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DESCRIPCIÓN 
 
Proteínas que encapsulan aceites modificados y usos de los mismos 
 
Campo técnico 5 
 
La invención se refiere a composiciones y métodos para la producción y modificación de cuerpos oleosos en 
diversos tipos celulares hospedadores. 
 
Antecedentes 10 
 
En la naturaleza, las plantas con flor almacenan eficazmente energía en sus semillas mediante la acumulación de 
aceite, concretamente triacilglicerol (TAG) y lo almacenan en cuerpos oleosos discretos incluyendo una monocapa 
proteica fosfolipídica alrededor del cuerpo oleoso. Estos cultivos de semillas se han usado en una diversidad de 
aplicaciones agrícolas como pienso y más recientemente también como una fuente de materia prima para 15 
biocombustibles. En peso, los lípidos tienen aproximadamente el doble de contenido de energía de proteínas o 
carbohidratos y como tal, se ha prestado una especial atención a la elevación del contenido oleoso de diversas 
especies, más notablemente plantas. Más allá del aspecto energético, los cuerpos oleosos en sí mismos también 
tienen propiedades únicas y forman la base de varias aplicaciones biotécnicas incluyendo pero sin limitación la 
purificación de proteínas recombinantes, la formación de complejos proteicos multiméricos, emulsión y el suministro 20 
de bioactivos. 
 
Desafortunadamente, las semillas vegetales representan un porcentaje muy pequeño de la biomasa vegetal total y 
con la demanda de productividad agrícola mejorada y energías alternativas se reconoce que la producción de aceite 
actual de varios cultivos de semillas dedicados es insuficiente. Los esfuerzos de investigación se han centrado no 25 
solamente en aumentar la productividad de la producción de aceite dentro de semillas vegetales sino también en la 
producción de aceite en otros tipos celulares y especies. 
 
El cultivo tradicional y la mutagénesis han ofrecido éxitos crecientes en esta área; sin embargo la ingeniería genética 
ha realizado los mayores avances en la modificación de organismos para producir niveles de aceite elevados. 30 
Aunque ciertos grupos han trabajado a lo largo de diversas partes de la ruta de síntesis de aceite para regular 
positivamente la producción de aceite dentro de la semilla, otros grupos se han centrado en el aumento de aceite en 
tipos celulares que representan una mayor parte de la biomasa. 
 
Aunque la ingeniería genética ha realizado algunos progresos en el aumento del contenido de aceite en ciertas 35 
dianas, aún siguen existiendo retos significativos. Aún pueden realizarse mayores aumentos de productividad en la 
producción de cuerpos oleosos en la semilla y aún deben conseguirse los medios para producir cuerpos oleosos 
similares a los de una semilla vegetal en otros tipos celulares y especies. 
 
Sumario de la invención 40 
 
La presente invención proporciona composiciones y métodos para producir cuerpos oleosos con diversos grados de 
estabilidad. La invención implica producir oleosinas modificadas con restos de cisteína introducidos artificialmente. 
Los restos de cisteína introducidos artificialmente se introducen en las ramas hidrófilas N y C terminales de las 
oleosinas modificadas. 45 
 
La expresión de las oleosinas modificadas permite la creación de cuerpos oleosos estables más allá del tejido 
reproductivo de plantas vasculares en nuevos tipos celulares e incluso otras especies. Cuando se combina con una 
enzima de síntesis de TAG, la invención conduce a la acumulación y almacenamiento de TAG en células eucariotas 
como cuerpos oleosos estables. En comparación con una célula no modificada o incluso una que expresa solamente 50 
una enzima de síntesis de TAG, la invención permite la acumulación de TAG en niveles mayores que los obtenidos 
por otros medios. Por ejemplo la invención ha mostrado que se pueden acumular niveles mayores de cuerpos 
oleosos estables más allá de la semilla, en la parte vegetativa de plantas vasculares. 
 
Las plantas con mayores niveles de TAG en sus tejidos vegetativos proporcionan una fuente de energía valiosa 55 
tanto para pienso animal como para aplicaciones de materias primas de biocombustible. 
 
Además pueden usarse oleosinas modificadas recombinantes purificadas a partir de una célula hospedadora (tal 
como E. coli, P. pastoris, S. ceriviseae, Dunaliella, C. reinhardtii) para generar cuerpos oleosos artificiales. Las 
oleosinas modificas en cuerpos oleosos artificiales, o las purificadas de células transformadas, pueden 60 
opcionalmente prepararse para reticular mediante los restos de cisteína en la oleosina modificada. El grado de 
reticulación puede controlarse manipulando el ambiente redox. El grado de reticulación puede también adaptarse 
alterando el número de cisteínas en las oleosinas modificadas. 
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Usando combinaciones de estas técnicas los cuerpos oleosos formados con las oleosinas modificadas pueden 
adaptarse para sus propiedades de emulsión, para regular la estabilidad térmica, la estabilidad química y la 
resistencia a peptidasa. 
 
Las oleosinas modificadas también pueden fusionarse con una proteína de interés, para formar una proteína de 5 
fusión. La proteína de fusión (oleosina modificada mas proteína de interés) puede expresarse de forma 
recombinante en una célula u organismo. De esta manera pueden usarse cuerpos oleosos que contengan las 
proteínas de fusión expresadas para purificar y suministrar la proteína de interés, para una diversidad de 
aplicaciones. 
 10 
Además los cuerpos oleosos pueden proteger, o al menos retardar, la degradación y/o biohidrogenación, de TAG, 
dentro del estómago y/o rumen de un animal, permitiendo que el animal absorba lípidos individuales intactos de los 
TAG en el intestino. Por lo tanto, la invención también es útil con respecto al consumo dietético de un animal, 
particularmente mediante la expresión de las oleosinas modificadas en plantas. 
 15 
Polinucleótidos que codifican oleosinas modificadas con cisteínas introducidas artificialmente 
 
En el primer aspecto la invención proporciona un polinucleótido que codifica una oleosina modificada incluyendo al 
menos una cisteína introducida artificialmente. Las cisteínas se introducen artificialmente en la región hidrófila N 
terminal de la oleosina o en la región hidrófila C terminal de la oleosina. 20 
 
En una realización, la oleosina modificada incluye al menos dos cisteínas, al menos una de las cuales se introduce 
artificialmente. En una realización adicional, la oleosina modificada incluye de al menos dos a al menos trece (es 
decir, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9. 10, 1, 12, 13, 14 o más) cisteínas introducidas artificialmente. Las cisteínas se introducen 
artificialmente en la región hidrófila N terminal de la oleosina, o en la región hidrófila C terminal de la oleosina. En 25 
una realización adicional la oleosina modificada incluye al menos una cisteína en la región hidrófila N terminal, y al 
menos una cisteína en la región hidrófila C terminal. En una realización adicional las cisteínas se distribuyen de 
forma sustancialmente uniforme sobre las regiones hidrófilas N terminal y C terminal de la oleosina. 
 
En una realización adicional el polinucleótido codifica una proteína de fusión que incluye la oleosina modificada 30 
fusionada con una proteína de interés. 
 
Construcciones 
 
En un aspecto adicional la invención proporciona una construcción genética que comprende un polinucleótido de la 35 
invención. En un aspecto adicional la invención proporciona una construcción de expresión que comprende un 
polinucleótido de la invención. En una realización el polinucleótido de la construcción se une operativamente con una 
secuencia promotora. En una realización la secuencia promotora es capaz de conducir la expresión del 
polinucleótido en un tejido vegetativo de una planta. En una realización adicional la secuencia promotora es capaz 
de conducir la expresión del polinucleótido en una semilla de una planta. En una realización adicional la secuencia 40 
promotora es capaz de conducir la expresión del polinucleótido en el polen de una planta. En una realización 
adicional la secuencia promotora es capaz de conducir la expresión del polinucleótido en una célula de E. coli. En 
una realización adicional la secuencia promotora es capaz de conducir la expresión del polinucleótido en una célula 
de levadura. En una realización adicional la secuencia promotora es capaz de conducir la expresión del 
polinucleótido en una célula de alga. 45 
 
También se describe en el presente documento una construcción que contiene un polinucleótido que codifica una 
proteína lipídica neutra modificada. En una realización, la construcción también contiene un segundo polinucleótido 
que codifica una enzima de síntesis de triacilglicerol (TAG). En diversas realizaciones, la construcción puede unirse 
a una secuencia promotora capaz de conducir su expresión en diversas células hospedadoras. También se 50 
proporciona el uso de las construcciones para inducir que una célula hospedadora exprese una oleosina modificada 
y/o una enzima de síntesis de TAG. En diversas realizaciones, la construcción que expresa una oleosina modificada 
y la construcción que expresa una enzima de síntesis de TAG pueden conducirse por los mismos o diferentes 
promotores. En otra realización más la construcción se localiza en una posición y orientación apropiadas de un 
promotor endógeno funcional adecuado de modo que se produzca la expresión de la construcción. En diversas 55 
realizaciones, la construcción puede expresarse en una célula bacteriana, vegetal, fúngica o de alga. En una 
realización en la que se expresa la construcción en una célula vegetal, la célula puede ser de tejido vegetativo, 
semilla, polen o fruto. 
 
Células hospedadoras 60 
 
En un aspecto adicional la invención proporciona una célula hospedadora que comprende una construcción de la 
invención. En un aspecto adicional la invención proporciona una célula hospedadora modificada genéticamente para 
comprender un polinucleótido de la invención. En un aspecto adicional la invención proporciona una célula 
hospedadora modificada genéticamente para expresar un polinucleótido de la invención. 65 
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Célula hospedadora que también expresa una enzima de síntesis de TAG 
 
En una realización adicional la célula hospedadora también está modificada genéticamente para expresar una 
enzima de síntesis de triacilglicerol (TAG). En una realización adicional la célula hospedadora se modifica 
genéticamente para comprender una secuencia de ácido nucleico que codifica una enzima de síntesis de 5 
triacilglicerol (TAG). En una realización adicional la célula hospedadora comprende una construcción de expresión 
que incluye una secuencia de ácido nucleico que codifica una enzima de síntesis de triacilglicerol (TAG). 
 
En una realización adicional el ácido nucleico está unido operativamente con una secuencia promotora. En una 
realización adicional la secuencia promotora es capaz de conducir la expresión de la secuencia de ácido nucleico en 10 
un tejido vegetativo de una planta. En una realización la secuencia promotora es capaz de conducir la expresión de 
la secuencia de ácido nucleico en una semilla de una planta. En una realización la secuencia promotora es capaz de 
conducir la expresión de la secuencia de ácido nucleico en el polen de una planta. 
 
En una realización adicional la secuencia promotora es capaz de conducir la expresión del polinucleótido en una 15 
célula de E. coli. En una realización adicional la secuencia promotora es capaz de conducir la expresión del 
polinucleótido en una célula de levadura. En una realización adicional la secuencia promotora es capaz de conducir 
la expresión del polinucleótido en una célula de alga. 
 
Tipos de células hospedadoras 20 
 
La célula hospedadora puede ser de cualquier tipo de célula. En una realización la célula hospedadora es una célula 
procariota. En una realización adicional la célula hospedadora es una célula eucariota. En una realización la célula 
hospedadora se selecciona de una célula bacteriana, una célula de levadura, una célula fúngica, una célula de 
insecto, una célula de alga y una célula vegetal. En una realización la célula hospedadora es una célula bacteriana. 25 
En una realización adicional la célula hospedadora es una célula de levadura. En realizaciones adicionales la célula 
hospedadora es una célula fúngica. En realizaciones adicionales la célula hospedadora es una célula de insecto. En 
realizaciones adicionales la célula hospedadora es una célula de alga. En una realización adicional la célula 
hospedadora es una célula vegetal. 
 30 
Plantas 
 
En un aspecto adicional la invención proporciona una planta que comprende una célula vegetal de la invención. En 
un aspecto adicional la invención proporciona una planta que comprende una construcción de la invención. En un 
aspecto adicional la invención proporciona una planta modificada genéticamente para comprender un polinucleótido 35 
de la invención. En un aspecto adicional la invención proporciona una planta genéticamente modificada para 
expresar un polinucleótido de la invención. En una realización adicional la planta expresa una oleosina modificada 
codificada por el polinucleótido de la invención. 
 
En una realización adicional la oleosina modificada se expresa en un tejido vegetativo de la planta. En una 40 
realización adicional la oleosina modificada se expresa en una semilla de la planta. En una realización adicional la 
oleosina modificada se expresa en el polen de la planta. 
 
La planta también expresa una enzima de TAG  
 45 
En una realización adicional la planta también se modifica genéticamente para expresar una enzima de síntesis de 
triacilglicerol (TAG). En una realización adicional la enzima de síntesis de triacilglicerol (TAG) se expresa en el 
mismo tejido que la oleosina modificada. 
 
En una realización adicional la planta se modifica genéticamente para comprender una secuencia de ácido nucleico 50 
que codifica una enzima de síntesis de triacilglicerol (TAG). En una realización adicional la planta comprende una 
construcción de expresión que incluye una secuencia de ácido nucleico que codifica una enzima de síntesis de 
triacilglicerol (TAG). 
 
En una realización adicional el ácido nucleico se une operativamente con una secuencia promotora. 55 
 
En una realización adicional la secuencia promotora es capaz de conducir la expresión de la secuencia de ácido 
nucleico en un tejido vegetativo de una planta. En una realización la secuencia promotora es capaz de conducir la 
expresión de la secuencia de ácido nucleico en una semilla de una planta. En una realización la secuencia 
promotora es capaz de conducir la expresión de la secuencia de ácido nucleico en el polen de una planta. 60 
 
Polipéptidos de oleosina modificada con cisteínas introducidas artificialmente 
 
En un aspecto adicional la invención proporciona una oleosina modificada que incluye al menos una cisteína 
introducida artificialmente. Las cisteínas se introducen artificialmente en la región hidrófila N terminal de la oleosina o 65 
en la región hidrófila C terminal de la oleosina. En un aspecto adicional la invención proporciona una oleosina 
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modificada codificada un polinucleótido de la invención. En una realización, la oleosina modificada incluye al menos 
dos cisteínas, al menos una de las cuales se introduce artificialmente. En una realización adicional, la oleosina 
modificada incluye de al menos dos a al menos trece (es decir, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9. 10, 1, 12, 13, 14 o más) cisteínas 
introducidas artificialmente. 
 5 
En una realización adicional la oleosina modificada incluye al menos una cisteína introducida artificialmente en la 
región hidrófila N terminal, y al menos una cisteína en la región hidrófila C terminal. Las cisteínas se introducen 
artificialmente en la región hidrófila N terminal de la oleosina, o en la región hidrófila C terminal de la oleosina. 
Preferentemente las cisteínas se distribuyen sustancialmente uniformemente entre la región hidrófila N terminal y C 
terminal de la oleosina. 10 
 
Proteínas de fusión con oleosinas modificadas que incluyen cisteínas introducidas artificialmente 
 
En un aspecto adicional la invención proporciona una proteína de fusión que comprende una oleosina modificada de 
la invención y una proteína de interés. La proteína de fusión comprende por lo tanto una parte de oleosina 15 
modificada, y una parte de proteína de interés. 
 
Cuerpos oleosos que comprenden oleosinas modificadas 
 
En un aspecto adicional la invención proporciona un cuerpo oleoso que comprende una oleosina modificada de la 20 
invención. En un aspecto adicional la invención proporciona un cuerpo oleoso que comprende al menos dos 
oleosinas modificadas de la invención. En una realización al menos dos de las oleosinas modificadas se reticulan 
entre sí mediante enlaces disulfuro entre restos de cisteína en las oleosinas modificadas. En una realización 
adicional las oleosinas modificadas se reticulan mediante los restos de cisteína introducidos artificialmente en las 
oleosinas modificadas. 25 
 
En una realización adicional el cuerpo oleoso comprende adicionalmente una proteína de fusión, en la que la 
proteína de fusión incluye una oleosina fusionada con una proteína de interés. En esta realización, la oleosina en la 
proteína de fusión no necesita incluir una cisteína introducida artificialmente. Preferentemente la oleosina en la 
proteína de fusión no incluye una cisteína introducida artificialmente. 30 
 
Los cuerpos oleosos de esta realización son útiles para purificar y suministrar la proteína de interés, como se analiza 
en Roberts et al., (2008). 
 
Sin embargo en esta realización es posible aprovechar la opción para variar la estabilidad/integridad del cuerpo 35 
oleoso proporcionado por la presencia de las oleosinas modificadas en el cuerpo oleoso, permitiendo de este modo 
procedimientos de purificación y suministro más rigurosos. 
 
Cuerpos oleosos que comprenden proteínas de fusión con oleosina modificada 
 40 
En un aspecto adicional la invención proporciona un cuerpo oleoso que comprende una proteína de fusión de la 
invención, comprendiendo la proteína de fusión una oleosina modificada de la invención y una proteína de interés. 
La proteína de fusión comprende por lo tanto una parte de oleosina modificada, y una parte de proteína de interés. 
 
En una realización el cuerpo oleoso comprende al menos dos proteínas de fusión de la invención. 45 
 
En una realización al menos dos de las proteínas de fusión se reticulan entre sí mediante enlaces disulfuro entre 
restos de cisteína en la parte de oleosina modificada de las proteínas de fusión. En una realización las proteínas de 
fusión se reticulan mediante los restos de cisteína introducidos artificialmente en la parte de oleosina modificada de 
las proteínas de fusión. 50 
 
En una realización adicional el cuerpo oleoso comprende al menos una oleosina modificada de la invención. En una 
realización adicional al menos una proteína de fusión se reticula con al menos una oleosina modificada, mediante 
una cisteína en la parte de oleosina modificada de la proteína de fusión y una cisteína en la oleosina modificada. 
 55 
De nuevo, los cuerpos oleosos de esta realización son útiles para purificar y suministrar la proteína de interés, como 
se analiza en Roberts et al., (2008). 
 
Sin embargo en esta realización es posible aprovechar la opción de variar la estabilidad/integridad del cuerpo oleoso 
proporcionado por la presencia de las oleosinas modificadas en el cuerpo oleoso, permitiendo de este modo 60 
procedimientos de purificación y suministro más rigurosos. 
 
Emulsión 
 
En un aspecto adicional la invención proporciona una emulsión que comprende una oleosina modificada de la 65 
invención. En una realización la emulsión comprende la oleosina modificada y un vehículo adecuado. El vehículo 
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puede tamponarse, con el ambiente redox apropiado para conservar el grado deseado de reticulación de las 
oleosinas. 
 
Resuspender la oleosina modificada en el vehículo puede requerir sonicación u homogeneización de alta presión, 
seguido de exposición a las condiciones oxidantes apropiadas. 5 
 
Composiciones 
 
En un aspecto adicional la invención proporciona una composición que comprende una oleosina modificada de la 
invención. En una realización la composición comprende la oleosina modificada y un vehículo adecuado. El vehículo 10 
puede tamponarse, con el ambiente redox apropiado, para conseguir el grado deseado de reticulación de las 
oleosinas modificadas. 
 
Resuspender la oleosina modificada en el vehículo puede requerir sonicación u homogeneización de alta presión, 
seguido de exposición a las condiciones oxidantes apropiadas. 15 
 
En un aspecto adicional la invención proporciona una composición que comprende un cuerpo oleoso de la invención. 
En una realización la composición comprende el cuerpo oleoso y un vehículo adecuado. El vehículo puede 
tamponarse, con el ambiente redox apropiado para conservar el grado deseado de reticulación de las oleosinas 
modificadas. En una realización adicional la invención proporciona una composición formulada para aplicación 20 
dérmica que comprende un cuerpo oleoso de la invención. 
 
Plantas y partes de las mismas, que comprenden cuerpos oleosos de la invención 
 
En un aspecto adicional la invención proporciona una planta, o parte de la misma, que comprende un cuerpo oleoso 25 
de la invención. En un aspecto adicional la invención proporciona un tejido vegetativo de una planta, que comprende 
un cuerpo oleoso de la invención. En un aspecto adicional la invención proporciona una semilla de una planta, que 
comprende un cuerpo oleoso de la invención. 
 
Pienso animal que comprende cuerpos oleosos de la invención 30 
 
En un aspecto adicional la invención proporciona un pienso animal que comprende un cuerpo oleoso de la invención. 
En un aspecto adicional la invención proporciona un pienso animal que comprende una planta, o parte de la misma, 
de la invención. 
 35 
Métodos para producir cuerpos oleosos 
 
En un aspecto adicional la invención proporciona un método para producir un cuerpo oleoso, comprendiendo el 
método la etapa de combinar: 
 40 
a) al menos dos oleosinas modificadas, incluyendo cada uno al menos una cisteína introducida artificialmente, 
b) triacilglicerol, y 
c) fosfolípido, en el que las cisteínas se introducen artificialmente en la región hidrófila N terminal de las oleosinas, o 
en la región hidrófila C terminal de las oleosinas. 
 45 
En una realización, las oleosinas modificadas incluyen cada una al menos dos cisteínas, al menos una de las cuales 
se introduce artificialmente. En una realización adicional las oleosinas modificadas incluyen cada una al menos una 
cisteína en la región hidrófila N terminal de la oleosina, y al menos una cisteína en la región hidrófila C terminal de la 
oleosina. 
 50 
En una realización adicional, la oleosina modificada incluye de al menos dos a al menos trece (es decir, 2, 3, 4, 5, 6, 
7, 8, 9, 10, 1, 12, 13, 14 o más) cisteínas introducidas artificialmente. 
 
Las cisteínas se introducen artificialmente en la región hidrófila N terminal de las oleosinas, o en la región hidrófila C 
terminal de las oleosinas. En una realización adicional las cisteínas se distribuyen sustancialmente uniformemente 55 
entre la región hidrófila N terminal y C terminal de las oleosinas. En una realización adicional la oleosinas 
modificadas se reticulan mediante enlaces disulfuro entre restos de cisteína en las oleosinas. En una realización 
adicional las oleosinas modificadas se reticulan entre los restos de cisteína introducidos artificialmente en las 
oleosinas. 
 60 
En una realización la oleosinas modificadas son parte de proteínas de fusión en las que las proteínas de fusión 
comprenden una oleosina modificada, y una proteína de interés. 
 
En una realización el método comprende la etapa adicional de regular el grado de reticulación de oleosinas 
modificadas en el cuerpo oleoso controlando el ambiente redox del cuerpo oleoso producido. 65 
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Todos los componentes combinados in vivo (cuerpos oleosos in vivo) 
 
En una realización los componentes de a), b) y c) se combinan dentro de una célula hospedadora. En esta 
realización las oleosinas modificadas se expresan preferentemente en la célula hospedadora. 
 5 
La célula hospedadora preferentemente se modifica genéticamente para expresar las oleosinas modificadas. 
 
La célula hospedadora preferentemente comprende una construcción de la invención. La célula hospedadora 
preferentemente está modificada genéticamente para comprender un polinucleótido de la invención. La célula 
hospedadora preferentemente está modificada genéticamente para expresar un polinucleótido de la invención. 10 
 
La célula hospedadora también expresa una enzima de síntesis de TAG 
 
En una realización adicional la célula hospedadora también se modifica genéticamente para expresar una enzima de 
síntesis de triacilglicerol (TAG). En una realización adicional la célula hospedadora comprende una construcción de 15 
expresión que incluye una secuencia de ácido nucleico que codifica una enzima de síntesis de triacilglicerol (TAG). 
 
En una realización adicional la secuencia de ácido nucleico está unida operativamente con una secuencia 
promotora. En una realización la secuencia promotora es capaz de conducir la expresión de la secuencia de ácido 
nucleico en un tejido vegetativo de una planta. En una realización la secuencia promotora es capaz de conducir la 20 
expresión de la secuencia de ácido nucleico en una semilla de una planta. En una realización la secuencia 
promotora es capaz de conducir la expresión de la secuencia de ácido nucleico en el polen de una planta. 
 
En una realización adicional la célula hospedadora también se modifica genéticamente para comprender una 
secuencia de ácido nucleico que codifica una enzima de síntesis de triacilglicerol (TAG). En una realización adicional 25 
la célula hospedadora también se modifica genéticamente para expresar una secuencia de ácido nucleico que 
codifica una enzima de síntesis de triacilglicerol (TAG). 
 
Se entenderá por los expertos en la materia que el polinucleótido que codifica la oleosina modificada y la secuencia 
de ácido nucleico que codifica una enzima de síntesis de triacilglicerol (TAG) puede colocarse en la misma 30 
construcción o en construcciones separadas para transformar en la célula hospedadora. La expresión de cada uno 
puede conducirse por los mismos o diferentes promotores, que pueden incluirse en la construcción para transformar. 
Se entenderá también por los expertos en la materia que como alternativa el polinucleótido y el ácido nucleico 
pueden transformarse en la célula sin promotor, pero la expresión del polinucleótido y el ácido nucleico puede 
conducirse mediante un promotor o promotores endógenos de la célula transformada. 35 
 
En una realización adicional la célula hospedadora forma parte de un organismo. En una realización preferida el 
organismo es una planta. 
 
En una realización adicional el aceite se produce en los tejidos vegetativos de la planta. 40 
 
En una realización del método la planta acumula de aproximadamente 50 % a aproximadamente 400 % más lípido 
que una planta de control adecuada. En una realización adicional del método la planta acumula de aproximadamente 
100 % a aproximadamente 300 % más lípido que una planta de control adecuada. En una realización adicional del 
método la planta acumula de aproximadamente 150 % a aproximadamente 250 % más lípido que una planta de 45 
control adecuada. Las plantas de control adecuadas incluyen versiones no transformadas o de tipo silvestre de una 
planta de la misma variedad y/o especie que la planta transformada usada en el método de la invención. 
 
En una realización adicional la planta se procesa en un pienso animal. 
 50 
En una realización adicional la planta se procesa en una materia prima de biocombustible. 
 
Etapa de método adicional para purificar los cuerpos oleosos producidos in vivo  
 
En una realización el método incluye la etapa adicional de purificar los cuerpos oleosos de la célula o el organismo. 55 
 
Etapa de método adicional para variar el grado de reticulación de cuerpos oleosos purificados producidos in vivo  
 
En una realización adicional el método comprende la etapa adicional de regular el grado de reticulación de oleosinas 
modificadas en los cuerpos oleosos purificados producidos in vivo controlando el ambiente redox de los cuerpos 60 
oleosos purificados. En una realización el grado de reticulación aumenta mediante el uso de un ambiente oxidante. 
En una realización adicional el grado de reticulación se reduce mediante el uso de un ambiente reductor. 
 
