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DESCRIPCION
Expresion de desaturasas de acido graso en maiz

Antecedentes de la invencion

1. Campo de la invencion

La invencién se refiere en lineas generales a la expresion de enzimas desaturasa que modulan la cantidad y
localizacion de dobles enlaces en acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA) en maiz y
composiciones derivadas del mismo.

2. Descripcion de la técnica relacionada

Los productos principales de la biosintesis de acidos grasos en la mayoria de los organismos son compuestos de 16
y 18 carbonos. La proporcion relativa de longitudes de cadena y grado de insaturacion de estos acidos grasos varia
ampliamente entre las especies. Los mamiferos, por ejemplo, producen principalmente acidos grasos saturados y
monoinsaturados, mientras que la mayoria de las plantas superiores producen acidos grasos con uno, dos, o tres
dobles enlaces, comprendiendo los dos Ultimos acidos grasos poliinsaturados (PUFA).

Las dos familias principales de PUFA son los acidos grasos omega-3 (también representados como acidos grasos
"n-3"), ejemplificados por acido eicosapentaenoico (EPA, 20:4, n-3), y los acidos grasos omega-6 (también
representados como acidos grasos "n-6"), ejemplificados por acido araquidonico (ARA, 20:4, n-6). Los PUFA son
componentes importantes de la membrana plasmatica de la célula y el tejido adiposo, donde pueden encontrarse en
forma tales como fosfolipidos y como triacilglicéridos, respectivamente. Los PUFA son necesarios para el desarrollo
apropiado en mamiferos, particularmente en el desarrollo del cerebro infantil, y para la formacion y reparacion de
tejidos.

Varios trastornos responden al tratamiento con acidos grasos. La suplementacion con PUFA ha demostrado reducir
la tasa de reestenosis después de angioplastia. Los beneficios para la salud de ciertos acidos grasos omega-3 en la
dieta para enfermedad cardiovascular y artritis reumatoide también estan bien documentados (Simopoulos, 1997;
James y col., 2000). Adicionalmente, los PUFA se han sugerido para su uso en tratamientos para asma y psoriasis.
Las evidencias indican que los PUFA pueden estar implicados en el metabolismo del calcio, lo que sugiere que los
PUFA pueden ser Utiles en el tratamiento o prevencion de osteoporosis y de calculos renales o del tracto urinario. La
mayoria de las evidencias de los beneficios para la salud se aplica a las grasas omega-3 de cadena larga, EPA y
acido docosahexaenoico (DHA, 22:6), que estan en el pescado y el aceite de pescado. Con esta base de evidencias,
las autoridades sanitarias y los nutricionistas en Canada (Scientific Review Committee, 1990, Nutrition
Recommendations, Minister of National Health and Welfare, Canada, Ottawa), Europa (de Deckerer y col., 1998), el
Reino Unido (The British Nutrition Foundation, 1992, Unsaturated fatty-acids - nutritional and physiological
significance: The report of the British Nutrition Foundation's Task Force, Chapman and Hall, Londres), y los Estados
Unidos (Simopoulos y col., 1999) han recomendado un consumo aumentado en la dieta de estos PUFA.

Los PUFA también pueden usarse para tratar la diabetes (patente de Estados Unidos N° 4.826.877; Horrobin y col.,
1993). Se ha demostrado un metabolismo y una composicion alterados de los acidos grasos en animales diabéticos.
Se ha sugerido que estas alteraciones estan implicadas en algunas de las complicaciones a largo plazo resultantes
de la diabetes, incluyendo retinopatia, neuropatia, nefropatia y dafio al sistema reproductor. El aceite de onagra, que
contiene acido y-linolénico (GLA, 18:3, A6, 9, 12), ha demostrado prevenir y revertir el dafio nervioso diabético.

Los PUFA, tales como acido linoleico (LA, 18:2, A9, 12) y acido a-linolénico (ALA, 18:3, A9, 12, 15), se consideran
como acidos grasos esenciales en la dieta porque los mamiferos carecen de la capacidad de sintetizar estos acidos.
Sin embargo, cuando se ingieren, los mamiferos tienen la capacidad de metabolizar LA y ALA para formar las
familias n-6 y n-3 de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA). Estos LC-PUFA son importantes
componentes celulares que confieren fluidez a las membranas y funcionan como precursores de eicosanoides
bioldgicamente activos tales como prostaglandinas, prostaciclinas, y leucotrienos, que regulan las funciones
fisiolégicas normales. El acido araquidénico es el precursor principal para la sintesis de eicosanoides, que incluyen
leucotrienos, prostaglandinas, y tromboxanos, y que también desempefian un papel en el proceso de inflamacion. La
administracion de un acido graso omega-3, tal como SDA, ha demostrado inhibir la biosintesis de leucotrienos
(patente de Estados Unidos N° 5.158.975). El consumo de SDA ha demostrado conducir a una disminucién en los
niveles sanguineos de citoquinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-1p (publicacion de Estados Unidos N° 20040039058).

En mamiferos, la formacion de LC-PUFA esta limitada en velocidad por la etapa de A6 desaturacién, que convierte
LA en acido y-linolénico (GLA, 18:3, A6, 9, 12) y ALA en SDA (18:4, A6, 9, 12, 15). Muchas afecciones fisioldgicas y
patolégicas han demostrado reducir esta etapa metabdlica incluso mas, y por consiguiente, la produccion de LC-
PUFA. Para superar la etapa limitante de la velocidad y aumentar los niveles tisulares de EPA, podria consumirse
grandes cantidades de ALA. Sin embargo, el consumo de cantidades solo moderadas de SDA proporciona una
fuente eficaz de EPA, ya que SDA es aproximadamente cuatro veces mas eficaz que ALA en elevar los niveles
tisulares de EPA en seres humanos (publicacion de Estados Unidos N° 20040039058). En algunos estudios, la
administracion de SDA también fue capaz de aumentar los niveles tisulares de acido docosapentaenoico (DPA), que
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es un producto de elongacion de EPA. Como alternativa, evitando la A-6 desaturacion mediante suplementacion en
la dieta con EPA o DHA puede aliviarse de forma eficaz muchas enfermedades patolégicas asociadas con bajos
niveles de PUFA. Sin embargo, como se expone en mas detalle a continuacion, las fuentes actualmente disponibles
de PUFA no son deseables por multiples razones. La necesidad de una fuente fiable y econémica de PUFA ha
estimulado un interés en fuentes alternativas de PUFA.

Los principales PUFA de cadena larga de importancia DHA y EPA, que se encuentran principalmente en diferentes
tipos de aceite de pescado, y ARA, encontrado en hongos filamentosos tales como Mortierella. Para DHA, existen
varias fuentes para produccién comercial incluyendo una diversidad de organismos marinos, aceites obtenidos de
pescado marino de agua fria y fracciones de yema de huevo. Las fuentes comerciales de SDA incluyen los géneros
de plantas Trichodesma, Borago (borraja) y Echium. Sin embargo, existen varias desventajas asociadas con la
produccion comercial de PUFA a partir de fuentes naturales. Las fuentes naturales de PUFA, tales como animales y
plantas, tienden a tener composiciones de aceite altamente heterogéneas. Los aceites obtenidos de estas fuentes
por lo tanto pueden requerir purificacién excesiva para separar uno o mas PUFA deseados o para producir un aceite
que esté enriquecido en uno o mas PUFA.

Las fuentes naturales de PUFA también estan sometidas a incontrolables fluctuaciones de disponibilidad. Las
reservas de peces pueden experimentar variacion natural o pueden agotarse por sobrepesca. Ademas, incluso con
evidencias abrumadoras de sus beneficios terapéuticos, las recomendaciones dietéticas respecto a los acidos
grasos omega-3 no se han tenido en cuenta. Los aceites de pescado tienen sabor y olor desagradables, que pueden
ser imposibles de separar econémicamente del producto deseado, y pueden volver a dichos productos inaceptables
como suplementos alimenticios. Los aceites animales, y particularmente los aceites de pescado, pueden acumular
contaminantes ambientales. Los alimentos pueden enriquecerse con aceites de pescado, pero de nuevo, dicho
enriquecimiento es problematico a causa del coste y la disminucion de reservas de pescado en todo el mundo. Este
problema también es un impedimento para el consumo e ingesta de pescado completo. No obstante, si los mensajes
de salud de aumentar la ingesta de pescado se aceptaran por las comunidades, probablemente habria un problema
en cumplir la demanda de pescado. Ademas, existen problemas con la sostenibilidad de esta industria, que depende
principalmente de las reservas de pescado salvaje para la alimentacién acuicola (Naylor y col., 2000).

Otras limitaciones naturales favorecen un nuevo enfoque para la produccion de acidos grasos omega-3. Las
condiciones climaticas y las enfermedades pueden causar fluctuacion en las producciones tanto de fuentes de
pescado como vegetales. Tierra de cultivo disponible para la produccion de cultivos oleaginosos alternativos esta
sometida a competicién por la expansion estacionaria de poblaciones humanas y la necesidad aumentada asociada
de produccion de alimentos en el resto de la tierra cultivable. Los cultivos que producen PUFA, tales como borraja,
no se han adaptado al crecimiento comercial y no pueden funcionar bien en monocultivo. El crecimiento de dichos
cultivos por tanto no es econdmicamente competitivo cuando pueden cultivarse cultivos mas rentables y mejor
establecidos. La fermentacion a gran escala de organismos tales como Mortierella también es cara. Los tejidos
animales naturales contienen bajas cantidades de ARA y son dificiles de procesar. Los microorganismos tales como
Porphyridium y Mortierella son dificiles de cultivar a escala comercial.

Varias enzimas estan implicadas en la biosintesis de PUFA. LA (18:2, A9, 12) se produce a partir de acido oleico
(OA, 18:1, A9) por una A12 desaturasa mientras que ALA (18:3, A9, 12, 15) se produce a partir de LA por una A15
desaturasa. SDA (18:4, A6, 9, 12, 15) y GLA (18:3, A6, 9, 12) se producen a partir de LA y ALA por una A6
desaturasa. Sin embargo, como se ha indicado anteriormente, los mamiferos no pueden desaturar mas alla de la
posicion A9 y por lo tanto no pueden convertir acido oleico en LA. Asimismo, ALA no puede sintetizarse por
mamiferos. Otros eucariotas, incluyendo hongos y plantas, tienen enzimas que desaturan en las posiciones de
carbono 12 y carbono 15. Los principales acidos grasos poliinsaturados de animales por lo tanto se obtienen en la
dieta mediante la desaturacion y elongacion posteriores de LA y ALA de la dieta.

Se han descrito diversos genes que codifican desaturasas. Por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 5.952.544
describe fragmentos de acido nucleico aislados y clonados de Brassica napus que codifican enzimas acido graso
desaturasa. La expresion de los fragmentos de acido nucleico de la patente 5.952.544 provoco la acumulacion de
ALA. Sin embargo, en plantas transgénicas que expresan la A15 desaturasa de B. napus, permanece sustancial LA
sin convertir por la desaturasa. Se ha demostrado que ciertas A15 desaturasas fungicas son capaces de convertir LA
en ALA cuando se expresan en plantas. En particular, las A15 desaturasas fungicas de Neurospora crassa y
Aspergillus (Emericella) nidulans han sido eficaces (documento WO 03/099216). Niveles aumentados de ALA
permiten que una A6 desaturasa, cuando se co-expresa con un acido nucleico que codifica una A15 desaturasa,
actie sobre el ALA, produciendo de ese modo niveles superiores de SDA. A causa de la multitud de usos
beneficiosos para SDA, existe la necesidad de crear un aumento sustancial en la produccién de SDA.

Se han buscado acidos nucleicos de diversas fuentes para su uso en el aumento de la produccion de SDA. Se han
aislado genes que codifican A6 desaturasa del hongo Mortierella alpina (patente de Estados Unidos N° 6.075.183) y
la planta Primula (documento WO 05/021761). Estas han demostrado ser capaces de convertir ALA en SDA en
levaduras y plantas.

Por lo tanto, seria ventajoso obtener material genético implicado en la biosintesis de PUFA y expresar el material
aislado en un sistema vegetal, en particular, un sistema vegetal de cultivo terrestre en tierra firme, que pueda
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manipularse para proporcionar produccion de cantidades comerciales de uno o mas PUFA. También existe la
necesidad de aumentar la ingesta de grasas omega-3 en seres humanos y animales. Por tanto existe una necesidad
de proporcionar un amplio intervalo de alimentos enriquecidos con omega-3 y suplementos alimenticios de modo
que los sujetos puedan elegir piensos, ingredientes de piensos, alimentos e ingredientes alimenticios que se
adecuen a sus habitos dietéticos habituales. Seria particularmente ventajoso aceites de semilla y harinas con SDA
aumentado.

Actualmente, existe solamente un acido graso omega-3, ALA, disponible en aceites vegetales. Sin embargo, existe
una mala conversion del ALA ingerido en los acidos grasos omega-3 de cadena mas larga tales como EPA y DHA.
Se ha demostrado en la publicacion en tramite junto con la presente de Estados Unidos N° 20040039058 para
"Tratamiento y Prevencion de Trastornos Inflamatorios”, que elevar la ingesta promedio de ALA en la sociedad de
1/gr por dia a 14 gr/dia mediante el uso de aceite de linaza solamente aumentaba moderadamente los niveles de
EPA en fosfolipidos plasmaticos. Un aumento de 14 veces la ingesta de ALA provocd un aumento de 2 veces de
EPA en fosfolipidos plasmaticos (Manzioris y col., 1994). Por tanto, a este fin, existe la necesidad de produccion
eficaz y comercialmente viable de PUFA usando acido graso desaturasas, genes que codifiquen las mismas, y
procedimientos recombinantes para producirlas. También existe una necesidad de aceites que contengan
proporciones relativamente superiores de PUFA especificos, y composiciones y suplementos de alimentos y de
piensos que las contengan. También existe la necesidad de procedimientos econémicamente fiables para producir
PUFA especificos.

A pesar de las ineficacias y bajos rendimientos como se ha descrito anteriormente, la produccion de acidos grasos
omega-3 mediante la cadena alimentaria terrestre es un negocio beneficioso para la salud publica y, en particular, la
produccion de SDA. SDA es importante porque, como se describe anteriormente, existe una baja conversion de ALA
en EPA. Esto es porque la enzima inicial en la conversion, A6 desaturasa, tiene baja actividad en seres humanos y
es limitante de la velocidad. Las evidencias de que la A6 desaturasa es limitante de la velocidad se proporcionan por
estudios que demuestran que la conversion de su sustrato, ALA, es menos eficaz que la conversién de su producto,
SDA en EPA en ratones y ratas (Yamazaki y col., 1992; Huang, 1991).

Ciertos aceites de semilla, tales como maiz, carecen completamente de SDA u otros importantes acidos grasos
omega-3 y por tanto existe una gran necesidad de la técnica de plantas que comprendan aceite de semilla con
perfiles mejorados de PUFA. Dichos aceites pueden utilizarse para producir alimentos y suplementos alimenticios
enriquecidos en acidos grasos omega-3 y el consumo de dichos alimentos aumenta de forma eficaz los niveles
tisulares de EPA. Los alimentos y productos alimenticios, tales como leche, margarina y embutidos, todos fabricados
o preparados con aceites enriquecidos en omega-3, provocaran beneficios en la salud. Los piensos para animales
que contienen el aceite extraido o harinas o semillas sin procesar enriquecidas en acidos grasos omega-3 también
pueden usarse para aumentar de forma eficaz los niveles tisulares de EPA y proporcionar beneficios para la salud
para el ganado asi como para la productividad. Por tanto, existe una fuerte necesidad de nuevas plantas para la
expresion de desaturasas para la creacion de aceites enriquecidos en PUFA.

Sumario de la invencién

En un primer aspecto, la invencién proporciona una planta de maiz transgénica o semilla de maiz transgénica que
comprende una construccidon recombinante que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica una A15
desaturasa de Neurospora crassa mutagenizada para aumentar la expresion en una monocotiledénea tal como maiz
y una secuencia polinucleotidica que codifica una A6 desaturasa de Primula julia modificada para la expresion en
plantas monocotiledéneas, comprendiendo dicha planta de maiz y semilla de maiz un aceite de semilla de maiz
endogeno que tiene un contenido de acido estearidonico (18:4 n-3) del 25 al 33%.

