planta.

En una realización adicional se desvelan semillas de soja con una composición de aceite que comprende del 55 al 
80 % en peso de ácido oleico, del 10 al 40 % en peso de ácido linoleico, el 6 % o menos en peso de ácido linolénico 
y del 2 al 8 % en peso de ácidos grasos saturados, y también proporciona una semilla de soja que muestra una 35
composición de aceite que comprende el 65-80 % en peso de ácido oleico, del 10 al 30 % en peso de ácido linoleico, 
el 6 % o menos en peso de ácido linolénico y del 2 al 8 % en peso de ácidos grasos saturados. En otra realización, 
se describen semillas de soja que muestran una composición de aceite que comprende aproximadamente el 65-80 
% de ácido oleico, aproximadamente el 3-8 % de saturados, y aproximadamente el 12-32 % de poliinsaturados. 
Además, se describen semillas de soja que muestran una composición de aceite que comprende aproximadamente 40
el 65-80 % de ácido oleico, aproximadamente el 2-3,5 % de saturados y aproximadamente el 16,5-33 % de 
poliinsaturados.

También se desvelan alimentos de soja que comprenden una composición de aceite que comprende del 69 al 73 % 
en peso de ácido oleico, del 21 al 24 % en peso de ácido linoleico, del 0,5 al 3 % en peso de ácido linolénico y el 2-3 
% en peso de ácidos grasos saturados.45

El aceite de soja en bruto descrito en el presente documento muestra una composición de aceite que comprende del 
55 al 80 % en peso de ácido oleico, del 10 al 40 % en peso de ácido linoleico, el 6 % o menos en peso de ácido 
linolénico y del 2 al 8 % en peso de ácidos grasos saturados. Otro aceite de soja en bruto descrito en el presente 
documento muestra una composición de aceite que comprende del 65 al 80 % en peso de ácido oleico, del 10 al 30 
% en peso de ácido linoleico, el 6 % o menos en peso de ácido linolénico y del 2 al 8 % en peso de ácidos grasos 50
saturados. En otra realización, el aceite de soja en bruto descrito en el presente documento muestra una 
composición de aceite que comprende aproximadamente el 65-80 % de ácido oleico, aproximadamente el 3-8 % de 
saturados y aproximadamente el 12-32 % de poliinsaturados. En otra realización, el aceite de soja en bruto descrito 
en el presente documento muestra una composición de aceite que comprende aproximadamente el 65-80 % de 
ácido oleico, aproximadamente el 2-3,5 % de saturados y aproximadamente el 16,5-33 % de poliinsaturados.55

Se desvelan además semillas se soja que muestran una composición de aceite que comprende de 
aproximadamente el 42 % a aproximadamente el 85 % en peso de ácido oleico y de aproximadamente el 8 % a
aproximadamente el 1,5 % en peso de ácidos grasos saturados. En otra realización, una semilla de soja descrita en 
el presente documento muestra una composición de aceite que comprende de aproximadamente el 42 % a
aproximadamente el 85 % en peso de ácido oleico, de aproximadamente el 8% a aproximadamente el 1,5 % en 60
peso de ácidos grasos saturados, menos del 35 % en peso de ácido linolénico, en la que una cantidad combinada 
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del ácido oleico y el ácido linolénico es de aproximadamente el 65 % a aproximadamente el 90 % en peso de la 
composición de aceite total; y la semilla tiene una molécula de ácido nucleico recombinante con una secuencia de 
ADN que tiene un fragmento de intrón FAD2-1 entre aproximadamente 50 y aproximadamente 400 nucleótidos
contiguos de longitud, una UTR 3' de FATB y una UTR 5' de FATB, una beta-cetoacil-ACP sintasa IV heteróloga, y 
una delta-9 desaturasa heteróloga en una célula huésped.5

Una semilla de soja descrita en el presente documento puede mostrar una composición de aceite que comprende de 
aproximadamente el 50 % a aproximadamente el 80 % en peso de ácido oleico, de aproximadamente el 8 % a
aproximadamente el 1,5 % en peso de ácidos grasos saturados, de aproximadamente el 2 % a aproximadamente el 
45 % en peso de ácido linoleico, de aproximadamente el 4 % a aproximadamente el 14 % en peso de ácido 
linolénico, en la que una cantidad combinada del ácido oleico y el ácido linolénico es de aproximadamente el 65 % a 10
aproximadamente el 90 % en peso de la composición de aceite total, y la semilla comprende una molécula de ácido 
nucleico recombinante que comprende una secuencia de ADN que comprende un fragmento de intrón FAD2-1 que 
es entre aproximadamente 50 y aproximadamente 400 nucleótidos contiguos de longitud, una región codificante de 
CPT de FATB, y 42 nucleótidos contiguos de una UTR 5' de FATB. En otra realización, una semilla de soja puede 
comprender una molécula de ácido nucleico recombinante que comprende una secuencia de ADN que suprime la 15
expresión endógena de FAD2 y FATB, en la que la semilla muestra una composición de aceite que comprende del 
46 al 75 % en peso de ácido oleico, del 1,5 al 8,5 % en peso de ácidos grasos saturados, del 2,5 al 38 % en peso de 
ácido linoleico y del 4,5 al 17,5 % en peso de ácido linolénico.

La presente invención también incluye un procedimiento para reducir la cantidad de supresión del gen FAD2 
respecto a la cantidad de supresión del gen FAD2 obtenida expresando una construcción de iARNbc que tiene una 20
secuencia de FAD2 recombinante que consiste en un intrón de FAD2 completo o una UTR de FAD2: i) expresando 
una secuencia de FAD2 recombinante en una célula vegetal, en la que la secuencia de FAD2 recombinante deriva 
de un gen FAD2 endógeno en una célula vegetal y la secuencia de FAD2 recombinante consiste en un fragmento 
del intrón de FAD2 o un fragmento de UTR de FAD2; y ii) suprimiendo un gen FAD2 endógeno con la secuencia de 
FAD2 recombinante, en la que la cantidad de supresión del gen FAD2 es menor que la cantidad de expresión génica 25
obtenida expresando la construcción de iARNbc que tiene una secuencia de FAD2 recombinante que consiste en la 
longitud completa de un intrón de FAD2 o la longitud completa de una UTR de FAD2.

También se proporcionan por la presente invención procedimientos para alterar la composición de aceite de una 
célula vegetal: transformando una célula vegetal con una secuencia de FAD2 recombinante derivada de parte de un 
gen FAD2 endógeno. La secuencia de FAD2 recombinante consiste en un fragmento de intrón de FAD2 o un 30
fragmento de UTR de FAD2; y cultivando la célula vegetal en condiciones donde se inicia la transcripción de la 
secuencia de FAD2 recombinante, mediante lo cual la composición de aceite se altera respecto a una célula vegetal 
con un fondo genético similar pero que carece de la secuencia de FAD2 recombinante. En otra realización, un
procedimiento para potenciar el contenido de ácido oleico y reducir el contenido de ácidos grasos saturados en una
semilla vegetal: i) acortando la longitud de una primera secuencia de FAD2 recombinante hasta que la cantidad de35
supresión del gen FAD2 de una planta transformada con la primera secuencia de FAD2 recombinante esté reducida
al menos parcialmente respecto a la cantidad de supresión del gen FAD2 en una célula vegetal que comprende un 
fondo genético similar y una segunda secuencia de FAD2 recombinante, donde la segunda secuencia de FAD2 
recombinante consiste en una secuencia de FAD2 más endógena que la primera secuencia de FAD2 recombinante; 
ii) expresando una secuencia de FATB recombinante capaz de reducir al menos parcialmente la expresión del gen 40
FATB en una célula vegetal respecto a la supresión de FATB en una célula vegetal con un fondo genético similar 
pero sin la secuencia de FATB recombinante; iii) cultivando una planta con una molécula de ácido nucleico 
recombinante que comprende la primera secuencia de FAD2 recombinante y la secuencia de FATB recombinante; y
iv) cultivando una planta que produce semillas con un contenido reducido de ácidos grasos saturados respecto a 
semillas de una planta que tiene un fondo genético similar pero que carece de la primera secuencia de FAD2 45
recombinante y la secuencia de FATB recombinante.

En otra realización más, la presente invención incluye un procedimiento para producir una planta transformada que 
tiene semillas con un contenido reducido de ácidos grasos saturados: transformando una célula vegetal con una 
molécula de ácido nucleico recombinante que comprende una secuencia de ADN recombinante que suprime la 
expresión endógena de FAD2 y FATB, donde la secuencia de ADN recombinante tiene una secuencia de ácido 50
nucleico de FAD2 recombinante y FATB recombinante, en el que la secuencia de FAD2 consiste en menos que la 
secuencia completa de un intrón de FAD2; y cultivando la planta transformada, en el que la planta transformada 
produce semillas con un contenido reducido de ácidos grasos saturados respecto a semillas de una planta que tiene 
un fondo genético similar pero que carece de la secuencia de ADN recombinante.

En otra realización, la presente invención se refiere a un procedimiento para modular la composición de ácidos 55
grasos del aceite de una semilla de un cultivo de semillas oleaginosas de clima templado aislando un elemento 
genético de al menos 40 nucleótidos de longitud que es capaz de suprimir la expresión de un gen endógeno en la 
ruta de síntesis de ácidos grasos; generando más de un fragmento acortado del elemento genético; introduciendo 
cada uno de los más de un fragmento acortado en una célula vegetal del cultivo de semillas oleaginosas de clima 
templado para producir plantas transgénicas; y seleccionando una planta transgénica que comprende un fragmento 60
acortado de longitud y secuencia determinadas que logra un cambio deseable en la composición de ácidos grasos 
en el aceite de la semilla.
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La presente invención también incluye una semilla de soja que muestra una composición de aceite que tiene un 
contenido muy reducido de ácidos grasos saturados y un contenido moderadamente potenciado de ácido oleico que 
tiene una secuencia de ADN que suprime la expresión endógena de FAD2 en una célula vegetal, donde la 
secuencia de ADN tiene una secuencia de FAD2 recombinante que consiste en un fragmento de intrón de FAD2.
Otra realización de la presente invención es una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de un 5
intrón FAD2-1A, donde el fragmento del intrón FAD2-1A es entre aproximadamente 60 y aproximadamente 320
nucleótidos contiguos. En una realización alternativa, la presente invención también incluye una semilla de soja que 
tiene una primera secuencia de ADN recombinante que suprime la expresión de FAD2-1 de soja endógeno, que 
comprende un intrón FAD2-1 de soja, y una segunda secuencia de ADN recombinante que expresa niveles 
aumentados de un gen seleccionado del grupo que consiste en K4SI, delta-9 desaturasa, KASIV y combinaciones 10
de los mismos.

La presente invención también incluye una célula vegetal de soja de una semilla de soja que muestra una 
composición de ácidos grasos en el aceite de la semilla que comprende un contenido de ácido oleico de
aproximadamente el 42 % a aproximadamente el 85 % en peso de los ácidos grasos totales y un contenido de 
ácidos grasos saturados de menos del 8 % en peso de los ácidos grasos totales. También se incluye en la presente 15
invención una célula vegetal de soja de una semilla de soja que muestra una composición de ácidos grasos en el
aceite de la semilla que comprende un contenido de ácido oleico de aproximadamente el 42 % a aproximadamente 
el 85 % en peso de ácidos grasos totales y un contenido de ácido linolénico de menos de aproximadamente el 3 % 
en peso de los ácidos grasos totales.

La presente invención también incluye una molécula de ácido nucleico con una secuencia de un intrón FAD2-1A, 20
donde el intrón FAD2-1A es entre aproximadamente 60 y aproximadamente 320 nucleótidos contiguos. También se 
incluye una construcción de ADN recombinante que comprende un fragmento de intrón FAD2-1 de soja que es entre 
aproximadamente 20 y aproximadamente 420 nucleótidos contiguos de longitud y un fragmento del gen FATB de 
soja que es entre aproximadamente 40 y aproximadamente 450 nucleótidos contiguos de longitud. Otra realización 
incluye una molécula de ácido nucleico recombinante que tiene una primera secuencia de ADN que suprime la 25
expresión endógena de FAD2-1 y FATB de soja, donde la primera secuencia de ADN recombinante incluye un 
fragmento de intrón FAD2-1 que es entre aproximadamente 20 y aproximadamente 420 nucleótidos contiguos de 
longitud, una UTR 3' de FATB de soja, y una UTR 5' o área codificante de CTP de FATB de soja, y una segunda 
secuencia de ADN recombinante que aumenta la expresión de al menos uno de los genes seleccionados del grupo 
que consiste en beta-cetoacil-ACP sintasa IV y delta-9 desaturasa.30

También se desvela en el presente documento un aceite de soja no mezclado que tiene una composición de ácidos 
grasos que comprende un contenido de ácido oleico de aproximadamente el 42 % a aproximadamente el 85 % en 
peso de los ácidos grasos totales y un contenido de ácidos grasos saturados de aproximadamente el 1,5 % a 
aproximadamente el 8 % en peso de los ácidos grasos totales; un aceite de soja no mezclado que tiene una 
composición de ácidos grasos que comprende un contenido de ácido oleico de aproximadamente el 42 % a 35
aproximadamente el 85 % en peso de los ácidos grasos totales y un contenido de ácidos grasos saturados de 
aproximadamente el 8 % o menos en peso de los ácidos grasos totales; un aceite de soja no mezclado que tiene 
una composición de ácidos grasos que comprende un contenido de ácido oleico de aproximadamente el 42 % a 
aproximadamente el 85 % en peso de ácidos grasos totales y un contenido de ácido linolénico de menos del 3 % en 
peso de los ácidos grasos totales; y un aceite de soja no mezclado que tiene una composición de ácidos grasos que 40
comprende un contenido de ácido oleico de aproximadamente el 42 % a aproximadamente el 85 % en peso de los 
ácidos grasos totales, un contenido de ácidos grasos saturados de aproximadamente el 8 % o menos en peso de los 
ácidos grasos totales, y un contenido de ácido linolénico de aproximadamente el 1,5 % o menos en peso de los 
ácidos grasos totales.

También se desvela en el presente documento una harina de soja derivada de una semilla de soja que muestra una45
composición de ácidos grasos en el aceite de la semilla que comprende una contenido de ácido oleico de 
aproximadamente el 42 % a aproximadamente el 85% en peso de los ácidos grasos totales y un contenido de ácidos 
grasos saturados de menos del 8 % en peso de los ácidos grasos totales. También se incluye una harina de soja 
derivada de una semilla de soja que muestra una composición de ácidos grasos en el aceite de la semilla que 
comprende un contenido de ácido oleico de aproximadamente el 42 % a aproximadamente el 85% en peso de los 50
ácidos grasos totales y un contenido de ácido linolénico de menos de aproximadamente el 3 % en peso de los 
ácidos grasos totales.

Se describe además en el presente documento un procedimiento para reducir la cantidad de supresión del gen 
FAD2 respecto a la cantidad de supresión del gen FAD2 obtenida expresando una construcción de iARNbc que 
comprende una secuencia de FAD2 heteróloga que consiste en un intrón de FAD2 completo o una UTR de FAD255
completa, incluyendo el procedimiento: i) expresar una secuencia de FAD2 heteróloga en una célula vegetal, en la 
que la secuencia de FAD2 heteróloga deriva de un gen FAD2 endógeno en una célula vegetal y consiste en un 
fragmento de intrón de FAD2 o un fragmento de UTR de FAD2; y ii) suprimir un gen FAD2 endógeno con la 
secuencia de FAD2 heteróloga, en el que la cantidad de supresión del gen FAD2 es menor que la cantidad de 
expresión del gen obtenida expresando una secuencia de FAD2 heteróloga que consiste en la longitud completa de 60
un intrón de FAD2 o la longitud completa de una UTR de FAD2.
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Se describe además en el presente documento un procedimiento para alterar la composición de aceite de una célula 
vegetal transformando una célula vegetal con una secuencia de FAD2 heteróloga derivada de parte de un gen FAD2 
endógeno, donde la secuencia de FAD2 heteróloga consiste en un fragmento de intrón de FAD2 o un fragmento de 
UTR de FAD2; y cultivando la célula vegetal en condiciones en las que se inicia la transcripción de la secuencia de 
FAD2 heteróloga, mediante lo cual la composición de aceite se altera respecto a una célula vegetal con un fondo 5
genético similar pero que carece de la secuencia de FAD2 heteróloga.

Se describe además en el presente documento un procedimiento para potenciar el contenido de ácido oleico y 
reducir el contenido de ácidos grasos saturados en una semilla vegetal que comprende i) acortar la longitud de una 
primera secuencia de FAD2 heteróloga hasta que la cantidad de supresión del gen FAD2 de una planta 
transformada con la primera secuencia de FAD2 heteróloga esté reducida al menos parcialmente respecto a la 10
cantidad de supresión del gen FAD2 en una célula vegetal que comprende un fondo genético similar y una segunda 
secuencia de FAD2 heteróloga, en la que la segunda secuencia de FAD2 heteróloga consiste en una secuencia de 
FAD2 más endógena que la primera secuencia de FAD2 heteróloga; ii) expresar una secuencia de FATB heteróloga 
capaz de reducir al menos parcialmente la expresión del gen FATB en una célula vegetal respecto a la supresión de 
FATB en una célula vegetal con un fondo genético similar pero sin la secuencia de FATB heteróloga; iii) cultivar una 15
planta que comprende un genoma con la primera secuencia de FAD2 heteróloga y la secuencia de FATB 
heteróloga; y iv) cultivar una planta que produce semillas con un contenido reducido de ácidos grasos saturados
respecto a semillas de una planta que tiene un fondo genético similar pero que carece de la primera secuencia de 
FAD2 heteróloga y la secuencia de FATB heteróloga.

Se describe también en el presente documento una molécula de ácido nucleico heteróloga que comprende un 20
fragmento del intrón FAD2-1 de soja que es entre aproximadamente 20 y aproximadamente 420 nucleótidos 
contiguos de longitud y un fragmento del gen FATB de soja que es entre aproximadamente 40 y aproximadamente 
450 nucleótidos contiguos de longitud. Se describe además en el presente documento una molécula de ácido 
nucleico heteróloga que comprende una secuencia de ácido nucleico que comprende un fragmento del intrón FAD2-
1 de soja que es entre aproximadamente 20 y aproximadamente 420 nucleótidos de longitud, un fragmento de un 25
gen FATB de soja que es entre aproximadamente 40 y aproximadamente 450 nucleótidos de longitud, y una 
secuencia de ácido nucleico que aumenta la expresión de una de beta-cetoacil-ACP sintasa IV y delta-9 desaturasa
o ambas.

Se describe además en el presente documento un procedimiento para reducir el contenido de ácido linolénico de 
una semilla de soja i) introduciendo en una célula de soja una molécula de ácido nucleico heteróloga que comprende 30
una secuencia de ácido nucleico de al menos dos miembros de la familia del gen FAD3; ii) expresando una 
secuencia de ácido nucleico de un gen FAD3 capaz de reducir al menos parcialmente la expresión del gen FAD3 
endógeno en una célula vegetal; iii) cultivando una célula vegetal que comprende un genoma con la secuencia de 
ácido nucleico de al menos dos miembros de la familia del gen FAD3; y iv) cultivando la célula vegetal con un 
contenido reducido de ácido linolénico respecto a una célula vegetal que tiene un fondo genético similar pero que 35
carece de los al menos dos miembros de la familia del gen FAD3. Se describe además en el presente documento 
una construcción de ADN recombinante con fragmentos de ADN de la menos dos miembros de la familia del gen 
FAD3.

Se describe además en el presente documento un aceite de soja no mezclado que tiene una composición de ácidos 
grasos que comprende un contenido de ácido oleico de aproximadamente el 42 % a aproximadamente el 85 % en 40
peso de los ácidos grasos totales, un contenido de ácidos grasos saturados de aproximadamente el 8 % o menos en 
peso de los ácidos grasos totales, y un contenido de ácido linolénico de aproximadamente el 1,5 % o menos en peso 
de los ácidos grasos totales.

Breve descripción de los dibujos

Las FIGURAS 1-4 representan cada una configuraciones ejemplares de moléculas de ácido nucleico.45

Las FIGURAS 5(a)-(d) y 6(a)-(c) representan cada una configuraciones ilustrativas de un primer conjunto de 
secuencias de ADN.

Las FIGURAS 7-20 representan cada una moléculas de ácido nucleico.

La FIGURA 21 representa la construcción pMON68537.

La FIGURA 22 representa la construcción pMON68539.50

Descripción detallada de la invención

Descripción de las secuencias de ácido nucleico

SEC ID Nº: 1 es una secuencia de ácido nucleico de un intrón 1 de FAD2-1A.

SEC ID Nº: 2 es una secuencia de ácido nucleico de un intrón 1 de FAD2-1B.
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SEC ID Nº: 3 es una secuencia de ácido nucleico de un promotor de FAD2-1B.

SEC ID Nº: 4 es una secuencia de ácido nucleico de un clon genómico de FAD2-1A.

SEC ID Nº: 5 y 6 son secuencias de ácido nucleico de una UTR 3' y UTR 5' de FAD2-1A, respectivamente.

SEC ID Nº: 7-13 son secuencias de ácido nucleico de los intrones de FAD3-JA 1, 2, 3A, 4, 5, 3B y 3C, 
respectivamente.5

SEC ID Nº: 14 es una secuencia de ácido nucleico del intrón 4 de FAD3-1C.

SEC ID Nº: 15 es una secuencia de ácido nucleico de un clon genómico de FAD3-1A parcial.

SEC ID Nº: 16 y 17 son secuencias de ácido nucleico de una UTR 3' y UTR 5' de FAD3-1A, respectivamente.

SEC ID Nº: 18 es una secuencia de ácido nucleico de un clon genómico de FAD3-1B parcial.

SEC ID Nº: 19-25 son secuencias de ácido nucleico de los intrones de FAD3-1B 1, 2, 3A, 3B, 3C, 4 y 5, 10
respectivamente.

SEC ID Nº: 26 y 27 son secuencias de ácido nucleico de una UTR 3' y UTR 5' de FAD3-1B, respectivamente.

SEC ID Nº: 28 es una secuencia de ácido nucleico de un clon genómico de FATB-1.

SEC ID Nº: 29-35 son secuencias de ácido nucleico de los intrones de FATB-1 I, II, III, IV, V, VI y VII, 
respectivamente.15

SEC ID Nº: 36 y 37 son secuencias de ácido nucleico de una UTR 3' y UTR 5' de FATB-1, respectivamente.

SEC ID Nº: 38 es una secuencia de ácido nucleico de un gen KAS I de Cuphea pulcherrima.

SEC ID Nº: 39 es una secuencia de ácido nucleico de un gen KAS IV de Cuphea pulcherrima.

SEC ID Nº: 40 y 41 son secuencias de ácido nucleico de genes de delta-9 desaturasa de Ricinus communis y
Simmondsia chinensis, respectivamente.20

SEC ID Nº: 42 es una secuencia de ácido nucleico de un ADNc de FATB-2.

SEC ID Nº: 43 es una secuencia de ácido nucleico de un clon genómico de FATB-2.

SEC ID Nº: 44-47 son secuencias de ácido nucleico de los intrones de FATB-2 I, II, III y IV respectivamente.

SEC ID Nº: 48-60 son secuencias de ácido nucleico de cebadores de PCR.

SEC ID Nº: 61 y 62 son secuencias de ácido nucleico de UTR 3' y UTR 5' de FAD3-1C de soja, respectivamente.25

Definiciones

"ACP" se refiere a un resto de proteína vehículo de acilo. "Composición de aceite de semilla alterada" se refiere a 
una composición de aceite de semilla de una planta transgénica o transformada de la invención que tiene niveles 
alterados o modificados de los ácidos grasos en la misma, respecto a un aceite de semilla de una planta que tiene 
un fondo genético similar pero que no se ha transformado.30

"Supresión antisentido" se refiere a silenciamiento específico de gen que se induce por la introducción de una 
molécula de ARN antisentido.

La "coexpresión de más de un agente tal como un ARNm o proteína" se refiere a la expresión simultánea de un 
agente en marcos temporales solapantes y en la misma célula o tejido que otro agente. La "expresión coordinada de 
más de un agente" se refiere a la coexpresión de más de un agente cuando la producción de transcritos y proteínas 35
de dichos agentes se lleva a cabo utilizando un promotor compartido o idéntico.

El "complemento" de una secuencia de ácido nucleico se refiere al complemento de la secuencia a lo largo de su 
longitud completa.

La "cosupresión" es la reducción en niveles de expresión, habitualmente al nivel del ARN, de un gen o familia de 
genes endógeno particular por la expresión de una construcción con sentido homóloga que es capaz de transcribir 40
ARNm de la misma cadena que el transcrito del gen endógeno. Napoli y col., Plant Cell 2: 279-289 (1990); van der 
Krol y col., Plant Cell 2: 291-299 (1990).

El "aceite de soja en bruto" se refiere a aceite de soja que se ha extraído de semillas de soja, pero no se ha refinado, 
procesado o mezclado, aunque puede estar desgomado.
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El "CTP" se refiere a un péptido de tránsito de cloroplastos, codificado por la "secuencia codificante de péptido de 
tránsito de cloroplastos".

Cuando se hace referencia a proteínas y ácidos nucleicos en el presente documento, "derivado" se refiere a obtener 
directamente (por ejemplo, mirando la secuencia de una proteína o ácido nucleico conocido y preparando una 
proteína o ácido nucleico que tenga una secuencia similar, al menos en parte, a la secuencia de la proteína o ácido 5
nucleico conocido) o indirectamente (por ejemplo, obteniendo una proteína o ácido nucleico de un organismo que 
está relacionado con una proteína o ácido nucleico conocido) una proteína o ácido nucleico de una proteína o ácido 
nucleico conocido. Un experto en la materia conoce otros procedimientos para "derivar" una proteína o ácido 
nucleico de una proteína o ácido nucleico conocido.

ARN bicatenario ("ARNbc"), interferencia por ARN bicatenario ("iARNbc") e interferencia por ARN ("iARN") se 10
refieren todos a silenciamiento específico de genes que se induce por la introducción de una construcción capaz de 
transcribir una molécula de ARN al menos parcialmente bicatenaria. Una "molécula de ARNbc" y una "molécula de 
iARN" se refieren ambas a una región de una molécula de ARN que contiene segmentos con secuencias de 
nucleótidos complementarias y por lo tanto pueden hibridar entre sí y formar ARN bicatenario. Dichas moléculas de 
ARN bicatenario son capaces, cuando se introducen en una célula u organismo, de reducir al menos parcialmente el 15
nivel de una especie de ARNm presente en una célula o una célula de un organismo. Además, el ARNbc puede 
crearse después de ensamblaje in vivo de fragmentos de ADN apropiados mediante recombinación ilegítima y 
recombinación específica de sitio como se describe en la Solicitud Internacional Nº PCT/US2005/004681, 
presentada el 11 de febrero de 2005.

"Exón" se refiere al sentido normal del término que significa un segmento de moléculas de ácido nucleico, 20
habitualmente ADN, que codifica parte de o toda una proteína expresada.

"Ácido graso" se refiere a ácidos grasos libres y grupos de acilo graso.

"Gen" se refiere a una secuencia de ácido nucleico que abarca una región promotora 5' asociada con la expresión 
del producto génico, cualquier región intrónica y exónica y regiones no traducidas 3' o 5' asociadas con la expresión 
del producto génico.25

"Silenciamiento génico" se refiere a la supresión de la expresión génica o regulación negativa de la expresión 
génica.

Una "familia génica" es dos o más genes en un organismo que codifican proteínas que muestran atributos 
funcionales similares, y un "miembro de una familia génica" es cualquier gen de la familia génica hallado dentro del 
material genético de la planta, por ejemplo, un "miembro de la familia génica de FAD2" es cualquier gen FAD2 30
hallado dentro del material genético de la planta. Un ejemplo de dos miembros de una familia génica son FAD2-1 y
FAD2-2. Una familia génica puede clasificarse adicionalmente por la similitud de las secuencias de ácido nucleico. 
Un gen, FAD2, por ejemplo, incluye alelos en ese locus. Preferentemente, un miembro de una familia génica 
muestra al menos un 60 %, más preferentemente al menos un 70 %, más preferentemente al menos un 80 % de 
identidad de secuencias de ácido nucleico en la parte de secuencia codificante del gen.35

"Heterólogo" significa que no aparecen de forma natural juntos.

Se dice que una molécula de ácido nucleico se "introduce" si se inserta en una célula u organismo como resultado 
de la manipulación humana, independientemente de lo indirecta que sea. Los ejemplos de moléculas de ácido 
nucleico introducidas incluyen, pero sin limitación, ácidos nucleicos que se han introducido en células mediante 
transformación, transfección, inyección y proyección, y las que se han introducido en un organismo mediante 40
procedimientos incluyendo, pero sin limitación, conjugación, endocitosis y fagocitosis.

"Intrón" se refiere al sentido normal del término que significa un segmento de moléculas de ácido nucleico, 
habitualmente ADN, que no codifica parte de o toda una proteína expresada, y que, en condiciones endógenas, se 
transcribe en moléculas de ARN, pero que se separa por corte y ayuste del ARN endógeno antes de que el ARN se 
traduzca a una proteína. Una "molécula de ARNbc intrónica" y una "molécula de iARN intrónica" se refieren ambas a 45
una molécula de ARN bicatenario capaz, cuando se introduce en una célula u organismo, de reducir al menos 
parcialmente el nivel de una especie de ARNm presente en una célula o una célula de un organismo cuando la 
molécula de ARN bicatenario muestre suficiente identidad con un intrón de un gen presente en la célula u organismo 
para reducir el nivel de un ARNm que contiene esa secuencia de intrón.

Una composición de aceite "saturado bajo" contiene entre el 3,6 y el 8 por ciento de ácidos grasos saturados.50

Una "semilla de soja medio oleico" es una semilla que tiene entre el 50 % y el 85 % de ácido oleico presente en la 
composición de aceite de la semilla.

Una composición de aceite "de bajo linolénico" contiene menos de aproximadamente el 3 % de ácido linolénico en 
peso de los ácidos grasos totales.
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La expresión "no codificante" se refiere a secuencias de moléculas de ácido nucleico que no codifican parte de o 
toda una proteína expresada. Las secuencias no codificantes incluyen pero sin limitación intrones, regiones 
promotoras, regiones no traducidas 3' (UTR 3') y regiones no traducidas 5' (UTR 5').

La expresión "composición de aceite" se refiere a los niveles de ácidos grasos.

Un promotor que está "unido de forma funcional" con una o más secuencias de ácido nucleico es capaz de dirigir la 5
expresión de una o más secuencias de ácido nucleico, incluyendo múltiples secuencias de ácido nucleico 
codificantes o no codificantes dispuestas en una configuración policistrónica.

Las secuencias de ácido nucleico "unidas físicamente" son secuencias de ácido nucleico que se encuentran en una 
única molécula de ácido nucleico.

Una "planta" incluye referencias a plantas completas, órganos vegetales (por ejemplo, hojas, tallos, raíces, etc.), 10
semillas y células vegetales y descendencia de las mismas.

La expresión "célula vegetal" incluye, sin limitación, cultivos en suspensión de semillas, embriones, regiones 
meristemáticas, tejido calloso, hojas, raíces, brotes, gametofitos, esporofitos, polen y microesporas.

Los "promotores vegetales" incluyen, sin limitación, promotores virales vegetales, promotores derivados de plantas y 
promotores sintéticos capaces de funcionar en una célula vegetal para promover la expresión de un ARNm.15

Un "gen policistrónico" o "ARNm policistrónico" es cualquier gen o ARNm que contenga secuencias de ácido 
nucleico transcritas que correspondan a secuencias de ácido nucleico de más de un gen diana de supresión o 
expresión. Se entiende que dichos genes o ARNm policistrónicos pueden contener secuencias que corresponden a 
intrones, UTR 5', UTR 3', secuencias codificantes de péptidos de tránsito, exones o combinaciones de los mismos, y 
que un gen o ARNm policistrónico recombinante podría, por ejemplo, sin limitación, contener secuencias que 20
correspondan a una o más UTR de un gen y uno o más intrones de un segundo gen.

Un "promotor específico de semilla" se refiere a un promotor que está activo preferentemente o exclusivamente en 
una semilla. La "actividad preferente" se refiere a una actividad promotora que es sustancialmente mayor en la 
semilla que en otros tejidos, órganos u orgánulos de la planta. "Específico de semilla" incluye sin limitación actividad 
en la capa de aleurona, endosperma y/o embrión de la semilla.25

"Supresión de intrón con sentido" se refiere a silenciamiento génico que se induce por la introducción de un intrón 
con sentido o fragmento del mismo. La supresión de intrón con sentido se describe, por ejemplo, por Fillatti en el 
documento PCT WO 01/14538 A2.

"Expresión simultánea" de más de un agente tal como un ARNm o una proteína se refiere a la expresión de un 
agente a la vez que otro agente. Dicha expresión puede solaparse solamente en parte y también puede producirse 30
en diferente tejido o a diferentes niveles.

"Nivel de aceite total" se refiere a la cantidad agregada total de ácido graso independientemente del tipo de ácido 
graso. Como se usa en el presente documento, el nivel de aceite total no incluye la cadena principal de glicerol.

"Transgén" se refiere a una secuencia de ácido nucleico asociada con la expresión de un gen introducido en un 
organismo. Un transgén incluye, pero sin limitación, un gen endógeno o un gen que no aparece de forma natural en 35
el organismo. Una "planta transgénica" es cualquier planta que incorpore de forma estable un transgén de una 
manera que facilite la transmisión de ese transgén de una planta por cualquier procedimiento sexual o asexual.

Una composición de aceite de "cero saturados" contiene menos del 3,6 por ciento de ácidos grasos saturados.

Cuando se hace referencia a proteínas y ácidos nucleicos en el presente documento, el uso de mayúsculas 
normales, por ejemplo, "FAD2", indica una referencia a una enzima, proteína, polipéptido o péptido, y el uso de 40
mayúsculas en cursiva, por ejemplo, "FAD2", se usa para referirse a ácidos nucleicos, incluyendo sin limitación 
genes, ADNc y ARNm. Una célula u organismo puede tener una familia de más de un gen que codifica una enzima 
particular, y la letra mayúscula que sigue la terminología génica (A, B, C) se usa para designar el miembro de la 
familia, es decir, FAD2-1A es un miembro de la familia génica diferente de FAD2-1B.

Como se usa en el presente documento, cualquier intervalo expuesto incluye los puntos finales del intervalo a no ser 45
que se indique de otro modo.

A. Agentes

Los agentes desvelados en el presente documento serán preferentemente "biológicamente activos" con respecto a 
un atributo estructural, tal como la capacidad de una molécula de ácido nucleico de hibridar con otra molécula de 
ácido nucleico, o la capacidad de una proteína de unirse con un anticuerpo (o de competir con otra molécula por 50
dicha unión). Como alternativa, dicho atributo puede ser catalítico y por tanto implicar la capacidad del agente de 
mediar una reacción química o respuesta. Los agentes preferentemente estarán "sustancialmente purificados". La 
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expresión "sustancialmente purificado", como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula separada 
sustancialmente de todas las otras moléculas normalmente asociadas con ella en sus condiciones ambientales 
nativas. Más preferentemente una molécula sustancialmente purificada es la especie predominante presente en una 
preparación. Una molécula sustancialmente purificada puede estar más del 60 % libre, más del 75 % libre, 
preferentemente más del 90 % libre, y más preferentemente más del 95 % libre de las otras moléculas (excluyendo 5
el disolvente) presentes en la mezcla natural. No se pretende que la expresión "sustancialmente purificado" abarque 
moléculas presentes en sus condiciones ambientales nativas.

Los agentes también pueden ser recombinantes. Como se usa en el presente documento, el término "recombinante"
significa cualquier agente (por ejemplo, incluyendo pero sin limitación ADN o péptidos), que es, o resulta, sin 
importar lo indirectamente que sea, de la manipulación genética de una molécula de ácido nucleico. También se 10
entiende que los agentes de la invención pueden marcarse con reactivos que facilitan la detección del agente, por 
ejemplo, marcadores fluorescentes, marcadores químicos y/o bases modificadas.

Los agentes incluyen moléculas de ADN que tienen una secuencia de nucleótidos que puede transcribirse en 
orientaciones con sentido y antisentido que forman al menos una molécula de ARN que es, al menos en parte, 
bicatenaria. En una realización preferida, un agente es una molécula de ARN bicatenario que tiene una secuencia de 15
nucleótidos que es un fragmento de FAD2, FATB, o FAD2 y FATB. En otra realización, un agente es una molécula 
de ADN capaz de transcribirse para producir orientaciones con sentido y antisentido de una secuencia de 
nucleótidos en una célula huésped. En otra realización, una molécula de ácido nucleico puede tener una secuencia 
de nucleótidos en una orientación con sentido y en una orientación antisentido, o en otra realización, una molécula 
de ácido nucleico puede tener una secuencia de nucleótidos en una orientación con sentido o una orientación 20
antisentido. Dichas secuencias de nucleótidos pueden estar unidas de forma funcional al mismo promotor, diferentes 
promotores, un promotor individual, o más de un promotor. Dichas secuencias de nucleótidos pueden estar en una 
única molécula de ADN o más de una molécula de ADN.

Los agentes incluyen moléculas de ácido nucleico que comprenden una secuencia de ADN que es al menos un 50
%, un 60 % o un 70 % idéntica sobre su longitud completa a una región codificante o región no codificante de la 25
planta, o a una secuencia de ácido nucleico que es complementaria de una región codificante o no codificante de la 
planta. Se prefieren más secuencias de ADN que son, sobre su longitud completa, al menos un 80 % idénticas; al 
menos un 85 % idénticas; al menos un 90 % idénticas; al menos un 95 % idénticas; al menos un 97 % idénticas; al 
menos un 98 % idénticas; al menos un 99 % idénticas; o un 100 % idénticas a una región codificante o región no 
codificante de la planta, o a una secuencia de ácido nucleico que es complementaria de una región codificante o no 30
codificante de la planta.

"Identidad", como se entiende bien en la técnica, es una relación entre dos o más secuencias polipeptídicas o dos o 
más secuencias moleculares de ácido nucleico, que se determina comparando las secuencias. En la técnica, 
"identidad" también significa el grado de relación de secuencia entre secuencias polipeptídicas o de moléculas de 
ácido nucleico, que se determina por la coincidencia entre cadenas de dichas secuencias. La "identidad" puede 35
calcularse fácilmente por procedimientos conocidos incluyendo, pero sin limitación, los descritos en Computational 
Molecular Biology, Lesk, ed., Oxford University Press, Nueva York 1988; Biocomputing: Informatics and Genome 
Projects, Smith, ed., Academic Press, Nueva York 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Parte I, Griffin y
Griffin, eds., Humana Press, Nueva Jersey 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, Academic 
Press 1987; Sequence Analysis Primer, Gribskov y Devereux, eds., Stockton Press, Nueva York 1991; y Carillo y40
Lipman, SIAM J. Applied Math, 48: 1073 1988.

Se diseñan procedimientos para determinar la identidad que proporcionen la mayor coincidencia entre las 
secuencias ensayadas. Además, están codificados en programas públicamente disponibles procedimientos para 
determinar la identidad. Los programas informáticos que puede usarse para determinar la identidad entre dos 
secuencias incluyen, pero sin limitación, GCG; un conjunto de cinco programas de BLAST, tres diseñados para 45
consultas de secuencias de nucleótidos (BLASTN, BLASTX y TBLASTX) y dos diseñados para consultas de 
secuencias de proteínas (BLASTP y TBLASTN). El programa BLASTX está públicamente disponible en el NCBI y 
otras fuentes, por ejemplo, BLAST Manual, Altschul y col., NCBI NLM NIH, Bethesda, MD 20894; Altschul y col., J. 
Mol. Biol. 215: 403-410 (1990). El algoritmo de Smith Waterman bien conocido también puede usarse para 
determinar la identidad.50

Los parámetros para comparación de secuencias polipeptídicas típicamente incluyen los siguientes: Algoritmo: 
Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443-453 (1970); Matriz de comparación: BLOSSUM62 de Hentikoff y
Hentikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919 (1992); Penalización de Hueco: 12; Penalización de Longitud 
de Hueco: 4. Un programa que puede usarse con estos parámetros está públicamente disponible como programa 
"gap" de Genetics Computer Group ("GCG"), Madison, Wisconsin. Los parámetros anteriores junto con la ausencia 55
de penalización de hueco final son los parámetros por defecto para comparaciones de péptidos.

Los parámetros para comparación de secuencias de moléculas de ácido nucleico incluyen los siguientes: Algoritmo: 
Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443-453 (1970); Matriz de comparación: coincidencias - +10; faltas de 
coincidencia = 0; Penalización de Hueco: 50; Penalización de Longitud de Hueco: 3. Como se usa en el presente 
documento, el "% de identidad" se determina usando los parámetros anteriores como los parámetros por defecto 60
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para comparaciones de secuencias de moléculas de ácido nucleico y el programa "gap" de GCG, versión 10.2.

Subconjuntos de las secuencias de ácido nucleico incluyen moléculas de ácido nucleico fragmentarias. "Molécula de 
ácido nucleico fragmentaria" se refiere a un trozo de una molécula de ácido nucleico más grande, y puede consistir 
en una parte o partes significativas de, o de hecho la mayoría de, la molécula de ácido nucleico más grande. La 
molécula de ácido nucleico fragmentaria puede comprender un oligonucleótido más pequeño que tiene de 5
aproximadamente 15 a aproximadamente 400 nucleótidos contiguos y más preferentemente, de aproximadamente
15 a aproximadamente 45 nucleótidos contiguos, de aproximadamente 20 a aproximadamente 45 nucleótidos 
contiguos, de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 nucleótidos contiguos, de aproximadamente 21 a 
aproximadamente 30 nucleótidos contiguos, de aproximadamente 21 a aproximadamente 25 nucleótidos contiguos, 
de aproximadamente 21 a aproximadamente 24 nucleótidos contiguos, de aproximadamente 19 a aproximadamente 10
25 nucleótidos contiguos, o de aproximadamente 21 nucleótidos contiguos. Las moléculas de ácido nucleico 
fragmentarias pueden consistir en una parte o partes significativas de, o de hecho la mayor parte de, una región 
codificante o no codificante de planta, o como alternativa pueden comprender oligonucleótidos más pequeños. En 
una realización preferida, un fragmento muestra el 100 % de identidad con la región codificante o no codificante de 
planta. En otra realización preferida, un fragmento comprende una parte de una secuencia de ácido nucleico más 15
grande. En otro aspecto, una molécula de ácido nucleico fragmentaria tiene una secuencia de ácido nucleico que 
tiene al menos 15, 25, 50, 100, 200, 300 o 400 nucleótidos contiguos de una molécula de ácido nucleico. En una 
realización preferida, una molécula de ácido nucleico tiene una secuencia de ácido nucleico que tiene al menos 15, 
25, 50, 100, 200, 300 o 400 nucleótidos contiguos de una región codificante o no codificante de planta. En una 
realización más preferida, una molécula de ácido nucleico tiene una secuencia de ácido nucleico que tiene 20
aproximadamente el 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 o 90 % de los nucleótidos contiguos de una región 
codificante o no codificante completa. En una realización preferida, una región codificante o no codificante completa 
puede ser un elemento génico seleccionado de un gen completo, un exón individual, un intrón individual, una 
secuencia señal, o una región no traducida (UTR). Un elemento génico que no tiene la secuencia completa de un 
elemento génico completo puede ser un fragmento de un elemento génico. En un aspecto preferido un elemento 25
génico es de al menos 40 nucleótidos de longitud. En un aspecto un fragmento de un gen es una parte del elemento 
génico completo y dicho fragmento contiene nucleótidos contiguos de aproximadamente el 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 
60, 70, 80 o 90 % del elemento génico completo. En un aspecto una molécula de ácido nucleico fragmentaria es 
entre aproximadamente el 5 % y aproximadamente el 80 %, entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 
70 %, entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 60 %, entre aproximadamente el 10 % y 30
aproximadamente el 50 %, entre aproximadamente el 25 % y aproximadamente el 60 %, entre aproximadamente el 
25 % y aproximadamente el 50 %, entre aproximadamente el 40 % y aproximadamente el 60 %, entre 
aproximadamente el 40 % y aproximadamente el 80 %, entre aproximadamente el 50 % y aproximadamente el 90 %
de la longitud de un elemento génico completo.