Componentes combinados in vitro (cuerpos oleosos artificiales / in vitro) 
 65 
En ciertas realizaciones los componentes de a), b) y c) pueden combinarse in vitro. 
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En una realización, la oleosina modificada de a) se ha expresado de forma recombinante en, y se purifica de una 
célula hospedadora de la invención, antes de combinarse con los componentes de b) y c). 
 
Etapa de método adicional para variar el grado de reticulación de cuerpos oleosos in vitro / artificiales 
 5 
En una realización adicional el método comprende la etapa adicional de regular el grado de reticulación controlando 
el ambiente redox en el que los componentes de a), b) y c) se combinan. En una realización el grado de reticulación 
aumenta combinando los componentes de a), b) y c) en una ambiente oxidante. En una realización adicional el 
grado de reticulación se reduce combinando los componentes de a), b) y c) en un ambiente reductor. El grado de 
reticulación también puede regularse después de formarse el cuerpo oleoso, controlando el ambiente redox en el 10 
que está contenido el cuerpo oleoso. 
 
En un aspecto adicional la invención proporciona un método para producir una planta que acumula más aceite que 
una planta de control adecuada comprendiendo el método proporcionar una planta transformada con un 
polinucleótido de la invención que exprese una oleosina modificada codificada por el polinucleótido. 15 
 
En una realización la planta también se transforma con un polinucleótido que codifica una enzima de síntesis de 
TAG para expresar la enzima de síntesis de TAG y por lo tanto sintetizar TAG. 
 
Una planta puede producirse transformando una única planta, o célula vegetal, tanto con el polinucleótido de uno 20 
cualquiera de la invención como con el polinucleótido que codifica la enzima de síntesis de TAG. 
 
Una plata puede producirse cruzando una primera planta transformada con un polinucleótido de uno cualquiera de la 
invención, con una segunda planta transformada con el polinucleótido que codifica la enzima de síntesis de TAG, 
para producir la planta transformada tanto con un polinucleótido de la invención, como con un polinucleótido que 25 
codifica la enzima de síntesis de TAG. 
 
En una realización adicional el aceite es TAG. En una realización adicional el aceite se produce en los tejidos 
vegetativos de la planta. 
 30 
En una realización del método la planta acumula de aproximadamente 50 % a aproximadamente 400 % más lípido 
que una planta de control adecuada. En una realización adicional del método la planta acumula de aproximadamente 
100 % a aproximadamente 300 % más lípido que una planta de control adecuada. En una realización adicional del 
método la planta acumula de aproximadamente 150 % a aproximadamente 250 % más lípido que una planta de 
control adecuada. 35 
 
En una realización adicional la planta se procesa en un pienso animal. 
 
En una realización adicional la planta se procesa en una materia prima de biocombustible. 
 40 
En un aspecto adicional la invención proporciona un método para producir un cuerpo oleoso en una célula 
hospedadora, comprendiendo el método: 
 
a) introducir en una célula hospedadora al menos una molécula de ácido nucleico que codifica una oleosina 
modificada de la invención; y 45 
b) cultivar la célula hospedadora para expresar la oleosina modificada. 
 
En un aspecto adicional la invención proporciona un método para producir un cuerpo oleoso en una célula 
hospedadora, comprendiendo el método: 
 50 
a) introducir en una célula hospedadora al menos una molécula de ácido nucleico que codifica una oleosina 
modificada de la invención y una molécula de ácido nucleico que codifica una enzima de síntesis de TAG; y 
b) cultivar la célula hospedadora para expresar la oleosina modificada y la enzima de síntesis de TAG. 
 
La célula hospedadora puede ser una célula hospedadora como se describe en el presente documento. 55 
 
Cuerpos oleosos 
 
Pueden producirse cuerpos oleosos mediante un método de la invención. 
 60 
Composiciones 
 
En un aspecto adicional la invención proporciona una composición que comprende un cuerpo oleoso de la invención. 
En una realización la composición comprende el cuerpo oleoso y un vehículo adecuado. El vehículo puede estar 
tamponado para proporcionar el ambiente redox apropiado para conservar el grado deseado de reticulación de la 65 
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oleosina modificada. En una realización adicional la invención proporciona una composición formulada para 
aplicación dérmica que comprende un cuerpo oleoso de la invención. 
 
Plantas, y partes de las mismas, que comprenden cuerpos oleosos de la invención 
 5 
En un aspecto adicional la invención proporciona una planta, o parte de la misma, que comprende un cuerpo oleoso 
de la invención. En un aspecto adicional la invención proporciona un tejido vegetativo de una planta, que comprende 
un cuerpo oleoso de la invención. En un aspecto adicional la invención proporciona una semilla de una planta, que 
comprende un cuerpo oleoso de la invención. El polen de una planta puede comprender un cuerpo oleoso de la 
invención. En un aspecto adicional la invención proporciona un fruto, o cuerpo fructífero, de una planta, que 10 
comprende un cuerpo oleoso de la invención. 
 
Pienso animal que comprende cuerpos oleosos de la invención 
 
En un aspecto adicional la invención proporciona un pienso animal que comprende un cuerpo oleoso de la invención. 15 
En un aspecto adicional la invención proporciona un pienso animal que comprende una planta, o parte de la misma, 
de la invención. 
 
En una realización el pienso es adecuado para un animal mamífero incluyendo seres humanos. En una realización 
adicional el pienso es adecuado para mamíferos no humanos. Los animales preferidos incluyen animales de granja 20 
tales como pero sin limitación vacas, ovejas, caballos, cabras, cerdos, pollos y similares. 
 
Plantas 
 
Las oleosinas modificadas pueden ser oleosinas de origen natural modificadas. Las plantas de las que derivan 25 
secuencias de oleosina no modificadas pueden ser de cualquier especie vegetal que contenga oleosinas y 
secuencias polinucleotídicas que codifiquen oleosinas. 
 
Las células vegetales, en las que se expresan las oleosinas modificadas, pueden ser de cualquier especie vegetal. 
Las plantas, en las que se expresan las oleosinas modificadas, pueden ser de cualquier especie vegetal. 30 
 
En una realización la célula vegetal o planta deriva de una especie vegetal gimnosperma. 
 
En una realización adicional la célula vegetal o planta deriva de una especie vegetal angiosperma. 
 35 
En una realización adicional la célula vegetal o planta deriva de una especie vegetal dicotiledónea. 
 
En una realización adicional la célula vegetal o planta deriva de una especie vegetal monocotiledónea. 
 
Otras plantas preferidas son especies vegetales de forraje de un grupo que comprende pero sin limitación los 40 
siguientes géneros: Zea, Lolium, Hordium, Miscanthus, Saccharum, Festuca, Dactylis, Bromus, Thinopyrum, Trifolium, 
Medicago, Pheleum, Phalaris, Holcus, Glycine, Lotus, Plantago y Cichorium. 
 
Otras plantas preferidas son plantas leguminosas. La planta leguminosa o parte de la misma puede abarcar 
cualquier planta en la familia de plantas Leguminosas o Fabáceas. Por ejemplo, las plantas pueden seleccionarse de 45 
legumbres de forraje incluyendo alfalfa, trébol; leucauna; legumbres de grano incluyendo judías, lentejas, 
altramuces, guisantes, cacahuetes, soja; legumbres de floración, incluyendo altramuz, legumbres farmacéuticas o 
industriales; y especies de legumbres de barbecho o abono verde. 
 
Un género particularmente preferido es Trifolium. Las especies de Trifolium preferidas incluyen Trifolium repens; 50 
Trifolium arvense; Trifolium affine; y Trifolium occidentale. Una especie de Trifolium particularmente preferida es 
Trifolium repens. 
 
Otro género preferido es Medicago. Las especies de Medicago preferidas incluyen Medicago sativa y Medicago 
truncatula. Una especie de Medicago particularmente preferida es Medicago sativa, habitualmente conocida como 55 
alfalfa. 
 
Otro género preferido es Glycine. Las especies de Glycine preferidas incluyen Glycine max y Glycine wightii (también 
conocida como Neonotonia wightii). Una especie de Glycine particularmente preferida es Glycine max, habitualmente 
conocida como soja. Una especie de Glycine particularmente preferida es Glycine wightii, habitualmente conocida 60 
como soja perenne. 
 
Otro género preferido es Vigna. Una especie de Vigna particularmente preferida es Vigna unguiculata habitualmente 
conocida como judía de careta. 
 65 
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Otro género preferido es Mucana. Las especies de Mucana preferidas incluyen Mucana pruniens. Una especie de 
Mucana particularmente preferida es Mucana pruniens habitualmente conocida como judía aterciopelada. 
Otro género preferido es Arachis. Una especie de Arachis particularmente preferida es Arachis glabrata 
habitualmente conocida como cacahuete perenne. 
 5 
Otro género preferido es Pisum. Una especie de Pisum preferida es Pisum sativum habitualmente conocida como 
guisante. 
 
Otro género preferido es Lotus. Las especies de Lotus preferidas incluyen Lotus corniculatus, Lotus pedunculatus, 
Lotus glabar, Lotus tenuis y Lotus uliginosus. Una especie de Lotus preferida es Lotus corniculatus habitualmente 10 
conocida como loto de los prados. Otras especie de Lotus preferida es Lotus glabar habitualmente conocida como 
loto de los prados de hoja estrecha. Otra especie de Lotus preferida es Lotus pedunculatus habitualmente conocida 
como loto de los pantanos. Otra especie de Lotus preferida es Lotus tenuis habitualmente conocida como loto 
estrecho. 
 15 
Otro género preferido es Brassica. Una especie de Brassica preferida es Brassica oleracea, habitualmente conocida 
como col forrajera y repollo. 
 
Otras especies preferidas son cultivos de semillas oleaginosas incluyendo pero sin limitación los siguientes géneros: 
Brassica, Carthumus, Helianthus, Zea y Sesamum. 20 
 
Un género de semillas oleaginosas preferido es Brassica. Una especie de semillas oleaginosas preferida es Brassica 
napus. 
 
Un género de semillas oleaginosas preferido es Brassica. Una especie de semillas oleaginosas preferida es Brassica 25 
oleraceae. 
 
Un género de semillas oleaginosas preferido es Zea. Una especie de semillas oleaginosas preferida es Zea mays. 
 
Un género de semillas oleaginosas preferido es Carthamus. Una especie de semillas oleaginosas preferida es 30 
Carthamus tinctorius. 
 
Un género de semillas oleaginosas preferido es Helianthus. Una especie de semillas oleaginosas preferida es 
Helianthus annuus. 
 35 
Un género de semillas oleaginosas preferido es Zea. Una especie de semillas oleaginosas preferida es Zea mays. 
 
Un género de semillas oleaginosas preferido es Sesamum. Una especie de semillas oleaginosas preferida es 
Sesamum indicum. 
 40 
Un género de silaje preferido es Zea. Una especie de silaje preferida es Zea mays. 
 
Un género productor de grano preferido es Hordeum. Una especie productora de grano preferida es Hordeum 
vulgare. 
 45 
Un género de pasto preferido es Lolium. Una especie de pasto preferida es Lolium perenne. 
 
Un género de pasto preferido es Lolium. Una especie de pasto preferida es Lolium arundinaceum. 
 
Un género de pasto preferido es Trifolium. Una especie de pasto preferida es Trifolium repens. 50 
 
Un género de pasto preferido es Hordeum. Una especie de pasto preferida es Hordeum vulgare. 
 
Las plantas preferidas también incluyen plantas de forraje o pienso animal. Dichas plantas incluyen pero sin 
limitación los siguientes géneros: Miscanthus, Saccharum, Panicum. 55 
 
Un género de biocombustible preferido es Miscanthus. Una especie de biocombustible preferida es Miscanthus 
giganteus. 
 
Un género de biocombustible preferido es Saccharum. Una especie de biocombustible preferida es Saccharum 60 
officinarum. 
 
Un género de biocombustible preferido es Panicum. Una especie de biocombustible preferida es Panicum virgatum. 
 
Descripción detallada de la invención 65 
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En la presente memoria descriptiva cuando se ha hecho referencia a memorias descriptivas de patentes, otros 
documentos externos, u otras fuentes de información, esto es en general para el fin de proporcionar un contexto 
para analizar las características de la invención. A no ser que se indique específicamente de otro modo, la referencia 
a dichos documentos externos no debe interpretarse como una admisión de que dichos documentos, o dichas 
fuentes de información, en ninguna jurisdicción, son técnica anterior, o forman parte del conocimiento general 5 
habitual en la técnica. 
 
La expresión “que comprende” como se usa en la presente memoria descriptiva significa “que consiste al menos en 
parte en”. Cuando se interpreta cada declaración en la presente memoria descriptiva que incluye la expresión “que 
comprende”, también pueden estar presentes características distintas de la o las precedidas por la expresión. 10 
Expresiones relacionadas tales como “comprenden” y “comprende” deben interpretarse de la misma manera. 
 
Basándose en el peso los lípidos tienen aproximadamente el doble de contenido de energía de proteínas o 
carbohidratos. El grueso de los lípidos en todo el mundo se producen por plantas y la forma más densa de lípido es 
un triacilglicerol (TAG). Las plantas dicotiledóneas pueden acumular hasta aproximadamente el 60 % del peso de 15 
sus semillas como TAG que se usa posteriormente como una fuente de energía para germinación. Como tal ha 
habido varios intentos dirigidos al uso de semillas ricas en aceites para producir de forma sostenible suficientes 
lípidos para materias primas tanto animales como de biocombustible. 
 
Dado que solamente hay una cantidad limitada de TAG que puede producirse por semillas se realizan enfoques 20 
alternativos para producir lípido adicional (preferentemente TAG) en tejidos vegetativos. La mayoría de estos 
enfoques han perseguido la regulación positiva o sobreexpresión de una o varias enzimas en la ruta de Kennedy en 
las hojas de plantas para sintetizar TAG. Típicamente, sin embargo, la mayoría de los lípidos adicionales producidos 
por este enfoque se removilizan dentro de la planta por una combinación de lipasas y β-oxidación dando como 
resultado un aumento limitado del contenido lipídico (habitualmente 2-4 % del DM). 25 
 
El TAG producido en semillas en desarrollo está típicamente contenido dentro de estructuras discretas denominadas 
cuerpos oleosos (OB) que son altamente estables y permanecen como orgánulos discretos estrechamente 
empaquetados sin coalescer incluso cuando las células se desecan o experimentan condiciones de congelación 
(Siloto et al., 2006; Shimada et al., 2008). Los OB consisten en un núcleo de TAG rodeado de una monocapa 30 
fosfolipídica con inclusiones de emulsionantes proteicos. Esta última compone 0,5-3,5 % del OB; de esto, 80- 90 % 
es oleosina consistiendo el resto predominantemente en las proteínas de unión a calcio (caloleosina) y de unión a 
esterol (esteroleosina) (Lin y Tzen, 2004). Las propiedades de emulsión de oleosinas derivan de sus tres dominios 
funcionales que consisten en una rama N terminal anfipática, un núcleo hidrófobo central altamente conservado (~72 
restos) y una rama anfipática C terminal. De forma similar, tanto caloleosina como esteroleosina poseen ramas 35 
hidrófilas N y C terminales y su propio núcleo hidrófobo conservado. 
 
Se ha especulado previamente que la expresión constitutiva de oleosina o polioleosina (fusiones en tándem de 
cabeza a cola de oleosinas) con enzimas de síntesis de TAG en las hojas daría como resultado la formación de 
cuerpos oleosos estables lo que conduce a la acumulación de TAG. Los inventores han descubierto posteriormente, 40 
sin embargo, que la oleosina y polioleosinas son ineficaces y promueven la acumulación de TAG cuando se 
coexpresan con DGAT1 en hojas vegetales (Roberts et al., datos no publicados). 
 
La presente invención proporciona oleosinas modificadas que contienen uno o más restos de cisteína introducidos 
artificialmente. Las cisteínas se introducen artificialmente en la región hidrófila N terminal de la oleosina, o en la 45 
región hidrófila C terminal de la oleosina. 
 
La encapsulación de los lípidos neutros por oleosinas que contienen cisteínas modificadas técnicamente proporciona 
un mecanismo alternativo para acumular cantidades apreciables de TAG en hojas sin el requisito de esperar hasta la 
senescencia y sin producir fenotipos extremos. Además la oleosina modificada tiene varias otras aplicaciones que 50 
implican modificar la estabilidad de OB, propiedades de emulsión así como la generación y purificación de proteínas 
recombinantes. 
 
Cuerpos oleosos 
 55 
Los OB generalmente varían de 0,5 a 2,5 µm de diámetro y consisten en un núcleo de TAG rodeado por una 
monocapa fosfolipídica con inclusiones de emulsionantes proteicos, predominantemente oleosinas (Tzen et al., 
1993; Tzen, et al. 1997). Los OB consisten en solamente 0,5-3,5 % de proteína; de esto 80-90 % es oleosina 
consistiendo el resto predominantemente en las proteínas de unión a calcio (caleosina) y unión a esterol 
(esteroleosina) (Lin y Tzen, 2004). La relación de oleosina con respecto a TAG dentro de la célula vegetal influye en 60 
el tamaño y número de cuerpos oleosos dentro de la célula (Sarmiento et al., 1997; Siloto et al., 2006). 
 
Aunque los OB se producen de forma natural predominantemente en las semillas y el polen de muchas plantas 
también se encuentran en algunos otros órganos (por ejemplo, tubérculos específicos). 
 65 
Las oleosinas son proteínas comparativamente pequeñas (de 15 a 24 kDa) que se incluyen en la superficie de OB. 
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Estabilidad de los cuerpos oleosos 
 
La conveniencia de los cuerpos oleosos, y cuerpos oleosos artificiales, para las aplicaciones analizadas 
anteriormente, entre otros, está limitada, al menos en parte, por su estabilidad. Un enfoque para abordar la 
estabilidad de cuerpos oleosos fue generar cuerpos oleosos que comprenden la denominada polioleosina. La 5 
polioleosina es la fusión de cabeza a cola de dos o más unidades de oleosina (Roberts et al., 2008). La alteración 
del número de unidades de oleosina permite adaptar las propiedades (termoestabilidad y velocidad de degradación) 
de los cuerpos oleosos. La expresión de polioleosina en la planta conduce a la incorporación de las unidades de 
polioleosina a los cuerpos oleosos por unidades de oleosina individuales (Scott et al., 2007). Se usaron múltiples 
unidades de oleosina en disposiciones de cabeza a cola en tándem para crear polioleosina. Se diseñaron 10 
específicamente construcciones separadas (que contenían de una a seis repeticiones de oleosina) para expresión 
en la planta y en E. coli. La mayoría de la polioleosina recombinante se acumuló en los cuerpos oleosos de plantas 
transgénicas y en los cuerpos de inclusión de E. coli. Se usó polioleosina producida de forma procariota purificada 
para generar cuerpos oleosos artificiales. Se indujo termoestabilidad e integridad estructural de cuerpos oleosos y 
cuerpos oleosos artificiales en proteinasa K por polioleosina. 15 
 
Sin embargo, existen varios factores limitantes que determinan el grado de protección/estabilidad que puede 
proporcionar la polioleosina; estos se relacionan con el número de repeticiones en tándem que pueden unirse antes 
de que el proceso de traducción y dirección de cuerpo oleoso se haga limitante (Scott et al., 2007); aunque otra 
limitación proviene de la naturaleza de la fusión de oleosina que se consigue generando un transcrito con una 20 
disposición de fusión de cabeza a cola. Esta es esencialmente una proteína lineal de repeticiones de oleosina 
multiméricas que tiene varios enlaces covalentes y posición de enlaces covalentes por cada repetición de oleosina 
individual (es decir, como máximo de uno en cada extremo). Además esta disposición solamente proporciona 
protección contra proteínas degradantes N terminales pero no proporciona ninguna protección adicional contra otras 
enzimas proteolíticas que reconocen secuencias peptídicas internas específicas. Además, el enlace entre unidades 25 
de oleosina en una molécula de polioleosina formada por repeticiones de cabeza a cola en tándem no se altera 
fácilmente in situ. Aunque podrían introducirse técnicamente sitios específicos de proteasa específica en las 
regiones de unión para separar moléculas de polioleosina fusionadas incluidas en un cuerpo oleoso o cuerpo oleoso 
artificial no podrían volver a fusionarse fácilmente. 
 30 
Las oleosinas incluidas en cuerpos oleosos se han reticulado covalentemente previamente mediante la adición de 
agentes de reticulación tales como glutaraldehído o genepina (Peng et al., 2004 y 006), sin embargo, esta 
reticulación aleatoria requiere la adición de agentes reticulantes a preparaciones de cuerpos oleosos, y no es fácil de 
invertir. 
 35 
Cuerpos oleosos artificiales 
 
Pueden usarse oleosinas recombinantes expresadas de forma procariota para generar cuerpos oleosos artificiales 
(AOB) cuyas propiedades son muy simulares a los OB derivados de plantas (Peng et al. 2004; Roux et al. 2004; 
Chiang et al. 2005; Chiang et al. 2007). 40 
 
Aplicaciones de cuerpos oleosos y cuerpos oleosos artificiales 
 
Las propiedades únicas de cuerpos oleosos y sus oleosinas constituyentes, forman la base de varias aplicaciones 
biotécnicas incluyendo: purificación de proteínas recombinantes; formación de complejos proteicos multiméricos; 45 
emulsión; suministro de productos bioactivos; generación de productos bioactivos multivalentes e incluso como un 
potenciador potencial del sabor (para revisiones véase Capuano et al., 2007 y Roberts et al., 2008). 
 
Emulsiones 
 50 
Se producen emulsiones cuando uno o más líquidos que son inmiscibles en otro líquido, habitualmente debido a 
diferentes polaridades y por lo tanto diferentes hidrofobicidades, se suspenden uniformemente dentro de ese líquido. 
Los ejemplos incluyen gotas de aceite dispersadas uniformemente en agua, o gotas de agua dispersadas 
uniformemente en aceite. La generación de una emulsión relativamente estable requiere el uso de un emulsionante, 
que reduce la tensión interfacial entre los líquidos. La estabilidad de una emulsión se mide en general con respecto 55 
al periodo durante el que la dispersión uniforme persiste en condiciones específicas. Se usan habitualmente 
emulsionantes en la industria alimentaria y cosmética; por lo que es necesario que tengan alta estabilidad de 
emulsión y sean seguros para consumo y aplicación tópica. 
 
Los cuerpos oleosos intactos que contienen oleosina forman de forma natural una emulsión de aceite en agua, sin 60 
tensioactivo. Se ha descubierto que los cuerpos oleosos intactos o cuerpos oleosos en los que la mayoría de TAG se 
ha retirado tienen una amplia serie de aplicaciones de emulsión en alimentos, cuidados personales tópicos (cremas 
cutáneas) y formulaciones farmacéuticas (Harada et al., 2002; Deckers et al., 2003; Hou et a., 2003). 
 
Biohidrogenación 65 
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Se ha demostrado que el perfil lipídico de pienso de animales rumiantes a su vez influye en el perfil lipídico de 
productos cárnicos y lácteos (Demeyer y Doreau, 1999). Diferentes plantas tienen diferentes perfiles lipídicos; 
alimentando selectivamente animales solamente con plantas con el perfil lipídico deseado es posible influir 
positivamente en el perfil lipídico de los productos cárnicos y lácteos corriente abajo. En rumiantes la composición 
lipídica final de la carne y la leche no está influida solamente por los lípidos dietéticos sino que también está influida 5 
en gran medida por la biohidrogenación (Jenkins y McGuire 2006; Firkins et al., 2006; Lock y Bauman, 2004). La 
biohidrogenación es la hidrogenación de compuestos no reducidos (tales como grasas insaturadas) por la biota 
presente en el rumen. La biohidrogenación puede prevenirse/retardarse encapsulando los lípidos en una proteína o 
proteínas que proporcionan resistencia a la degradación microbiana (Jenkins y Bridges 2007). La prevención de 
biohidrogenación encapsulando triacilglicéridos en polioleosina u oleosinas en la planta se indicó por Scott et al., 10 
(2007), Cookson et al., (2009) y Roberts et al., (2008). 
 
Oleosinas 
 
Las oleosinas son proteínas comparativamente pequeñas (de 15 a 24 kDa) que permiten que los OB se conviertan 15 
en orgánulos discretos estrechamente empaquetados sin coalescer a medida que las células se desecan o 
experimentan condiciones de congelación (Leprince et al., 1998; Siloto et al., 2006; Slack et al., 1980; Shimada et al. 
2008). 
 
Las oleosinas tienen tres dominios funcionales que consisten en una rama N terminal anfipática, un núcleo hidrófobo 20 
central altamente conservado (~72 restos) y una rama anfipática C terminal. El modelo topológico aceptado es uno 
en el que las ramas anfipáticas N y C terminales se localizan en la parte externa de los OB y el núcleo hidrófobo 
central se localiza dentro del OB (Huang, 1992; Loer y Herman, 1993; Murphy 1993). Los restos con carga negativa 
de las ramas anfipáticas N y C terminales se exponen al exterior acuoso mientras que los restos con carga positiva 
se exponen al interior de OB y se enfrentan a los lípidos con carga negativa. Por lo tanto, las ramas anfipáticas con 25 
su carga negativa hacia fuera son responsables de mantener los OB como entidades individuales mediante 
impedimento estérico y repulsión electrostática tanto in vivo como en preparación aislada (Tzen et al., 1992). La 
rama anfipática N terminal es altamente variable y como tal ninguna estructura secundaria específica puede describir 
todos los ejemplos. En comparación la rama C terminal contiene un dominio α-helicoidal de 30-40 restos (Tzen et al., 
2003). El núcleo central está altamente conservado y se cree que es la región hidrófoba más larga que se sabe que 30 
aparece en la naturaleza; en el centro hay un motivo de nudo de prolina de 12 restos conservado que incluye tres 
restos de prolina espaciados (para revisiones véase Frandsen et al., 2001; Tzen et al., 2003). La estructura 
secundaria, terciaria y cuaternaria del dominio central aún no está clara. Existen pruebas de modelización, 
transformación de Fourier-Infrarrojos (FT-IR) y dicroísmo circular (DC) para varias disposiciones diferentes (para una 
revisión véase Roberts et al., 2008). 35 
 
Las propiedades de las oleosinas principales están relativamente conservadas entre plantas y se caracterizan por lo 
siguiente: 
 
•  Proteína de 15-25 kDa correspondiente a aproximadamente 140-230 restos de aminoácidos. 40 
•  La secuencia proteica puede dividirse casi equitativamente a lo largo de su longitud en 4 partes que corresponde 

a una región hidrófila N terminal, dos regiones hidrófobas centrales (unidas por un nudo o pomo de prolina) y una 
región hidrófila C terminal. 