En un segundo aspecto, la invencion proporciona un aceite de semilla de maiz endégeno que se puede obtener de
una semilla de maiz del primer aspecto de la invencién y que tiene un contenido de acido estearidénico del 25 al
33%. En ciertas realizaciones de la invencion, el aceite de semilla de maiz comprende del 25% al 30% y del 25% al
32% de acido estearidonico. Un aceite de semilla de maiz enddgeno proporcionado por la invencion puede
comprender adicionalmente acido gamma-linolénico. En ciertas realizaciones de la invencion, el contenido de acido
gamma-linolénico del aceite puede ser del 0,01% al 7,5% y del 0,01% al 5%, incluyendo menos del 5% y menos del
3% y especificamente incluyendo todos los valores intermedios. También se desvela que el contenido de acido a-
linolénico puede ser menor del 5, 10, 15 6 20%.

En realizaciones adicionales de la invencion, un aceite de semilla de maiz de la invenciéon puede comprender una
proporcion de acido estearidénico a acido gamma-linolénico de 1:1 a 10:1, de 2:1 a 10:1, de 3:1 a 5:1 o al menos
3:1. Un aceite de semilla de maiz proporcionado por la invencién puede comprender adicionalmente una proporcién
de acidos grasos omega-3 a omega-6 del 0,5%:1 a 10:1, de 5:1 a 10:1, y al menos 5:1.

También se desvela un procedimiento para producir aceite de semilla de maiz que contenga un perfil modificado de
PUFA que comprende las etapas de (a) obtener semillas de una planta de acuerdo con la invencion; y (b) extraer el
aceite de dichas semillas. Los procedimientos preferidos para transformar dichas células vegetales en ciertas
realizaciones de la invencion incluyen el uso de plasmidos Ti y Ri de Agrobacterium, electroporacion, y bombardeo
balistico de alta velocidad.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 541537713

También se desvela un procedimiento para producir una planta de maiz que comprenda aceite de semilla que
contenga niveles alterados de acidos grasos omega-3 que comprende introducir un vector recombinante de la
invencion en una planta productora de aceite. En el procedimiento, la introduccién del vector recombinante puede
comprender transformacion genética. En una realizacion, la transformacion comprende las etapas de: (a)
transformar una célula vegetal con una construccién recombinante definida anteriormente en el presente documento;
y (b) regenerar la planta a partir de la célula vegetal, donde la planta tiene niveles alterados de acidos grasos
omega-3 respecto a una planta correspondiente del mismo genotipo que no se transformé con el vector. La planta
puede definirse adicionalmente como transformada con una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido
que tiene actividad desaturasa que desatura una molécula de acido graso en el carbono 12 y/o 15. La planta puede
comprender SDA y GLA aumentados. El procedimiento puede comprender adicionalmente introducir el vector
recombinante en una pluralidad de plantas de maiz y seleccionar las plantas o descendencia de las mismas que
tengan heredado el vector recombinante para una planta que tenga un perfil deseado de acidos grasos omega-3.

En otro aspecto adicional mas, la invencién proporciona un procedimiento para aumentar el valor nutritivo de un
producto comestible para consumo humano o animal, que comprende afiadir un aceite de semilla de maiz
proporcionado por la invencién al producto comestible. En ciertas realizaciones, el producto es un alimento humano
y/o animal. El producto comestible también puede ser pienso animal y/o un suplemento alimenticio. En el
procedimiento, el aceite puede aumentar el contenido de SDA del producto comestible y/o puede aumentar la
proporcién de acidos grasos omega-3 a omega-6 del producto comestible. El producto comestible puede carecer de
SDA antes de afadir el aceite.

En otro aspecto adicional mas, la invenciéon proporciona un procedimiento para fabricar alimentos o piensos, que
comprende afadir un aceite de semilla de maiz proporcionado por la invencién a los ingredientes de partida del
alimento o pienso para producir el alimento o pienso. En ciertas realizaciones, el procedimiento se define
adicionalmente como un procedimiento para fabricar alimento y/o piensos. La invencion también proporciona
alimentos o piensos fabricados por el procedimiento.

En otro aspecto adicional mas, la invenciéon comprende un procedimiento para proporcionar SDA a un ser humano o
animal, que comprende administrar un aceite de semilla de la invenciéon a dicho ser humano o animal. En el
procedimiento, el aceite de semilla puede administrarse en una composicién comestible, incluyendo alimento o
pienso. Ejemplos de alimentos incluyen bebidas, alimentos de infusion, salsas, condimentos, alifios de ensalada,
zumos de frutas, jarabes, postres, glaseados y rellenos, productos congelados blandos, productos de confiteria o
productos alimentarios intermedios. La composicién comestible puede ser sustancialmente un liquido o un sdlido. La
composicion comestible también puede ser un suplemento alimenticio y/o nutracéutico. En el procedimiento, el
aceite de semilla puede administrarse a un ser humano y/o un animal. Ejemplos de animales a los que puede
administrarse el aceite incluyen ganado o aves de corral.

En otro aspecto mas, un aceite de semilla de maiz de la invencion se obtiene de una planta transformada con acidos
nucleicos aislados que codifican un polipéptido capaz de desaturar una molécula de acido graso en el carbono 6
(A6-desaturasa). Se usa una secuencia polinucleotidica aislada de una especie de Primula que tiene actividad
desaturasa Unica. Los polinucledtidos aislados se aislan de Primula juliae. En ciertas realizaciones adicionales de la
invencion, los polinucledtidos codifican un polipéptido que tiene al menos un 90% de homologia con la secuencia
polipeptidica de la SEC ID N° 3 y/o SEC ID N° 4, incluyendo al menos el 92%, 95%, 98% y 99% de homologia con
estas secuencias. Dichas secuencias pueden tener especificidad de sustrato por acido a-linolénico respecto a acido
linoleico. En ciertas realizaciones, existe una especificidad de sustrato de al menos 2:1 por acido a-linolénico
respecto a acido linoleico, incluyendo de 2:1 a 2,9:1.

La planta de maiz puede transformarse con un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido que tiene actividad
desaturasa que desatura una molécula de acido graso en el carbono 6, que comprende una secuencia seleccionada
entre (a) un polinucledtido que codifica el polipéptido de la SEC ID N° 3 o SEC ID N° 4; (b) un polinucledtido que
comprende la secuencia de acido nucleico de la SEC ID N° 1 o SEC ID N° 2; y (c) un polinucleétido que hibrida con
la SEC ID N° 1 0 SEC ID N° 2, o un complemento de las mismas, en condiciones de SSC 5X, formamida al 50% y
42°C.

Se desvela adicionalmente un polinucledtido aislado seleccionado entre (a) un polinucleétido que comprende la
secuencia de acido nucleico de la SEC ID N° 8; (b) un polinucleétido que hibrida con la SEC ID N° 8 en condiciones
de SSC 5X, formamida al 50% y 42°C, donde el polinucleétido codifica un polipéptido que tiene actividad desaturasa
que desatura una molécula de acido graso en el carbono 6; y (c) un polinucleétido que tiene al menos un 90% de
identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico de la SEC ID N° 8, donde el polinucleétido codifica un
polipéptido que tiene actividad desaturasa que desatura una molécula de acido graso en el carbono 6; y (d) un
complemento de la secuencia de (a), (b), o (c). En una realizacion, dicho polinucleétido puede comprender la
secuencia de acido nucleico de la SEC ID N° 9. Se desvelan adicionalmente construcciones recombinantes y plantas
transgénicas que comprenden dicho polinucleétidos, asi como el aceite de semilla producido por las plantas.

Se desvela adicionalmente una planta de maiz transformada con una construccién recombinante (vector) que
comprende un polinucleétido aislado descrito anteriormente en el presente documento. La expresion "vector
recombinante" como se usa en el presente documento, incluye cualquier segmento recombinante de ADN que se
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desee introducir en una célula, tejido y/u organismo huésped, y especificamente incluye casetes de expresion
aislados de un polinucleétido de partida. Un vector recombinante puede ser lineal o circular. En diversos aspectos,
un vector recombinante puede comprender al menos una secuencia adicional elegida entre el grupo que consiste en;
secuencias reguladoras acopladas de forma funcional al polinucleétido; marcadores de seleccién acoplados de
forma funcional al polinucleétido; secuencias marcadoras acopladas de forma funcional al polinucleétido; un resto de
purificacion acoplado de forma funcional al polinucleétido; y una secuencia de direccion acoplada de forma funcional
al polinucledtido.

Se desvelan ademas células de maiz transformadas con los polinucleétidos descritos en el presente documento.
Ademas se desvelan células transformadas con vectores recombinantes que contienen promotores constitutivos y
especificos de tejido ademas de los polinucledtidos. Dichas células pueden definirse adicionalmente como
transformadas con una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad desaturasa que
desatura una molécula de acido graso en el carbono 12 y/o 15.

Breve descripcion de las figuras

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertos aspectos de la presente invencion. La invencion puede entenderse mejor por referencia a uno o mas de estos
dibujos en combinacion con la descripcion detallada de realizaciones especificas presentadas en el presente
documento. La invencion puede entenderse mas completamente a partir de la siguiente descripcion de las figuras:

La FIG. 1 muestra un mapa del vector pMON82812.
La FIG. 2 muestra un mapa del vector pMON78175.
La FIG. 3 muestra un mapa del vector pMON78171.

Descripcion detallada de la invenciéon

La invencion supera las limitaciones de la técnica previa proporcionando procedimientos y composiciones para la
creacion de plantas con contenido mejorado de PUFA y los aceites de semilla producidos por las mismas. En una
realizacion de la invencion, los solicitantes ha proporcionado plantas transgénicas de maiz (Zea mays) que producen
un aceite de semilla de maiz endégeno que contiene acido estearidonico (SDA) y también puede comprender acido
y-linolénico (GLA). Esto es significativo porque el aceite de semilla de maiz normalmente carece de estos
componentes, cada uno de los cuales ha demostrado tener importantes beneficios para la salud. El aceite de semilla
de maiz es enddégeno porque puede producirse por una semilla de maiz sin la necesidad de adicién externa de, por
ejemplo, SDA. Dicho aceite enddégeno puede ser una composicion de aceite extraido que puede usarse como
ingrediente de alimentos y piensos y por lo cual beneficiar a la salud de seres humanos o animales. La modificacion
del contenido de acidos grasos de un organismo tal como una planta por tanto presenta muchos beneficios tales
como nutricion mejorada y beneficios para la salud. La modificacion del contenido de acidos grasos puede usarse de
acuerdo con la invencion para conseguir niveles beneficiosos o perfiles de PUFA deseados en plantas tales como
maiz, partes de plantes, y productos vegetales, incluyendo aceites vegetales de semilla. Por ejemplo, cuando se
producen los PUFA deseados en el tejido de semilla de una planta, el aceite puede aislarse de las semillas
tipicamente produciendo un aceite de alto nivel en PUFA deseados o un aceite que tiene un contenido o perfil
deseado de acidos grasos, que a su vez puede usarse para proporcionar caracteristicas beneficiosas en productos
alimenticios u otros productos. La invencién proporciona en particular aceite de semilla de maiz endégeno que tiene
SDA.

Diversos aspectos de la invencion incluyen procedimientos y composiciones para la modificacion del contenido de
PUFA de una célula, por ejemplo, modificacion del contenido de PUFA de una célula vegetal de maiz. Las
composiciones relacionadas con la invencion incluyen secuencias polinucleotidicas aisladas y construcciones
polinucleoctidicas introducidas en plantas y/o partes de plantas. Un ejemplo de dicho polinucleétido aislado es una
acido graso desaturasa de Primula tal como A6-desaturasa de Primula. Las células de maiz preparadas de acuerdo
con la invencion pueden comprender otras acido graso desaturasas, incluyendo las conocidas A6-desaturasas tales
como las de Mortierella alpina. Los inventores han demostrado en particular que la expresion de diferentes A6 y A15
acido graso desaturasas produce aceite de semilla de maiz que contiene SDA. Ciertas realizaciones de la invencion
por lo tanto proporcionan plantas y células de maiz transformadas con secuencias codificantes de A6 y A15 acido
graso desaturasas. En una realizacion de la invencion, una A15-desaturasa puede ser de una fuente fungica,
incluyendo Neurospora crassa y Aspergillus nidulans. Diversas realizaciones de la invencion pueden usar
combinaciones de polinucleétidos de desaturasa y los polipéptidos codificados que tipicamente dependen de la
célula huésped, la disponibilidad del sustrato o sustratos, y el producto o productos finales deseados. "Desaturasa”
se refiere a un polipéptido que puede desaturar o catalizar la formacién de un doble enlace entre carbonos
consecutivos de uno o mas acidos grasos para producir un acido graso mono o poliinsaturado o precursor del
mismo. Son de particular interés polipéptidos que pueden catalizar la conversién de acido oleico en LA, LA en ALA,
o ALA en SDA, que incluye enzimas que desaturan en las posiciones 12, 15 6 6. El término "polipéptido" se refiere a
cualquier cadena de aminoacidos, independientemente de la longitud o modificacion post-traduccional (por ejemplo,
glucosilacion o fosforilacion). Las consideraciones para elegir un polipéptido especifico que tenga actividad
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desaturasa incluyen, aunque sin limitacion, el pH 6ptimo del polipéptido, sea el polipéptido una enzima limitante de la
velocidad o un componente de la misma, sea la desaturasa usada esencial para la sintesis de un PUFA deseado,
y/o sea un cofactor requerido por el polipéptido. El polipéptido expresado preferentemente tiene caracteristicas que
son compatibles con el entorno bioquimico de su localizacion en la célula huésped. Por ejemplo, el polipéptido
puede tener que competir por el sustrato o sustratos.

Los analisis de la K, y la actividad especifica de un polipéptido en cuestion pueden considerarse en la determinacion
de la idoneidad de un polipéptido dado para modificar la produccion, nivel o perfil de PUFA en una célula huésped
dada. El polipéptido usado en una situacién particular es uno que tipicamente puede funcionar en las condiciones
presentes en la célula huésped pretendida, pero por lo demas puede ser cualquier polipéptido de desaturasa que
tenga una caracteristica deseada o que sea capaz de modificar la produccion relativa, nivel o perfil de uno o mas
PUFA deseados o cualquier otra caracteristica deseada analizada en el presente documento. El sustrato o sustratos
para la enzima expresa pueden producirse por la célula huésped o pueden suministrarse de forma exégena. Para
conseguir la expresion, el polipéptido o polipéptidos de la presente invencion se codifican por polinucleétidos
descritos a continuacion.

En otro aspecto de la invencion, los vectores que contienen un acido nucleico, o fragmento del mismo, pueden
usarse conteniendo un promotor, una secuencia codificante de desaturasa y una regidon de terminacion para la
transferencia en un organismo en que las regiones promotora y de terminacion son funcionales. Por consiguiente, se
proporcionan por la presente invencion plantas de maiz que producen A6-desaturasa recombinante. Un ejemplo de
dicha secuencia codificante de A6-desaturasa proporcionada por la invencion que se ha optimizado para la
expresion en maiz se da por la SEC ID N° 8 y SEC ID N° 9. La invencién por lo tanto proporciona especificamente
acidos nucleicos que comprenden esta secuencia, asi como secuencias que tienen al menos un 90% de identidad
de secuencia con estas secuencias, incluyendo al menos el 93%, 95%, 98% y el 99% de identidad. Pueden
realizarse comparaciones de polipéptidos y polinucledtidos y determinarse la identidad usando software de analisis
de secuencia, por ejemplo, el paquete de software Sequence Analysis del paquete GCG Wisconsin (Accelrys, San
Diego, CA), MEGAIlign (DNAStar, Inc., 1228 S. Park St., Madison, Wis. 53715), y MacVector (Oxford Molecular
Group, 2105 S. Bascom Avenue, Suite 200, Campbell, Calif. 95008). Dicho software acopla secuencias similares
evaluando los grados de similitud o identidad.