En una realización preferida, un fragmento de intrón de FAD2-1 es entre aproximadamente 20 y aproximadamente 35
420, aproximadamente 30 y aproximadamente 420, entre aproximadamente 40 y aproximadamente 320, entre 
aproximadamente 50 y aproximadamente 200, entre aproximadamente 50 y aproximadamente 400, entre 
aproximadamente 50 y aproximadamente 420, entre aproximadamente 60 y aproximadamente 320, 
aproximadamente 70 y aproximadamente 220, entre aproximadamente 100 y aproximadamente 200, entre 
aproximadamente 100 y aproximadamente 320, entre aproximadamente 150 y aproximadamente 200,entre 40
aproximadamente 150 y aproximadamente 220, entre aproximadamente 150 y aproximadamente 400, entre 
aproximadamente 200 y aproximadamente 300, o entre aproximadamente 300 y aproximadamente 400 nucleótidos 
contiguos. En otra realización preferida, un fragmento de intrón de FAD2-1 es de aproximadamente 100, 
aproximadamente 150, aproximadamente 200, aproximadamente 220, aproximadamente 250, aproximadamente
300, aproximadamente 320 o aproximadamente 350 nucleótidos contiguos de longitud. En otra realización preferida, 45
un fragmento de intrón de FAD2-1 está reducido en longitud en aproximadamente 20, aproximadamente 40, 
aproximadamente 60, aproximadamente 80, aproximadamente 100, aproximadamente 120, aproximadamente 140, 
aproximadamente 160, aproximadamente 180, aproximadamente 200, aproximadamente 220, aproximadamente
240, aproximadamente 260, aproximadamente 280, aproximadamente 290, aproximadamente 300, 
aproximadamente 320, aproximadamente 340, aproximadamente 360, aproximadamente 380, aproximadamente50
400 nucleótidos contiguos en comparación con la longitud de la SEC ID Nº: 1. Para todos estos fragmentos de intrón 
de FAD2-1, el truncamiento o la deleción puede comenzar en el extremo 5', comenzar en el extremo 3', o ser interno 
de un intrón de FAD2-1. Para todos estos fragmentos de intrón de FAD2-1, la secuencia de un intrón de FAD2-1 
puede ser la SEC ID Nº: 1.

En una realización preferida, un fragmento de un gen FATB es de aproximadamente 80 a aproximadamente 450, de55
aproximadamente 100 a aproximadamente 500, de aproximadamente 70 a aproximadamente 500, de 
aproximadamente 200 a aproximadamente 400, de aproximadamente 150 a aproximadamente 300, de 
aproximadamente 250 a aproximadamente 350, de aproximadamente 200 a aproximadamente 350 nucleótidos 
contiguos de un gen FATB. En una realización preferida, un fragmento de FATB deriva de la mitad de los 
nucleótidos totales en FATB que comienzan en el extremo 5'. Para todos estos fragmentos de FATB, el truncamiento 60
o deleción puede comenzar en el extremo 5', comenzar en el extremo 3', o ser interno de FATB. En una realización 
preferida, un fragmento de FATB deriva de la mitad de los nucleótidos totales en FATB que comienza en el extremo 
5' de FATB, deriva de un tercio de los nucleótidos totales en FATB que están más cerca del extremo 5'. En una
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realización particularmente preferida, un fragmento de FATB contiene una secuencia que codifica un péptido de 
tránsito, que codifica preferentemente el péptido de tránsito de cloroplastos. En una realización particularmente 
preferida, un fragmento de FATB es un fragmento de una secuencia que codifica un péptido de tránsito, que 
preferentemente codifica el péptido de tránsito de cloroplastos. En otra realización particularmente preferida, un
fragmento de FATB incluye además aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, 5
aproximadamente 35, 38, 39, 40, 41, 42, 43, aproximadamente 45, aproximadamente 50, aproximadamente 55 o 
aproximadamente 60 nucleótidos contiguos de una UTR 5' de FATB. En una realización más preferida, un fragmento 
incluye una combinación de dos o más fragmentos discontinuos o elementos génicos separados, tal como una UTR 
3' de FATB fusionada con una UTR 5' de FATB. Los agentes incluyen moléculas de ácido nucleico. Por ejemplo, los 
agentes incluyen moléculas de ácido nucleico. Por ejemplo, sin limitación, en un aspecto la molécula de ácido 10
nucleico comprende una secuencia de intrón de la SEC ID Nº: 19, 20, 21, 22, 23, 25, 32, 33, 34, 35, 44, 45, 46 o 47 
o fragmentos de la misma o complementos de la misma. En otro aspecto, la molécula de ácido nucleico comprende 
una secuencia de ácido nucleico que cuando se introduce en una célula u organismo, es capaz de suprimir la 
producción de un ARN o proteína expresando, coexpresando o expresando de forma coordinada simultáneamente 
otro ARN o proteína. En un aspecto, la molécula de ácido nucleico comprende una secuencia de ácido nucleico que 15
cuando se introduce en una célula u organismo es capaz de suprimir, recudir al menos parcialmente, reducir, reducir 
sustancialmente, o eliminar eficazmente la expresión de ARN de FAD2, FAD3 y/o FATB endógeno coexpresando, 
expresando simultáneamente o expresando de forma coordinada al mismo tiempo al menos uno de beta-cetoacil-
ACP sintasa I, beta-cetoacil-ACP sintasa IV, delta-9 desaturasa, y/o ARN o proteína de EPSPS CP4.

Suprimiendo, reduciendo al menos parcialmente, reduciendo, reduciendo sustancialmente o eliminando eficazmente 20
la expresión de al menos uno o más genes endógenos, la cantidad de FAD2 y/o FAD3 disponible en una célula 
vegetal se reduce, es decir se reducen los niveles en estado estacionario de la proteína, y puede proporcionarse un 
porcentaje reducido de ácidos grasos poliinsaturados tales como linoleato (C18:2) y linolenato (C18:3). Las 
modificaciones en la combinación de ácidos grasos disponibles para su incorporación en triacilgliceroles pueden 
afectar de forma similar a la composición de los aceites en la célula vegetal. Por lo tanto, una reducción de la 25
expresión de FAD2 y/o FAD3 puede dar como resultado un aumento de la proporción de ácidos grasos 
monoinsaturados tales como oleato (C18:1). Cuando se reduce la cantidad de FATB en una célula vegetal, puede 
proporcionarse una cantidad reducida de ácidos grasos saturados tales como palmitato y estearato. Por tanto, una 
reducción de la expresión de FATB puede dar como resultado un aumento de la proporción de ácidos grasos 
insaturados tales como oleato (18:1). La supresión simultánea de la expresión de FAD2, FAD3 y FATB da como 30
resultado de este modo que la ruta FAS se dirija hacia un aumento general de ácidos grasos monoinsaturados de 18 
carbonos de longitud, tales como oleato (C18:1). Véase la patente de Estados Unidos Nº 5.955.650.

Aumentando la cantidad de beta-cetoacil-ACP sintasa I (KAS I) y/o beta-cetoacil-ACP sintasa IV (KAS IV) 
disponibles en una célula vegetal, puede proporcionarse un porcentaje reducido de ACP 16:0, lo que conduce a un 
aumento del porcentaje de ACP 18:0. Una cantidad mayor de ACP 19:0 en combinación con la supresión simultánea 35
de uno o más de FAD2, FAD3 y FATB, ayuda por lo tanto a dirigir la composición oleosa hacia un aumento general 
del oleato (C18:1). Aumentando la cantidad de delta-9 desaturasa disponible en una célula vegetal, puede 
proporcionarse un porcentaje aumentado de ácidos grasos insaturados, dando como resultado una reducción 
general de estearato y saturados totales.

Estas combinaciones de expresión aumentada y reducida de enzimas pueden manipularse para producir 40
composiciones oleosas, incluyendo ácidos grasos, que tengan un nivel aumentado de oleato, niveles reducidos de 
linoleato, linolenato, estearato y/o palmitato, y un nivel general reducido de saturados. La potenciación de la 
expresión génica en plantas puede producirse mediante la introducción de copias adicionales de secuencias 
codificantes de los genes en la célula vegetal o, preferentemente, la incorporación de copias adicionales de 
secuencias codificantes del gen en el genoma vegetal. También puede producirse sobreexpresión mediante el 45
aumento de las actividades de los mecanismos reguladores que regulan la expresión de genes, es decir, la 
regulación positiva de la expresión génica.

La producción de EPSPS CP4 en una célula vegetal proporciona a la célula vegetal resistencia o tolerancia a 
glifosato, proporcionando de este modo un procedimiento conveniente para la identificación de transformantes 
exitosos mediante selección tolerante a glifosato.50

La supresión de la expresión génica en plantas, también conocida como silenciamiento génico, se produce tanto a 
nivel transcripcional como a nivel postranscripcional. Hay diversos procedimientos para la supresión de la expresión 
de secuencias endógenas en una célula huésped, incluyendo, pero sin limitación, supresión antisentido, 
cosupresión, ribozimas, combinaciones de sentido y antisentido (iARN bicatenario), silenciamiento de promotores y 
proteínas de unión a ADN tales como proteínas en dedos de zinc (véanse por ejemplo, documentos WO 98/53083, 55
WO 01/14538, y patente de Estados Unidos 5.759.829 (Shewmaker.)). Algunos de estos mecanismos están 
asociados con la homología de ácidos nucleicos a nivel de ADN o ARN. Dicha homología se refiere a la similitud de 
las secuencias de ADN o proteína dentro de la misma especie o entre diferentes especies. El silenciamiento génico 
se produce si la secuencia de ADN introducida en una célula huésped es suficientemente homóloga a un gen 
endógeno de modo que la transcripción de la secuencia de ADN introducida induzca silenciamiento génico 60
transcripcional o postranscripcional del gen endógeno. La homología suficiente para la supresión de los niveles de 
expresión en estado estacionario puede ser al menos el 50 %, aproximadamente el 60 %, o aproximadamente el 70

E10195208
06-03-2015ES 2 532 351 T3

 



14

% idéntica sobre la longitud completa de una secuencia de ADN para una región codificante o región no codificante 
de planta, o para una secuencia de ácido nucleico que es complementaria de una región codificante o no codificante 
de planta. Se prefieren más las secuencias de ADN que son, sobre su longitud completa, al menos un 80 %
idénticas; al menos un 85 % idénticas; al menos un 90 % idénticas; al menos un 95 % idénticas; al menos un 97 %
idénticas; al menos un 98 % idénticas; al menos un 99 % idénticas; o un 100 % idénticas a una región codificante o 5
región no codificante de planta, o a una secuencia de ácido nucleico que es complementaria de una región 
codificante o no codificante de planta. En plantas, las moléculas de ARN bicatenario pueden inducir silenciamiento 
específico de secuencia. El silenciamiento génico se denomina con frecuencia ARN bicatenario ("iARNbc") en 
plantas, como interferencia por ARN o iARN en Caenorhabditis elegans y en animales, y como apagado en hongos.

En una realización preferida, la molécula de ácido nucleico comprende un primer conjunto de secuencias de ADN, 10
cada una de las cuales muestra suficiente homología con una o más secuencias codificantes o no codificantes de un 
gen vegetal de modo que cuando se exprese, sea capaz de eliminar eficazmente, reducir sustancialmente o al 
menos reducir parcialmente el nivel de un transcrito de ARNm o proteína codificada por el gen del cual se derivó la 
secuencia codificante o no codificante, o cualquier gen que tenga homología con la secuencia codificante o no 
codificante diana.15

En una realización preferida, la molécula de ácido nucleico comprende (a) un primer conjunto de secuencias de 
ADN, cada una de las cuales muestra suficiente homología con una o más secuencias codificantes o no codificantes 
de un gen vegetal de modo que cuando se exprese, sea capaz de eliminar eficazmente, reducir sustancialmente o 
reducir al menos parcialmente el nivel de un transcrito de ARNm o proteína codificada por el gen del cual se derivó 
la secuencia codificante o no codificante, o cualquier gen que tenga homología con la secuencia no codificante 20
diana, y (b) un segundo conjunto de secuencias de ADN, cada una de las cuales muestra suficiente homología con 
un gen vegetal de modo que cuando se exprese, sea capaz de potenciar al menos parcialmente, aumentar, 
potenciar o potenciar sustancialmente el nivel de un transcrito de ARNm o proteína codificada por el gen.

Como se usa en el presente documento, "un conjunto" de secuencias de ADN puede ser una o más secuencias, que 
codifican o no codifican una proteína. Por ejemplo, un primer conjunto de secuencias de ADN puede estar 25
compuesto de solamente un promotor, una región no codificante, y un terminador. Un segundo conjunto de 
secuencias de ADN puede estar presente o no delante o detrás de un primer conjunto de secuencias de ADN.

Como se usa en el presente documento, "una reducción" del nivel o cantidad de un agente tal como una proteína o 
ARNm significa que el nivel o cantidad está reducido respecto a una célula u organismo que carece de una 
secuencia de ADN capaz de reducir el agente. Por ejemplo, "al menos una reducción parcial" se refiere a una 30
reducción de al menos el 25 %, "una reducción sustancial" se refiere a una reducción de al menos el 65 %", y "una 
eliminación eficaz" se refiere a una reducción de más del 95 %, siendo todas estas reducciones en el nivel o 
cantidad del agente respecto a una célula u organismo que carece de una secuencia de ADN capaz de reducir el 
agente.

Como se usa en el presente documento, un nivel o cantidad "potenciado" o "aumentado" de un agente tal como una 35
proteína o ARNm significa que el nivel o cantidad es mayor que el nivel o cantidad de agente presente en una célula, 
tejido o planta con un fondo genético similar pero que carece de una molécula de ácido nucleico introducida que 
codifica la proteína o ARNm. Por ejemplo, un nivel "al menos parcialmente potenciado" se refiere a un aumento de al 
menos el 25 %, y un nivel "sustancialmente potenciado" se refiere a un aumento de al menos el 100 %, siendo todos 
estos aumentos en el nivel o cantidad de un agente respecto al nivel o cantidad de un agente que está presente en 40
una célula, tejido o planta con un fondo genético similar pero que carece de una molécula de ácido nucleico 
introducida que codifica la proteína o ARNm. En una realización preferida, un aumento de la expresión puede ser 
cualquier expresión en la que la proteína sea heteróloga del sistema. Por ejemplo, cualquier expresión de EPSPS 
CP4 puede ser un aumento de la expresión si no había expresión en la planta antes de la introducción de una 
molécula de ácido nucleico que codifica la proteína.45

Cuando se comparan los niveles de un agente, dicha comparación se lleva a cabo preferentemente entre 
organismos con un fondo genético similar. Preferentemente, un fondo genético similar es un fondo en el que los 
organismos que se comparan comparten el 50 % o más, más preferentemente el 75 % o más, y, aún más 
preferentemente el 90 % o más de identidad de secuencia de un material genético nuclear. En otro aspecto 
preferido, un fondo genético similar es un fondo en el que los organismos que se comparan son plantas, y las 50
plantas son isogénicas excepto por cualquier material genético introducido originalmente usando técnicas de 
transformación de plantas. La medición del nivel o cantidad de un agente puede llevarse a cabo por cualquier 
procedimiento adecuado, cuyos ejemplos no limitantes incluyen la comparación de los niveles de transcrito de 
ARNm, niveles de proteína o péptido, y/o el fenotipo, especialmente contenido de aceite. Como se usa en el 
presente documento, los transcritos de ARNm incluyen transcritos de ARNm procesados y no procesados, y las 55
proteínas o los péptidos incluyen proteínas o péptidos con o sin ninguna modificación postraduccional.

Las secuencias de ADN del primer conjunto de secuencias de ADN pueden ser secuencias codificantes, secuencias 
intrónicas, secuencias de UTR 3', secuencias de UTR 5', secuencias promotoras, otras secuencias no codificantes, o 
cualquier combinación de las anteriores. El primer conjunto de secuencias de ADN codifica una o más secuencias 
que, cuando se expresan, son capaces de reducir selectivamente la proteína o el transcrito codificado por un gen 60
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seleccionado del grupo que consiste en FAD2, FAD3 y FATB o ambos. En una realización preferida, el primer 
conjunto de secuencias de ADN es capaz de expresar ARN antisentido, en el que las secuencias antisentido 
individuales pueden unirse en un transcrito, o pueden estar en transcritos individuales no unidos. En una realización 
más preferida, el primer conjunto de secuencias de ADN son secuencias físicamente unidas que son capaces de 
expresar una única molécula de ARNbc. En una realización preferida diferente, el primer conjunto de secuencias de 5
ADN es capaz de expresar ARN de cosupresión con sentido, en el que las secuencias con sentido individuales 
pueden unirse en un transcrito, o pueden estar en transcritos individuales no unidos. Se describen realizaciones 
ejemplares del primer conjunto de secuencias de ADN en la Parte B de la Descripción Detallada y en los Ejemplos.

El segundo conjunto de secuencias de ADN codifica una o más secuencias que, cuando se expresan, son capaces 
de aumentar la proteína o el transcrito codificado por un gen seleccionado del grupo que consiste en beta-cetoacil-10
ACP sintasa I (KAS I), beta-cetoacil-ACP sintasa IV (KAS IV), delta-9 desaturasa y EPSPS CP4 o ambos. Las 
secuencias de ADN del segundo conjunto de secuencias de ADN pueden ser secuencias unidas físicamente. Se 
describen realizaciones ejemplares del segundo conjunto de secuencias de ADN a continuación en las Partes C y D 
de la descripción detallada.

Por tanto, los procedimientos para alterar la composición de ácidos grasos y compuestos que contienen dichos 15
ácidos grasos, tales como ácidos, ceras y grasas.

También se desvelan en el presente documento procedimientos para la producción de ácidos grasos particulares en 
plantas de células huésped. Dichos procedimientos emplean el uso de los casetes de expresión descritos en el 
presente documento para la modificación de la ruta de FAS de la célula vegetal huésped.

B. Primer conjunto de secuencias de ADN20

En un aspecto una molécula de ácido nucleico comprende un primer conjunto de secuencias de ADN, que cuando 
se introduce en una célula u organismo, expresa una o más secuencias capaces de eliminar eficazmente, reducir 
sustancialmente o reducir al menos parcialmente los niveles de transcritos de ARNm o proteínas codificadas por uno 
o más genes. Los aspectos preferidos incluyen como una diana un gen endógeno, un gen vegetal y un gen no viral. 
En un aspecto un gen es un gen FAD2, FAD3 o FATB. 25

En un aspecto una molécula de ácido nucleico comprende una secuencia de ADN que muestra suficiente homología 
con una o más secuencias codificantes o no codificantes de un gen vegetal, que cuando se introduce en una célula 
vegetal o planta y se expresa, es capaz de eliminar eficazmente, reducir sustancialmente o reducir al menos 
parcialmente el nivel de un transcrito de ARNm o proteína codificado por el gen del que derivaron la secuencia o las 
secuencias codificantes o no codificantes. Las secuencias de ADN del primer conjunto de secuencias de ADN 30
transcriben secuencias de ARN o fragmentos de ARN que muestran al menos el 90 %, preferentemente al menos el 
95 %, más preferentemente al menos el 98 %, o más preferentemente el 100 % de identidad con una región 
codificante o no codificante derivada del gen del que se va a suprimir. Dicho porcentaje de identidad puede ser en 
comparación con otro fragmento de ácido nucleico.

Preferentemente, la secuencia no codificante es una UTR 3', UTR 5', una fracción de una secuencia que codifica 35
una proteína o un intrón de un gen vegetal. Más preferentemente, la secuencia no codificante es una secuencia 
promotora, UTR 3', UTR 5', o un intrón de un gen vegetal. El intrón puede localizarse entre exones, o localizarse 
dentro de una UTR 5' o 3' de un gen vegetal. La secuencia codificante es preferentemente una fracción de una fase 
que codifica una proteína.

La secuencia o las secuencias del primer conjunto de secuencias de ADN pueden diseñarse para producir ARNbc, 40
un ARN de supresión con sentido o un ARN antisentido o cualquier otro transcrito supresor para conseguir el efecto 
deseado cuando se introduce en una célula vegetal o planta. Dicha secuencia o secuencias de ADN pueden ser 
moléculas de ácido nucleico fragmentarias.

Un intrón vegetal puede ser cualquier intrón vegetal de un gen, bien endógeno o bien introducido. Las secuencias de 
ácido nucleico de dichos intrones de organismos pueden obtenerse o derivarse de una multitud de fuentes, 45
incluyendo, sin limitación, bases de datos tales como EMBL y Genbank que pueden encontrarse en Internet en 
ebi.ac.uk/swisprot/; expasy.ch/; emblheidelberg.de/; y ncbi.nlm.nih.gov. Las secuencias de ácido nucleico de dichos 
intrones también pueden derivar, sin limitación, de fuentes tales como el programa GENSCAN que puede 
encontrarse en Internet en genes.mit.edu/GENSCAN.html. 

También pueden obtenerse intrones adicionales por procedimientos que incluyen, sin limitación, cribar una biblioteca 50
genómica con una sonda de secuencias exónicas o intrónicas conocidas, comparar la secuencia genómica con su 
secuencia de ADNc correspondiente, o clonar un intrón tal como un ADNc de soja por alineamiento con una 
secuencia genómica de otro organismo, tal como, por ejemplo Arabidopsis. Además, otras secuencias de ácido 
nucleico de intrones resultarán evidentes para un experto habitual en la materia. Los procedimientos anteriormente 
descritos también pueden usarse para derivar y obtener otras secuencias no codificantes, incluyendo pero sin 55
limitación, secuencias promotoras, secuencias de UTR 3' y secuencias de UTR 5'.

Un gen "FAD2", de "12 desaturasa" u "omega-6 desaturasa" codifica una enzima (FAD2) capaz de catalizar la 

E10195208
06-03-2015ES 2 532 351 T3

 



16

inserción de un doble enlace en un resto de acilo graso en la duodécima posición contando desde el extremo 
carboxilo terminal. El término "FAD2-1" se usa para hacer referencia a un gen FAD2 que se expresa de forma 
natural de una manera específica en tejido de semillas, y el término "FAD2-2" se usa para hacer referencia a un gen 
FAD2 que es (a) un gen diferente de un gen FAD2-1 y (b) se expresa de forma natural en múltiples tejidos, 
incluyendo las semillas. Las secuencias de FAD2 Representativas incluyen, sin limitación, las expuestas en la 5
Solicitud de patente de Estados Unidos Nº 10/176.149 presentada el 21 de junio de 2002 y en las SEC ID Nº: 1-6.

Un gen "FAD3", de "15 desaturasa" u "omega-3 desaturasa" codifica una enzima (FAD3) capaz de catalizar la 
inserción de un doble enlace en un resto de acilo graso en la decimoquinta posición contando desde el extremo 
carboxilo terminal. Los términos "FAD3-1, FAD3-A, FAD3-B y FAD3-C" se usan para hacer referencia a miembros de 
la familia del gen FAD3 que se expresan de forma natural en múltiples tejidos, incluyendo las semillas. Las 10
secuencias de FAD3 representativas incluyen, sin limitación, las expuestas en la Solicitud de patente de Estados 
Unidos Nº 10/176.149 presentada el 21 de junio de 2002 y en SEC ID Nº: 7-27. 

Un gen "FATB" o de "palmitoil-ACP tioesterasa" codifica una enzima (FATB) capaz de catalizar la escisión hidrolítica 
del enlace tioéster carbono-azufre en el grupo prostático de patógeno de palmitoil-ACP como su reacción preferida. 
La hidrólisis de otros tioésteres de ácido graso-ACP también puede catalizarse por esta enzima. Las secuencias de 15
FATB-1 representativas incluyen, sin limitación, las expuestas en la Solicitud Provisional de Estados Unidos Nº 
60/390.185 presentada el 21 de junio de 2002; las Patentes de Estados Unidos Nº 5.955.329; 5.723.761; 5.955.650; 
y 6.331.664; y SEC ID Nº: 28-37. Las secuencias de FATB-2 representativas incluyen, sin limitación, las expuestas 
en SEC ID Nº: 42-47.

C. Segundo conjunto de secuencias de ADN20

En un aspecto una molécula de ácido nucleico comprende un segundo conjunto de secuencias de ADN, que cuando 
se introducen en una célula u organismo, son capaces de potenciar parcialmente, aumentar, potenciar o potenciar 
sustancialmente los niveles de transcritos de ARNm o proteínas codificadas por uno o más genes. En un aspecto un 
gen es un gen endógeno. En otro aspecto, un gen puede ser un gen heterólogo. En un aspecto preferido, los genes 
heterólogos y endógeno pueden estar en la misma molécula de ácido nucleico. En un aspecto, un gen es un gen 25
vegetal. En otro aspecto, un gen es un gen truncado en el que el gen truncado es capaz de catalizar la reacción 
catalizada por el gen completo. En un aspecto un gen es un gen de beta-cetoacil-ACP sintasa I, gen de beta-
cetoacil-ACP sintasa IV, gen de delta-9 desaturasa, gen de EPSPS CP4, o una combinación de estos genes.

Un gen puede ser cualquier gen, bien endógeno o bien introducido. Las secuencias de ácido nucleico de dichos 
genes pueden derivar de una multitud de fuentes, incluyendo, sin limitación, bases de datos tales como EMBL y30
Genbank que pueden encontrarse en Internet en ebi.ac.uk/swisprot/; expasy.ch/; emblheidelberg.de/; y
ncbi.nlm.nih.gov. Las secuencias de ácido nucleico de dichos genes también pueden derivar, sin limitación, de 
fuentes tales como el programa GENSCAN, que puede encontrarse en Internet en genes.mit.edu/GENSCAN.html.

También pueden obtenerse genes adicionales por procedimientos que incluyen, sin limitación, cribar una biblioteca 
genómica o una biblioteca de ADNc con una sonda o secuencias génicas conocidas, clonar un gen por alineamiento 35
con un gen o sonda de otro organismo, tal como, por ejemplo, Arabidopsis. Además, otras secuencias de ácido 
nucleico de genes serán evidentes para un experto habitual en la materia. Los genes adicionales pueden, por 
ejemplo, sin limitación, amplificarse por reacción en cadena de la polimerasa (PCR).

Además, otras secuencias de ácido nucleico de genes serán evidentes para un experto habitual en la materia.

Puede emplearse sintetizadores de ácidos nucleicos automáticos para este fin, y para realizar una molécula de ácido 40
nucleico que tiene una secuencia también hallada en una célula y organismo. En lugar de dicha síntesis, pueden 
usarse moléculas de ácido nucleico para definir un par de cebadores que pueden usarse con la PCR para amplificar 
y obtener cualquier molécula de ácido nucleico deseado o fragmento de un primer gen.

Un gen "KAS I" o de "beta-cetoacil-ACP sintasa r" codifica una enzima (KAS I) capaz de catalizar el elongamiento de 
un resto de acilo graso hasta palmitoil-ACP (C16:0). Las secuencias de KASI representativas incluyen, sin limitación, 45
las expuestas en la patente de Estados Unidos Nº 5.475.099 y la Publicación de PCT WO 94/10189, y en SEC ID 
Nº: 38. 

Un gen "KAS IV" o de "beta-cetoacil-ACP sintasa IV" codifica una enzima (KAS IV) capaz de catalizar la 
condensación de acil-ACP de cadena media y potenciar la producción de ACP 18:0. Las secuencias de KAS IV 
representativas incluyen, sin limitación, las expuestas en la Publicación de PCT WO 98/46776, y en SEC ID Nº: 39. 50

Un gen de "delta-9 desaturasa" o "estearoil-ACP desaturasa" u "omega-9 desaturasa" codifica una enzima capaz de 
catalizar la inserción de un doble enlace en un resto de acilo graso en la novena posición contada desde el extremo 
carboxilo terminal. Una delta-9 desaturasa preferida es una delta-9 desaturasa de planta o cianobacteria, y más 
preferentemente una delta-9 desaturasa que también se encuentra en un organismo seleccionado del grupo que 
consiste en Cartharmus tinctorius, Ricinus communis, Simmonsia chinensis y Brassica campestris. Las secuencias 55
de delta-9 desaturasa representativas incluyen, sin limitación, las expuestas en la patente de Estados Unidos Nº
5.723.595 y SEC ID Nº: 40-41.
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Un gen de "EPSPS CP4" o "5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa CP4" codifica una enzima (EPSPS CP4) capaz 
de conferir un grado sustancial de resistencia a glifosato a la célula vegetal y plantas generadas de la misma. La 
secuencia de EPSPS CP4 puede ser una secuencia de EPSPS CP4 derivada de Agrobacterium tumefaciens sp.
CP4 o una variante o forma sintética de la misma, como se describe en la patente de Estados Unidos Nº 5.633.435. 
Las secuencias de EPSPS CP4 representativas incluyen, sin limitación, las expuestas en las Patentes de Estados 5
Unidos Nº 5.627.061 y 5.633.435.

D. Vectores y construcciones recombinantes

Puede usarse una o más de las construcciones de ácido nucleico en la transformación o transfección de plantas. Los 
niveles de productos tales como transcritos o proteínas pueden aumentarse o reducirse en todo un organismo tal 
como una planta o localizarse en uno o más órganos o tejidos específicos del organismo. Por ejemplo los niveles de 10
productos pueden aumentarse o reducirse en uno o más de los tejidos y órganos de una planta incluyendo sin 
limitación: raíces, tubérculos, tallos, hojas, troncos, fruto, bayas, nueces, corteza, vainas, semillas y flores. Un 
órgano preferido es una semilla. Por ejemplo, puede transferirse material genético exógeno a una célula vegetal y la 
célula vegetal regenerarse en una planta o parte de planta completa, fértil o estéril. 

"Material genético exógeno" es cualquier material genético, bien de origen natural o bien de otro tipo, de cualquier 15
fuente que sea capaz de insertarse en cualquier organismo. Dicho material genético exógeno incluye, sin limitación, 
moléculas de ácido nucleico y construcciones. El material genético exógeno puede transferirse a una célula huésped 
mediante el uso de un vector de ADN o construcción diseñado para dicho fin. De forma similar, un virus puede 
transferir material genético exógeno a una célula huésped. El material genético exógeno puede tener una secuencia 
de ADN idéntica al gen endógeno, pero se ha reintroducido a la célula huésped mediante el uso de un vector de 20
ADN o construcción para el fin de suprimir la expresión del gen endógeno. El diseño de dicho vector está 
generalmente dentro del alcance de la técnica (véase, por ejemplo, Plant Molecular Biology: A Laboratory Manual, 
Clark (ed.), Springer, Nueva York (1997)). En una realización preferida, el material genético exógeno es ADN 
recombinante.

Una construcción o vector puede incluir un promotor funcional en una célula vegetal, o un promotor vegetal, para 25
expresar una molécula de ácido nucleico de elección. Se han descrito varios promotores que están activos en
células vegetales en la bibliografía, y se prefieren los promotores de CaMV 35S y FMV para su uso en plantas. Otros 
ejemplos de promotores preferidos incluyen arcelina de judía y 7S alfa. Son promotores preferidos adicionales 
versiones potenciadas o duplicadas de los promotores 35S de CaMV y 35S de FMV. Odell y col., Nature 313: 810-
812 (1985); patente de Estados Unidos Nº 5.378.619. Se describen promotores adicionales que pueden utilizarse, 30
por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos 5.378.619; 5.391.725; 5.428.147; 5.447.858; 5.608.144; 5.608.144; 
5.614.399; 5.633.441; 5.633.435; y 4.633.436. Además, puede usarse un potenciador específico de tejido.

También pueden usarse promotores particularmente preferidos para expresar una molécula de ácido nucleico en 
semillas o frutos. De hecho, en una realización preferida, el promotor usado es un promotor específico de semilla. 
Los ejemplos de dichos promotores incluyen las regiones reguladoras 5' de genes tales como napina (Kridl y col., 35
Seed Sci. Res. 1: 209-219 (1991)), faseolina, estearoil-ACP desaturasa, 7S, 7S' (Chen y col., Proc. Natl. Acad. 
Sci., 83: 8560-8564 (1986)), USP, arcelina y oleosina. Son promotores preferidos para la expresión en la semilla 
7S, 7S', napina y promotores de FAD2-1A.

Las construcciones o vectores también pueden incluir otros elementos genéticos, incluyendo pero sin limitación, 
terminadores transcripcionales 3', señales de poliadenilación 3, otras secuencias de ácido nucleico no traducidas, 40
secuencias de tránsito o dirección, marcadores seleccionables o cribables, promotores, potenciadores y operadores. 
Las construcciones o vectores también pueden contener un gen sin promotor que puede utilizar un promotor 
endógeno tras su inserción.

Se han descrito moléculas de ácido nucleico ejemplares en la Parte A de la Descripción Detallada, y se describen 
moléculas de ácido nucleico ejemplares no limitantes adicionales posteriormente y se ilustran en las FIGURAS 1-4, y 45
en los Ejemplos.

Haciendo referencia ahora a los dibujos, se muestran las realizaciones de la molécula de ácido nucleico en las 
FIGURAS 1-4. Como se ha descrito anteriormente, la molécula de ácido nucleico comprende (a) un primer conjunto 
de secuencias de ADN y (b) un segundo conjunto de secuencias de ADN, que se localizan en una o más regiones 
de ADN-T, cada una de las cuales está flanqueada por un extremo derecho y un extremo izquierdo. Dentro de las 50
regiones de ADN-T la dirección de la transcripción se muestra por flechas. Las moléculas de ácido nucleico descritas 
pueden tener sus secuencias de ADN dispuestas en configuraciones monocistrónicas o policistrónicas. Las 
configuraciones preferidas incluyen una configuración en la que el primer conjunto de secuencias de ADN y el 
segundo conjunto de secuencias de ADN se localizan en una única región de ADN-T.

En cada una de las realizaciones ilustradas, el primer conjunto de secuencias de ADN comprende una o más 55
secuencias que cuando se expresan son capaces de reducir selectivamente una, dos o todas las proteínas y 
transcritos codificados por un gen seleccionado del grupo que consiste en FAD2, FAD3 y FATB. Preferentemente 
cada secuencia en el primer conjunto de secuencias de ADN es capaz, cuando se expresa, de suprimir la expresión 
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de un gen diferente, incluyendo sin limitación diferentes miembros de la familia del gen. Las secuencias pueden 
incluir secuencias codificantes, secuencias intrónicas, secuencias de UTR 3', secuencias de UTR 5', otras 
secuencias no codificantes, o cualquier combinación de las anteriores. El primer conjunto de secuencias de ADN 
puede expresarse en cualquier forma adecuada, incluyendo como construcción de ARNbc, una construcción de 
cosupresión con sentido, o como una construcción antisentido. El primer conjunto de secuencias de ADN está unido 5
de forma funcional con al menos un promotor que conduce la expresión de las secuencias, que puede ser cualquier 
promotor funcional en una planta, o cualquier promotor vegetal. Los promotores preferidos incluyen, pero sin 
limitación, un promotor de napina, un promotor de 7S, un promotor de 7S', un promotor de arcelina o un promotor 
de FAD2-1A.

El segundo conjunto de secuencias de ADN comprende secuencias codificantes, cada una de las cuales es una 10
secuencia de ADN que codifica una secuencia que cuando se expresa es capaz de aumentar uno o ambos de la 
proteína y transcrito codificados por un gen seleccionado del grupo que consiste en KASI, KAS IV, delta-9 
desaturasa y EPSPS CP4. Cada secuencia codificante se asocia con un promotor, que puede ser cualquier 
promotor funcional en una planta, o cualquier promotor vegetal. Los promotores preferidos para uso en el segundo 
conjunto de secuencias de ADN son un promotor de FMV y/o promotores específicos de semilla. Los promotores 15
específicos de semilla particularmente preferidos incluyen, pero sin limitación, un promotor de napina, un promotor 
de 7S, un promotor de 7S', un promotor de arcelina, un promotor de delta-9 desaturasa o un promotor de FAD2-
1A.

En las realizaciones representadas en las FIGURAS 1 y 2, el primer conjunto de secuencias de ADN, cuando se 
expresa, es capaz de forma una molécula de ARNbc que es capaz de suprimir la expresión de uno o ambos de la 20
proteína y el transcrito codificados por, o transcritos a partir de, un gen seleccionado del grupo que consiste en 
FAD2, FAD3 y FATB. El primer conjunto de secuencias de ADN representado en la FIGURA 1 comprende tres 
secuencias no codificantes, cada una de las cuales expresa una secuencia de ARN (no mostrada) que muestra 
identidad con una región no codificante de un gen seleccionado del grupo que consiste en genes FAD2, FAD3 y
FATB. Las secuencias no codificantes expresan, cada una, una secuenciad de ARN que muestra al menos el 90 % 25
de identidad con una región no codificante de un gen seleccionado del grupo que consiste en genes FAD2, FAD3 y
FATB. El primer conjunto de secuencias de ADN también comprende tres secuencias antisentido, cada una de las 
cuales expresa una secuencia de ARN antisentido (no mostrada) que es capaz de formar una molécula de ARN 
bicatenario con su secuencia de ARN correspondiente respectiva (como se expresa por las secuencias no 
codificantes).30

Las secuencias no codificantes puede separarse de las secuencias antisentido por una secuencia espaciadora, 
preferentemente una que promueve la formación de una molécula de ARNbc. Los ejemplos de dichas secuencias 
espaciadoras incluyen las expuestas en Wesley y col., Plant J., 27(6): 581-90 (2001), y Hamilton y col., Plant J, 15:
737-746 (1988). En un aspecto preferido, la secuencia espaciadora es capaz de formar una estructura en horquilla 
como se ilustra en Wesley y col., mencionado anteriormente. Son secuencias espaciadores particularmente 35
preferidas en este contexto intrones o partes de los mismos. Un intrón vegetal particularmente preferido es un intrón 
con capacidad de corte y ayuste. Los intrones con capacidad de corte y ayuste incluyen, pero sin limitación, un intrón 
seleccionado del grupo que consiste en intrón de PDK, intrón de FAD3-1A o FAD3-1B Nº 5, intrón de FAD3 Nº 1, 
intrón de FAD3 Nº 3A, intrón de FAD3 Nº 3B, intrón de FAD3 Nº 3C, intrón de FAD3 Nº 4, intrón de FAD3 Nº 5, intrón 
de FAD2 Nº 1 e intrón de FAD2-2. Los intrones con capacidad de corte y ayuste preferidos incluyen, pero sin 40
limitación, un intrón seleccionado del grupo que consiste en intrón de FAD3 Nº 1, intrón de FAD3 Nº 3A, intrón de
FAD3 Nº 3B, intrón de FAD3 Nº 3C e intrón de FAD3 Nº 5. Otros intrones con capacidad de corte y ayuste preferidos 
incluyen, pero sin limitación, un intrón con capacidad de corte y ayuste que es de aproximadamente 0,75 kb a 
aproximadamente 1,1 kb de longitud y es capaz de facilitar una estructura en horquilla de ARN. Un ejemplo no 
limitante de un intrón con capacidad de corte y ayuste particularmente preferido es el intrón de FAD3 Nº 5.45

Las moléculas no codificantes, orientadas con sentido pueden separarse opcionalmente de las moléculas orientadas 
antisentido correspondientes por un segmento espaciador de ADN. El segmento espaciador puede ser un fragmento 
génico o ADN artificial. El segmento espaciador puede ser corto para facilitar la formación de ARNbc en horquilla o 
largo para facilitar el ARNbc sin una estructura en horquilla. El espaciador puede proporcionarse extendiendo la 
longitud de una de las moléculas con sentido o antisentido como se desvela en el documento US 2005/0176670 A1.50
Como alternativa, puede crearse una secuencia de extremo derecho-extremo derecho ("RB-RB") después de la 
inserción en el genoma vegetal como se desvela en la Solicitud de patente de Estados Unidos 2005/0183170.

Haciendo referencia o relación ahora la FIGURA 1, la molécula de ácido nucleico comprende dos regiones de ADN-
T, cada una de las cuales está flanqueada por un extremo derecho y un extremo izquierdo. La primera región de 
ADN-T comprende un primer conjunto de secuencias de ADN que está unido de forma funcional con un promotor, y 55
la primera región de ADN-T comprende además una primera parte del segundo conjunto de secuencias de ADN que 
comprende un primer promotor unido de forma funcional con una primera secuencia codificante, y un segundo 
promotor unido de forma funcional con una segunda secuencia codificante. La segunda región ADN-T comprende 
una segunda parte del segundo conjunto de secuencias de ADN que comprende un tercer promotor de forma 
funcional con una tercera secuencia codificante. En una realización preferida representada en la FIGURA 2, la 60
molécula de ácido nucleico comprende una única región de ADN-T, que está flanqueada por un extremo derecho y 
un extremo izquierdo. Los primero y segundo conjuntos de secuencias de ADN están todos localizados en la región 
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de ADN-T individual.

En las realizaciones que expresan ARNbc mostradas en las FIGURAS 1 y 2, el orden de las secuencias puede 
alterarse del ilustrado y descrito, sin embargo las secuencias no codificantes y las secuencias antisentido 
preferentemente se disponen alrededor de la secuencia espaciadora de modo que, cuando se exprese, la primera 
secuencia codificante puede hibridar con la primera secuencia antisentido, la segunda secuencia no codificante 5
puede hibridar con la segunda secuencia antisentido y la tercera secuencia codificante puede hibridar con la tercera 
secuencia antisentido de modo que pueda formarse una única molécula de ARNbc. Preferentemente las secuencias 
no codificantes están en una orientación con sentido, y las secuencia antisentido están en una orientación 
antisentido respecto al promotor. Los números de secuencias no codificantes, antisentido y codificantes, y las 
diversas posiciones relativas de las mismas en la región o las regiones de ADN-T también pueden alterarse de 10
cualquier manera adecuada para conseguir los objetivos. 

En referencia ahora a las FIGURAS 3 y 4, la molécula de ácido nucleico ilustrada comprende una región de ADN-T 
flanqueada por un extremo derecho y un extremo izquierdo, en la que se localizan el primer y segundo conjuntos de 
secuencias de ADN. El primer conjunto de secuencias de ADN está unido de forma funcional con un promotor y una 
señal de terminación de la transcripción. El segundo conjunto de secuencias de ADN que comprende un primer 15
promotor unido de forma funcional con una primera secuencia codificante, un segundo promotor unido de forma 
funcional con una segunda secuencia codificante y un tercer promotor unido de forma funcional con una tercera 
secuencia codificante. La señal de terminación de la transcripción puede ser cualquier señal de terminación de la 
transcripción funcional en una planta, o cualquier señal de terminación de la transcripción de planta. Las señales de 
terminación de la transcripción preferidas incluyen, pero sin limitación, una secuencia de Rubisco E9 3' de guisante, 20
una secuencia de napina 3' de Brassica, una secuencia de tml 3' y una secuencia de nos 3'.

En la realización representada en la FIGURA 3, el primer conjunto de secuencias de ADN, cuando se expresa, es 
capaz de formar una construcción de cosupresión con sentido que es capaz de suprimir la expresión de una o más 
proteínas o transcritos codificados por, o derivados de, un gen seleccionado del grupo que consiste en FAD2, FAD3 
y FATB. El primer conjunto de secuencias de ADN comprende tres secuencias no codificantes, cada una de las 25
cuales expresa una secuencia de ARN (no mostrada) que muestra suficiente identidad con una o más regiones no 
codificantes de un gen seleccionado del grupo que consiste en genes FAD2, FAD3 y FATB. Las secuencias no 
codificantes expresan, cada una, una secuencia de ARN que muestra al menos el 90 % de identidad con una o más 
regiones no codificantes de un gen seleccionado del grupo que consiste en genes FAD2, FAD3 y FATB. El orden de 
las secuencias no codificantes dentro del primer conjunto de secuencias de ADN puede alterarse del ilustrado y 30
descrito en el presente documento, pero las secuencias no codificantes se disponen en una orientación con sentido 
respecto al promotor.