•  La topología de la oleosina se atribuye a sus propiedades físicas que incluyen un núcleo hidrófobo plegado 
flanqueado por dominios hidrófilos. Esta disposición confiere una naturaleza anfipática a oleosina que da como 45 
resultado que el dominio hidrófobo se incluya en la monocapa fosfolipídica (Tzen et al., 1992) mientras que los 
dominios hidrófilos flanqueantes se exponen al ambiente acuoso del citoplasma. 

•  Típicamente las oleosinas no contienen cisteínas 
 
Son oleosinas preferidas para su uso en la invención las que contienen un dominio central de aproximadamente 70 50 
restos de aminoácidos no polares (incluyendo un nudo de prolina) no interrumpidos por ningún resto con carga, 
flanqueados por dos ramas hidrófilas. 
 
También se describen para referencia: 
 55 
Esteroleosinas 
 
Las esteroleosinas comprenden un segmento de anclaje N terminal que comprende dos hélices α anfipáticas de 912 
restos en cada hélice, conectadas por una región de anclaje hidrófoba de 14 restos. El dominio de deshidrogenasa 
soluble contiene un subdominio de unión a NADP+ y un subdominio de unión a esterol. La aparente distinción entre 60 
esteroleosinas A y B sucede en sus subdominios de unión a esterol diversos (Lin y Tzen, 2004). Las esteroleosinas 
tienen un pomo de prolina en su dominio hidrófobo y contienen una deshidrogenasa de unión a esterol en una de 
sus ramas hidrófilas. 
 
Caloleosinas 65 
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Las caloleosinas (Frandsen et al., 2001) tienen un núcleo de prolina ligeramente diferente que las oleosinas básicas, 
y contienen un motivo de unión a calcio y varios sitios de fosforilación potenciales en las ramas hidrófilas. De forma 
similar a la oleosina, se ha propuesto que la caloleosina tiene tres dominios estructurales, en los que las ramas N y 
C terminales son hidrófilas mientras que el dominio central es hidrófobo y actúa como el anclaje de cuerpos oleosos. 
El dominio hidrófilo N terminal consiste en un motivo de mano EF de unión a calcio de hélice-vuelta-hélice de 28 5 
restos que incluye un resto de glicina invariable como un punto de vuelta estructural y cinco restos que contienen 
oxígeno conservados como ligandos de unión a calcio (Chen et al., 1993; Frandsen et al., 2001). El dominio hidrófilo 
C terminal contiene varios sitios de fosforilación y cerca del extremo C terminal hay una cisteína invariable que no 
está implicada en ningún enlace intra o interdisulfuro (Peng, 2004). Los extremos N y C terminales hidrófilos de 
caloleosina son aproximadamente 3 veces mayores que los de oleosina (Lin y Tzen, 2004). Se cree que el dominio 10 
hidrófobo consiste en una hélice α anfipática y una región de anclaje (que incluye un nudo de prolina). 
 
Se muestran en la Tabla 1 a continuación ejemplos de secuencias de oleosina adecuadas para modificarse para su 
uso en la invención, mediante la adición de al menos una cisteína introducida artificialmente. Las cisteínas se 
introducen artificialmente en la región hidrófila N terminal de la oleosina o en la región hidrófila C terminal de la 15 
oleosina. Las secuencias (tanto polinucleotídicas como polipeptídicas) se proporcionan en el listado de secuencias. 
Se desvelan para referencia secuencias de esteroleosina y caloleosina. 
 

Tabla 1 
Oleosina Especie N.º de referencia 

de ADNc 
SEQ ID 
NO: 

N.º de referencia de 
proteína 

SEQ ID 
NO: 

OIeosina S. indicum AF302907 34 AAG23840 35 

Oleosina S. indicum U97700 36 AAB58402 37 

Oleosina A. thaliana X62353 38 CAA44225 39 

Oleosina A. thaliana B1023738 40 AAZ23930 41 

Oleosina H. annuus X62352.1 42 CAA44224.1 43 

Oleosina B. napus X82020.1 44 CAA57545.1 45 

Oleosina Z. mays NM_001153560.1 46 NP_001147032.1 47 

Oleosina O. sativa AAL40177.1 48 AAL40177.1 49 

Oleosina B. oleracea AF117126.1 50 AAD24547.1 51 

Oleosina C. arabica AY928084.1 52 AAL14574.1 53 

Esteroleosina S. indicum AAL13315 54 AAL13315 55 

Esteroleosina A. napus EU678274 56 ACG69522 57 

Esteroleosina Z. mays NM_001159142.1 58 NP_001152614.1 59 

Esteroleosina B. napus EF143915.1 60 ABM30178.1 61 

Caloleosina S. indicum AF109921 62 AAF13743 63 

Caloleosina G. max AF004809 64 AAB71227 65 

Caloleosina Z. mays NM_001158434.1 66 NP_001151906 67 

Caloleosina B. napus AY966447.1 68 AAY40837 69 

Caloleosina C. revoluta FJ455154.1 70 ACJ70083 71 

Caloleosina C. sativus EU232173.1 72 ABY56103.1 73 

 20 
Los expertos en la materia conocen bien oleosina, esteroleosina y caloleosinas. Pueden identificarse fácilmente 
secuencias adicionales de muchas especies diferentes mediante métodos bien conocidos por los expertos en la 
materia. Por ejemplo, pueden identificarse fácilmente secuencias adicionales por una búsqueda cruzada entre bases 
de datos de NCBI Entrez (disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/gquery) usando uno cualquiera de los 
términos oleosina, esteroleosina y caloleosina. 25 
 
Biosíntesis de lípidos vegetales 
 
Todas las células vegetales producen ácidos grasos de acetil CoA por una ruta común localizada en plastidios. 
Aunque una parte de las cadenas de acilo de nueva síntesis se usa después para biosíntesis de lípidos dentro del 30 
plastidio (la ruta procariota), una parte importante se exporta al citosol para ensamblaje de glicerolípidos en el 
retículo endoplásmico (RE) u otros sitios (la ruta eucariota). Además, algunos de los glicerolípidos extraplastidiales 
vuelven al plastidio, lo que da como resultado un entremezclado considerable entre el plastidio y grupos de lípidos 
del RE (Ohlrogge y Jaworski 1997). 
 35 
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La descripción más sencilla de la ruta plastidial de biosíntesis de ácidos grasos consiste en dos sistemas 
enzimáticos: acetil-Coa carboxilasa (ACCasa) y ácido graso sintasa (FAS). La ACCasa cataliza la formación de 
malonil-CoA a partir de acetil-CoA, y FAS transfiere el resto de malonilo a proteína transportadora de acilo (ACP) y 
cataliza la extensión de la cadena de acilo creciente con malonil-ACP. 
 5 
La reacción de síntesis de ácidos grasos inicial se cataliza por 3-cetoacil-ACP III (KAS III) que da como resultado la 
condensación de acetil-CoA y malonil-ACP. Las condensaciones posteriores se catalizan por KAS I y KAS II. Antes 
de que comience un ciclo posterior de síntesis de ácidos grasos, el intermedio de 3-cetoacil-ACP se reduce al acil-
ACP saturado en las reacciones de FAS restantes, catalizadas secuencialmente por la 3-cetoacil-ACP reductasa, 3 
hidroxiacil-ACP deshidrasa, y la enoil-ACP reductasa. 10 
 
Los productos finales de FAS son habitualmente 16:0 y 18:0-ACP, y la composición de ácidos grasos final de una 
célula vegetal se determina en gran parte por las actividades de varias enzimas que usan estos acil-ACPs en la fase 
de terminación de síntesis de ácidos grasos. La estearoil-ACP desaturasa modifica el producto final de FAS 
mediante la inserción de un doble enlace en cis en la posición 9 del C18:0-ACP. Las reacciones de síntesis de 15 
ácidos grasos se terminan por hidrólisis o transferencia de la cadena de acilo del ACP. La hidrólisis se cataliza por 
acil-ACP tioesterasas, ce las que hay dos tipos principales: una tioesterasa relativamente específica para 18:1-ACP 
y una segunda más específica para acil-ACP saturados. Los ácidos grasos que se han liberado de ACP por 
tioesterasas dejan el plastidio y entran en la ruta de lípidos eucariota, donde principalmente se esterifican a 
glicerolípidos en el RE. Las acil transferasas en el plastidio, a diferencia de las tioesterasas, terminan la síntesis de 20 
ácidos grasos transesterificando restos de acilo de ACP a glicerol, y son una parte esencial de la ruta de lípidos 
procariota que conduce al ensamblaje de glicerolípidos de plastidios. 
 
Biosíntesis de triacilglicerol 
 25 
La única etapa comprometida en biosíntesis de TAG es la última, es decir la adición de un tercer ácido graso a un 
diacilglicerol existente, generando de este modo TAG. En plantas esta etapa se realiza predominantemente (pero o 
exclusivamente) por una de cinco enzimas de síntesis de TAG (predominantemente localizadas en RE) incluyendo: 
acil CoA: diacilglicerol aciltransferasa (DGAT1); una acil CoA : diacilglicerol acil transferasa no relacionada (DGAT2); 
una DGAT soluble (DGAT3) que tiene menos de 10 % de identidad con DGAT1 o DGAT2 (Saha et al., 2006); 30 
fosfatidilcolina-esterol O-aciltransferasa (PDAT); y una sintasa de cera (WSD1, Li et al., 2008). Las proteínas DGAT1 
y DGAT2 están codificadas por dos familias de genes distintas, conteniendo DGAT1 aproximadamente 500 
aminoácidos y 10 dominios transmembrana predichos y DGAT2 tiene solamente 320 aminoácidos y dos dominios 
transmembrana (Shockey et al., 2006). 
 35 
La expresión “enzima de síntesis de triacilglicerol” o “enzima de síntesis de TAG” como se usa en el presente 
documento significa una enzima capaz de catalizar la adición de un tercer ácido graso a un diacilglicerol existente, 
generando de este modo TAG. Las enzimas de síntesis de TAG preferidas incluyen pero sin limitación: acil CoA: 
diacilglicerol aciltransferasa 1 (DGAT1); diacilglicerol acil transferasa 2 (DGAT2); fosfatidilcolina-esterol O-
aciltransferasa (PDAT) y forma soluble citosólica de DGAT (DGAT soluble o DGAT3). 40 
 
Dado que parece que DGAT1 y DGAT2 endógenas desempeñan papeles en hojas maduras y senescentes (Kaup et 
al. 2002; Shockey et al. 2006), es probable que las plantas posean varios mecanismos de retroalimentación para 
controlar su actividad. De hecho, Zou et al. (2008) identificó recientemente una secuencia consenso (X-Leu-X-Lys-X-
X-Ser-X-X-X-Val) dentro de secuencias de DGAT1 de Tropaeolum majus (capuchina) (TmDGAT1) como un motivo 45 
de dirección típico de miembros de la proteína quinasa-1 relacionada con SNF1 (SnRK1) siendo Ser el resto para 
fosforilación. Las proteínas SnRK1 son una clase de Ser/Phr proteína quinasas que se han implicado crecientemente 
en la regulación global del metabolismo del carbono en plantas, por ejemplo, la inactivación de sacarosa fosfato 
sintasa por fosforilación (Halford y Hardie 1998). Zou et al. (2008) demostró que la eliminación de un sitio de 
fosforilación de SnRK1 potencial en DGAT1 por mutación puntual individual (Ser197Ala de TmDGAT1) condujo a la 50 
acumulación de niveles significativamente mayores de TAG en la semilla. Esta mutación aumentó la actividad en 38-
80 %, lo que condujo a un aumento del 20-50 % en el contenido de aceite por semilla en Arabidopsis. 
 
Fosfolípido: DGA aciltransferasa (PDAT) forma TAG a partir de una molécula de fosfolípido y una molécula de 
diacilglicerol. PDAT está bastante activa cuando se expresa en levadura pero no aumenta de forma apreciable los 55 
rendimientos de TAG cuando se expresa en semillas vegetales. PDAT y una DAG: DAG transacilasa propuesta son 
enzimas de síntesis de lípidos neutros que producen TAG, pero no se consideran parte de la ruta de Kennedy. 
 
Se ha descubierto una combinación de éster sintasa de cera y enzima DGAT (WS/DGAT) en todas las procariotas 
productoras de lípidos neutros estudiadas hasta la fecha. WS/DAGAT tiene una actividad extraordinariamente amplia 60 
en una diversidad de ácidos grasos poco habituales, alcoholes e incluso tioles. Esta enzima tiene una región 
transmembrana potencial pero no muestra homología de secuencia con las familias de DGAT1 y DGAT2 de 
eucariotas o la WE sintasa de jojoba (la jojoba es el único eucariota que se ha descubierto que acumula éster de 
cera). 
Debería observarse que lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT) y acil-coenzima: colesterol aciltransferasa (ACAT) 65 
son enzimas que producen ésteres de esterol (una forma de lípido neutro) no TAG. 
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En aplicaciones que requieren el aumento de lípidos neutros las pruebas sugieren que es preferente la mayor 
actividad y especificidad más amplia de DGAT1 en relación con DGAT2. Cuando se prefiere un ácido graso 
específico, tal como un PUFA de cadena larga, DGAT1 aún es aplicable, siempre que acepte el ácido graso elegido. 
Las plantas generalmente incorporan PUFA de cadena larga en la posición sn-2. No se sabe si esto se debe a alta 
actividad de LPAT o baja actividad de DGAT1 en este sustrato. Para la especificidad mejorada para PUFA, puede 5 
ser preferible una DGAT2 que prefiera estos ácidos grasos, o las propiedades de DGAT1 podrían alterarse usando 
evolución dirigida o un procedimiento equivalente. 
 
Se proporcionan ejemplos de estas enzimas de síntesis de TAG, adecuadas para su uso en los métodos y 
composiciones de la invención, de miembros de varias especies vegetales en la Tabla 2 posterior. Las secuencias 10 
tanto polinucleotídicas como polipeptídicas se proporcionan en el Listado de Secuencias. 
 

Tabla 2 
Enzima de síntesis de 
TAG 

Especie N.º de referencia de 
ADNc 

SEQ 
ID NO: 

N.º de referencia de 
proteína 

SEQ 
ID NO: 

DGAT1 A. thaliana NM_27503 74 NP_79535 75 

DGAT1 T. majus AY084052 76 AAM03340 77 

DGAT1 Z. mays EU039830 78 ABV91586 79 

DGAT2 A. thaliana NM_115011 80 NP_566952 81 

DGAT2 B. napus FJ858270 82 AC090187 83 

DGAT3 (DGAT soluble) A. hypogaea AY875644 84 AAX62735 85 

PDAT A. thaliana NM_121367 86 NP_196868 87 

PDAT R. communis XM_00252130 4 88 XP_002521350 89 

 
La invención también contempla el uso de enzimas de síntesis de TAG modificadas, que se modifican (por ejemplo 15 
en su secuencia mediante sustituciones, inserciones o adiciones y similares) para alterar su especificidad y/o 
actividad. 
 
Acumulación de TAG en hojas 
 20 
Un estudio de campo reciente de 302 especies angiospermas en el centro norte de Estados Unidos descubrió que el 
24 % tienen gotas de aceite citosólicas conspicuas en hojas, habitualmente con una gota de aceite grande por cada 
célula mesófila (Lersten et al., 2006 [de Slocombe et al 2009]). Se cree que el papel de TAG de hojas citosólicas 
está implicado en el almacenamiento de carbono y/o la remodelación de lípidos de membrana (para una revisión 
véase Slocombe et al., 2009). De hecho, en hojas senescentes, los ácidos grasos plastidiales se dividen en TAG 25 
antes de movilización adicional, y se cree que DGAT1 es fundamental en este proceso (Kaup et al., 2002). 
 
Ha habido varios intentos de modificar técnicamente plantas para acumular niveles elevados de TAG en sus hojas. 
El éxito de estos ha estado algo limitado por el nivel relativamente bajo de TAG que se acumulaba y en algunos 
casos la mayoría de TAG acumulado en hojas senescentes solamente, limitando por lo tanto la flexibilidad de la 30 
recolección y proporción de cultivo que acumulaba TAG en cualquier momento (Bouvier-Nave et al., 2001; Xu et al., 
2005; Winichayakul et al., 2008; Andrianov et al., 2010; Slocombe et al., 2009 y referencias en las mismas). 
 
Hasta la fecha los intentos para acumular TAG en hojas se han centrado predominantemente en tres candidatos 
génicos particulares incluyendo sobreexpresión de DGAT (biosíntesis de TAG), mutación de TGD1 o CTS (dando 35 
como resultado la prevención de removilización de lípidos), y sobreexpresión de LEC1, LEC2 y WRI1 (factores de 
transcripción implicados en el almacenamiento de aceite y la acumulación de proteínas en semillas en desarrollo). La 
sobreexpresión de TAG y otras enzimas de síntesis de lípidos neutros se basa en la presencia de suficiente sustrato, 
en la hoja en expansión y/o madura. Se supone que esto se proporciona por el plastidio (cloroplasto en el caso de la 
hoja) que sintetiza lípidos para membranas. En hojas fotosintéticas de Arabidopsis se ha estimado que la renovación 40 
de lípidos de membrana es el 4 % de ácidos grasos totales por día (Bao et al., 2000). En hojas senescentes, las 
membranas plastidiales existentes proporcionan el grueso de ácidos grasos para dividir TAG antes de movilización 
adicional. 
 
La sobreexpresión del gen de DGAT1 de Arabidopsis en hojas de tabaco da como resultado acumulación de TAG 45 
potenciada (Bouvier-Nave et al., 2001), esto se repitió posteriormente y se cuantificó por Andrianov et al., (2010). 
Calcularon el nivel de TAG aumentado 20 veces y condujo a una duplicación del contenido de lípidos de ~ 3 % a 
aproximadamente ~6 % de la materia seca en hojas maduras. Se consiguió un aumento adicional hasta 6,8 % por la 
sobreexpresión de LEC2 (un regulador maestro de la maduración de las semillas y el almacenamiento de aceite en 
semillas) en hojas maduras usando el promotor de Alc inducible (Andrianov et al., 2010). No se proporciona 50 
estimación del TAG extraíble, ni hubo ningún cálculo sobre la acumulación de TAG en hojas en expansión. 
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Las mutaciones en una proteína de tipo permeasa TRIGALACTOSILDIACILGLICEROL (TGD1), en Arabidopsis 
thaliana provocó la acumulación de TAG, oligogalactolípidos y fosfatidato; esto estuvo acompañado de una alta 
incidencia de aborto de embriones y crecimiento vegetal global comparativamente escaso (Xu et al., 2005). 
 
Winichayakul et al., (2008) sobreexpresaron DGAT1 de Arabidopsis thaliana en las hojas de Lolium (Lolium perenne) 5 
y descubrieron que conducía a un aumento del 50 % de los lípidos extraíbles totales de hojas (de ~4 % a 6 % de 
materia seca). Además, el nivel de lípidos elevado estaba presente en nuevas hojas generadas por recolecciones 
repetidas separadas por 2-3 semanas, lo que indica que las nuevas hojas emergentes también eran capaces de 
acumular lípidos adicionales. Sin embargo, el nivel de lípidos elevado en estas hojas típicamente comenzó a 
reducirse a niveles de tipo silvestre cuando las hojas eran de más de dos semanas de edad lo que indicaba que los 10 
lípidos se estaban removilizando mediante catabolismo (liberación de la cadena principal de glicerol por lipasa 
seguido de β-oxidación). 
 
Slocombe et al., (2009) demostró que mutaciones en el transportador ABC peroxisómico de CTS (cts-2) conducía a 
la acumulación de hasta 1,4 % de TAG en hojas, particularmente durante el inicio de la senescencia. También 15 
expresaron de forma ectópica LEC2 durante la senescencia en el fondo de cts-2; aunque esto no elevó la 
acumulación global de TAG por encima del mutante de cts-2, sí aumentó la acumulación de especie de tipo aceite 
de semilla de TAG en tejido senescente. Aunque cts-2 bloquea la degradación de ácidos grasos también conduce a 
un fenotipo grave. Slocombe et al., (2009) concluyeron que ácidos grasos de membrana reciclados también podían 
redirigirse a TAG expresando el programa de semilla en tejido senescente o mediante un bloqueo en la degradación 20 
de ácidos grasos. 
 
Scott et al., (2007) declararon que la coexpresión de una enzima de síntesis de triacilglicéridos y polioleosina (dos o 
más unidades de oleosina fusionadas en una disposición en tándem de cabeza a cola) permitiría el almacenamiento 
de lípidos en una célula vegetal. De forma similar, Cookson et al., (2009) declararon que la producción de una única 25 
oleosina y una enzima de síntesis de TAG dentro de partes vegetativas de una planta conduciría a aumento del 
número de cuerpos oleosos y TAG en el tejido vegetativo. El uso de una de estas técnicas conduce a un aumento 
máximo en el contenido de lípidos (no necesariamente en forma de TAG) de hasta aproximadamente el 50 %. 
Además este nivel comienza a reducirse a medida que las hojas maduran; típicamente en hojas de más de 2 
semanas de edad (datos no publicados). 30 
 
Por lo tanto, el grado en que TAG puede acumularse en tejidos vegetativos parece estar limitado en algún grado por 
el hecho de que la maquinaria de recuperación de carbono fijado endógena cataboliza el TAG. 
 
Senescencia de hojas – reciclado de lípidos mediante intermedios de TAG 35 
 
La senescencia de hojas es una secuencia altamente controlada de acontecimientos que conducen en última 
instancia a la muerte de células, tejidos y finalmente el órgano completo. Esto implica el reclutamiento regulado de 
nutrientes junto con su translocación del tejido senescente a otros tejidos que aún están creciendo y en desarrollo. El 
cloroplasto es el primer orgánulo de células mesófilas que muestra síntomas de senescencia y aunque la 40 
degradación de membranas tilacoides se inicia pronto en la cascada de senescencia de la hoja, la envoltura del 
cloroplasto permanece relativamente intacta hasta los estadios muy tardíos de la senescencia. DGAT1 está regulada 
positivamente durante la senescencia de hojas de Arabidopsis, y esto se correlaciona temporalmente con niveles 
aumentados de ácidos grasos que contienen TAG habitualmente hallados de galactolípidos de cloroplastos. El 
reclutamiento de carbono de membrana de hojas senescentes, particularmente cloroplastos senescentes, a partes 45 
en crecimiento de la planta es una característica clave de la senescencia de la hoja, e implica desesterificación de 
lípidos tilacoides y conversión de los ácidos grasos libres resultantes en sacarosa móvil en floema. Las 
desesterificación de lípidos tilacoides parece estar mediada por una o más galactolipasas inducidas por 
senescencia. La formación de TAG parece ser una etapa intermedia en la movilización de carbono de lípidos de 
membrana a sacarosa móvil en floema durante la senescencia (Kaup et al., 2002). 50 
 
Oleosinas modificadas por ingeniería genética para incluir cisteínas introducidas artificialmente 
 
Las oleosinas modificadas de la invención, o para uso en los métodos de la invención, se modifican para contener al 
menos un resto de cisteína introducido artificialmente. 55 
 
Las cisteínas se introducen artificialmente en la región hidrófila N terminal de la oleosina, o en la región hidrófila C 
terminal de la oleosina. Preferentemente las oleosinas modificadas técnicamente contienen al menos dos cisteínas. 
 
La encapsulación de los lípidos neutros por oleosinas que contienen cisteínas modificadas técnicamente proporciona 60 
un mecanismo alternativo para acumular cantidades apreciables de TAG en hojas sin el requisito de esperar hasta la 
senescencia y sin producir fenotipos extremos. 
 
Diversos métodos bien conocidos por los expertos en la materia pueden usarse en la producción de las oleosinas 
modificadas con cisteínas introducidas artificialmente. 65 
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Dichos métodos incluyen mutagénesis dirigida (documento US 6.448.048) en la que el polinucleótido que codifica 
una oleosina se modifica para introducir una cisteína en la proteína oleosina codificada. 
 
Como alternativa el polinucleótido que codifica las oleosinas modificadas, puede sintetizarse en su totalidad. 
 5 
Se proporciona en la sección de Ejemplos metodología adicional para producir oleosinas modificadas de la invención 
y para su uso en los métodos de la invención. 
 
La cisteína introducida puede ser un aminoácido adicional (es decir una inserción) o puede reemplazar un 
aminoácido existente (es decir un reemplazo). Preferentemente la cisteína introducida reemplaza un aminoácido 10 
existente. En una realización preferida el aminoácido reemplazado es un resto con carga. Preferentemente se 
predice que el resto con carga está en los dominios hidrófilos y por lo tanto probablemente se localice en la 
superficie del cuerpo oleoso. 
 
Las regiones/ramas hidrófilas e hidrófobas de la oleosina pueden identificarse fácilmente por los expertos en la 15 
materia usando metodología convencional (por ejemplo: Kyte y DooIitle (1982). 
 
El peso molecular de las oleosinas modificadas de la invención varía preferentemente de 5 a 50 kDa, más 
preferentemente de 10 a 40 kDa, más preferentemente de 15 a 25 kDa. 
 20 
Las oleosinas modificadas de la invención están preferentemente en el intervalo de tamaños de 100 a 300 
aminoácidos, más preferentemente de 110 a 260 aminoácidos, más preferentemente de 120 a 250 aminoácidos, 
más preferentemente de 130 a 240 aminoácidos, más preferentemente de 140 a 230 aminoácidos. 
 
Preferentemente, las oleosinas modificadas comprenden una región hidrófila N terminal, dos regiones hidrófobas 25 
centrales (unidas por un nudo o pomo de prolina) y una región hidrófila C terminal. 
 
Preferentemente las oleosinas modificadas pueden dividirse casi equitativamente en su longitud en cuatro partes 
que corresponden a la región (o rama) hidrófila N terminal, las dos regiones hidrófobas centrales (unidas por un nudo 
o pomo de prolina) y una región (o rama) hidrófila C terminal. 30 
 
Preferentemente la topología de la oleosina modificada se atribuye a sus propiedades físicas que incluyen un núcleo 
hidrófobo plegado flanqueado por dominios hidrófilos. 
 
Preferentemente las oleosinas modificadas pueden formarse en cuerpos oleosos cuando se combinan con 35 
triacilglicerol (TAG) y fosfolípido. 
 
Preferentemente la topología confiere una naturaleza anfipática a oleosina modificada que da como resultado que el 
dominio hidrófobo se incluya en la monocapa fosfolipídica del cuerpo oleoso mientras que los dominios hidrófilos 
flanqueantes se exponen al ambiente acuoso fuera del cuerpo oleoso, tal como en el citoplasma. 40 
 
En una realización la oleosina modificada de la invención o usada en el método de la invención, comprende una 
secuencia con al menos el 70 % de identidad con el dominio hidrófobo de cualquiera de las secuencias proteicas de 
oleosina referidas en la Tabla 1 anterior. 
 45 
En una realización la oleosina modificada de la invención o usada en el método de la invención, comprende una 
secuencia con al menos el 70 % de identidad con cualquiera de las secuencias proteicas referidas en la Tabla 1 
anterior. 
 