Pueden proporcionarse construcciones de acido nucleico que se integran en el genoma de una célula huésped o se
replican de forma auténoma (por ejemplo, se replican de forma episémica) en la célula huésped. Para la produccion
de ALA y/o SDA, los casetes de expresion (es decir, un polinucleétido que codifica una proteina que esta unida de
forma funcional a una o mas secuencias de acido nucleico que dirige la expresion del polinucleétido) generalmente
usados incluyen un casete de expresion que proporciona la expresion de un polinucleétido que codifica una A6 y/o
A15-desaturasa. En ciertas realizaciones, una célula huésped puede tener contenido de acido oleico de tipo
silvestre.

Los procedimientos y composiciones para la construccion de vectores de expresion, cuando se adoptan a la luz de
los contenidos proporcionados en el presente documento, para la expresidon de enzimas desaturasas seran
evidentes para un especialista en la técnica. Los vectores de expresion, como se describen en el presente
documento, son moléculas de ADN o ARN modificadas por ingenieria para la expresion controlada de un
polinucledtido deseado, por ejemplo, el polinucleétido que codifica la desaturasa. Ejemplos de vectores incluyen
plasmidos, bacteriéfagos, cosmidos o virus. También se contemplan vectores lanzadera, por ejemplo (Wolk y col.
1984; Bustos y col., 1991) de acuerdo con la presente invencidon. Pueden encontrarse revisiones de vectores y
procedimientos para prepararlos y usarlos en Sambrook y col. (2001); Goeddel (1990); y Perbal (1988). Los
elementos de secuencia capaces de efectuar la expresion de un polinucleétido incluyen promotores, elementos
potenciadores, secuencias activadoras cadena arriba, sefiales de terminacién de la transcripcion y sitios de
poliadenilacion.

Los polinucledtidos que codifican desaturasas pueden colocarse bajo el control transcripcional de un promotor
fuerte. En algunos casos esto conduce a un aumento en la cantidad de enzima desaturasa expresada y de forma
concomitante un aumento en el acido graso producido como resultado de la reaccidon catalizada por la enzima.
Ejemplos de dichos promotores incluyen el 35S CaMV (virus del mosaico de la coliflor), 34S FMV (virus del mosaico
de la escrofularia) (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 5.378.619), y Lec (de maiz). Existe una
amplia diversidad de secuencias promotoras de plantas que pueden usarse para dirigir la expresion especifica de
tejido de polinuclestidos que codifican desaturasas en plantas transgénicas. De hecho, en realizaciones particulares
de la invencion, el promotor usado es un promotor especifico de semillas. Ejemplos de promotores que pueden
usarse a este respecto incluyen regiones reguladoras 5' de genes tales como napina, que se regulan durante la
maduracién de semillas vegetales (Kridl y col., Seed Sci. Res. 1:209:219, 1991), faseolinas (Bustos, y col., Plant
Cell, 1(9):839-853, 1989), inhibidor de tripsina de soja (Riggs, y col., Plant Cell 1(6):609-621, 1989), ACP (Baerson y
col., Plant Mol. Biol., 22(2):255-267, 1993), estearoil-ACP desaturasa (Slocombe y col., Plant Physiol. 104(4):167-
176, 1994), subunidad o' de B-conglicinina de soja (P-Gm7S, véase por ejemplo, Chen y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
83:8560-8564, 1986), USP de Vicia faba (P-Vf.Usp, véase por ejemplo, SEC ID N° 1, 2, y 3, solicitud de patente de
Estados Unidos 10/429.516), el promotor de globulina (véase por ejemplo Belanger y Kriz, Genet. 129: 863-872
(1991)), la subunidad alfa de S-conglicinina de soja (7S alfa) (solicitud de patente de Estados Unidos 10/235.618,
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incorporada por referencia), promotor PER1 de peroxidina de semilla de cebada (véase por ejemplo, Stacey y col.,
Plant Mol. Biol., 31:1205-1216, 1996), y el promotor de oleosina L3 de Zea mays (P-Zm.L3, véase, por ejemplo,
Hong y col., Plant Mol. Biol., 34(3):549-555, 1997; véase también la patente de Estados Unidos N° 6.433.252).

Ejemplos de promotores altamente expresados en el endosperma incluyen promotores de genes que codifican
zeinas, que son un grupo de proteinas de almacenamiento encontradas en endosperma de maiz. Se han aislado
clones gendmicos para genes de zeina (Pedersen y col., Cell 29:1015-1026 (1982), y Russell y col., Transgenic Res.
6(2):157-168) y los promotores de estos clones, incluyendo los genes de 15 kD, 16 kD, 19 kD, 22 kD, y 27 kD,
también podrian usarse para proporcionar expresion en el endosperma de acuerdo con la invencién (véase, por
ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 6.326.527). Otros promotores adecuados conocidos por funcionar en
maiz, y en otras plantas, incluyen los promotores para los siguientes genes: céreo (sintasa de almidén unido a
granulos), fragil y reducido 2 (ADP glucosa pirofosforilasa), reducido 1 (sacarosa sintasa), enzimas de ramificacion |
y I, sintasas de almidén, enzimas desramificantes, oleosinas, glutelinas, sacarosa sintasas (Yang y col., 1990), Betl1
(capa de transferencia de endosperma basal) y globulina1. Otros promotores Utiles en la practica de la invencién que
son conocidos por los especialistas en la técnica también se contemplan por la invencion.

Los especialistas en la técnica pueden determinar vectores y elementos reguladores (incluyendo promotores y
regiones codificantes unidas de forma funcional) adecuados para la expresion en una célula huésped particular.
"Unido de forma funcional" en este contexto significa que el promotor y las secuencias terminadoras funcionan de
forma eficaz regulando la transcripciéon. Como ejemplo adicional, un vector apropiado para la expresion de A6 y/o
A15-desaturasa en plantas de maiz transgénicas puede comprender secuencias promotoras especificas de semilla
unidas de forma funcional a la regién codificante de desaturasa y adicionalmente unidas de forma funcional a una
sefial de terminacion de proteina de almacenamiento en semilla o la sefial de terminacién de la nopalina sintasa.
Como ejemplo adicional mas, un vector para su uso en la expresion de desaturasas en plantas puede comprender
un promotor constitutivo o un promotor especifico de tejido unido de forma funcional a la regién codificante de
desaturasa y unido de forma funcional adicional a un terminador constitutivo o especifico de tejido o la sefal de
terminacion de la nopalina sintasa.

Modificaciones de las secuencias de nucledtidos o elementos reguladores desvelados en el presente documento
que mantienen las funciones contempladas en el presente documento estan dentro del alcance de la presente
invencion. Dichas modificaciones incluyen inserciones, sustituciones y deleciones, y especificamente sustituciones
que reflejan la degeneracion del codigo genético.

Las técnicas convencionales para la construccion de dichos vectores recombinantes son bien conocidas para los
especialistas en la técnica y pueden encontrarse en referencias tales como Sambrook y col. (2001), o cualquiera de
la miriada de manuales de laboratorio sobre tecnologia de ADN recombinante que estan ampliamente disponibles.
Esta disponible una diversidad de estrategias para ligar fragmentos de ADN, la eleccion de los cuales depende de la
naturaleza de los extremos de los fragmentos de ADN. Se contempla adicionalmente de acuerdo con la presente
invencion incluir en un vector de acido nucleico otros elementos de secuencia de nucleétidos que faciliten la
clonacion, expresion o procesamiento, por ejemplo secuencias que codifican péptidos sefal, una secuencia
codificante de KDEL, que es necesaria para retencion de proteinas en el reticulo endoplasmatico o secuencias que
codifican péptidos de transicion que dirigen la A6-desaturasa al cloroplasto. Dichas secuencias son conocidas para
los especialistas en la técnica. Un péptido de transito optimizado se describe, por ejemplo, por Van den Broeck y col.
(1985). Se desvelan secuencias sefial procariotas y eucariotas, por ejemplo, por Michaelis y col. (1982).

Una vez se ha aislado el ADN gendmico o ADNc deseado, puede secuenciarse por procedimientos conocidos. Se
reconoce en la técnica que dichos procedimientos estan sujetos a errores, de modo que la secuenciacion multiple de
la misma region es rutinaria y adn se espera que conduzca a tasas medibles de errores en la secuencia deducida
resultante, particularmente en regiones que tienen dominios repetidos, estructura secundaria extensiva, o
composiciones de bases inusuales, tales como regiones con un alto contenido de bases GC. Cuando surgen
discrepancias, puede hacerse re-secuenciacion y pueden emplearse procedimientos especiales. Los procedimientos
especiales pueden incluir condiciones de secuenciacion alterantes usando: diferentes temperaturas; diferentes
enzimas; proteinas que alteran la capacidad de los oligonucledtidos de formar estructuras de orden mayor;
nucledtidos alterados tales como ITP o dGTP metilado; diferentes composiciones de gel, por ejemplo afiadiendo
formamida; diferentes cebadores o cebadores localizados a diferentes distancias desde la regiéon problematica; o
diferentes moldes tales como ADN monocatenario. También puede emplearse secuenciacion de ARNm.

Algo de o toda la secuencia codificante de un polipéptido que tiene actividad desaturasa puede ser de una fuente
natural. En algunas situaciones, sin embargo, es deseable modificar todo o una parte de los codones, por ejemplo,
para potenciar la expresion, empleando codones preferidos por el huésped. Los codones preferidos por el huésped
pueden determinarse a partir de codones de la mayor frecuencia en las proteinas expresadas en la cantidad mas
grande en una especie de huésped particular y/o tejido de interés. Por tanto, la secuencia codificante para un
polipéptido que tiene actividad desaturasa puede sintetizarse por completo o en parte. Todo o partes del ADN
también pueden sintetizarse para retirar cualquier secuencia o region desestabilizante de estructura secundaria que
estaria presente en el ARNm transcrito. Todo o partes del ADN también pueden sintetizarse para alterar la
composicion de bases a una mas preferible en la célula huésped deseada. Los procedimientos para sintetizar
secuencias y poner secuencias juntas estan bien establecidos en la bibliografia. Puede emplearse mutagénesis y
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seleccion in vitro, mutagénesis dirigida al sitio, u otros medios para obtener mutaciones de genes de desaturasa de
origen natural para producir un polipéptido que tenga actividad desaturasa in vivo con parametros fisicos y cinéticos
mas deseables para funcionar en la célula huésped, tales como semi-vida mas larga o un tasa mayor de produccion
de un acido graso poliinsaturado deseado.

Una vez se ha obtenido el polinucleétido que codifica un polipéptido de desaturasa, se coloca en un vector con
capacidad de replicacion en una célula hospedadora, o se propagad in vifro mediante técnicas tales como PCR o
PCR larga. Los vectores de replicacion pueden incluir plasmidos, fagos, virus, cosmidos y similares. Los vectores
deseables incluyen aquellos utiles para mutagénesis del gen de interés o para la expresion del gen de interés en
células huésped. La técnica de PCR larga ha hecho posible la propagacion in vitro de construcciones grandes, de
modo que las modificaciones al gen de interés, tales como mutagénesis o adicion de sefiales de expresion, y
propagacion de las construcciones resultantes puede suceder completamente in vitro sin el uso de un vector de
replicacion o una célula huésped.

Para la expresion de un polipéptido desaturasa, las regiones funcionales de inicio y terminacién de la transcripcion y
la traduccién se unen de forma funcional al polinucleétido que codifica el polipéptido desaturasa. La expresion de la
region codificante del polipéptido puede tener lugar in vitro o en una célula huésped. Las regiones de inicio y
terminacion de la transcripcion y la traduccion se obtienen de una diversidad de fuentes no exclusivas, incluyendo el
polinucledtido a expresar, genes conocidos o sospechosos de tener capacidad de expresion en el sistema deseado,
vectores de expresion, sintesis quimica, o de un locus enddgeno en una célula huésped.

La expresion en una célula huésped puede realizarse de un modo transitorio o estable. La expresién transitoria
puede suceder a partir de construcciones introducidas que contienen sefales de expresion funcionales en la célula
huésped, pero dichas construcciones no se replican y raramente se integran en la célula huésped, o donde la célula
huésped no es proliferante. La expresion transitoria también puede realizarse induciendo la actividad de un promotor
regulable unido de forma funcional al gen de interés, aunque dichos sistemas inducibles frecuentemente muestran
un bajo nivel basal de expresion. La expresion estable puede conseguirse mediante la introduccion de una
construccion que puede integrarse en el genoma huésped o que se replica de forma autbnoma en la célula huésped.
La expresion estable del gen de interés puede seleccionarse a través del uso de un marcador de seleccion
localizado en o transfectado con la construccion de expresion, seguido de seleccion de células que expresan el
marcador. Cuando la expresion estable resulta de la integracion, la integraciéon de construcciones puede suceder
aleatoriamente dentro del genoma huésped o puede dirigirse a través del uso de construcciones que contienen
regiones de homologia con el genoma huésped suficiente para dirigir la recombinacion con el locus huésped.
Cuando las construcciones estan dirigidas a un locus endégeno, todas o algunas de las regiones reguladoras de la
transcripcion y la traducciéon pueden proporcionarse por el locus endégeno.

Cuando se desea la expresion aumentada del polipéptido desaturasa en el organismo fuente, pueden emplearse
varios procedimientos. Pueden introducirse genes adicionales que codifican el polipéptido desaturasa en el
organismo huésped. La expresion del locus desaturasa nativo también puede aumentarse a través de recombinacion
homologa, por ejemplo insertando un promotor mas fuerte en el genoma huésped para causar expresion
aumentada, eliminando secuencias desestabilizantes del ARNm o la proteina codificada por delecion de esa
informacion del genoma huésped, o afiadiendo secuencias estabilizantes al ARNm (patente de Estados Unidos N°
4.910.141).

Se contempla que puede introducirse mas de un polinucleétido codificante de desaturasa o un polinucleétido
codificante de mas de una desaturasa y propagarse en una célula huésped a través del uso de vectores de
expresion episdmicos o integrados. Cuando se expresan dos o mas genes a partir de vectores de replicacion
diferentes, es deseable que cada vector tenga un medio diferente de replicacion. Cada construccion introducida, se
integre o no, debe tener un medio diferente de seleccion y debe carecer de homologia con otras construcciones para
mantener la expresion estable y prevenir la redistribucion de elementos entre las construcciones. Las elecciones
sensatas de regiones reguladoras, medios de seleccion y procedimientos de propagacion de la construccion
introducida pueden determinarse experimentalmente de modo que todos los polinucledtidos introducidos se
expresen a los niveles necesarios para proporcionar la sintesis de los productos deseados.