La FIGURA 4 representa una realización en la que el primer conjunto de secuencias de ADN, cuando se expresa, es 
capaz de formar una construcción antisentido que es capaz de suprimir la expresión de una o más proteínas o 
transcritos codificados por, o derivados de, un gen seleccionado del grupo que consiste en FAD2, FAD3 y FATB. El 35
primer conjunto de secuencias de ADN comprende tres secuencias antisentido, cada una de las cuales expresa una 
secuencia de ARN antisentido (no mostrada) que muestra identidad con una o más regiones no codificantes de un 
gen seleccionado del grupo que consiste en genes FAD2, FAD3 y FATB. Las secuencias antisentido expresan, cada 
una, una secuencia de ARN antisentido que muestra al menos el 90 % de identidad con una o más regiones no 
codificantes de un gen seleccionado del grupo que consiste en genes FAD2, FAD3 y FATB. El orden de las 40
secuencias antisentido dentro del primer conjunto de secuencias de ADN puede alterarse del ilustrado y descrito en 
el presente documento, pero las secuencias antisentido se disponen en una orientación antisentido respecto al
promotor.

E. Organismos transgénicos y procedimientos de producción de los mismos

Puede introducirse cualquiera de las moléculas y construcciones de ácido nucleico en una planta o célula vegetal de 45
una manera permanente o transitoria. Las construcciones y moléculas de ácido nucleico preferidas se han descrito 
anteriormente las Partes A a D de la Descripción Detallada, y en los Ejemplos. Otra realización descrita en el 
presente documento es un procedimiento para producir plantas transgénicas que comprende en general las etapas 
de seleccionar una planta o célula vegetal adecuada, transformar la planta o célula vegetal con un vector 
recombinante, y obtener una célula huésped transformada. 50

En una realización preferida la planta o célula es, o deriva de una planta implicada en la producción de aceites 
vegetales para usos comestibles e industriales. Se prefieren especialmente cultivos de semillas oleaginosas 
templados. Las plantas de interés incluyen, pero sin limitación, colza (variedades canola y de Alto Ácido Erúcico), 
maíz, soja, crambe, mostaza, ricino, cacahuete, sésamo, algodón, linaza, cártamo, palma de aceite, lino, girasol y 
coco. El procedimiento es aplicable igualmente a especies monocotiledóneas o dicotiledóneas, y será fácilmente 55
aplicable para técnicas de transformación y reguladoras nuevas y/o mejoradas.

Se conocen bien por los expertos en la materia procedimientos y tecnología para la introducción de ADN en células 
vegetales, y prácticamente cualquier procedimiento por el que puedan introducirse moléculas de ácido nucleico en 
una célula es adecuado para su uso en la presente invención. Los ejemplos no limitantes de procedimientos 
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adecuados incluyen: procedimientos químicos; procedimientos físicos tales como microinyección, electroporación, la 
pistola génica, bombardeo de microproyectiles e infiltración al vacío; vectores virales y mecanismos mediados por 
receptor. Otros procedimientos de transformación celular también pueden usarse e incluyen pero sin limitación 
introducción de ADN en plantas por transferencia de ADN directo en polen, por inyección directa de ADN en órganos 
reproductores de una planta, o por inyección directa de ADN en las células de embriones inmaduros seguido de la5
rehidratación de embriones desecados.

La transferencia mediada por Agrobacterium es un sistema ampliamente aplicable para introducir genes en células 
vegetales. Véase, por ejemplo, Fraley y col., Bio/Technology 3: 629-635 (1985); Rogers y col., Methods Enzymol. 
153: 253-277 (1987). La región de ADN para transferir se define por las secuencias límite y se inserta habitualmente 
ADN intermedio en el genoma vegetal. Spielmann y col., Mol. Gen. Genet. 205: 34 (1986). Los vectores de 10
transformación por Agrobacterium modernos son capaces de replicar en E. coli así como en Agrobacterium, 
permitiendo manipulaciones convenientes. Klee y col., In: Plant DNA Infectious Agents, Hohn y Schell (eds.), 
Springer-Verlag, Nueva York, pp. 179-203 (1985).

La regeneración, el desarrollo y el cultivo de plantas a partir de transformantes protoplastos vegetales individuales o 
de diversos explantes transformados se conocen bien en la técnica. Véase en general, Maliga y col., Methods in 15
Plant Molecular Biology, Cold Spring Harbor Press (1995); Weissbach y Weissbach, In: Methods for Plant Molecular 
Biology, Academic Press, San Diego, CA (1988). Las plantas pueden ser parte de o generarse de un programa de 
cultivo, y también pueden reproducirse usando apomixis. Se conocen en la técnica procedimientos para la 
producción de plantas apomícticas. Véase, por ejemplo, patente de Estados Unidos 5.811.636.

En una realización preferida, una planta incluye secuencias de ácido nucleico que cuando se expresan son capaces 20
de reducir selectivamente el nivel de una proteína FAD2, FAD3 y/o FATB, y/o un transcrito de FAD2, FAD3 y/o FATB 
se cruza con otra planta que incluye secuencias de ácido nucleico que cuando se expresan son capaces de 
sobreexpresar otra enzima. Preferentemente la otra enzima se selecciona del grupo que consiste en beta-cetoacil-
ACP sintasa I, beta-cetoacil-ACP sintasa IV, delta-9 desaturasa y EPSPS CP4.

En otro aspecto, una planta puede cruzarse con otra planta que es transgénica o no transgénica. Una planta puede 25
cruzarse con otra planta que tiene una composición de aceite que contiene niveles modificados de ácidos grasos, 
por ejemplo sin limitación, una variedad con una composición de aceite que tiene un nivel menor de ácido linolénico. 
En una realización preferida, una planta se cruza con una variedad con menos del 3 % en peso de ácido linolénico, o 
en otra realización, una planta se cruza con otra planta que tiene más del 20 % en peso de ácido esteárico. Dichas 
plantas que tienen niveles modificados de ácidos grasos se conoce en la técnica y se describen, por ejemplo, en 30
Hawkins y Kridl (1998) Plant Journal 13(6): 743-752 y patente de Estados Unidos Nº 6.365.802.

F. Productos de la presente invención 

Las plantas pueden usarse completas o en parte. Las partes de plantas preferidas incluyen partes reproductoras o 
de almacenamiento. La expresión "partes de plantas" como se usa en el presente documento incluye, sin limitación, 
semilla, endosperma, óvulo, polen, raíces, tubérculos, tallos, hojas, troncos, fruto, bayas, nueces, corteza, vainas, 35
semillas y flores. En una realización particularmente preferida de la presente invención, la parte de la planta es una 
semilla.

Cualquiera de las plantas o partes de las mismas pueden procesarse para producir un pienso, harina, proteína o 
preparación oleosa.

Una parte de planta particularmente preferida es una semilla. En una realización preferida el pienso, harina, proteína 40
o preparación oleosa se diseña para animales de ganadería, peces o seres humanos, o cualquier combinación. Se 
conocen en la técnica procedimientos para producir pienso, harina, proteína y preparaciones oleosas. Véase, por 
ejemplo Patentes de Estados Unidos 4.957.748, 5.100.679, 5.219.596, 5.936.069, 6.005.076, 6.146.669 y 6.156.227.
En una realización preferida, la preparación de proteínas es una preparación de alto nivel de proteínas. Dicha 
preparación de alto nivel de proteínas preferentemente tiene un contenido de proteínas de más del 5 % p/v, más 45
preferentemente del 10 % p/v, y aún más preferentemente del 15 % p/v.

En una preparación de aceite preferida, la preparación de aceite es una preparación de alto aceite con un contenido 
de aceite derivado de una planta o parte de la misma de más del 5 % p/v, más preferentemente del 10 % p/v, y aún 
más preferentemente del 15 % p/v. En una realización preferida la preparación de aceite es un líquido y de un 
volumen mayor de 1, 5, 10 o 50 litros. Se describe además en el presente documento aceite producido por un 50
procedimiento de la presente invención. Dicho aceite puede mostrar estabilidad oxidativa potenciada. Además, dicho 
aceite también puede ser un componente menor o importante de cualquier producto resultante.

Además, dicho aceite puede mezclarse con otros aceites. En una realización preferida, el aceite producido de 
plantas generadas por un procedimiento de la presente invención constituye más del 0,5 %, 1 %, 5 %, 10 %, 25 %, 
50 %, 75 % o 90 % en volumen o peso del componente de aceite de cualquier producto. En otra realización, la 55
preparación de aceite puede mezclarse y puede constituir más del 10 %, 25 %, 35 %, 50 % o 75 % de la mezcla en 
volumen. El aceite producido de una planta puede mezclarse con uno o más disolventes orgánicos o destilados del 
petróleo.
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Las semillas de las plantas pueden colocarse en un recipiente. Como se usa en el presente documento, un 
recipiente es cualquier objeto capaz de contener dichas semillas. Un recipiente preferentemente contiene más de 
aproximadamente 500, 1.000, 5.000 o 25.000 semillas en las que al menos aproximadamente el 10 %, 25 %, 50 %, 
75 % o 100 % de las semillas derivan de una planta como se ha descrito anteriormente. Además se describe en el 
presente documento un recipiente de más de aproximadamente 10.000, más preferentemente de aproximadamente 5
20.000 y aún más preferentemente de aproximadamente 40.000 semillas donde mas de aproximadamente el 10 %, 
más preferentemente aproximadamente el 25%, más preferentemente el 50 % y aún más preferentemente 
aproximadamente el 75 % o 90 % de las semillas de la presente invención. Se describe además en el presente 
documento un recipiente de más de aproximadamente 10 kg, más preferentemente aproximadamente 25 kg, y aún
even más preferentemente de aproximadamente 50 kg de semillas en las que más de aproximadamente el 10 %, 10
más preferentemente aproximadamente el 25 %, más preferentemente aproximadamente el 50 % y aún más 
preferentemente aproximadamente el 75 % o 90 % de las semillas son semillas de la presente invención.

G. Composiciones de aceite

Para muchas aplicaciones de aceite, los niveles de ácidos grasos saturados son preferentemente menores del 8 % 
en peso, y más preferentemente aproximadamente del 2-3 % en peso. Los ácidos grasos saturados tienen altos 15
puntos de fusión que son indeseables en muchas aplicaciones. Cuando se usan como una materia prima o 
combustible, los ácidos grasos saturados provocan enturbiamiento a temperaturas bajas, y confieren propiedades de 
mal flujo en frío tal como puntos de vertido y puntos de taponado de filtros en frío al combustible. Los productos de 
aceite que contienen niveles de ácidos grasos saturados bajos pueden preferirse por los consumidores y la industria 
alimentaria debido a que se perciben como más sanos y/o pueden etiquetarse como "sin grasas saturadas" de 20
acuerdo con las directrices de la FDA. Además, los ácidos saturados bajos reducen o eliminan la necesidad de 
preparar el aceite para el invierno para aplicaciones alimentarias tales como aceites para ensalada. En aplicaciones 
de biocombustible y lubricantes los aceites con niveles de ácidos grasos saturados bajos confieren propiedades de 
flujo en frío mejoradas y no enturbian a temperaturas bajas. 

Los factores que dominan las propiedades físicas de un aceite particular son complejos. Los ácidos palmítico, 25
esteárico y otros ácidos grasos saturados son típicamente sólidos a temperatura ambiente, a diferencia de los ácidos 
grasos insaturados, que permanecen líquidos. Debido a que los ácidos grasos saturados no tienen dobles enlaces 
en la cadena de acilo, permanecen estables a la oxidación a temperaturas elevadas. Los ácidos grasos saturados 
son componentes importantes en las margarinas y formulaciones de chocolate, pero para muchas aplicaciones 
alimentarias, se desean niveles reducidos de ácidos grasos saturados.30

El ácido oleico tiene un doble enlace, pero aún es relativamente estable a temperaturas altas, y los aceites con altos 
niveles de ácido oleico son adecuados para cocinar y otros procesos en los que se requiere calor. Recientemente, 
se ha recomendado el mayor consumo de ácidos alto oleicos, debido a que el ácido oleico parece reducir los niveles 
en sangre de lipoproteínas de baja densidad ("LDL") sin afectar a los niveles de lipoproteínas de alta densidad 
("HDL"). Sin embargo, es deseable alguna limitación de los niveles del ácido oleico, debido a que cuando el ácido 35
oleico se degrada a temperaturas altas, crea compuestos de sabor negativo y reduce los sabores positivos creados 
por la oxidación del ácido linoleico. Neff y col., JAOCS, 77: 1303-1313 (2000); Warner y col., J. Agric. Food Chem. 
49: 899-905 (2001). Los ácidos preferidos tienen niveles de ácido oleico que son del 65-85 % o menos en peso, para 
limitar los sabores indeseables en aplicaciones alimentarias tales como aceite para freír y alimentos fritos. Otros 
aceites preferidos tienen niveles de ácido oleico que son mayores del 55 % en peso para mejorar la estabilidad 40
oxidativa.

El ácido linoleico es un ácido graso poliinsaturado importante en alimentos y es un nutriente esencial para seres 
humanos. Es un componente deseable para muchas aplicaciones alimentarias por que es un precursor importante 
de sustancias saporíferas para alimentos fritos tales como 2,4 decadienal, que hace que los alimentos fritos sepan 
bien. Sin embargo, el ácido linoleico tiene estabilidad limitada cuando se calienta. Los aceites alimentarios preferidos 45
tienen niveles de ácido linoleico que son del 10 % o mayores en peso, para potenciar la formación de sustancias 
saporíferas de alimentos fritos deseables, y también son del 25 % o menos en peso, de modo que se reduce la 
formación de sabores indeseables. El ácido linoleico también tiene propiedades de reducción de colesterol, aunque 
un exceso dietético puede reducir la capacidad de las células humanas para protegerse del daño oxidativo, 
provocando de este modo el riesgo de enfermedad cardiovascular. Toborek y col., Am J. Clin. J. 75: 119-125 (2002). 50
Véase en general Flavor Chemislry of Lipid Foods, editores D. B. Min y T. H. Smouse, Am Oil Chem. Soc., 
Champaign, IL (1989).

El ácido linoleico, que tiene un menor punto de fusión que el ácido oleico, contribuye además a mejores propiedades 
de flujo en frío deseables en aplicaciones de biocombustible y biolubricante. Los aceites preferidos para la mayoría 
de las aplicaciones tienen niveles de ácido linoleico del 30 % o menos en peso, debido a que la oxidación del ácido 55
linoleico limita el almacenamiento útil o tiempo de uso de aceite para freír, alimentos, pienso, combustible y 
productos lubricantes. Véase en general, Physical Properties of Fats, Oils, and Emulsifiers, ed. N. Widlak, AOCS 
Press (1999); Erhan y Asadauskas, Lubricant Basestocks from Vegetable Oils, Industrial Crops and Products, 11: 
277-282 (2000). Además, los niveles de ácido linoleico altos en pienso para vacas pueden conducir a niveles 
indeseablemente altos de ácido linoleico en la leche de las vacas lecheras, y por lo tanto mala estabilidad oxidativa y 60
sabor. Timmons y col., J. Dairy Sci. 84: 2440-2449 (2001). Una composición de aceite útil en general tiene niveles de 
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ácido linoleico del 10-25 % en peso.

El ácido linoleico también es un componente importante de la dieta humana. Se usa para sintetizar la familia -3 de 
ácidos grasos de cadena larga y las prostaglandinas derivadas de los mismos. Sin embargo, sus dobles enlaces son 
altamente susceptibles de oxidación, de modo que los aceites con altos niveles de ácido linolénico se deterioran 
rápidamente tras su exposición al aire, especialmente a temperaturas altas. La hidrogenación parcial de dichos 5
aceites es con frecuencia necesaria antes de poder usarlos en productos alimentarios para retardar la formación de 
sabores indeseables y enraizamiento cuando se calienta el aceite, pero la hidrogenación crea ácidos grasos en trans
poco saludables que pueden contribuir a la enfermedad cardiovascular. Para mejorar la estabilidad oxidativa 
mejorada, y reducir la necesidad de aceite hidrogenado, los aceites preferidos tienen niveles de ácido linolénico que 
son del 8 % o menos en peso, el 6 % o menos, el 4 % o menos, menos de aproximadamente el 3 % y más 10
preferentemente el 0,5-2 % en peso de los ácidos grasos totales en el aceite.

El aceite de soja de la presente invención también puede usarse como una fuente de mezcla para realizar un 
producto de aceite mezclado. Por una fuente de mezcla, se entiende que el aceite de una soja de la presente 
invención puede mezclarse con otros aceites vegetales para mejorar las características, tales como composición de 
ácidos grasos, sabor y estabilidad oxidativa, de los otros aceites. La cantidad de aceite de una soja de la presente 15
invención que puede usarse dependerá de las propiedades deseadas que se intentan conseguir en el producto de 
aceite mezclado final resultante. Los ejemplos de productos de aceite mezclados incluyen, pero sin limitación, 
margarinas, grasas comestibles de cadena corta, aceites para freír, aceites para ensalada, etc. El aceite de una soja 
de la presente invención puede ser un aceite mezclado, aceite sintetizado o en una realización preferida un aceite 
generado a partir de una semilla oleaginosa que tenga una composición de aceite apropiada. Un aceite generado 20
directamente de una semilla oleaginosa es un aceite no mezclado. En otro aspecto, un aceite es directamente de 
una semilla oleaginosa madura. En este aspecto, una semilla madura se define por una semilla que se recolecta en 
el campo para prácticas agrícolas comerciales, tales como venta para piensos. En una realización preferida, el 
aceite es un aceite de soja. El aceite puede ser un aceite crudo tal como aceite de soja crudo, o puede ser un aceite 
procesado, por ejemplo el aceite puede ser refinado, blanqueado, desodorizado y/o preparado para el invierno. 25
Como se usa en el presente documento, "refinar" se refiere a un procedimiento para tratar una grasa o un aceite 
natural o procesado para eliminar impurezas, y puede conseguirse tratando la grasa o el aceite con sosa cáustica, 
seguido de centrifugación, lavado con agua, y calentamiento al vacío. "Blanqueo" se refiere a un proceso para tratar 
una grasa o un aceite para eliminar o reducir los niveles de materiales colorantes en la grasa o el aceite. El blanqueo 
puede conseguirse tratando la grasa o el aceite con carbono activado o tierra de Fuller (diatomea). La 30
"desodorización" se refiere a un procedimiento para eliminar componentes de una grasa o un aceite que contribuyen 
a sabores u olores cuestionables al producto final, y puede conseguirse mediante el uso de lavado con vapor 
supercalentado y alto vacío. La "preparación para el invierno" se refiere a un procedimiento para eliminar glicéridos 
saturados de un aceite, y puede conseguirse enfriando y retirando las partes solidificadas de la grasa de un aceite. 

Un aceite preferido tiene una composición de aceite de baja saturación, o una composición de aceite de saturación 35
cero. En otras realizaciones preferidas, los aceites tienen niveles de ácido oleico aumentados, niveles de ácidos 
grasos saturados reducidos, y niveles de ácidos grasos poliinsaturados reducidos. En realizaciones preferidas 
adicionales, los aceites tienen niveles de ácido oleico aumentados y niveles de ácidos grasos saturados reducidos. 
En una realización preferida, el aceite es un aceite de soja. Los porcentajes de contenido de ácidos grasos, o en 
niveles de ácidos grasos, usados en el presente documento se refieren a porcentajes en peso. 40

En una primera realización, un aceite preferentemente tiene una composición de aceite que es del 55 al 80 % de 
ácido oleico, de aproximadamente el 12 al 43 % de poliinsaturados, y del 2 al 8 % de ácidos grasos saturados; más 
preferentemente tiene una composición de aceite que es del 55 al 80 % de ácido oleico, aproximadamente del 14 al
42 % de poliinsaturados y del 3 al 6 % de ácidos grasos saturados; y aún más preferentemente tiene una 
composición de aceite que es del 55 al 80 % de ácido oleico, aproximadamente del 16,5 al 43 % de poliinsaturados, 45
y del 2 al 3,6 % de ácidos grasos saturados. 

En una segunda realización, un aceite preferentemente tiene una composición de aceite que es del 65 al 80 % de 
ácido oleico, aproximadamente del 12 al 33 % de poliinsaturados y del 2 al 8 % de ácidos grasos saturados; más 
preferentemente tiene una composición de aceite que es del 65 al 80 % de ácido oleico, aproximadamente del 14 al 
32 % de poliinsaturados y del 3 al 6 % de ácidos grasos saturados; y aún más preferentemente tiene una 50
composición de aceite que es del 65 al 80 % de ácido oleico, aproximadamente del 16,5 al 33 % de poliinsaturados y 
del 2 al 3,6 % de ácidos grasos saturados. 

En una tercera realización, un aceite preferentemente tiene una composición de aceite que es de aproximadamente 
el 42 a aproximadamente el 85 % de ácido oleico y de aproximadamente el 8 % a aproximadamente el 1,5 % de 
ácidos grasos saturados; más preferentemente, la composición de aceite tiene además una cantidad combinada de 55
de ácido oleico y ácido linolénico igual a aproximadamente el 65 % a aproximadamente el 95 % en peso de la 
composición de aceite total. Aún más preferentemente, la composición de aceite tiene una cantidad combinada de 
de ácido oleico y ácido linolénico igual a aproximadamente el 75 % a aproximadamente el 90 %, aproximadamente 
el 75 % a aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 75 % a aproximadamente el 85 %, aproximadamente el
65 % a aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 70 % a aproximadamente el 90 % en peso de la 60
composición de aceite total.
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En una cuarta realización, un aceite preferentemente tiene una composición de aceite que es de aproximadamente 
el 42 a aproximadamente el 85 % de ácido oleico, de aproximadamente el 8 % a aproximadamente el 1,5 % de 
ácidos grasos saturados, de aproximadamente el 6 % a aproximadamente el 15 % en peso de ácido linolénico; más 
preferentemente tiene una composición de aceite que es de aproximadamente el 42 a aproximadamente el 85 % de 
ácido oleico, de aproximadamente el 8 % a aproximadamente el 1,5 % de ácidos grasos saturados, menos del 35 %5
en peso de ácido linolénico; y aún más preferentemente tiene una composición de aceite que es de 
aproximadamente el 42 a aproximadamente el 85 % de ácido oleico, de aproximadamente el 8 % a 
aproximadamente el 1,5 % de ácidos grasos saturados, aproximadamente el 9 % en peso de ácido linolénico.

En una quinta realización, un aceite tiene una composición de aceite que es de aproximadamente el 50 % a 
aproximadamente el 85 % de ácido oleico y de aproximadamente el 8 % a aproximadamente el 1,5 % de ácidos 10
grasos saturados; más preferentemente de aproximadamente el 50 % a aproximadamente el 85 % de ácido oleico, 
de aproximadamente el 8 % a aproximadamente el 1,5 % de ácidos grasos saturados, de aproximadamente el 4 % a 
aproximadamente el 14 % en peso de ácido linolénico; más preferentemente tiene una composición de aceite que es 
de aproximadamente el 50 % a aproximadamente el 85 % de ácido oleico, de aproximadamente el 8 % a 
aproximadamente el 1,5 % de ácidos grasos saturados, menos del 35 % en peso de ácido linolénico; y aún más 15
preferentemente tiene una composición de aceite que es de aproximadamente el 42 a aproximadamente el 85 % de 
ácido oleico, de aproximadamente el 8 % a aproximadamente el 1,5 % de ácidos grasos saturados, de
aproximadamente el 2 % a aproximadamente el 45 % en peso de ácido linolénico.

En otra realización, un aceite tiene una composición de aceite que es de aproximadamente el 65-80 % de ácido 
oleico, aproximadamente el 3-8 % de saturados y aproximadamente el 12-32 % de poliinsaturados. En otra 20
realización, un aceite tiene una composición de aceite que es de aproximadamente el 65-80 % de ácido oleico, 
aproximadamente el 2-3,5 % de saturados y aproximadamente el 16,5-33 % de poliinsaturados.

En una realización particularmente preferida, un aceite tiene una composición de aceite que es de aproximadamente 
el 47- 83 % de ácido oleico y aproximadamente el 5 % de saturados; aproximadamente el 60-80 % de ácido oleico y 
aproximadamente el 5 % de saturados; aproximadamente el 50-85 % de ácido oleico y aproximadamente el 2-7 %25
de saturados; aproximadamente el 55-85 % de ácido oleico y aproximadamente el 2,5-7 % de saturados; 
aproximadamente el 47-88 % de ácido oleico y aproximadamente el 3-7 % de saturados; aproximadamente el 43-85
% de ácido oleico y aproximadamente el 5-7 % de saturados; aproximadamente el 81-85 % de ácido oleico y 
aproximadamente el 5 % de saturados; aproximadamente el 74-83 % de ácido oleico y aproximadamente el 6 % de 
saturados; aproximadamente el 65-87 % de ácido oleico y aproximadamente el 6 % de saturados; aproximadamente30
el 66-80 % de ácido oleico y aproximadamente el 6 % de saturados; aproximadamente el 42-77 % de ácido oleico y 
aproximadamente el 5-8 % de saturados; aproximadamente el 60-77 % de ácido oleico y aproximadamente el 6 %
de saturados; aproximadamente el 70-81 % de ácido oleico y aproximadamente el 5-7 % de saturados; 
aproximadamente el 52-71 % de ácido oleico y aproximadamente el 5-7 % de saturados; aproximadamente el 44-71
% de ácido oleico y aproximadamente el 6 % de saturados; aproximadamente el 61-71 % de ácido oleico y 35
aproximadamente el 8 % de saturados; aproximadamente el 57-71 % de ácido oleico y aproximadamente el 7 % de 
saturados; aproximadamente el 23-58 % de ácido oleico y aproximadamente el 8-14 % de saturados; 
aproximadamente el 20-70 % de ácido oleico y aproximadamente el 6 % de saturados; aproximadamente el 21-35 %
de ácido oleico y aproximadamente el 5-6 % de saturados; o aproximadamente el 19-28 % de ácido oleico y 
aproximadamente el 5 % de saturados.40

En otras realizaciones, el porcentaje de ácido oleico es el 50 % o más; el 55 % o más, el 60 % o más; el 65 % o 
más, el 70 % o más; el 75 % o más, o el 80 % o más; o es un intervalo del 50 al 80 %; del 55 al 80 %; del 55 al 75 
%; del 55 al 65 %; del 60 al 85 %; del 60 al 80 %; del 60 al 75 %; del 60 al 70 %; del 65 al 85 %; del 65 al 80 %; del 
65 al 75 %; del 65 al 70 %; o del 69 al 73 %. Los intervalos de porcentajes adecuados para contenido de ácido oleico
en aceites también incluyen intervalos en los que el límite inferior se selecciona de los siguientes porcentajes: 50, 45
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79 u 80 por 
ciento; y el límite superior se selecciona de los siguientes porcentajes: 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 
72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, o 90 por ciento.

En estas otras realizaciones, el porcentaje de ácido linoleico en un aceite es un intervalo del 10 al 40 %; del 10 al 39
%; del 10 al 30 %; del 10 al 29 %; del 10 al 28 %; del 10 al 25 %; del 10 al 21 %; del 10 al 20 %; del 11 al 30 %; del 50
12 al 30 %; del 15 al 25 %; del 20 al 25 %; del 20 al 30 %; o del 21 al 24 %. Los intervalos de porcentajes adecuados 
para contenido de ácido oleico en aceites también incluyen intervalos en los que el límite inferior se selecciona de 
los siguientes porcentajes: 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 por 
ciento; y el límite superior se selecciona de los siguientes porcentajes: 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 o 40 por ciento.55

En estas otras realizaciones, el porcentaje de ácido linolénico en un aceite es del 10 % o menos; el 9 % o menos; el 
8 % o menos; el 7 % o menos; el 6 % o menos; el 5 % o menos; el 4,5 % o menos; el 4 % o menos; el 3,5 % o 
menos; el 3 % o menos; el 3,0 % o menos; el 2,5 % o menos; o el 2 % o menos; o es un intervalo del 0,5 al 2 %; del 
0,5 al 3 %; del 0,5 al 4,5 %; del 0,5 % al 6 %; del 3 al 5 %; del 3 al 6 %; del 3 al 8 %; del 1 al 2 %; del 1 al 3 %; o del 
1 al 4 %. En estas otras realizaciones, el porcentaje de ácidos grasos saturados en una composición de aceite es del 60
15 % o menos; el 14 % o menos; el 13 % o menos; el 12 % o menos, el 11 % o menos; el 10 % o menos; el 9 % o 
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menos; el 8 % o menos; el 7 % o menos; el 6 % o menos; el 5 % o menos; el 4 % o menos; o el 3,6 % o menos; o es 
un intervalo del 2 al 3 %; del 2 al 3,6 %; del 2 al 4 %; del 2 al 8 %; del 3 al 15 %; del 3 al 10 %; del 3 al 8 %; del 3 al 6
%; del 3,6 al 7 %; del 5 al 8 %; del 7 al 10 %; o del 10 al 15 %.

En otras realizaciones, los ácidos grasos saturados en un aceite incluyen la combinación de los ácidos grasos 
palmítico y esteárico. En una realización, el porcentaje de ácidos grasos saturados varía de aproximadamente el 10 5
% o menos; aproximadamente el 9 % o menos; aproximadamente el 8 % o menos; aproximadamente el 7 % o 
menos; aproximadamente el 6 % o menos; aproximadamente el 5 % o menos; aproximadamente el 4,5 % o menos; 
aproximadamente el 4 % o menos; aproximadamente el 3,5 % o menos; aproximadamente el 3 % o menos; 
aproximadamente el 3,0 % o menos; aproximadamente el 2,5 % o menos; o aproximadamente el 2 % o menos; o es 
un intervalo del 0,5 al 2 %; del 0,5 al 3 %; del 0,5 al 4,5 %; del 0,5 al 6 %; del 0,5 al 7 %; del 0,5 al 8 %; del 0,5 al 910
%; del 1 al 4 %; del 1 al 5 %; del 1 al 6 %; del 1 al 7 %; del 1 al 8 %; del 1 al 9 %; del 1,5 al 5 %; del 1,5 al 6 %; del 
1,5 al 7 %; del 1,5 al 8 %; del 1,5 al 9 %; del 2 al 5 %; del 2 al 6 %; del 2 al 7 %; del 2 al 8 %; del 2 al 9 %; del 3 al 5
%; del 3 al 6 %; del 3 al 7 %; del 3 al 8 %; del 3 al 9 %; del 4 al 7 %; del 4 al 8 %; del 4 al 9 %; del 5 al 7 %; del 5 al 8
%; y del 5 al 9 %. En estas realizaciones, los intervalos de porcentajes adecuados para contenido de ácidos grasos 
saturados también incluye intervalos en los que el límite inferior se selecciona de los siguientes porcentajes: 0,5, 1, 15
1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6 o 6,5 por ciento; y el límite superior se selecciona de los siguientes porcentajes: 
11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4,5, 4, 3,5, 3, 2,5, 2, 1,5, 1, o 0,5 por ciento.

En otras realizaciones, el porcentaje de ácido graso palmítico en una composición de aceite varía del 6 % o menos; 
del 5 % o menos; del 4,5 % o menos; del 4 % o menos; del 3,5 % o menos; del 3 % o menos; del 3,0 % o menos; del 
2,5 % o menos; o del 2 % o menos; o es un intervalo del 0,5 al 2 %; del 0,5 al 3 %; del 0,5 al 4,5 %; del 0,5 al 6 %; 20
del 1 al 3 %; del 1 al 4 %; del 1 al 5 %; del 1 al 6 %; del 1,5 al 2 %; del 1,5 al 3 %; del 1,5 al 4 %; del 1,5 al 4,5 %; del 
1,5 al 5 %; del 1,5 al 5,5 %; del 1,5 al 6 %; del 1,5 al 6,5 %; del 1,5 al 7 %; del 2 al 3 %; del 2 al 3,5 %; del 2 al 4 %; 
del 2 al 4,5 %; del 2 al 5 %; del 2 al 6 %; del 2 al 7 %; del 2 al 8 %; del 3 al 5 %; del 3 al 6 %; del 3 al 7 %; del 3 al 8
%; del 3 al 9 %. En estas realizaciones, los intervalos de porcentajes adecuados para el contenido de ácido linoleico 
en aceites también incluye intervalos en los que el límite inferior se selecciona de los siguientes porcentajes: 0,5, 1, 25
1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7 o 7,5 por ciento; y el límite superior se selecciona de los siguientes 
porcentajes: 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4,5, 4, 3,5, 3 o 2 por ciento.

En otras realizaciones, el porcentaje de ácido graso esteárico en una composición de aceite varía del 3 % o menos; 
el 3,0 % o menos; el 2,5 % o menos; o el 2 % o menos; o es un intervalo del 0,5 al 1 %; del 0,5 al 1,5 %; del 0,5 al 2
%; del 0,5 al 2,5 %; del 0,5 al 3 %; del 0,5 al 4 %; del 1 al 2 %; del 1 al 3 %; del 1 al 4 %; del 1,5 al 2 %; del 1,5 al 330
%; o del 1,5 al 4 %. En estas realizaciones, los intervalos de porcentajes adecuados para el contenido de ácido 
linoleico en aceites también incluyen intervalos en los que el límite inferior se selecciona de los siguientes 
porcentajes: 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3 o 3,5 por ciento; y el límite superior se selecciona de los siguientes porcentajes: 3,5, 
3, 2,5, 2 o 1,5 por ciento.

Un aceite es particularmente adecuado para su uso como un aceite para freír o cocinar. Debido a su contenido de 35
ácidos grasos poliinsaturados reducido, el aceite no requiere el procesamiento extensivo de aceites típicos debido a 
que están presentes menos compuestos aromáticos y colorantes cuestionables. Además, el contenido de ácidos 
grasos saturados bajo del presente aceite mejora las propiedades de flujo en frío del aceite, y evita la necesidad de 
calentar el aceite almacenado para evitar que se cristalice o solidifique. El flujo en frío mejorado también potencia el 
drenaje del aceite de material de alimentos fritos una vez que se ha retirado el aceite para freír, dando como 40
resultado de este modo un producto de grasas reducidas. Véase Bouchon y col., J. Food Science 66: 918-923 
(2001). Los bajos niveles de ácido linolénico en el presente aceite son particularmente ventajosos en la fritura para 
reducir sabores indeseables. 

El presente aceite también está bien adaptado para su uso como un aceite en ensalada (un aceite que mantiene la 
claridad a temperaturas de frigorífico de 4,44-10 grados centígrados). Su claridad mejorada a temperaturas de 45
frigorífico, debido a su contenido de ácidos grasos saturados bajo y ácido linoleico moderado, reduce o elimina la 
necesidad de preparar para el invierno el aceite antes de su uso como un aceite de ensalada.

Además, el contenido de ácido linoleico moderado y ácido linolénico bajo del presente aceite lo hace adecuado para 
la producción de grasa comestible de cadena corta, margarina y otras grasas vegetales semisólidas usadas en 
productos alimentarios. La producción de estas grasas típicamente implica la hidrogenación de aceites insaturados 50
tales como aceite de soja, aceite de maíz o aceite de colza. La mayor estabilidad oxidativa y de sabor del presente 
aceite significan que no es necesario hidrogenarlo en la medida en que el aceite vegetal típico es para usos tales 
como margarina y grasa comestible de cadena corta, reduciendo de este modo los costes de procesamiento y la 
producción de isómeros en trans poco sanos.

Un aceite también es adecuado para su uso como una materia prima para producir biocombustible, particularmente 55
por que el biocombustible preparado a partir de dicho aceite tiene un flujo en frío mejorado, mejor calidad de ignición 
(número de cetano), estabilidad oxidativa mejorada, y emisiones de óxido nítrico reducidas. El biocombustible es un 
combustible de gasóleo alternativo típicamente comprendido de ésteres de metilo de ácidos grasos C16-C22

saturados, monoinsaturados y poliinsaturados. El número de cetano es una medida de la calidad de ignición, cuanto 
menor sea el tiempo de retardo de la ignición del combustible en el motor, mayor será el número de cetano. La 60
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especificación de patrones de ASTM para el biocombustible (D 6751-02) requiere un número de cetano mínimo de 
47.

El uso de biocombustible en motores de gasóleo convencionales da como resultado reducciones sustanciales de 
contaminantes tales como sulfatos, monóxido de carbono y partículas en comparación con el combustible de 
gasóleo del petróleo, y su uso en autobuses escolares puede reducir en gran medida la exposición de los niños a 5
gases de gasóleo tóxicos. Una limitación para el uso de biocombustible convencional al 100 % como combustible es 
el alto punto de turbidez del biocombustible de soja convencional (2 grados C) en comparación con el combustible 
número 2 (-16 grados C). Dunn y col., Recent. Res. Devel. in Oil Chem., 1: 31-56 (1997). El biocombustible realizado 
a partir del aceite tiene un punto de turbidez mejorado (reducido) y punto de obstrucción del filtro en frío, y también 
puede usarse en mezclas para mejorar las propiedades de temperatura en frío del biocombustible realizado a partir 10
de fuentes económicas pero altamente saturadas de grasa tales como grasas animales (sebo, manteca, grasa de 
pollo) y aceite de palma. El biocombustible también puede mezclarse con gasóleo de petróleo a cualquier nivel.

El biocombustible se obtiene típicamente extrayendo, filtrando y refinando aceite de soja para retirar grasas libres y 
fosfolípidos, y después transesterificando el aceite con metanol para formar metil ésteres de los ácidos grasos. 
Véase, por ejemplo, patente de Estados Unidos Nº 5.891.203. Los metil ésteres de soja resultantes se denominan 15
habitualmente "biocombustible". El aceite también puede usarse como un combustible de gasóleo sin la formación 
de ésteres metílicos, tal como, por ejemplo, mezclando acetales con el aceite. Véase, por ejemplo, patente de 
Estados Unidos Nº 6.013.114. Debido a su flujo en frío mejorado y propiedades de estabilidad oxidativa, el aceite 
también es útil como un lubricante, y como un aditivo de combustible de gasóleo. Véase, por ejemplo, patente de 
Estados Unidos Nº 5.888.947, 5.454.842 y 4.557.734.20

Las semillas de soja y aceites también son adecuados para su uso en una diversidad de alimentos de soja 
preparados a partir de semillas de soja completas, tales como leche de soja, manteca de nuez de soja, natto y 
tempeh, y alimentos de soja preparados a partir de semillas de soja procesadas y aceite de soja, incluyendo harina 
de soja, concentrado de proteína de soja, aislados de proteína de soja, concentrado de proteína de soja texturizado, 
proteína de soja hidrolizada, recubrimiento batido, aceite cocinado, aceite de ensalada, grasa comestible de cadena 25
corta y lecitina. Las semillas de soja completas también son comestibles, y típicamente se venden a los
consumidores crudas, tostadas o como edamame. La leche de soja, que se produce típicamente empapando y 
moliendo semillas de soja completas, puede consumirse tal cual, secada por pulverización o procesada para formar 
yogur de soja, queso de soja, tofu o yuba. La presente soja o aceite puede usarse provechosamente en estos y otros 
alimentos de soja debido a su estabilidad oxidativa mejorada, la reducción de precursores de sabor indeseable y su 30
nivel de ácidos grasos saturados bajo.

G. Modulación de la supresión

Otra realización se refiere a un procedimiento para modular los niveles de supresión génica. La modulación de la 
supresión génica puede dar como resultado más o menos supresión génica. La supresión de un producto génico 
puede ser el resultado de la inserción de una construcción en un genoma vegetal. De forma similar, la modulación 35
de la supresión génica puede ser el resultado de la inserción de una construcción en un genoma vegetal. Otros 
ejemplos de procedimientos para modular la supresión génica incluyen, sin limitación, técnicas antisentido, 
cosupresión, interferencia de ARN (iARNbc), animales transgénicos, híbridos y ribozimas usando una construcción 
como se ha descrito anteriormente. 

La supresión de un gen puede modularse alterando la longitud del ADN transcribible usado para supresión, cuya 40
secuencia deriva del gen al que se dirige la supresión. Pueden usarse muchos procedimientos para suprimir un gen 
usando mecanismos de silenciamiento génico postranscripcional. Sin limitarse a la teoría, se cree que estos 
procedimientos tienen en común la expresión de una molécula de ARN que hibrida con otra molécula de ARN. 
Sorprendentemente, puede tener ventajas usar una molécula de ARN de longitudes particulares para modular o 
moderar la supresión de los niveles de expresión de estado estacionario de un gen endógeno diana.45

La supresión génica de FAD2-1 conduce a niveles elevados de ácido oleico y reducción de los niveles de ácido 
linoleico. Cuando FAD2-1 está fuertemente suprimido, los niveles de ácido oleico pueden ser mayores del 65 %, lo 
que provoca una reducción de los niveles de ácido palmítico y ácido linolénico. Por ejemplo, cuado se suprime 
FAD2-1, los niveles de de ácido oleico pueden alcanzar el 85 % y los niveles de ácido palmítico y esteárico 
combinados se reducen a aproximadamente el 10 %. De forma similar, la regulación negativa de FATB da como 50
resultado niveles reducidos de ácidos grasos saturados, principalmente palmitato. Cuando se suprimen FAD2 y 
FATB de modo que los niveles de oleico son de aproximadamente el 85 %, los niveles saturados son de 
aproximadamente el 10 %. Cuando se suprimen FAD2 y FATB de modo que los niveles oleicos sean mayores del 85 
%, los niveles saturados pueden caer por debajo del 10 %. 

A la luz de la presente invención, los niveles de saturados pueden reducirse a menos del 10 % sin potenciar los 55
ácidos oleicos por encima del 85 %. En una realización, la supresión de FAD2 está modulada por la reducción del 
intrón de FAD2-1 introducido en la planta. Menos supresión de FAD2 da como resultado niveles moderados de ácido 
oleico, aproximadamente el 40-85 % de ácido oleico. LA supresión de FAD2 se reduce a medida que se reduce la 
longitud del fragmento del intrón de FAD2-1 introducido. Por ejemplo, un intrón de FAD2-1 reducido en longitud en al 
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menos 100 nucleótidos contiguos puede reducir la supresión de FAD2 y el aumento correspondiente de ácido oleico 
y reducción de niveles de ácido linoleico.

La relación entre la reducción de la supresión de gen endógeno y la reducción de la longitud del ADN homólogo 
pueden determinarse de forma empírica introduciendo diferentes longitudes de ADN. Por ejemplo, la cantidad de 
reducción en la supresión obtenible reduciendo la longitud de ADN introducido homólogo pueden determinarse 5
suprimiendo partes crecientes del ADN homólogo que se introduce y ensayando con respecto a la expresión del gen 
diana.

Se describe además en el presente documento un procedimiento para moderar la supresión de FAD2 teniendo aún 
una fuerte reducción de los niveles de saturado sobre una planta. En dichas plantas, los niveles de ácido oleico 
pueden variar del 40 al 85 %. De forma similar, se produce una supresión menor que la completa de FATB cuando 10
se introducen las regiones no traducidas 3' y 5' combinadas en comparación con cuando se introduce el gen FATB 
de longitud completa en una célula huésped. De manera similar, se reducen los niveles de supresión de FATB 
cuando la parte 5' de la fase abierta de lectura, que principalmente codifica el péptido del tránsito de cloroplastos se 
introduce en una célula huésped. En células con FAD2 y FATB suprimidos usando procedimientos como se ha 
descrito anteriormente los niveles de ácido oleico del 40-85 % mientras que los niveles desaturados pueden estar 15
entre el 1 y el 9 por ciento. 