En una realización adicional la oleosina modificada es esencialmente la misma que cualquiera de las oleosinas 50 
referidas en la Tabla 1 anterior, aparte de la cisteína o las cisteínas introducidas artificialmente adicionales. 
 
En una realización adicional la oleosina modificada de la invención o usada en el método de la invención comprende 
una secuencia con al menos 70 % de identidad con la secuencia de oleosina de SEQ ID NO: 16. 
 55 
En una realización adicional la oleosina modificada tiene la misma secuencia de aminoácidos que la de SEQ ID NO: 
16, aparte de la cisteína o las cisteínas introducidas artificialmente adicionales. 
 
En una realización adicional la oleosina modificada tiene la misma secuencia de aminoácidos de una cualquiera de 
SEQ ID NO: 16 a 20. 60 
 
Proteínas de fusión con oleosinas modificadas 
 
La invención proporciona una proteína de fusión que incluye una oleosina modificada de la invención fusionada con 
una proteína de interés. 65 
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Preferentemente la proteína de interés está en el extremo N o C terminal de la proteína de fusión. 
 
Se conocen bien por los expertos en la materia métodos para expresar de forma recombinante proteínas de fusión 
(Papapostolou y worka, 2009). La producción de la proteína de fusión de la invención puede implicar típicamente 
fusionar la secuencia codificante de la proteína de interés con la secuencia codificante de la oleosina modificada. 5 
 
Dichas proteínas de fusión pueden incluirse, o expresarse, en los cuerpos oleosos de la invención y usarse para 
purificar y suministrar la proteína de interés para una diversidad de aplicaciones, como se analiza en Roberts et al., 
(2008). 
 10 
Sin embargo la invención hace posible aprovechar la opción para variar la estabilidad/ integridad del cuerpo oleoso 
proporcionado por la presencia de las oleosinas modificadas en el cuerpo oleoso, permitiendo de este modo 
procedimientos de purificación y suministro más rigurosos. 
 
Proteínas de fusión con oleosinas no modificadas 15 
 
La invención también implica el uso de proteína de fusión que incluye oleosina no modificada fusionada con una 
proteína de interés. La producción de la proteína de fusión de la invención puede implicar típicamente fusionar la 
secuencia codificante de la proteína de interés con la secuencia codificante de la oleosina no modificada. 
 20 
Preferentemente la proteína de interés está en el extremo N o C terminal de la proteína de fusión. 
 
Dichas proteínas de fusión pueden incluirse o expresarse en los cuerpos oleosos de la invención y usarse para 
purificar y suministrar la proteína de interés para una diversidad de aplicaciones, como se analiza en Roberts et al. 
(2008). 25 
 
La presente invención sin embargo, aprovecha la opción de variar la estabilidad/integridad del cuerpo oleoso 
proporcionado por la presencia de las oleosinas modificadas en el cuerpo oleoso de la invención, permitiendo de 
este modo procedimientos de purificación y suministro más rigurosos. 
 30 
Tejidos vegetativos 
 
El tejido vegetativo incluye brotes, hojas, raíces, tallos. Un tejido vegetativo preferido es una hoja. 
 
Promotores específicos de tejido vegetativo 35 
 
Un ejemplo de un promotor específico vegetativo se encuentra en los documentos US 6.229.067; y US 7.629.454; y 
US 7.153.953; y US 6.228.643. 
' 
Promotores específicos de polen 40 
 
Un ejemplo de un de un promotor específico de polen se encuentra en los documentos US 7.141.424; y US 
5.545.546; y US 5.412.085; y US 5.086.169; y US 7.667.097. 
 
Promotores específicos de semilla 45 
 
Un ejemplo de un promotor específico de semillas se encuentra en los documentos US 6.342.657; y US 7.081.565; y 
US 7.405.345; y US 7.642.346; y US 7.371.928. 
 
Promotores específicos de frutos 50 
 
Un ejemplo de un promotor específico de frutos se encuentra en los documentos US 5.536.653; y US 6.127.179; y 
US 5.608.150; y US 4.943.674. 
 
Polinucleótidos y fragmentos 55 
 
El término “polinucleótido” o “polinucleótidos”, como se usa en el presente documento, significa un polímero 
desoxirribonucleotídico o ribonucleotídico mono o bicatenario de cualquier longitud pero preferentemente al menos 
15 nucleótidos, e incluye como ejemplos no limitantes, secuencias codificantes y no codificantes de un gen, 
secuencias con sentido y antisentido, complementos, exones, intrones, ADN genómico, ADNc, pre ARNm, ARNm, 60 
ARNr, ARNip, ARNt, ribozimas, polipéptidos recombinantes, secuencias de ADN o ARN aisladas y purificadas de 
origen natural, secuencias de ARN y ADN sintéticas, sondas, cebadores y fragmentos de ácidos nucleicos. 
 
Un “fragmento” o una secuencia polinucleotídica proporcionada en el presente documento es una secuencia de 
nucleótidos contiguos que es capaz de hibridar específicamente con una diana de interés, por ejemplo, una 65 
secuencia que es de al menos 15 nucleótidos de longitud. Los fragmentos de la invención comprenden 15 
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nucleótidos, preferentemente al menos el 16 nucleótidos, más preferentemente al menos 17 nucleótidos, más 
preferentemente al menos 18 nucleótidos, más preferentemente al menos 19 nucleótidos, más preferentemente al 
menos 20 nucleótidos, más preferentemente al menos 21 nucleótidos, más preferentemente al menos 22 
nucleótidos, más preferentemente al menos 23 nucleótidos, más preferentemente al menos 24 nucleótidos, más 
preferentemente al menos 25 nucleótidos, más preferentemente al menos 26 nucleótidos, más preferentemente al 5 
menos 27 nucleótidos, más preferentemente al menos 28 nucleótidos, más preferentemente al menos 29 
nucleótidos, más preferentemente al menos 30 nucleótidos, más preferentemente al menos 31 nucleótidos, más 
preferentemente al menos 32 nucleótidos, más preferentemente al menos 33 nucleótidos, más preferentemente al 
menos 34 nucleótidos, más preferentemente al menos 35 nucleótidos, más preferentemente al menos 36 
nucleótidos, más preferentemente al menos 37 nucleótidos, más preferentemente al menos 38 nucleótidos,, más 10 
preferentemente al menos 39 nucleótidos, más preferentemente al menos 40 nucleótidos, más preferentemente al 
menos 41 nucleótidos, más preferentemente al menos 42 nucleótidos, más preferentemente al menos 43 
nucleótidos, más preferentemente al menos 44 nucleótidos, más preferentemente al menos 45 nucleótidos, más 
preferentemente al menos 46 nucleótidos, más preferentemente al menos 47 nucleótidos, más preferentemente al 
menos 48 nucleótidos, más preferentemente al menos 49 nucleótidos, más preferentemente al menos 50 15 
nucleótidos, más preferentemente al menos 51 nucleótidos', más preferentemente al menos 52 nucleótidos, más 
preferentemente al menos 53 nucleótidos, más preferentemente al menos 54 nucleótidos, más preferentemente al 
menos 55 nucleótidos, más preferentemente al menos 56 nucleótidos, más preferentemente al menos 57 
nucleótidos, más preferentemente al menos 58 nucleótidos, más preferentemente al menos 59 nucleótidos, más 
preferentemente al menos 60 nucleótidos, más preferentemente al menos 61 nucleótidos, más preferentemente al 20 
menos 62 nucleótidos, más preferentemente al menos 63 nucleótidos, más preferentemente al menos 64 
nucleótidos, más preferentemente al menos 65 nucleótidos, más preferentemente al menos 66 nucleótidos, más 
preferentemente al menos 67 nucleótidos, más preferentemente al menos 68 nucleótidos, más preferentemente al 
menos 69 nucleótidos, más preferentemente al menos 70 nucleótidos, más preferentemente al menos 71 
nucleótidos, más preferentemente al menos 72 nucleótidos, más preferentemente al menos 73 nucleótidos, más 25 
preferentemente al menos 74 nucleótidos, más preferentemente al menos 75 nucleótidos, más preferentemente al 
menos 76 nucleótidos, más preferentemente al menos 77 nucleótidos, más preferentemente al menos 78 
nucleótidos, más preferentemente al menos 79 nucleótidos, más preferentemente al menos 80 nucleótidos, más 
preferentemente al menos 81 nucleótidos, más preferentemente al menos 82 nucleótidos, más preferentemente al 
menos ,83 nucleótidos, más preferentemente al menos 84 nucleótidos, más preferentemente al menos 85 30 
nucleótidos, más preferentemente al menos 86 nucleótidos, más preferentemente al menos 87 nucleótidos, más 
preferentemente al menos 88 nucleótidos, más preferentemente al menos 89 nucleótidos, más preferentemente al 
menos 90 nucleótidos, más preferentemente al menos 91 nucleótidos, más preferentemente al menos 92 
nucleótidos, más preferentemente al menos 93 nucleótidos, más preferentemente al menos 94 nucleótidos, más 
preferentemente al menos 95 nucleótidos, más preferentemente al menos 96 nucleótidos, más preferentemente al 35 
menos 97 nucleótidos, más preferentemente al menos 98 nucleótidos, más preferentemente al menos 99 
nucleótidos, más preferentemente al menos 100 nucleótidos, más preferentemente al menos 150 nucleótidos, más 
preferentemente al menos 200 nucleótidos, más preferentemente al menos 250 nucleótidos, más preferentemente al 
menos 300 nucleótidos, más preferentemente al menos 350 nucleótidos, más preferentemente al menos 400 
nucleótidos, más preferentemente al menos 450 nucleótidos y más preferentemente al menos 500 nucleótidos de 40 
nucleótidos contiguos de un polinucleótido desvelado. Puede usarse un fragmento de una secuencia polinucleotídica 
en antisentido, interferencia de ARN (ARNi), silenciamiento génico, tecnología de triple hélice o ribozimas, o como un 
cebador, como una sonda, incluido en una micromatriz, o usado en métodos de selección basados en 
polinucleótidos de la invención. 
 45 
El término “cebador” se refiere a un polinucleótido corto, que tiene habitualmente un grupo 3’OH libre, que se hibrida 
con un molde y se usa para iniciar la polimerización de un polinucleótido complementario de la diana. 
 
El término “sonda” se refiere a un polinucleótido corto que se usa para detectar una secuencia polinucleotídica que 
es complementaria de la sonda, en un ensayo basado en hibridación. La sonda puede consistir en un “fragmento” de 50 
un polinucleótido como se define en el presente documento. 
 
Polipéptidos y fragmentos 
 
El término “polipéptido”, como se usa en el presente documento, abarca cadenas de aminoácidos de cualquier 55 
longitud pero preferentemente al menos 5 aminoácidos, incluyendo proteínas de longitud completa, en las que los 
restos de aminoácidos están unidos por enlaces específicos covalentes. Los polipéptidos de la presente invención, o 
usados en los métodos de la invención, pueden ser productos naturales codificados, pueden producirse parcial o 
completamente usando técnicas recombinantes o sintéticas. El término puede referirse a un polipéptido como un 
agregado de un polipéptido tal como un dímero u otro multímero, un polipéptido de fusión, un fragmento 60 
polipeptídico, una variante polipeptídica o un derivado de los mismos. 
Un “fragmento” de un polipéptido es una subsecuencia del polipéptido que realiza una función que se requiere para 
la actividad biológica y/o proporciona estructura tridimensional del polipéptido. El término puede referirse a un 
polipéptido, un agregado de un polipéptido tal como un dímero u otro multímero, un polipéptido de fusión, un 
fragmento polipeptídico, una variante polipeptídica o un derivado de los mismos capaz de realizar la actividad 65 
enzimática anterior. 

E10827209
30-05-2016ES 2 574 082 T3

 



21 

El término “aislado” como se aplica a las secuencias polinucleotídicas o polipeptídicas desveladas en el presente 
documento se usa para hacer referencia a secuencias que están retiradas de su ambiente celular natural. Una 
molécula aislada puede obtenerse por cualquier método o combinación de métodos incluyendo técnicas 
bioquímicas, recombinantes y sintéticas. 
 5 
El término “recombinante” se refiere a una secuencia polinucleotídica que se retira de secuencias que la rodean en 
su contexto natural y/o se recombina con secuencias que no están presentes en su contexto natural. 
 
Una secuencia polipeptídica “recombinante” se produce por traducción de una secuencia polinucleotídica 
“recombinante”. 10 
 
La expresión “derivado de” con respecto a polinucleótidos o polipéptidos de la invención que derivan de un género o 
especie particular significa que el polinucleótido o polipéptido tiene la misma secuencia que un polinucleótido o 
polipéptido hallado de forma natural en ese género o especie. El polinucleótido o polipéptido derivado de un género 
o una especie particular, puede por lo tanto producirse de forma sintética o de forma recombinante. 15 
 
Variantes 
 
Como se usa en el presente documento, el término “variante” se refiere a secuencias polinucleotídicas o 
polipeptídicas diferentes de las secuencias específicamente identificadas, en las que se suprimen, sustituyen o 20 
añaden uno o más nucleótidos o restos de aminoácidos. Las variantes pueden ser variantes alélicas de origen 
natural o variantes de origen no natural. Las variantes pueden ser de la misma o de otra especie y pueden abarcar 
homólogos, parálogos y ortólogos. En ciertas realizaciones, las variantes de los polipéptidos de la invención y 
polipéptidos poseen actividades biológicas que son iguales o similares a las de los polipéptidos de la invención o 
polipéptidos. El término “variante” en referencia a polipéptidos y polipéptidos abarca todas las formas de polipéptidos 25 
y polipéptidos como se define en el presente documento. 
 
Variantes polinucleotídicas 
 
Las secuencias polinucleotídicas variantes muestran preferentemente al menos 50 %, más preferentemente al 30 
menos 51 %, más preferentemente al menos 52 %, más preferentemente al menos 53 %, más preferentemente al 
menos 54 %, más preferentemente al menos 55 %, más preferentemente al menos 56 %, más preferentemente al 
menos 57 %, más preferentemente al menos 58 %, más preferentemente al menos 59 %, más preferentemente al 
menos 60 %, más preferentemente al menos 61 %, más preferentemente al menos 62 %, más preferentemente al 
menos 63 %, más preferentemente al menos 64 %, más preferentemente al menos 65 %, más preferentemente al 35 
menos 66 %, más preferentemente al menos 67 %, más preferentemente al menos 68 %, más preferentemente al 
menos 69 %, más preferentemente al menos 70 %, más preferentemente al menos 71 %, más preferentemente al 
menos 72 %, más preferentemente al menos 73 %, más preferentemente al menos 74 %, más preferentemente -al 
menos 75 %, más preferentemente al menos 76 %, más preferentemente al menos 77 %, más preferentemente al 
menos 78 %, más preferentemente al menos 79 %, más preferentemente al menos 80 %, más preferentemente al 40 
menos 81 %, más preferentemente al menos 82 %, más preferentemente al menos 83 %, más preferentemente al 
menos 84 %, más preferentemente al menos 85 %, más preferentemente al menos 86 %, más preferentemente al 
menos 87 %, más preferentemente al menos 88 %, más preferentemente al menos 89 %, más preferentemente al 
menos 90 %, más preferentemente al menos 91 %, más preferentemente al menos 92 %, más preferentemente al 
menos 93 %, más preferentemente al menos 94 %, más preferentemente al menos 95 %, más preferentemente al 45 
menos 96 %, más preferentemente al menos 97 %, más preferentemente al menos 98 %, y más preferentemente al 
menos 99 % de identidad con una secuencia de la presente invención. Se encuentra la identidad sobre una ventana 
de comparación de al menos 20 posiciones de nucleótidos, preferentemente al menos 50 posiciones de nucleótidos, 
más preferentemente al menos 100 posiciones de nucleótidos, y más preferentemente sobre la longitud completa de 
un polinucleótido de la invención. 50 
 
La identidad de secuencia polinucleotídica puede determinarse de la siguiente manera. La secuencia polinucleotídica 
objeto se compara con una secuencia polinucleotídica candidata usando BLASTN (del conjunto de programas 
BLAST, versión 2.2.5 [Nov 2002]) en bl2seq (Tatiana A. Tatusova, Thomas L. Madden (1999), "Blast 2 sequences - a 
new tool for comparing protein and nucleotide sequences", FEMS Microbiol Lett. 174:247-250), que está 55 
públicamente disponible de NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/). Los parámetros por defecto de bl2seq se utilizan 
excepto que debería desactivarse el filtrado de partes de baja complejidad. 
 
La identidad de secuencias polinucleotídicas puede examinarse usando los siguientes parámetros de línea de 
comandos unix: 60 
 

bl2seq -i nucleotideseq1 -j nucleotideseq2 -F F -p blastn 
 

El parámetro -F F desactiva el filtrado de secciones de baja complejidad. El parámetro -p selecciona el algoritmo 
apropiado para el par de secuencias. El programa bl2seq presenta identidad de secuencia tanto en número como en 65 
porcentaje de nucleótidos idénticos en una línea “Identities =”. 
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La identidad de secuencia polinucleotídica también puede calcularse sobre la longitud completa del solapamiento 
entre un candidato y secuencias polinucleotídicas objeto usando programas de alineamiento de secuencias globales 
(por ejemplo Needleman, S. B. y Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. Biol. 48, 443-453). Se encuentra una implementación 
completa del algoritmo de alineamiento global de Needleman-Wunsch en el programa needle en el paquete 
EMBOSS (Rice, P. Longden J. Y Bleasby, A. EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite, 5 
Trends in Genetics Junio de 2000, vol 16, n.º 6. pp. 276- 277) que puede obtenerse de 
http://www.hgmp.mrc.ac.uk/Software/EMBOSS/. El servidor del Instituto de Bioinformática Europeo también 
proporciona la instalación para realizar alineamientos globales de EMBOSS-needle entre dos secuencias en línea en 
http:/www.ebi.ac.uk/emboss/align/. 
 10 
Como alternativa puede usarse el programa GAP que calcula un alineamiento global óptimo de dos secuencias sin 
penalizar huecos terminales. GAP se describe en el siguiente artículo: Huang, X. (1994) On Global Sequence 
Alignment. Computer Applications in the Biosciences 10, 227-235. 
 
Un método preferido para calcular el % de identidad de secuencia de polinucleótidos se basa en alinear secuencias 15 
para comparar usando Clustal X (Jeanmougin et al., 1998, Trends.Biochem. Sei. 23, 403-5). 
 
Las variantes polinucleotídicas de la presente invención también abarcan las que muestran una similitud con una o 
más de las secuencias identificadas específicamente que probablemente conserven la equivalencia funcional de 
esas secuencias y que no podría esperarse razonablemente que sucedieran al azar. Dicha similitud de secuencia 20 
con respecto a polipéptidos puede determinarse usando el programa bl2seq públicamente disponible del grupo de 
programas BLAST (versión 2.2.5 [Nov 2002]) de NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/). 
 
La similitud de las secuencias polinucleotídicas puede examinarse usando los siguientes parámetros de línea de 
comandos unix: 25 
 

bl2seq -i nucleotideseq1 -j nucleotideseq2 -F F -p tblastx 
 
El parámetro -F F desactiva el filtrado de secciones de baja complejidad. El parámetro -p selecciona el algoritmo 
apropiado para el par de secuencias. Este programa encuentra regiones de similitud entre las secuencias y para 30 
cada una de esas regiones presenta un “valor E” que es el número esperado de veces que podría esperarse ver 
dicha coincidencia al azar en una base de datos de un tamaño de referencia fijo que contiene secuencias aleatorias. 
El tamaño de esta base de datos se establece por defecto en el programa bl2seq. Para valores E pequeños, mucho 
menores de uno, el valor E es aproximadamente la probabilidad de dicha coincidencia aleatoria. 
 35 
Las secuencias polinucleotídicas variantes preferentemente muestran un valor E de menos de 1 x 10-6, más 
preferentemente de menos de 1 x 10-9, más preferentemente de menos de 1 x 10-12, más preferentemente de menos 
de 1 x 10-15, más preferentemente de menos de 1 x 10-18, más preferentemente de menos de 1 x 10-21, más 
preferentemente de menos de 1 x 10-30, más preferentemente de menos de 1 x 10-40, más preferentemente de 
menos de 1 x 10 -50, más preferentemente de menos de 1 x 10-60, más preferentemente de menos de 1 x 10-70, más 40 
preferentemente de menos de 1 x 10-80, más preferentemente de menos de 1 x 10-90 y más preferentemente de 
menos de 1 x 10-100 en comparación con una cualquiera de las secuencias identificadas específicamente. 
 
Como alternativa, los polinucleótidos variantes de la presente invención, o usados en los métodos de la invención, 
hibridan con las secuencias polinucleotídicas específicas, o complementos de las mismas en condiciones rigurosas. 45 
 
La expresión “hibridan en condiciones rigurosas”, y equivalentes gramaticales de la misma, se refiere a la capacidad 
de una molécula polinucleotídica para hibridar con una molécula polinucleotídica diana (tal como una molécula 
polinucleotídica diana inmovilizada en una mancha de transferencia de ADN o ARN, tal como transferencia de 
Southern o transferencia de Northern) en condiciones definidas de temperatura y concentración salina. La capacidad 50 
para hibridar en condiciones de hibridación rigurosas puede determinarse hibridando inicialmente en condiciones 
menos rigurosas, y después aumentando la rigurosidad hasta la rigurosidad deseada. 
 
Con respecto a moléculas polinucleotídicas mayores de aproximadamente 100 bases de longitud, las condiciones de 
hibridación rigurosas típicas son de no más de 25 a 30 ºC (por ejemplo, 10 ºC) por debajo de la temperatura de 55 
fusión (Tm) de la doble cadena nativa (véase en general, Sambrook et al., Eds, 1987, Molecular Cloning, A 
Laboratory Manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Press; Ausubel et al., 1987, Current Protocols in Molecular Biology, 
Greene Publishing,). La Tm para moléculas polinucleotídicas mayores de aproximadamente 100 bases puede 
calcularse por la fórmula Tm = 81,5 + 0,41 % (G + C-Iog (Na+)). (Sambrook et al., Eds, 1987, Molecular Cloning, A 
Laboratory Manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Press; Bolton y McCarthy, 1962, PNAS 84:1390). Las condiciones 60 
rigurosas típicas para polinucleótidos de más de 100 bases de longitud serían condiciones de hibridación tales como 
prelavado en una solución de SSC 6X, SDS 0,2 %; hibridación a 65 ºC, SSC 6X, SDS 0,2 % durante una noche; 
seguido de dos lavados de 30 minutos cada uno en SSC 1X, SDS 0,1 % a 65 ºC y dos lavados de 30 minutos cada 
uno en SSC 0,2X, SDS 0,1 % a 65 ºC. 
 65 
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Con respecto a moléculas polinucleotídicas que tienen una longitud de menos de 100 bases, las condiciones de 
hibridación rigurosas ejemplares son de 5 a 10 ºC por debajo de Tm. En promedio, la Tm de una molécula 
polinucleotídica de una longitud menor de 100 pb se reduce en aproximadamente (500/longitud del oligonucleótido) 
0C. 
 5 
Con respecto a los miméticos de ADN conocidos como ácidos nucleicos peptídicos (PNA) (Nielsen et al., Science. 6 
Dic 1991; 254 (5037):1497-500), los valores de Tm son mayores que los de ADN-ADN o híbridos de ADN-ARN, y 
pueden calcularse usando la fórmula descrita en Giesen et al., Nucleic Acids Res. 1 Nov 1998; 26 (21):5004-6. Las 
condiciones de hibridación rigurosas ejemplares para un híbrido de ADN-PNA que tiene una longitud de menos de 
100 bases son de 5 a 10 ºC por debajo de la Tm. 10 
 
Los polinucleótidos variantes de la presente invención, o usados en los métodos de la invención, también abarcan 
polinucleótidos que difieren de las secuencias de la invención pero que, como consecuencia de la degradación del 
código genético, codifican un polipéptido que tiene actividad similar a un polipéptido codificado por un polinucleótido 
de la presente invención. Una alteración de secuencia que no cambia la secuencia de aminoácidos del polipéptido 15 
es una “variación silenciosa”. Excepto por ATG (metionina) y TGG (triptófano), otros codones para el mismo 
aminoácido pueden cambiarse por técnicas reconocidas en este campo, por ejemplo, para optimizar la expresión 
codónica en un organismo hospedador particular. 
 