Cuando es necesario para la transformacion, una secuencia codificante de desaturasa puede insertarse en un vector
de transformacién de plantas, por ejemplo el vector binario descrito por Bevan (1984). Los vectores de
transformacion de plantas pueden obtenerse modificando el sistema de transferencia génica natural de
Agrobacterium tumefaciens. El sistema natural comprende plasmidos Ti grandes (que inducen tumores) que
contienen un gran segmento, conocido como ADN T, que se transfiere a plantas transformadas. Otro segmento del
plasmido Ti, la regidn vir, es responsable de la transferencia del ADN T. La region de ADN T esta limitada por
repeticiones terminales. En los vectores binarios modificados los genes que inducen tumor se han delecionado y las
funciones de la regién vir se utilizan para transferir ADN foraneo limitado por las secuencias limite del ADN T. La
region T también contiene un marcador de seleccioén para la resistencia a antibiéticos, y un sitio de clonaciéon multiple
para insertar secuencias para transferencia. Dichas cepas modificadas por ingenieria son conocidas como cepas de
A. tumefaciens "desarmadas", y permiten la eficaz transformacion de secuencias limitadas por la region T en los
genomas nucleares de plantas.
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La presente invencidon encuentra muchas aplicaciones. Sondas basadas en los polinucleétidos de la presente
invencion pueden encontrar uso en procedimientos para aislar moléculas relacionadas o en procedimientos para
detectar organismos que expresan desaturasas. Cuando se usan como sondas, los polinucledtidos u
oligonucledtidos deben ser detectables. Esto habitualmente se consigue uniendo un marcador en un sitio interno, por
ejemplo mediante incorporacion de un resto modificado, o en el extremo 5' o 3'. Dichos marcadores pueden ser
directamente detectables, puede unirse a una molécula secundaria que esta marcada de forma detectable, o pueden
unirse a una molécula secundaria no marcada y una molécula terciaria marcada de forma detectable; este
procedimiento puede prolongarse siempre que sea practico para conseguir una sefal satisfactoriamente detectable
sin niveles inaceptables de sefial de fondo. Los sistemas secundarios, terciarios, o de puente pueden incluir el uso
de anticuerpos dirigidos contra cualquier otra molécula, incluyendo marcadores u otros anticuerpos, o pueden
implicar moléculas cualesquiera que se unan entre si, por ejemplo un sistema de biotina-estreptavidina/avidina. Los
marcadores detectables tipicamente incluyen isétopos radiactivos, moléculas que producen de forma quimica o
enzimatica o alteran la luz, enzimas que producen productos de reaccion detectables, moléculas magnéticas,
moléculas fluorescentes o moléculas cuya fluorescencia o caracteristicas emisoras de luz cambian tras la unién.
Pueden encontrarse ejemplos de procedimientos de marcaje en la patente de Estados Unidos N° 5.011.770. Como
alternativa, la union de las moléculas diana puede detectarse directamente midiendo el cambio en el calor de la
solucién en el momento de la uniéon de sonda a la diana mediante calorimetria de titulacion isotérmica, o recubriendo
la sonda o la diana sobre una superficie y detectando el cambio en la dispersion de la luz desde la superficie
producida por unién de la diana o sonda, respectivamente, como puede hacerse con el sistema BlAcore.

Pueden introducirse construcciones que comprenden el gen de interés en una célula huésped por técnicas
convencionales. Por conveniencia, na célula huésped que se ha manipulado por cualquier procedimiento para captar
una secuencia de ADN o construccion se mencionara como "transformada" o "recombinante" en el presente
documento. El huésped objeto tendra al menos una copia de la construccion de expresion y puede tener dos o mas,
por ejemplo, dependiendo de si el gen se integra en el genoma, se amplifica, o esta presente en un elemento
extracromosomico que tiene multiples nimeros de copia.

La célula huésped transformada puede identificarse por seleccién de un marcador contenido en la construccion
introducida. Como alternativa, puede introducirse una construcciéon marcadora diferente con la construccion
deseada, ya que muchas técnicas de transformacion introducen muchas moléculas de ADN en células huésped.
Tipicamente, los huéspedes transformados se seleccionan por su capacidad de crecer en medio selectivo. Los
medios selectivos pueden incorporar un antibiético o carecer de un factor necesario para el crecimiento del huésped
no transformado, tal como un nutriente o factor de crecimiento. Un gen marcador introducido por lo tanto puede
conferir resistencia a antibiético, o codificar un factor de crecimiento o enzima esencial, y permite el crecimiento en
medio selectivo cuando se expresa en el huésped transformado. La seleccién de un huésped transformado también
puede suceder cuando la proteina marcadora expresada puede detectarse, directa o indirectamente. La proteina
marcadora puede expresarse sola 0 como una fusién con otra proteina. La proteina marcadora puede detectarse por
su actividad enzimatica; por ejemplo, la beta-galactosidasa can convertir el sustrato X-gal en un producto coloreado,
y la luciferasa puede convertir la luciferina en un producto emisor de luz. La proteina marcadora puede detectarse
por sus caracteristicas productoras o modificadoras de luz; por ejemplo, la proteina fluorescente verde de Aequorea
victoria emite fluorescencia cuando se ilumina con luz azul. Pueden usarse anticuerpos para detectar la proteina
marcadora o una marca molecular en, por ejemplo, una proteina de interés. Las células que expresar la proteina
marcadora o marca pueden seleccionarse, por ejemplo, visualmente, o por técnicas tales como FACS o seleccion
usando anticuerpos. De forma deseable, la resistencia a kanamicina y el amino glucésido G418 son de interés, asi
como la capacidad de crecer en medios que carecen de uracilo, leucina, lisina o triptéfano.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona plantas transgénicas o descendencia de plantas que contienen el
ADN aislado descrito en el presente documento. Las células vegetales pueden transformarse con uno o mas ADN
aislados que codifican A6- y A15-desaturasa por cualquier procedimiento de transformacion de plantas. La célula
vegetal transformada, a menudo en un cultivo de callo o disco foliar, se regenera en una planta transgénica completa
por procedimientos bien conocidos para los especialistas en la técnica (por ejemplo, Horsch y col., 1985). Como la
descendencia de plantas transformadas hereda el polinucleétido o polinucleétidos que codifican la desaturasa,
pueden usarse semillas o esquejes de plantas transformadas para mantener la linea de planta transgénica.

La presente invencion proporciona adicionalmente un procedimiento para proporcionar plantas transgénicas con un
contenido aumentado de GLA y/o SDA. En ciertas realizaciones de la invencion, puede introducirse un ADN que
codifica una A15- y/o A12-desaturasa en células vegetales con una A6 desaturasa. Dichas plantas pueden también
comprender o no actividad A12- y/o A15-desaturasa enddgena. La presente invencion proporciona adicionalmente
un procedimiento para proporcionar plantas de maiz transgénicas que contienen niveles elevados de PUFA
incluyendo GLA y/o SDA, que estan ausentes en plantas de maiz nativas. Pueden construirse vectores de expresion
que comprenden ADN que codifica una A6-desaturasa, y/o a A12-desaturasa y/o una A15-desaturasa, por
procedimientos de tecnologia recombinante conocidos para los especialistas en la técnica (Sambrook y col., 2001).

Para suplementacion en la dieta, pueden incorporarse los PUFA purificados, plantas o partes de plantas
transformadas, o derivados de las mismas, en aceites de cocinado, grasas o margarinas formuladas de modo que
en uso normal el destinatario recibiera la cantidad deseada. Los PUFA también pueden incorporarse en féormulas
para bebés, suplementos nutritivos u otros productos alimenticios, y pueden encontrarse uso como agentes anti-
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inflamatorios o reductores de los niveles de colesterol.

Como se usa en el presente documento, "composicion comestible" se define como composiciones que pueden
ingerirse por un mamifero tales como productos alimenticios, sustancias nutricionales y composiciones
farmacéuticas. Como se usa en el presente documento "productos alimenticios" se refiere a sustancias que pueden
usarse o0 prepararse para su uso como alimentos para un mamifero e incluyen sustancias que pueden usarse en la
preparacion de alimentos (tales como aceites para freir) o aditivos alimenticios. Por ejemplo, los productos
alimenticios incluyen animales usados para consumo humano o cualquier producto de los mismos tales como, por
ejemplo, huevos. Los productos alimenticios tipicos incluyen aunque sin limitacién bebidas (por ejemplo, refrescos,
bebidas carbonatadas, bebidas listas para mezclarse), alimentos de infusién (por ejemplo, frutas y hortalizas),
salsas, condimentos, alifios de ensalada, zumos de frutas, jarabes, postres (por ejemplo, pudines, gelatina,
glaseados vy rellenos, productos horneados y postres congelados tales como helados y sorbetes), productos
congelados blandos (por ejemplo, natas congeladas blandas, helados congelados blandos y yogures, coberturas
congeladas blandas tales como coberturas batidas lacteas o no lacteas), aceites y productos emulsionados (por
ejemplo, grasa alimentaria, margarina, mahonesa, mantequilla, aceite de cocinar, y alifios de ensalada) y alimentos
de hidratacion intermedia (por ejemplo, arroz y piensos para perros).

Un ejemplo de un producto alimenticio proporcionado por la invencién es un alimento formulado para un animal de
compania. La expresion "animal de compaiiia" se refiere a un animal domesticado. El animal de compafiia puede ser
un mamifero en particular, e incluye especificamente, aunque sin limitacion, perros, gatos, conejos, roedores, y
caballos. Como se describe, el animal de compafiia puede obtener beneficios para la salud mediante el consumo de
dicho producto alimenticio que comprende aceite de semilla de acuerdo con la invencién.

La formulacién de productos alimenticios para animales es bien conocida para los especialistas en la técnica,
incluyendo alimentos formulados para animales de compafia. En el area de alimentos para gatos y perros, por
ejemplo, también se conocen alimentos hidratados para mascotas, alimentos semi-hidratados para mascotas,
alimentos secos para mascotas y premios y aperitivos para mascotas. También estan disponibles bebidas para
mascotas tales como bebidas lacteas para gatos. Un alimento de hidratacion intermedia, por ejemplo, generalmente
tiene un contenido de humedad por encima del 20% mientras que un alimento hidratado tiene una humedad de al
menos aproximadamente el 65%. Los alimentos semi-hidratados tipicamente tienen un contenido de humedad entre
aproximadamente el 20 a aproximadamente al 65% y pueden incluir humectantes tales como propilenglicol, sorbato
potasico, y otros ingredientes para evitar el crecimiento microbiano (es decir, bacterias y mohos). Los alimentos
hidratados para mascotas (croqueta) generalmente tienen un contenido de humedad por debajo de
aproximadamente el 20%, y su produccién puede incluir extrusiéon, secado y/o coccidon en calor. Los premios y
aperitivos para mascotas a menudo son premios o0 aperitivos masticables semi-hidratados; premios o aperitivos
secos en cualquiera de varias configuraciones o formas; huesos masticables; premios horneados, extruidos o
impresos; premios/aperitivos de confiteria; u otros tipos de premios, como se sabe bien en la técnica.

Un producto alimenticio para mascotas de hidratacion intermedia puede incluir ingredientes tales como granos de
cereal, carnes, grasas, vitaminas, minerales, agua e ingredientes funcionales que se mezclan, cocinan y envasan
juntos. Sin embargo, puede usarse cualquier formulaciéon de alimento semi-hidratado para mascotas conocido para
los especialistas en la técnica. Por ejemplo, puede formarse un alimento para mascotas afiadiendo, en una base de
materia seca, aproximadamente el 5-40% en peso de proteina; aproximadamente el 5-45% en peso de grasa;
aproximadamente el 0,1-12% en peso de fibra; aproximadamente el 1-90% en peso de carbohidrato, y
aproximadamente el 0,1-2% en peso de un ingrediente funcional. Una composicion de aceite de la invencion puede
afadirse en cualquier cantidad deseada, por ejemplo, en aproximadamente el 1-50% en peso, incluyendo
aproximadamente el 1-30% y aproximadamente el 3-15%. Pueden hacerse variaciones en base a las caracteristicas
deseadas del producto final, como saben bien los especialistas en la técnica.

Ademas, las composiciones comestibles descritas en el presente documento también pueden ingerirse como un
aditivo o suplemento contenido en alimentos y bebidas. Estas pueden formularse junto con una sustancia nutricional
tal como diversas vitaminas y minerales e incorporarse en composiciones sustancialmente liquidas tales como
bebidas nutritivas, leches de soja y sopas; composiciones sustancialmente sdlidas; y gelatinas o usarse en forma de
un polvo a incorporarse en diversos alimentos. El contenido del ingrediente eficaz en dicho alimento funcional o para
la salud puede ser similar a la dosis contenida en un agente farmacéutico tipico.

Los PUFA purificados, plantas o partes de plantas transformadas también pueden incorporarse en pienso de
animales, particularmente ganado. De este modo, los propios animales pueden beneficiarse de una dieta rica en
PUFA, mientras que los consumidores humanos de productos alimenticios producidos a partir de dicho ganado
pueden beneficiarse también. Se espera en ciertas realizaciones que el SDA se convierta en EPA en animales y por
tanto dichos animales pueden beneficiarse de un aumento en EPA mediante el consumo de SDA.

Para uso farmacéutico (humano o veterinario), las composiciones generalmente pueden administrarse por via oral
pero pueden administrarse por cualquier via mediante la cual puedan absorberse satisfactoriamente, por ejemplo,
por via parenteral (es decir subcutanea, intramuscular o intravenosa), rectal, vaginal o topica, por ejemplo, como una
pomada o locién cutanea. Los PUFA, plantas o partes de plantas transformadas de la presente invencién pueden
administrarse solos o en combinacion con un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Cuando estan
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disponibles, las capsulas de gelatina son la forma preferida de administracion oral. La suplementacion en la dieta
como se ha expuesto anteriormente también puede proporcionar una via oral de administracién. Los acidos
insaturados de la presente invencion pueden administrarse en formas conjugadas, o como sales, ésteres, amidas o
profarmacos de los acidos grasos. Se desvela en el presente documento cualquier sal farmacéuticamente aceptable,
son especialmente preferidas las sales de sodio, potasio o litio. También se desvelan las sales de N-
alquilpolihidroxamina, tales como N-metil glucamina, encontradas en la publicacion PCT WO 96/33155. Los ésteres
preferidos son los ésteres de etilo. Como sales sdlidas, los PUFA también pueden administrarse en forma de
comprimido. Para administraciéon intravenosa, los PUFA o derivados de los mismos pueden incorporarse en
formulaciones comerciales tales como Intralipidos.

Se proporcionan secuencias codificantes o fragmentos de las mismas unidas de forma funcional a un promotor
heterdlogo, en orientacion con sentido o antisentido. También se proporcionan construcciones de expresion que
comprenden estas secuencias, y también plantas y células vegetales transformadas con las secuencias. La
construccion de construcciones que pueden emplearse junto con técnicas de transformaciéon de plantas usando
éstas u otras secuencias de acuerdo con la invencién seran bien conocidas para los especialistas en la técnica a la
luz de la presente divulgacion (véase, por ejemplo, Sambrook y col., 2001; Gelvin y col., 1990).

Un uso de las secuencias desveladas en el presente documento sera en la alteracion de la composicién de aceite. El
gen de la desaturasa puede proporcionarse con otras secuencias. Cuando se emplea una regién codificante
expresable que no es necesariamente una region codificante marcadora en combinacion con una region codificante
marcadora, pueden emplearse las regiones codificantes diferentes en el mismo segmento de ADN o en diferentes
segmentos de ADN para la transformacion. En el dltimo caso, los diferentes vectores se suministran de forma
concurrente a las células destinatarias para maximizar la cotransformacion.

La eleccidon de cualquier elemento adicional usado junto con las secuencias codificantes de desaturasa a menudo
dependera del propodsito de la transformaciéon. Uno de los propdsitos principales de transformacion de plantas de
cultivo es afadir rasgos agrondmicamente importantes comercialmente deseables, a la planta. Como se sabe que
los PUFA confieren muchos efectos beneficiosos a la salud, aumentos concomitantes en la produccién de SDA
también pueden ser beneficiosos y podrian conseguirse mediante la expresion de A6-desaturasa de Primula. Dicho
aumento de SDA puede comprender, en ciertas realizaciones de la invencion, la expresion de A12 y/o A15
desaturasa.

Los vectores usados para la transformacion de plantas pueden incluir, por ejemplo, plasmidos, césmidos, YAC
(cromosomas artificiales de levadura), BAC (cromosomas artificiales de bacterias) o cualquier otro sistema de
clonacién adecuado, asi como fragmentos de ADN de los mismos. Por tanto, cuando se usa el término "vector" o
"vector de expresion”, se incluyen todos los tipos anteriores de vectores, asi como secuencias de acido nucleico
aisladas de los mismos. Se contempla que la utilizacion de sistemas de clonacién con capacidades de insertos
grandes permitira la introduccion de grandes secuencias de ADN que comprenden mas de un gen seleccionado.
Esto podria usarse para introducir diversos acidos nucleicos codificantes de desaturasa. La introduccién de dichas
secuencias puede facilitarse mediante el uso de cromosomas artificial de bacterias o levaduras (BAC o YAC,
respectivamente), o incluso cromosomas artificiales de plantas. Por ejemplo, se desveld el uso de BAC para
transformacion mediada por Agrobacterium por Hamilton y col. (1996).