Se describe además en el presente documento un procedimiento para modular la supresión génica para reducir la 
supresión respecto a la supresión de un elemento génico completo, en el que un elemento génico completo puede 
ser un gen completo, un exón completo, un intrón completo, una secuencia señal completa o una UTR completa, 
construyendo después una molécula de ácido nucleico recombinante que comprende un fragmento de la secuencia 20
endógena del elemento génico; iniciando la expresión de la molécula de ácido nucleico recombinante en una célula 
huésped; y suprimiendo el gen endógeno con la molécula de ácido nucleico recombinante. El gen que se suprime 
puede ser cualquier gen, incluyendo FAD2 y FATB. Se describe además en el presente documento un 
procedimiento para modular la supresión de FAD2 o FATB que comprende: expresar una secuencia del elemento 
génico FAD2 o FATB parcial en una célula huésped, en el que un elemento génico FAD2 o FATB es de un gen 25
FAD2 o FATB endógeno en la célula huésped y una secuencia de elemento génico FAD2 o FATB puede ser un gen 
FAD2 o FATB, un exón de FAD2 o FATB, un intrón de FAD2 o FATB, una región codificante de péptido de tránsito 
de FAD2 o FATB o una UTR de FAD2 o FATB; y la secuencia del elemento génico FAD2 o FATB parcial es menor 
que la secuencia del elemento génico de FAD2 o FATB completo; y suprimir un FAD2 o FATB endógeno con la 
secuencia del elemento génico FAD2 o FATB parcial, en el que los niveles de supresión del gen endógeno de FAD2 30
o FATB en la célula huésped son menores que los niveles de supresión del gen endógeno FAD2 o FATB en una 
célula huésped con un fondo genético similar y una segunda secuencia de ácido nucleico de FAD2 o FATB que 
comprende la secuencia del elemento génico de FAD2 o FATB completa del elemento génico FAD2 o FATB.

Se describe además en el presente documento un procedimiento para alterar la composición de aceite de una célula 
vegetal transformando una célula vegetal con una molécula de ácido nucleico recombinante que comprende una 35
secuencia de ADN que suprime la expresión endógena de FAD2, FATB o FAD2 y FATB en el que la secuencia de 
ADN comprende una secuencia de ácido nucleico de FAD2, FATB o FAD2 y FATB que es más corta que la 
secuencia completa de un elemento génico completo seleccionado de un gen, un exón, un intrón, una región 
codificante de péptido de tránsito, una UTR 3', una UTR 5', y una fase abierta de lectura; y cultivar la célula vegetal 
en condiciones en las que se inicie la transcripción de dicha secuencia de ADN, de modo que la composición de 40
aceite esté alterada respecto a una célula vegetal con un fondo genético similar pero que carece de la molécula de 
ácido nucleico recombinante. Un elemento génico de FAD2 o FATB puede acortarse en longitud en 50, 75, 100, 150, 
175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 800, 1000, 2000, 3000 o 4000 nucleótidos. Una longitud de un 
elemento génico de FAD2 o FATB puede ser de 50, 75, 100, 150, 175, 200, 220, 250, 300, 320, 350, 400, 420, 450, 
500, 550, 600, 800 o 1000 nucleótidos.45

Se describe además en el presente documento un procedimiento para potenciar el contenido de ácido oleico y 
reducir el contenido de ácidos grasos saturados en una semilla vegetal: i) acortando la longitud de una secuencia de 
ADN de FAD2 exógena en una célula huésped hasta que la cantidad de supresión de la expresión de FAD2 de una 
planta transformada se reduce al menos parcialmente respecto a la supresión de la expresión de FAD2 en una 
célula huésped con un fondo genético similar y una secuencia de ADN del gen FAD2 exógeno completo; y ii) cultivar 50
una planta con una molécula de ácido nucleico que comprende la secuencia de ADN de FAD2 acortada, en la que la 
secuencia de ADN de FAD2 acortada suprime al menos parcialmente la expresión endógena de FAD2, y iii) cultivar 
una planta que produce semillas con un contenido reducido de ácidos grasos saturados respecto a la semilla de una 
planta que tiene un fondo genético similar pero que carece de la secuencia de ADN de FAD2 acortada. La cantidad 
que la secuencia de ADN de FAD2 exógena se acorta para reducir al menos parcialmente la supresión de la FAD2 55
endógena puede determinarse de forma empírica introduciendo diferentes longitudes de ADN. Por ejemplo, la 
cantidad de reducción en supresión que puede obtenerse reduciendo la longitud del ADN introducido homólogo 
puede determinarse suprimiendo partes crecientes del ADN homólogo que se introduce y ensayando con respecto a 
la expresión del gen diana. La cantidad de supresión de la expresión de FAD2 puede obtenerse como una media de 
tres o más, seis o más, diez o más, quince o más, o veinte o más semillas de una planta.60

Se describe además en el presente documento un procedimiento para producir una planta transformada que tiene 
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semillas con un contenido reducido de ácidos grasos saturados transformando una célula vegetal con una molécula 
de ácido nucleico recombinante que comprende una secuencia de ADN que suprime la expresión endógena de 
FAD2 y FATB, en el que la secuencia de ADN que comprende una secuencia de ácido nucleico de FAD2 que es 
más corta que la secuencia completa de un elemento genético completo seleccionado de un gen, un exón, un intrón, 
una región codificante de péptido de tránsito, y una UTR; y cultivar la planta transformada, en el que la planta 5
transformada produce semillas con un contenido reducido de ácidos grasos saturados respecto a semillas de una 
planta que tiene un fondo genético similar pero que carece de dicha molécula de ácido nucleico recombinante.

Se describe además un procedimiento para modular la composición de ácidos grasos de aceite de una semilla de un 
cultivo de semillas oleaginosas de clima templado aislando un elemento genético de al menos 40 nucleótidos de 
longitud que es capaz de suprimir la expresión de un gen endógeno en la ruta de síntesis de ácidos grasos; generar 10
más de un fragmento acortado del elemento genético; introducir cada uno de los más de un fragmentos acortados 
en una célula vegetal del cultivo de semilla oleaginosa templado para producir plantas transgénicas; y seleccionar 
una planta transgénica que comprende un fragmento acortado de longitud y secuencia determinadas que efectúa un 
cambio deseable en la composición de ácidos grasos de aceite de semilla. En una realización preferida, el 
procedimiento anterior también incluye construir una construcción de ADN recombinante que tiene al menos dos 15
fragmentos acortados de dos genes endógenos diferentes que efectúa cambios deseables diferentes en la 
composición de ácidos grasos de aceite de semillas; introducir la construcción de ADN recombinante en una célula 
vegetal del cultivo de semillas oleaginosas de clima templado para producir plantas transgénicas; y seleccionar una 
planta transgénica que comprende los al menos dos fragmentos acortados y una composición de ácidos grasos de 
aceite de una semilla que tiene más de un cambio deseable efectuado por los al menos dos fragmentos acortados.20

En otra realización, la presente invención se refiere a una semilla de soja que muestra una composición de aceite 
que tiene un contenido muy reducido de ácidos grasos saturados y un contenido moderadamente potenciado de 
ácido oleico que tiene una secuencia de ADN que suprime la expresión endógena de FAD2 en una célula huésped, 
en el que la secuencia de ADN tiene una secuencia de ácido nucleico de FAD2 que es más corta que la secuencia 
completa de un elemento genético completo de un intrón.25

Ejemplos

Ejemplo 1 Aislamiento de secuencias de FATB-2 

Se obtiene tejido de hojas de soja variedad Asgrow A3244, se muele en nitrógeno líquido y se almacena a -80 ºC 
hasta su uso. Se añaden seis ml de tampón de extracción SDS (650 ml de ddH2O estéril, 100 ml de Tris-Cl 1 M pH 
8, 100 ml de EDTA 0,25 M, 50 ml de SDS 20 %, 100 ml de NaCl 5 M, 4 l de betamercaptoetanol) a 2 ml de tejido de 30
hoja congelado/molido, y la mezcla se incuba a 65 ºC durante 45 minutos. La muestra se agita cada 15 minutos. Se 
añaden 2 ml de acetato potásico 5 M helado a la muestra, la muestra se agita, y después se incuba en hielo durante 
20 minutos. Se añaden 3 ml de CHCl3 a la muestra y la muestra se agita durante 10 minutos. 

La muestra se centrifuga a 10.000 rpm durante 20 minutos y se recoge el sobrenadante. Se añade 2 ml de 
isopropanol al sobrenadante y se mezclan. La muestra se centrifuga después a 10.000 rpm durante 20 minutos y se 35
drena el sobrenadante. El sedimento se resuspende en 200 l de RNasa y se incuba a 65 ºC durante 20 minutos. Se 
añaden 300 l de acetato de amonio/isopropanol (1:7) y se mezcla. La muestra se centrifuga después a 10.000 rpm 
durante 15 minutos y el sobrenadante se descarta. El sedimento se aclara con 500 l de etanol al 80 % y se permite 
que se seque al aire. El sedimento de ADN genómico se resuspende después en 200 l de T10E1 (Tris 10
mM:EDTA 1 mM).40

Se usa una secuencia de contig de ADNc de FATB-2 de soja (SEC ID Nº: 42) para diseñar 13 oligonucleótidos que 
abarcan el gen: F1 (SEC ID Nº: 48), F2 (SEC ID Nº: 49), F3 (SEC ID Nº: 50), F4 (SEC ID Nº: 51), F5 (SEC ID Nº: 
52), F6 (SEC ID Nº: 53), F7 (SEC ID Nº: 54), R1 (SEC ID Nº: 55), R2 (SEC ID Nº: 56), R3 (SEC ID Nº: 57), R4 (SEC 
ID Nº: 58), R5 (SEC ID Nº: 59) y R6 (SEC ID Nº: 60). Los oligonucleótidos se usan en pares para amplificación por 
PCR del ADN genómico de soja aislado: par 1 (F1 + R1), par 2 (F2 + R1), par 3 (F3 + R2), par 4 (F4 + R3), par 5 (F5 45
+ R4), par 6 (F6 + R5) y par 7 (F7 + R6). La amplificación por PCR para el par 5 se lleva a cabo de la siguiente 
manera: un ciclo, 95 ºC durante 10 minutos; 30 ciclos, 95 ºC durante 15 segundos, 43 ºC durante 30 segundos, 72 
ºC durante 45 segundos; 1 ciclo, 72 ºC durante 7 minutos. Para todos los otros pares de oligo, se llevan a cabo 
amplificaciones por PCR de la siguiente manera: 1 ciclo, 95 ºC durante 10 minutos; 30 ciclos, 95 ºC durante 15 
segundos, 48 º C durante 30 segundos, 72 ºC durante 45 segundos; 1 ciclo, 72 ºC durante 7 minutos. Se obtienen 50
fragmentos positivos de los pares de cebadores 1, 2, 4, 5, 6 y 7. Cada fragmento se clona en el vector pCR2.1 
(Invitrogen). Los fragmentos 2, 4, 5 y 6 se confirman y secuencian. Estas cuatro secuencias se alinean para formar 
una secuencia genómica para el gen FATB-2 (SEC ID Nº: 43). 

Se identifican cuatro intrones en el gen FATB-2 de soja por comparación de la secuencia genómica con la secuencia 
de ADNc: el intrón I (SEC ID Nº: 44) abarca de la base 119 a la base 1333 de la secuencia genómica (SEC ID Nº: 55
43) y es de 1215 pb de longitud; el intrón II (SEC ID Nº: 45) abarca de la base 2231 a la base 2568 de la secuencia 
genómica (SEC ID Nº: 43) y es de 338 pb de longitud; el intrón III (SEC ID Nº: 46) abarca de la base 2702 a la base 
3342 de la secuencia genómica (SEC ID Nº: 43) y es de 641 pb de longitud; y el intrón IV (SEC ID Nº: 47) abarca de 
la base 3457 a la base 3823 de la secuencia genómica (SEC ID Nº: 43) y es de 367 pb de longitud.
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Ejemplo 2 Construcciones de supresión

2A. Construcciones de FAD2-1

El intrón de FAD2-1A Nº 1(SEC ID Nº: 1) se clona en el casete de expresión, pCGN3892, en orientaciones con 
sentido y antisentido. El vector pCGN3892 contiene el promotor 7S de soja y una rbcS 3' de guisante. Ambas 
fusiones génicas se ligan después por separado en pCGN9372, un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado 5
por el promotor de FMV. Las construcciones de expresión resultante (pCGN5469 con sentido y pCGN5471 
antisentido) se usan para transformación de soja.

El intrón de FAD2-1B (SEC ID Nº: 2) se fusiona con el extremo 3' del intrón de FAD2-1A Nº 1 en el plásmido
pCGN5468 (contiene el promotor 7S de soja fusionado con el intrón de FAD2-1A (con sentido) y una rbcS 3' de 
guisante) o pCGN5470 (que contiene el promotor 7S de soja fusionado con el intrón de FAD2-1A (antisentido) y una 10
rbcS 3' de guisante) en orientación con sentido y antisentido, respectivamente. Las fusiones de combinación de 
intrones resultantes se ligan después por separado en pCGN9372, un vector que contiene el gen EPSPS CP4
regulado por el promotor de FMV. Las construcciones de expresión resultantes (pCGN5485, intrón de FAD2-1A y
FAD2-1B con sentido y pCGN5486, intrón de FAD2-1A y FAD2-1B antisentido) se usan para transformación de soja.

2B. Construcciones de FAD3-115

Los intrones de FAD3-1A Nº 1, Nº 2, Nº 4 y Nº 5 (SEC ID Nº: 7, 8, 10 y 11, respectivamente), intrones de FAD3-1B 
Nº 3C (SEC ID Nº: 23) y Nº 4 (SEC ID Nº: 24), se ligan todos por separado n pCGN3892, en orientación con sentido 
o antisentido. pCGN3892 contiene el promotor de 7S de soja y una rbcS 3' de guisante. Estas fusiones se ligan en 
pCGN9372, un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV para transformación en 
soja. Las construcciones de expresión resultante (pCGN5455, intrón de FAD3-1A Nº 4 con sentido; pCGN5459,20
intrón de FAD3-1A Nº 4 antisentido; pCGN5456, intrón de FAD3 Nº 5 con sentido; pCGN5460, intrón de FAD3-1A Nº 
5 antisentido; pCGN5466, intrón de FAD3-1A Nº 2 antisentido; pCGN5473, intrón de FAD3-1A Nº 1 antisentido) se 
usan para transformación de soja.

2C. Construcción de FatB

La secuencia del intrón de FATB-1 II de soja (SEC ID Nº: 30) se amplifica mediante PCR usando un clon genómico 25
parcial de de FATB-1 como molde. La amplificación por PCR se lleva a cabo de la siguiente manera: 1 ciclo, 95 ºC 
durante 10 minutos; 25 ciclos, 95 ºC durante 30 segundos, 62 ºC durante 30 segundos, 72 ºC durante 30 segundos; 
1 ciclo, 72 ºC durante 7 minutos. La amplificación por PCR da como resultado un producto que es de 854 pb de 
longitud, que incluye sitios de restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. El 
producto de PCR se clona directamente en el casete de expresión pCGN3892 en orientación con sentido. Por medio 30
de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR, para formar 
pMON70674. El vector pCGN3892 contiene el promotor de 7S de soja y una rbcS 3' de guisante. pMON70674 se 
corta después con NotI y se liga en pMON41164, un vector que contiene el gen de EPSPS CP4 regulado por el 
promotor de FMV. La construcción de expresión génica resultante, pMON70678, se usa para transformación de soja 
usando procedimientos de Agrobacterium.35

Se crean otras dos construcciones de expresión que contienen la secuencia del intrón de FATB-1 II de soja (SEC ID 
Nº: 30). pMON70674 se corta con NotI y se liga en pMON70675 que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el 
promotor de FMV y el gen KAS IV regulado por el promotor de napina, dando como resultado pMON70680. El vector 
de expresión pMON70680 se corta después con SnaBI y se liga con una fusión génica del gen de delta-9 desaturasa 
de yoyoba (SEC ID Nº: 41) en orientación con sentido regulado por el promotor de 7S. Las construcciones de 40
expresión pMON70680 y pMON70681 se usan para transformación de soja usando procedimientos de 
Agrobacterium.

2D Construcciones de combinación

Se realizan construcciones de expresión que contienen diversas permutaciones de un primer conjunto de 
secuencias de ADN. El primer conjunto de secuencias de ADN es cualquiera de los descritos, o ilustrados en las 45
FIGURAS 5 y 6, o cualquier otro conjunto de secuencias de ADN que contenga diversas combinaciones de regiones 
codificantes o no codificantes con sentido y antisentido FAD2, FAD3 y FATB de modo que sean capaces de formar 
construcciones de ARNbc, construcciones de cosupresión con sentido, construcciones antisentido, o diversas 
combinaciones de las anteriores.

Las FIGURAS 5(a)-(c) representan varios primeros conjuntos de secuencias de ADN que son capaces de expresar 50
construcciones antisentido o de cosupresión con sentido de acuerdo con la presente invención, cuyas secuencias no 
codificantes se describen en las Tablas 1 y 2 posteriores. Las secuencias no codificantes pueden ser secuencias 
individuales, combinaciones de secuencias (por ejemplo, la UTR 5' ligada a la UTR 3') o cualquier combinación de 
las anteriores. Para expresar una construcción de cosupresión con sentido, todas las secuencias no codificantes son 
secuencias con sentido y para expresar una construcción antisentido, todas las secuencias no codificantes son 55
secuencias antisentido. La FIGURA 5(d) representa un primer conjunto de secuencias de ADN que es capaz de 
expresar construcciones con sentido y antisentido de acuerdo con la presente invención.
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Las FIGURAS 6(a)-(c) representan varios primeros conjuntos de secuencias de ADN que son capaces de expresar 
construcciones de ARNbc de acuerdo con la presente invención, cuyas secuencias no codificantes se describen en 
las Tablas 1 y 2 posteriores. El primer conjunto de secuencias de ADN representada en la FIGURA 6 comprende 
pares de secuencias con sentido y antisentido relacionadas, dispuestas de modo que, por ejemplo, el ARN 
expresado por la primera secuencia con sentido sea capaz de formar un ARN bicatenario con el ARN antisentido 5
expresado por la primera secuencia antisentido. Por ejemplo, en referencia a la FIGURA 6(a) y la combinación 
ilustrativa Nº 1 (de la Tabla 1), el primer conjunto de secuencias de ADN comprende una secuencia de FAD2-1 con 
sentido, una secuencia de FAD3-1 con sentido, una secuencia de FAD2-1 antisentido y una secuencia de FAD3-1 
antisentido. Ambas secuencias antisentido corresponden a las secuencia con sentido de modo que los productos de 
expresión del primer conjunto de secuencias de ADN sean capaces de formar un ARN bicatenario entre sí. Las 10
secuencias con sentido pueden separarse de las secuencia antisentido por una secuencia espaciadora, 
preferentemente una que promueve la formación de una molécula de ARNbc. Los ejemplos de dichas secuencias 
espaciadoras incluyen las expuestas en Wesley y col., mencionado anteriormente, y Hamilton y col., Plant J., 15:
737-746 (1988). El promotor es cualquier promotor funcional en una planta, o cualquier promotor vegetal. Se 
describen ejemplos no limitantes de promotores adecuados en la Parte D de la Descripción Detallada.15

El primer conjunto de secuencias de ADN se inserta en una construcción de expresión en la orientación con sentido 
o antisentido usando una diversidad de técnicas de manipulación de ADN. Si están presentes sitios de restricción 
convenientes en las secuencias de ADN, estos se insertan en la construcción de expresión digiriendo con las 
endonucleasas de restricción y ligamiento en la construcción que se ha digerido en uno o más de los sitios de 
clonación disponibles. Si no están disponibles sitios de restricción convenientes en las secuencias de ADN, el ADN 20
de la construcción o las secuencias de ADN se modifican de diversas maneras para facilitar la clonación de las 
secuencias de ADN en la construcción. Los ejemplos de procedimientos para modificar el ADN incluyen por PCR, 
enlazador sintético o ligamiento de adaptador, mutagénesis dirigida in vitro, rellenando o recortando de los extremos 
5' o 3' salientes, y similares. Estos y otros procedimientos para manipular el ADN se conocen bien por los expertos 
habituales en la materia.25

pMON97552 contiene un promotor de 7S' de soja unido de forma funcional con un intrón de FAD2-1A 1 de soja 
(SEC ID Nº: 1), que se reduce por 140 nucleótidos contiguos del extremo 3', uniéndose de forma funcional con 42
nucleótidos contiguos de una UTR 5' de FATB-1a, seguido de una región codificante de CTP de FATB-1a,
uniéndose de forma funcional con 70 nucleótidos del intrón de FAD3-1A 4 que se une de forma funcional con una 
región codificante de CTP de FATB-1a en la orientación antisentido seguido de 42 nucleótidos contiguos de una 30
UTR 5' de FATB-1a en la orientación antisentido, seguido de un intrón de FAD2-1A 1 de soja (SEC ID Nº: 1), que se 
reduce por 140 nucleótidos contiguos del extremo 3' y en la orientación antisentido, unido de forma funcional con un 
segmento de poliadenilación 3' de H6 con un gen EPSPS CP4 que se une de forma funcional con un promotor de
EFMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante, todos los cuales están flanqueados por un RB 
y un LB. La construcción de expresión génica resultante se usa para transformación usando procedimientos como se 35
describen en el presente documento.

pMON93758 contiene un promotor de 7S' de soja que se une de forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de 
soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 160 nucleótidos contiguos del extremo 5' y que se liga con una UTR 3' de 
FATB-1a seguido de una UTR 5' de FATB-1a que se une de forma funcional con 70 nucleótidos del intrón 4 de 
FAD3-1A que se une de forma funcional con una UTR 5' de FATB-1a en la orientación antisentido seguido de una 40
UTR 3' de FATB-1a en la orientación antisentido, seguido de un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se 
reduce en 160 nucleótidos contiguos del extremo 5' y en la orientación antisentido, unido de forma funcional con un 
segmento de poliadenilación 3' de H6 con un gen EPSPS CP4 que se une de forma funcional con un promotor de 
EFMV y una secuencia de terminación de Rubisco E9 de guisante todo flanqueado por RB y LB en la misma 
molécula de ADN. La construcción de expresión génica resultante se usa para transformación usando 45
procedimientos como se describen en el presente documento.

pMON97553 contiene un promotor de 7S' de soja que se une de forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de 
soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 200 nucleótidos contiguos del extremo 3' y se liga con 42 nucleótidos 
contiguos de una UTR 5' de FATB-1a seguido de una región codificante de CTP de FATB-1a que se une de forma 
funcional con 70 nucleótidos del intrón 4 de FAD3-1A que se une de forma funcional con una región codificante de 50
CTP de FATB-1a en la orientación antisentido seguido de 42 nucleótidos contiguos de una UTR 5' de FATB-1a en la 
orientación antisentido, seguido de un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 200 
nucleótidos contiguos del extremo 3' y en la orientación antisentido, unido de forma funcional con un segmento de 
poliadenilación 3' de H6 con un gen EPSPS CP4 que se une de forma funcional con un promotor de EFMV y una 
secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante todo flanqueado por RB y LB en la misma molécula de ADN. 55
La construcción de expresión génica resultante se usa para transformación usando procedimientos como se 
describen en el presente documento.

pMON93770 contiene un promotor de 7S' de soja que se une de forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de 
soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 240 nucleótidos contiguos del extremo 3' y que se liga con una UTR 3' de 
FATB-1a y seguido de una UTR 5' de FATB-1a que se une de forma funcional con 70 nucleótidos del intrón 4 de 60
FAD3-1A que se une de forma funcional con una UTR 5' de FATB-1a en la orientación antisentido seguido de una 
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UTR 3' de FATB-1a en la orientación antisentido, seguido de un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se 
reduce en 240 nucleótidos contiguos del extremo 3' y en la orientación antisentido, unido de forma funcional con un 
segmento de poliadenilación 3' de H6 con un gen EPSPS CP4 que se une de forma funcional con un promotor de 
EFMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante todo flanqueado por RB y LB en la misma 
molécula de ADN. La construcción de expresión génica resultante se usa para transformación usando 5
procedimientos como se describen en el presente documento.

pMON93759 contiene un promotor de 7S' de soja que se une de forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de 
soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 240 nucleótidos contiguos del extremo 5' y ligado con una UTR 3' de FATB-1a 
y seguido de una UTR 5' de FATB-1a que se une de forma funcional con 70 nucleótidos del intrón 4 de FAD3-1A que
se une de forma funcional con una UTR 5' de FATB-1a en la orientación antisentido seguido de una UTR 3' de 10
FATB-1a en la orientación antisentido, seguido de un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 
240 nucleótidos contiguos del extremo 5' y en la orientación antisentido, unido de forma funcional con un segmento 
de poliadenilación 3' de H6 con un gen EPSPS CP4 que se une de forma funcional con un promotor de EFMV y una 
secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante todo flanqueado por RB y LB en la misma molécula de ADN. 
La construcción de expresión génica resultante se usa para transformación usando procedimientos como se 15
describen en el presente documento.

pMON97554 contiene un promotor de 7S' de soja que se une de forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de 
soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 260 nucleótidos contiguos del extremo 3' y ligado con 42 nucleótidos 
contiguos de una UTR 5' de FATB-1a, seguido de una región codificante de CTP de FATB-1a, que se une de forma 
funcional con 70 nucleótidos del intrón 4 de FAD3-1A que se une de forma funcional con una región codificante de 20
CTP de FATB-1a en la orientación antisentido seguido de 42 nucleótidos contiguos de una UTR 5' de FATB-1a en la 
orientación antisentido, seguido de un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 260 
nucleótidos contiguos del extremo 3' y en la orientación antisentido, unido de forma funcional con un segmento de 
poliadenilación 3' de H6 con un gen EPSPS CP4 que se une de forma funcional con un promotor de EFMV y una 
secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante todo flanqueado por RB y LB en la misma molécula de ADN. 25
La construcción de expresión génica resultante se usa para transformación usando procedimientos como se 
describen en el presente documento.

pMON93771 contiene un promotor de 7S' de soja que se une de forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de 
soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 300 nucleótidos contiguos del extremo 3' y ligado con una UTR 3' de FATB-1a 
y seguido de una UTR 5' de FATB-1a, que se une de forma funcional con 70 nucleótidos del intrón 4 de FAD3-1A 30
que se une de forma funcional con una UTR 5' de FATB-1a en la orientación antisentido seguido de una UTR 3' de 
FATB-1a en la orientación antisentido, seguido de un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 
300 nucleótidos contiguos del extremo 3' y en la orientación antisentido, unido de forma funcional con un segmento 
de poliadenilación 3' de H6 con un gen EPSPS CP4 que se une de forma funcional con un promotor de EFMV y una 
secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante todo flanqueado por RB y LB en la misma molécula de ADN. 35
La construcción de expresión génica resultante se usa para transformación usando procedimientos como se 
describen en el presente documento.

pMON97555 contiene un promotor de 7S' de soja que se une de forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de 
soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 300 nucleótidos contiguos del extremo 3' y se liga con 42 nucleótidos 
contiguos de una UTR 5' de FATB-1a seguido de una región codificante de CTP de FATB-1a que se une de forma 40
funcional con 70 nucleótidos del intrón 4 de FAD3-1A que se une de forma funcional con una región codificante de 
CTP de FATB-1a en la orientación antisentido seguido de 42 nucleótidos contiguos de una UTR 5' de FATB-1a en la 
orientación antisentido, seguido de un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 3200 
nucleótidos contiguos del extremo 3' y en la orientación antisentido, unido de forma funcional con un segmento de 
poliadenilación 3' de H6 con un gen EPSPS CP4 que se une de forma funcional con un promotor de EFMV y una 45
secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante todo flanqueado por RB y LB en la misma molécula de ADN. 
La construcción de expresión génica resultante se usa para transformación usando procedimientos como se 
describen en el presente documento.

pMON93760 contiene un promotor de 7S' de soja que se une de forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de 
soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 320 nucleótidos contiguos del extremo 5' y ligado con una UTR 3' de FATB-1a 50
y seguido de una UTR 5' de FATB-1a que se une de forma funcional con 70 nucleótidos del intrón 4 de FAD3-1A que 
se une de forma funcional con una UTR 5' de FATB-1a en la orientación antisentido seguido de una UTR 3' de 
FATB-1a en la orientación antisentido, seguido de un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 
320 nucleótidos contiguos del extremo 5' y en la orientación antisentido, unido de forma funcional con un segmento 
de poliadenilación 3' de H6 con un gen EPSPS CP4 que se une de forma funcional con un promotor de EFMV y una 55
secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante todo flanqueado por RB y LB en la misma molécula de ADN. 
La construcción de expresión génica resultante se usa para transformación usando procedimientos como se 
describen en el presente documento.

pMON93772 contiene un promotor de 7S' de soja que se une de forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de 
soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 360 nucleótidos contiguos del extremo 3' y se liga con una UTR 3' de FATB-60
1a y seguido de una UTR 5' de FATB-1a que se une de forma funcional con 70 nucleótidos del intrón 4 de FAD3-1A 
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que se une de forma funcional con una UTR 5' de FATB-1a en la orientación antisentido seguido de una UTR 3' de 
FATB-1a en la orientación antisentido, seguido de un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 
360 nucleótidos contiguos del extremo 3' y en la orientación antisentido, unido de forma funcional con un segmento 
de poliadenilación 3' de H6 con un gen EPSPS CP4 que se une de forma funcional con un promotor de EFMV y una 
secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante flanqueado todo por RB y LB en la misma molécula de ADN. 5
La construcción de expresión génica resultante se usa para transformación usando procedimientos como se 
describen en el presente documento.

pMON97556 contiene un promotor de 7S' de soja que se une de forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de 
soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 380 nucleótidos contiguos del extremo 3' y se liga con 42 nucleótidos 
contiguos d una UTR 5' de FATB-1a, seguido de una región codificante de CTP de FATB-1a, que se une de forma 10
funcional con 70 nucleótidos del intrón 4 de FAD3-1A, que se une de forma funcional con una región codificante de 
CTP de FATB-1a en la orientación antisentido seguido de 42 nucleótidos contiguos de una UTR 5' de FATB-1a en la 
orientación antisentido, que se une de forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se 
reduce en 380 nucleótidos contiguos del extremo 3' y en la orientación antisentido, unido de forma funcional con un 
segmento de poliadenilación 3' de H6 con un gen EPSPS CP4 que se une de forma funcional con un promotor de 15
EFMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante todo flanqueado por RB y LB en la misma 
molécula de ADN. La construcción de expresión génica resultante se usa para transformación usando 
procedimientos como se describen en el presente documento.

pMON93764 contiene un promotor de 7S' de soja que se une de forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de 
soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 400 nucleótidos contiguos del extremo 3' y se liga con una región codificante 20
de CTP de FATB-1a seguido de una región codificante de CTP de FATB-2a que se une de forma funcional con 70 
nucleótidos del intrón 4 de FAD3-1A que se une de forma funcional con una región codificante de CTP de FATB-2a 
en la orientación antisentido seguido de una región codificante de CTP de FATB-1a en la orientación antisentido, 
seguido de un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 400 nucleótidos contiguos del extremo 
3' y en la orientación antisentido, unido de forma funcional con un región codificante de CTP de FATB-2a en la 25
orientación antisentido seguido de 42 nucleótidos contiguos de una UTR 5' de FATB-2a en la orientación antisentido 
unido de forma funcional con un segmento de poliadenilación 3' de H6 con un gen EPSPS CP4 que se une de forma 
funcional con un promotor de EFMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante todo flanqueado 
por RB y LB en la misma molécula de ADN. La construcción de expresión génica resultante se usa para 
transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.30

Tabla 1

Combinaciones 
Ilustrativas

Secuencias No Codificantes o Codificantes (con sentido o antisentido)

Primera Segunda Tercera Cuarta

1 FAD2-1A o
B

FAD3-1A o B o C

2 FAD3-1A o
B o C

FAD2-1A o B

3 FAD2-1A o
B

FAD3-1A o B o C secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

4 FAD2-1A o
B

FAD3-1A o B o C FATB-1

5 FAD2-1A o
B

FATB-1 FAD3-1A o B o C

6 FAD3-1A o
B o C

FAD2-1A o B FATB-1

7 FAD3-IA o B 
o C

FATB-1 FAD2-1A o B

8 FATS-1 FAD3-1A o B o C FAD2-1A o B

(continuación)

Combinaciones 
Ilustrativas

Secuencias No Codificantes o Codificantes (con sentido o antisentido)
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Primera Segunda Tercera Cuarta

9 FATB-1 FAD2-1A o B FAD3-1A o B o C

10 FAD2-1A o
B

FAD3-1A o B o C secuencia FAD3-1A o B o
C diferente

FATB-1

11 FAD3-1A o
B o C

FAD2-1A o B secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

FATB-1

12 FAD3-1A o
B o C

secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

FAD2-1A o B FATB-1

13 FAD2-1A o
B

FAD3-1A o B o C FATB-1 secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

14 FAD3-1A o
B o C

FAD2-1A o B FATB-1 secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

15 FAD3-1A o
B o C

secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

FATB-1 FAD2-1A o B

16 FAD2-1A o
B

FATB-1 FAD3-1A o B o C secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

17 FAD3-1A o
B o C

FATB-1 FAD2-1A o B secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

18 FAD3-1A o
B o C

FATB-1 secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

FAD2-1A o B

19 FATB-1 FAD2-1A o B FAD3-1A o B o C secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

20 FATB-1 FAD3-1A o B o C FAD2-1A o B secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

21 FATB-1 FAD3-1A o B o C secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

FAD2-1A o B

22 FAD2-1A o
B

FAD3-1A o B o C FATB-2

23 FAD2-1A o
B

FATB-2 FAD3-1A o B o C

24 FAD3-1A o
B o C

FAD2-1A o B FATB-2

25 FAD3-1A o
B o C

FATB-2 FAD2-1A o B

26 FATB-2 FAD3-1A o B o C FAD2-1A o B

27 FATB-2 FAD2-1A o B FAD3-1A o B o C

28 FAD2-1A o
B

FAD3-1A o B o C secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

FATB-2

29 FAD3-1A o
B o C

FAD2-1A o B secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

FATB-2
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(continuación)

Combinaciones 
Ilustrativas

Secuencias No Codificantes o Codificantes (con sentido o antisentido)

30 FAD3-1A o
B o C

secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

FAD2-1A o B FATB-2

31 FAD2-1A o
B

FAD3-1A o B o C FATB-2 secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

32 FAD3-1A o
B o C

FAD2-1A o B FATB-2 secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

33 FAD3-1A o
B o C

secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

FATB-2 FAD2-1A o B

34 FAD2-1A o
B

FATB-2 FAD3-1A o B o C secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

35 FAD3-1A o
B o C

FATB-2 FAD2-1A o B secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

36 FAD3-1A o
B o C

FATB-2 secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

FAD2-1A o B

37 FATB-2 FAD2-1A o B FAD3-1A o B o C secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

38 FATB-2 FAD3-1A o B o C FAD2-1A o B secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

39 FATB-2 FAD3-1A o B o C secuencia de FAD3-1A o
B o C diferente

FAD2-1A o B

Tabla 2

Correlación de SEC ID Nº con Secuencias en la Tabla 1

FAD2-1A FAD2-
1B

FAD3-1A FAD3-1B FAD3-1C FATB-1 FATB-2

UTR 3' SEC Nº: 5 n/d SEC Nº: 16 SEC Nº: 26 SEC Nº: 
61

SEC Nº: 36 n/d

UTR 5' SEC Nº: 6 n/d SEC Nº: 17 SEC Nº: 27 SEC Nº: 
62

SEC Nº: 37 n/d

5'+UTR 3' (o
3'+UTR 5')

SEC unidas 
Nº: 5 y 6

n/d SEC unidas Nº: 
16 y 17

SEC unidas Nº: 
26 y 27

n/d SEC unidas Nº: 
36 y 37

n/d

Intrón Nº 1 SEC Nº: 1 SEC Nº: 
2

SEC Nº: 7 SEC Nº: 19 n/d SEC Nº: 29 SEC Nº: 
44

Intrón Nº 2 n/d n/d SEC Nº: 8 SEC Nº: 20 n/d SEC Nº: 30 SEC Nº: 
45

Intrón Nº 3 n/d n/d n/d n/d n/d SEC Nº: 31 SEC Nº: 
46

Intrón Nº 3A n/d n/d SEC Nº: 9 SEC Nº: 21 n/d n/d n/d

Intrón Nº 3B n/d n/d SEC Nº: 12 SEC Nº: 22 n/d n/d n/d

Intrón Nº 3C n/d n/d SEC Nº: 13 SEC Nº: 23 n/d n/d n/d
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(continuación)

Correlación de SEC ID Nº con Secuencias en la Tabla 1

FAD2-1A FAD2-
1B

FAD3-1A FAD3-1B FAD3-1C FATB-1 FATB-2

Intrón Nº 4 n/d n/d SEC Nº: 10 SEC Nº: 24 SEC Nº: 
14

SEC Nº: 32 SEC Nº:
47

Intrón Nº 5 n/d n/d SEC Nº: 11 SEC Nº: 25 n/d SEC Nº: 33 n/d

Intrón Nº 6 n/d n/d n/d n/d n/d SEC Nº: 34 n/d

Intrón Nº 7 n/d n/d n/d n/d n/d SEC Nº: 35 n/d

Ejemplo 3 Construcciones de combinación

En las Figuras 7-15, los promotores se indican por flechas, las secuencias codificantes (tanto codificantes como no 
codificantes) se indican por pentágonos que apuntan en la dirección de la transcripción, las secuencias con sentido
se marcan en texto normal, y las secuencias antisentido se marcan en texto invertido. Las abreviaturas usadas en 5
estas Figuras incluyen: 7Sa = promotor 7S; 7Sa' = promotor 7S'; Br napina = promotor de napina de Brassica; 
FMV = un promotor de FMV; ARC = promotor de arcelina; RBC E9 3' = señal de terminación de Rubisco E9; Nos 3' =
señal de terminación nos; TML 3' = señal de terminación de tml; napina 3' = señal de terminación de napina; 3' (en la 
misma caja que FAD o FAT) = UTR 3'; 5' (en la misma caja que FAD o FAT) = UTR 5'; Cr = Cuphea pulcherrima; Gm 
= Glycine max; Rc = Ricinus communis; FAB2 = un alelo de FAB2 de un gen de delta 9 estearoil-desaturasa; e Intr o 10
Int = intrón.

3A. Construcción de ARNbc

Las FIGURAS 7-9 representan moléculas de ácido nucleico de la presente invención en las que los primeros 
conjuntos de secuencias de ADN son capaces de expresar construcciones de ARNbc. El primer conjunto de 
secuencias de ADN representado en las FIGURAS 7-9 comprende pares de secuencias con sentido y antisentido 15
relacionadas, dispuestas de tal modo que, por ejemplo, el ARN expresado por la primera secuencia con sentido sea 
capaz de formar un ARN bicatenario con el ARN antisentido expresado por la primera secuencia antisentido. Las 
secuencias con sentido pueden estar adyacentes a las secuencias antisentido, o separadas de las secuencia 
antisentido por una secuencia espaciadora, como se muestra en la FIGURA 9.

El segundo conjunto de secuencias de ADN comprende secuencias codificantes, cada una de las cuales es una 20
secuencia de ADN que codifica una secuencia que cuando se expresa es capaz de aumentar uno o ambos de la 
proteína y el transcrito codificados por un gen seleccionado del grupo que consiste en KAS I, KAS IV, delta-9 
desaturasa y EPSPS CP4. Cada secuencia codificante está asociada con un promotor, que puede ser cualquier 
promotor funcional en una planta, o cualquier promotor vegetal, y puede ser un promotor de FMV, un promotor de 
napina, un promotor 7S (75 o 7S'), un promotor de arcelina, un promotor de delta-9 desaturasa o un promotor de 25
FAD2-1A.

En referencia ahora a la FIGURA 7, se amplifican secuencias del intrón 1 de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 1 o 2), 
UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) y UTR 3' de FATB-1 (SEC ID Nº: 36) mediante PCR para dar como resultado 
productos de PCR que incluyan sitios de restricción que se han modificado de nuevo por ingeniería genética en 
ambos extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, en orientaciones con sentido y antisentido, 30
separados por un intrón 5 de FAD3-1A de soja con capacidad de corte y ayuste (SEC ID Nº: 11), en un vector que 
contiene el promotor 7S' y una secuencia de terminación 3' de tml, por medio de sitios de XhoI introducidos por 
ingeniería genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se liga en 
pMON41164, un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de 
terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. Se cortan vectores que contienen un gen de KAS IV de C. pulcherrima 35
(SEC ID Nº: 39) regulados por un promotor de napina de Brassica y un secuencia de germinación 3' de napina de 
Brassica, y un gen de delta-9 desaturasa de R. commumis (FAB2) gene (SEC ID Nº: 40) regulado por un promotor 
de FAD2 de soja y una secuencia de terminación 3' de nos, con enzimas de restricción apropiadas, y se ligan en
pMON41164. La construcción de expresión génica resultante, pMON68539, se representa en la FIGURA 7 y se usa 
para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.40

Se amplifican secuencias del intrón 1 de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 1 o 2), el intrón 4 de FAD3-1A (SEC ID Nº: 10)
y el intrón II de FATB-1 (SEC ID Nº: 30) mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen 
sitios de restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se 
clonan directamente, en orientaciones con sentido y antisentido, se separan por un intrón 5 de FAD3-1A de soja que 
puede con capacidad de corte y ayuste (SEC ID Nº: 11), en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una 45
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secuencia de terminación 3' de tml por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5'
de los cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se liga en pMON41164, un vector que contiene el 
gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. La 
construcción de expresión génica resultante, pMON68540, se representa en la FIGURA 7 y se usa para 
transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.5

Se amplifican secuencias del intrón 1 de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 1 o 2), el intrón 4 de FAD3-1A (SEC ID Nº: 10)
y el intrón II de FATB-1 (SEC ID Nº: 30) mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen 
sitios de restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se 
clonan directamente, en orientaciones con sentido y antisentido, separados por un intrón 5 de FAD3-1A de soja con 
capacidad de corte y ayuste (SEC ID Nº: 11), en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de 10
terminación 3' de tml por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los 
cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se liga en pMON41164, un vector que contiene el gen 
EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. Un 
vector que contiene un gen KAS IV de C. pulcherrima (SEC ID Nº: 39) regulado por un promotor de napina de 
Brassica y una secuencia de terminación 3' de napina de Brassica se corta con enzimas de restricción apropiadas, y 15
se ligan en pMON41164. La construcción de expresión génica resultante, pMON68544, se representa en la FIGURA 
7 y se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

Se amplifican secuencias del intrón 1 de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 1 o 2), el intrón 4 de FAD3-1A (SEC ID Nº: 10), 
intrón II de FATB-1 (SEC ID Nº: 30) y el intrón 4 de FAD3-1B (SEC ID Nº: 24) mediante PCR para dar como 
resultado productos de PCR que incluyen sitios de restricción que se han modificado de nuevo por ingeniería 20
genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, en orientaciones con sentido y 
antisentido, separados por un intrón 5 de FAD3-1A de soja con capacidad de corte y ayuste (SEC ID Nº: 11), en un 
vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de tml por medio de sitios XhoI 
introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El vector se corta después con 
NotI y se liga en pMON41164, un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una 25
secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. La construcción de expresión génica resultante, 
pMON68546, se representa en la FIGURA 7 y se usa para transformación usando procedimientos como se 
describen en el presente documento.

En referencia ahora a la FIGURA 8, se amplifican secuencias del intrón 1 de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 1 o 2),
UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) y UTR 3' de FATB-1 (SEC ID Nº: 36) mediante PCR para dar como resultado 30
productos de PCR que incluyen sitios de restricción que se han modificado de nuevo por ingeniería genética en 
ambos extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, en orientaciones con sentido y antisentido, 
separados por un intrón 5 de FAD3-1A de soja con capacidad de corte y ayuste (SEC ID Nº: 11), en un vector que 
contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos 
por ingeniería genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se liga en 35
pMON41164, un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de 
terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. La construcción de expresión génica resultante, pMON68536, se 
representa en la FIGURA 8 y se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente 
documento.