También se incluyen en la invención alteraciones de secuencias polinucleotídicas que dan como resultado 20 
sustituciones conservativas de uno o varios aminoácidos en la secuencia polipeptídica codificada sin alterar 
significativamente su actividad biológica. Un experto en la materia será consciente de métodos para realizar 
sustituciones de aminoácidos fenotípicamente silenciosas (véase, por ejemplo, Bowie et al., 1990, Science 247, 
1306). 
 25 
Pueden determinarse polinucleótidos variantes debido a variaciones silenciosas y sustituciones conservativas en la 
secuencia polipeptídica codificada usando el programa bl2seq públicamente disponible del conjunto de programas 
BLAST (versión 2.2.5 [Nov 2002]) de NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/) mediante el algoritmo tblasx como se ha 
descrito previamente. 
 30 
Variantes polipeptídicas 
 
El término “variante” en referencia a polipéptidos abarca polipéptidos de origen natural, producidos de forma 
recombinante y de forma sintética. Las secuencias polipeptídicas variantes preferentemente muestran al menos 
50 %, más preferentemente al menos 51 %, más preferentemente al menos 52 %, más preferentemente al menos 35 
53 %, más preferentemente al menos 54 %, más preferentemente al menos 55 %, más preferentemente de al menos 
56 %, más preferentemente al menos 57 %, más preferentemente al menos 58 %, más preferentemente al menos 
59 %, más preferentemente al menos 60 %, más preferentemente al menos 61 %, más preferentemente al menos 
62 %, más preferentemente al menos 63 %, más preferentemente al menos 64 %, más preferentemente al menos 
65 %, más preferentemente al menos 66 %, más preferentemente al menos 67 %, más preferentemente al menos 40 
68 %, más preferentemente al menos 69 %, más preferentemente al menos 70 %, más preferentemente al menos 
71 %, más preferentemente al menos 72 %, más preferentemente al menos 73 %, más preferentemente al menos 
74 %, más preferentemente al menos 75 %, más preferentemente al menos 76 %, más preferentemente al menos 
77 %, más preferentemente al menos 78 %, más preferentemente al menos 79 %, más preferentemente al menos 
80 %, más preferentemente al menos 81 %, más preferentemente al menos 82 %, más preferentemente al menos 45 
83 %, más preferentemente al menos 84 %, más preferentemente al menos 85 %, más preferentemente al menos 
86 %, más preferentemente al menos 87 %, más preferentemente al menos 88 %, más preferentemente al menos 
89 %, más preferentemente al menos 90 %, más preferentemente al menos 91 %, más preferentemente al menos 
92 %, más preferentemente al menos 93 %, más preferentemente al menos 94 %, más preferentemente al menos 
95 %, más preferentemente al menos 96 %, más preferentemente al menos 97 %, más preferentemente al menos 50 
98 %, y más preferentemente al menos 99 % de identidad con una secuencia de la presente invención. La identidad 
se encuentra sobre una ventana de comparación de al menos 20 posiciones de aminoácidos, preferentemente al 
menos 50 posiciones de aminoácidos, más preferentemente al menos 100 posiciones de nucleótidos, y más 
preferentemente sobre la longitud completa de un polipéptido de la invención. 
 55 
La identidad de secuencia polipeptídica puede determinarse de la siguiente manera. La secuencia polipeptídica 
objeto se compara con una secuencia polipeptídica candidata usando BLASTP (del conjunto de programas BLAST, 
versión 2.2.5 [Nov 2002]) en bl2seq, que está públicamente disponible de NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/). Se 
utilizan los parámetros por defecto de bl2seq excepto que el filtrado de regiones de baja complejidad debería 
desactivarse. 60 
 
La identidad de secuencia polipeptídica también puede calcularse sobre la longitud completa del solapamiento entre 
un candidato y secuencias polinucleotídicas objeto usando programas de alineamiento de secuencias globales. 
EMBOSS-needle (disponibles en http:/www.ebi.ac.uk/emboss/align/) y GAP (Huang, X. (1994) On Global Sequence 
Alignment. Computer Applications in the Biosciences 10, 227- 235.) como se ha analizado anteriormente también 65 
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son programas de alineamiento de secuencias globales adecuados para calcular la identidad de secuencias 
polipeptídicas. 
 
Un método preferido para calcular el % de identidad de secuencia de polipéptido se basa en alinear secuencias para 
comparar usando Clustal X (Jeanmougin et al., 1998, Trends Biochem. Sei. 23, 403-5.). 5 
 
Las variantes polipeptídicas de la presente invención, o usadas en los métodos de la invención, también abarcan las 
que muestran una similitud con una o más de las secuencias identificadas específicamente que probablemente 
conserven la equivalencia funcional de esas secuencias y que no podría esperarse razonablemente que sucediera al 
azar. Dicha similitud de secuencia con respecto a polipéptidos puede determinarse usando el programa bl2seq 10 
públicamente disponible del conjunto de programas BLAST (versión 2.2.5 [Nov 2002]) de NCBI 
(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/). La similitud de secuencias polipeptídicas puede examinarse usando los siguientes 
parámetros de línea de comandos unix: 
 

bl2seq-i peptideseq1 -j peptideseq2 –F F-p blastp 15 
 
Las secuencias polipeptídicas variantes muestran preferentemente valor E de menos de 1 x 10-6 más 
preferentemente de menos de 1 x 10-9, más preferentemente de menos de 1 x 10-12, más preferentemente de menos 
de 1 x 10-15, más preferentemente de menos de 1 x 10-18, más preferentemente de menos de 1 x 10-21, más 
preferentemente de menos de 1 x 10-30, más preferentemente de menos de 1 x 10-40, más preferentemente de 20 
menos de 1 x 10-50, más preferentemente de menos de 1 x 10-60, más preferentemente de menos de 1 x 10-70, más 
preferentemente de menos de 1 x 10-80, más preferentemente de menos de 1 x 10-90 y más preferentemente 1 x 
10-100 en comparación con una cualquiera de las secuencias identificadas específicamente. 
 
El parámetro -F F desactiva el filtrado de secciones de baja complejidad. El parámetro –p selecciona el algoritmo 25 
apropiado para el par de secuencias. Este programa encuentra regiones de similitud entre las secuencias y para 
cada una de dichas regiones presenta un “valor E” que es el número esperado de veces que podría esperarse ver 
dicha coincidencia al azar en una base de datos de un tamaño de referencia fijo que contiene secuencias aleatorias. 
Para valores E pequeños, mucho menores de uno, esta es aproximadamente la probabilidad de dicha coincidencia 
aleatoria. 30 
 
También se incluyen en la invención sustituciones conservativas de uno o varios aminoácidos de una secuencia 
polipeptídica descrita sin alterar significativamente su actividad biológica. Un experto en la materia será consciente 
de métodos para fabricar sustituciones de aminoácidos fenotípicamente silenciosas (véase, por ejemplo, Bowie et 
al., 1990, Science 247, 1306). 35 
 
Construcciones, vectores y componentes de los mismos 
 
La expresión “construcción genética” se refiere a una molécula polinucleotídica, habitualmente ADN bicatenario, que 
puede tener insertada otra molécula polinucleotídica (la molécula polinucleotídica inserta) tal como, pero sin 40 
limitación, una molécula de ADNc. Una construcción genética puede contener los elementos necesarios que 
permitan transcribir la molécula polinucleotídica inserta y, opcionalmente, traducir el transcrito a un polipéptido. La 
molécula polinucleotídica inserta puede derivar de la célula hospedadora o puede derivar de una célula u organismo 
diferente y/o puede ser un polinucleótido recombinante. Una vez dentro de la célula hospedadora la construcción 
genética puede integrarse en el ADN cromosómico del hospedador. La construcción genética puede unirse a un 45 
vector. 
 
El término “vector” se refiere a una molécula polinucleotídica, habitualmente ADN bicatenario, que se usa para 
transportar la construcción genética a una célula hospedadora. El vector puede ser capaz de replicar en al menos un 
sistema hospedador adicional, tal como E. coli. 50 
 
La expresión “construcción de expresión” se refiere a una construcción genética que incluye los elementos 
necesarios que permiten transcribir la molécula polinucleotídica inserta y, opcionalmente, traducir el transcrito a un 
polipéptido. Una construcción de expresión típicamente comprende en una dirección 5’ a 3’: 
 55 
a) un promotor funcional en la célula hospedadora en la que se transformará la construcción, 
b) el polinucleótido para expresar, y 
c) un terminador funcional en la célula hospedadora en la que se transformará la construcción. 
 
La expresión “región codificante” o “fase abierta de lectura” (ORF) se refiere a la cadena con sentido de una 60 
secuencia de ADN genómica o una secuencia de ADNc que es capaz de producir un producto de transcripción y/o 
un polipéptido bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas. La secuencia codificante puede, en algunos 
casos, identificarse por la presencia de un codón de inicio de la traducción 5’ y un codón de terminación de la 
traducción 3’. Cuando se inserta en una construcción genética, una “secuencia codificante” puede expresarse 
cuando está unida operativamente a secuencias promotoras y terminadoras. 65 
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“Unido operativamente” significa que la secuencia para expresar se coloca bajo el control de elementos reguladores 
que incluyen promotores, elementos reguladores específicos de tejido, elementos reguladores temporales, 
potenciadores, represores y terminadores. 
 
La expresión “región no codificante” se refiere a secuencias no traducidas que están cadena arriba del sitio de inicio 5 
de la traducción y cadena abajo del sitio de terminación de la traducción. Estas secuencias también se denominan 
respectivamente la 5’ UTR y la 3’ UTR. Estas regiones incluyen elementos requeridos para el inicio y la terminación 
de la transcripción, estabilidad del ARNm y para la regulación de la eficacia de traducción. 
 
Los terminadores son secuencias que terminan la transcripción, y se encuentran en los extremos no traducidos 3’ de 10 
genes cadena abajo de la secuencia traducida. Los terminadores son determinantes importantes de la estabilidad de 
ARNm y en algunos casos se ha descubierto que tienen funciones reguladoras espaciales. 
 
El término “promotor” se refiere a elementos reguladores en cis no transcritos cadena arriba de la región codificante 
que regulan la transcripción génica. Los promotores comprenden elementos iniciadores en cis que especifican el 15 
sitio de inicio de la transcripción y cajas conservadas tales como la caja TATA, y motivos que se unen por factores 
de transcripción. Los intrones dentro de secuencias codificantes también pueden regular la transcripción e influir en 
el procesamiento postranscripcional (incluyendo corte y empalme, recubrimiento terminal y poliadenilación). 
 
Un promotor puede ser homologo con respecto al polinucleótido para expresar. Esto significa que el promotor y el 20 
polinucleótido se encuentran unidos operativamente en la naturaleza. 
 
Como alternativa el promotor puede ser heterólogo con respecto al polinucleótido para expresar. Esto significa que el 
promotor y el polinucleótido no se encuentran unidos operativamente en la naturaleza. 
 25 
Un “transgén” es un polinucleótido que se toma de un organismo y se introduce en un organismo diferente por 
transformación. El transgén puede derivar de la misma especie o de una especie diferente a la especie del 
organismo en el que se introduce el transgén. 
 
Una “repetición invertida” es una secuencia que se repite, en la que la segunda mitad de la repetición está en la 30 
cadena complementaria, por ejemplo, 
 

(5’)GATCTA         TAGATC(3’) 
(3’)CTAGAT         ATCTAG(5’) 

 35 
La transcripción de lectura completa producirá un transcrito que experimenta formación de pares de bases 
complementarias para formar una estructura en horquilla siempre que haya un espaciador de 3-5 pb entre las 
regiones repetidas. 
 
Células hospedadoras 40 
 
Las células hospedadoras pueden derivar de, por ejemplo, organismos bacterianos, fúngicos, de levadura, insectos, 
mamíferos, algas o vegetales. Las células hospedadoras también pueden ser células sintéticas. Son células 
hospedadoras preferidas células eucariotas. Una célula hospedadora particularmente preferida es una célula 
vegetal, particularmente una célula vegetal en un tejido vegetativo de una planta. 45 
 
Una “planta transgénica” se refiere a una planta que contiene nuevo material genético como resultado de la 
manipulación genética o transformación. El nuevo material genético puede derivar de una planta de la misma 
especie que la planta transgénica resultante o de una especie diferente. 
 50 
Métodos para aislar o producir polinucleótidos 
 
Las moléculas polinucleotídicas de la invención pueden aislarse usando una diversidad de técnicas conocidas por 
los expertos habituales en la materia. Como ejemplo, dichos polipéptidos pueden aislarse mediante el uso de la 
reacción en cadena de la polimerasa (PRC) descrita en Mullis et al., Eds. 1994 Polymerasa Chain Reaction, 55 
Birkhauser, incorporada en el presente documento por referencia. Los polipéptidos de la invención pueden 
amplificarse usando cebadores, como se define en el presente documento, derivados de las secuencias 
polinucleotídicas de la invención. 
 
Métodos adicionales para aislar polinucleótidos de la invención incluyen uso de todos, o partes de, los polipéptidos 60 
que tienen la secuencia expuesta en el presente documento como sondas de hibridación. La técnica de hibridar 
sondas polinucleotídicas marcadas con polinucleótidos inmovilizados en soportes sólidos tales como filtros de 
nitrocelulosa o membranas de nailon, puede usarse para explorar las bibliotecas genómicas o de ADNc. Son 
ejemplos de condiciones de hibridación y lavado: hibridación durante 20 horas a 65 ºC en SSC 5,0 X, dodecil sulfato 
sódico 0,5 %, solución de Denhardt 1 X; lavado (tres lavados de 20 minutos cada uno a 55 ºC) en SSC 1,0 X, dodecil 65 
sulfato sódico 1 % (p/v), y opcionalmente un lavado (durante veinte minutos) en SSC 0,5 X, dodecil sulfato sódico 

E10827209
30-05-2016ES 2 574 082 T3

 



26 

1 % (p/v) a 60 ºC. Puede realizarse un lavado adicional opcional (durante veinte minutos) en condiciones de SSC 0,1 
X, dodecil sulfato sódico 1 % (p/v), a 60 ºC. 
 
Los fragmentos polinucleotídicos de la invención pueden producirse por técnicas bien conocidas en este campo tales 
como la digestión con endonucleasa de restricción, síntesis de oligonucleótidos y amplificación por PCR. 5 
 
Puede usarse una secuencia polinucleotídica parcial, en métodos bien conocidos en la técnica para identificar la 
secuencia polinucleotídica de longitud completa correspondiente. Dichos métodos incluyen métodos basados en 
PCR, 5’RACE (Frohman MA, 1993, Methods Enzymol. 218: 340-56) y método basado en hibridación, métodos 
basados en base de datos/ordenador. Además, como ejemplo, la PCR inversa permite la adquisición de secuencias 10 
desconocidas, que flanquean las secuencias polinucleotídicas desveladas en el presente documento, comenzando 
con cebadores basados en una región conocida (Triglia et al., 1998, Nucleic Acids Res 16, 8186, incorporado en el 
presente documento por referencia). El método usa varias enzimas de restricción para generar un fragmento 
adecuado en la región conocida de un gen. Después el fragmento se circulariza con ligamiento intramolecular y se 
usa con un molde de PCR. Se diseñan cebadores divergentes a partir de la región conocida. Para ensamblar 15 
físicamente clones de longitud completa, pueden utilizarse enfoques de biología molecular convencionales 
(Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Press, 1987). 
 
Puede ser beneficioso, cuando se produce una planta transgénica a partir de una especie particular, transformar 
dicha planta con una secuencia o secuencias derivadas de esa especie. El beneficio puede ser aliviar 20 
preocupaciones públicas con respecto a transformación entre especies en la generación de organismos 
transgénicos. Adicionalmente cuando el resultado deseado es la regulación negativa de un gen, puede ser necesario 
utilizar una secuencia idéntica (o al menos altamente similar) a la de la planta, para lo que se desea expresión 
reducida. Por estas razones entre otras, es deseable poder identificar y aislar ortólogos de un gen particular en 
varias especies vegetales diferentes. 25 
 
Pueden identificarse variantes (incluyendo ortólogos) por los métodos descritos. 
 
Métodos para identificar variantes 
 30 
Métodos físicos 
 
Los polipéptidos variantes puede identificarse usando métodos basados en PCR (Mullis et al., Eds. 1994 The 
Polymerasa Chain Reaction, Birkhauser). Típicamente, la secuencia polinucleotídica de un cebador, útil para 
amplificar variantes de moléculas polinucleotídicas de la invención por PCR, puede basarse en una secuencia que 35 
codifica una región conservada de la secuencia de aminoácidos correspondiente. 
 
Como alternativa pueden emplearse métodos de exploración de bibliotecas, bien conocidos por los expertos en la 
materia, (Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Press, 1987). Cuando 
se identifican variantes de la secuencia de sonda, la hibridación y/o rigurosidad de lavado típicamente se reducirán 40 
en relación con cuando se buscan coincidencias de secuencias exactas. 
 
También pueden identificarse variantes polipeptídicas por métodos físicos, por ejemplo explorando bibliotecas de 
expresión, usando anticuerpos inducidos contra polipéptidos de la invención (Sambrook et al., Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Press, 1987) o identificando polipéptidos de fuentes naturales con la 45 
ayuda de dichos anticuerpos. 
 
Métodos basados en ordenador 
 
Las secuencias variantes de la invención, incluyendo variantes tanto polinucleotídicas como polipeptídicas, también 50 
puede identificarse por métodos basados en ordenador bien conocidos por los expertos en la materia, usando 
algoritmos de alineamiento de secuencia de dominio público y herramientas de búsqueda de similitud de secuencia 
para buscar en bases de datos de secuencias (las bases de datos de dominio público incluyen Genbank, EMBL, 
Swiss-Prot, PIR y otros). Véase, por ejemplo, Nucleic Acids Res. 29: 1-10 y 11-16, 2001 para ejemplos de recursos 
en línea. Las búsquedas de similitud recuperan y alinean secuencias diana para comparación con una secuencia 55 
para analizar (es decir, una secuencia de consulta). Los algoritmos de comparación de secuencias usan matrices de 
puntuación para asignar una puntuación global a cada uno de los alineamientos. 
 
Una familia ejemplar de programas útiles para identificar variantes en bases de datos de secuencias es el conjunto 
de programas BLAST (versión 2.2.5 [Nov 2002]) que incluye BLASTN, BLASTP, BLASTX, tBLASTN y tBLASTX, que 60 
están públicamente disponibles de (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/) o del Centro Nacional para la Información 
Biotecnológica (NCBI), Biblioteca Nacional de Medicina, edificio 38A, habitación 8N805, Bethesda, MD 20894 
Estados Unidos. El servidor de NCBI también proporciona la instalación para usar los programas para explorar 
varias bases de datos de secuencias disponibles públicamente. BLASTN compara una secuencia de consulta de 
nucleótidos frente a una base de datos de secuencias de nucleótidos. BLASTP compara una secuencia de consulta 65 
de aminoácidos frente a una base de datos de secuencias proteicas. BLASTX compara una secuencia de consulta 
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de nucleótidos traducida en todas las fases de lectura frente a una base de datos de secuencias proteicas. tBLASTN 
compara una secuencia de consulta de proteínas frente a una base de datos de secuencias de nucleótidos traducida 
de forma dinámica en todas las fases de lectura. tBLASTX compara las traducciones de seis fases de una secuencia 
de consulta de nucleótidos frente a las traducciones de seis fases de una base de datos de secuencias de 
nucleótidos. Los programas BLAST pueden usarse con parámetros por defecto o los parámetros pueden alterarse 5 
según se requiera para afinar la exploración. 
 
El uso de la familia de algoritmos de BLAST, incluyendo BLASTN, BLASTP y BLASTX, se describe en la publicación 
de Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, 1997. 
 10 
Los “aciertos” de una o más secuencias de base de datos por una secuencia consultada producida por BLASTN, 
BLASTP, BLASTX, tBLASTN, tBLASTX, o un algoritmo similar, se alinean e identifican con partes de secuencias 
similares. Los asientos se disponen en el orden del grado de similitud y la longitud del solapamiento de secuencias. 
Los aciertos para una secuencia de base de datos generalmente representan un solapamiento sobre solamente una 
fracción de la longitud de secuencia de la secuencia consultada. 15 
 
Los algoritmos BLASTN, BLASTP, BLASTX, tBLASTN y tBLASTX también producen valores “Esperados” para 
alineamientos. El valor Esperado (E) indica el número de aciertos que se puede “esperar” ver al azar cuando se 
busca en una base de datos del mismo tamaño que contiene secuencias contiguas aleatorias. El valor Esperado se 
usa como un umbral de significación para determinar si el acierto en una base de datos indica verdadera similitud. 20 
Por ejemplo, un valor E de 0,1 asignado a un acierto de polinucleótido se interpreta como que en una base de datos 
del tamaño de la base de datos explorada, se podría esperar ver 0,1 coincidencias sobre la parte alineada de la 
secuencia con una puntuación similar simplemente al azar. Para secuencias que tienen un valor E de 0,01 o menos 
sobre partes alineadas y coincidentes, la probabilidad de encontrar una coincidencia al azar en esa base de datos es 
del 1 % o menor usando el algoritmo BLASTN, BLASTP, BLASTX, tBLASTN o tBLASTX. 25 
 
Pueden llevarse a cabo múltiples alineamientos de secuencias de un grupo de secuencias relacionadas con 
CLUSTALW (Thompson, J.D., Higgins, D.G. y Gibson, T.J. (1994) CLUSTALW: improving the sensitivity of 
progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, positions-specific gap penalties and weight 
matrix chocie. Nucleic Acids Research, 22: 4673-4680, http://www-igbmc.u-strasbg-fr/BioInfo/ClustalW/Top.html) o T-30 
COFFEE (Cedric, Notredame, Desmond g. Higgins, Jaap Heringa, T-Coffee: A novel method for fast and accurate 
multiple sequence alignment, J. Mol. Biol. (2000) 302: 205-217)) o PILEUP, que usa alineamientos progresivos, por 
pares. (Feng y Doolittle, 1987, J. Mol. Evol. 25, 351). 
 
Están disponibles aplicaciones de software de reconocimiento de patrones para encontrar motivos o secuencias de 35 
identificación. Por ejemplo, MEME (Em Múltiple para Inducción de Motivos) encuentra motivos y secuencias de 
identificación en un conjunto de secuencias, y MAST (Herramienta de Alineamiento y Búsqueda de Motivos) usa 
estos motivos para identificar motivos similares o iguales en secuencias de consulta. Los resultados de MAST se 
proporcionan como una serie de alineamientos con datos estadísticos apropiados y una visión de conjunto visual de 
los motivos hallados. MEME y MAST se desarrollaron en la Universidad de California, San Diego. 40 
 
PROSITE (Bairoch y Bucher, 1994, Nucleic Acids Res. 22, 3583; Hofmann et al., 1999, Nucleic Acids Res. 27, 215) 
es un método para identificar las funciones de proteínas no caracterizadas traducidas a partir de secuencias de 
ADNc o genómicas. La base de datos de PROSITE (www.expasy.org/prosite) contiene patrones y perfiles 
biológicamente significativos y se ha diseñado para que pueda usarse con herramientas computacionales 45 
apropiadas para asignar una nueva secuencia a una familia de proteínas conocida o para determinar qué dominio o 
dominios conocidos están presentes en la secuencia (Falquet et al., 2002, Nucleic Acids Res. 30, 235). Prosearch es 
una herramienta que puede buscar en bases de datos SWISS-PROT y EMBL con un patrón o una identificación de 
secuencia dados. 
 50 
Métodos para aislar polipéptidos 
 
Los polipéptidos de la invención, o usados en los métodos de la invención, incluyendo polipéptidos variantes, pueden 
prepararse usando métodos de síntesis de péptidos bien conocidos en la materia tales como síntesis de péptidos 
directa usando técnicas de fase sólida (por ejemplo Stewart et al., 1969, en Solid-Phase Peptide Synthesis, WH 55 
Freeman Co, San Francisco California, o síntesis automática, por ejemplo usando un Sintetizador de Péptidos 
Applied Biosystems 431A (Foster City, California). También pueden producirse formas mutadas de los polipéptidos 
durante dicha síntesis. 
 
Los polipéptidos y polipéptidos variantes de la invención, o usados en los métodos de la invención, también pueden 60 
purificarse a partir de fuentes naturales usando una diversidad de técnicas que se conocen bien en este campo (por 
ejemplo, Deutscher, 1990, Ed, Methods in Enzymology, Vol. 182, Guide to Protein Purification). 
Como alternativa los polipéptidos y polipéptidos variantes de la invención, o usados en los métodos de la invención, 
pueden expresarse de forma recombinante en células hospedadoras adecuadas y separarse de las células como se 
analiza posteriormente. 65 
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Métodos para producir construcciones y vectores 
 
Las construcciones genéticas de la presente invención comprenden una o más secuencias polinucleotídicas de la 
invención y/o polinucleótidos que codifican polipéptidos de la invención, y pueden ser útiles para transformar, por 
ejemplo, organismos bacterianos, fúngicos, insectos, mamíferos o vegetales. Se entiende que las construcciones 5 
genéticas de la invención incluyen construcciones de expresión como se definen en el presente documento. 
 
Se conocen bien en la técnica métodos para producir y usar construcciones y vectores genéticos y se describen en 
general en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Press, 1987; 
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing, 1987). 10 
 
Métodos para producir células hospedadoras que comprenden polinucleótidos, construcciones o vectores 
 
La invención proporciona una célula hospedadora que comprende una construcción genética o vector de la 
invención. 15 
 
Las células hospedadoras que comprenden construcciones genéticas, tales como construcciones de expresión, de la 
invención son útiles en métodos bien conocidos en la técnica (por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Press, 1987; Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, 
Greene Publishing, 1987) para producción recombinante de polipéptidos de la invención. Dichos métodos pueden 20 
implicar el cultivo de células hospedadoras en un medio apropiado en condiciones adecuadas para o que conducen 
a la expresión de un polipéptido de la invención. El polipéptido recombinante expresado, que puede secretarse 
opcionalmente en el cultivo, puede después separarse del medio, las células hospedadoras o el medio de cultivo por 
métodos bien conocidos en la técnica (por ejemplo, Deutscher, Ed. 1990, Methods in Enzymology, Vol. 182, Guide to 
Protein Purification). 25 
 
Métodos para producir células vegetales y plantas que comprenden construcciones y vectores 
 
La invención proporciona además células vegetales que comprenden una construcción genética de la invención, y 
células vegetales modificadas para alterar la expresión de un polinucleótido o polipéptido de la invención, o usado en 30 
los métodos de la invención. Las plantas que comprenden dichas células también forman un aspecto de la invención. 
 
Se describen métodos para transformar células vegetales, plantas y partes de las mismas con polipéptidos en 
Draper et al., 1988, Plant Genetic Transformation and Gene Expression. A Laboratory Manual, Blackwell Sci. Pub. 
Oxford, p. 365; Potrykus y Spangenburg, 1995, Gene Transfer to Plants. Springer-Verlag, Berlín; y Gelvin et al., 35 
1993, Plant Molecular Biol. Manual. Kluwer Acad. Pub. Dordrecht. Se proporciona una revisión de plantas 
transgénicas, incluyendo técnicas de transformación en Galun y Breiman, 1997, Transgenic Plants. Imperial College 
Press, Londres. 
 
Métodos para la manipulación genética de plantas 40 
 
Están disponibles varias estrategias de transformación de plantas (por ejemplo, Birch, 1997, Ann Rev Plant Phys 5 
Plant Mol Biol, 48, 297, Hellens RP, et al. (2000) Plant Mol Biol 42: 819-32, Hellens R et al Plant Meth 1: 13). Por 
ejemplo, pueden diseñarse estrategias para aumentar la expresión de un polinucleótido/polipéptido en una célula 
vegetal, órgano y/o en un estadio particular del desarrollo en el que/cuando se expresa normalmente o para expresar 45 
de forma ectópica un polinucleótido/polipéptido en una célula, un tejido, un órgano y/o en un estadio particular del 
desarrollo que/cuando no es expresa normalmente. El polinucleótido/polipéptido expresado puede derivar de la 
especie vegetal para transformar o puede derivar de una especie vegetal diferente. 
 
Pueden diseñarse estrategias de transformación para derivar la expresión de un polinucleótido/polipéptido en una 50 
célula, un tejido, un órgano vegetal o en un estadio particular del desarrollo en el que/cuando se expresa 
normalmente. Dichas estrategias se conocen como estrategias de silenciamiento génico. 
 