Son particularmente Utiles para la transformacion los casetes de expresion que se han aislado de dichos vectores.
Los segmentos de ADN usados para transformar células vegetales generalmente comprenderan, por supuesto, el
ADNCc, gen o genes que se desea introducir en y expresar en las células huésped. Estos segmentos de ADN pueden
incluir adicionalmente estructuras tales como promotores, potenciadores, polienlazadores, o incluso genes
reguladores segun se desee. El segmento de ADN o gen elegido para introduccién celular a menudo codificara una
proteina que se expresara en las células recombinantes resultantes produciendo un rasgo investigable o
seleccionable y/o que conferira un fenotipo mejorado a la planta transgénica resultante. Sin embargo, éste puede no
ser siempre el caso, y también se desvelan plantas transgénicas que incorporan transgenes no expresados. Los
componentes preferidos a incluir probablemente con los vectores desvelados en el presente documento son los
siguientes.

La secuencia de ADN entre el sitio de inicio de la transcripcion y el inicio de la secuencia codificante, es decir, la
secuencia lider no traducida, también puede influir en la expresion génica. Por tanto se puede desear el empleo de
una secuencia lider particular con la construcciéon de transformacion. Se contempla que las secuencias lider
preferidas incluyen aquellas que comprenden secuencias predichas para dirigir la expresion optima del gen unido, es
decir, para incluir una secuencia lider consenso preferida que puede aumentar o mantener la estabilidad del ARNm y
evitar el inicio inapropiado de la traduccién. La eleccion de dichas secuencias sera conocida para los especialistas
en la técnica a la luz de la presente divulgacion. Las secuencias que se obtienen de genes que se expresan
altamente en plantas seran tipicamente preferidas.

Las construcciones de transformacién preparadas de acuerdo con la invencion tipicamente incluiran una secuencia
de ADN en el extremo 3' que actiia como sefial para terminar la transcripcion y permitir la poliadenilacion del ARNm
producido por las secuencias codificantes unidas de forma funcional a un gen de desaturasa (por ejemplo, ADNc).
En una realizacién de la invencién, se usa el terminado nativo de un gen de desaturasa. Como alternativa, un
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extremo 3' heterdlogo puede potenciar la expresion de regiones codificantes de desaturasa. Ejemplos de
terminadores considerados utiles incluyen aquellos del gen de la nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens
(extremo 3' de nos) (Bevan y col., 1983), el extremo 3' de los genes de inhibidor | o Il de proteasa de patata o tomate
y el terminador de CaMV 35S. Pueden incluirse adicionalmente elementos reguladores tales como un intron Adh
(Callis y col., 1987), intrén de la sacarosa sintasa (Vasil y col., 1989) o elemento omega de TMV (Gallie y col., 1989),
donde se desee.

Se cree que los procedimientos adecuados para la transformacion de células vegetales u otras células para su uso
con la presente invencion incluyen casi cualquier procedimiento por el cual puede introducirse ADN en una célula, tal
como por suministro directo de ADN tal como por transformacién mediada por PEG de protoplastos (Omirulleh y col.,
1993), por captacion de ADN mediada por desecacion/inhibicion (Potrykus y col., 1985), por electroporacion (patente
de Estados Unidos N° 5.384.253), por agitacion con fibras de carburo de silicio (Kaeppler y col., 1990; patentes de
Estados Unidos N° 5.302.523 y 5.464.765), por transformacion mediada por Agrobacterium (patentes de Estados
Unidos N° 5.591.616 y 5.563.055) y por aceleracion de particulas recubiertas con ADN (patentes de Estados Unidos
N° 5.550.318; 5.538.877 y 5.538.880). A través de la aplicacion de técnicas tales como éstas, pueden transformarse
de forma estable las células de casi cualquier especie de planta, y desarrollarse estas células en plantas
transgénicas.

Después de realizar el suministro de ADN exdgeno a las células destinatarias, las siguientes etapas generalmente
conciernen a la identificacion de las células transformadas para cultivo adicional y regeneracion de la planta. Para
mejorar la capacidad de identificar transformantes, se puede desear el empleo de un gen marcador de seleccion o
exploracién con un vector de transformacion preparado de acuerdo con la invencién, que es bien conocido en la
técnica. En este caso, entonces generalmente se ensayaria la poblaciéon celular potencialmente transformada por
exposicion de las células a un agente o agentes selectivos, o se seleccionarian las células por el rasgo del gen
marcador deseado.

Ademas de la transformacion directa de un genotipo vegetal particular con una construccion preparada de acuerdo
con la presente invencion, pueden prepararse plantas transgénicas cruzando una planta que tenga un ADN
seleccionado de la invencién con una segunda planta que carezca del ADN. También pueden usarse técnicas de
reproduccion de plantas para introducir multiples desaturasas, por ejemplo A6, A12, y/o A15-desaturasa en una
Unica planta. De este modo, el producto de una reaccion de A6-desaturasa puede aumentarse de forma eficaz.
Creando plantas homocigoéticas para un gen de A6-desaturasa y/u otros genes de desaturasa (por ejemplo, genes
de A12- y/o A15-desaturasa) pueden aumentarse metabolitos beneficiosos en la planta.

Como se ha expuesto anteriormente, puede introducirse un gen de desaturasa seleccionado en una variedad de
planta particular cruzando, sin la necesidad de transformar nunca directamente una planta de esa variedad dada.
Por lo tanto, también se devela no solamente una planta directamente transformada o regenerada a partir de células
que se han transformado de acuerdo con la presente invencion, sino también la descendencia de dichas plantas.
Como se usa en el presente documento el término "descendencia" se refiere a los descendientes de cualquier
generacion de una planta precursora preparada de acuerdo con la presente invencion, donde la descendencia
comprende una construccién de ADN seleccionada preparada de acuerdo con la invencion. "Cruzar" una planta para
proporcionar una linea de plantas que tenga uno o mas transgenes o alelos afiadidos respecto a una linea de partida
de plantas, como se desvela en el presente documento, se define como las técnicas que provocan que una
secuencia particular se introduzca en una linea de plantas por cruce de una linea de partida con una planta donante
que comprende un transgén o alelo de la invencion. Para conseguir esto se podrian realizar, por ejemplo, las
siguientes etapas: (a) plantar semillas de la primera (linea de partida) y segunda (linea de planta donante que
comprende un transgén o alelo deseado) plantas precursoras; (b) cultivar las semillas de la primera y segunda
plantas precursoras en plantas que albergan flores; (c) polinizar una flor de la primera planta precursora con polen
de la segunda planta precursora; y (d) recoger las semillas producidas en la planta precursora que alberga la flor
fertilizada.

El retrocruzamiento en el presente documento se define como el procedimiento que incluye las etapas de: (a) cruzar
una planta de un primer genotipo que contiene un gen, secuencia de ADN o elemento deseado con una planta de un
segundo genotipo que carece de dicho gen, secuencia de ADN o elemento deseado; (b) seleccionar una o mas
plantas de la descendencia que contienen el gen, secuencia de ADN o elemento deseado; (c) cruzar la planta de la
descendencia con una planta del segundo genotipo; y (d) repetir las etapas (b) y (c) con el fin de transferir una
secuencia de ADN deseada desde una planta de un primer genotipo hasta una planta de un segundo genotipo.

La introgresiéon de un elemento de ADN en un genotipo vegetal se define como el resultado del procedimiento de
conversion por retrocruzamiento. Un genotipo vegetal en que se ha introducido por introgresién una secuencia de
ADN puede mencionarse como genotipo, linea, endogamico, o hibrido convertido por retrocruzamiento. Asimismo un
genotipo vegetal que carece de la secuencia de ADN deseada puede mencionarse como genotipo, linea,
endogamico, o hibrido no convertido.
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Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para ilustrar realizaciones de la invencion. Los ejemplos no cubiertos por el
alcance de las reivindicaciones son con fines ilustrativos.

Ejemplo 1
Vectores para la expresion de A15- y A6-desaturasas en maiz

Se construyé un vector binario para expresar una A15-desaturasa y una A6-desaturasa en embrion y tejido aleurona
de maiz. Esta construccion se preparé con el promotor de globulina dirigiendo la expresion de una A15-desaturasa
de Neurospora crassa mutagenizada para aumentar su expresion en una monocotiledénea tal como maiz (SEC ID
N° 5) y de una A6 desaturasa de Mortierella alpina (SEC ID N° 6, pb 71-1444) (patente de Estados Unidos N°
6.075.183). La A6 desaturasa de M. alpina se clond en un vector lanzadera que contenia el promotor de globulina,
pMONG67624, produciendo pMON82809. La A15 desaturasa de N. crassa mutagenizada se clond en un vector
lanzadera que contenia el promotor de globulina, pMONG67624, produciendo pMON82810.

Los dos casetes de expresion de globulina y desaturasa después se clonaron en el vector binario de maiz
pMON30167 que contenia el gen marcador CP4 para resistencia a glifosato. El primer casete de expresion que
contiene la A6 desaturasa de M. alpina se cloné en pMON30167, produciendo pMON82811. El segundo casete de
expresion que contenia la A15 desaturasa de N. crassa mutagenizada después se clon6 en pMON82811,
produciendo la construccion de transformacion de maiz pMON82812 (FIG. 1). Se obtienen explantes transformados
mediante transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens. Las plantas se regeneran a partir de tejido
transformado. Las plantas cultivadas en invernadero después se analizan para la composicion de aceite.

Se construyd otro vector binario, pPMON78175 para expresar una A15-desaturasa y una A6-desaturasa en embrién y
tejido aleurona de maiz. Para generar el vector binario, se amplificé por PCR un casete de expresion que contenia la
A15 desaturasa de N. crassa (SEC ID N° 5) bajo el control del promotor de globulina usando pMON82812 como
molde, se cloné en un vector lanzadera, y se verificd la secuencia del casete. El casete de expresion que contenia la
A6-desaturasa de P. juliae (SEC ID N° 7) dirigida por el promotor de globulina se generé por PCR. Como parte de
este procedimiento, se cambiaron los nucleétidos que preceden inmediatamente al codén de inicio ATG de la A6-
desaturasa de P. juliae a CAGCC, para generar una region de inicio de la traduccion optimizada para la expresion
génica en plantas monocotiledéneas tales como maiz. Usando procedimientos convencionales de restriccion y
ligamiento que estan bien establecidos en la técnica, se clonaron posteriormente la A6-desaturasa de P. juliae y la
A15 desaturasa de N. crassa en un vector binario que albergaba un casete de expresion de CP4 como marcador de
seleccion para generar el vector de transformacion de maiz, pMON78175 (FIG. 2). Los explantes transformados se
obtienen mediante transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens. Las plantas se regeneran a partir del
tejido transformado. Las plantas cultivadas en invernadero después se analizan para la composicion de aceite.

Ejemplo 2

Vector para la expresion de una A6 desaturasa de Primula juliae de secuencia optimizada para
monocotiledéneas en maiz

Este ejemplo expone el disefio y construccion de una molécula polinucleotidica de A6 desaturasa de Primula juliae
modificada para su expresion en plantas monocotiledéneas. Es bien sabido en la técnica que las secuencias que
codifican proteina no enddgena pueden no expresarse bien en plantas (patente de Estados Unidos N° 5.880.275).
Por lo tanto, usando una secuencia polipeptidica PjD6D nativa (SEC ID N° 3), se disefid y construy6 una secuencia
polipeptidica codificante de proteina PjD6D artificial por 1) uso de una desviacion de uso de codones similar a la de
proteinas de monocotiledoneas altamente expresadas, y por 2) eliminacion de elementos desestabilizantes del ARN
previamente caracterizados y conocidos por afectar a la estabilidad del ARNm in planta (patente de Estados Unidos
N° 5.880.275). La secuencia polinucleotidica de PjD6D modificada resultante se denominé PjD6Dnno (SEC ID N° 8)
y codifica un polipéptido idéntico en secuencia al polipéptido PjD6D nativo (SEC ID N° 3).

Se construyé un vector binario, pMON78171 para expresar una A15-desaturasa y la A6-desaturasa modificada en
secuencia en embrion y tejido aleurona de maiz. Para generar el vector binario, se amplificé por PCR un casete de
expresion que contenia la A15 desaturasa de N. crassa (SEC ID N° 5) bajo el control del promotor de globulina
usando pMONB82812 como molde, se cloné en un vector lanzadera, y se verificd la secuencia del casete. El casete
de expresion que contenia la A6-desaturasa de P. juliae (SEC ID N° 9) dirigida por el promotor de globulina se
genero por PCR. Como parte de este procedimiento, se cambiaron los nucleotidos que preceden inmediatamente el
codon de inicio ATG de la A6-desaturasa de P. juliae a CAGCC, para generar una region de inicio de la traduccion
optimizada para la expresién génica en plantas monocotiledoneas, tales como maiz. Usando procedimientos
convencionales de restriccion y ligamiento que estan bien establecidos en la técnica se clonaron posteriormente la
A6-desaturasa de P. juliae y la A15 desaturasa de N. crassa en un vector binario que albergaba un casete de
expresion de CP4 como marcador de seleccion para generar el vector de transformacion de maiz, pMON78171
(FIG. 3). Los explantes transformados se obtienen mediante transformacion mediada por Agrobacterium
tumefaciens. Las plantas se regeneran a partir del tejido transformado. Las plantas cultivadas en invernadero
después se analizan para la composicion de aceite.
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Ejemplo 3
Analisis de acidos grasos

Se determind la composicion de acidos grasos de granos maduros que expresaban pMON82812 moliendo granos
de maiz y extrayendo el homogeneizado con heptano. El extracto de heptano se traté con tolueno que contenia
triheptadecanoina a 0,25 mg/ml y metoxido sédico en metanol (0,6 N). La reaccion se detuvo con cloruro sédico
acuoso (10% p/vol). Después de repartir a temperatura ambiente, la fase organica se analiz6 por GLC (Hewlett
Packard modelo 6890 (120 voltios) equipado con una entrada de capilar con/sin fraccionamiento (250°C) y un
detector de ionizacion de llama (270°C). La columna era una Supelco 24077 (0,25 mm d.e. x 15 m de longitud) con
una fase estacionaria de polietilenglicol pegada de 0,25 mm. Los ésteres metilicos de acido graso se identifican por
comparacion del tiempo de retenciéon con patrones comercial. Las composiciones porcentuales en peso cualitativas
se calculan como porcentajes de area de picos identificados. Los resultados del andlisis para los granos que
mostraban SDA y GLA se dan en la Tabla 1. No se encontraron granos invalidos parciales que contuvieran
solamente GLA. Globalmente, mas de dos tercios de los granos analizados contenian GLA y SDA. El analisis de un
grano maduro del evento ZM_103111:@, que se transformé con pMON82812, demostré un 9,68% de SDA.