Se amplificaron secuencias del intrón 1 de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 1 o 2), UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) y 40
UTR 3' de FATB-1 (SEC ID Nº: 36) mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de 
restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan 
directamente, en orientaciones con sentido y antisentido, separados por un intrón 5 de FAD3-1A de soja con 
capacidad de corte y ayuste (SEC ID Nº: 11), en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de
terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los 45
cebadores de PCR. Se corta un vector que contiene un gen de delta-9 desaturasa de R. communis (FAB2) (SEC ID 
Nº: 40) regulado por un promotor de FAD2 de soja y una secuencia de terminación 3' de nos, con enzimas de 
restricción apropiadas, y se liga justo cadena arriba de la secuencia de terminación 3' de tml. El vector se corta 
después con NotI y se liga en pMON41164, un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de 
FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. La construcción de expresión génica resultante, 50
pMON68537, se representa en la FIGURA 8 y se usa para transformación usando procedimientos como se 
describen en el presente documento.

Se amplifican secuencias del intrón 1 de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 1 o 2), UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) y 
UTR 3' de FATB-1 (SEC ID Nº: 36) mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de 
restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan 55
directamente, en orientaciones con sentido y antisentido, separados por un intrón 5 de FAD3-1A de soja con 
capacidad de corte y ayuste (SEC ID Nº: 11), en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de 
terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los 
cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se ligan en pMON41164, un vector que contiene el gen 
EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. Se 60
corta un vector que contiene un gen KAS IV de C. pulcherrima (SEC ID Nº: 39) regulado por un promotor de napina 

E10195208
06-03-2015ES 2 532 351 T3

 



36

de Brassica y una secuencia de terminación 3' de napina de Brassica con enzimas de restricción apropiadas, y se 
liga en pMON41164. La construcción de expresión génica resultante, pMON68538, se representa en la FIGURA 8 y 
se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

Haciendo referencia ahora a la FIGURA 9, se amplifican secuencias de UTR 3' de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 5),
UTR 3' de FATB-1 (SEC ID Nº: 36), UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) y UTR 3' de FAT3-1B (SEC ID Nº: 26) 5
mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de restricción modificados de nuevo 
por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, en orientaciones con 
sentido y antisentido, separados por un intrón 5 de FAD3-1A de soja con capacidad de corte y ayuste (SEC ID Nº: 
11), en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de tml, por medio de 
sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El vector se corta 10
después con NotI y se liga en pMON41164, un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de 
FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. La construcción de expresión génica resultante, 
pMON80622, se representa en la FIGURA 9, y se usa para transformación usando procedimientos como se describe 
en el presente documento.

Se amplifican secuencias de UTR 3' de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 5), UTR 3' de FATB-1 (SEC ID Nº: 36) y UTR 3'15
de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de 
restricción modificados por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, 
en orientaciones con sentido y antisentido, separados por un intrón 5 de FAD3-1A de soja con capacidad de corte y 
ayuste (SEC ID Nº: 11), en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de 
tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El 20
vector se corta después con NotI y se ligan en pMON41164, un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por 
el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. La construcción de expresión 
génica resultante, pMON80623, se representa en la FIGURA 9, y se usa para transformación usando procedimientos 
como se describen en el presente documento.

Se amplifican secuencias de UTR 5'-UTR 3' de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 6 y 5, ligadas entre sí), UTR 5'-UTR 3'25
de FATB-1 (SEC ID Nº: 37 y 36, ligadas entre sí), UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) y UTR 5'-UTR 3' de FAT3-1B
(SEC ID Nº: 27 y 26, ligadas entre sí) mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios 
de restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan 
directamente, en orientaciones con sentido y antisentido en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una 
secuencia de terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5'30
de los cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se liga en pMON41164, un vector que contiene el 
gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. La 
construcción de expresión génica resultante, O5, se representa en la FIGURA 9, y se usa para transformación 
usando procedimientos como se describen en el presente documento.

Se amplifican secuencias de UTR 5'-UTR 3' de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 6 y 5, ligadas entre sí), UTR 5'-UTR 3'35
de FATB-1 (SEC ID Nº: 37 y 36, ligadas entre sí) y UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) mediante PCR para dar 
como resultado productos de PCR que incluyen sitios de restricción modificados por ingeniería genética en ambos 
extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, en orientaciones con sentido y antisentido, en un vector 
que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI
introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El vector se corta después con 40
NotI y se ligan en pMON41164, un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una 
secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. Se corta un vector que contiene un gen de KAS IV de C. 
pulcherrima (SEC ID Nº: 39) regulado por un promotor de napina de Brassica y una secuencia de terminación 3' de 
napina de Brassica con enzimas de restricción apropiadas, y se liga en pMON41164. La construcción de expresión 
génica resultante, 06, se representa en la FIGURA 9 y se usa para transformación usando procedimientos como se 45
describe en el presente documento.

3B. Construcciones de cosupresión con sentido

Las FIGURAS 10-13 y 19-20 representan moléculas de ácido nucleico de la presente invención en las que dos 
primeros conjuntos de secuencias de ADN son capaces de expresar construcciones de cosupresión con sentido. El 
segundo conjunto de secuencias de ADN comprende secuencias codificantes, cada una de las cuales es una 50
secuencia de ADN que codifica una secuencia que cuando se expresa es capaz de aumentar uno o ambos de la 
proteína y el transcrito codificados por un gen seleccionado del grupo que consiste en KAS I, KAS IV, delta-9 
desaturasa y EPSPS CP4. Cada secuencia codificante se asocia con un promotor, que es cualquier promotor 
funcional en una planta, o cualquier promotor vegetal, y puede ser un promotor de FMV, un promotor de mapona, un 
promotor de 7S (bien 7S o 7S'), un promotor de arcelina, un promotor de delta-9 desaturasa, o un promotor de55
FAD2-1A.

En referencia ahora a la FIGURA 10, se amplifican secuencias del intrón 1 de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 1 o 2), 
intrón 4 de FAD3-1C (SEC ID Nº: 14), intrón II de FATB-1 (SEC ID Nº: 30), intrón 4 de FAD3-1A (SEC ID Nº: 10) e 
intrón 4 de FAD3-1B (SEC ID Nº: 24) mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios 
de restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan 60
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directamente, en orientación con sentido, en un vector que contiene el promotor 7S' y una secuencia de 
terminación 3' de Rubisco de E9 de guisante, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los 
extremos 5' de los cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se liga en pMON41164, un vector que 
contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de 
guisante. La construcción de expresión génica resultante, pMON68522, se representa en la FIGURA 10 y se usa 5
para transformación usando procedimientos como se describe en el presente documento.

Se amplifican secuencias del intrón 1 de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 1 o 2), intrón 4 de FAD3-1A (SEC ID Nº: 10),
intrón 4 de FAD3-1B (SEC ID Nº: 24) e intrón II de FATB-1 (SEC ID Nº: 30) mediante PCR para dar como resultado 
productos de PCR que incluyen sitios de restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos 
extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, en orientación con sentido, en un vector que contiene el 10
promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería 
genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se liga en pMON41164, 
un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de 
Rubisco E9 de guisante. Se cortan vectores que contienen un gen de KAS IV de C. pulcherrima (SEC ID Nº: 39) 
regulado por un promotor de napina de Brassica y una secuencia de terminación 3' de napina de Brassica, y un gen 15
de delta-9 desaturasa (FAB2) de R. communis (SEC ID Nº: 40) regulado por un promotor de FAD2 de soja y una 
secuencia de terminación 3' de nos, con enzimas de restricción apropiadas, y se ligan en pMON41164. La 
construcción de expresión génica resultante, pMON80614, se representa en la FIGURA 10 y se usa para 
transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

Se amplifican el intrón 1 de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 1 o 2), UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) y UTR 3' de 20
FATB-1 (SEC ID Nº: 36) mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de restricción 
modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, 
en orientación con sentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de 
tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El 
vector se corta después con NotI y se ligan en pMON41164, un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por 25
el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. La construcción de la expresión 
génica resultante, pMON68531, se representa en la FIGURA 10 y se usa para transformación usando 
procedimientos como se describen en el presente documento.

Se amplifican secuencias del intrón 1 de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 1 o 2), UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) y 
UTR 3' de FATB-1 (SEC ID Nº: 36) mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de 30
restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan 
directamente, en orientación con sentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de 
terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los 
cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se ligan en pMON41164, un vector que contiene el gen 
EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. Se 35
cortan vectores que contienen un gen de KAS IV de C. pulcherrima (SEC ID Nº: 39) regulado por un promotor de 
napina de Brassica y una secuencia de terminación 3' de napina de Brassica, y un gen de delta-9 desaturasa (FAB2)
de R. communis (SEC ID Nº: 40) regulado por un promotor de FAD2 de soja y una secuencia de terminación 3' de 
nos, con enzimas de restricción apropiadas, y se ligan en pMON41164. La construcción de expresión génica 
resultante, pMON68534, se representa en la FIGURA 10 y se usa para transformación usando procedimientos como 40
se describen en el presente documento.

Se amplifican secuencias del intrón 1 de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 1 o 2), UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) y 
UTR 3' de FATB-1 (SEC ID Nº: 36) mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de 
restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan 
directamente, en orientación con sentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de 45
terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los 
cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se ligan en pMON41164, un vector que contiene el gen 
EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. Se 
corta un vector que contiene un gen de delta-9 desaturasa (FAB2) de R. communis (SEC ID Nº: 40) regulado por un 
promotor de FAD2 de soja y una secuencia de terminación 3' de nos, con enzimas de restricción apropiadas, y se 50
liga en pMON41164. La construcción de expresión génica resultante, pMON68535, se representa en la FIGURA 10 y 
se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

En referencia ahora a la FIGURA 11, se amplifican secuencias de UTR 3' de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 5), UTR 3'
de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) y UTR 3' de FATB-1 (SEC ID Nº: 36) mediante PCR para dar como resultado productos 
de PCR que incluyen sitios de restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los 55
productos de PCR se clonan directamente, en orientación con sentido, en un vector que contiene el promotor 7S'
de soja y una secuencia de terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los 
extremos 5' de los cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se liga en pMON41164, un vector que 
contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de 
guisante. La construcción de expresión génica resultante, pMON80605, se representa en la FIGURA 11 y se usa 60
para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.
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Se amplifican secuencias de UTR 3' de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 5), UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) y UTR 
3' de FATB-1 (SEC ID Nº: 36) mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de 
restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan 
directamente, en orientación con sentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de 
terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los 5
cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se ligan en pMON41164, un vector que contiene el gen 
EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. Se 
corta un vector que contiene un gen de KAS IV de C. pulcherrima (SEC ID Nº: 39) regulado por el promotor de 
napina de Brassica y una secuencia de terminación 3' de napina de Brassica con enzimas de restricción apropiadas, 
y se liga en pMON41164. La construcción de expresión génica resultante, pMON80606, se representa en la FIGURA10
11 y se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

Se amplifican secuencias de UTR 3' de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 5), UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) y UTR 
3' de FATB-1 (SEC ID Nº: 36) mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de 
restricción modificados por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, 
en orientación con sentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de 15
tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El 
vector se corta después con NotI y se liga en pMON41164, un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por 
el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. Se corta un vector que contiene 
un gen de delta-9 desaturasa (FAB2) de R. communis (SEC ID Nº: 40) regulado por un promotor de FAD2 de soja y 
una secuencia de terminación 3' de nos, con enzimas de restricción apropiadas, y se liga en pMON41164. La 20
construcción de expresión génica resultante, pMON80607, se representa en la FIGURA 11 y se usa para 
transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

Se amplifican secuencias de UTR 3' de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 5), UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) y UTR 
3' de FATB-1 (SEC ID Nº: 36) mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de 
restricción modificados por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, 25
en orientación con sentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de 
tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El 
vector se corta después con NotI y se liga en pMON41164, un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por 
el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. Se cortan vectores que contienen 
un gen de KAS IV de C. pulcherrima (SEC ID Nº: 39) regulado por un promotor de napina de Brassica y una 30
secuencia de terminación 3' de napina de Brassica, y un gen de delta-9 desaturasa (FAB2) de R. communis (SEC ID 
Nº: 40) regulado por un promotor de FAD2 de soja y una secuencia de terminación 3' de nos, con enzimas de 
restricción apropiadas, y se ligan en pMON41164. La construcción de expresión génica resultante, pMON68534, se 
representa en la FIGURA 11 y se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente 
documento.35

En referencia ahora a la FIGURA 12, se amplifican secuencias de UTR 3' de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 5), UTR 3'
de FATB-1 (SEC ID Nº: 36) y UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) de mediante PCR para dar como resultado 
productos de PCR que incluyen sitios de restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos 
extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, en orientación con sentido, en un vector que contiene el 
promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería 40
genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se liga en pMON41164, 
un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de 
Rubisco E9 de guisante. La construcción de expresión génica resultante, pMON80629, se representa en la FIGURA
12 y se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

Se amplifican secuencias del intrón 1 de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 1 o 2), intrón 4 de FAD3-1A (SEC ID Nº: 10),45
intrón II de FATB-1 (SEC ID Nº: 30) e intrón 4 de FAD3-1A (SEC ID Nº: 10) mediante PCR para dar como resultado 
productos de PCR que incluyen sitios de restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos 
extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, en orientación con sentido, en un vector que contiene el 
promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería 
genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se liga en pMON41164, 50
un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de 
Rubisco E9 de guisante. La construcción de expresión génica resultante, pMON81902, se representa en la FIGURA 
12 y se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

Se amplifican secuencias de UTR 5'-UTR 3' de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 6 y 5, ligadas entre sí), UTR 5'-UTR 3'
de FAD3-1 (SEC ID Nº: 17 y 16, ligadas entre sí, o 27 y 26, ligadas entre si), y UTR 5'-UTR 3' de FATB-1 (SEC ID 55
Nº: 37 y 36, ligadas entre sí) mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de 
restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. El producto de PCR de FAD2-1 se 
clona directamente, en orientación con sentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia 
de terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los 
cebadores de PCR. De forma similar, el producto de PCR de FAD3-1 se clona directamente, en orientación con 60
sentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de tml, por medio de 

E10195208
06-03-2015ES 2 532 351 T3

 



39

sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El producto de PCR de
FATB-1 se clona directamente, en orientación con sentido, en un vector que contiene el promotor de arcelina y una 
secuencia de terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducido por ingeniería genética en los extremos 5'
de los cebadores de PCR. Estos vectores se cortan después con NotI y se ligan en pMON41164, un vector que 
contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de 5
guisante. La construcción de expresión génica resultante, O1, representa en la FIGURA 12 y se usa para 
transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

Se amplifican secuencias de UTR 5'-UTR 3' de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 6 y 5, ligadas entre sí), UTR 5'-UTR 3'
de FAD3-1 (SEC ID Nº: 17 y 16, ligadas entre sí, o 27 y 26, ligadas entre si), y UTR 5'-UTR 3' de FATB-1 (SEC ID 
Nº: 37 y 36, ligadas entre sí) mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de 10
restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. El producto de PCR de FAD2-1 se 
clona directamente, en orientación con sentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia 
de terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los 
cebadores de PCR. De forma similar, el producto de PCR de FAD3-1 se clona directamente, en orientación con 
sentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de tml, por medio de 15
sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El producto de PCR de
FATB-1 se clona directamente, en orientación con sentido, en un vector que contiene el promotor de arcelina y una 
secuencia de terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducido por ingeniería genética en los extremos 5'
de los cebadores de PCR. Estos vectores se cortan después con NotI y se ligan en pMON41164, un vector que 
contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de 20
guisante. Se corta un vector que contiene un gen de KAS IV de C. pulcherrima (SEC ID Nº: 39) regulado por un 
promotor de napina de Brassica y una secuencia de terminación 3' de napina de Brassica con enzimas de restricción 
apropiadas, y se liga en pMON41164. La construcción de expresión génica resultante, 02, se representa en la
FIGURA 12 y se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

En referencia ahora a la FIGURA 13, se amplifican secuencias de UTR 5'-UTR 3' de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 6 y 25
5, ligadas entre sí), UTR 5'-UTR 3' de FATB-1 (SEC ID Nº: 37 y 36, ligadas entre sí), UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID 
Nº: 16) y UTR 5'-UTR 3' de FAD3-1B (SEC ID Nº: 27 y 26, ligadas entre si) mediante PCR para dar como resultado 
productos de PCR que incluyen sitios de restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos 
extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, en orientación con sentido, en un vector que contiene el 
promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería 30
genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. Los vectores se cortan después con NotI y se ligan en 
pMON41164, un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de 
terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. Se corta un vector que contiene un gen KAS IV de C. pulcherrima (SEC 
ID Nº: 39) regulado por un promotor de napina de Brassica y una secuencia de terminación 3' de napina de Brassica
con enzimas de restricción apropiadas, y se liga en pMON41164. La construcción de expresión génica resultante, 35
07, se representa en la FIGURA 13 y se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el 
presente documento.

Se amplifica el intrón 1 de FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 1 o 2), mediante PCR para dar como resultado productos de 
PCR que incluyen sitios de restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los 
productos de PCR se clonan directamente, en orientación con sentido, en un vector que contiene el promotor 7S'40
de soja y una secuencia de terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los 
extremos 5' de los cebadores de PCR. Se amplifican secuencias de UTR 5'-UTR 3' de FATB-1 (SEC ID Nº: 37 y 36, 
ligadas entre sí), UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) y UTR 5'-UTR 3' de FAD3-1B (SEC ID Nº: 27 y 26, ligadas 
entre sí) de soja mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de restricción 
modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, 45
en orientación con sentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de 
nos por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. Los 
vectores se cortan después con NotI y se ligan en pMON41164, un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado 
por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. Se corta un vector que 
contiene un gen KAS IV de C. pulcherrima (SEC ID Nº: 39) regulado por un promotor de napina de Brassica y una 50
secuencia de terminación 3' de napina de Brassica con enzimas de restricción apropiadas, y se liga en pMON41164.
La construcción de expresión génica resultante, 09, se representa en la FIGURA 12 y se usa para transformación 
usando procedimientos como se describen en el presente documento.

Haciendo referencia ahora a la FIGURA 19, se amplifican secuencias no codificantes de FATB-2 (SEC ID Nº: 44-47),
secuencias no codificantes de FAD2-1 (SEC ID Nº: 1 y 5-6), y secuencias no codificantes de FATB-1 (SEC ID Nº: 55
29-37) de soja mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de restricción 
modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, 
en orientaciones con sentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3'
de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. 
Los vectores se cortan después con NotI y se ligan en pMON080612, un vector que contiene el gen EPSPS CP460
regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. La construcción de 
expresión génica resultante se representa en la FIGURA 19-A y se usa para transformación usando procedimientos 
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descritos en el presente documento.

Una secuencia de ADN que contiene una delta-9 desaturasa se regula por un promotor 7S alfa y se corta una 
secuencia de terminación 3' de TML usando las enzimas de restricción apropiadas y se liga en la construcción de 
expresión anterior. La construcción de expresión resultante se representa en la FIGURA 19-B y se usa para 
transformación usando procedimientos descritos en el presente documento.5

Se corta un vector que contiene un gen KAS IV de C. pulcherrima (SEC ID Nº: 39) regulado por un promotor de 
arcelina de judía y una secuencia de terminación 3' de napina con enzimas de restricción apropiadas, y se liga en la 
construcción de la expresión anterior. La construcción de expresión génica resultante se representa en la FIGURA 
19-C y se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

En referencia ahora a la FIGURA 20, se amplifican secuencias no codificantes de FATB-2 (SEC ID Nº: 44-47),10
secuencias no codificantes de FAD2-1 (SEC ID Nº: 1 y 5-6), secuencias no codificantes de FATB-1 (SEC ID Nº: 29-
37), secuencias no codificantes de FAD3-1A (SEC ID Nº: 7-13 y 16-17) y secuencias no codificantes de FAD3-1B 
(SEC ID Nº: 19-27) de soja mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de 
restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan 
directamente, en orientación con sentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de 15
terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los 
cebadores de PCR. Los vectores se cortan después con NotI y se ligan en pMON080612, un vector que contiene el 
gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. La 
construcción de expresión génica resultante se representa en la FIGURA 20-A y se usa para transformación usando 
procedimientos descritos en el presente documento.20

Una secuencia de ADN que contiene una delta-9 desaturasa se regula por un promotor 7S alfa y se corta una 
secuencia de terminación 3' de TML usando las enzimas de restricción apropiadas y se liga en la construcción de 
expresión anterior. La construcción de expresión resultante se representa en la FIGURA 20-B y se usa para 
transformación usando procedimientos descritos en el presente documento.

Se corta un vector que contiene un gen KAS IV de C. pulcherrima (SEC ID Nº: 39) regulado por un promotor de 25
arcelina de judía Brassica y una secuencia de terminación 3' de napina con enzimas de restricción apropiadas, y se 
liga en la construcción de la expresión anterior. La construcción de expresión génica resultante se representa en la 
FIGURA 20-C y se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

pMON93501 contiene un intrón 1 de FAD2-1A de soja 1 (SEC ID Nº: 1) que se une de forma funcional con un 
promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de H6, un gen KAS IV de C. pulcherrima (SEC ID Nº: 39)30
que se une de forma funcional con un promotor de napina de Brassica y una secuencia de terminación 3' de napina 
de Brassica, el gen de delta 9 desaturasa de Ricinus communis (Publicación de Solicitud de patente de Estados 
Unidos Nº 2003/00229918 A1) que se une de forma funcional con un promotor 7SA de soja y una secuencia de 
terminación 3' de nos, y un gen EPSPS CP4 que se une de forma funcional con un promotor de EFMV (un promotor 
constitutivo derivado de un virus del mosaico de la escrofularia) y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de 35
guisante todo flanqueado por elementos del extremo de ADN-T de Agrobacterium, es decir ADN en el extremo 
derecho (RB) y ADN del extremo izquierdo (LB). La construcción de expresión génica resultante se usa para 
transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

3C. Construcciones antisentido

La FIGURA 14 representa molécula de ácido nucleico en la presente invención en las que los primeros conjuntos de 40
secuencias de ADN son capaces de expresar construcciones antisentido, y las FIGURAS 15 a 18 representan 
moléculas de ácido nucleico de la presente invención en las que los primeros conjuntos de secuencias de ADN son 
capaces de expresar combinaciones de construcciones con sentido y antisentido. El segundo conjunto de 
secuencias de ADN comprende secuencias codificantes, cada una de las cuales es una secuencia de ADN que 
codifica una secuencia que cuando se expresa es capaz de aumentar uno o ambos de la proteína y el transcrito 45
codificados por un gen seleccionado del grupo que consiste en KAS I, KAS IV, delta-9 desaturasa y EPSPS CP4.
Cada secuencia codificante se asocia con un promotor, que es cualquier promotor funcional en una planta, o 
cualquier promotor vegetal, y puede ser un promotor de FMV, un promotor de napina, un promotor 7S (7S o 7S'), 
un promotor de arcelina, un promotor de delta-9 desaturasa o un promotor de FAD2-1A.

En referencia ahora a la FIGURA 14, se amplifican secuencias de UTR 3' de FAD2-1 (SEC ID Nº: 5), UTR 3' de 50
FATB-1 (SEC ID Nº: 36) y UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) de soja mediante PCR para dar como resultado 
productos de PCR que incluyen sitios de restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos 
extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, en orientación antisentido, en un vector que contiene el 
promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería 
genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se liga en pMON41164, 55
un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de 
Rubisco E9 de guisante. La construcción de expresión génica resultante, pMON80615, se representa en la FIGURA 
14 y se usa para transformación usando procedimientos como se describe en el presente documento.
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Se amplifican secuencias de UTR 3' de FAD2-1 (SEC ID Nº: 5), UTR 3' de FATB-1 (SEC ID Nº: 36) y UTR 3' de 
FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) de soja mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de 
restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan 
directamente, en orientación antisentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de 
terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los 5
cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se liga en pMON41164, un vector que contiene el gen 
EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. Se 
corta un vector que contiene un gen KAS IV de C. pulcherrima (SEC ID Nº: 39) regulado por un promotor de napina 
de Brassica y una secuencia de terminación 3' de napina de Brassica con enzimas de restricción apropiadas, y se 
liga en pMON41164. La construcción de expresión génica resultante, pMON80616, se representa en la FIGURA 14 y 10
se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

Se amplifican secuencias de UTR 3' de FAD2-1 (SEC ID Nº: 5), UTR 3' de FATB-1 (SEC ID Nº: 36) y UTR 3' de 
FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) de soja mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de 
restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan 
directamente, en orientación antisentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de 15
terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los 
cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se liga en pMON41164, un vector que contiene el gen 
EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. Se 
corta un vector que contiene un gen de delta-9 desaturasa de R. communis (FAB2) (SEC ID Nº: 40) regulado por un 
promotor de FAD2 de soja y una secuencia de terminación 3' de nos, con enzimas de restricción apropiadas, y se 20
liga en pMON41164. La construcción de expresión génica resultante, pMON80617, se representa en la FIGURA 14 y 
se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

Se amplifican secuencias de UTR 3' de FAD2-1 (SEC ID Nº: 5), UTR 3' de FATB-1 (SEC ID Nº: 36) y UTR 3' de 
FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) de soja mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de 
restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan 25
directamente, en orientación antisentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de 
terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los 
cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se liga en pMON41164, un vector que contiene el gen 
EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. La 
construcción de expresión génica resultante, pMON80630, se representa en la FIGURA 14 y se usa para 30
transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

Se amplifican secuencias de UTR 5'-UTR 3' de FAD2-1 (SEC ID Nº: 6 y 5, ligadas entre sí), UTR 5'-UTR 3' de FATB-
1 (SEC ID Nº: 37 y 36, ligadas entre sí), UTR 3' de FAD3-1A (SEC ID Nº: 16) y UTR 5'-UTR 3' de FAT3-1B (SEC ID 
Nº: 27 y 26, ligadas entre sí) de soja mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios 
de restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan 35
directamente, en orientación antisentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de 
terminación 3' de tml, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los 
cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se liga en pMON41164, un vector que contiene el gen 
EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. Se 
corta un vector que contiene un gen KAS IV de C. pulcherrima (SEC ID Nº: 39) regulado por un promotor de napina 40
de Brassica y una secuencia de terminación 3' de napina de Brassica con enzimas de restricción apropiadas, y se 
liga en pMON41164. La construcción de expresión génica resultante, 08, se representa en la FIGURA 14 y se usa 
para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

En referencia ahora a la FIGURA 15, se amplifican secuencias de UTR 5'-UTR 3' de FAD2-1 (SEC ID Nº: 6 y 5, 
ligadas entre sí), UTR 5'-UTR 3' de FATB-1A (SEC ID Nº: 17 y 16, ligadas entre sí) y UTR 5'-UTR 3' de FAT1 (SEC 45
ID Nº: 37 y 36, ligadas entre sí) de soja mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen 
sitios de restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se 
clonan directamente, en orientación con sentido y antisentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y 
una secuencia de terminación 3' de tml, con un promotor 7S' de soja adicional localizado entre las secuencia con 
sentido y antisentido, por medio de sitios XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los 50
cebadores de PCR. El vector se corta después con NotI y se liga en pMON41164, un vector que contiene el gen 
EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. La 
construcción de expresión génica resultante, O3, se representa en la FIGURA 15 y se usa para transformación 
usando procedimientos como se describen en el presente documento.

Se amplifican secuencias de UTR 5'-UTR 3' de FAD2-1 (SEC ID Nº: 6 y 5, ligadas entre sí), UTR 5'-UTR 3' de FATB-55
1A (SEC ID Nº: 27 y 26, ligadas entre sí) y UTR 5'-UTR 3' de FAT1 (SEC ID Nº: 37 y 36, ligadas entre sí) de soja 
mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de restricción modificados de nuevo 
por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, en orientación con 
sentido y antisentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de tml, 
con un promotor 7S' de soja adicional localizado entre las secuencia con sentido y antisentido, por medio de sitios 60
XhoI introducidos por ingeniería genética en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El vector se corta después 
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con NotI y se liga en pMON41164, un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y 
una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. Se corta un vector que contiene un gen KAS IV de C. 
pulcherrima (SEC ID Nº: 39) regulado por un promotor de napina de Brassica y una secuencia de terminación 3' de 
napina de Brassica con enzimas de restricción apropiadas, y se liga en pMON41164. La construcción de expresión 
génica resultante, 04, se representa en la FIGURA 15 y se usa para transformación usando procedimientos como se 5
describen en el presente documento.

En referencia ahora a la FIGURA 16, se amplifican secuencias no codificantes de FATB-2 (SEC ID Nº: 44-47),
secuencias no codificantes de FATB-1 (SEC ID Nº: 29-37) y secuencias no codificantes de FAD2-1 (SEC ID Nº: 1 y 
5-6) de soja mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de restricción modificados 
de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, en orientación 10
con sentido y antisentido en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de 
tml. El vector se corta después con una endonucleasa de restricción apropiada y se liga en pMON080612, un vector
que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 
de guisante. La construcción de expresión génica resultante se representa en la FIGURA 16-A y se usa para 
transformación usando procedimientos descritos en el presente documento.15

Una secuencia de ADN que contiene una delta-9 desaturasa se regula por un promotor 7S alfa y se corta una 
secuencia de terminación 3' de TML usando las enzimas de restricción apropiadas y se liga en la construcción de 
expresión anterior. La construcción de expresión resultante se representa en la FIGURA 16-B y se usa para 
transformación usando procedimientos descritos en el presente documento.

Se corta un vector que contiene un gen KAS IV de C. pulcherrima (SEC ID Nº: 39) regulado por un promotor de 20
arcelina de judía y una secuencia de terminación 3' de napina con enzimas de restricción apropiadas, y se liga en la 
construcción de expresión anterior. La construcción de expresión génica resultante se representa en la FIGURA 16-
C y se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

En referencia ahora a la FIGURA 17, se amplifican secuencias no codificantes de FATB-2 (SEC ID Nº: 44-47),
secuencias no codificantes de FATB-1 (SEC ID Nº: 29-37) y secuencias no codificantes de FAD2-1 (SEC ID Nº: 1 y 25
5-6), y secuencias no codificantes de FAD3-1A (SEC ID Nº: 7-13 y 16-17) de soja mediante PCR para dar como 
resultado productos de PCR que incluyen sitios de restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en 
ambos extremos. Los productos de PCR se clonan directamente, en orientación con sentido y antisentido en un 
vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación 3' de tml. El vector se corta después 
con una endonucleasa de restricción apropiada y se liga en pMON080612, un vector que contiene el gen EPSPS 30
CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. La 
construcción de expresión génica resultante se representa en la FIGURA 17-A y se usa para transformación usando 
procedimientos descritos en el presente documento.

Una secuencia de ADN que contiene una delta-9 desaturasa se regula por un promotor 7S alfa y se corta una 
secuencia de terminación 3' de TML usando las enzimas de restricción apropiadas y se liga en la construcción de 35
expresión anterior. La construcción de expresión resultante se representa en la FIGURA 17-B y se usa para 
transformación usando procedimientos descritos en el presente documento.

Se corta un vector que contiene un gen KAS IV de C. pulcherrima (SEC ID Nº: 39) regulado por un promotor de 
arcelina de judía y una secuencia de terminación 3' de napina con enzimas de restricción apropiadas, y se liga en la 
construcción de expresión anterior. La construcción de expresión génica resultante se representa en la FIGURA 17-40
C y se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

En referencia ahora a la FIGURA 18, se amplifican secuencias no codificantes de FATB-2 (SEC ID Nº: 44-47),
secuencias no codificantes de FATB-1 (SEC ID Nº: 29-37) y secuencias no codificantes de FAD2-1 (SEC ID Nº: 1 y 
5-6), y secuencias no codificantes de FAD3-1A (SEC ID Nº: 7-13 y 16-17) y secuencias no codificantes de FAD3-1B 
(SEC ID Nº: 19-27) de soja mediante PCR para dar como resultado productos de PCR que incluyen sitios de 45
restricción modificados de nuevo por ingeniería genética en ambos extremos. Los productos de PCR se clonan 
directamente, en orientación con sentido y antisentido en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una 
secuencia de terminación 3' de tml. El vector se corta después con una endonucleasa de restricción apropiada y se 
liga en pMON080612, un vector que contiene el gen EPSPS CP4 regulado por el promotor de FMV y una secuencia 
de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. La construcción de expresión génica resultante se representa en la 50
FIGURA 18-A y se usa para transformación usando procedimientos descritos en el presente documento.

Una secuencia de ADN que contiene una delta-9 desaturasa se regula por un promotor 7S alfa y se corta una 
secuencia de terminación 3' de TML usando las enzimas de restricción apropiadas y se liga en la construcción de 
expresión anterior. La construcción de expresión resultante se representa en la FIGURA 18-B y se usa para 
transformación usando procedimientos descritos en el presente documento.55

Se corta un vector que contiene un gen KAS IV de C. pulcherrima (SEC ID Nº: 39) regulado por un promotor de 
arcelina de judía y una secuencia de terminación 3' de napina con enzimas de restricción apropiadas, y se liga en la 
construcción de expresión anterior. La construcción de expresión génica resultante se representa en la FIGURA 18-
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C y se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento. Las 
moléculas de ácido nucleico anteriormente descritas son realizaciones preferidas que consiguen los objetos, 
características y ventajas de la presente invención. No se pretende que la presente invención se limite a las 
realizaciones ilustradas. La disposición de las secuencias en el primer y segundo conjuntos de secuencias de ADN 
dentro de la molécula de ácido nucleico no se limita a las disposiciones ilustradas y descritas, y puede alterarse de 5
cualquier manera adecuada para conseguir los objetos, características y ventajas de la presente invención como se 
describen en el presente documento, ilustrado en las reivindicaciones adjuntas, y abarcado dentro de las 
reivindicaciones.

3D. Ensamblaje in vivo.

Un aspecto de la presente invención incluye una construcción de ADN que se ensambla en una unidad de 10
transcripción recombinante en un cromosoma vegetal en la planta capaz de formar ARN bicatenario. El ensamblaje 
de dichas construcciones y los procedimientos para ensamblar in vivo una unidad de transcripción recombinante 
para supresión génica se describen en la Solicitud Internacional Nº PCT/US2005/00681

pMON93505 es una construcción usada para ensamblaje in vivo y tiene dos segmentos de ADN-T, cada uno 
flanqueado por elementos del extremo de ADN-T de Agrobacterium, es decir ADN del extremo derecho (RB) y ADN 15
del extremo izquierdo (LB). El primer segmento de ADN-T contiene un promotor 7S' de soja que se une de forma 
funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que está reducido en 100 nucleótidos contiguos desde 
el extremo 3' y se liga con la UTR 3' de FATB-1 seguido de una UTR 5' de PATB-1, un gen de KAS IV de C. 
pulcherrima (SEC ID Nº: 39) que se une de forma funcional con un promotor de napina de Brassica y una secuencia 
de terminación 3' de napina de Brassica, un gen de delta 9 desaturasa de Ricinus communis (Publicación de 20
Solicitud de patente de Estados Unidos Nº 2003/00229918 A1) que se une de forma funcional con un promotor 7SA 
de soja y una secuencia de terminación 3' de nos y un gen EPSPS CP4 que se une de forma funcional con un 
promotor de EFMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante todo flanqueado por elementos de 
los extremos de ADN-T de Agrobacterium, es decir ADN de extremo derecho (RB) y ADN de extremo izquierdo (LB). 
En la misma con construcción, en el segundo segmento de ADN-T, flanqueado por otro RB y LB, hay una secuencia 25
de terminación 3' de H6 que se une de forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se 
reduce en 100 nucleótidos contiguos del extremo 3' y se liga con la UTR 3' de FATB-1 seguido de una UTR 5' de 
FATB-1. La construcción de expresión génica resultante se usa para transformación usando procedimientos como 
se describen en el presente documento.

Cuando se insertan los dos segmentos de ADN-T de la construcción anterior en un único locus del cromosoma de 30
un organismo huésped en una orientación RB a RB, la unidad de transcripción ensamblada tiene un promotor 7S'
de soja que se une de forma funcional con el intrón 1 de FAD2-1A y fragmentos de ADN de FATB-1 de soja con 
orientación con sentido y antisentido. Cuando se transcriben, las secuencias de ARN unidas de forma funcional con 
orientación con sentido y antisentido son capaces de formar ARN bicatenario eficaz para la supresión de FAD2-1A y
FATB.35

pMON93506 es una construcción usada para ensamblaje in vivo que tiene dos segmentos de ADN-T, cada uno 
flanqueado por elementos de los extremos de ADN-T de Agrobacterium, es decir ADN de extremo derecho (RB) y 
ADN de extremo izquierdo (LB). El primer ADN-T contiene un promotor 7S' de soja que se une de forma funcional
con un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 100 nucleótidos contiguos del extremo 3' y se 
liga con la UTR 3' de FATB-1 seguido de una UTR 5' de PATB-1, un gen de delta 9 desaturasa de Ricinus 40
communis (Publicación de Solicitud de patente de Estados Unidos Nº 2003/00229918 A1) que se une de forma 
funcional con un promotor 7SA de soja y una secuencia de terminación 3' de nos y un gen EPSPS CP4 que se une 
de forma funcional con un promotor de EFMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante todo 
flanqueado por LB y RB. El mismo vector, en el segundo segmento de ADN-T hay una secuencia de terminación 3'
de H6 unida de forma funcional con el intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 100 45
nucleótidos contiguos del extremo 3' y se liga con la UTR 3' de FATB-1 seguido de una UTR 5' de FATB-1, 
flanqueado por otro RB y LB. La construcción de expresión génica resultante se usa para transformación usando 
procedimientos como se describen en el presente documento.

Cuando se insertan los dos segmentos de ADN-T de la construcción anterior en un único locus del cromosoma de 
un organismo huésped en una orientación RB a RB, la unidad de transcripción ensamblada tiene un promotor 7S'50
de soja que se une de forma funcional con el intrón 1 de FAD2-1A y fragmentos de ADN de FATB-1 de soja con 
orientación con sentido y antisentido. Cuando se transcriben, las secuencias de ARN unidas de forma funcional con 
orientación con sentido y antisentido son capaces de formar ARN bicatenario eficaz para la supresión de FAD2-1A y
FATB.

pMON95829 es una construcción usada para ensamblaje in vivo que tiene dos segmentos de ADN-T, cada uno 55
flanqueado por elementos de los extremos de ADN-T de Agrobacterium, es decir ADN de extremo derecho (RB) y 
ADN de extremo izquierdo (LB). El primer ADN-T contiene un promotor 7S' de soja que se une de forma funcional
con un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 100 nucleótidos contiguos del extremo 3' y se 
liga con la UTR 3' de FATB-1 seguido de una UTR 5' de PATB-1, un gen de delta 9 desaturasa de Ricinus 
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communis (Publicación de Solicitud de patente de Estados Unidos Nº 2003/00229918 A1) que se une de forma 
funcional con un promotor 7SA de soja y una secuencia de terminación 3' de nos y un gen EPSPS CP4 que se une 
de forma funcional con un promotor de EFMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante todo 
flanqueado por LB y RB. El mismo vector, en el segundo segmento de ADN-T hay una secuencia de terminación 3'
de H6 unida de forma funcional con el intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 100 5
nucleótidos contiguos del extremo 3' y se liga con 42 nucleótidos contiguos de una UTR 5' de FATB-1, seguido de 
la región codificante del péptido de transito de cloroplastos ("CTP") de FATB-1, y un gen EPSPS CP4 que se une de 
forma funcional con un promotor de EFMV y una secuenciad de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante 
flanqueado todo por elementos de los extremos de ADN-T de Agrobacterium, es decir ADN de extremo derecho 
(RB) y ADN de extremo izquierdo (LB). El mismo vector, en el segundo segmento de ADN-T flanqueado por otro RB 10
Y LB, hay una secuencia de terminación 3' de H6 que se une de forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de soja 
(SEC ID Nº: 1), que se reduce en 100 nucleótidos contiguos del extremo 3' y se liga con cualquiera de los 
nucleótidos contiguos de una UTR 5' de FATB-1, seguido de la región codificante del péptido de tránsito de 
cloroplastos ("CTP") de FATB-1a. La construcción de expresión génica resultante se usa para transformación 
usando procedimientos como se han descrito anteriormente.15

Cuando se insertan los dos segmentos de ADN-T de la construcción anterior en un único locus del cromosoma de 
un organismo huésped en una orientación RB a RB, la unidad de transcripción ensamblada tiene un promotor 7S'
de soja que se une de forma funcional con el intrón 1 de FAD2-1A y fragmentos de ADN de FATB-1 de soja con 
orientación con sentido y antisentido. Cuando se transcriben, las secuencias de ARN unidas de forma funcional con 
orientación con sentido y antisentido son capaces de formar ARN bicatenario eficaz para la supresión de FAD2-1A y20
FATB.

pMON97595 es una construcción usada para ensamblaje in vivo que tiene dos segmentos de ADN-T, cada uno 
flanqueado por elementos de los extremos de ADN-T de Agrobacterium, es decir ADN de extremo derecho (RB) y 
ADN de extremo izquierdo (LB). El primer segmento de ADN-T contiene un promotor 7S' de soja que se une de 
forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 320 nucleótidos contiguos del 25
extremo 3' y se liga con la UTR 3' de FATB-1 seguido de una UTR 5' de PATB-1, un gen de delta 9 desaturasa de
Ricinus communis (Publicación de Solicitud de patente de Estados Unidos Nº 2003/00229918 A1) que se une de 
forma funcional con un promotor 7SA de soja y una secuencia de terminación 3' de nos y un gen EPSPS CP4 que se 
une de forma funcional con un promotor de EFMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante 
todo flanqueado por LB y RB. El mismo vector, en el segundo segmento de ADN-T hay una secuencia de 30
terminación 3' de H6 unida de forma funcional con el intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 
100 nucleótidos contiguos del extremo 3' y se liga con 42 nucleótidos contiguos de una UTR 5' de FATB-1, seguido 
de la región codificante del péptido de transito de cloroplastos ("CTP") de FATB-1, y un gen EPSPS CP4 que se une 
de forma funcional con un promotor de EFMV y una secuenciad de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante 
flanqueado todo por elementos de los extremos de ADN-T de Agrobacterium, es decir ADN de extremo derecho 35
(RB) y ADN de extremo izquierdo (LB). El mismo vector, en el segundo segmento de ADN-T flanqueado por otro RB 
Y LB, hay una secuencia de terminación 3' de H6 que se de forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de soja 
(SEC ID Nº: 1), que se reduce en 100 nucleótidos contiguos del extremo 3' y se liga con cualquiera de los 
nucleótidos contiguos de una UTR 5' de FATB-1, seguido de la región codificante de CTP de FATB-1. La 
construcción de expresión génica resultante se usa para transformación usando procedimientos como se describen 40
en el presente documento.