Las construcciones genéticas para expresión de genes en plantas transgénicas típicamente incluyen promotores 
para conducir la expresión de una o más secuencias polinucleotídicas, terminadoras y de marcadores seleccionables 55 
clonadas para detectar la presencia de la construcción genética en la planta transformada. 
 
Los promotores adecuados para su uso en las construcciones de la presente invención son funcionales en una 
célula, un tejido o un órgano de una planta monocotiledónea o dicotiledónea e incluyen promotores específicos de 
célula, tejido y órgano, promotores específicos de ciclo celular, promotores temporales, promotores inducibles, 60 
promotores constitutivos que están activos en la mayoría de los tejidos vegetales y promotores recombinantes. La 
elección del promotor dependerá de la expresión temporal y espacial del polinucleótido clonado, según se desee. 
Los promotores pueden ser los asociados normalmente con un transgén de interés, o promotores que derivan de 
genes de otras plantas, virus y bacterias y hongos patógenos vegetales. Los expertos en la materia serán capaces, 
sin experimentación indebida, de seleccionar promotores que son adecuados para su uso en la modificación y 65 
modulación de rasgos vegetales usando construcciones genéticas que comprenden las secuencias polinucleotídicas 
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de la invención. Los ejemplos de promotores vegetales constitutivos incluyen el promotor 35S de CaMV, el promotor 
de nopalina sintasa y el promotor de octopina sintasa, y el promotor Ubi 1 de maíz. Se describen en la bibliografía 
científica promotores vegetales que están activos en tejidos específicos, que responden a señales de desarrollo 
internas o tensiones abióticas o bióticas externas. Se describen promotores ejemplares, por ejemplo, en el 
documento WO 02/00894, que se incorpora en el presente documento por referencia. 5 
 
Los terminadores ejemplares que se usan habitualmente en construcciones genéticas de transformación de plantas 
incluyen, por ejemplo, el terminador 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), los terminadores de nopalina 
sintasa u octopina sintasa de Agrobacterium tumefaciens, el terminador del gen de zeína de Zea mays, el terminador 
de ADP-glucosa pirofosforilasa de Oryza sativa y el terminador PI-II de Solanum tuberosum. 10 
 
Los marcadores seleccionable habitualmente usados en transformación de plantas incluyen el gen de neomicina 
fosfotransferasa II (NPT II) que confiere resistencia a kanamicina, el gen de aadA, que confiere resistencia a 
espectinomicina y estreptomicina, fosfinotricina acetil transferasa (gen bar) para la resistencia a Ignite (AgrEvo) y 
Basta (Hoechts), y el gen de higromicina fosfotransferasa (hpt) para la resistencia a higromicina. 15 
 
También se contempla el uso de construcciones genéticas que comprenden genes indicadores (secuencias 
codificantes que expresan una actividad que es ajena al hospedador, habitualmente una actividad enzimática y/o 
una señal visible (por ejemplo, luciferasa, GUS, GFP) que pueden usarse para análisis de expresión de promotores 
en plantas y tejidos vegetales. La bibliografía de genes indicadores se ha revisado en Herrera-Estrella et al., 1993, 20 
Nature 303, 209, y Sehrott, 1995, En: Gene Transfer to Plants (Potrykus, T., Spangenberg. Eds) Springer Verlag. 
Berline, pp. 325-336. 
 
Las siguientes son publicaciones representativas que desvelan protocolos de transformación genética que pueden 
usarse para transformar genéticamente las siguientes especies vegetales: Arroz (Alam et al., 1999, Plant Cell Rep. 25 
18, 572); manzana (Yao et al., 1995, Plant Cell Reports 14,407-412); maíz (Patentes de Estados Unidos n.º de serie 
5.177.010 y 5.981.840); trigo (Ortiz et al., 1996, Plant Cell Rep. 15, 1996, 877); tomate (Patente de Estados Unidos 
n.º de serie 5.159.135); patata (Kumar et al., 1996 Plant J. 9: 821); yuca (Li et al., 1996 Nat. Biotechnology 14, 736); 
lechuga (Michelmore et al., 1987, Plant Cell Rep. 6, 439); tabaco (Horsch et al., 1985, Science 227, 1229); algodón 
(Patente de Estados Unidos n.º de Serie 5.846.797 y 5.004.863); hierbas (Patentes de Estados Unidos n.º 5.187.073 30 
y 6.020.539); menta piperita (Niu et al., 1998, Plant Cell Rep. 17, 165); plantas cítricas (Pena et al., 1995, Plant Sci. 
104, 183); alcarabea (Krens et al., 1997, Plant Cell Rep, 17, 39); plátano (Patente de Estados Unidos n.º de Serie 
5.792.935); soja (Patentes de Estados Unidos n.º 5.416.011; 5.569.834; 5.824.877; 5.563.055 y 5.968.830); piña 
(Patente de Estados Unidos n.º de Serie 5.952.543); chopo (Patente de Estados Unidos n.º 4.795.855); 
monocotiledóneas en general (Patentes de Estados Unidos n.º 5.591.616 y 6.037.522); brassica (Patentes de 35 
Estados Unidos n.º 5.188.958; 5.463.174 y 5.750.871); cereales (Patente de Estados Unidos n.º 6.074.877); pera 
(Matsuda et al., 2005, Plant 30 Cell Rep. 24(1): 45-51); Prunus (Ramesh et al., 2006 Plant Cell Rep.25(8): 821-8; 
Song y Sink 2005 Plant Cell Rep. 2006; 25(2): 117-23; González Padilla et al., 2003 Plant Cell Rep.22(1): 3845); 
fresa (Oosumi et al., 2006 Planta. 223(6): 1219-30; Folta et al., 2006 Planta Abr 14; PMID: 16614818), rosa (Li et al., 
2003), Rubus (Graham et al., 1995 Methods Mol Biol. 1995; 44: 129-33), tomate (Dan et al., 2006, Plant Cell Reports 40 
V25: 432-441), manzana (Yao et al., 1995, Plant Cell Rep. 14, 407-412), colza (Brassica napus L).(Cardoza y 
Stewart, 2006 Methods Mol BioI. 343: 257-66), cártamo (Orlikowska et al., 1995, Plant Cell Tissue and Organ Culture 
40: 85-91), lolium (Altpeter et al., 2004 Developments in Plant Breeding 11(7): 255-5 250), arroz (Christou et. al, 1991 
Nature Biotech. 9: 957-962), maíz (Wang et al 2009 En: Handbook of Maize pp. 609-639) y Actinidia eriantha (Wang 
et al.; 2006, Plant Cell Rep. 25,5: 425-31). La invención también contempla la transformación de otras especies. 45 
Están disponibles en la bibliografía científica métodos y protocolos adecuados. 
 
Plantas 
 
Se pretende que el término “planta” incluya una planta completa, cualquier parte de una planta, una semilla, un fruto, 50 
propágulos y descendencia de una planta. 
 
El término “propágulo” significa cualquier parte de una planta que puede usarse en la reproducción o propagación, 
bien sexual o bien asexual, incluyendo semillas y esquejes. 
 55 
Las plantas de la invención pueden cultivarse y auto-polinizarse o cruzarse con una cepa vegetal diferente y pueden 
identificarse los híbridos resultantes, con las características fenotípicas deseadas. Pueden cultivarse dos o más 
generaciones para asegurar que las características fenotípicas del sujeto se mantengan y hereden de forma estable. 
Las plantas resultantes de dichos enfoques de cultivo convencionales también forman un aspecto de la presente 
invención. 60 
 
Abreviaturas 
 
Oleosina (u Ole)_0-0 significa una oleosina sin cisteínas introducidas por ingeniería genética. 
Oleosina (u Ole)_1-1 significa una oleosina con una cisteína introducida por ingeniería genética en cada rama 65 
hidrófila. 
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Oleosina (u Ole)_1-3 significa una oleosina con una cisteína introducida por ingeniería genética en la rama hidrófila 
N terminal y tres cisteínas introducidas por ingeniería genética en la rama hidrófila C terminal. 
Oleosina (u Ole)_3-1 significa una oleosina con tres cisteínas introducidas por ingeniería genética en la rama 
hidrófila N terminal y una cisteína introducida por ingeniería genética en la rama hidrófila C terminal. 
Oleosina (u Ole)_3-3 significa una oleosina con tres cisteínas introducidas por ingeniería genética en la rama 5 
hidrófila N terminal y tres cisteínas introducidas por ingeniería genética en la rama hidrófila C terminal. 
Oleosina (u Ole)_5-6 significa una oleosina con cinco cisteínas introducidas por ingeniería genética en la rama 
hidrófila N terminal y seis cisteínas introducidas por ingeniería genética en la rama hidrófila C terminal. 
Oleosina (u Ole)_6-7 significa una oleosina con seis cisteínas introducidas por ingeniería genética en la rama 
hidrófila N terminal y siete cisteínas introducidas por ingeniería genética en la rama hidrófila C terminal. 10 
 
Breve descripción de las figuras 
 
La Figura 1 muestra la secuencia de la construcción de Oleosina_0-0 y DGAT1 (S205A). CaMV35 es el promotor 
35S del Virus del Mosaico de la Coliflor. attB1 es el sitio de recombinación de GATEWAY™. UBQ10 es el intrón del 15 
gen de UBQ10 de A. thaliana. El terminador de OCS es el terminador de la octopina sintasa. 
 
La Figura 2 muestra la disposición de construcción de Oleosina_1-1 y DGAT1 (S205A), como se transforma en 
Arabidopsis thaliana. 
 20 
La Figura 3 muestra la secuencia de la construcción de Oleosina_1-3 y DGAT1 (S205A). CaMV35 es el promotor 
35S del Virus del Mosaico de la Coliflor. attB1 es el sitio de recombinación de GATEWAY™. UBQ10 es el intrón del 
gen de UBQ10 de A. thaliana. El terminador de OCS es el terminador de la octopina sintasa. 
 
La Figura 4 muestra la construcción de Oleosina_3-1 y DGAT1 (S205A). CaMV35 es el promotor 35S del Virus del 25 
Mosaico de la Coliflor. attB1 es el sitio de recombinación de GATEWAY™. UBQ10 es el intrón del gen de UBQ10 de 
A. thaliana. El terminador OCS es el terminador de la octopina sintasa. 
 
La Figura 5 muestra la construcción de Oleosina_3-3 y DGAT1 (S205A). CaMV35 es el promotor 35S del Virus del 
Mosaico de la Coliflor. attB1 es el sitio de recombinación de GATEWAY™. UBQ10 es el intrón del gen de UBQ10 de 30 
A. thaliana. El terminador OCS es el terminador de la octopina sintasa. 
 
La Figura 6 muestra un mapa de la construcción pRSh1 usada para transformar plantas. El mapa muestra la 
disposición de las oleosinas, con cisteínas introducidas artificialmente (en este caso Oleo_3-3) bajo el control del 
promotor CaMV35s así como DGAT1 de Arabidopsis thaliana (S205A) también bajo el control del promotor 35 
CaMV35s. Otras secuencias de oleosina y secuencias de enzimas de síntesis de TAG pueden por supuesto sustituir 
Oleo_3-3 y DGAT1 respectivamente. 
 
La Figura 7 muestra la comparación de transferencia puntual de anticuerpos anti-oleosina de semilla de sésamo que 
se unen con oleosina de semilla de sésamo recombinante purificada con y sin restos de cisteína introducidos por 40 
ingeniería genética. 
 
La Figura 8 muestra análisis de inmunotransferencia para detectar proteínas de cisteína de oleosina expresada en E. 
coli en AOB. Se cargó un volumen igual de AOB (7,5 µl incluyendo colorante de carga SDS 2x sin agente reductor) 
por carril. La concentración mM de GSSG se indica encima de cada carril. 45 
 
La Figura 9 muestra análisis de inmunotransferencia/SDS y SDS-UREA PAGE de Ole-0-0, Ole-1-1 y Ole-3-3 
expresados en E. coli. Se prepararon muestras de cuerpos de inclusión (IB) y cuerpos oleosos artificiales (AOB) en 
presencia y ausencia de agentes reductores (DTT y β-ME) o agente oxidante (GSSG), cuando se cargaron 
cantidades iguales de proteína en carriles adyacentes. 50 
 
La Figura 10 muestra análisis por inmunotransferencia de acumulación de oleosina (Oleo_0-0, Oleo_I-3, Oleo_3-1, y 
Oleo_3-3, SEQ ID NO 11-20) en las semillas de Arabidopsis thaliana transgénica que expresa tanto DGAT1 (S205A) 
como una oleosina de sésamo bajo el control de promotores de CaMV35S. 
 55 
La Figura 11 muestra análisis por inmunotransferencia de acumulación de oleosina (Oleo_0-0, Oleo_I-3, Oleo_3-1 y 
Oleo_3-3, SEQ ID NO 11-20) en los cuerpos oleosos de Arabidopsis thaliana transgénica que expresa tanto DGAT1 
(S205A) como una oleosina de sésamo bajo el control de promotores de CaMV35S. La aparición de las bandas de 
oleosina oligoméricas (diméricas y triméricas) en presencia de agente oxidante (+) indica que los enlaces disulfuro 
pueden formarse en el exterior de cuerpos oleosos nativos. 60 
 
La Figura 12 muestra análisis por inmunotransferencia de acumulación de oleosina (Oleo_0-0, Oleo_I-3, Oleo_3-1, y 
Oleo_3-3, SEQ ID NO 11-20) en las hojas de Arabidopsis thaliana transgénica que expresa tanto DGAT1 (S205A) 
como una oleosina de sésamo bajo el control de promotores de CaMV35S. 
 65 
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La Figura 13 muestra inmunotransferencia de acumulación de oleosina recombinante (flecha negra) en hojas de 
Arabidopsis transgénica. 
 
La Figura 14 muestra resultados de FAMES GC/MS que demuestran acumulación de lípidos adicionales (flechas 
negras) en hojas de Arabidopsis que sobreexpresan DGAT1 (S205A) y Ole_3,3. 5 
 
La Figura 15 muestra resultados de GC/MS para perfil lipídico de hojas total de líneas de tipo silvestre e 
independientes de Arabidopsis transgénica que contenía DGAT1 (S205A) y Ole_3,3. La flecha gris indica patrón 
interno. Las flechas negras indican lípidos neutros adicionales (ésteres de cera, esterol ésteres y TAG). Las flechas 
abiertas muestran tres líneas (41S, 18A y 47C) que acumulan cantidades sustanciales de lípidos neutros en sus 10 
hojas en comparación con el tipo silvestre (y la línea 50A). 
 
La Figura 16 muestra resultados de GC/MS que muestran perfil de TAG total de Arabidopsis de tipo silvestre y 
transgénica (que contiene DGAT1 (S205A) y Ole_3,3), 2, 3, 4 y 5 semanas después de la germinación. Las flechas 
negras indican TAG adicionales hallados en hojas transgénicas pero no de tipo silvestre. 15 
 
La Figura 17 muestra los resultados de FAMES GC/MS que muestran los perfiles lipídicos de hojas totales de 
Trifolium repens de tipo silvestre y transgénico (que contiene DGAT1 (S205A) y Ole_3,3). 
 
La Figura 18 muestra los resultados de FAMES GC/MS que muestran los perfiles lipídicos de hojas C18:1 y C18:2 20 
de Trifolium repens de tipo silvestre y transgénico (que contiene DGAT1 (S205A) y Ole_3,3). 
 
Ejemplos 
 
La presente invención se ilustrará ahora con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes. 25 
 
EJEMPLO 1: Creación de anticuerpos de conejo anti-oleosina de semilla de sésamo. 
 
Generación de anticuerpos de conejo anti-oleosina de semilla de sésamo 
 30 
La oleosina de semilla de sésamo de longitud completa que contenía un marcador His C terminal (la secuencia de 
nucleótidos se muestra en SEQ ID NO: 1) se expresó en E. coli y se prepararon cuerpos de inclusión por técnicas 
convencionales. Los cuerpos de inclusión se solubilizaron en Tampón de Unión (tampón fosfato 100 mM pH 8,0, 
NaCl 500 mM, urea 8 M e imidazol 10 mM) y se cargaron en una columna que contenía Ni agarosa de cromatografía 
de afinidad metálica iónica equilibrada (IMAC) (Invitrogen). Se retiraron proteínas no unidas de la columna por 35 
lavado con 6 volúmenes de Tampón de Lavado (tampón fosfato 100 mM pH 8,0, NaCl 500 mM, urea 8 M e imidazol 
50 mM) La proteína se eluyó en alícuotas de un volumen de Tampón de Elución (tampón fosfato 100 mM pH 8,0, 
NaCl 500 mM, urea 6 M e imidazol 250 mM). Las fracciones eluidas se analizaron por SDS-PAGE/Tinción de 
Coomassie y la concentración proteica se midió usando el Ensayo de Bradford. Se mezclaron 265 µg de la proteína 
oleosina recombinante purificada con IMAC con una cantidad igual de Adyuvante Completo de Freund hasta un 40 
volumen final de 0,5 ml. Después de la recogida del pre-sangrado, la primera inyección se administró en múltiples 
sitios a través de la parte de atrás del área del cuello y los hombros de un conejo. Se suministraron inyecciones de 
refuerzo que contenían 77 µg de la oleosina purificada a las tres y siete semanas después de la primaria, y se retiró 
una muestra de sangre de ensayo de ∼3 ml para análisis preliminar a las nueve semanas. El suero se conservó 
mediante la adición de fenol 0,25 % v/v y mertiolato 0,01 % v/v y se almacenó en alícuotas de 200 µl a -20 ºC. 45 
 
La sensibilidad de los anticuerpos de conejo anti-oleosina de semilla de sésamo se evaluó por aplicación puntual 
inmunitaria que indicaba que 0,25 ng de oleosina de semilla de sésamo podrían detectarse regularmente con una 
dilución 1/2.000 del anticuerpo (Figura 7). 
 50 
EJEMPLO 2: Diseño y expresión por E. coli de oleosinas modificadas que contienen uno o más restos de cisteína 
introducidos artificialmente. 
 
Diseño de construcción para expresión en E. coli 
 55 
Se diseñaron varias construcciones de oleosina modificadas para expresión en E. coli. Estas contenían bien uno o 
bien tres restos de cisteína en las ramas hidrófilas N y C terminales. Las construcciones se basaron en la secuencia 
de nucleótidos y secuencia polipeptídica traducida de una oleosina de semilla de sésamo, clon de GenBank 
AF091840 que no contiene ningún resto de cisteína (SEQ ID NO: 16). 
 60 
Todos los clones se subclonaron en pET29b usando sitios NdeI/XhoI introducidos por ingeniería genética. Además, 
se añadió una secuencia codificante de ProTrp a la región codificante del extremo 3’ de la rama hidrófila C terminal 
para imitar los restos de aminoácidos codificados por el sitio NcoI previamente introducido por ingeniería genética 
por Peng et al (2006) Stability enhancement of native and artificial oil bodies by genipin crosslink. Patente de Taiwán 
I250466. 65 
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Las proteínas de oleosina-cisteína mutadas para incluir restos de cisteína en las regiones hidrófilas tanto N como C 
terminal descritas en el presente documento se designan Ole-1-1, Ole-1-3, Ole-3-1 y Ole-3-3 (SEQ ID NO 2, 3, 4, y 
5, respectivamente), en las que los primer y segundo números corresponden al número de enlace disulfuro en el 
extremo N y C terminal, respectivamente. La oleosina convencional sin los restos de cisteína se usó como un control 
y se designó Ole-0-0 (SEQ ID NO 1). 5 
 
Las cisteínas sustituyeron restos con carga que se había predicho que estarían en la superficie de los cuerpos 
oleosos y se enumeran posteriormente. 
 

Cisteína individual N terminal (Ole-1-x) Glu3Cys   
Cisteína triple N terminal (Ole-3-x) Glu3Cys Arg12Cys Gln23Cys 
Cisteína individual C terminal (Ole-x-1) Gln137Cys   
Cisteína triple C terminal (Ole-x-3) Gln112Cys Lys123Cys Gln137Cys 

 10 
Las construcciones se diseñaron de modo que se pudieran subclonar de forma relativamente sencilla a partir de la 
cadena principal proporcionada en GENEART (pCR4Blunt-TOPO) en pET29b (Novogen) mediante digestión con 
NcoI/XhoI y ligamiento. Esto colocó la secuencia codificante de oleosina cadena abajo de la fusión de marcador S N 
terminal pET29 y cadena arriba del marcador de His C terminal (Figuras 1-5 y SEQ ID NO 1-10). Las secuencias de 
oleosina y oleosina modificada usadas se resumen en la tabla Sumario de Secuencias. 15 
 
Expresión en E. coli y purificación de oleosinas modificadas que contienen al menos una cisteína introducida 
artificialmente 
 
Se evaluó la expresión de las oleosinas de semillas de sésamo recombinantes (con y sin cisteínas introducidas por 20 
ingeniería genética) en el sistema de expresión de E. coli mediante tinción con azul brillante de Coomassie/SDS-
PAGE y análisis de inmunotransferencia/SDS-PAGE usando anticuerpos inducidos contra la oleosina de semilla de 
sésamo (descrita en el Ejemplo 1). 
 
Se indujo expresión de oleosina modificada recombinante en un cultivo de 10 ml recién inoculado de E. coli (BL21 25 
Rosetta-Gami) que contenía una secuencia codificante de oleosina (con o sin restos de cisteína introducidos por 
ingeniería genética) en el vector de expresión pET29. El cultivo se dejó crecer a 37 ºC, 220 rpm, hasta fase 
semilogarítmica (DO600 0,5 - 0,7); se indujo expresión mediante la adición de IPTG a concentración final 1 mM. El 
cultivo inducido se incubó a 37 ºC, 220 rpm, durante 2-3 h adicionales. Dadas las propiedades de oleosina 
modificada los solicitantes no intentaron expresarla en una forma soluble sino que eligieron más bien extraerla de 30 
cuerpos de inclusión. Se transfirieron alícuotas (1 ml) del cultivo a tubos de microcentrífuga de 1,5 ml y las células se 
sedimentaron por centrifugación (2655 xg durante 5 min a 4 ºC). 
 
Las células sedimentadas se resuspendieron en Reactivo BugBuster® (Merck) a 5 ml/g de sedimento celular 
húmedo, con la adición de DNasa a 40 µg/ml y se mezcló suavemente en un rotador durante 30 minutos seguido de 35 
centrifugación a 8.000 g durante 10 min a 4 ºC. El sedimento celular resultante se pretrató con BugBuster® y DNasa 
como anteriormente. La proteína soluble restante y los residuos celulares suspendidos se separaron de los cuerpos 
de inclusión insolubles por centrifugación a 8000 g durante 10 min a 4 ºC. 
 
Las oleosinas recombinantes se purificaron adicionalmente a partir de los cuerpos de inclusión usando 40 
procedimiento adaptado de D'Andrea et al. (2007). Brevemente: la preparación de cuerpos de inclusión se lavó por 
resuspensión en tampón de carbonato sódico 200 mM de pH 11 (5 ml por gramo de sedimento celular original) y se 
volvió a sedimentar por centrifugación a 8000 xg durante 10 min a 4 ºC. El sedimento de cuerpos de inclusión lavado 
se volvió a resuspender de nuevo en 5 ml de tampón de carbonato sódico 200 mM por gramo de sedimento y se 
añadió a 9 volúmenes de mezcla de cloroformo: metanol recién preparada (5:4 v/v) proporcionando una relación final 45 
de 5:4:1 (cloroformo:metanol:tampón). La suspensión se mezcló suavemente durante 5 min lo que formó una mezcla 
de una única fase, lechosa; esta se centrifugó a 10.000 xg durante 10 min a 4 ºC y el sobrenadante que contenía la 
oleosina modificada se separó cuidadosamente del sedimento y se transfirió a un nuevo tubo. Las alícuotas del 
sobrenadante se secaron bajo una corriente de nitrógeno y la proteína se resolubilizó en urea 8 M y se cuantificó por 
Qubit™ (Invitrogen). 50 
 
EJEMPLO 3: Uso de anticuerpos anti oleosina de semilla de sésamo para unir la oleosina de semilla de sésamo con 
cisteínas introducidas artificialmente 
 
Se usó una transferencia puntual para comparar la capacidad de los anticuerpos (Ab) anti oleosina de semilla de 55 
sésamo descritos en el Ejemplo 1 para unirse con oleosina sin cisteínas frente a las oleosinas que contienen 
cisteínas (descritas en el Ejemplo 2). Se aplicó puntualmente una serie de diluciones de 12 a 0,25 ng de Ole-0-0, 
Ole-1-3 y Ole-3-1 purificadas en una membrana de transferencia de PVDF Hybond-P preequilibrada. Esta se incubó 
con los anticuerpos anti oleosina de semilla de sésamo a 1:2000 como el Ab primario. La mancha de transferencia 
se incubó después con el Ab secundario apropiado y se desarrolló mediante quimioluminiscencia (Figura 7). Los 60 
resultados indican que en una inmunotransferencia, los anticuerpos anti oleosina de semilla de sésamo son hasta un 
orden de magnitud más sensible a la oleosina sin restos de cisteína que las oleosinas con restos de cisteína. Como 
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consecuencia de las diferentes sensibilidades fue necesario cargar diferentes cantidades de proteína recombinante 
en los geles para análisis por inmunotransferencia. A pesar de la carga de carriles no uniforme aún es posible 
comparar diferentes oleosinas entre carriles con respecto a su distribución relativa entre formas monoméricas y 
oligoméricas. 
 5 
Ejemplo 4: creación de cuerpos oleosos artificiales con oleosinas modificadas expresadas en E. coli que contienen al 
menos una cisteína introducida artificialmente y alteración del grado de reticulación  
 
Preparación de cuerpos oleosos artificiales 
 10 
Se prepararon después cuerpos oleosos artificiales (AOB) secando alícuotas del sobrenadante descrito en el 
Ejemplo 3, que se ha calculado que contienen 150 µg o 1 mg de oleosina recombinante. 
 
El proceso de generación de AOB implicó combinar PL, TAG y la oleosina recombinante/oleosina modificada. En 
ausencia de agentes caotrópicos fuertes, la fuerza disruptora requerida para disociar oleosinas recombinantes 15 
individuales de la fracción purificada implicaba varios ciclos alternos de sonicación y enfriamiento. Esto se consiguió 
solubilizando las muestras de oleosina/oleosina modificada de 150 µg y 1 mg en 20 µl de cloroformo que contenía 
150 µg de PL (Sigma, Cat n.º P3644) y se mezcló con 60 µl de aceite de semilla de sésamo purificado (Tzen y 
Huang 1992) y 940 µl de tampón de AOB (tampón de fosfato sódico 50 mM pH 8,0, NaCl 100 mM). La mezcla 
completa se sonicó después tres veces durante 30 s (Sonics & Materials VC600 Vibra-Cell, 600 W, 20 kHz; sonda de 20 
micropunta ahusada de 0,32 cm, ajuste de potencia n.º 3). 
 