TABLA 1: Analisis de acidos grasos de granos de maiz maduros individuales que expresan SDA y/o GLA

Linaje Gen Oleico (18:1) | LA (18:2) | GLA (18:3) | ALA (18:3) | SDA (18:4)
ZM_S103111:@. R1 26,08 13,62 0,91 26,44 9,68
ZM_S103432:@. R1 23,63 14,87 0,85 30,17 8,56
ZM_S103121:@. R1 27,39 16,2 1,14 27,61 5,8
ZM_S103432:@. R1 21,44 14,11 0,68 36,19 5,79
ZM_S103111:@. R1 25,5 16,36 0,61 30,56 5,19

ZM_S103435/LH244 F1 22,3 16,98 0,99 33,28 4,81
ZM_S103435/LH244 F1 23,85 19,52 0,84 29,91 4,21
ZM_S103121:@. R1 26,2 15,07 1,11 32,29 3,93
ZM_S103432:@. R1 20,38 18,37 0,85 35,49 3,84
ZM_S103121:@. R1 25,07 17,73 0,77 30,96 3,78
ZM_S103110:@. R1 21,57 18,99 0,68 34,07 3,69
ZM_S103432:@. R1 19,99 19,61 0,78 34,71 3,69
ZM_S103110:@. R1 22,17 18,57 0,58 34,81 3,67
ZM_S103427:@. R1 18,42 23,76 1,01 32,27 3,61
ZM_S103435/LH244 F1 20,83 19,3 0,68 34,71 3,53
ZM_S103427:@. R1 19,17 25,22 1,53 30,79 3,53
ZM_S103110:@. R1 22,12 17,73 0,79 34,38 3,48
ZM_S103099/LH244 F1 20,26 21,88 0,75 32,13 3.4
ZM_S103432:@. R1 16,98 18,61 0,8 40,32 3,27
ZM_S103432:@. R1 21,18 19,65 0,73 34,34 3,25
ZM_S103111:@. R1 24,59 19,08 0,35 30,79 3,23
ZM_S103111:@. R1 21,29 19,93 0,71 33,77 3,23
ZM_S103099/LH244 F1 21,11 23,29 0,79 30,95 3,21
ZM_S103432:@. R1 18,2 18,81 0,61 38,94 3,19
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(continuacion)

Linaje Gen Oleico (18:1) | LA (18:2) | GLA (18:3) | ALA (18:3) | SDA (18:4)
ZM_S103435/LH244 F1 21,27 19,75 0,7 34,33 3,13
ZM_S103432:@. R1 20,8 21,47 0,76 33,59 3,12
ZM_S103121:@. R1 23,71 18,96 0,75 31,97 3,1
ZM_S103121:@. R1 23,81 17,28 0,98 33,75 3,07
ZM S103099/LH244 F1 19,64 21,46 0,7 34,49 2,99
ZM_S103121:@. R1 23,83 16,72 1,01 34,5 2,93
ZM_S103427:@. R1 16,68 26,92 1,03 30,59 2,87
ZM_S103168/LH244 F1 18,58 23,81 1,34 32,42 2,87
ZM_S103432:@. R1 17,94 18,89 0,72 39,8 2,84
ZM_SI03110:@. R1 20,14 19,32 0,58 36,65 2,77
ZM_S103111:@. R1 20,57 19,13 0,34 36,1 2,7
ZM_S103168/LH244 F1 20,04 25,44 1,26 30,32 2,69
ZM_S103110:@. R1 21,6 19,78 0,61 35,15 2,66
ZM_S103099/LH244 F1 21,06 23,54 0,67 31,49 2,58
ZM_S103435/LH244 F1 19,26 22,53 0,9 34,92 2,53
ZM_S103433/LH244 F1 22,95 20,01 0,39 33,51 2,47
ZM_S103168/LH244 F1 19,39 26,31 1,23 31,06 24
ZM_S103110:@. R1 18,05 22,96 0,65 35,53 2,39
ZM_S103110:@. R1 18,99 21,92 0,65 35,22 2,38
ZM_S103111:@. R1 17,14 22,59 0,71 36,95 2,32
ZM_S103433/LH244 F1 23,64 19,84 0,38 33,12 2,29
ZM_S103436/LH244 F1 20,71 26,64 1,07 28,11 2,26
ZM_S103435/LH244 F1 21,89 21,12 0,6 33,35 2,24
ZM_S103110:@. R1 22,59 28,35 0,52 25,05 2,15
ZM_S103168/LH244 F1 19,41 27,76 1,19 28,96 2,14
ZM_S103168/LH244 F1 17,81 28,33 1,28 31,34 2,1
ZM_S103097/LH244 F1 18,61 25,34 1,19 31,88 2,09
ZM_S103168/LH244 F1 20,08 28,05 1,27 28,28 2,06
ZM_S103433/LH244 F1 20,11 19,18 0,38 38,29 2,04
ZM_S103427:@. R1 18,38 30,32 1,19 26,79 1,98
ZM_S103427:@. R1 20,06 29,56 1,13 27,23 1,95
ZM_S103436/LH244 F1 19,82 28,13 0,89 28,57 1,94
ZM_S103110:@. R1 18,74 22,83 0,72 35,29 1,91
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(continuacion)

Linaje Gen Oleico (18:1) | LA (18:2) | GLA (18:3) | ALA (18:3) | SDA (18:4)
ZM_S103433/LH244 F1 21,69 21,09 0,4 34,71 1,9
ZM_S103430/LH244 F1 23,25 25,64 0,92 27,64 1,89
ZM_S103099/LH244 F1 17,77 25,43 0,61 33,61 1,88

ZM_S103111:@. R1 21,04 22,99 0,29 31,6 1,86
ZM_S103168/LH244 F1 18,19 27,7 1,18 31,55 1,86
ZM_S103099/LH244 F1 18,24 23,16 0,65 35,78 1,85
ZM_S103435/LH244 F1 21,02 27,67 0,88 28,27 1,83
ZM_S103433/LH244 F1 21,7 21,08 0,39 34,49 1,8
ZM_S103097/LH244 F1 20,11 26,32 1,08 29,94 1,8

ZM_S103427:@. R1 16,95 30,23 1,08 30,11 1,8
ZM_S103437/LH244 F1 23,93 26,23 1,12 25,86 1,78
ZM_S103437/LH244 F1 23,5 26,49 0,99 26,32 1,77
ZM_S103168/LH244 F1 19,4 27,81 1,06 30,29 1,74

ZM_S103427:@. R1 17,94 30,11 1,17 29,42 1,74
ZM_S103103/LH244 F1 21,32 31,31 1,16 24,36 1,66
ZM_S103433/LH244 F1 20,48 21,06 0,41 354 1,64
ZM_S103437/LH244 F1 19,71 26,4 1,06 31,7 1,6
ZM_S103433/LH244 F1 18,98 21,89 0,36 37,18 1,59
ZM_S103430/LH244 F1 21,41 26,76 0,91 27,06 1,56
ZM_S103437/LH244 F1 18,67 28,15 1,07 30,71 1,56
ZM_S103097/LH244 F1 19,97 28,13 1,18 28,16 1,55
ZM_S103436/LH244 F1 19,29 31,27 0,79 25,74 1,53
ZM_S103430/LH244 F1 22,43 25,58 0,81 28,41 1,53
ZM_S103430/LH244 F1 18,48 27,25 1,05 31,73 1,53
ZM_S103103/LH244 F1 21,25 31,91 1,13 24,06 1,53
ZM_S103435/LH244 F1 20,92 27,87 0,82 27,48 1,51

ZM_S103121:@. R1 20 24,11 0,99 33,48 1,5
ZM_S103103/LH244 F1 20,9 31,44 1,08 25,09 1,5
ZM_S103103/LH244 F1 20,06 32,22 1,04 25,4 1,4
ZM_S103103/LH244 F1 20,02 33,05 1,09 245 1,39
ZM_S103097/LH244 F1 18,78 28,78 1,03 29,82 1,31

ZM_S103111:@. R1 19,23 27,51 0,62 29,58 1,25
ZM_S103436/LH244 F1 18,53 30,87 0,66 27,55 1,22
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(continuacion)

Linaje Gen Oleico (18:1) | LA (18:2) | GLA (18:3) | ALA (18:3) | SDA (18:4)
LH244/ZM_S103431 F1 20,88 23,22 0,34 32,46 1,19
LH244/ZM_S103431 F1 20,07 25,05 0,35 33,01 1,19
ZM_S103436/LH244 F1 20,39 31,62 0,69 26,02 1,16

ZM_S103111:@. R1 20,48 24,18 0,47 32,33 1,11
ZM_S103435/LH244 F1 20,4 26,7 0,52 31,26 1,09
ZM_S103436/LH244 F1 19,35 31,69 0,71 27,3 1,08
LH244/ZM_S103431 F1 19,75 23,35 0,26 33,86 0,98
ZM_S103436/LH244 F1 20,11 32,54 0,71 26,25 0,96
ZM_S103430/LH244 F1 18,87 29,25 0,7 30,17 0,95
LH244/ZM_S103431 F1 21,18 25,86 0,2 29,33 0,87
LH244/ZM_S103098 F1 21,77 24,64 0,15 32,57 0,81
LH244/ZM_S103105 F1 17,72 32,84 0,41 27,61 0,68
ZM_S143434/LH244 F1 20,34 26,19 0,3 31,48 0,6
ZM_S103434/LH244 F1 21,59 26,44 0,28 29,99 0,58
ZM_S103434/LH244 F1 20,22 27,13 0,31 30,47 0,58
LH244/ZM_S103098 F1 19,29 27,08 0,19 33,6 0,52
ZM_S103434/LH244 F1 19,24 28,24 0,26 31,45 0,51
LH244/ZM_S103105 F1 17,73 34,46 0,44 27,24 0,5
LH244/ZM_S103431 F1 19,12 31,08 0,24 27,77 0,47
ZM_S103434/LH244 F1 17,63 29,39 0,24 32,47 0,38
LH244/ZM_S103105 F1 18,37 36,34 0,36 24,68 0,33
LH244/ZM_S103105 F1 18,62 38,05 0,34 22,84 0,27

ZM_S103110:@. R1 18,35 57,16 0 2,25 0
LH244/ZM_S103098 F1 19,18 58,95 0 1,78 0
LH244/ZM_S103098 F1 19,35 58,56 0 1,79 0
LH244/ZM_S103098 F1 19,17 59,15 0 1,8 0
LH244/ZM_S103098 F1 16,76 62,23 0 1,81 0
LH244/ZM_S103098 F1 18,39 59,37 0 1,88 0
LH244/ZM_S103098 F1 18,26 59,91 0 1,96 0
LH244/ZM_S103098 F1 17,14 61,34 0 2,06 0
LH244/ZM_S103098 F1 16,65 61,17 0 2,39 0

El analisis de acidos grasos de eventos generados por transformacion con pMON78171 se muestra en la siguiente
Tabla 2. Se analizaron diez semillas R1 o F1 maduras para su composicion de acidos grasos como anteriormente, y
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se calculo la composicion promedio de acidos grasos a partir de esos numeros, excluyendo los invalidos. El evento
de mejor rendimiento obtenido con vector pMON78171 contenia en promedio el 28,6% de SDA, y el 2,2% de GLA.
La semilla individual de maiz de mejor rendimiento contenia el 32,9% de SDA y el 3,5% de GLA.

TABLA 2: Analisis de acidos grasos de granos de maiz maduros

Linaje Gen | Oleico LA GLA ALA SDA
ZM_S126797:@. R1 21,34 | 12,92 | 3,63 | 13,49 | 32,92
ZM_S126797:@. R1 22,11 | 12,12 3,3 14,12 | 32,58
ZM_S126797:@. R1 21,91 | 12,87 3,5 13,1 32,28
ZM_S127034:@. R1 23,26 9,86 1,22 | 17,05 | 31,2
ZM_S126797:@. R1 24,07 | 14,98 | 3,24 | 13,06 | 28,74

ZM_S128026/LH244 F1 21,96 | 16,99 | 3,24 | 12,69 28,5

ZM_S127034:@. R1 24,15 11,3 1,2 18,06 | 28,19
ZM_S129919:@. R1 21,79 | 17,34 | 2,43 14,1 28,19
ZM_S127034:@. R1 27,39 9,56 1,28 | 16,03 | 28,04
ZM_S127034:@. R1 29,01 9,8 1,19 | 15,19 | 27,41

ZM_S128026/LH244 F1 22,35 | 17,95 | 3,58 12,5 26,93

ZM_S129919:@. R1 20,77 | 19,48 | 3,02 | 14,79 | 26,51
ZM_S127034:@. R1 25,09 | 12,21 | 1,29 | 17,85 26,4
ZM_S127034:@. R1 22,99 | 15,22 1,3 18,47 | 25,87
ZM_S126797:@. R1 21,95 | 19,77 | 4,66 | 11,88 | 25,81
ZM_S127034:@. R1 26,95 | 13,34 | 1,35 | 15,95 | 25,62
ZM_S126797:@. R1 20,94 | 20,76 44 13,5 24,7

ZM_S126790/LH244 F1 24,46 | 19,05 | 2,71 13,05 | 24,57

ZM_S128026/LH244 F1 23,44 | 19,46 | 3,71 12,28 | 24,24

ZM_S126797:@. R1 21,41 | 22,02 | 4,87 | 11,41 | 23,95
ZM_S126808:@. R1 2561 | 18,44 | 2,38 | 14,16 | 23,81
ZM_S126797:@. R1 22,74 | 20,52 | 4,23 | 12,86 23,8
ZM_S126797:@. R1 20,95 | 22,77 | 4,76 | 11,94 | 23,74
ZM_S126808:@. R1 22 19,57 | 2,76 | 16,21 | 23,64
ZM_S129919:@ R1 21,49 | 23,45 | 2,95 | 13,33 22,4

ZM_S128026/LH244 F1 2312 | 22,18 | 3,87 | 12,33 | 22,34

ZM_S126797:@. R1 21,51 | 24,35 | 4,56 12 21,82

ZM_S126790/LH244 F1 2599 | 20,48 | 2,46 | 13,48 | 21,71

ZM_S126995/LH244 F1 24,4 22,45 | 2,12 | 14,26 | 20,03

ZM_S126790/LH244 F1 24,33 23,6 2,87 | 13,24 | 19,76

ZM_S126790/LH244 F1 2424 | 24,08 | 2,88 | 12,74 | 19,44
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(continuacion)

Linaje Gen | Oleico LA GLA ALA SDA
ZM_S126995/LH244 F1 29,51 20,1 1,96 | 12,44 | 19,17
ZM_S126800/LH244 F1 26,18 | 24,62 | 3,01 | 11,52 18,9
ZM_S126800/LH244 F1 24,35 | 26,28 | 3,26 | 10,89 | 18,56

ZM_S129919:@. R1 21,87 | 27,84 | 2,77 | 12,76 | 18,28
ZM_S126995/LH244 F1 26,78 | 24,15 | 2,09 | 11,97 | 18,26
ZM_S129919:@. R1 21,22 | 28,87 3 12,33 | 18,18
ZM_S126800/LH244 F1 23,23 | 27,22 | 354 | 11,35 | 17,98
ZM_S126790/LH244 F1 22,01 | 28,63 | 3,36 | 12,63 | 17,78
ZM_S126995/LH244 F1 26,48 23,9 1,84 | 12,93 | 17,78
ZM_S126800/LH244 F1 26,6 25,01 | 2,72 11,7 17,54
ZM_S126995/LH244 F1 25,83 | 25,52 | 2,12 | 12,59 | 17,15
ZM_S129919:@. R1 21,8 30 2,79 | 11,51 | 16,89
ZM_S129919:@. R1 20,77 | 31,81 | 3,03 | 11,33 | 16,65
ZM_S126808:@. R1 22,22 | 30,61 | 2,64 | 11,91 | 16,07
ZM_S126808:@. R1 22,6 30,58 25 11,72 | 15,54
ZM_S126800/LH244 F1 23,86 | 31,07 | 3,13 | 11,37 | 15,07
ZM_S126800/LH244 F1 26,73 | 29,67 | 2,92 9,6 14,26
ZM_S126995/LH244 F1 31,78 | 22,68 | 1,87 | 12,32 | 14,07
ZM_S126808:@. R1 22,94 | 33,24 | 2,81 | 10,51 | 13,79
ZM_S126808:@. R1 21,28 | 34,77 | 3,15 | 10,62 | 13,65
ZM_S126808:@. R1 25,73 | 32,94 | 2,19 9,26 11,95
ZM_S128026/LH244 F1 18,81 | 62,08 | 0,09 1,61 0,7
ZM_S126790/LH244 F1 19,23 | 62,98 0 1,36 0,06
ZM_S126790/LH244 F1 19,62 | 63,27 0 1,18 0
ZM_S126790/LH244 F1 19,56 | 63,19 0 1,38 0
ZM_S126790/LH244 F1 19,88 | 61,96 0 1,3 0
ZM_S126790/LH244 F1 20,43 | 61,28 0 1,37 0
ZM_S126800/LH244 F1 22,09 | 59,61 0 1,22 0
ZM_S126800/LH244 F1 20,09 | 62,11 0 1,32 0
ZM_S126800/LH244 F1 21,8 59,52 0 1,34 0
ZM_S126800/LH244 F1 22,55 | 59,63 0 1,28 0
ZM_S126808:@. R1 20,9 60,65 0 1,43 0
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(continuacion)