Cuando se insertan los dos segmentos de ADN-T de la construcción anterior en un único locus del cromosoma de 
un organismo huésped en una orientación RB a RB, la unidad de transcripción ensamblada tiene un promotor 7S'
de soja que se une de forma funcional con el intrón 1 de FAD2-1A y fragmentos de ADN de FATB-1 de soja con 
orientación con sentido y antisentido. Cuando se transcriben, las secuencias de ARN unidas de forma funcional con 45
orientación con sentido y antisentido son capaces de formar ARN bicatenario eficaz para la supresión de FAD2-1A y
FATB.

pMON97581 es una construcción usada para ensamblaje in vivo que tiene dos segmentos de ADN-T, cada uno 
flanqueado por elementos de los extremos de ADN-T de Agrobacterium, es decir ADN de extremo derecho (RB) y 
ADN de extremo izquierdo (LB). El primer segmento de ADN-T contiene un promotor 7S' de soja que se une de 50
forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 320 nucleótidos contiguos del 
extremo 3' y se liga con la región codificante del péptido de tránsito de cloroplastos ("CTP") de FATB-1, y un gen 
EPSPS CP4 que se une de forma funcional con un promotor de EFMV y una secuenciad de terminación 3' de
Rubisco E9 de guisante, todo flanqueado por elementos de los extremos de ADN-T de Agrobacterium, es decir ADN 
de extremo derecho (RB) y ADN de extremo izquierdo (LB). E la misma construcción, en el segundo segmento de 55
ADN-T, flanqueado por otro RB Y LB, hay una secuencia de terminación 3' de H6 unida de forma funcional con un 
intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 320 nucleótidos del extremo 3' y se liga la región 
codificante de CTP de FATB-1. La construcción de expresión génica resultante se usa para transformación usando 
procedimientos como se describen en el presente documento.

Cuando se insertan los dos segmentos de ADN-T de la construcción anterior en un único locus del cromosoma de 60
un organismo huésped en una orientación RB a RB, la unidad de transcripción ensamblada tiene un promotor 7S'
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de soja que se une de forma funcional con el intrón 1 de FAD2-1A y fragmentos de ADN de FATB-1 de soja con 
orientación con sentido y antisentido. Cuando se transcriben, las secuencias de ARN unidas de forma funcional con 
orientación con sentido y antisentido son capaces de formar ARN bicatenario eficaz para la supresión de FAD2-1A y
FATB.

pMON97596 es una construcción usada para ensamblaje in vivo que tiene dos segmentos de ADN-T, cada uno 5
flanqueado por elementos de los extremos de ADN-T de Agrobacterium, es decir ADN de extremo derecho (RB) y 
ADN de extremo izquierdo (LB). El primer segmento de ADN-T contiene un promotor 7S' de soja que se une de 
forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 320 nucleótidos contiguos del 
extremo 3' y se liga con los 180 pb 5' de la región codificante del péptido de tránsito de cloroplastos ("CTP") de 
FATB-1, y un gen EPSPS CP4 que se une de forma funcional con un promotor de EFMV y una secuenciad de 10
terminación 3' de Rubisco E9 de guisante, todo flanqueado por elementos de los extremos de ADN-T de 
Agrobacterium, es decir ADN de extremo derecho (RB) y ADN de extremo izquierdo (LB). En la misma construcción, 
en el segundo segmento de ADN-T, flanqueado por otro RB Y LB, hay una secuencia de terminación 3' de H6 unida 
de forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 320 nucleótidos contiguos 
del extremo 3' y se liga con los 180 pb 5' de la región codificante de CTP de FATB-1. La construcción de expresión 15
génica resultante se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

Cuando los dos segmentos de ADN-T de la construcción anterior se insertan en un único locus del cromosoma de 
un organismo huésped en una orientación RB a RB, la unidad de transcripción ensamblada tiene un promotor 7S'
de soja que se une de forma funcional con el intrón 1 de FAD2-1A y fragmentos de ADN de FATB-1 de soja en
orientación con sentido y antisentido. Cuando se transcriben, las secuencias de ARN en orientación con sentido y 20
antisentido unidas de forma funcional son capaces de formar ARN bicatenario eficaz para la supresión de FAD2-1A 
y FATB.

pMON97597 es una construcción usada para ensamblaje in vivo que tiene dos segmentos de ADN-T, cada uno 
flanqueado por elementos de los extremos de ADN-T de Agrobacterium, es decir ADN de extremo derecho (RB) y 
ADN de extremo izquierdo (LB). El primer segmento de ADN-T contiene un promotor 7S' de soja que se une de 25
forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 320 nucleótidos contiguos del 
extremo 3' y se liga con los 120 pb 5' de la región codificante del péptido de tránsito de cloroplastos ("CTP") de
FATB-1, y un gen EPSPS CP4 que se une de forma funcional con un promotor de EFMV y una secuenciad de 
terminación 3' de Rubisco E9 de guisante, todo flanqueado por elementos de los extremos de ADN-T de 
Agrobacterium, es decir ADN de extremo derecho (RB) y ADN de extremo izquierdo (LB). En la misma construcción, 30
en el segundo segmento de ADN-T, flanqueado por otro RB Y LB, hay una secuencia de terminación 3' de H6 unida 
de forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 320 nucleótidos contiguos 
del extremo 3' y se liga con los 120 pb 5' de la región codificante de CTP de FATB-1. La construcción de expresión 
génica resultante se usa para transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

Cuando los dos segmentos de ADN-T de la construcción anterior se insertan en un único locus del cromosoma de 35
un organismo huésped en una orientación RB a RB, la unidad de transcripción ensamblada tiene un promotor 7S'
de soja que se une de forma funcional con el intrón 1 de FAD2-1A y fragmentos de ADN de FATB-1 de soja en
orientación con sentido y antisentido. Cuando se transcriben, las secuencias de ARN en orientación con sentido y 
antisentido unidas de forma funcional son capaces de formar ARN bicatenario eficaz para la supresión de FAD2-1A 
y FATB.40

pMON97598 es una construcción usada para ensamblaje in vivo que tiene dos segmentos de ADN-T, cada uno 
flanqueado por elementos de los extremos de ADN-T de Agrobacterium, es decir ADN de extremo derecho (RB) y 
ADN de extremo izquierdo (LB). El primer segmento de ADN-T contiene un promotor 7S' de soja que se une de 
forma funcional con un intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 340 nucleótidos contiguos del 
extremo 3' y se liga con la región codificante del péptido de tránsito de cloroplastos ("CTP") de FATB-1, y un gen 45
EPSPS CP4 que se une de forma funcional con un promotor de EFMV y una secuenciad de terminación 3' de 
Rubisco E9 de guisante, todo flanqueado por elementos de los extremos de ADN-T de Agrobacterium, es decir ADN 
de extremo derecho (RB) y ADN de extremo izquierdo (LB). En la misma construcción, en el segundo segmento de 
ADN-T, flanqueado por otro RB Y LB, hay una secuencia de terminación 3' de H6 unida de forma funcional con un 
intrón 1 de FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que se reduce en 340 nucleótidos contiguos del extremo 3' y se liga con 50
la región codificante de CTP de FATB-1. La construcción de expresión génica resultante se usa para 
transformación usando procedimientos como se describen en el presente documento.

Cuando los dos segmentos de ADN-T de la construcción anterior se insertan en un único locus del cromosoma de 
un organismo huésped en una orientación RB a RB, la unidad de transcripción ensamblada tiene un promotor 7S'
de soja que se une de forma funcional con el intrón 1 de FAD2-1A y fragmentos de ADN de FATB-1 de soja en55
orientación con sentido y antisentido. Cuando se transcriben, las secuencias de ARN en orientación con sentido y 
antisentido unidas de forma funcional son capaces de formar ARN bicatenario eficaz para la supresión de FAD2-1A 
y FATB.
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Ejemplo 4 Transformación y análisis de plantas

Las construcciones de los Ejemplos 2 y 3 se introducen de forma estable en soja (por ejemplo, variedad Asgrow 
A4922 o variedad Asgrow A3244 o variedad Asgrow A3525) por los procedimientos descritos anteriormente, 
incluyendo los procedimientos de McCabe y col., Bio/Technology, 6: 923-926 (1988), o transformación mediada por 
Agrobacterium. Se identifican plantas de soja transformadas mediante selección en medios que contienen glifosato. 5
Se analizan composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con las construcciones 
usando cromatografía de gases. Además, cualquiera de las construcciones puede contener otras secuencias de 
interés, así como diferentes combinaciones de promotores.

Para algunas aplicaciones, se detectan composiciones de ácidos grasos modificadas en semillas en desarrollo, 
mientras que en otros casos, tal como para análisis del perfil de aceite, la detección de las modificaciones de ácidos 10
grasos se producirá más tarde en la ruta de FAS, o para la detección de modificaciones menores de la composición 
de ácidos grasos, se prefiere el análisis de ácidos grasos o aceite de semillas maduras. Además, puede ser 
deseable el análisis del contenido de aceite y/o ácidos grasos de semillas individuales, especialmente en la 
detección de la modificación de aceite en las poblaciones de semillas R1 que se segregan. Como se usa en el 
presente documento, la generación R0 indica la planta que surge de protocolos de transformación/regeneración 15
descritos en el presente documento, la generación de R1 indica semillas que han crecido en la planta R0 transgénica 
autopolinizada. Las plantas R1 crecen a partir de las semillas R1.

Se determinan las composiciones de ácidos grasos para las semillas de líneas de soja transformadas con las 
construcciones del Ejemplo 3. De una a diez semillas de cada una de las semillas de soja transgénicas y de control 
se muelen individualmente usando un homogeneizador tisular (Pro Scientific) para extracción de aceite. Se extrae 20
aceite de semillas de soja molidas durante una noche en 1,5 ml de heptano que contiene triheptadecanoína (0,50 
mg/ml). Se derivatizan alícuotas de 200 l del aceite extraído para metil ésteres con la adición de 500 l de metóxido 
sódico en metanol absoluto. Se permite que la reacción de derivatización progrese durante 20 minutos a 50 ºC. La 
reacción se detiene mediante la adición simultánea de 500 l de cloruro sódico 10 % (p/v) y 400 l de heptano. Los 
metil ésteres de ácidos grasos resultantes extraídos en hexano se resuelven por cromatografía de gases (CG) en un 25
GC Hewlett-Packard modelo 6890 (Palo Alto, CA). La CG se equipó con una columna Supelcowax 250 (30 m, 0,25 
mm id, 0,25 micrómetros de grosor de película) (Supelco, Bellefonte, PA). La temperatura de columna es de 175 ºC 
en la inyección y la temperatura programa de 175 ºC a 245 ºC a 175 ºC a 40 ºC/minuto. Las temperaturas de 
inyector y detector son de 250 ºC y 270 ºC, respectivamente.

Ejemplo 5 Combustible sintetizado con propiedades de biocombustible mejoradas30

Se prepara una composición de ácidos grasos de combustible sintetizado que tiene las siguientes mezclas de 
metilésteres de ácidos grasos: ácido oleico 73,3 %, ácido linoleico 21,4 %, ácido palmítico 2,2 %, ácido linolénico 2,1 
% y ácido esteárico 1,0 % (todos en peso). Se obtienen metil ésteres de ácidos grasos purificados de Nu-Chek Prep, 
Inc., Elysian, MN, Estados Unidos. El número de cetano y retardo de la ignición de esta composición se determinan 
por el Southwest Research Institute usando un Ignition Quality Tester ("IQT") 613 (Southwest Research Institute, San 35
Antonio, Texas, Estados Unidos).

Un IQT consiste en una cámara de combustión de volumen constante que se calienta por electricidad, un sistema de 
inyección de combustible, y un ordenador que se usa para controlar el experimento, registrar los datos y 
proporcionar interpretación de los datos. El sistema de inyección de combustible incluye una boquilla inyectora de 
combustible que forma una entrada a la cámara de combustión. Un sensor de elevación de aguja en la boquilla 40
inyectora de combustible detecta el flujo del combustible a la cámara de combustión. Un transductor de presión 
unido a la cámara de combustión mide la presión del cilindro, la presión dentro de la cámara de combustión. El 
concepto básico de un IQT es la medición del tiempo desde el comienzo de la inyección de combustible a la cámara 
de combustión hasta el comienzo de la combustión. Las condiciones termodinámicas en la cámara de combustión se 
controlan con precisión para proporcionar una medida uniforme del tiempo de retardo de ignición.45

Para un ensayo de número de cetano y retardo de ignición, el combustible de ensayo se filtra a través de un filtro de 
5 micrómetros. El depósito de combustible, la línea de inyección y la boquilla se purgan con nitrógeno presurizado. 
El depósito de combustible se limpia después con un paño sin pelusas. Una parte del combustible de ensayo se usa 
para lavar el depósito de combustible, la línea de inyección y la boquilla. El depósito se llena con el combustible de 
ensayo y se extrae todo el aire del sistema. El depósito se presuriza a 0,34 MPa. El procedimiento consiste 50
básicamente en inyectar a alta presión una cantidad medida con precisión del combustible de ensayo en la cámara 
de combustión que se carga de aire a la presión y temperatura deseadas. La medición consiste en determinar el 
tiempo desde el inicio de la inyección hasta la aparición de combustión, denominado con frecuencia tiempo de 
retardo de ignición. Esta determinación se basa en las presiones medidas de elevación de aguja y la cámara de 
combustión. El procedimiento de clasificación de cetano normal requiere establecer la temperatura de la piel a 567,5 55
ºC y la presión área a 2.1 MPa.

Se procesa un combustible con un retardo de inyección conocido en la bomba de combustión de IQT al comienzo 
del día para asegurar que la unidad funcione dentro de parámetros normales. Después se procesa el producto 
sintético de ensayo. El combustible conocido se procesa de nuevo para verificar que el sistema no ha cambiado. 
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Una vez que se vuelve a conectar el depósito de combustible a la bomba de inyección de combustible, se inicia el 
procedimiento de ensayo en el controlador de PC. El ordenador controla todo el procedimiento, incluyendo la carga 
de aire, la inyección de combustible y los eventos de escape. Se llevan a cabo 32 eventos de combustión repetidos.

El retardo de ignición es el tiempo desde el inicio de la inyección hasta el comienzo de la ignición. Se determina a 
partir de los datos de presión de cilindro y elevación de la aguja. La elevación de la aguja de inyección señaliza el 5
comienzo de la inyección. La presión del cilindro baja ligeramente debido al efecto de enfriamiento de la 
vaporización del combustible. El comienzo de la combustión se define como el tiempo de recuperación de la presión 
del cilindro que aumenta debido a la combustión hasta la presión que hay justo antes de la inyección de combustible.

Se usan después los tiempos de retardo de la ignición medidos para determinar el número de cetano basándose en 
una curva de calibración que se incorpora al software de adquisición y reducción de datos. La curva de calibración, 10
consiste en el número de cetano en función del tiempo de retardo de la ignición, se genera usando mezclas de los 
combustibles de referencia primarios y combustibles de comprobación de NEG. En el caso de combustibles de 
ensayo que son líquidos a condiciones ambientales, la curva de calibración se comprueba diariamente usando al 
menos un combustible de comprobación del número de cetano conocido (Ryan, "Correlation of Physical and 
Chemical Ignition Delay to Cetane Number", SAE Paper 852103 (1985); Ryan, "Diesel Fuel Ignition Quality as 15
Determined in a Constant Volume Combustion Bomb", SAE Paper 870586 (1986); Ryan, "Development of a Portable 
Fuel Cetane Quality Monitor", Belvoir Fuels and Lubricants Research Facility Report Nº 277, May (1992); Ryan, 
"Engine and Constant Volume Bomb Studies of Diesel Ignition and Combustion", SAE Paper 881616 (1988); y Allard 
y col., "Diesel Fuel Ignition Quality as Determined in the Ignition Quality Tester ("IQT")", SAE Paper 961182 (1996)). 
Como se muestra en la Tabla 3, la composición de aceite sintetizado muestra números de cetano y retardo de 20
ignición que son adecuados para su uso por ejemplo, sin limitación, como un aceite de biocombustible.

TABLA 3

Nombre del 
Combustible

Número de 
Ensayo

Número de 
Cetano

Desviación Típica del 
Nº de Cetano

Retardo de la 
Ignición (ms)

Desviación Típica del 
Retardo de la Ignición

Comprobación 
Alta1

Comprobación Alta

1777 

1778

49,55 

49,33

0,534 

0,611

4,009 

4,028

0,044 

0,051

Media 49,4 4,02

Aceite Sintetizado

Aceite Sintetizado

Aceite Sintetizado

1779 

1780 

1781

55,02 

55,65 

55,63

1,897 

1,807 

1,649

3,622 

3,583 

3,583

0,116 

0,109 

0,098

Media 55,4 3,60

Comprobación Alta 1786 49,2 0,727 4,04 0,061

1 El combustible llamado "Comprobación Alta" es un combustible de calibración. Debería un número de cetano de 
49,3  0,5. La unida se comprueba con la calibración antes y después de procesar el combustible de ensayo 
sintético. 

La densidad (ASTM D-4052), punto de turbidez (ASTM D-2500), punto de vertido (ASTM D-97) y punto de 
taponamiento de filtro en frío (IP 309/ASTM D-6371) se determinan para el aceite sintetizado usando protocolos de 25
ASTM D. Los protocolos de ASTM D se obtienen de ASTM, 100 Barr Harbor Drive, West Conshohocken, PA, 
Estados Unidos. Los resultados de estos ensayos se exponen en la Tabla 4. Como se muestra en la Tabla 4, la 
composición de aceite sintetizado muestra números que son adecuados para su uso como, por ejemplo, sin 
limitación, un aceite de biocombustible.

TABLA 430

ENSAYO PROCEDIMIENTO RESULTADOS

Densidad ASTM D-4052 0,8791 g/ml

Punto de Turbidez ASTM D-2500 -18 grados C

Punto de Vertido ASTM D-97 -21 grados C
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(continuación)

ENSAYO PROCEDIMIENTO RESULTADOS

Punto de Taponamiento de Filtro en Frío IP 309 (igual que ASTM D-6371) -21 grados C

Los niveles de emisiones de óxido nítrico se estiman evaluando los niveles de instauración de un combustible 
basado en productos biológicos, midiendo la densidad del combustible y calculando indirectamente los niveles de 
emisión estimados, o midiendo directamente. También hay protocolos convencionales disponibles para medir 
directamente niveles de emisiones de óxido nítrico. Se estima que el aceite sintetizado tiene niveles de emisiones de 5
óxido nítrico menores que los metil ésteres de ácidos grasos realizados a partir de aceite de soja convencional 
basándose en una evaluación del nivel general de insaturación en el aceite sintetizado. Los aceites que contienen 
números mayores de dobles enlaces, es decir, que tienen un mayor grado de insaturación, tienden a producir 
emisiones de óxido nítrico mayor. El aceite tiene un total de 123 dobles enlaces, en comparación con el total del 
aceite se soja convencional de 153 dobles enlaces, como se demuestra en la Tabla 5. 10

TABLA 5

ACEITE SINTÉTICO

ácido oleico 73 % (18:1) x 1 doble enlace = 73

ácido linoleico 22 % (18:2) x 2 dobles enlaces = 44

ácido linolénico 2 % (18:3) x 3 dobles enlaces = 6

dobles enlaces TOTALES 123

ACEITE DE SOJA CONVENCIONAL

ácido oleico 23 % (18:1) x 1 doble enlace = 23

ácido linoleico 53 % (18:2) x 2 dobles enlaces = 106

ácido linolénico 8 % (18:3) x 3 dobles enlaces = 24

dobles enlaces TOTALES 153

Como se ha indicado por el Laboratorio de Energía Renovable Nacional, Nº de Contrato ACG-8-17106-02 Informe 
Final, The Effect Of Biodiesel Composition On Engine Emissions From A DDC Series 60 Diesel Engine, (junio de
2000), las emisiones de ácido nítrico de composiciones de biocombustible se predicen por la fórmula y = 46,959x –15
36,388 en la que y es las emisiones de óxido en gramos/horas de potencia al freno; y x es la densidad del 
biocombustible. La fórmula se basa en un análisis de regresión de los datos de emisión de ácido nítrico en un 
ensayo que implica 16 biocombustibles. El ensayo utiliza un motor de la Detroit Diesel Corporation modelo de serie 
de producción 60, de calibración 1991.

La densidad del aceite sintetizado se determina por el Southwest Research Institute usando el procedimiento ASTM 20
D4052. El resultado mostrado en la Tabla 4 se usa en la ecuación anterior para predecir un valor de emisión de 
óxido nítrico de 4,89 g/bhp-h. Este resultado se compara con un producto de soja de control. El informe del 
Laboratorio de Energía Renovable Nacional proporciona la densidad y las emisiones de óxido nítrico de un 
biocombustible basado en soja de control (IGT de metil éster de soja). La densidad del biocombustible de control es 
de 0,8877 g/ml, proporcionando una emisión de óxido nítrico calculada de 5,30 g/bhp-h. El valor de emisión 25
calculado es similar al valor experimental para emisión de óxido nítrico de 5,32 g/bhp-h. La composición de aceite 
sintetizada muestra números mejorados en comparación con el control y es adecuado para su uso, por ejemplo sin 
limitación, como un aceite de biocombustible.

Ejemplo 6 Composición de ácidos grasos óptima para niveles de lípidos en suero sanos

Se determinan las propiedades reductoras de colesterol de composiciones vegetales para identificar composiciones 30
de ácidos grasos que tienen un efecto más favorable en los niveles de lípidos en suero que el aceite de soja 
convencional (es decir, menor colesterol LDL y mayor colesterol HDL). Se usan ecuaciones publicadas basándose 
en 27 ensayos clínicos (Mensink, R. P. y Katan, M. B. Arteriosclerosis and Thrombosis, 12: 911-919 (1992)) para 
comparar los efectos en los niveles de lípidos en suero en seres humanos de nuevas composiciones de semillas 
oleaginosas con los del aceite de soja normal.35
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La Tabla 6 a continuación presente los resultados del cambio en los niveles de lípidos en suero en los que el 30 % 
de la energía dietética de carbohidratos se sustituye por lípidos. Los resultados muestran que el aceite de soja ya 
tiene efectos favorables en los lípidos en suero cuando reemplaza carbohidratos en la dieta. Las mejoras en esta 
composición son posibles reduciendo niveles de ácidos grasos saturados y obteniendo un nivel de ácido linoleico 
entre el 10 y el 30 % de los ácidos grasos totales, preferentemente aproximadamente el 15-25 % de los ácidos 5
grasos totales. Cuando la proporción de ácidos linoleico es menor del 10 % de los ácidos grasos totales, la nueva 
composición eleva el colesterol (LDL) en comparación con el aceite de soja de control, incluso aunque el contenido 
de grasas saturadas se reduce al 5 % de los ácidos grasos totales. Cuando se aumenta la proporción de ácido 
linoleico, se reduce la capacidad de la composición para elevar los niveles de HDL en suero. Por lo tanto, se 
determina que la composición de ácido linoleico preferida es de aproximadamente el 15-25 % de los ácidos grasos 10
totales.

Tabla 6

Ácidos grasos

Lípidos en SueroC16:0 C18: 0 C18:1 C18:2 C18: 3 Otros (C20:1)

Control de soja (%) 11,000 4,000 23,400 53,200 7,800 0,600

Proporción de grasa E al 30 % (%) 3,300 1,200 7,020 15,960 2,340 0,180

Cálculo de LDL (mg/dl) 4,224 1,536 1,685 8,778 1,287 0,043 -6,033

Cálculo de HDL (mg/dl) 1,551 0,564 2,387 4,469 0,655 0,061 9,687

18:2 al 3 %, <6 % sat (%) 3,000 2,000 85,000 3,000 3,000 4,000

Proporción de grasa E al 30 %(%) 0,900 0,600 25,500 0,900 0,900 1,200

Cálculo de LDL (mg/dl) 1,152 0,768 6,120 0,495 0,495 0,288 -5,478

frente a control (mg/dl) 0,555

Cálculo de HDL (mg/dl) 0,423 0,282 8,670 0,252 0,252 0,408 10,287

frente a control (mg/dl) 0,600

18:2 10 %, <6% sat (%) 3,000 2,000 72,000 10,000 3,000 10,000

Proporción de grasa E al 30 %(%) 0,900 0,600 21,600 3,000 0,900 3,000

Cálculo de LDL (mg/dl) 1,152 0,768 5,184 1,650 0,495 0,720 -6,129

frente a control (mg/dl) -0,096

Cálculo de HDL (mg/dl) 0,423 0,282 7,344 0,840 0,252 1,020 10,161

frente a control (mg/dl) 0,474

18:2 20%, <6% sat (%) 3,000 2,000 65,000 20,000 3,000 7,000

Proporción de grasa E al 30 %(%) 0,900 0,600 19,500 6,000 0,900 2,100

Cálculo de LDL (mg/dl) 1,152 0,768 4,680 3,300 0,495 0,504 -7,059

frente a control (mg/dl) -1,026

Cálculo de HDL (mg/dl) 0,423 0,282 6,630 1,680 0,252 0,714 9,981

frente a control (mg/dl) 0,294

18:2 21 %, <3.2% sat (%) 2,000 1,000 72,000 21,000 1,000 3,000

Proporción de grasa E al 30 %(%) 0,600 0,300 21,600 6,300 0,300 0,900

Cálculo de LDL (mg/dl) 0,768 0,384 5,184 3,465 0,165 0,216 -7,878

frente a control (mg/dl) -1,845
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(continuación)

Ácidos grasos

Lípidos en SueroC16:0 C18: 0 C18:1 C18:2 C18: 3 Otros (C20:1)

Cálculo de HDL (mg/dl) 0,282 0,141 7,344 1,764 0,084 0,306 9,921

frente a control (mg/dl) 0,234

18:2 30%, <6% sat (%) 3,000 2,000 57,000 30,000 3,000 5,000

Proporción de grasa E al 30 %(%)

Cálculo de LDL (mg/dl) 1,152 0,768 4,104 4,950 0,495 0,360 -7,989

frente a control (mg/dl) -1,956

Cálculo de HDL (mg/dl) 0,423 0,282 5,814 2,520 0,252 0,510 9,801

frente a control (mg/dl) 0,114

Ejemplo 7

Las catorce etapas siguientes ilustran la construcción del vector pMON68537 diseñado para transformación de 
plantas para suprimir los genes FAD2, FAD3 y FATB y sobreexpresar delta-9 desaturasa en soja. En particular, la 
construcción comprende un promotor 7S alfa unido de forma funcional con un intrón y UTR 3' en orientación con 5
sentido de soja, es decir un intrón Nº 1 de FAD2-1A, una UTR 3' de FAD3-1A, una UTR 3' de FATB-1, un intrón con 
capacidad de corte y ayuste que forma un bucle en horquilla y una serie complementaria de intrón y UTR 3' en 
orientación antisentido de soja, es decir, una UTR 3' de FATB-1, una UTR 3' de FAD3-1A y un intrón Nº 1 de FAD2-
1A y el promotor de FAD2 de soja que conduce la delta-9 desaturasa.

Etapa 1 - El intrón Nº 5 de FAD3-1A de soja que actúa como la parte de intrón con capacidad de corte y ayuste de la 10
construcción de iARNbc, se amplifica por PCR usando ADN genómico de soja como molde, con los siguientes 
cebadores:

cebador 5' = 19037 = ACTAGTATATTGAGCTCATATTCCACTGCAGTGGATATT

cebador 3' = 19045 = ACTAGTATATTGAGCTCATATTCCTGCAGGATATTCTCGAG15

Estos cebadores añaden sitios de clonación a los extremos 5' y 3'. Al extremo 5': SpeI, SacI, BstXI, PmeI, NheI, MluI, 
HindIII, XmaI, SmaI, SalI. Al extremo 3': SpeI, SacI, Sse8387I, XhoI. El producto de PCR de intrón Nº 5 de FAD3-1A 
de soja se clona en pCR2.1, dando como resultado KAWHIT03.0065. KAWHIT03.0065 se digiere después con SpeI 
y los extremos se llenan con la Pfu polimerasa y pMON68526 (vector resistente a cloranfenicol vacío (n lo sucesivo 20
en el presente documento CM)) se digiere con HindIII y los extremos se llenan con la Pfu polimerasa. 
KAWHIT03.0065 y pMON68526 se ligan después para crear pMON68541 (intrón Nº 5 de FAD3-1A de soja con 
múltiples sitios de clonación en vector resistente a Amp).

Etapa 2 - La UTR 3' de FATB-1 de soja se amplifica con los siguientes cebadores: 18662= 
TTTTAATTACAATGAGAATGAGATTTACTGC (añadiendo Bsp120I al extremo 5') y25
18661=GGGCCCGATTTGAAATGGTTAACG. El producto de PCR se liga después en pCR2.1 para realizar
KAWHIT03.0036.

Etapa 3 - se digiere después KAWHIT03.0036 con Bsp120I y EcoRI y después se clona en KAWHIT03.0032 (vector 
resistente a CM vacío con un sitio de clonación múltiple) para realizar KAWHIT03.0037 (UTR 3' de FATB-1 en vector 
resistente a CM vacío).30

Etapa 4 - La UTR 3' de FAD3-1A de soja se amplifica con los siguientes cebadores: 18639= 
GGGCCCGTTTCAAACTTTTTGG (añadiendo Bsp120I al extremo 5') y 18549= TGAAACTGACAATTCAA. El 
producto de PCR se liga después en pCR2.1 para realizar KAWHIT03.0034.
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Etapa 5 - KAWHIT03.0034 se digiere con Bsp120I y EcoRI y después se liga en KAWHIT03.0032 (vector resistente 
a CM vacío con un sitio de clonación múltiple) para realizar KAWHIT03.0035 (UTR 3' de FAD3-1A en vector 
resistente a CM vacío). 

Etapa 6 - El intrón Nº 1 de FAD 2-1A de soja se amplifica por PCR usando ADN genómico de soja como molde, con 
los siguientes cebadores: cebador 5' = 18663 = GGGCCCGGTAAATTAAATTGTGC (Añadiendo sitio Bsp120I al 5
extremo 5'); y cebador 3' = 18664 = CTGTGTCAAAGTATAAACAAGTTCAG. El producto de PCR resultante se clona 
en pCR 2.1 creando KAWHIT03.0038.

Etapa 7 - Se clona el producto de PCR del intrón Nº 1 FAD 2-1A de soja de KAWHIT03.0038 en KAWHIT03.0032 
(vector resistente a CM vacío con un sitio de clonación múltiple) usando los sitios de restricción Bsp120I y EcoRI. El 
plásmido resultante es KAWHIT03.0039 (intrón Nº 1 FAD 2-1A de soja en vector resistente a CM vacío).10

Etapa 8 - Se digiere KAWHIT03.0039 con AscI y HindIII y se digiere pMON68541 (vector básico resistente a iARNbc 
AMP de intrón Nº 5 FAD3-1A) con MluI y HindIII. El intrón Nº 1 FAD 2-1A de soja después se clona de forma 
direccional en pMON68541 para generar KAWHIT03.0071 (intrón Nº 1 FAD2-1A de soja con intrón Nº 5 FAD3-1A de 
soja).

Etapa 9 - Se digiere KAWHIT03.0035 (UTR 3' de FAD3-1A en vector resistente a CM) con AscI y HindIII y se digiere15
KAWHIT03.0071 (intrón FAD2-1A y vector básico resistente a iARNbc AMP del intrón Nº 5 FAD3-1A) con MluI y
HindIII. La UTR 3' de FAD 3-1A de soja después se clona de forma direccional en KAWHIT03.0071 para generar
KAWHIT03.0072 (intrón Nº 1 FAD2-1A de soja y UTR 3' de FAD3-1A con intrón Nº 5 FAD3-1A).

Etapa 10 - Se digiere KAWHIT03.0037 (UTR 3' de FATB-1 en vector resistente a CM) con AscI y HindIII y se digiere
KAWHIT03.0072 con MluI y HindIII. La UTR 3' de FATB-1 después se clona de forma direccional en20
KAWHIT03.0072 para crear KAWHIT03.0073 (intrón FAD2-1A de soja, UTR 3' de FAD3-1A, UTR 3' de FATB-1 con 
intrón Nº 5 FAD3-1A).

Etapa 11 - Se digiere KAWHIT03.0073 con BstXI y SalI y el fragmento que contiene el intrón FAD2-1A, la UTR 3' de
FAD3-1A y la UTR 3' de FATB-1 se purifica en gel. En un tubo diferente se digiere KAWHIT03.0073 con XhoI y
Sse8387I. El fragmento de intrón/UTR 3' después se clona de nuevo en KAWHIT03.0073 en la orientación opuesta 25
al otro sitio del intrón Nº 5 FAD3-1A de soja para crear KAWHIT03.0074 (intrón Nº 1 FAD2-1A de soja con sentido, 
UTR 3' de FAD3-1A de soja con sentido, UTR 3' de FATB-1 de soja con sentido, intrón Nº 5 FAD3-1A de soja con 
capacidad de corte y ayuste, UTR 3' de FATB-1 de soja antisentido, UTR 3' de FAD3-1A de soja antisentido, intrón 
Nº 1 FAD2-1A de soja antisentido).

Etapa 12 - Para ligar la construcción iARNbc al promotor 7S alfa' y al TML 3', se digieren KAWHIT03.0074 y30
pMON68527 (casete 7Sa'/TML3') con SacI y se ligan juntos para crear pMON68563 (promotor 7S alfa' - intrón Nº 1
FAD2-1A con sentido, UTR 3' de FAD3-1A de soja con sentido, UTR 3' de FATB-1 de soja con sentido, UTR 3' de
FATB-1 de soja con capacidad de corte y ayuste antisentido, UTR 3' de FAD3-1A de soja antisentido, intrón Nº 1
FAD2-1A de soja antisentido - TML3').

Etapa 13 - Para introducir la construcción iARNbc ensamblada en pMON70682, se digieren pMON68563 y35
pMON70682 con NotI y se ligan juntos para formar pMON68536 que comprende un promotor 7S alfa' unido de forma 
funcional a la construcción que forma ARN bicatenario de intrón Nº 1 FAD2-1A con sentido, UTR 3' de FAD3-1A de 
soja con sentido, UTR 3' de FATB-1 de soja con sentido, intrón Nº 5 FAD3-1A de soja con capacidad de corte y 
ayuste, UTR 3' de FATB-1 de soja antisentido, UTR 3' de FAD3-1A de soja antisentido, intrón Nº 1 FAD2-1A de soja 
antisentido y terminador TML3').40

Etapa 14 - Después se digiere pMON68536 con AscI y RsrII y se digiere pMON68529 (que contiene el marcador de 
selección CP4 fusionado al promotor FMV y la RBCS 3' y el promotor FAD2 de soja que dirige la delta 9 desaturasa) 
con SanDI y AscI. La parte iARNbc de pMON68536 se clona de forma direccional en pMON68529 para crear
pMON68537 (promotor 7S alfa' unido de forma funcional a la construcción que forma ARN bicatenario de intrón Nº 1
FAD2-1A con sentido, UTR 3' de FAD3-1A de soja con sentido, UTR 3' de FATB-1 de soja con sentido, intrón Nº 545
FAD3-1A de soja con capacidad de corte y ayuste, UTR 3' de FATB-1 de soja antisentido, UTR 3' de FAD3-1A de 
soja antisentido, intrón Nº 1 FAD2-1A de soja antisentido y terminador TML3' y promotor FAD2 que dirige la delta 9 
desaturasa).

Ejemplo 8

Las siguientes quince etapas ilustran la construcción del vector pMON68539 (Figura 22) diseñado para la 50
transformación de plantas para suprimir los genes FAD2, FAD3, y FATB y sobreexpresar la delta-9 desaturasa y la 
enzima KASIV en soja. En particular, la construcción comprende un promotor 7S alfa unido de forma funcional a 
intrón orientado con sentido de soja y UTR 3', es decir, un intrón Nº 1 FAD2-1A, una UTR 3' de FAD3-1A, una UTR 
3' de FATB-1, un intrón con capacidad de corte y ayuste que forma bucles de horquilla, y una serie complementaria 
de intrón orientado antisentido de soja y UTR 3', es decir, una UTR 3' de FATB-1, una UTR 3' de FAD3-1A y un 55
intrón Nº 1 FAD2-1A, dirigiendo el promotor FAD2 de soja la delta-9 desaturasa, y dirigiendo el promotor Napin a 
KASIV.

E10195208
06-03-2015ES 2 532 351 T3

 



52

Etapa 1 - El intrón Nº 5 FAD3-1A de soja, que sirve como parte de intrón con capacidad de corte y ayuste de la 
construcción iARNbc, se amplifica por PCR usando ADN genómico de sonda como molde, con los siguientes 
cebadores:

Cebador 5' = 19037 =

ACTAGTATATTGAGCTCATATTCCACTGCAGTGGATATTG5

TTTAAACATAGCTAGCATATTACGCGTATATTATACAAGCTTATATTCCCGGGATATTGTCGACATATT
AGCGGTACATTTTATTGCTTATTCAC

Cebador 3' = 19045 =

ACTAGTATATTGAGCTCATATTCCTGCAGGATATTCTCGAG

ATATTCACGGTAGTAATCTCCAAGAACTGGTTTTGCTGCTTGTGTCTGCAGTGAATC.10

Estos cebadores añaden sitios de clonación a los extremos 5' y 3'. Al extremo 5': Spel, SacI, BstXI, Pmel, Nhel, Mlul, 
Hind III, Xmal, SmaI, SalI. Al extremo 3': SpeI, SacI, Sse8387I, XhoI. El producto de PCR del intrón Nº 5 FAD3-1A de 
soja se clona en pCR2.1, produciendo KAWHIT03.0065. KAWHIT03.0065 después se digiere con SpeI y los 
extremos se llenan con polimerasa Pfu y se digiere pMON68526 (vector resistente a CM vacío) con Hindlll y los 
extremos se rellenan con polimerasa Pfu. Se ligan KAWHIT03.0065 y pMON68526 para crear pMON68541 (intrón 15
Nº 5 FAD3-1A de soja con sitios de clonación múltiple en vector resistente a Amp).

Etapa 2 - La UTR 3' de FATB-1 de soja se amplifica con los siguientes cebadores: 18662= TTTTAATTACAATGA-
GAATGAGATTTACTGC (que añade Bsp120l al extremo 5') y 18661= GGGCCCGATTTGAAATGGTTAACG. El 
producto de PCR después se liga en pCR2.1 para crear KAWHIT03.0036.

Etapa 3 - Después se digiere KAWHIT03.0036 con Bsp120l y EcoRI y después se clona en KAWHIT03.0032 (vector 20
resistente a CM vacío con un sitio de clonación múltiple) para crear KAWHIT03.0037 (UTR 3' de FATB-1 en vector 
resistente a CM vacío).

Etapa 4 - La UTR 3' de FAD3-1A de soja se amplifica con los siguientes cebadores: 18639= GGGCCCGTT-
TCAAACTTTTTGG (que añade Bsp120l al extremo 5') y 18549= TGAAACTGACAATTCAA. El producto de PCR 
después se liga en pCR2.1 para crear KAWHIT03.0034.25

Etapa 5 - Se digiere KAWHIT03.0034 con Bsp120l y EcoRI y después se liga en KAWHIT03.0032 (vector resistente 
a CM vacío con un sitio de clonación múltiple) para crear KAWHIT03.0035 (UTR 3' de FAD3-1A en vector resistente 
a CM vacío).

Etapa 6 - Se amplifica por PCR el intrón Nº 1 FAD 2-1A de soja usando ADN genómico de soja como molde, con los 
siguientes cebadores: 5' primer = 18663 = GGGCCCGGTAAATTAAATTGTGC (que añade sitio Bsp120l al 30
terminador 5'); y cebador 3' = 18664 = CTGTGTCAAAGTATAAACAAGTTCAG. El producto de PCR resultante se 
clona en pCR 2.1 creando KAWHIT03.0038.

Etapa 7 - Se clona el producto de PCR de intrón Nº 1 FAD 2-1A de soja de KAWHIT03.0038 en KAWHIT03.0032 
(vector resistente a CM vacío con un sitio de clonación múltiple) usando los sitos de restricción Bsp120I y EcoRI. El 
plásmido resultante es KAWHIT03.0039 (intrón Nº 1 FAD 2-1A de soja en vector resistente a CM vacío).35

Etapa 8 - Se digiere KAWHIT03.0039 con Ascl y Hindlll y se digiere pMON68541 (vector básico resistente a iARNbc 
AMP de intrón Nº 5 FAD3-1A) con Mlul y Hindlll. El intrón Nº 1 FAD 2-1A de soja después se clona de forma 
direccional en pMON68541 (intrón Nº 5 FAD3-1A en vector resistente a AMP con sitios de clonación múltiple) para 
generar KAWHIT03.0071 (intrón Nº 1 FAD2-1A de soja con intrón Nº 5 FAD3-1A).

Etapa 9 - Se digiere KAWHIT03.0035 (UTR 3' de FAD3-1A en vector resistente a CM) con Ascl y Hindlll y se digiere40
KAWHIT03.0071 (vector básico resistente a iARNbc AMP de intrón FAD2-1A e intrón Nº 5 FAD3-1A) con Mlul y
Hindlll. La UTR 3' de FAD 3-1A de soja después se clona de forma direccional en KAWHIT03.0071 para generar
KAWHIT03.0072 (intrón Nº 1 FAD2-1A de soja y UTR 3' de FAD3-1A con intrón Nº 5 FAD3-1A).

Etapa 10 - Se digiere KAWHIT03.0037 (UTR 3' de FATB-1 en vector resistente a CM) con Ascl y Hindlll y se digiere
KAWHIT03.0072 con Mlul y Hindlll. La UTR 3' de FATB-1 después se clona de forma direccional en KAWHIT03.0072 45
para crear KAWHIT03.0073 (intrón Nº 1 FAD2-1A de soja, UTR 3' de FAD3-1A, UTR 3' de FATB-1 con intrón Nº 5
FAD3-1A).

Etapa 11 - Se digiere KAWHIT03.0073 con BstXI y SalI y el fragmento que contiene intrón FAD2-1A, UTR 3' de
FAD3-1A y UTR 3' de FATB-1 se purifica en gel. En un tubo diferente se digiere KAWHIT03.0073 con XhoI y
Sse8387I. El fragmento de intrón/UTR 3' después se clona de nuevo en KAWHIT03.0073 en la orientación opuesta 50
en el otro sitio de intrón Nº 5 FAD3-1A de soja para crear KAWHIT03.0074 (intrón Nº 1 FAD2-1A de soja con 
sentido, UTR 3' de FAD3-1A de soja con sentido, UTR 3' de FATB-1 de soja con sentido, intrón Nº 5 FAD3-1A de 
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soja con capacidad de corte y ayuste, UTR 3' de FATB-1 de soja antisentido, UTR 3' de FAD3-1A de soja
antisentido, intrón Nº 1 FAD2-1A de soja antisentido).

Etapa 12 - Para unir la construcción iARNbc al promotor 7S alfa' y el TML 3', se digieren KAWHIT03.0074 y
pMON68527 (casete 7Sa'/TML3') con SacI y se ligan juntos para crear pMON68563 (promotor 7S alfa' - intrón Nº 1
FAD2-1A con sentido, UTR 3' de FAD3-1A de soja con sentido, UTR 3' de FATB-1 de soja con sentido, UTR 3' de5
FATB-1 de soja con capacidad de corte y ayuste antisentido, UTR 3' de FAD3-1A de soja antisentido, intrón Nº 1
FAD2-1A de soja antisentido - TML3').

Etapa 13 - Para introducir la construcción iARNbc ensamblada en pMON70682, se digieren pMON68563 y
pMON70682 con NotI y se ligan juntos para formar pMON68536 que comprende un promotor 7S alfa' unido de forma 
funcional a la construcción que forma ARN bicatenario de intrón Nº 1 FAD2-1A con sentido, UTR 3' de FAD3-1A de 10
soja con sentido, UTR 3' de FATB-1 de soja con sentido, intrón Nº 5 FAD3-1A de soja con capacidad de corte y 
ayuste, UTR 3' de FATB-1 de soja antisentido, UTR 3' de FAD3-1A de soja antisentido, intrón Nº 1 FAD2-1A de soja 
antisentido y el terminador TML3').