Los solicitantes también descubrieron que el procedimiento de purificación podría aumentarse de escala con éxito y 
cuando se usó un sedimento celular de 50 g como material de partida fue necesario sustituir la corriente de nitrógeno 
con un evaporador de vacío rotatorio para retirar el cloroformo y la mayoría del metanol. En este momento la 25 
mayoría de la oleosina/oleosina modificada se precipitó fuera del disolvente azeotrópico y se separó por 
centrifugación a 12.000 g durante 10 min. 
 
Los cuerpos de inclusión se suspendieron en 1 ml de Tampón de AOB II (fosfato sódico 50 mM, pH 8,0, NaCl 100 
mM, β-mercaptoetanol 20 mM, DTT 10 mM y aceite de sésamo 5 % [v/v]) y después se sonicó 4 veces. Se 30 
concentraron AOB por centrifugación a 12.000 rpm durante 10 min, esto dio como resultado la formación de una 
suspensión de AOB superpuesta sobre la fracción acuosa. La fracción acuosa subyacente se retiró por pipeta, y los 
AOB restantes se lavaron (para retirar proteínas solubles y agentes reductores) por agitación suave en 1 ml de 
Tampón de AOB III (fosfato sódico 50 mM, pH 8,0, NaCl 100 mM). Después de lavar, los AOB se reconcentraron por 
centrifugación, y la fracción acuosa subyacente se retiró, después se resuspendió por agitación vorticial en Tampón 35 
de AOB IV (tampón de fosfato sódico 50 mM, pH 8,0, NaCl 100 mM, GSSG 1) y los AOB se almacenaron a 4 ºC 
para análisis adicionales. 
 
Ole-0-0 recombinante, y todas las variaciones de las oleosina-cisteínas se expresaron con éxito y se localizaron en 
cuerpos de inclusión de E. coli (Figura 9). Ole-0-0 estaba predominantemente presente como un monómero (tanto 40 
en cuerpos de inclusión como en AOB); este migró fraccionalmente más rápido que el marcador de peso molecular 
de 20 kDa (en SDS y SDS-urea PAGE reductor y no reductor). También estaban presentes dos bandas 
inmunorreactivas de migración más lenta de aproximadamente 35 y 36 kDa que correspondían probablemente a dos 
formas de oleosina dimérica. Aunque no se ha predicho que Ole-0-0 contenga ningún resto de cisteína la intensidad 
general y la relación de los dos dímeros aparentes se vio influida por la presencia de agentes reductores (β-ME a 45 
5 % del tampón de carga de muestras y DTT 10 mM). 
 
En los cuerpos de inclusión, la forma predominante de Ole-1-1 es monomérica. Solamente parecía estar presente 
una forma dimérica y esta no se veía influida por agentes reductores o urea. Ole-1-1 de AOB (generados en 
presencia de agentes reductores y después en presencia de agente oxidante) mostró un mayor aumento en la 50 
relación de dímero frente a monómero así como la formación de oligómeros triméricos, tetraméricos y 
probablemente pentaméricos (el foco electroforético de estos oligómeros se mejoró considerablemente en el gel de 
SDS-UREA). La retirada del GSSG y reintroducción de agentes reductores en los AOB dio como resultado la 
presencia de solamente monómero y dímero en proporciones similares a las vistas en los cuerpos de inclusión. Los 
AOB generados con Ole-1-1 (en ausencia de agentes reductores y GSSG) mostraron la presencia de partes casi 55 
iguales de monómero y dímero y una cantidad pequeña de trímero, lo que indica que las condiciones en las que los 
AOB se forman tienen algún potencial reductor. La adición posterior de GSSG dio como resultado un aumento de las 
partes oligoméricas, así como la aparición de una forma tetramérica. 
 
Aunque el monómero fue la forma predominante de Ole-3-3 en los cuerpos de inclusión, también estaba presente un 60 
porcentaje comparativamente alto en formas oligoméricas múltiples. La proporción de oligómeros se redujo en un 
pequeño grado con la adición de agente reductor y ligeramente más por la adición de agentes tanto reductores como 
caotrópicos. Las formas oligoméricas de Ole-3-3 que eran mayores que un trímero se resolvían poco cuando la 
proteína recombinante se extraía de AOB. La creación de formas oligoméricas grandes se promovió mediante la 
adición de GSSG y en ausencia de agentes reductores y caotrópicos una parte de estas formas oligoméricas no 65 
consiguió entrar en el gel de apilamiento. Combinados, estos resultados indican que en los AOB, Ole-3-3 estaba 
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altamente reticulado y la posición de las reticulaciones era más variable en comparación con el Ole-3-3 recuperado 
de los cuerpos de inclusión. Esto sugiere que, a pesar de reticulación preexistente considerable (dentro de los 
cuerpos de inclusión), en el AOB Ole-3-3 tiene acceso a un alto número de compañeros potenciales para 
reticulación. De forma similar para Ole-1-3 y Ole-3-1, el número de especies reticuladas aumentó cuando hubo más 
de una cisteína en una o ambas regiones hidrófilas (Figuras 8 y 9). 5 
 
Podría anticiparse que en SDS-PAGE no reductor, los oligómeros que contenían el mismo número de oleosinas pero 
con los enlaces disulfuro en posiciones diferentes migrarían de forma diferente entre sí. De hecho esto puede verse 
en la Figura 8 en la que los datos indican que la posición de las ramas de oleosina en relación entre sí está en 
posiciones diferentes sobre el cuerpo oleoso. Por ejemplo la Ole-1-1 puede formar solamente un enlace disulfuro por 10 
cada rama y este tiene que formarse en la misma posición, mientras que la presencia de tres cisteínas permite que 
se forme más de un enlace disulfuro pero también permite que se formen enlaces disulfuro con diferentes grados de 
solapamiento de ramas hidrófilas así como tener múltiples oleosinas unidas a la misma rama (Figuras 8 y 9). 
 
La adición de SDS y agentes reductores (DTT y β-ME) redujo el número de complejos oligoméricos (Figura 9). La 15 
adición de SDS y urea dio como resultado un patrón similar a SDS solo excepto que las formas diméricas múltiples 
previamente resueltas migraron como una sola y las formas triméricas y tetraméricas parecen tener mayor 
abundancia supuestamente debido a que también migran como bandas individuales lo que aumenta la intensidad de 
forma correspondiente (Figura 9). Por lo contrario, la presencia de SDS, agente reductor y urea dio como resultado 
menos formas oligoméricas de Ole-1-1 y Ole-1-3, pero no Ole-3-1 u Ole-3-3 (Figura 9). En el caso de Ole-3-1 y Ole-20 
3-3 parece que la urea no desnaturaliza completamente las oleosinas de disulfuros y pueden de hecho evitar la 
reducción completa de los enlaces disulfuro. Podría ser que estos enlaces se formen durante la generación de 
cuerpos de inclusión (será necesario ver preparaciones de cuerpos de inclusión reducidas y no reducidas). Además, 
la presencia de la oleosina dimérica formada en ausencia de restos de cisteína introducidos por ingeniería genética 
(Figuras 8 y 9) indica que algo de oligomerización se debe a otros tipos de atracción, por ejemplo enlace hidrófobo 25 
fuerte que no se rompe completamente por SDS pero puede romperse casi completamente por la combinación tanto 
de SDS como de urea (Figura 8 y 9). 
 
El efecto de aumentar el número de sitios de reticulación potenciales en un péptido de oleosina en la integridad de 
AOB y estabilidad de emulsión puede evaluarse de la siguiente manera. 30 
 
Determinación cuantitativa de la integridad de AOB 
 
La evaluación de la estabilidad e integridad de AOB usando absorbancia (DO600), recuento directo de AOB usando 
un hemocitómetro, o evaluación visual de coalescencia por microscopía resultó ser altamente variable y entre otras 35 
cosa se veía influida por: el grado de agitación antes de la toma de muestras; la cantidad de muestra retirada; el 
tiempo que se deja bajo el microscopio. Para evitar esto los solicitantes idearon un método sencillo para cuantificar 
la cantidad de TAG liberado de los AOB al medio circundante durante una diversidad de tratamientos como un medio 
de comparar la integridad. Las cantidades esencialmente iguales (basadas en la estimación por FAMES-GC/MS de 
TAG y determinación de Bradford de proteína) de preparaciones de AOB componen un volumen total de 200 µl 40 
usando tampón de AOB (que contiene proteinasa K [PNK] cuando sea apropiado a una relación 1:1 de 
PNK:proteínas totales en muestras de OB o AOB en tubos con insertos de vidrio GC de 250 µl y tapados con un 
tapón de plástico Después del tratamiento (temperatura elevada o exposición a PNK) se añaden 15 µl de aceite de 
pescado (Vitamax®, Australia) a la muestra y se mezclan agitando vorticialmente seguido de centrifugación a 5.200 
g durante 1 min. La adición de aceite de pescado seguido de agitación vorticial permite que cualquier TAG que se 45 
haya filtrado de los AOB se mezcle con el aceite de pescado añadido y se haga flotar por centrifugación breve. Se 
toma una muestra de 4 µl de la fase oleosa y se somete a esterificación de metilo de ácido graso (FAME) y después 
se analiza por GC-MS (números de modelo de Shimadzu, equipado con una columna capilar 50mQC2/BPX70-0,25 
GC (SGE) como se describe en Browse et al. (1986). En ausencia de aceite de pescado añadido la cantidad de TAG 
que se había filtrado desde los AOB era demasiado pequeña para formar una capa visible muestreable incluso 50 
después de centrifugación, en cuyo caso el volumen máximo habría sido de 6 µl. Los perfiles lipídicos muy diferentes 
de aceite de pescado y aceite de sésamo permitieron a los inventores distinguir fácilmente el TAG filtrado del TAG 
añadido. 
 
Usando los patrones internos C15:0 y C17:0 los solicitantes pueden calcular las cantidades absolutas de G18:2 (el 55 
lípido principal en aceite de semilla de sésamo) recuperado después del tratamiento. 
 
Determinación de la integridad de AOB y estabilidad de emulsión a temperatura elevada 
 
Las emulsiones de aceite en agua son menos estables a temperaturas elevadas; por lo tanto, es interesante 60 
investigar si las oleosinas modificadas con diversos números en cisteínas introducidas influyen en la integridad de 
AOB a temperatura elevada. Para conseguir esto, los solicitantes determinan la integridad (usando el método 
descrito anteriormente) de OB y AOB (que contienen diferentes oleosinas) en un tampón de fosfato (tampón de Na-
fosfato 50 mM pH 8, NaCl 100 mM) a 95 ºC. Los AOB se calientan durante 2 h. La integridad se determina como 
anteriormente. 65 
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El efecto de las relaciones mayores de oleosina reticulada:TAG en la estabilidad de AOB en el fluido del rumen 
puede evaluarse de la siguiente manera. 
 
Determinación de la integridad de AOB en el fluido del rumen 
 5 
Uno de los objetivos del disulfuro era proporcionar algún grado de protección de la biohidrogenación por microflora 
del rumen. La evaluación de la estabilidad de AOB con fluido del rumen puede evaluarse de la siguiente manera. Se 
añaden AOB a un volumen igual (25 µl) de fluido del rumen. Las muestras se incuban a 39 ºC durante 0, 15, 30, 60, 
120 y 240 min, al final de la incubación se añade un volumen igual de tampón de carga (Invitrogen), se mezcla y se 
calienta a 70 ºC durante 10 min. Se comparan 15 µl de cada mezcla de muestra/tampón de carga por SDS-10 
PAGE/inmunotransferencia. La integridad se determina como anteriormente. 
 
Análisis de la integridad de AOB en proteinasa K 
 
Para investigar la influencia de la oleosina modificada en un ambiente controlable y repetible altamente degradante 15 
se determina la integridad (usando el método descrito anteriormente) de AOB (que contienen diferentes oleosinas 
modificadas) después de incubación en un tampón de fosfato (tampón de Na-fosfato 50 mM, pH 8, NaCl 100 mM) 
que contiene proteinasa K 1:1 (g/g de proteína) (Invitrogen) a 37 ºC durante 4 h. Aunque la actividad máxima de 
proteinasa K se consigue por debajo de 65 ºC se usa la temperatura menor para reducir la influencia de la 
temperatura en la inestabilidad de AOB. La integridad se determina como anteriormente. 20 
 
EJEMPLO 5: diseño y expresión en planta de oleosina modificada que contiene una o más cisteínas introducidas 
artificialmente 
 
Diseño de construcción para expresión en planta 25 
 
Los solicitantes sintetizaron secuencias codificantes individuales para la misma oleosina de semilla de sésamo 
(basada en el clon de GenBank AF091840) con diferentes números de cisteínas en las ramas N y C terminales. La 
secuencia codificante se flanqueó por un sitio 5’ NotI y un sitio 3’ NdeI. Se sintetizó un casete aceptor separado que 
contenía un sitio attL1, un sitio NotI y un sitio NdeI seguido de una secuencia de terminación nos, un promotor 30 
CaMV35S de orientación directa, la DGAT1 de Arabidopsis thaliana (S205A) (SEQ ID NO 11-20 y Figuras 1-5) más 
su propio intrón UBQ10, un sitio attL2. Las oleosinas de semilla de sésamo con diferentes números de cisteínas se 
transfirieron individualmente al casete aceptor mediante los sitios NotI y NdeI. Cada uno de estos casetes 
completados se transfirió después a un vector binario vegetal pRSh1, Figura 6 (Winichakul et al., 2008) mediante la 
reacción de recombinación de LR. Esto colocó la oleosina cadena abajo de un promotor de CaMV35S (ya contenido 35 
dentro de pRSh1) y colocó un terminador nos (ya contenido dentro de pRSh1) cadena abajo de la DGAT1 de 
Arabidopsis (S205A) (Figuras 1-5). Las secuencias de nucleótidos que codifican las oleosinas de semilla de sésamo 
(con cisteínas) y DGAT1 se optimizaron para expresión en Arabidopsis thaliana, esto incluyó la optimización para 
frecuencia codónica, contenido de GC, retirada de sitios de corte y empalme crípticos, retirada de secuencias de 
inestabilidad de ARNm, retirada de sitios de reconocimiento de poliadenilación potenciales, y adición de codón de 40 
terminación tetranucleotídico (Brown et al., 1990; Beelman y Parker, 1995; Rose, 2004; Rose y Beliakoff, 2000;. 
Norris et al., 1993). 
 
Debería observarse que la secuencia de oleosina usada es solamente para ejemplo. Podría modificarse 
técnicamente cualquier secuencia de oleosina, esteroleosina o caoleosina para contener regiones de reticulación. 45 
Las secuencias codificantes de las ORF completas (después de corte y empalme) se comprobaron frente a 
repetición de la secuencia traducida de oleosina original y se descubrió que eran idénticas sobre las regiones 
codificantes de oleosina. 
 
Transformación de Arabidopsis thaliana con oleosinas de semilla de sésamo que contienen cisteínas 50 
 
Se realizó transformación de Arabidopsis thaliana var Columbia (con construcciones descritas anteriormente), 
análisis de semillas T2 para oleosina modificada, análisis de inmunotransferencia de cuerpos oleosos de Arabidopsis 
thaliana que contenían oleosina de semilla de sésamo con diferentes números de cisteínas como se ha descrito 
previamente (Scott et al., 2007). 55 
 
Se usaron los métodos tanto de inmersión floral (Clough, 1998) como de goteo floral (Martínez-Trujillo, 2004) en la 
transformación de Arabidopsis por GV3101 de Agrobacterium tumefaciens que contenían las construcciones 
binarias. Se recogieron semillas Ti de las plantas tratadas, se germinaron y se seleccionaron por pulverización en 14 
d y 21 d después de la germinación con Basta®. Se transplantaron plantas T1 resistentes a Basta® (71, 62 y 23 60 
transformantes que contenían la oleosina de semilla de sésamo individual, y construcciones de oleosina modificadas 
respectivamente), se permitió que autofertilizaran, granaran y se recogió la semilla T2. Se analizaron cantidades 
iguales de extracto de semillas de plantas de Arabidopsis resistentes a Basta® mediante SDS-
PAGE/inmunotransferencia con los anticuerpos anti oleosina de semilla de sésamo; se observó oleosina de semilla 
de sésamo recombinante y oleosina modificada del tamaño apropiado en la mayoría de muestras (Figura 10). Se 65 

E10827209
30-05-2016ES 2 574 082 T3

 



36 

realizó análisis de transferencia de Southern en líneas T2 seleccionadas para determinar el número de sitios de 
inserción. 
 
EJEMPLO 6: extracción y purificación de cuerpos oleosos con oleosinas modificadas que contienen al menos una 
cisteína introducida artificialmente de las semillas de Arabidopsis thaliana 5 
 
Preparaciones de cuerpos oleosos en bruto de semillas de Arabidopsis thaliana 
 
Se prepararon preparaciones de OB en bruto, a partir de semillas de plantas producidas como se ha descrito en el 
Ejemplo 5, bien moliendo 200 mg de semilla con un mortero que contenía una punta de espátula de arena y 750 µl 10 
de tampón de extracción (tampón fosfato 10 mM, pH 7,5 que contenía sacarosa 600 mM) u homogeneizando 25 mg 
de semilla en 300 µl de tampón de extracción usando un homogeneizador Wiggenhauser D-130. Se añadieron 750 
µl adicionales de tampón de extracción y la suspensión en el mortero se transfirió a un tubo de microcentrífuga de 2 
ml, mientras que la punta del homogeneizador se aclaró en 1 ml de tampón de extracción y este volumen se añadió 
a la semilla homogeneizada. Las muestras se centrifugaron después a 20.000 xg durante 5 min; esto dejó un 15 
sedimento y sobrenadante acuoso en los que se superpuso una capa oleosa inmiscible que contenía cuerpos 
oleosos tanto intactos como rotos así como TAG libre. La capa oleosa superior se apartó suavemente al lateral del 
tubo, y se descartó la capa acuosa y el material sedimentado. La capa oleosa se resuspendió después del lateral del 
tubo agitando vorticialmente en tampón de extracción y se colocó en un nuevo tubo de microcentrífuga de 2 ml. El 
volumen final se compuso hasta 0,5 ml con Tampón de Extracción. 20 
 
Preparaciones de cuerpos oleosos purificados de semillas de Arabidopsis thaliana y restos de cisteína de 
reticulación entre las oleosinas modificadas técnicamente 
 
Se molieron 25 mg de semilla de Arabidopsis (de plantas transformadas como se ha descrito en el Ejemplo 5) en 25 
300 µl de tampón de extracción (tampón fosfato 10 mM, pH 7,5 que contiene sacarosa 600 mM) usando un 
homogeneizador Wiggenhauser D130. La semilla se molió hasta que estuvo triturada y la muestra parecía “cremosa” 
y espumosa a medida que se liberaba almidón de las semillas. La punta de homogeneizador se aclaró en 1 ml de 
tampón y este volumen se añadió a la semilla triturada. Se prepararon muestras hasta este punto en lotes de 4, 
después se centrifugaron 14.000 rpm durante 5 minutos. Se usó una punta de carga de gel fina para apartar 30 
suavemente la capa oleosa al lateral del tubo, y la capa acuosa se retiró a un tubo nuevo. La capa oleosa se 
resuspendió del lateral del tubo usando tampón de extracción y se colocó en un tubo de 2 ml nuevo. El volumen final 
se compuso hasta 0,5 ml (como se lee en el lateral del tubo) con tampón de extracción, las muestras se dividieron en 
dos y se añadió agente oxidante (GSSG 3 mM) a un tubo y se incubó a temperatura ambiente durante 10 min. 
Después se añadieron preparaciones de cuerpos oleosos hasta un volumen igual de tampón de carga de gel 2x y se 35 
hirvió durante 5 min antes de cargar en un gel. 
 
Las muestras se procesaron bien en geles Midi de Bis-Tris 4-12 % Novex NuPAGE premoldeados (Invitrogen) en un 
sistema de aparejo de gel Criterion (Bio-Rad), o gel de gradiente de Bis-Tris 12 % Novex NuPAGE® 1,0 mm, 15 
pocillos, cat. n.º NP0343BOX, con Tampón de Ejecución de MES SDS NuPAGE® (solamente para geles Bis-Tris) 40 
(20X), cat n.º NP0002-02, o en geles de Tris-HCl moldeados a mano. Los geles se tiñeron por SafeStain (Invitrogen) 
para mostrar la proteína total cargada o transferida a membrana de nitrocelulosa usando el sistema iBlot (Invitrogen). 
En cada caso, el control negativo fue una muestra extraída de semilla de Columbia de tipo silvestre y el control 
positivo fue el mismo método de extracción (aunque la molienda fue mediante mortero) realizado en semilla de 
sésamo de tipo silvestre. Se cargaron 10 µl de cada muestra y el control negativo en el gel, y se usaron 5 µl para el 45 
control positivo. 
 
Después de la transferencia, la membrana se bloqueó en una solución de leche en polvo desnatada al 12,5 % en 
TBST (Tris 50 mM pH 7,4, NaCl 100 mM, Tween 0,2 %) durante al menos 1,5 horas. La membrana se lavó después 
en TBST 3x5 min antes de incubar con anticuerpo primario (anti sésamo) a 1/1000 en TBST durante 1 hora a 50 
temperatura ambiente. Después de 3 lavados de TBST adicionales, se llevó a cabo incubación con anticuerpo 
secundario (anti conejo) a 1/5000 durante 1 hora a temperatura ambiente. La membrana experimentó 3 lavados 
adicionales, después se desarrolló la señal usando protocolo de quimioluminiscencia convencional. 
 
La Figura 11 muestra la acumulación de unidades de oleosina de semilla de sésamo en los cuerpos oleosos bajo el 55 
control del promotor de CaMV 35S. Puede verse que se ha descubierto que la oleosina recombinante y polioleosina 
se acumulan en las semillas de Arabidopsis thaliana y se dirigió correctamente a los cuerpos oleosos (Figura 11). 
Además, puede verse que en presencia de agente oxidante durante 10 minutos las oleosinas recombinantes que 
contienen cisteínas formaron reticulaciones como se demuestra por la aparición de oligómeros y desaparición 
correspondiente de las formas monoméricas en estas muestras y no en los cuerpos oleosos de tipo silvestre o 60 
transgénicos no oxidados. 
 
El efecto de aumentar el número de sitios de reticulación potenciales en un péptido de oleosina en integridad de OB 
en planta y estabilidad de emulsión puede evaluarse de la siguiente manera. 
 65 
Determinación cuantitativa de la integridad de OB 
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La evaluación de la estabilidad e integridad de OB usando absorbancia (DO600), recuento directo de AOB usando un 
hemocitómetro, o evaluación visual de la coalescencia por microscopio resultó ser altamente variable y entre otras 
cosas estaba influida por: el grado de agitación premuestreo; la cantidad de muestra retirada; el tiempo dejado bajo 
el microscopio. Para evitar esto los solicitantes idearon un método sencillo para cuantificar la cantidad de TAG 
liberado de los OB al medio circundante durante una diversidad de tratamientos como un medio de comparación de 5 
integridad. Se compusieron cantidades esencialmente iguales (basándose en la estimación por FAMES-GC/MS de 
TAG y determinación de Bradford de proteína) de preparaciones de OB hasta un volumen total de 200 µl usando 
tampón de AOB (que contiene proteinasa K [PNK] cuando fue apropiado a una relación 1:1 de PNK:proteínas totales 
en muestras de OB en tubos de inserto de vidrio GC de 250 µl y se tapó con un tapón de plástico. Después del 
tratamiento (temperatura elevada o exposición a PNK) se añaden 15 µl de aceite de pescado (Vitamax®, Australia) a 10 
la muestra y se mezcla agitando vorticialmente seguido de centrifugación a 5.200 g durante 1 min. La adición de 
aceite de pescado seguido de agitación vorticial permite que cualquier TAG que se haya filtrado de los OB se mezcle 
con el aceite de pescado añadido y se haga flotar por centrifugación breve. Se toman muestras de 4 µl de la fase 
oleosa y se someten a esterificación de metilo de ácidos grasos (FAME) y después se analizan por GC-MS 
(números de modelo de Shimadzu, equipados con una columna capilar 50mQC2/BPX70-0,25 GC (SGE) como se 15 
describe por Browse et al. (1986). En ausencia del aceite de pescado añadido la cantidad de TAG que se había 
filtrado desde los OB era demasiado pequeña para formar una capa visible muestreable incluso después de 
centrifugación, en cuyo caso el volumen máximo habría sido de 6 µl. Los perfiles lipídicos muy diferentes de aceite 
de pescado y aceite de sésamo permitieron a los inventores distinguir fácilmente el TAG filtrado del TAG añadido. 
 20 
Usando los patrones internos C15:0 y C17:0 los solicitantes pueden calcular las cantidades absolutas de C18:2 (el 
lípido principal en el aceite de semilla de sésamo) recuperadas después del tratamiento. 
 
Determinación de la integridad de OB y estabilidad de emulsión a temperatura elevada 
 25 
Las emulsiones de aceite en agua son menos estables a temperaturas elevadas; por lo tanto, es de interés 
investigar si los oleosinas modificadas con diversos números en cisteínas introducidas influyen en la integridad de 
OB y AOB a temperatura elevada. Para conseguir esto los solicitantes determinan la integridad (usando el método 
descrito anteriormente) de OB (que contiene diferentes oleosinas) en un tampón fosfato (tampón de Na-fosfato 50 
mM pH 8, NaCl 100 mM) a 95 ºC. Se calientan AOB durante 2 h. La integridad se determina como anteriormente. 30 
 
El efecto de relaciones mayores de oleosina reticulada:TAG que aumentan la estabilidad de OB en fluido del rumen 
puede evaluarse de la siguiente manera: 
 
Determinación de la integridad de OB en fluido del rumen 35 
 
Uno de los objetivos del disulfuro fue proporcionar algún grado de protección de la biohidrogenación por microflora 
del rumen. La evaluación de la estabilidad de OB con fluido del rumen puede evaluarse de la siguiente manera. Se 
añaden OB hasta un volumen igual (25 µl) de fluido del rumen. Las muestras se incuban a 39 ºC durante 0, 15, 30, 
60, 120 y 240 min, al final de la incubación se añade un volumen igual de tampón de carga (Invitrogen), se mezcla y 40 
se calienta a 70 ºC durante 10 min. Se comparan 15 µl de cada mezcla de muestra/tampón de carga por SDS-
PAGE/inmunotransferencia. La integridad se determina como anteriormente. 
 