Linaje Gen | Oleico LA GLA ALA SDA
ZM_S126808:@. R1 20,57 | 60,95 0 1,54 0
ZM_S126808:@. R1 18,75 | 62,61 0 1,45 0

ZM_S126995/LH244 F1 20,03 | 63,35 0 1,22 0
ZM_S126995/LH244 F1 21,55 | 59,59 0 1,1 0
ZM_S126995/LH244 F1 24,63 | 56,02 0 1,12 0
ZM_S126995/LH244 F1 20,12 | 60,75 0 1,23 0
ZM_S126998:@. R1 21,51 60 0 1,62 0
ZM_S126998:@. R1 22,17 | 27,15 0 34,29 0
ZM_S126998:@. R1 19,77 | 62,76 0 1,61 0
ZM_S126998:@. R1 20,73 | 28,41 0 33,75 0
ZM_S126998:@. R1 20,59 | 33,96 0 29,47 0
ZM_S126998:@. R1 20,8 33,48 0 28,9 0
ZM_S126998:@. R1 22,15 | 33,67 0 27,92 0
ZM_S126998:@. R1 19,86 | 30,92 0 32,91 0
ZM_S126998:@. R1 21,47 | 30,99 0 31,39 0
ZM_S126998:@. R1 21,37 | 31,16 0 30,85 0
ZM_S127034:@. R1 19,76 | 62,38 0 1,36 0
ZM_S127034:@. R1 19,99 | 62,51 0 1,26 0
ZM_S127034:@. R1 20,76 | 61,27 0 1,25 0
ZM_S128026/LH244 F1 20,86 | 59,51 0 1,63 0
ZM_S128026/LH244 F1 18,57 | 63,07 0 1,38 0
ZM_S128026/LH244 F1 19,7 62,41 0 1,13 0
ZM_S128026/LH244 F1 19,8 61,53 0 1,2 0
ZM_S128026/LH244 F1 17,96 | 65,06 0 1,32 0
ZM_S129919:@. R1 20,7 60,71 0 1,29 0
ZM_S129919:@. R1 20,04 | 61,49 0 1,45 0
ZM_S129919:@. R1 19,53 | 61,77 0 1,37 0

El analisis de acidos grasos de eventos generados por transformacion con pMON78175 se muestra en la siguiente
Tabla 3. Se analizaron diez semillas R1 o F1 maduras para su composicion de acidos grasos como anteriormente.
La semilla individual de maiz de mejor rendimiento contenia el 12,4% de SDA y el 0% de GLA.

TABLA 3: Analisis de acidos grasos de granos de maiz maduros

Linaje Gen |Acido oleico| Acido linoleico| GLA | ALA SDA

ZM_S130139:@. R1 26,57 8,39 0 34,39 | 12,36
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(continuacion)

Linaje Gen |Acido oleico| Acido linoleico| GLA | ALA SDA
S130134:@. R1 30,59 9,04 0 30,31 | 11,86
ZM_S130139:@. R1 26,39 9,41 0 3491 | 11,12
ZM S130135:@. R1 25,09 12,98 0,12 | 34,81 9,93
ZM_S130133:@. R1 30,62 10,85 0 30,93 9,63
ZM_S130136:@. R1 30,55 11,99 0 32,28 7,63
ZM_S130136:@. R1 28,27 13,53 0 33,41 7,45
ZM_S130136:@. R1 29,14 10,61 0 34,59 7,44
ZM_S130134:@. R1 25,43 14,32 0 35,68 7,3
ZM_S130134:@. R1 23,94 16,92 0 35,7 6
ZM_S130133:@. R1 22,93 17,14 0,02 | 37,21 5,88
ZM_S130136:@. R1 28,28 11,89 0 35,63 5,86
ZM_S130140:@. R1 23,47 15,34 0 37,85 5,68
ZM_S130133:@. R1 21,75 17,83 0 37,43 5,59
ZM_S130072/LH244 F1 23,17 25,78 0,2 | 28,61 5,39
ZM_S130140:@. R1 22,75 17,26 0 37,98 | 4,83
ZM_S130161:@. R1 28,54 13,26 0 37,6 2,88
ZM_S130140:@. R1 20,82 23,51 0 35,48 2,88
ZM_S130155/LH244 F1 20,87 59,43 0 2,2 0
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50

Leu Ala
65

Ser Thr

Lys His

Asn

Lys

Gly

35

Trp

Gly

Ser

Ser

Thr

Thr

20

Asp

Ala

His

Arg

Val
100

Cys

Glu

Ser

Ile

405

Asn

Met

FPhe

Ile

Leu

Ala

Asp

Leu

85

Ser

Pro

His

Pro

380

Ala

Thr

Val

Ser

Tyxr

Trp

Leu

Val

70

Leu

Glu
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Ala

Hisg

375

Phe

Ser

Ala

Trp

Pro

Ile

Ile

His

55

Thr

Pro

Thr

Trp
360

Leu

Val Arg

Phe

Ile dlu

Glu Ala

440

Pro

Thr

Serx

40

Pro

Asp

Pro

Ser

Met Asp Trp

Phe Pro Arg Met Pro

Thr Lys Ala Asn Val

4

425

Pro

Ser

25

Iie

Gly

Ala

Phe

Ser
105

29

Phe His

365

380

Asgsp Leu Cys Lys

388

10

Thr
10

Ser

Gly

Phe

Sex

S0

Asp

Ala Arg Asp Leu

Val Lys Asn Val

Gly Gly

Arg Gly

Lys His

Leu Thr

Leu

Gln

Asn

400

215

Ser Asn

430

445

Asn Thr

Glu Leu

Gly Gln

Ile Ala

60

Leu Ala
75

Thy Asn

Tyx Arg

Asn

Glu

Val

45

Pro

TyY

Leu

Lys

Gly

Ser

Lys

30

Tyr

Leu

His

Leu

Leu
110

Asn

15

His

Asp

Leu

Pro

Leu

95

Leu

Leu

Pro

Pro

Asn

Val

Ala

Pro

80

Giu

Asp



Ser
Ala
Val
145
Met
His
Leu
Asn
Asp
225
Ser
Ser
Cys

Ser

Val
305

Phe

Thr

130

Leu

Gly

Tyr

Ser

His

210

Leun

Leu

Arg

Val

Arg

290

Phe

His

115

Phe

Cys

Phe

Arg

Ser

195

Asn

Gln

Thr

Phe

Ala

275

Arg

Trp

Gly Glu Arg

Gln

His

Val

Lys

Val

Ser

Ala

Ile

180

Asn

Ala

Tyr

Ser

Leu

260

Arg

Glu

Len

Ile

Gln

Met

Ile

Glu

Trp

165

Met

Cys

His

Tle

Arg

245

val

Leu

val

TLR

Met
325

Phe

Gly

Met

Agn

150

Iie

Thr

Leu

His

Pro

230

Phe

Gln

hsni

Ala

Phe

310

Phe

Ser
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Met

Ile

135

Pro

Gln

Asp

Gln

Ile

215

Leu

Tyx

Tvr

Met

Asn

295

Pro

Leu

Leu

Phe
120

Leu

Trp

Cys

Arg

Gly

200

Ala

Leu

Asp

Gln

Leu

280

Arg

Leu

Leu

Asn

Arg

Met

val

Gly

Lys

185

Ile

Cys

val

Lys

His

265

Ala

Val

Leu

Ala

His

30

Ala

Leu

His

Trp

170

Trp

Ser

Asn

val

Lys

250

Trp

Gln

Gln

Leu

Ser

330

Phe

Arg

Val

Leu

155

Iie

Asn

Ile

Ser

Ser

235

Leu

Ser

Ser

Glu

Sexr

315

Tyr

Ser

Gly

Ser

140

Val

Gly

Arg

Gly

Leu

220

Pro

Asn

Phe

FPhe

Ile
300

Cys

Ser

Ser

His

125

Sexr

Cys

His

Phe

Trp

205

Glu

Lys

Phe

Ile

285

Leu

Leu

Val

Asp

Thr

Val

Gly

Asp

Ala

1920

Trp

Tyr

Phe

Asp

Pro

270

Leu

Gly

Pro

Thr

Val

Ala

Thr

ala

Sexr

175

Gln

Lys

Asp

Phe

Gly

255

Val

Leu

Leu

Asn

Gly

335

Tyr

TyTr
Gly
Ala
160
Gly
Ile
Trp
Pro
Asn
240
Val
Met

Phe

Ala

Trp
320

Ile

val



10

15

20

25

30

340

Pro
355

Gly Pro

Asn Ile

370

Leu

Gln
385

Phe Gln

Phe Arg Lys

Leu Thr Tyr

Glu Thr Leu

435

Pro
450

Tle Lys

<210>6
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6

atmagyatyg gttggtggaa rtgg

<210>7
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400>7
aatccaccrt graaccartc cat

<210> 8
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8

Val

Ser

Val

Tle

Asn

420

Arg

Asn

Gly

Cys

Glu

Ser

405

Ile

Asn

Met

Asn

Pro

His

39¢

Pro

Ada

Thxr

Val

23

cacacatgac cggataaaac gaccagt
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345

Asp Trp Phe

360

Lys

Ala
375

Trp Met Asp

His Leu Phe Pro

Phe val Arg Asp

410

Fhe Thr

425

Ser Lys

Ile
449

Ala Glu Ala

Glu ala Vval

Trp
455

24

27

31

Lys

Trp

Arg

3985

Leu

Ala

Arg

Lys

Gln

Phe

380

Met

Cys

Asn

Asp

hsn
460

350

Thr Ala
368

His

Pro Arg

Lys Lys

Val Leu

430

Leu Ser

445

Val Gly

Gly

Gly Gly

Gly
His
415

Thr

bhan

Thr

Leu

Gln

400

Asn

Leu

Pro



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210>9
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 9
gggaatgtac tggaggtcag ggtcgta 27

<210> 10
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10
cgtgcagttc agcttgaacc atttctc

<210> 11
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11
tgcagggaca ctcaacatat cgtgccc 27

<210> 12
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 12
gtaggttggt ggagaaggga gggagga

<210> 13
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13
ggaaggggga tggtaagcga ggaaage

<210> 14
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14
gtcgacatgg aaaacacatt ttcaccacca cct
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27

27

27

33

32



10

15

20

25

30

ES 2 541537713

<210> 15
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15
gtcgacatga ctaagaccat ttacataacc agc 33

<210> 16
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16
cctgcaggtc acccgacatt tttaacagcc tcce 34

<210> 17

<211>1290

<212> ADN

<213> Neurospora crassa
<400> 17

atggctgtca ctactaggtc acacaaagec gecgetgoca
acaggagtgg atgcagtceag cgctgeoecgeca ccaadgcagta
aagtcagctg agcctatoga atatcecagac atcaagacaa

cactgettta gacctcgegt ttggatatce atggeogtact

33

ccgaacotga
gtagctecte
ttegtgacge

ttattegega

agttgtgtet
atccteccaa
tataccagac

ttttgcaatg

&0

120

180

240



10

gcttteggcce
agatacggag
atcttggcte
atgggttgga
caccgtcate
gaggcggaca
atgttegagy
tggcagatgt
ggcaaaggty
agaaacagcg
attctctace
cagtacttct
gaagttcacc
gacagagact
gttcatecacc
agacctatge
tacaacttca

tgggctcaca

toggatactt
cttgggettt
acgaatgegg
ttggtcacte
ataggttcac
gaaatcagag
atgttcctat
atctcttatt
gaatgggaty
aagcaattta
aggcageoca
gggttcacca
actttgatge
tcggtttcat
tetteccaag
tcggacctet
cacactgcaa

cogttoagay
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ggcatggcaa
gtacggttac
tcacggagee
tttectacta
cggacatatg
aaaactagct
tgtgcagtty
caacgttagt
gectecgegtyg
catagcteota
agttgttgga
tkggctegtt
agattecttgy
cggcaagcac
aatcecetttc
ttaccacaga
atgggttgtc

tactcagtaa

<210> 18

<211>1209

<212> ADN

<213> Aspergillus nidulans

<400> 18

atggccgcaa
cagacaatca
goctacgteg
gatacgcteot
caaggctgeg
agocottace
ccttactict

agggacacag

cegegaccac
agaatgccoat
tcagagacet
tcteatceea
tgggaacggg
aaacctggas
cttggaaaat

cottegtbec

teteogotgaa
accaaagcac
cectetacgea
gctecttagg
tatatggata
cgacgttgtt
aacccacgca

ctggaccgag

tacateoectt
ctccagggac
ttttectagac
gtcccatatt
gaaaaagata
aatctctata
gttaaactaa
goccggaaaag
agecattteg
agcgatotey
tggcaaatag
gccatcactt
acatttgtta
ctottecata
tactacgctg
gatgacogtt

coctgatccte

atagaaaaga
tgttttaace
tcagttttgt
atcttggeat
ttggcacatg
gggtggacce
aggcaccaca

aaggaatacg

34

tgattgcaag
tecgtcetgtac
acacctggtt
ttagctggaa
tggcgttegt
tggacaaaga
ttgctcacca
gctccaaaca
aaccaagttc
gacttatgat
ttggtctett
acgticatca
agggtgccct
acatcattga
azgaagctac
ctttcatggg

aagtgccocagg

agaaggaaga
gtagtttgct
tctattttge
ggacagctta
aatgeoggaca
ttcatteteot
gatatacgaa

acaccagace

taccccattyg
tggaatttgg
caacaacgtt
attttcccat
tecagecacg
gactgcggay
actegeceoggt
gtgggaaacc
agccgtttte
tatgggatac
gtattttcaa
cacacacgaa
cgctacegtg
ccatéatgtt
caattcaata
gcaactctygy

tgctctaatce

gattacacta
tatttecaagt

acttcatatt

cggtrtcaty.

cggagetitt
tctecatggte
caataccéag

tcgttactte

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

i080

1140

1200

1260

1290

60

120

1890

240

300

360

420

480
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cetgocatggt
catcagatcg
aagcctgtte
tttgacceag
cttggactcc
agaatggtge
acgtacctcce
actaaaggag
caccacatca
gcagaggaag
accggattac
aacgatgtgg

getgaatayg

<210>19
<211>1290
<212> ADN

tcgagatgtt
coggetggea
cacaaggcaa
gaagctotcet
ttetegtgge
tcatttacgt
accacactca
cacitctcaac
ttgatcacca
ctactaacge
tctggagtet

gtaaggaggyg

<213> Neurospora crassa

<400> 19

atgacggtca
accgygcgtitg
aagteoggccg
cactgcttec
geectttggec
cgetacggey
attctggege
atggggtgga
catcgoeace
gaggectgate
atgtttgagy
tagcagatgt

ggcaagggcg

ccacccgcag
acgcegtete
agcccatcga
goceoeogeogogt
teggetacct
cctgggetet
acgagtgcgyg
ttggccacte
ateogetteoac
gcaaccagag
atgtgcccat
acctecetectt

gcatgggctg
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tgaagacaca
aatgtacctc
gcagteegga
atggaccgaa
cgccgegaat
cgtecectac
cccatccata
agtggatcgt
cgtecgttcat
aataatacca
tatggaaact

agttetcecat

ccacaaggec
tgctgetgct
atacccogac
ctggatectoce
cgcotggcag
gtacggectac
ceacggegee
cttcctcttg
cggecacatyg
gaagctggee
tgtecagete
caacgtctee

gttgagggtt

ccagtgtata
tgcttctacg
tggtttggag
aaccagcygec
tggtacttoy
ttttgggtec
ccacactaca
gacttcggat
cacttgttca
gttctocggtyg
tataaasact

tgggtttteg

gcggccgeca
cectectoct
atcaagacca
atggectact
tacatcececce
cteocagggte
ttctogagyc
gteccttact
gagaaggaca
aacttgtaca
gtcaagetca
gecggtaagy

agccactttg

35

acttgattte
tctcagecgy
gtcaacaatc
atctaatcgce
ctcaacaagt
accactgget
ccgactctac
ttataggaag
ataggatacc
atatgtacca
gtcgetttgt

aagaaaagaa

ccgagecega
cetecteocte
tcegegacge
tcatecgega
tgatcgectce
tegtetgeac
acacgtgoatt
t¢agetggaa
tggecgtttat
tggacaagga
tcgoccacea
geagcaagcea

agcecctteocte

attgctcegec
agccaaaagt
tgcatcacac
aatctcogac
tggtgttcta
agtcgaecatc
ctggacatte
gcacttettt
attctatcac
tagagaagaa

tggcgtggag

aggcgetaaa.