Etapa 14 - pMON68536 se digiere después con AscI y RsrII y se digiere pMON68529 (que contiene el marcador de 
selección CP4 fusionado con el promotor FMV y la RBCS 3' y el promotor FAD2 de soja que dirige la delta 9 15
desaturasa) con SanDI y AscI. La parte iARNbc de pMON68536 se después clona de forma direccional en
pMON68529 para crear pMON68537 (promotor 7S alfa' unido de forma funcional a la construcción que forma el ARN 
bicatenario de intrón Nº 1 FAD2-1A con sentido, UTR 3' de FAD3-1A de soja con sentido, UTR 3' de FATB-1 de soja 
con sentido, intrón Nº 5 FAD3-1A de soja con capacidad de corte y ayuste, UTR 3' de FATB-1 de soja antisentido, 
UTR 3' de FAD3-1A de soja antisentido, intrón Nº 1 FAD2-1A de soja antisentido y el terminador TML3' y promotor 20
FAD2 de soja que dirige la delta 9 desaturasa.

Etapa 15 - pMON68537 se digiere después con SanDI y AscI y se digiere pMON70683 (Napin que dirige KasIV) con
AscI y RsrII. El fragmento Napin/KasIV se clona de forma direccional en pMON68537 para crear pMON68539 
(promotor 7S alfa' unido de forma funcional a la construcción que forma ARN bicatenario de intrón Nº 1 FAD2-1A con 
sentido, UTR 3' de FAD3-1A de soja con sentido, UTR 3' de FATB-1 de soja con sentido, intrón Nº 5 FAD3-1A de 25
soja con capacidad de corte y ayuste, UTR 3' de FATB-1 de soja antisentido, UTR 3' de FAD3-1A de soja 
antisentido, intrón Nº 1 FAD2-1A de soja antisentido y el terminador TML3', dirigiendo al promotor FAD2 de soja la
delta 9 desaturasa y dirigiendo el promotor Napin a KasIV.

Ejemplo 9

Este ejemplo ilustra la transformación de plantas para producir plantas de soja con genes suprimidos.30

Se usa un vector de transformación pMON68537 como el preparado en el Ejemplo 7 para introducir una 
construcción que forma ARN bicatenario de intrón/UTR 3' en soja para suprimir los genes de 12 desaturasa, 15 
desaturasa, y FATB. El vector pMON68537 también contiene los genes de delta-9 desaturasa (FAB2) y CP4. El 
vector se introduce de forma estable en soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium 
tumefaciens (Martinell, patente de Estados Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las 35
plantas de soja transformadas se identifiquen por selección en medio que contiene el herbicida glifosato.

Se analizan composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con las construcciones de 
expresión de iARNbc intrón/UTR 3' usando cromatografía de gases. Las composiciones de aceites de semillas 
combinadas R1 y semillas individuales R1 demuestran que las composiciones de ácidos grasos mono- y 
poliinsaturados están alteradas en el aceite de la semillas de líneas de soja transgénica en comparación con las de 40
las semillas de soja no transformada (véase la Tabla 7). Por ejemplo, la supresión de FAD2 proporciona plantas con 
cantidad aumentada de compuestos de éster de ácido oleico; la supresión de FAD3 proporciona plantas con 
cantidad disminuida de compuestos de éster de ácido linolénico; y la supresión de FATB proporciona plantas con 
cantidad reducida de compuestos de éster graso saturado, por ejemplo, palmitatos y estearatos. Pueden hacerse 
selecciones de dichas líneas dependiendo de la composición relativa deseada de ácidos grasos. Las composiciones 45
de ácidos grasos se analizan a partir de semillas de líneas de soja transformadas con construcciones usando 
cromatografía de gases.

Ejemplo 10

Este ejemplo ilustra la transformación de plantas para producir plantas de soja con genes suprimidos.

Se usa un vector de transformación pMON68539 como el preparado en el Ejemplo 3 para introducir una 50
construcción que forma ARN bicatenario de intrón/UTR 3' en soja para suprimir los genes de 12 desaturasa, 15 
desaturasa, y FATB. El vector pMON68539 también contiene los genes KasIV y CP4. El vector se introduce de 
forma estable en soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium tumefaciens (Martinell, 
patente de Estados Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las plantas de soja 
transformadas se identifiquen por selección en medio que contiene el herbicida glifosato.55
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Se analizan composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con las construcciones de 
expresión de iARNbc intrón/UTR 3' usando cromatografía de gases. Las composiciones de aceites de semillas 
combinadas R1 y semillas individuales R1 demuestran que las composiciones de ácidos grasos mono- y 
poliinsaturados están alteradas en el aceite de la semillas de líneas de soja transgénica en comparación con las de 
las semillas de soja no transformada (véase la Tabla 8). Por ejemplo, la supresión de FAD2 proporciona plantas con 5
cantidad aumentada de compuestos de éster de ácido oleico; la supresión de FAD3 proporciona plantas con 
cantidad disminuida de compuestos de éster de ácido linolénico; y la supresión de FATB proporciona plantas con 
cantidad reducida de compuestos de éster graso saturado, por ejemplo, palmitatos y estearatos. Las selecciones 
pueden hacerse a partir de dichas líneas dependiendo de la composición relativa deseada de ácidos grasos. Las 
composiciones de ácidos grasos se analizan a partir de semillas de líneas de soja transformadas con construcciones 10
usando cromatografía de gases.

Tabla 7. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON68537

Construcción Evento 18:1 18:3 16:0 18:0 18:2

PMON68537 GM_A36305 74,92 4,42 6,35 2,93 10,24

PMON68537 GM_A36305 74,8 4,33 6,57 2,93 10,23

PMON68537 GM_A36305 74,43 3,95 5,98 2,82 11,81

PMON68537 GM_A36305 73,32 3,99 6,79 3,24 11,48

PMON68537 GM_A36305 72,87 4,33 7,06 3,08 11,7

PMON68537 GM_A36305 16,63 9,53 13,5 4,06 55,31

PMON68537 GM_A36305 16,52 9,61 13,92 4,24 54,79

PMON68537 GM_A36305 15,67 9,66 13,64 4,19 55,89

PMON68537 GM_A36306 77,45 3,93 6,76 2,47 8,4

PMON68537 GM_A36306 74,51 4,38 6,58 2,47 10,94

PMON68537 GM_A36306 73,21 4,64 7,04 3,08 11,04

PMON68537 GM_A36306 72,78 4,4 6,97 2,55 12,21

PMON68537 GM_A36306 71,67 4,76 6,94 3,25 12,2

PMON68537 GM_A36306 71,01 4,86 7,64 3,05 12,41

PMON68537 GM_A36306 69,72 4,76 7,66 2,95 13,75

PMON68537 GM_A36306 17,41 8,88 13,35 3,85 55,63

PMON68537 GM_A36307 77,22 3,71 6,8 2,77 8,5

PMON68537 GM_A36307 76,79 3,65 6,76 2,85 8,75

PMON68537 GM_A36307 71,44 4,54 7,2 3,58 12,17

PMON68537 GM_A36307 18,83 8,62 13,94 4,02 53,61

PMON68537 GM_A36307 18,81 8,38 13,27 3,7 54,97

PMON68537 GM_A36307 15,68 9,97 14,06 4,55 54,79

PMON68537 GM_A36307 15,28 10,64 14,68 4,43 53,97

PMON68537 GM_A36307 14,08 9,36 14,39 4,31 56,89

PMON68537 GM_A36309 78,67 3,53 6,09 2,5 8,18

PMON68537 GM_A36309 75,43 3,96 6,7 2,53 10,3

PMON68537 GM_A36309 71,41 4,19 6,92 2,74 13,67

PMON68537 GM_A36309 70,51 4,14 6,85 3,16 14,33
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(continuación)

Construcción Evento 18:1 18:3 16:0 18:0 18:2

PMON68537 GM_A36309 67,51 5,01 7,45 3,15 15,69

PMON68537 GM_A36309 66,99 4,92 7,15 3,9 15,79

PMON68537 GM_A36309 20,09 8,46 12,41 5 52,97

PMON68537 GM_A36309 15,15 9,73 14,61 3,85 55,79

PMON68537 GM_A36310 74,28 4,77 7,31 1,85 10,9

PMON68537 GM_A36310 74,03 5,43 8,23 1,63 9,66

PMON68537 GM_A36310 73,07 5,09 7,37 1,76 11,75

PMON68537 GM_A36310 71,83 5,04 7,78 1,86 12,54

PMON68537 GM_A36310 68,01 6,26 9,8 1,97 13,13

PMON68537 GM_A36310 67,22 6,28 8,71 3,28 13,45

PMON68537 GM_A36310 65,37 6,87 10,01 1,94 14,9

PMON68537 GM_A36310 15,76 10,09 13,4 4,28 55,52

PMON68537 GM_A36311 77,87 3,56 5,9 2,46 9,05

PMON68537 GM_A36311 75,8 3,87 5,91 2,93 10,22

PMON68537 GM_A36311 75,61 3,71 6,21 2,56 10,75

PMON68537 GM_A36311 73,68 4,06 6 3,09 11,98

PMON68537 GM_A36311 72,66 4,11 6,41 3,14 12,48

PMON68537 GM_A36311 70,89 4,39 6,52 3,11 13,93

PMON68537 GM_A36311 70,82 3,97 6,52 3,18 14,29

PMON68537 GM_A36311 16,67 9,39 13,65 4,44 54,77

PMON68537 GM_A36312 78,32 4,3 6,36 1,79 8,16

PMON68537 GM_A36312 77,55 4,46 6,51 2,13 8,23

PMON68537 GM_A36312 77,43 4,17 6,31 1,81 9,24

PMON68537 GM_A36312 76,98 4,29 6,25 2,27 9,05

PMON68537 GM_A36312 76,43 4,55 6,82 2,16 8,96

PMON68537 GM_A36312 76,38 4,5 6,46 2,04 9,54

PMON68537 GM_A36312 75,25 4,27 6,41 1,97 11,06

PMON68537 GM_A36312 18,24 9,43 13,6 3,07 54,75

PMON68537 GM_A36313 80,18 4,07 6,17 2,59 5,85

PMON68537 GM_A36313 79,96 4,16 6,03 2,59 6,11

PMON68537 GM_A36313 78,88 3,9 5,6 2,8 7,65

PMON68537 GM_A36313 78,76 3,92 5,44 2,91 7,82

PMON68537 GM_A36313 77,64 4,22 5,88 2,9 8,25

PMON68537 GM_A36313 76,15 4,14 6,06 3,13 9,42
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Construcción Evento 18:1 18:3 16:0 18:0 18:2

PMON68537 GM_A36313 19,05 8,87 13,45 3,71 54,03

PMON68537 GM_A36313 18,47 8,46 13,13 3,63 55,41

PMON68537 GM_A36314 80,27 3,17 5,77 3,4 6,03

PMON68537 GM_A36314 79,66 3,24 5,72 3,19 6,91

PMON68537 GM_A36314 79,5 3,45 5,83 3,23 6,74

PMON68537 GM_A36314 77,42 3,52 5,76 3,57 8,42

PMON68537 GM_A36314 77,33 3,71 6,36 3,34 8,01

PMON68537 GM_A36314 76,83 3,71 6,38 3,24 8,59

PMON68537 GM_A36314 16,6 9,3 12,63 4,43 55,99

PMON68537 GM_A36314 15,26 8,59 13,71 4,54 56,84

PMON68537 GM_A36315 20,21 8,25 13,61 3,59 53,37

PMON68537 GM_A36315 17,47 9,22 13,46 3,35 55,57

PMON68537 GM_A36315 16,75 9,3 13,61 3,66 55,75

PMON68537 GM_A36315 16,54 9,18 13,54 3,88 55,9

PMON68537 GM_A36315 16,06 10,07 13,44 4,01 55,42

PMON68537 GM_A36315 16,05 9,58 12,82 4,25 56,29

PMON68537 GM_A36315 15,95 10,42 13,12 3,63 55,91

PMON68537 GM_A36315 15,5 10,22 13,25 3,78 56,3

PMON68537 GM_A36316 79,61 3,56 5,79 2,94 6,87

PMON68537 GM_A36316 75,11 4,01 6,45 3,44 9,76

PMON68537 GM_A36316 75,07 4,25 6,74 3,09 9,64

PMON68537 GM_A36316 73,92 3,97 6,53 3,56 10,75

PMON68537 GM_A36316 17,26 9,59 13,1 4,26 54,78

PMON68537 GM_A36316 17,15 9,03 12,81 4,04 55,97

PMON68537 GM_A36316 16,62 9,2 13,15 3,99 56,03

PMON68537 GM_A36316 16,6 9,44 13,19 3,95 55,84

PMON68537 GM_A36317 18,96 7,55 13,2 3,75 55,51

PMON68537 GM_A36317 16,19 9,43 13,33 3,96 56,04

PMON68537 GM_A36317 16,05 9,1 14,02 3,94 55,91

PMON68537 GM_A36317 15,33 9,4 13,91 4,22 56,11

PMON68537 GM_A36317 15,28 9,2 13,87 4,27 56,36

PMON68537 GM_A36317 14,58 10,15 13,74 4,38 56,15

PMON68537 GM_A36317 13,95 9,47 13,98 4,76 56,79

PMON68537 GM_A36317 13,91 9,88 14,26 4,62 56,25
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Construcción Evento 18:1 18:3 16:0 18:0 18:2

PMON68537 GM_A36318 78,82 3,64 5,7 2,77 7,87

PMON68537 GM_A36318 77,94 3,73 5,9 2,94 8,29

PMON68537 GM_A36318 75,18 4,11 6,08 3,48 9,95

PMON68537 GM_A36318 75,1 3,93 6,02 3,04 10,75

PMON68537 GM_A36318 75,01 4,22 6,57 3,29 9,72

PMON68537 GM_A36318 74,17 4,2 6,51 3,27 10,68

PMON68537 GM_A36318 73,47 4,27 6,7 3,22 11,16

PMON68537 GM_A36318 30,57 10,54 14,83 5,55 36,92

PMON68537 GM_A36319 80 3,65 5,83 2,31 7,02

PMON68537 GM_A36319 79,89 3,65 5,64 2,35 7,26

PMON68537 GM_A36319 79,4 3,59 5,73 1,76 8,46

PMON68537 GM_A36319 78 3,87 6,11 2,35 8,5

PMON68537 GM_A36319 76,08 4,22 6,5 2,35 9,74

PMON68537 GM_A36319 75,56 3,89 6,41 1,78 11,3

PMON68537 GM_A36319 75,26 4,27 6,47 2,37 10,5

PMON68537 GM_A36319 75,16 4,1 6,48 2,49 10,66

PMON68537 GM_A36320 81,27 3,19 5,84 2,4 6,09

PMON68537 GM_A36320 80,21 3,27 5,18 2,44 7,76

PMON68537 GM_A36320 79,64 3,38 5,5 2,67 7,63

PMON68537 GM_A36320 79,46 3,38 5,82 2,67 7,42

PMON68537 GM_A36320 78,5 3,59 6,24 2,49 8

PMON68537 GM_A36320 73,83 3,79 6,72 2,78 11,74

PMON68537 GM_A36320 73,1 3,95 6,9 2,39 12,48

PMON68537 GM_A36320 22,99 8,03 12,19 4,81 50,89

PMON68537 GM_A36324 75,93 3,77 6,58 2,76 9,76

PMON68537 GM_A36324 75,1 4,05 7,01 2,83 9,8

PMON68537 GM_A36324 17,83 8,79 12,78 4,11 55,49

PMON68537 GM_A36324 16,46 8,88 12,84 4,48 56,29

PMON68537 GM_A36324 16,35 9,25 13,51 4,17 55,66

PMON68537 GM_A36324 15,25 8,99 13,73 4,28 56,69

PMON68537 GM_A36324 14,16 10,17 13,95 4,11 56,58

PMON68537 GM_A36324 13,59 9,87 14,61 4,5 56,33

PMON68537 GM_A36357 80,19 3,03 5,59 3,2 6,62

PMON68537 GM_A36357 79,78 3,19 5,51 3,24 6,89
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Construcción Evento 18:1 18:3 16:0 18:0 18:2

PMON68537 GM_A36357 78,5 3,55 5,75 3,17 7,71

PMON68537 GM_A36357 77,48 3,68 5,71 3,55 8,23

PMON68537 GM_A36357 77,28 3,79 5,66 3,48 8,46

PMON68537 GM_A36357 77,1 3,51 5,43 3,65 8,99

PMON68537 GM_A36357 71,9 4,24 6,47 3,67 12,39

PMON68537 GM_A36357 17,66 9,32 13,26 4,21 54,51

PMON68537 GM_A36359 77,91 3,35 5,67 3,24 8,53

PMON68537 GM_A36359 77,85 3,29 5,42 3,29 8,87

PMON68537 GM_A36359 76,71 3,65 6,07 3,35 8,95

PMON68537 GM_A36359 71,73 4,01 6,79 3,49 12,68

PMON68537 GM_A36359 69,32 4,51 6,99 3,66 14,13

PMON68537 GM_A36359 68,63 4,44 6,91 3,76 14,89

PMON68537 GM_A36359 18,87 8,03 13,38 3,86 54,81

PMON68537 GM_A36359 16,81 9,83 13,08 4,68 54,55

PMON68537 GM_A36360 79,34 3,29 5,99 3,15 6,88

PMON68537 GM_A36360 75,42 3,47 6,47 3,08 10,26

PMON68537 GM_A36360 75,3 3,86 6,69 3,2 9,64

PMON68537 GM_A36360 74,51 3,8 6,39 3,32 10,67

PMON68537 GM_A36360 21,49 6,95 13,07 3,92 53,46

PMON68537 GM_A36360 20,05 7,4 13,09 3,83 54,57

PMON68537 GM_A36360 16,08 9,14 13,02 4,64 56,03

PMON68537 GM_A36360 15,86 9,07 13,44 4,49 56,04

PMON68537 GM_A36361 82,13 2,83 5,67 3,13 4,81

PMON68537 GM_A36361 80,99 3,2 5,79 3,01 5,64

PMON68537 GM_A36361 74,39 3,85 6,33 3,5 10,59

PMON68537 GM_A36361 18,01 8,46 13,18 3,92 55,41

PMON68537 GM_A36361 17,99 8,11 13,05 4,09 55,7

PMON68537 GM_A36361 17,35 8,31 13,4 4 55,88

PMON68537 GM_A36361 16,81 10,2 12,9 4,32 54,87

PMON68537 GM_A36361 16,55 8,5 13,21 4,22 56,45

PMON68537 GM_A36362 78,05 3,89 6,29 2,81 7,76

PMON68537 GM_A36362 76,89 3,69 6,32 3,12 8,76

PMON68537 GM_A36362 76,1 4 6,57 3,02 9,24

PMON68537 GM_A36362 76,01 4,08 6,24 3,03 9,48
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Construcción Evento 18:1 18:3 16:0 18:0 18:2

PMON68537 GM_A36362 75,86 3,76 5,68 3,56 9,95

PMON68537 GM_A36362 75,79 4,07 6,43 3,15 9,34

PMON68537 GM_A36362 74,89 4,14 6,63 3,11 10,07

PMON68537 GM_A36362 17,22 8,8 13,75 3,77 55,54

PMON68537 GM_A36363 79,15 3,57 6,2 3,03 6,84

PMON68537 GM_A36363 75,69 3,83 7,07 2,73 9,53

PMON68537 GM_A36363 73,97 4,22 6,82 3,39 10,33

PMON68537 GM_A36363 72,53 4,31 6,64 3,7 11,59

PMON68537 GM_A36363 68,42 4,5 7,05 3,95 14,79

PMON68537 GM_A36363 18,39 8,7 13,61 4,1 54,28

PMON68537 GM_A36363 17,54 8,87 14,08 4,07 54,56

PMON68537 GM_A36363 15,87 9,66 14,56 4,2 54,69

PMON68537 GM_A36365 78,79 3,11 5,87 1,27 9,9

PMON68537 GM_A36365 76,76 3,86 5,79 1,66 10,91

PMON68537 GM_A36365 75,41 3,49 6,06 1,83 12,15

PMON68537 GM_A36365 73,57 3,65 6,11 1,5 14,19

PMON68537 GM_A36365 71,55 3,56 6,62 1,24 16,08

PMON68537 GM_A36365 70,41 4 6,07 2,15 16,33

PMON68537 GM_A36365 66,66 3,9 6,84 1,5 20,21

PMON68537 GM_A36365 63,96 4,22 7,08 2,27 21,52

PMON68537 GM_A36366 75,44 4,33 6,49 3,21 9,32

PMON68537 GM_A36366 74,75 4,21 6,87 2,71 10,33

PMON68537 GM_A36366 74,69 4,65 6,91 3,06 9,65

PMON68537 GM_A36366 73,23 4,89 7,23 2,99 10,52

PMON68537 GM_A36366 72,53 4,76 7,42 3,26 10,85

PMON68537 GM_A36366 67,15 5,05 7,47 3,33 15,87

PMON68537 GM_A36366 65,81 5,6 7,9 3,37 16,09

PMON68537 GM_A36366 62,31 6,19 8,71 3,22 18,55

PMON68537 GM_A36367 80,56 3,3 6,07 2,58 6,34

PMON68537 GM_A36367 77,78 3,58 6,47 2,66 8,45

PMON68537 GM_A36367 77,78 3,46 6,25 2,84 8,51

PMON68537 GM_A36367 77,39 3,81 6,71 2,86 8,11

PMON68537 GM_A36367 77,32 3,74 6,17 3,12 8,47

PMON68537 GM_A36367 75,93 3,97 6,23 3,43 9,29
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Construcción Evento 18:1 18:3 16:0 18:0 18:2

PMON68537 GM_A36367 72,82 4,09 6,85 3,25 11,88

PMON68537 GM_A36367 19,31 7,58 13,7 3,59 55

PMON68537 GM_A36410 21,67 7,62 13,38 3,43 53,1

PMON68537 GM_A36410 20,9 8,33 12,93 3,64 53,33

PMON68537 GM_A36410 20,21 8,04 13,28 3,86 53,66

PMON68537 GM_A36410 20,02 8,71 12,79 3,71 53,87

PMON68537 GM_A36410 18,96 8,95 13,3 3,77 54,15

PMON68537 GM_A36410 18,18 8,98 13,56 3,74 54,66

PMON68537 GM_A36410 17,61 9,29 12,93 4,12 55,13

PMON68537 GM_A36410 16,78 9,8 13,78 3,92 54,83

PMON68537 GM_A36411 75,06 4,33 6,49 2,93 10,08

PMON68537 GM_A36411 74,32 4,46 6,76 2,96 10,38

PMON68537 GM_A36411 73,41 4,76 6,91 3,11 10,78

PMON68537 GM_A36411 73,24 4,87 7,28 2,89 10,67

PMON68537 GM_A36411 22,38 8,17 13,47 3,6 51,51

PMON68537 GM_A36411 18,26 9,07 14,14 3,81 54,02

PMON68537 GM_A36411 17,52 10,1 13,1 4,03 54,36

PMON68537 GM_A36411 17,02 9,71 13,45 4,02 54,89

A3244 A3244 18,29 7,79 13,69 4,15 55,08

A3244 A3244 17,54 8,19 13,32 4,32 55,57

A3244 A3244 17,13 8,13 13,21 4,46 56,04

A3244 A3244 15,47 9,56 13,04 4,43 56,46

A3244 A3244 15,17 8,95 13,79 4,3 56,78

A3244 A3244 15,05 9,03 14,16 4,01 56,8

A3244 A3244 13,51 10,07 12,95 5,07 57,3

A3244 A3244 13,49 9,91 13,31 4,56 57,67

Tabla 8. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON68539

Construcción Evento 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON68539 GM_A36448 4,51 2,65 79,64 8,66 3,55

PMON68539 GM_A36448 4,62 2,64 78,35 9,99 3,77

PMON68539 GM_A36448 5,89 2,65 76,86 9,79 3,84

PMON68539 GM_A36448 4,92 2,62 72,61 14,61 4,01

PMON68539 GM_A36448 5,48 2,86 71,07 15,63 4,16
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Construcción Evento 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON68539 GM_A36448 13,5 4,2 16,28 56,86 8,29

PMON68539 GM_A36448 14,49 4,67 14,88 56,56 9,07

PMON68539 GM_A36449 5,16 2,42 81,91 6,54 3,12

PMON68539 GM_A36449 4,26 2,41 79,99 8,4 3,94

PMON68539 GM_A36449 4,26 2,72 79,07 9,32 3,38

PMON68539 GM_A36449 5,01 2,54 75,71 11,94 3,9

PMON68539 GM_A36449 4,34 2,76 75,07 12,75 4,16

PMON68539 GM_A36449 11,57 3,52 44,08 35,22 4,98

PMON68539 GM_A36449 13,42 3,84 21,35 52,38 8,17

PMON68539 GM_A36449 13,25 3,99 15,3 57,6 9,04

PMON68539 GM_A36450 3,28 2,6 82,21 7,26 3,95

PMON68539 GM_A36450 4,16 2,51 80,93 7,72 3,76

PMON68539 GM_A36450 4,3 3,42 78,78 8,43 4,22

PMON68539 GM_A36450 4,84 3,16 77,07 9,6 4,22

PMON68539 GM_A36450 5,11 3,1 75,21 10,98 4,49

PMON68539 GM_A36450 13,74 4,26 17,31 54,32 10,11

PMON68539 GM_A36450 13,82 4,34 17,13 54,96 9,47

PMON68539 GM_A36450 13,56 3,83 17,06 56,7 8,6

PMON68539 GM_A36705 9,73 1,83 75,04 8,23 4,27

PMON68539 GM_A36705 10,85 1,74 72,89 9,29 4,53

PMON68539 GM_A36705 10,05 1,78 72,68 9,83 4,48

PMON68539 GM_A36705 10,02 1,77 72,57 10,04 4,36

PMON68539 GM_A36705 10,75 1,75 72,37 9,68 4,77

PMON68539 GM_A36705 10,58 1,78 70,35 11,64 4,43

PMON68539 GM_A36705 7,69 5,63 16,21 60,39 8,85

PMON68539 GM_A36705 8,02 5,69 15,58 60,65 8,86

A3244 13,03 4,31 21,23 52,61 7,77

A3244 12,69 3,98 20,71 55,12 6,53

A3244 15,2 5,02 19,83 49,96 8,83

A3244 12,63 4,84 19,55 53,18 8,66

A3244 13,27 4,48 18,28 54,4 8,5

A3244 13,22 4,91 17,38 54,73 8,63

A3244 13,44 4,81 15,46 56,49 8,91
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Ejemplo 11

Se usa la construcción pMON95829 como descrita en el Ejemplo 3D para introducir una construcción que forma 
ARN bicatenario, de intrón FAD2-1, en soja para suprimir el gen Fad2. El vector se introduce de forma estable en 
soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium tumefaciens (Martinell, patente de Estados 
Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las plantas de soja transformadas se identifiquen 5
por selección en medio que contiene el herbicida glifosato. Posteriormente, los genomas de plantas transformadas 
se criban para la inserción en tándem concurrente del primer ADN-T y el segundo ADN-T, es decir, en el ensamblaje 
de "extremo derecho a extremo derecho". El cribado se hace con procedimientos de mapeado por hibridación de 
Southern. Las plantas transformadas de soja que contienen la configuración preferida en su genoma se transfieren a 
un invernadero para la producción de semillas.10

Por ejemplo, se recoge tejido foliar de las plantas R0 transformadas con la construcción pMON95829 y se realiza 
análisis de Southern. Las sondas y digestiones con enzimas de restricción se eligen para identificar eventos que 
contengan un ensamblaje de extremo derecho a extremo derecho ("RB-RB") de ambos ADN-T. Típicamente, 
aproximadamente el 25 % de todos los transformantes tienen los ADN-T ensamblados RB-RB apropiadamente.

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con una construcción 15
pMON95829 usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil 
éster de ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja 
transformadas con la construcción pMON95829, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla 
individual. Como las plantas R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen 
semillas con composición convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan 20
y promedian para cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de ácidos 
grasos mono- y poliinsaturados están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en 
comparación con las de semillas de soja no transformada (véase la Tabla 9). Por ejemplo, la supresión de FAD2
proporciona plantas con cantidad aumentada de compuestos de éster de ácido oleico.

Tabla 9. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON95829

Construcción Evento Nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON95829 GM_A94247 2,1 2,8 83,0 6,0 5,5

PMON95829 GM_A94296 2,6 2,9 80,6 7,1 5,8

PMON95829 GM_A93590 2,5 2,8 80,4 7,4 5,8

PMON95829 GM_A93437 2,6 2,8 79,8 7,9 6,0

PMON95829 GM_A93517 2,9 2,8 79,5 7,7 6,0

PMON95829 GM_A93647 2,3 3,0 78,6 9,0 6,5

PMON95829 GM_A93670 3,1 2,9 77,3 10,1 6,2

PMON95829 GM_A92396 2,9 2,6 76,0 11,1 7,0

PMON95829 GM_A92455 3,6 3,1 74,9 12,0 5,5

PMON95829 GM_A93678 2,8 3,4 74,0 11,9 7,4

PMON95829 GM_A93640 2,5 2,7 71,6 14,6 7,6

PMON95829 GM_A94937 4,5 3,3 67,2 17,7 7,1

PMON95829 GM_A92481 4,9 2,8 58,1 25,3 8,1

PMON95829 GM_A94306 3,1 3,2 55,9 29,0 7,9

PMON95829 GM_A94211 3,0 2,7 47,0 38,3 8,7

25

Ejemplo 12

Se usa la construcción pMON93505 como descrita en el Ejemplo 3D para introducir una construcción que forma 
ARN bicatenario, de intrón FAD2-1A, en soja para suprimir el gen Fad2. El vector se introduce de forma estable en 
soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium tumefaciens (Martinell, patente de Estados 
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Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las plantas de soja transformadas se identifiquen 
por selección en medio que contiene el herbicida glifosato. Posteriormente, los genomas de plantas transformadas 
se criban para la inserción en tándem concurrente del primer ADN-T y el segundo ADN-T, es decir, en el ensamblaje 
de "extremo derecho a extremo derecho". El cribado se hace con procedimientos de mapeado por hibridación de 
Southern. Las plantas transformadas de soja que contienen la configuración preferida en su genoma se transfieren a 5
un invernadero para la producción de semillas.

Por ejemplo, se recoge tejido foliar de las plantas R0 transformadas con la construcción pMON93505 y se realiza 
análisis de Southern. Las sondas y digestiones con enzimas de restricción se eligen para identificar eventos que 
contengan un ensamblaje de extremo derecho a extremo derecho ("RB-RB") de ambos ADN-T. Típicamente, 
aproximadamente el 25 % de todos los transformantes tienen los ADN-T ensamblados RB-RB apropiadamente.10

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con una construcción 
pMON93505 usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil 
éster de ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja 
transformadas con la construcción pMON93505, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla 
individual. Como las plantas R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen 15
semillas con composición convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan 
y promedian para cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de ácidos 
grasos mono- y poliinsaturados están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en 
comparación con las de semillas de soja no transformada (véase la Tabla 10). Por ejemplo, la supresión de FAD2
proporciona plantas con cantidad aumentada de compuestos de éster de ácido oleico.20

Tabla 10. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON93505

Construcción Evento Nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON93505 GM_A87814 1,3 1,0 84,9 5,5 6,3

PMON93505 GM_A86449 1,5 0,9 84,9 4,9 6,8

PMON93505 GM_A86032 1,5 1,1 83,5 6,3 7,0

PMON93505 GM_A86159 1,5 0,9 82,8 6,7 7,5

PMON93505 GM_A86178 1,7 1,0 82,5 6,7 7,3

PMON93505 GM_A86075 1,4 0,9 81,4 6,6 8,5

PMON93505 GM_A86303 1,0 0,6 81,4 7,4 8,8

PMON93505 GM_A86454 1,4 0,9 79,9 7,4 8,8

PMON93505 GM_A86799 1,4 1,1 79,4 9,6 7,7

PMON93505 GM_A85997 2,2 2,5 79,3 7,7 7,4

PMON93505 GM_A86058 1,8 1,0 76,8 11,3 8,3

PMON93505 GM_A86274 1,2 0,7 74,6 10,2 11,9

PMON93505 GM_A86325 1,1 0,7 72,8 15,4 9,2

PMON93505 GM_A85969 2,0 0,7 70,7 13,6 12,1

PMON93505 GM_A86033 1,7 0,9 69,1 18,2 9,5

PMON93505 GM_A86372 1,7 1,0 65,7 12,6 17,6

PMON93505 GM_A86403 1,5 0,9 64,6 16,8 15,4

PMON93505 GM_A87803 1,1 0,6 57,7 26,0 13,8

PMON93505 GM_A86036 3,1 1,5 54,8 30,4 9,7

PMON93505 GM_A86269 4,9 1,8 51,4 31,9 9,5
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Ejemplo 13

Se usa la construcción pMON93506 como descrita en el Ejemplo 3D para introducir una construcción que forma 
ARN bicatenario, de intrón FAD2-1A, en soja para suprimir el gen FAD2. El vector se introduce de forma estable en 
soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium tumefaciens (Martinell, patente de Estados 
Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las plantas de soja transformadas se identifiquen 5
por selección en medio que contiene el herbicida glifosato. Posteriormente, los genomas de plantas transformadas 
se criban para la inserción en tándem concurrente del primer ADN-T y el segundo ADN-T, es decir, en el ensamblaje 
"extremo derecho a extremo derecho". El cribado se hace con procedimientos de mapeado por hibridación de 
Southern. Las plantas transformadas de soja que contienen la configuración preferida en su genoma se transfieren a 
un invernadero para la producción de semillas.10

Por ejemplo, se recoge tejido foliar de las plantas R0 transformadas con la construcción pMON93506 y se realiza 
análisis de Southern. Las sondas y digestiones con enzimas de restricción se eligen para identificar eventos que 
contengan un ensamblaje extremo derecho a extremo derecho ("RB-RB") de ambos ADN-T. Típicamente, 
aproximadamente el 25 % de todos los transformantes tienen los ADN-T ensamblados RB-RB apropiadamente.

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con una construcción 15
pMON93506 usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil 
éster de ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja 
transformadas con la construcción pMON93506, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla 
individual. Como las plantas R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen 
semillas con composición convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan 20
y promedian para cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de ácidos 
grasos mono- y poliinsaturados están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en 
comparación con las de semillas de soja no transformada (véase la Tabla 11). Por ejemplo, la supresión de FAD2
proporciona plantas con cantidad aumentada de compuestos de éster de ácido oleico.

Tabla 11. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON93506

Construcción Evento Nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON93506 GM_A87174 2,2 0,8 88,1 2,3 5,1

PMON93506 GM_A86998 2,1 0,6 87,1 3,4 5,5

PMON93506 GM_A87075 2,7 1,2 85,9 4,8 4,2

PMON93506 GM_A87255 2,9 0,8 84,8 5,5 5,4

PMON93506 GM_A91253 2,7 0,9 84,5 5,9 5,1

PMON93506 GM_A86561 2,8 0,7 83,8 5,9 6,0

PMON93506 GM_A86875 3,1 1,0 83,6 6,2 5,5

PMON93506 GM_A89967 1,8 1,3 83,2 4,1 7,9

PMON93506 GM_A86927 2,1 0,8 82,6 4,8 8,5

PMON93506 GM_A87883 2,7 0,7 82,4 6,5 7,2

PMON93506 GM_A87133 3,0 3,1 81,5 5,2 6,3

PMON93506 GM_A88072 2,8 0,7 80,6 8,2 7,1

PMON93506 GM_A87069 3,8 0,7 80,4 8,2 6,4

PMON93506 GM_A86835 2,7 3,0 80,3 6,4 6,4

PMON93506 GM_A87929 2,7 1,0 76,3 7,8 11,5

PMON93506 GM_A87298 3,0 1,2 72,9 13,0 9,1

PMON93506 GM_A91226 3,4 1,0 69,3 18,0 7,7

PMON93506 GM_A88076 3,7 3,9 68,0 15,4 8,1
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(continuación)

Construcción Evento Nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON93506 GM_A86530 2,9 1,0 59,3 25,0 11,5

PMON93506 GM_A87292 4,6 4,3 54,2 27,6 8,3

PMON93506 GM_A87076 5,5 0,9 46,7 38,0 8,4

Ejemplo 14

Se usa la construcción pMON93501 como descrita en el Ejemplo 3B para introducir una construcción que forma 
ARN bicatenario, de intrón FAD2-1A, en soja para suprimir el gen FAD2. El vector se introduce de forma estable en 
soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium tumefaciens (Martinell, patente de Estados 5
Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las plantas de soja transformadas se identifiquen 
por selección en medio que contiene el herbicida glifosato.

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con una construcción 
pMON93501 usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil 
éster de ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja 10
transformadas con la construcción pMON93501, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla 
individual. Como las plantas R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen 
semillas con composición convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan 
y promedian para cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de ácidos 
grasos mono- y poliinsaturados están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en 15
comparación con las de semillas de soja no transformada (véase la Tabla 12). Por ejemplo, la supresión de FAD2
proporciona plantas con cantidad aumentada de compuestos de éster de ácido oleico.

Tabla 12. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON93501

Construcción Evento Nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON93501 GM_A85435 4,4 1,1 85,8 2,5 5,1

PMON93501 GM_A85439 4,6 0,9 84,8 3,7 5,1

PMON93501 GM_A85276 4,8 1,4 84,3 3,0 4,9

PMON93501 GM_A85697 4,8 1,3 83,6 3,8 5,6

PMON93501 GM_A85777 6,6 1,8 80,0 4,5 6,4

PMON93501 GM_A84790 7,2 5,7 78,3 2,9 4,7

PMON93501 GM_A85910 4,2 1,1 77,8 6,9 9,3

PMON93501 GM_A86186 5,3 1,1 77,4 7,4 7,7

PMON93501 GM_A85065 7,3 2,2 76,8 5,7 6,9

PMON93501 GM_A85744 4,1 0,9 76,0 7,4 10,6

PMON93501 GM_A85261 4,7 1,0 75,8 4,9 11,9

PMON93501 GM_A85479 3,7 1,1 75,8 8,6 9,8

PMON93501 GM_A85819 4,5 1,7 74,9 6,9 11,1

PMON93501 GM_A85945 4,6 1,2 74,6 8,7 10,0

PMON93501 GM_A85301 6,9 1,2 73,1 9,5 8,4

PMON93501 GM_A85929 6,1 1,4 72,4 10,8 8,7

PMON93501 GM_A85908 6,9 1,3 70,0 8,0 13,6

ES 2 532 351 T3

 



66

(continuación)

Construcción Evento Nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON93501 GM_A85393 4,8 1,3 67,0 13,3 12,2

PMON93501 GM_A85756 4,8 1,8 57,3 17,6 17,8

PMON93501 GM_A85415 5,0 1,3 52,9 26,0 12,1

PMON93501 GM_A85950 5,5 1,8 47,5 38,6 6,1

PMON93501 GM_A84705 5,7 2,3 46,0 37,7 7,4

PMON93501 GM_A85787 4,5 1,6 43,4 37,0 13,1

Ejemplo 15

Se usa la construcción pMON97552 como descrita en el Ejemplo 2D para introducir una construcción que forma 
ARN bicatenario, de intrón FAD2-1A, en soja para suprimir el gen FAD2. El vector se introduce de forma estable en 
soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium tumefaciens (Martinell, patente de Estados 5
Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las plantas de soja transformadas se identifiquen 
por selección en medio que contiene el herbicida glifosato.

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con una construcción 
pMON97552 usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil 
éster de ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja 10
transformadas con la construcción pMON97552, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla 
individual. Como las plantas R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen 
semillas con composición convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan 
y promedian para cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de ácidos 
grasos mono- y poliinsaturados están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en 15
comparación con las de semillas de soja no transformada (véase la Tabla 13). Por ejemplo, la supresión de FAD2
proporciona plantas con cantidad aumentada de compuestos de éster de ácido oleico.

Tabla 13. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON97552

Construcción Evento Nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON97552 GM_A98359 2,1 2,7 84,4 4,7 5,3

PMON97552 GM_A98361 2,3 2,7 84,0 5,3 4,8

PMON97552 GM_A98358 2,3 2,7 81,6 6,8 6,2

Ejemplo 16

Se usa la construcción pMON93758 como descrita en el Ejemplo 2D para introducir una construcción que forma 20
ARN bicatenario, de intrón FAD2-1A, en soja para suprimir el gen FAD2. El vector se introduce de forma estable en 
soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium tumefaciens (Martinell, patente de Estados 
Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las plantas de soja transformadas se identifiquen 
por selección en medio que contiene el herbicida glifosato.

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con una construcción 25
pMON93758 usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil 
éster de ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja 
transformadas con la construcción pMON93758, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla 
individual. Como las plantas R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen 
semillas con composición convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan 30
y promedian para cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de ácidos 
grasos mono- y poliinsaturados están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en 
comparación con las de semillas de soja no transformada (véase la Tabla 14). Por ejemplo, la supresión de FAD2
proporciona plantas con cantidad aumentada de compuestos de éster de ácido oleico.
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Tabla 14. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON93758

Construcción Evento Nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON93758 GM_A89686 2,7 2,9 82,7 5,3 5,5

PMON93758 GM_A89678 2,9 2,9 81,8 5,5 6,0

PMON93758 GM_A89670 2,8 3,0 81,7 5,6 6,1

PMON93758 GM_A89688 2,7 3,2 81,6 5,8 5,9

PMON93758 GM_A89683 2,9 2,9 81,5 5,8 6,1

PMON93758 GM_A89699 2,7 3,1 81,4 5,8 6,1

PMON93758 GM_A89675 2,9 3,0 81,4 5,6 6,2

PMON93758 GM_A89690 3,0 2,8 81,3 5,7 6,3

PMON93758 GM_A89680 3,0 2,8 81,3 5,9 6,0

PMON93758 GM_A89674 2,9 2,9 80,4 6,3 6,7

PMON9375. GM_A89677 3,0 2,8 79,7 7,0 6,8

PMON93758 GM_A89676 3,0 2,9 78,7 7,6 7,4

PMON93758 GM_A89694 3,2 2,8 76,7 8,8 8,0

PMON93758 GM_A89696 3,0 2,6 74,7 10,4 8,9

Ejemplo 17

Se usa la construcción pMON97553 como descrita en el Ejemplo 2D para introducir una construcción que forma 
ARN bicatenario, de intrón FAD2-1A, en soja para suprimir el gen FAD2. El vector se introduce de forma estable en 
soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium tumefaciens (Martinell, patente de Estados 5
Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las plantas de soja transformadas se identifiquen 
por selección en medio que contiene el herbicida glifosato.

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con una construcción 
pMON97553 usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil 
éster de ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja 10
transformadas con la construcción pMON97553, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla 
individual. Como las plantas R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen 
semillas con composición convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan 
y se promedian para cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de 
ácidos grasos mono- y poliinsaturados están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en 15
comparación con las de semillas de soja no transformada (véase la Tabla 15). Por ejemplo, la supresión de FAD2 
proporciona plantas con cantidad aumentada de compuestos de éster de ácido oleico.