ggttgtcage
ttecagocaa
catcececgac
cttegecatg
cacececcgetco
gggeatctgg
caacaacgte
gttcagccac
gectgeeace
gacggecgag
getggeegye
gtgggagact

tgctgtgtte

540

e00

660

720

780

840

200

960

io0z20

1080

1140

1200

1209

60

120

180

240

300

360

420

540

600

660

720

780
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cgeeactceg
atcctctacc
cagtacttot
gaagtccacc
gacegegatt
gtecaccact
cgeeccatge
tacaacttea
tgggacgcaca
<210> 20

<211>1290
<212> ADN

aggccatcta
aggccgcgcea
gggttcacca
actttgacgc
ttggctteoat
tgttcccteg
teggecacet
ceocactgeaa

cegtteagag

<213> Neurospora crassa

<400> 20

atggcggtca
accggegttg
aagtcggecca
cactgettee
gcctttggeo
cgetacggey
attetggege
atggggtgga
catcgecace
gaggctgatce
atgtttgagg
tggeagatgt
ggcaagggcg
cgcaacteeg
atcectetacce
cagtacttet

gaagtccacc

ccaccecgeag
acgeccgtete
agcccatega
gccocgegegt
teggetacet
cctgggetet
acgagtgegg
ttggecacte
ategettcac
geaaccagag
atgtgoceat
acctoctett
gcatgggctg
aggeeatcta
aggccgegea
gggttcacca

actttgacge
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cattgcectg
ggttgttgge
ttggttggte
cgactcgtgg
tggcaagcac
catccccttc
ctaccaccge
gtgggtegtt

cacccagtaa

ccacaagges
tgetgeotget
ataccccgac
ctggatctec
cgoctggeayg
gtacggetac
cracggegece
cttectcttg
cggoccacatg
gaagctggeeo
tgtecagetc
caacgtctcc
gttgagggtt
cattgocctyg
ggttgttgge
ttggttggtc

cgactogtyyg

tocgatettyg
tggcagatgg
gocatcactt
accttcgtea
ctcttccaca
tactacgecg
gacgaccgct

coggacccee

gtctcatgat
taggtetget
acctcecacea
agggegekct
acattatega
aagaagccac
cetteatggy

aggtaccogg

catgggctat
gtactteocag
cacccacgag
cgccacegte
cgaccacgte
caactcgate
seagetgtgg

cgcgettatt

geggecgeca
ccctceteet
atcaagacca
atggcctact
tacatcecece
cteccagggtc
ttetegagge
gteceocttact
gagaaggaca
aacttgtaca
gtcaagctca
geeggtaagy
agccactttg
tcogatctty
tggcagatygg
gccatcactt

accttcgtca

36

cecgageccga
cctectecta
tococgegacge
tcatccgega
£gateogecte
tegtetgead
acacgtggtt
teagetggaa
tyggagtttgt
tggacaagga
tecgeceacea
geagcaagea
agccttecte
gtcteatgat
tgggtctget
acctccacca

agggcgctct

ggttgteage
ttcocagccaa
catocococogac
cttogocaty
caccaegete
gggcatctgg
caacaacgtce
gttcagccac
gcctgecace
gacggecgag
getggecgge
gtgggagact
tgctgtgtte
catgggctag
gtacttccag
cacccacgag

cgccacegte

B40

200

560

1020

1080

1140

1200

1260

1250

- 60

120

18¢C

240

300

360

420

480

540

600

6690

720

780

840

200

o960

1020
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gaccgcgatt
gtecacecact
cgccccatge
tacaactica

tgggcgcaca

<210> 21
<211> 2391
<212> ADN

ttggcttcat
tgttcecteg
tcggceccect
cecactgeaa

ccgttcagag

<213> Mortierella alpina

<400> 21
caggatcgge
cggggacccyg
cggaactctc
gtcagcctac
ctggtttage
gcacatcttt
cegtgtgetg
tgccaagaag
tccoococacca
agaccactece
-atttactaac
gctgtetgte
agggggagct
aattggcaca
agcagaaagyg
agatggttgt
acctggtaag
tagaagccag
tatgececttg
cgateetite

caaccttetg

ggcagcggtg
ggagtgcecg
cttcaggacc
aaggaggaca
ttcectggaga
gagatatctc
aagatctcectg
tacaaagaca
aagaaggcct
cttecccoccatc
ttagbcctaa
tgtctagete
taatteccoce
ttectectee
acctgcattt
atctaaagaa
ggacaaagasa
cttcoogetyg
ttatgggect
ctggtcecaa

ctotggagag
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tygcaagcac
catcoccttce
ctaccaccgce
gtgggtegtt

cacccagtaa

gcaggagaoea
caccctgage
tgaccaacaa
teccccagtga
gecacaacaa
gecgtectga
aggaggagga
ttatecggea
gaacaagggg
ctcaatggga
cccttactat
atctagttee
cactataggg
ttctecectkt
teoctacactg
aaccagtggay
aagcecaggac
ttecettagyg
gggatgegga
agatcaaacc

acgatgccgy

ctettccaca
tactacgceg
gacgaccgct

ccggaccecee

aggagcagygc
tcteagetcee
catcaccctt
gaagagtgag
gotyggacaaa
cctoctcact
getggacace
gooctetgaa
gaggaagadgg
ggggctaggg
gcogocgtgtgt
tectocteat
ggaggtggac
tectecacte
aggagetatg
gaaggaaggt
tcagtgtttyg
ctgaggtcct
tgagocagaa
ccaatggaga

gaccatgeac

37

acattatcga
aagaagccag
ccttcatggg

aggtcecegg

tccagacget
ggaggcgtca
gaagatctgyg
gagatcacca
gacaacctet
atggtggttg
aagctaacee
gaagaaatca
aggaaggttyg
caacccectg
gtoggtgtge
gaggggattg
gettiticta
tteccecaca
gtgaagatga
aaagaggoca
tatctctatg
gagtgcocaat
atcttaatga
agccageatt

tactgagcct

ccaccacgtc
caactegate
ccagctgtgg

cgegettatt

gcttaggaac
tggcagagta
aacagctcaa
caggeagege
cctacataga
actacagaac
gtattceccag
tcaaattggce
gatcttcate
ctecogtacee
geacgetetyg
gaggcaaggg
tgtaaacaga
tctttatgga
ggtatgggag
ctecaacctcece
ctggactggt
gggeectoct
gaagaccact
tactgtcece

gagctaggga

1080

1140

1200

1260

1220

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

12690



10

15

¢gcaggcaga
actgacctgg
ccacaaccta
aagtagttaa
gactggtaac
gtgagtgaac
ctgtgtgtac
ttttttgtgg
ccacagaaag
actaaccaca
aggtaggtéc
gaagagggtt
tgéecatctc
ccagttttgce
éaéaégaaat
tggggtgttc
agggtgoette
céctaatata

ctgcagegtyg

<210> 22
<211> 522
<212> ADN

gacaggecca
agcctagaga
cagagtattg
ttacagtgtt
ctttcteatt
ccageoctcet
atatatattc
tttttagcat
gaagtggcag
acaaatgtta
ttttaggatg
cttgaageea
ctctggeccac
cttaaaggtc
ccttgtacaa
catgggagca
tcagaagett
ctcaceceect

cacagcettg

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> base modificada
<222> (200)...(511)
<223>N=A,C,GoT

<220>
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cttcetgete
gattggggga
taggcaacct
tcoctttgeac
tgggtttgtg
ccctgtoeeca
tacatatatg
taacttattg
agccaaattg
catttacatg
tgggagcaaa
gactgactag
tgetgeagac
cttcctaaat
ctgggtggga
ggagtgagac
ctectgtaagg
cgtgctgcté

ttcotaaccet

ctecagtttet
tgagatcctt
ttccactete
tgaccaccaq
gatgccacac
agatgcecctt
tatattaaac
tctaggeocag
ttacagagtc
tgagctaaga
acttcacagg
agcacecctcea
acctgectia
ctecctagic
gaaaggaact
ggcgettece
caaaaaccaa
tgaggttgct

ggaataaagg

aaatacagac
aggttttaac
cagtttagaa
cctgattcaa
agccaagtea
ccecatcttg
cegeactgee
agcgggagtg
caaacagaaa

gacaatttag

gaggggagga

gtteotaget
actctcacac
ttgcctggea
ctgggtaaca
ttatggaaga
actttaaaca
cotagoestgt

tgactgactc

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 22

tgttggataa
coccaacctge
ttctccaage
tceaggaagg
ctagagtgcea
accgtgctaa
atgtctgcce
ggaggggatg
acacatetca
agaaagatga
atggetgtca
gagcccaga£
ctegaagact
tcteetttaa
tecttectte
gggaggagac
gactaacctg
gctoctetgt

t

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2381

ttacagtaca gtcaatcacc tttattccag ggttagaaca aggcecgtgeca cactgecagac 60
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aggagcacag
ttaggttatt
cttcteceeat
ceotetegete
cagtegtygcet
geagacaggg
agtgtecgtat

gotgggegtg

gatggggaca
tEtgeettac
crccececte
tegotegete
cagctcocco
ctggggcate
taaggeagqgt

caaggtigtt
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atctcacagc
agagagattt
cterectean
tecacgeacat
ctececaatte
tecggggaggt
gtoocccanca

conggoccgn

cgtacagggt
ctagactctg
agaaggctec
tctcacatca
tacaagtgec
cectttaagge
ntggccaaaa

nggtttctte

39

gggagggeag
ctggaaatga
tattccttece
cgtaateoctg
tcteggtect
aaaactgngg

gggacggetg

tt

gttagtcttt
ccetgteteo
tcctotteec
accggaagga
ggaggdagasa
agtactccag

ggetgggetg

120

180

240

300

360

420

480
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REIVINDICACIONES

1. Una planta de maiz transgénica o semilla de maiz transgénica que comprende una construccion recombinante
que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica una A15 desaturasa de Neurospora crassa
mutagenizada para aumentar su expresion en una monocotiledonea, tal como maiz, y una secuencia
polinucleotidica que codifica una A6 desaturasa de Primula julia modificada para su expresidon en plantas
monocotileddneas, comprendiendo dicha planta de maiz y semilla de maiz un aceite de semilla de maiz endégeno
que tiene un contenido de acido estearidénico (18:4 n-3) del 25 al 33%.

2. La planta de maiz transgénica o semilla de maiz transgénica de la reivindicacion 1, en la que la planta de maiz es
una planta endogamica o una planta hibrida, y la semilla de maiz es una semilla endogamica o una semilla hibrida.

3. Un aceite de semilla de maiz endégeno que se puede obtener de una semilla de maiz de la reivindicacién 1y que
tiene un contenido de acido estearidonico (18:4 n-3) del 25 al 33%.

4. El aceite de semilla de maiz de la reivindicacion 3, en el que

(i) el contenido de acido estearidonico es seleccionado entre el 25% al 32% y del 25% al 30%; o

(ii) el aceite de semilla de maiz se define como comprendiendo acido gamma-linolénico en un contenido
seleccionado entre: menos del 7,5%, menos del 5% y menos del 3%; o

(iii) la proporcion de acido estearidonico a acido gamma-linolénico es seleccionada entre: de 1:1 a 10:1, de 2:1 a
10:1, de 3:1 a 5:1 y al menos 3:1; o

(iv) la proporcion de acidos grasos omega-3 a omega-6 en el aceite es seleccionada entre: de 0,5%:1 al 10:1, de
5:1a 10:1, y al menos 5:1.

5. Un procedimiento de produccion de aceite de semilla, que comprende cultivar la planta de maiz de la
reivindicacion 1 en condiciones de cultivo de plantas hasta que la planta produzca dicho aceite de semilla.

6. Un procedimiento para aumentar el valor nutritivo de un producto comestible para consumo humano o animal no
humano, que comprende afiadir el aceite de semilla de maiz de la reivindicacién 3 al producto comestible.

7. El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que el producto comestible es seleccionado entre alimentos para
seres humanos, piensos para animales y un suplemento alimenticio.

8. El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que el aceite de semilla de maiz aumenta el contenido de acido
estearidénico del producto comestible.

9. El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que el aceite de semilla de maiz aumenta la proporciéon de acidos
grasos omega-3 a omega-6 del producto comestible.

10. El procedimiento de la reivindicacién 6, en el que el producto comestible carece de acido estearidénico antes de
afnadir el aceite de semilla de maiz.

11. Un procedimiento de fabricacion de alimentos y/o piensos, que comprende afadir el aceite de semilla de maiz de
la reivindicacion 3 a los ingredientes de partida para producir el alimento y/o pienso.

12. Alimentos o piensos fabricados por el procedimiento de la reivindicaciéon 11.

13. Una composicion para proporcionar acido estearidénico a un ser humano o animal no humano, comprendiendo
dicha composicion el aceite de semilla de maiz de la reivindicacion 3.

14. La composicion de la reivindicacion 13, que es una composicion comestible, preferentemente

(i) la composicion comestible es alimento o pienso, mas preferentemente el alimento comprende bebidas,
alimentos de infusion, salsas, condimentos, alifios de ensalada, zumos de frutas, jarabes, postres, glaseados y
rellenos, productos congelados blandos, productos de confiteria o alimento de hidratacion intermedia, o es
alimento o pienso para un animal de compaiiia; o

(i) la composicién comestible es sustancialmente un liquido o un sélido; o

(iii) la composicion comestible es un suplemento alimenticio y/o un nutracéutico.

15. La composicion de la reivindicacion 13, que

(i) es adecuada para ser administrada a un ser humano; o
(i) es adecuada para ser administrada a un animal no humano, preferentemente a ganado o aves de corral.
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Figura 1.
_P-Os.Act1

_L-0s.Act!

_1-Os.Act1

TS-At.ShkG-CTP2

T-Zm.Glb1 CR-AGRtu.aroA-CP4.nat

CR-Nc.Fad3.nat,
T-AGRtu.nos

P-Zm.Glb1
B-AGRtu. limite derecho

pMONS82812
16624 pb h CR-Ec.aadA-SPC/STR

. T-Ec.2aadA-SPC/STR

T-Zm.Glb1
P-Ec.aadA-SPC/STR

ORI-322
OR-Ec.ori-ColE1
CR-Ec.rop

CR-Ma.DED

P-Zm.Glb1
B-AGRtu.limite izquierdo OR-Ec.oriV-RK2
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Figura 2.
_ P-Os.Act1
_1-Os.Act1
_|-Os.Act1
TS-At.ShkG-CTP2
CR-AGRtu.aroA-CP4.nat
CR-Nc.Fad3.nat
T-AGRtu.nos
P-Zm.Glb1
B-AGR{u. limite izquierdo
OR-Ec.oriV-RK2
T-Zm.Glb1
CR-Pj.DED

CR-Ec.rop

P-Ec.aadA-SPC/STR
CR-Ec¢.aadA-SPC/STR

B-AGRtu. limite derecho
T-Ec.aadA-SPC/STR _|
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Figura 3.
P-Os Act1
_
_1-Os.Actt
_ |-Os.Act1
TS-AL.ShkG-CTP2
T-Zm.Gib1
CR-AGRtu.aroA-CP4.nat
CR-Nc.Fed3.nat
T-AGRtu.nas
P-Zm.Glb1
Zm B-AGRtu. limite izquierdo
pMON78171
OR-Ec.oriV-RK2
T-Zm.Gib1

16464 pb

CR-Ec.rop

P-Ec.aadA-SPC/ISTR
CR-Ec.2adA-SPC/STR

B-AGRtu, limite derecho
T-Ec.aadA-SPC/STR _|

43



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias 
	Reivindicaciones
	Dibujos