Tabla 15. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON97553

Construcción Evento nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON97553 GM_A98670 2,1 2,6 86,7 2,9 4,3

PMON97553 GM_A98595 2,3 2,7 86,3 3,5 4,7

PMON97553 GM_A98649 2,2 2,9 86,3 3,6 4,7

PMON97553 GM_A98669 2,1 3,0 85,5 3,3 4,6

PMON97553 GM_A98656 2,4 2,8 85,5 4,2 4,6

PMON97553 GM_A98643 2,3 2,8 85,0 3,8 4,9
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(continuación)

Construcción Evento nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON97553 GM_A98647 2.2 2.8 84.2 5.1 5.6

PMON97553 GM_A98582 2,6 2,8 84,0 4,1 5,6

PMON97553 GM_A98674 2,1 2,3 83,9 5,8 5,3

PMON97553 GM_A98663 2,2 2,8 83,3 5,5 5,1

PMON97553 GM_A98587 2,8 2,8 83,0 5,5 5,3

PMON97553 GM_A98592 2,9 2,9 82,9 4,6 5,8

PMON97553 GM_A98677 2,2 3,0 82,4 5,9 5,4

PMON97553 GM_A98594 2,2 2,9 82,3 6,5 5,4

PMON97553 GM_A98659 2,5 3,0 82,2 5,4 6,1

PMON97553 GM_A98622 2,8 3,0 81,6 6,0 6,1

PMON97553 GM_A98589 2,9 3,0 81,3 6,2 6,1

PMON97553 GM_A98679 2,2 3,1 81,2 6,7 5,7

PMON97553 GM_A98642 2,3 3,1 80,0 7,4 6,1

PMON97553 GM_A98639 2,7 3,0 78,4 8,0 6,8

PMON97553 GM_A98563 3,3 2,9 78,1 9,9 5,6

PMON97553 GM_A98618 2,9 2,8 78,0 8,8 6,9

PMON97553 GM_A98567 2,7 3,2 77,5 9,1 6,3

PMON97553 GM_A98625 2,3 2,9 77,4 9,5 6,9

PMON97553 GM_A98660 3,3 2,9 77,1 10,7 5,6

PMON97553 GM_A98615 2,7 3,2 76,4 9,9 7,1

PMON97553 GM_A98561 3,3 3,1 75,3 10,9 6,7

PMON97553 GM_A98603 2,9 3,6 73,5 11,0 7,8

PMON97553 GM_A98648 2,7 3,3 70,2 14,4 8,3

PMON97553 GM_A98565 3,2 2,8 67,9 17,9 7,2

PMON97553 GM_A98681 3,1 3,0 65,9 19,3 7,7

Ejemplo 18

Se usa la construcción pMON93770 como descrita en el Ejemplo 2D para introducir una construcción que forma 
ARN bicatenario, de intrón FAD2-1A, en soja para suprimir el gen FAD2. El vector se introduce de forma estable en 
soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium tumefaciens (Martinell, patente de Estados 5
Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las plantas de soja transformadas se identifiquen 
por selección en medio que contiene el herbicida glifosato.

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con una construcción 
pMON93770 usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil 
éster de ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja 10
transformadas con la construcción pMON93770, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla 
individual. Como las plantas R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen 
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semillas con composición convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan 
y se promedian para cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de 
ácidos grasos mono- y poliinsaturados están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en 
comparación con las de semillas de soja no transformada (véase la Tabla 16). Por ejemplo, la supresión de FAD2 
proporciona plantas con cantidad aumentada de compuestos de éster de ácido oleico.5

Tabla 16. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON93770

Construcción Evento nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON93770 GM_A97973 2,8 2,7 80,0 7,3 6,2

PMON93770 GM_A97996 2,5 3,5 76,6 9,5 6,8

PMON93770 GM_A97977 2,7 3,1 75,8 9,8 7,5

PMON93770 GM_A97981 3,1 3,0 71,8 13,2 8,0

PMON93770 GM_A97971 3,4 3,1 70,3 14,8 7,5

PMON93770 GM_A97985 2,9 2,7 67,9 15,9 9,6

PMON93770 GM_A97991 3,2 2,9 66,4 19,0 7,6

Ejemplo 19

Se usa la construcción pMON93759 como descrita en el Ejemplo 2D para introducir una construcción que forma 
ARN bicatenario, de intrón FAD2-1A, en soja para suprimir el gen FAD2. El vector se introduce de forma estable en 10
soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium tumefaciens (Martinell, patente de Estados 
Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las plantas de soja transformadas se identifiquen 
por selección en medio que contiene el herbicida glifosato.

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con una construcción 
pMON93759 usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil 15
éster de ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja 
transformadas con la construcción pMON93759, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla 
individual. Como las plantas R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen 
semillas con composición convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan 
y se promedian para cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de 20
ácidos grasos mono- y poliinsaturados están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en 
comparación con las de semillas de soja no transformada (véase la Tabla 17). Por ejemplo, la supresión de FAD2 
proporciona plantas con cantidad aumentada de compuestos de éster de ácido oleico.

Tabla 17. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON93759

Construcción Evento nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON93759 GM_A88219 3,0 2,7 77,0 9,1 7,4

PMON93759 GM_A88212 3,1 2,7 76,6 9,1 7,6

PMON93759 GM_A88205 3,1 2,8 73,9 11,5 7,8

PMON93759 GM_A88209 2,9 2,7 73,9 11,6 8,2

PMON93759 GM_A88222 3,1 2,6 73,7 11,9 8,0

PMON93759 GM_A88223 2,7 2,6 73,5 12,4 8,3

PMON93759 GM_A88215 2,9 2,9 73,3 12,1 7,9

PMON93759 GM_A88202 3,4 2,8 72,9 12,6 7,7

PMON93759 GM_A88220 3,0 3,0 72,1 13,3 7,7

PMON93759 GM_A88213 2,9 3,0 71,8 13,1 8,3

ES 2 532 351 T3

 



70

PMON93759 GM_A88210 3,3 2,8 71,6 13,5 8,3

(continuación)

Construcción Evento nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON93759 GM_A88217 2,5 2,7 71,5 14,9 7,8

PMON93759 GM_A88206 2,9 2,9 71,3 13,3 8,8

PMON93759 GM_A88211 3,1 3,0 71,3 13,8 7,9

PMON93759 GM_A88204 3,1 2,8 70,5 14,3 8,8

PMON93759 GM_A88201 3,2 2,7 69,4 15,5 8,4

PMON93759 GM_A88200 3,3 3,0 67,3 17,1 8,5

PMON93759 GM_A88214 3,3 2,9 60,6 23,7 8,7

PMON93759 GM_A88203 3,5 3,1 60,6 23,3 8,9

PMON93759 GM_A88226 3,0 2,8 60,5 23,7 9,5

PMON93759 GM_A88198 4,7 3,1 42,7 39,6 9,1

Ejemplo 20

Se usa la construcción pMON97554 como descrita en el Ejemplo 2D para introducir una construcción que forma 
ARN bicatenario, de intrón FAD2-1A, en soja para suprimir el gen FAD2. El vector se introduce de forma estable en 
soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium tumefaciens (Martinell, patente de Estados 5
Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las plantas de soja transformadas se identifiquen 
por selección en medio que contiene el herbicida glifosato.

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con una construcción 
pMON97554 usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil
éster de ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja 10
transformadas con la construcción pMON97554, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla 
individual. Como las plantas R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen 
semillas con composición convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan 
y se promedian para cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de 
ácidos grasos mono- y poliinsaturados están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en 15
comparación con las de semillas de soja no transformada (véase la Tabla 18). Por ejemplo, la supresión de FAD2 
proporciona plantas con cantidad aumentada de compuestos de éster de ácido oleico.

Tabla 18. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON97554

Construcción Evento nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON97554 GM_A98420 2,3 2,6 80,4 8,0 5,7

PMON97554 GM_A98445 2,1 3,0 77,4 10,1 6,3

PMON97554 GM_A98423 2,7 2,9 77,0 10,3 6,1

PMON97554 GM_A98440 2,7 2,8 76,0 10,8 6,6

PMON97554 GM_A98438 2,8 3,0 70,6 15,2 7,3

PMON97554 GM_A98435 3,6 3,0 69,6 16,5 6,3

Ejemplo 2120

Se usa la construcción pMON93771 como descrita en el Ejemplo 2D para introducir una construcción que forma 
ARN bicatenario, de intrón FAD2-1A, en soja para suprimir el gen FAD2. El vector se introduce de forma estable en 
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soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium tumefaciens (Martinell, patente de Estados 
Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las plantas de soja transformadas se identifiquen 
por selección en medio que contiene el herbicida glifosato.

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con una construcción 
pMON93771 usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil 5
éster de ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja 
transformadas con la construcción pMON93771, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla 
individual. Como las plantas R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen 
semillas con composición convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan 
y se promedian para cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de 10
ácidos grasos mono- y poliinsaturados están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en 
comparación con las de semillas de soja no transformada (véase la Tabla 19). Por ejemplo, la supresión de FAD2 
proporciona plantas con cantidad aumentada de compuestos de éster de ácido oleico.

Tabla 19. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON93771

Construcción Evento nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON93771 GM_A97841 2,5 2,3 70,8 17,0 6,6

PMON93771 GM_A97839 3,8 3,0 65,8 18,3 8,1

PMON93771 GM_A97836 4,1 2,9 65,5 19,3 7,1

PMON93771 GM_A97844 2,6 2,7 65,2 20,9 8,0

PMON93771 GM_A97835 4,4 2,9 62,9 21,0 7,8

PMON93771 GM_A97852 3,3 3,1 62,9 21,0 8,9

PMON93771 GM_A97857 3,4 2,7 61,7 22,6 8,7

PMON93771 GM_A97846 4,2 2,7 52,0 30,8 9,6

15

Ejemplo 22

Se usa la construcción pMON97555 como descrita en el Ejemplo 2D para introducir una construcción que forma 
ARN bicatenario, de intrón FAD2-1A, en soja para suprimir el gen FAD2. El vector se introduce de forma estable en 
soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium tumefaciens (Martinell, patente de Estados 
Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las plantas de soja transformadas se identifiquen 20
por selección en medio que contiene el herbicida glifosato.

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con una construcción 
pMON97555 usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil 
éster de ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja 
transformadas con la construcción pMON97555, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla 25
individual. Como las plantas R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen 
semillas con composición convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan 
y se promedian para cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de 
ácidos grasos mono- y poliinsaturados están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en 
comparación con las de semillas de soja no transformada (véase la Tabla 20). Por ejemplo, la supresión de FAD2 30
proporciona plantas con cantidad aumentada de compuestos de éster de ácido oleico.

Tabla 20. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON97555

Construcción Evento nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON97555 GM_A98913 2,7 2,9 71,0 14,5 7,8

PMON97555 GM_A98912 2,1 2,2 70,5 18,0 6,4

PMON97555 GM_A98905 2,7 3,1 65,9 19,0 8,2

PMON97555 GM_A98909 2,4 2,8 63,5 21,5 9,1
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PMON97555 GM_A98936 4,9 2,4 61,9 24,9 5,3

(continuación)

Construcción Evento nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON97555 GM_A98893 2,5 2,8 61,5 23,7 8,6

PMON97555 GM_A98924 3,0 3,0 61,4 23,5 8,1

PMON97555 GM_A98904 3,1 2,9 60,6 24,0 8,3

PMON97555 GM_A98938 2,3 2,9 58,3 28,1 7,6

PMON97555 GM_A98900 3,2 2,8 56,7 28,4 8,0

PMON97555 GM_A98906 2,7 2,9 56,7 27,8 8,8

PMON97555 GM_A98917 2,7 3,1 53,0 32,1 8,4

PMON97555 GM_A98939 3,0 3,1 52,9 31,4 8,9

PMON97555 GM_A98935 4,5 3,2 48,2 35,4 7,8

PMON97555 GM_A98919 3,1 3,4 44,2 40,3 8,0

Ejemplo 23

Se usa la construcción pMON93760 como descrita en el Ejemplo 2D para introducir una construcción que forma 
ARN bicatenario, de intrón FAD2-1A, en soja para suprimir el gen FAD2. El vector se introduce de forma estable en 
soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium tumefaciens (Martinell, patente de Estados 5
Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las plantas de soja transformadas se identifiquen 
por selección en medio que contiene el herbicida glifosato.

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con una construcción 
pMON93760 usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil 
éster de ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja 10
transformadas con la construcción pMON93760, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla 
individual. Como las plantas R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen 
semillas con composición convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan 
y se promedian para cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de 
ácidos grasos mono- y poliinsaturados están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en 15
comparación con las de semillas de soja no transformada (véase la Tabla 21). Por ejemplo, el intrón FAD2-1, 
reducido en longitud en 320 nucleótidos contiguos desde el extremo 5' de la (SEC ID Nº: 1) y capaz de formar 
ARNbc, suprime al menos parcialmente FAD2.

Tabla 21. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON93760

Construcción Evento nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON93760 GM_A88236 10,0 3,6 58,3 23,4 4,4

PMON93760 GM_A88240 2,9 2,6 56,0 28,4 9,5

PMON93760 GM_A88245 3,3 3,2 54,8 28,7 9,6

PMON93760 GM_A88231 3,2 2,7 48,8 35,0 9,6

PMON93760 GM_A88234 3,8 2,7 47,7 36,1 9,1

PMON93760 GM_A88252 3,1 2,5 45,3 40,9 7,5

PMON93760 GM_A88244 3,4 3,0 41,6 42,2 9,2

PMON93760 GM_A88256 2,7 2,7 41,3 44,6 8,5

ES 2 532 351 T3

 



73

PMON93760 GM_A88243 2,8 2,7 36,6 50,4 7,1

(continuación)

Construcción Evento nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON93760 GM_A88254 3,7 2,6 27,5 58,1 7,6

PMON93760 GM_A88253 3,7 2,8 25,4 60,6 6,9

PMON93760 GM_A88239 7,2 2,8 25,0 58,6 6,2

PMON93760 GM_A88250 4,7 2,9 24,4 59,2 8,4

PMON93760 GM_A88251 5,5 3,0 22,7 60,0 8,6

Ejemplo 24

Se usa la construcción pMON93772 como descrita en el Ejemplo 2D para introducir una construcción que forma 
ARN bicatenario, de intrón FAD2-1A, en soja para suprimir el gen FAD2. El vector se introduce de forma estable en 
soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium tumefaciens (Martinell, patente de Estados 5
Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las plantas de soja transformadas se identifiquen 
por selección en medio que contiene el herbicida glifosato.

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con una construcción 
pMON93772 usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil 
éster de ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja 10
transformadas con la construcción pMON93772, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla 
individual. Como las plantas R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen 
semillas con composición convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan 
y se promedian para cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de 
ácidos grasos mono- y poliinsaturados están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en 15
comparación con las de semillas de soja no transformada (véase la Tabla 22). Por ejemplo, el intrón FAD2-1,
reducido en longitud en 360 nucleótidos contiguos desde el extremo 3' de la (SEC ID Nº: 1) y capaz de formar 
ARNbc, suprime al menos parcialmente FAD2 para algunos eventos.

Tabla 22. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON93772

Construcción Evento nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON93772 GM_A97768 3,4 2,3 69,6 17,6 6,3

PMON93772 GM_A97781 3,3 2,6 55,1 30,9 7,3

PMON93772 GM_A97763 3,7 2,6 45,2 38,2 9,6

PMON93772 GM_A97796 2,3 2,9 35,1 50,3 8,7

PMON93772 GM_A97798 3,3 2,6 33,5 51,2 8,6

PMON93772 GM_A97782 2,6 2,7 33,4 52,0 8,5

PMON93772 GM_A97819 3,8 3,1 30,1 53,8 8,7

PMON93772 GM_A97777 3,3 2,7 28,1 56,7 8,6

PMON93772 GM_A97767 2,9 2,8 26,3 57,9 9,6

PMON93772 GM_A97792 3,7 2,6 26,2 57,8 9,1

PMON93772 GM_A97808 3,0 3,0 25,7 58,4 9,2

PMON93772 GM_A97790 2,8 2,7 25,1 59,7 9,2

PMON93772 GM_A97805 3,5 2,8 24,6 59,7 8,7
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PMON93772 GM_A97817 3,5 2,9 24,0 59,4 9,5

(continuación)

Construcción Evento nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON93772 GM_A97828 3,2 2,9 23,4 60,3 9,8

PMON93772 GM_A97812 2,5 2,9 23,0 61,3 9,8

PMON93772 GM_A97765 2,8 3,0 20,7 63,0 10,1

Ejemplo 25

Se usa la construcción pMON97556 como descrita en el Ejemplo 2D para introducir una construcción que forma 
ARN bicatenario, de intrón FAD2-1A, en soja para suprimir el gen FAD2. El vector se introduce de forma estable en 
soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium tumefaciens (Martinell, patente de Estados 5
Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las plantas de soja transformadas se identifiquen 
por selección en medio que contiene el herbicida glifosato.

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con una construcción 
pMON97556 usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil 
éster de ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja 10
transformadas con la construcción pMON97556, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla 
individual. Como las plantas R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen 
semillas con composición convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan 
y se promedian para cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de 
ácidos grasos mono- y poliinsaturados están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en 15
comparación con las de semillas de soja no transformada (véase la Tabla 23). Por ejemplo, el intrón FAD2-1,
reducido en longitud en 200 nucleótidos contiguos desde el extremo 3' de la (SEC ID Nº: 1) y capaz de formar 
ARNbc, suprime al menos parcialmente FAD2.

Tabla 23. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON97556

Construcción Evento nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON97556 GM_A98772 3,6 2,8 34,3 51,0 7,4

PMON97556 GM_A98744 2,4 2,6 26,6 60,3 7,4

PMON97556 GM_A98787 2,5 2,8 26,4 58,9 8,7

PMON97556 GM_A98745 2,2 2,5 26,3 60,2 8,0

PMON97556 GM_A98758 2,5 2,9 25,6 59,6 8,7

PMON97556 GM_A98789 2,1 2,5 22,3 64,9 7,7

PMON97556 GM_A98790 2,2 3,0 22,1 62,8 9,4

PMON97556 GM_A98783 2,5 2,6 21,5 64,0 8,7

PMON97556 GM_A98761 2,3 2,3 20,9 65,2 8,7

20

Ejemplo 26

Se usa la construcción pMON93764 como descrita en el Ejemplo 2D para introducir una construcción que forma 
ARN bicatenario, de intrón FAD2-1A, en soja para suprimir el gen FAD2. El vector se introduce de forma estable en 
soja (variedad Asgrow A4922) mediante la cepa ABI de Agrobacterium tumefaciens (Martinell, patente de Estados 
Unidos Nº 6.384.301). El marcador de selección CP4 permite que las plantas de soja transformadas se identifiquen 25
por selección en medio que contiene el herbicida glifosato.

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con una construcción 
pMON93764 usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil 
éster de ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja 
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transformadas con la construcción pMON93764, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla 
individual. Como las plantas R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen 
semillas con composición convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan 
y se promedian para cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de 
ácidos grasos saturados están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en comparación con 5
las de semillas de soja no transformada (véase la Tabla 24). Además, el intrón FAD2-1, reducido en longitud en 400 
nucleótidos contiguos desde el extremo 3' de la (SEC ID Nº: 1) y capaz de formar ARNbc, no reduce 
sustancialmente la expresión de FAD2.

Tabla 24. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON93764

Construcción Evento nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON93764 GM_A98489 2,1 2,2 28,1 60,5 6,5

PMON93764 GM_A98452 2,2 2,2 27,4 61,3 6,8

PMON93764 GM_A98451 2,3 2,5 26,2 60,7 7,8

PMON93764 GM_A98467 2,5 2,8 25,4 60,9 8,2

PMON93764 GM_A98455 1,8 2,3 24,4 63,5 7,8

PMON93764 GM_A98499 1,8 2,5 24,1 63,5 7,8

PMON93764 GM_A98453 2,5 2,6 23,7 63,2 7,5

PMON93764 GM_A98492 1,6 2,7 23,7 63,6 7,7

PMON93764 GM_A98456 1,8 2,4 23,4 64,2 8,0

PMON93764 GM_A98471 2,2 2,7 23,4 64,2 7,4

PMON93764 GM_A98500 2,5 2,3 22,9 64,1 7,9

PMON93764 GM_A98482 2,3 2,5 22,9 64,6 7,3

PMON93764 GM_A98485 2,5 2,7 22,8 63,8 8,0

PMON93764 GM_A98463 1,9 2,2 22,6 64,7 8,3

PMON93764 GM_A98469 3,4 2,5 22,1 63,3 8,5

PMON93764 GM_A98474 1,6 2,3 21,5 65,7 8,4

PMON93764 GM_A98483 2,0 2,5 21,4 65,4 8,5

PMON93764 GM_A98476 2,7 2,6 21,2 64,4 8,8

PMON93764 GM_A98498 2,5 2,5 21,1 64,8 8,9

PMON93764 GM_A98496 2,5 2,3 20,6 65,2 8,9

PMON93764 GM_A98468 1,9 2,7 19,3 66,0 9,7

10

Ejemplo 27

TaqMan es un ensayo que cuantifica los ácidos nucleicos mediante una amplificación selectiva y mediciones de 
fluorescencia a tiempo real (también se llama PCR a tiempo real). Este procedimiento se usa para determinar el 
grado de supresión de transcrito diana en semillas transgénicas en desarrollo. Para determinar los niveles absolutos 
de transcrito de ARNm diana en una muestra, se establece una curva patrón para cada experimento TaqMan. Para 15
este propósito, se amplifican diferentes cantidades de secuencia génica diana de soja clonada, diluida en 20 ng de 
ARN total de colza, en paralelo con las muestras de cantidades diana desconocidas. La precisión del número de 
copias de transcrito determinado de este modo tiene un margen de error del 25 %.

Para material de molde se extrae el ARN total usando una estación de preparación de ácido nucleico ABI 6100, y se 
usan 20 ng por muestra TaqMan. Las muestras se analizan en un instrumento de detección de secuencia ABI 700 20
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usando química de mezcla maestra de RT-PCR de una etapa ABI Prism. Los valores de recuento TaqMan (Ct) 
desde el final de la reacción de PCR TaqMan se representan frente a la cantidad conocida de secuencia diana 
sintética para calcular una regresión lineal de modo que la cantidad de ADN diana de FAD2-1 en una muestra 
desconocida pueda determinarse a partir de los valores Ct de TaqMan creados al final de cada reacción de PCR 
TaqMan.5

Las plantas se transformaron con pMON68540, pMON68546, o pMON80623, todas las cuales suprimen FAD2-1A 
(véase la Sección 3A y la Figura 7 para descripciones de las construcciones).

El ARN total se obtiene de plantas nulas y transformadas usando una estación de preparación de ácido nucleico ABI 
6100. Las plantas transformadas son homocigóticas en tercera generación y tienen niveles de ácido oleico mayores 
del 50 %. Los cebadores de FAD2-1A, los cebadores de FAD2-1B, o los cebadores de FAD2-2A se añaden en 10
muestras diferentes de TaqMan al ARN total de cada planta a ensayar. Las muestras se analizan en un instrumento 
de detección de secuencia ABI 700 usando química de mezcla maestra de RT-PCR de una etapa ABI Prism.

Todas las plantas transgénicas suprimen sustancialmente los niveles de transcripción de FAD2-1A y FAD2-1B. 
Ninguna de las plantas transgénicas reducía incluso parcialmente los niveles de FAD2-2A o FAD2-2B.

Las comparaciones de una planta a otra de los niveles de transcrito FAD2-1A en plantas nulas determinan la 15
variación natural entre plantas. Se ensaya el ARNm de FAD2-1A de semillas en desarrollo usando cebadores de 
PCR, que producen la secuencia sonda en múltiples plantas. Se cogen semillas al tamaño de 0,2 g de peso en 
fresco de cuatro diferentes plantas segregantes nulas R2, cada planta de una línea diferente. Se ensayan 
combinaciones de semillas R2 de la misma clase de tamaño y de cuatro segregantes nulos diferentes. Las 
reacciones de PCR se hacen por triplicado y los resultados se normalizan en comparación con la cantidad de ARN 20
18S en cada muestra. La variabilidad biológica de una planta a otra en transcritos FAD2-1A es baja. Tres de las 
cuatro muestras tienen un valor normalizado de recuento TaqMan (Ct) de aproximadamente 65 y una de las 
muestras tiene un valor normalizado Ct TaqMan de aproximadamente 50.

Ejemplo 28

Un fragmento de 200 nucleótidos contiguos de la secuencia del intrón 1 FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 1) se amplifica 25
mediante PCR para producir productos de PCR que incluyen los primeros 200 nucleótidos de la SEC ID Nº: 1, 
empezando en el extremo 5' de la SEC ID Nº: 1. Los productos de PCR se clonan directamente, en orientación con 
sentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación tml 3', mediante sitios 
de restricción diseñados por ingeniería en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El vector después se corta con 
una enzima de restricción y se liga en un vector que contiene el gen CP4 de EPSPS regulado por el promotor FMV y 30
una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. La construcción de expresión génica resultante se usa 
para transformación usando procedimientos descritos en el presente documento.

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con esta construcción 
usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil éster de 
ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja transformadas 35
con esta construcción, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla individual. Como las plantas 
R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen semillas con composición 
convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan y se promedian para 
cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de ácidos grasos saturados 
están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en comparación con las de semillas de soja no 40
transformada.

Ejemplo 29

Un fragmento de 180 nucleótidos contiguos de la secuencia del intrón 1 FAD2-1 de soja (SEC ID Nº: 1) se amplifica 
mediante PCR para producir productos de PCR que incluyen los primeros 180 nucleótidos de la SEC ID Nº: 1, 
empezando en el extremo 3' de la SEC ID Nº: 1. Los productos de PCR se clonan directamente, en orientación con 45
sentido, en un vector que contiene el promotor 7S' de soja y una secuencia de terminación tml 3', mediante sitios 
de restricción diseñados por ingeniería en los extremos 5' de los cebadores de PCR. El vector después se corta con 
una enzima de restricción y se liga en un vector que contiene el gen CP4 de EPSPS regulado por el promotor FMV y 
a secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante. La construcción de expresión génica resultante se usa 
para transformación usando procedimientos descritos en el presente documento.50

Se analizan las composiciones de ácidos grasos de semillas de líneas de soja transformadas con esta construcción 
usando cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4 para identificar compuestos de metil éster de 
ácido graso extraídos de semillas. En primer lugar, se recogen seis semillas R1 de plantas de soja transformadas 
con esta construcción, y se determina la composición de ácidos grasos de cada semilla individual. Como las plantas 
R1 de cada evento son segregantes para los transgenes y, por lo tanto, producen semillas con composición 55
convencional de soja, así como versiones modificadas. Las semillas positivas se combinan y se promedian para 
cada evento. Los promedios positivos combinados demuestran que las composiciones de ácidos grasos saturados 
están alteradas en el aceite de semillas de líneas de soja transgénica en comparación con las de semillas de soja no 
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transformada.

Ejemplo 30

pMON97562 contiene un promotor 7S' de soja unido de forma funcional a un intrón 1 FAD2-1A de soja (SEC ID Nº:
1), que está reducido en 100 nucleótidos contiguos desde el extremo 3' y ligado a una UTR 5' de FAD3-1A, seguida 
de una UTR 3' de FAD3-1A, ligado a una UTR 5' de FAD3-1B, seguida de una UTR 3' de FAD3-1B, seguida de una 5
UTR 5' de FATB-1a, seguida de una UTR 3' de FATB-1a, unido de forma funcional a 70 nucleótidos del intrón 4 
FAD3-1A, unido de forma funcional a una UTR 3' de FATB-1a en la orientación anti-sentido seguida de una UTR 5'
de FATB-1a en la orientación anti-sentido, ligado a una UTR 3' de FAD3-1B en orientación anti-sentido, seguido de 
una UTR 5' de FAD3-1B en orientación anti-sentido, ligado a una UTR 3' de FAD3-1A en orientación anti-sentido, 
seguida de una UTR 5' de FAD3-1A en orientación anti-sentido, seguida de un intrón 1 FAD2-1A de soja (SEC ID Nº:10
1), que está reducido en 100 nucleótidos contiguos desde el extremo 3' y en la orientación anti-sentido, unido de 
forma funcional a un segmento de poliadenilación H6 3' con un gen CP4 de EPSPS unido de forma funcional a un 
promotor EFMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante todo flanqueado por RB y LB en la 
misma molécula de ADN. La construcción de expresión génica resultante se usa para transformación de soja usando 
procedimientos descritos en el presente documento. Las composiciones de ácidos grasos se determinan a partir de 15
semillas de líneas de soja transformadas con esta construcción usando cromatografía de gases como se describe en 
el Ejemplo 4. La Tabla 25 da las composiciones de semillas representativas. El nivel de 18:3 está reducido hasta 
aproximadamente el 1 %.

Tabla 25. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON97562

Construcción Evento 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON97562 GM_A103478 2,82 3,17 82,88 9,18 1,15

PMON97562 GM_A103481 2,99 2,75 82,7 9,39 1,13

PMON97562 GM_A103476 3,13 3,11 81,35 10,25 1,12

20

Ejemplo 31

pMON97563 contiene un promotor 7S' de soja unido de forma funcional a un intrón 1 FAD2-1A de soja (SEC ID Nº:
1), que está reducido en 100 nucleótidos contiguos desde el extremo 3' y ligado a una UTR 5' de FAD3-1A, seguida 
de una UTR 3' de FAD3-1A, ligado a una UTR 5' de FAD3-1B, seguida de una UTR 3' de FAD3-1B, ligado a una 
UTR 5' de FAD3-1C, seguida de una UTR 3' de FAD3-1C, seguida de una región codificante de FATB-1a CTP, 25
seguida de una región codificante de FATB-2a CTP unida de forma funcional a 70 nucleótidos del intrón 4 FAD3-1A, 
unido de forma funcional a una región codificante FATB-2a CTP en la orientación anti-sentido seguida de una región 
codificante de FATB-1a CTP en la orientación anti-sentido, ligado a una UTR 3' de FAD3-1C en orientación anti-
sentido, seguida de una UTR 5' de FAD3-1C en orientación anti-sentido, ligado a una UTR 3' de FAD3-1B en 
orientación anti-sentido, seguida de una UTR 5' de FAD3-1B en orientación anti-sentido, ligado a una UTR 3' de 30
FAD3-1A en orientación anti-sentido, seguida de una UTR 5' de FAD3-1A en orientación anti-sentido, seguida de un 
intrón 1 FAD2-1A de soja (SEC ID Nº: 1), que está reducido en 100 nucleótidos contiguos desde el extremo 3' y en la 
orientación anti-sentido, unido de forma funcional a un segmento de poliadenilación H6 3' con un gen CP4 de 
EPSPS unido de forma funcional a un promotor EFMV y una secuencia de terminación 3' de Rubisco E9 de guisante 
todo flanqueado por RB y LB en la misma molécula de ADN. La construcción de expresión génica resultante se usa 35
para transformación de plantas usando procedimientos descritos en el presente documento. Las composiciones de 
ácidos grasos de determinan a partir de semillas de líneas de soja transformadas con esta construcción usando 
cromatografía de gases como se describe en el Ejemplo 4. La Tabla 26 da las composiciones de semillas 
representativas. El nivel de 18:3 está reducido hasta aproximadamente el 1 %.

Tabla 26. Composición de ácidos grasos de semillas individuales R1 de eventos pMON9756340

Construcción Evento 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON97563 GM_A109156 2,21 2,78 85,05 8,48 0,69

PMON97563 GM_A109196 2,07 2,31 84,4 9,42 0,97

PMON97563 GM_A109207 2,24 2,78 83,98 9,36 0,82

PMON97563 GM_A103543 2,21 2,63 83,94 10,28 0,95

PMON97563 GM_A103547 2,06 2,47 83,67 10,47 0,89
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PMON97563 GM_A109146 1,71 2,34 81,14 13,71 0,91

(continuación)

Construcción Evento nº 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

PMON97563 GM_A109155 2,33 2,7 80,76 12,28 1,11

PMON97563 GM_A109164 2,07 2,61 78,8 14,6 1

PMON97563 GM_A109170 2,68 1,95 78,78 14,14 1,55

PMON97563 GM_A109277 2,49 3,19 78,19 14,51 0,93

PMON97563 GM_A109194 2,46 2,81 76,62 16,26 0,92

PMON97563 GM_A109177 2,56 2,49 72,64 20,14 1,44

PMON97563 GM_A109201 2,46 2,9 72,21 20,13 1,11

PMON97563 GM_A103550 2,18 2,67 70,84 22,25 1,17

PMON97563 GM_A109203 2,18 2,81 69,93 22,91 0,98

Todas las composiciones y/o procedimientos descritos y reivindicados en el presente documento pueden hacerse y 
ejecutarse sin experimentación indebida a la luz de la presente divulgación.

Lo siguiente representa realizaciones adicionales de la presente invención:

1. Una semilla de soja que muestra una composición de ácidos grasos en el aceite de la semilla que comprende 5
un contenido de ácido oleico de aproximadamente el 42 % a aproximadamente el 85 % en peso de los ácidos 
grasos totales y un contenido de ácidos grasos saturados de menos del 8 % en peso de los ácidos grasos 
totales.

2. La semilla de soja de la realización 1, en la que dicha semilla comprende adicionalmente un genoma con una 
secuencia de ácido nucleico que suprime la expresión de FAD2-1 y FATB endógenos de soja, en la que dicha 10
secuencia de ácido nucleico comprende un fragmento del intrón FAD2-1 de soja que es entre aproximadamente 
20 y aproximadamente 420 nucleótidos de longitud y un fragmento de un gen FATB de soja que es entre 
aproximadamente 40 y aproximadamente 450 nucleótidos de longitud; y dicho genoma comprende 
adicionalmente una secuencia de ácido nucleico que aumenta la expresión de una de beta-cetoacil-ACP sintasa 
IV y delta-9 desaturasa o ambas.15

3. La semilla de soja de la realización 2, en la que dicho fragmento de intrón FAD2-1 de soja y dicho fragmento
de FATB de soja se transcriben cada uno en orientaciones con sentido y anti-sentido, produciendo un ARN que 
es al menos en parte bicatenario.

4. La semilla de soja de la realización 2, en la que dicha secuencia de ácido nucleico que suprime la expresión 
de FAD2-1 y FATB endógenos de soja se ensambla como una unidad de transcripción funcional después de su 20
inserción en un cromosoma vegetal.

5. La semilla de soja de la realización 1, en la que dicha semilla comprende adicionalmente un genoma con una 
secuencia de ácido nucleico que comprende un fragmento de un intrón FAD2-1 de soja que es entre 
aproximadamente 20 y aproximadamente 420 nucleótidos contiguos de longitud y un fragmento de un gen FATB 
de soja que es entre aproximadamente 40 y aproximadamente 450 nucleótidos contiguos de longitud.25

6. La semilla de soja de la realización 5, en la que dicho fragmento de intrón FAD2-1 de soja y dicho fragmento
de FATB de soja se transcriben cada uno en orientaciones con sentido y anti-sentido, produciendo un ARN que 
es al menos en parte bicatenario.

7. La semilla de soja de la realización 5, en la que dicha secuencia de ácido nucleico se ensambla como una 
unidad de transcripción funcional después de su inserción en un cromosoma vegetal.30
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<211> 42040
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<213> Glycine max

<220>
<223> intrón 1 de FAD2-1A45
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<210> 2
<211> 405
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<212> ADN
<213> Glycine max

<220>
<223> intrón 1 de FAD2-1B5

<400> 2

10
<210> 3
<211> 1704
<212> ADN
<213> Glycine max

15
<220>
<223> promotor de FAD2-1B

<400> 3
20
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<210> 4
<211> 4497
<212> ADN5
<213> Glycine max

<220>
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<223> clon genómico de FAD2-1A

<400> 4

5
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<210> 5
<211> 206
<212> ADN5
<213> Glycine max

<220>
<223> UTR 3’ de FAD2-1A

10
<400> 5

<210> 615
<211> 125
<212> ADN
<213> Glycine max

<220>20
<223> UTR 5’ de FAD2-1A

<400> 6

25

<210> 7
<211> 191
<212> ADN
<213> Glycine max30

<220>
<223> intrón 1 de FAD3-1A

<400> 735

<210> 8
<211> 34640
<212> ADN
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<213> Glycine max

<220>
<223> intrón 2 de FAD3-1A

5
<400> 8

<210> 910
<211> 142
<212> ADN
<213> Glycine max

<220>15
<223> intrón 3 A de FAD3-1A

<400> 9

20

<210> 10
<211> 1228
<212> ADN
<213> Glycine max25

<220>
<223> intrón 4 de FAD3-1A

<400> 1030

ES 2 532 351 T3

 



87

<210> 11
<211> 625
<212> ADN5
<213> Glycine max

<220>
<223> intrón 5 de FAD3-1A

10
<400> 11
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<210> 12
<210> 12
<211> 985
<212> ADN

<220>

<211> 9810
<212> ADN
<213> Glycine max

<220>
<223> intrón 3B de FAD3-1A15

<400> 12

20
<210> 13
<211> 115
<212> ADN
<213> Glycine max

25
<220>
<223> intrón 3C de FAD3-1A

<400> 13
30

<210> 14
<211> 1037
<212> ADN35
<213> Glycine max

<220>
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<223> intrón 4 de Fad3-1C

<400> 14

5

<210> 15
<211> 4010
<212> ADN
<213> Glycine max10

<220>
<223> clon genómico de FAD3-1A parcial

<400> 1515
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<210> 16
<211> 184
<212> ADN5
<213> Glycine max

<220>
<223> UTR 3’ de FAD3-1A

10
<400> 16

<210> 1715
<211> 143
<212> ADN
<213> Glycine max

<220>20
<223> UTR 5’ de FAD3-1A

<400> 17
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<210> 18
<211> 2683
<212> ADN5
<213> Glycine max

<220>
<223> clon genómico de FAD3-1B parcial

10
<400> 18
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<210> 19
<211> 160
<212> ADN5
<213> Glycine max

<220>
<223> intrón 1 de FAD3-1B

10
<400> 19

<210> 2015
<211> 119
<212> ADN
<213> Glycine max

<220>20
<223> intrón 2 de FAD3-1B
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<400> 20

<210> 215
<211> 166
<212> ADN
<213> Glycine max

<220>10
<223> intrón 3a de FAD3-1B

<400> 21

15

<210> 22
<211> 156
<212> ADN
<213> Glycine max20

<220>
<223> intrón 3b de FAD3-1B

<400> 2225

<210> 23
<211> 14830
<212> ADN
<213> Glycine max

<220>
<223> intrón 3c de FAD3-1B35

<400> 23

40
<210> 24
<211> 351
<212> ADN
<213> Glycine max

45
<220>
<223> intrón 4 de FAD3-1B
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<400> 24

5
<210> 25
<211> 277
<212> ADN
<213> Glycine max

10
<220>
<223> intrón 5 de FAD3-1B

<400> 25
15

<210> 26
<211> 158
<212> ADN20
<213> Glycine max

<220>
<223> UTR 3’ de FAD3-1B

25
<400> 26

<210> 2730
<211> 83
<212> ADN
<213> Glycine max

<220>35
<223> UTR 5’ de FAD3-1B

<400> 27
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<210> 28
<211> 4083
<212> ADN5
<213> Glycine max

<220>
<223> clon genómico de FATB-1

10
<400> 28
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<210> 29
<211> 109
<212> ADN5
<213> Glycine max

<220>
<223> intrón I de FATB-1

10
<400> 29

<210> 3015
<211> 836
<212> ADN
<213> Glycine max

<220>20
<223> intrón II de FATB-1

<400> 30
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<210> 31
<211> 169
<212> ADN5
<213> Glycine max

<220>
<223> intrón III de FATB-1

10
<400> 31

<210> 3215
<211> 525
<212> ADN
<213> Glycine max

<220>20
<223> intrón IV de FATB-1

<400> 32
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<210> 33
<211> 389
<212> ADN5
<213> Glycine max

<220>
<223> intrón V de FATB-1

10
<400> 33

<210> 3415
<211> 106
<212> ADN
<213> Glycine max

<220>20
<223> intrón VI de FATB-1

<400> 34

25

<210> 35
<211> 82
<212> ADN
<213> Glycine max30

<220>
<223> intrón VII de FATB-1
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<400> 35

5
<210> 36
<211> 208
<212> ADN
<213> Glycine max

10
<220>
<223> UTR 3’ de FATB-1

<400> 36
15

<210> 37
<211> 229
<212> ADN20
<213> Glycine max

<220>
<223> UTR 5’ de FATB-1

25
<400> 37

<210> 3830
<211> 1398
<212> ADN
<213> Cuphea pulcherrima

<220>35
<223> gen KAS I

<400> 38
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<210> 39
<211> 1218
<212> ADN5
<213> Cuphea pulcherrima

<400> 39
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<210> 40
<211> 1191
<212> ADN5
<213> Ricinus communis

<220>
<223> delta-9 desaturasa

10
<400> 40

ES 2 532 351 T3

 



107

<210> 41
<211> 1194
<212> ADN5
<213> Simmondsia chinensis

<220>
<223> delta-9 desaturasa

10
<400> 41
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<210> 42
<211> 2077
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Contig de ADNc de FATB-2

10
<400> 42
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<210> 43
<211> 4634
<212> ADN5
<213> Glycine max

<400> 43

10
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<210> 44
<211> 1215
<212> ADN5
<213> Glycine max

<400> 44
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<210> 45
<211> 338
<212> ADN5
<213> Glycine max

<400> 45

10

<210> 46
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<211> 641
<212> ADN
<213> Glycine max

<400> 465

<210> 47
<211> 36710
<212> ADN
<213> Glycine max

<400> 47
15

<210> 48
<211> 18
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

25
<400> 48
ctgtttccac tttccagg 18

<210> 49
<211> 1730
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

5
<400> 49
cttctcgttt gttgagc 17

<210> 50
<211> 1610
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR15

<400> 50
cagctgcaac ttcatc 16

<210> 5120
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Cebador de PCR

<400> 51
cttccccatt aggtcc 16

30
<210> 52
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

35
<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 52
cacttaatca tgttaaga 1840

<210> 53
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial45

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 5350
gtcgtgattg gcttgtg 17

<210> 54
<211> 17
<212> ADN55
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

60
<400> 54
ctctgctcca gttgtgc 17

<210> 55
<211> 1865
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

5
<400> 55
gcgagggtga agtaacag 18

<210> 56
<211> 1810
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR15

<400> 56
gcacaaacct tgtttctg 18

<210> 5720
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Cebador de PCR

<400> 57
caagaagccc agcagtc 17

30
<210> 58
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

35
<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 58
gatttcacca gatttcg 1740

<210> 59
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial45

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 5950
gtgcgaatga aattagc 17

<210> 60
<211> 17
<212> ADN55
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

60
<400> 60
ctttctgctg gaactgg 17

<210> 61
<211> 9765
<212> ADN
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<213> Glycine max

<400> 61

5

<210> 62
<211> 159
<212> ADN
<213> Glycine max10

<400> 62

15
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REIVINDICACIONES

1. Una semilla de soja que muestra una composición de ácidos grasos de aceite de la semilla que comprende un 
contenido de ácido oleico del 42 % al 85 % en peso de los ácidos grasos totales y un contenido de ácidos grasos 
saturados del 1,5 % al 8 % en peso de los ácidos grasos totales, en la que dicha semilla comprende adicionalmente 
un genoma con una secuencia de ácido nucleico que comprende un fragmento de un intrón FAD2-1 de soja que es 5
entre aproximadamente 20 y aproximadamente 420 nucleótidos contiguos de longitud y un fragmento de un gen 
FATB de soja que es entre aproximadamente 40 y aproximadamente 450 nucleótidos contiguos de longitud.

2. Una semilla de soja de acuerdo con la reivindicación 1, que muestra una composición de aceite que comprende 
de aproximadamente un 50 % a aproximadamente un 80 % en peso de ácido oleico, aproximadamente un 8 % a 
aproximadamente un 1,5 % en peso de ácidos grasos saturados, aproximadamente un 2 % a aproximadamente un 10
45 % en peso de ácido linoleico, aproximadamente un 4 % a aproximadamente un 14 % en peso de ácido linolénico, 
en la que una cantidad combinada del ácido oleico y el ácido linolénico es de aproximadamente el 65 % a 
aproximadamente el 90 % en peso de la composición total de aceite, y la semilla comprende una molécula de ácido 
nucleico recombinante que comprende una secuencia de ADN que comprende un fragmento del intrón FAD2-1 que 
es entre aproximadamente 50 y aproximadamente 400 nucleótidos contiguos de longitud, una región codificante de 15
péptido de tránsito en cloroplastos FATB, y 42 nucleótidos contiguos de una UTR 5' de FATB.

3. Un procedimiento de producción de una composición de aceite que comprende producir semillas de soja de 
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 y procesar la semilla para producir el aceite.
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