Análisis de integridad de OB en proteinasa K 
 45 
Para investigar la influencia de la oleosina modificada en un ambiente controlable y repetible altamente degradante 
se determina la integridad (usando el método descrito anteriormente) de AOB (que contienen diferentes oleosinas 
modificadas) después de incubación en un tampón fosfato (tampón Na-fosfato 50 mM pH 8, NaCl 100 mM) que 
contiene proteinasa K 1:1 (g/g de proteína) (Invitrogen) a 37 ºC durante 4 h. Aunque la actividad máxima de 
proteinasa K se consigue por debajo de 65 ºC se usa la menor temperatura para reducir la influencia de la 50 
temperatura en la inestabilidad de OB.  La integridad se determina como anteriormente. 
 
EJEMPLO 7: producción de cuerpos oleosos en las hojas de Arabidopsis thaliana 
 
Para producir cuerpos oleosos en tejido vegetativo, es necesario producir triacilglicerol en dicho tejido (por ejemplo, 55 
hojas). 
 
Producción de triacilglicerol en las partes vegetativas de la planta 
 
En la mayoría de las plantas (incluyendo Lolium perenne), la mayoría de los lípidos de las hojas se unen a una 60 
cadena principal de glicerol y existen como diacilgliceroles. Estos se incorporan en bicapas lipídicas donde actúan 
como membranas de múltiples orgánulos subcelulares o como la membrana de la célula en sí misma. La mayoría de 
la bicapa lipídica en la hoja es la membrana tilacoide del cloroplasto. Una cantidad menor de lípido de la hoja existe 
como ceras epicuticulares y un porcentaje aún menor está presente en forma de triacilglicerol (TAG). 
 65 
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La mayoría de las plantas sintetizan y almacenan TAG en embriones en desarrollo y células de polen en las que se 
utilizan posteriormente para proporcionar energía catabolizable durante la germinación y el crecimiento del tubo 
polínico. Las plantas dicotiledóneas pueden acumular hasta aproximadamente el 60 % del peso de sus semillas 
como TAG. De forma ordinaria, este nivel es considerablemente menor en las semillas monocotiledóneas en las que 
la forma principal de almacenamiento de energía es carbohidratos (por ejemplo, almidón). La única etapa 5 
comprometida en la biosíntesis de TAG es la última, es decir, la adición de un tercer ácido graso a un diacilglicerol 
existente, generando de este modo TAG. En plantas esta etapa se realiza por una de tres enzimas incluyendo: acil 
CoA:diacilglicerol aciltransferasa (DGAT1), una acil CoA:diacilglicerol aciltransferasa no relacionada (DGAT2) y 
fosfolípido:diacilglicerol aciltransferasa (Zou et al., 1999; Bouvier-Navé et al., 2000; Dahlqvist et al., 2000; Lardizabal 
et al., 2001). La sobreexpresión de la región transcrita de cualquiera de estos genes en las partes vegetativas de 10 
plantas conduce a la formación de gotas de TAG en el citoplasma de células de las hojas, como se demuestra por la 
sobreexpresión de: DGAT1 de Arabidopsis en tabaco por Bouvier-Navé et al., (2000); DGAT2 de árbol Tung en 
levadura y tabaco por Shockey et al., (2006); PDAT de Arabidopsis en Arabidopsis por Stahl et al., (2004). En 
algunos casos se demostró que la sobreexpresión de DGAT1 de Arabidopsis aumentaba el nivel de lípidos total pero 
no necesariamente por la acumulación de TAG, por ejemplo en raíces pilosas de Lotus japonicus (Bryan et al., 2004) 15 
y en hojas de Lolium perenne (Cookson et al., 2009). 
 
Para demostrar la acumulación de TAG en las hojas de estas plantas se puede comparar la cantidad total de 
extracto lipídico de las hojas de estas plantas con las de plantas no transformadas o plantas transformadas con el 
vector binario vacío. Se asegura que las plantas crezcan en las mismas condiciones ambientales y que las hojas 20 
muestreadas son fisiológicamente equivalentes. Con los patrones internos apropiados la cuantificación del extracto 
lipídico total puede conseguirse usando análisis de FAMES GC-MS (como se describe en Winichakul et al., 2008 
Delivery of grasses with high levels of unsaturated, protected fatty acids. Proceedings of the New Zealand Grassland 
Association, 70: 211-216.) Como alternativa, los lípidos totales pueden extraerse usando el método de Folsch 
(Folsch et al., 1957 J. Folsch, M. Lees y G. A. Slone-Stanley, A simple method for the determination of total lipid 25 
extraction and purification, Journal of Biological Chemistry 226 (1957), pp. 497-507) y cuantificarse usando patrones 
internos apropiados con un GC-MS equipado con una columna RTX65TG de Restek (Restek Corp., Bellefonte, PA). 
 
Se tomaron muestras de las hojas de plantas que sobreexpresaban la DGAT1 de A. thaliana (S205A) y la 
construcción de oleosina de semilla de sésamo (Oleo_0-0, Oleo_1-1, Oleo_1-3, Oleo_3-1 u Oleo_3-3, SEQ ID NO 30 
11 a 20, Figuras 1-5) y se analizó por SDS-PAGE/inmunotransferencia usando los antisueros anti oleosina de 
semilla de sésamo policlonales. Puede verse que se descubrió que la oleosina recombinante se acumulaba en las 
hojas de Arabidopsis thaliana (Figura 12). 
 
La expresión y acumulación simultáneas de oleosina/proteína de oleosina modificada en la misma célula (por 35 
ejemplo célula de hoja) darán como resultado la producción de cuerpos oleosos de triglicéridos encapsulados por 
una monocapa fosfolipídica incluida con oleosina; esto se ha demostrado con oleosina no modificada en levadura 
(Ting et al., 1997) y semillas (Abell et al., 2004). 
 
Preparaciones de cuerpos oleosos de las hojas de Arabidopsis thaliana transgénica 40 
 
Pueden extraerse cuerpos oleosos de las hojas de Arabidopsis thaliana transgénica que expresa DGAT1 (S205A) y 
la construcción de oleosina de semilla de sésamo (Oleo_0-0, Oleo_1-1, Oleo_1-3, Oleo_3-1 u Oleo_3-3, SEC ID NO 
11-20, Figuras 1-5). 
 45 
El efecto de aumentar el número de sitios de reticulación potenciales en un péptido de oleosina en las OB de dichas 
plantas puede evaluarse midiendo la integridad y estabilidad en emulsión de OB como se describe en el Ejemplo 6. 
 
Diseño y construcción de oleosinas que contienen más de tres restos de cisteína en cada rama hidrófila 
 50 
Las líneas ole-3,3 tenían niveles sustanciales de niveles lipídicos elevados en forma de TAG cuando se 
coexpresaron con DGAT1 (S205A) mientras que las líneas que contenían ole-0,0 no tenían niveles lipídicos 
elevados por encima del control de sobreexpresión de DGAT1. Las ole-1,1, ole-1,3 y ole-3,1 mostraron que había 
una correlación entre el nivel de acumulación de lípidos en la hoja y el aumento en el número de cisteínas 
introducidas técnicamente en cada rama (Tabla 3). 55 
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La correlación entre el aumento de lípidos totales (que se ha mostrado que es TAG) y el número de cisteínas 
introducidas por ingeniería genética en los dominios hidrófilos indicó que el número de cisteínas puede ser un modo 
de influir en el nivel de TAG deseado. En consecuencia se diseñaron nuevas construcciones que contenían más de 
3 cisteínas por rama hidrófila. Aunque no es posible poner un número infinito de cisteínas/rama hidrófila; las 
limitaciones incluyen: 5 
 
· La longitud de las ramas – si se añadieron restos adicionales para hacer sitio para las cisteínas entonces con el 

tiempo el grado de interacción de dominio hidrófobo se reduciría ya que su capacidad para entrar en contacto 
estaría limitada por su libertad para moverse en el OB. 

 10 
· Mantenimiento de la proporción de +, - y restos anfipáticos – si el equilibrio de estos restos y la distribución de 

estos restos se altera drásticamente es probable que las ramas hidrófilas no interaccionen de hecho con la 
superficie del OB y como tal no proporcionaría ninguna protección contra lipasas o coalescencia. 

 
· Disponibilidad de azufre – el aumento del número de cisteínas por molécula de oleosina puede poner la planta en 15 

tensión nutricional si el azufre es limitante. 
 
La cisteína- oleosina original se modificó técnicamente para portar 3 cisteínas no emparejadas separadas de forma 
relativamente uniforme en cada rama reemplazando aminoácidos y predominantemente los que podría predecirse 
que eran neutros o con carga pero no hidrófobos. 20 
 
La oleosina supuestamente necesita tener un cierto nivel de carga negativa y en el extremo C terminal esto parece 
conseguirse por K (Lys), por lo tanto continuar la estrategia de intercambiar restos con carga o neutros con cisteínas 
adicionales puede dar como resultado escasa estabilidad con respecto a prevenir la coalescencia. Además, en la 
región hidrófila N terminal parece haber demasiados pocos restos entre las cisteínas introducidas por ingeniería 25 
genética para permitir la sustitución adicional de restos manteniendo al mismo tiempo la separación y oscilación 
entre aminoácidos con carga positiva y negativa. Por lo tanto, para extremos tanto N como C terminal se añaden 
restos adicionales (cisteínas) en lugar de sustituir restos existentes con cisteínas. Como alternativa, podría haberse 
usado una oleosina con ramas hidrófilas más largas. 
 30 
También se diseñaron dos construcciones adicionales (Ole-5, 6 y Ole-6,7). Estas no están desequilibradas a 
propósito con respecto a restos de cisteína por rama pero se organizan para intentar proporcionar típicamente 4-5 
restos entre cada cisteína. De hecho para aumentar las cisteínas hasta 6 en la rama N terminal fue necesario 
generar restos adicionales (a diferencia de sustitución de restos existentes); esto se consigue por repetición de los 
primeros 6 restos de la Ole 3,3. 35 
 
En lugar de diseñar secuencias de nucleótidos completamente nuevas, se añadió el triplete TGT para codificar 
cisteína (cuando fuera apropiado) para generar Ole_5,6. Para restos de glutamina adicionales se usó el triplete 
codónico GGA. Para los 6 restos N terminales adicionales en Ole_6-7 el extremo N terminal de Ole_ 3,3 se replicó y 
se fusionó en fase. 40 
 
Se diseñó una estrategia de subclonación para ser idéntica a oleosinas de cisteína iniciales, es decir, se subclonó en 
oleoaceptor por NotI/NdeI. Este se recombina después por reacción de LR en pRSH1 (Winichayakul et al., 2008). 
Esencialmente coloca tanto DGAT1 (S205A) de Arabidopsis como oleosina bajo sus propios promotores CaMV35s y 
terminadores OCS. Los clones tanto de DGA1 como de oleosina contienen un intrón de UBQ10. 45 
 
Se usó NetGene2 para predecir el patrón de corte y empalme de Ole_5,6 y Ole_6,7. Se predijo que ambos tenían 
solamente un sitio donante y aceptor en la cadena directa (se predijo que ambos tendrían una probabilidad muy alta 
de reconocimiento) y ningún sitio en la cadena complementaria. 
 50 
Los datos indican que las oleosinas que contienen cisteínas 1,3 o 3,1 acumulan niveles detectables de TAG pero 
esto es ciertamente menos que las oleosinas de cisteína 3,3 (la 1,1 acumuló cantidades trazas mientras que la 0, 0 
no). Esto sugiere aún más fuertemente que las oleosinas 5,6 y 6,7 probablemente acumulen aún más TAG que la 
construcción 3,3. Los primeros datos de las construcciones 5,6 y 6,7 estarán disponibles pronto. 
 55 
Transformación de oleosinas que contienen cisteínas introducidas por ingeniería genética y DGAT1 en Arabidopsis 
thaliana de tipo silvestre 
 
Se transfirieron cinco construcciones génicas de disulfuro-oleosina/DGAT1 (S205A) y un control (construcción que 
contenía DGAT1 (S205A) pero no oleosina) al vector binario vegetal pRSh1 (Winichayakul et al., 2008) y se 60 
transformó en Arabidopsis thaliana de tipo silvestre usando transformación mediada por Agrobacterium. 
 
Se siguió una modificación del método de inmersión floral tradicional ya que se ha indicado que la inmersión floral 
tiende a dañar las silicuas en desarrollo debido a la presencia de detergente en los inóculos (Martínez-Trujillo et al., 
2004). Por lo tanto, se llevó a cabo una inoculación gota a gota a cada flor usando una micropipeta. La inoculación 65 
se repitió después de una semana para introducir el inóculo en las flores recién desarrolladas. Se recogieron 
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semillas cuando las silicuas se habían secado, después se limpiaron y se sembraron para exploración de 
transformantes. 
 
Se realizó la exploración con respecto a transformantes por selección de BASTA y se seleccionaron transformantes 
homocigotos usando análisis de relación de segregación con respecto a resistencia a BASTA. 5 
 
Transformación de oleosinas que contenían cisteínas introducidas por ingeniería genética y DGAT1 en Trifolium 
repens de tipo silvestre 
 
Se realizó transformación en Trifolium repens (trébol blanco) de acuerdo con el procedimiento de Voisey et al., 10 
(1994). 
 
Las semillas se pesaron para proporcionar aproximadamente 400 - 500 cotiledones (es decir 200 - 250 semillas) 
para disección (0,06 g = 100 semillas). En un tubo de centrífuga, las semillas se aclararon con etanol al 70 % 
durante 1 minuto. Las superficie se esterilizó en lejía (cloro disponible al 5 %) agitando en un mezclador circular 15 
durante 15 minutos seguido de cuatro lavados en agua estéril. Las semillas se sumergieron durante una noche a 
4 ºC. 
 
Las mismas construcciones usadas para transformar Arabidopsis (anteriormente) se mantuvieron en la cepa de 
Agrobacterium GV3101 y se inocularon en 25 ml de caldo MGL (Tabla 4) que contenía espectinomicina a una 20 
concentración de 100 mg/l. Los cultivos se dejaron crecer durante una noche (16 horas) en un agitador rotatorio 
(200 rpm) a 28 ºC. Los cultivos bacterianos se recogieron por centrifugación (3000xg, 10 minutos). El sobrenadante 
se retiró y las células se resuspendieron en una solución de 5 ml de MgSO4 10 mM. 
 
Los cotiledones se diseccionaron de las semillas usando un microscopio de disección. En primer lugar, se retiraron 25 
el tegumento y el endospermo. Los cotiledones se separaron del radical con el escalpelo colocando la hoja entre los 
cotiledones y cortando a través del tallo restante. Los explantes de los cotiledones se recogieron en un disco de filtro 
estéril en medio CR7. 
 
Para transformación, se distribuyó una alícuota de 3 µl de suspensión de Agrobacterium a cada cotiledón disecado. 30 
Las plantas se sellaron y se cultivaron a 25 grados centígrados con un fotoperiodo de 16 horas. Después de un 
periodo de cocultivo de 72 horas, los cotiledones transformados se transfirieron a placas que contenían medio CR7 
complementado con glufosinato de amonio (2,5 mg/l) y timentina (300 mg/l) y se devolvieron a la habitación de 
cultivo. 
 35 
Después de la regeneración de brotes, los explantes de transfirieron a medio CR5 complementado con 
complementado con glufosinato de amonio (2,5 mg/l) y timentina (300 mg/l). Los brotes en regeneración se 
subcultivan tres veces por semana para selección que contiene medio CR5. 
 
A medida que se produce la formación de las raíces, las plántulas se transfieren a cubetas que contienen medio CR0 40 
que contiene selección de glufosinato de amonio. Se dividieron grandes grupos de regenerantes en plántulas 
individuales en este estadio. Después se sembraron plantas con raíces, completas, que crecían bajo selección, en 
macetas con tapones de turba estériles. Una vez establecidas en tapones de turba las plantas se transfirieron al 
invernadero. 
 45 

Tabla 4. Composiciones de medios usadas para transformación de Trifolium repens. 
A. CR n.º 0   
    
 Sales MS   
 Vitaminas B5   
 Sacarosa  30 g/l 
 pH 5,8  (KOH) 
 agar  8,0 g/l 
    
 CR n.º 5   
    
 Sales MS   
 Vitaminas B5   
 Sacarosa  30 g/l 
 BA  0,1 mg/l 
 NAA  0,05 mg/l 
 pH 5,8  (KOH) 
 agar  8,0 g/l 
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B. CR n.º 7   
    
 Sales MS   
 Vitaminas B5   
 Sacarosa  30 g/l 
 BA  1,0 mg/l 
 NAA  0,05 mg/l 
 pH 5,8  (KOH) 
 agar  8,0 g/l 
    
C. MGL   
 Manitol  5,0 g/l 
 Ácido glutámico L 1,0 g/l  
 KH2P04  250 mg/l 
    
 MgS04  100 mg/l 
 NaCl  100 mg/l 
 Biotina  100 mg/l 
    
 Bactotriptona 5,0 g/l  
 Extracto de levadura 2,5 g/l  
 pH 7,0  (NaOH) 

 
Los resultados de FAMES GC/MS mostraron que Trifolium repens transgénico (que contenía DGAT1 (S205A) y 
Ole_3,3 u Ole_5,6 u Ole 6,7) tenía perfiles lipídicos en hojas totales elevados en comparación con el tipo silvestre 
(Figura 17). Hubo una correlación general entre el mayor nivel de lípidos de las hojas y el mayor número de cisteínas 5 
introducidas por ingeniería genética en la oleosina. 
 
Los resultados de FAMES GC/MS mostraron que Trifolium repens transgénico (que contenía DGAT1 (S205A) y 
Ole_3,3 u Ole_5,6 u Ole 6,7) tenía perfiles lipídicos en hoja de C18:1 y C18:2 elevados en comparación con el tipo 
silvestre como se ve también en Arabidopsis (Figura 18). El mayor nivel de C18:1 y C18:2 en hojas se encontró en 10 
plantas transformadas con la oleosina que contenía el mayor número de cisteínas introducidas por ingeniería 
genética. 
 
Determinación del ensamblaje de cuerpos oleosos en hojas (y semillas) 
 15 
Se realizó exploración adicional usando análisis de inmunotransferencia (con un anticuerpo antioleosina de semilla 
de sésamo, Scott et al., 2007) para determinar las líneas que sobreexpresan la proteína oleosina. Usando este 
método, se extrajeron cuerpos oleosos (OB) de semillas T2 de transformantes potenciales usando gradiente de 
densidad de sacarosa o se extrajo proteína total de hojas en un tampón desnaturalizante/reductor y se separaron 
proteínas en SDS-PAGE, se transfirieron a membrana de nitrocelulosa y se expusieron a un anticuerpo inducido 20 
contra la oleosina de sésamo (Scott et al., 2007). 
 
Se extrajo cuerpo oleoso en bruto (OB) de 25 mg de semillas en 500 µl de tampón de OB (fosfato sódico 10 mM, pH 
7,5 que contenía sacarosa 600 mM). Después de centrifugación a 13.000 x g, la capa acuosa se extrajo 
cuidadosamente y se resuspendió la capa de almohadilla adiposa en 200 µl de tampón de OB sin alterar el 25 
sedimento en el fondo. Se añadieron 20 µl de cada extracto de OB con tampón de carga 4x y agente reductor 10x, 
se calentó a 70 ºC durante 5 min y se cargó en gel de poliacrilamida 4-12% para análisis de inmunotransferencia. La 
transferencia se incubó en anticuerpo antioleosina de sésamo (1ºAb) a una dilución 1:750 durante una hora, y otro 
una hora en anticuerpo secundario (1:10.000). 
 30 
La oleosina se expresa de forma natural en semillas y no en las hojas. Sin embargo, ya que se ha coexpresado 
DGAT1 con oleosina ambos bajo el control de promotores de CaMV35S podría anticiparse que esto permitiría la 
acumulación de niveles aceptables de oleosina en las hojas. Se analizaron hojas de líneas transformadas con alta 
expresión de oleosina recombinante en las semillas (identificada por análisis de inmunotransferencia) por 
inmunotransferencia usando anticuerpos inducidos contra la oleosina de sésamo. 35 
 
La Tabla 5 posterior resume el número de transformantes potenciales generados y el número de plantas que 
expresan oleosina recombinante en la semilla y la hoja.  
 

40 
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Tabla 5 
ID de construcción génica Número de 

transformante
s potenciales 
(basado en la 
resistencia a 

BASTA) 

Número de líneas 
cuyas semillas se 

analizaron por 
inmunotransferencia 

(anticuerpo 
antioleosina de 

semilla de sésamo 

Número de líneas 
con una banda 
inmunorreactiva 

positiva en el 
tamaño apropiado 
en el extracto de 

semillas 

Número de líneas 
con una banda 
inmunorreactiva 

positiva en el 
tamaño apropiado 
en el extracto de 

hojas 
Control de pRSh1-
DGAT1(S2 05A) 

8 N/D N/D  

pRSh1-DGAT1(S2 05A)-
Ole_O-O 

14 8 7 3 

pRSh1-DGAT1(S2 05A)-
Ole_1-1 

22 2 1 1 

pRSh1-DGAT1(S2 05A)-
Ole_1-3 

20 0 0 1 

pRSh1-DGAT1(S2 05A)-
Ole_3-1 

23 8 4 2 

pRSh1-DGAT1(S2 05A)-
Ole_3-3 

54 22 16 5 

 
Debería observarse que el nivel de oleosina recombinante que se acumulaba en las hojas era considerablemente 
menor que en las semillas. Sin embargo, la proporción de líneas individuales que acumulaban niveles detectables en 
las hojas era mucho mayor que cuando la oleosina se expresaba sola (Roberts Lab, datos no publicados) lo que 5 
indica que la coexpresión tanto de DGAT1 como de oleosina en la hoja ha conducido a la acumulación de niveles 
mayores de oleosina. 
 
Análisis de hojas de plantas transgénicas que coexpresan DGAT1 (S205A) y oleosinas de disulfuro 
 10 
Las semillas de líneas homocigotas que sobreexpresan la proteína oleosina en las semillas se germinaron para 
permitir el crecimiento de 2, 3, 4 o 5 semanas. Se recogió material foliar suficiente para FAMES GC-MS, así como 
por GC-MS usando una columna RTX 65-TG Restek que permite la separación e identificación de ácidos grasos 
libres, diacilglicéridos, ésteres de ceras, esterol ésteres y triacilglicéridos sin derivatización. 
 15 
Preparación de material para análisis de FAMES-GC/MS 
 
Se colocaron 10 mg de hoja liofilizada en polvo en un tubo de tapón de rosca de 13 x 100 mm, se añadieron 10 µl de 
patrón interno no metilado (FA C15:0, 4 mg/ml disuelto en heptano). A esta mezcla se añadió 1 ml del reactivo de 
HCl metanólico (1 ml de solución 3 M diluido a 1 M usando metanol seco que se había tratado con 2,2-20 
dimetoxipropano 5 % como un eliminador de agua). Después se lavó abundantemente el tubo con gas N2, después 
se selló inmediatamente con un tapón revestido con teflón, y se calentó a 80 ºC durante 1 hora. Después de que los 
tubos se hubieron enfriado a temperatura ambiente, se añadieron 10 µl de patrón premetilado (4 mg/ml de C17:0 
disuelto en heptano). A esta mezcla, se añadieron 0,6 ml de heptano y 1.0 ml de NaCl 0,9 % (p/v), y se mezcló 
exhaustivamente por agitación vorticial. Después de centrifugación a 500 rpm durante 1 min a temperatura ambiente, 25 
se recogieron 100 µl de la capa superior (que contiene heptanos) y se transfirieron a un inserto de vidrio de fondo 
plano equipado en un vial marrón para análisis de GC/MS. 
 
Análisis de FAMES GC/MS 
 30 
El FAMES GC/MS se analizó usando la columna capilar SGE BPX70 (50 m x 0,22 mm x 0,25 µm). La condición de 
GC-MS fue la siguiente: la temperatura se programó de 80 ºC hasta 150 ºC a 15 ºC /min y después hasta 250 ºC a 
8 ºC /min y se mantuvo isotérmica durante 10 min. Las muestras se inyectaron en un modo dividido; flujo total de 
28,4 ml/min; flujo en columna de 0,82 ml/min; y un flujo de purga de 3,0 ml/min. La presión se mantuvo a 150 kPa; la 
temperatura de la fuente de iones fue de 200 ºC y una temperatura de interfaz se mantuvo a 260 ºC. Los 35 
compuestos diana se adquirieron por espectrometría de masas en un modo de exploración que comenzaba a 50 m/z 
y terminaba a 350 m/z. 
 
Extracción de TAG y lípidos polares 
 40 
Se extrajo TAG usando un método modificado de Ruiz-López et al., (2003). Brevemente, para cada análisis de TAG, 
se colocaron entre 34 y 80 mg de hoja liofilizada en polvo en un tubo de tapón de rosca de 13 mm tarado y se pesó, 
se añadieron 2,4 ml de NaCl 0,17 M en MeOH y se mezclaron por agitación vorticial. Después de la adición de 
4,8 ml de heptano y 10 µl de patrón interno (C14:0, 10 µg.µl-1), la suspensión se mezcló suavemente y se incubó sin 
agitación en un baño de agua a 80 ºC durante 2 h. Después de enfriar a temperatura ambiente, la fase superior (que 45 
contenía lípidos) se transfirió a un tubo de tapón de rosca nuevo y se evaporó hasta su sequedad en una corriente 
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de gas N. Finalmente, el polvo seco se resuspendió en 100 µl de heptanos, se mezcló exhaustivamente y se 
después se transfirió a un inserto de vidrio de fondo plano equipado en un vial de vidrio marrón para análisis de 
TAG. 
 
Análisis de TAG por GC-MS 5 
 
Se realizó análisis de TAG en un GC de Hewlett Packard (HP) y MS de Shimadzu Scientific Instruments Inc. 
(QP2010). Todos los análisis se realizaron con una columna capilar RESTEK MXT-65TG (difenilo 65 % - dimetil 
polisiloxano 35%, 30,0 m x 0,10 µm de grosor x 0,25 mm de diámetro) en modo de ionización de impacto de 
electrones (IE). Se usó helio como el gas vehículo. Todas las muestras se inyectaron en modo sin división, en 10 
alícuotas de 1,0 µl y un flujo en columna de 1,2 ml.min-1. La cromatografía de gases se programó de 200 hasta 
370 ºC a 15 ºC.min-1 y se mantuvo isotérmica a 370 ºC durante 15 min. La temperatura del orificio inyector de 
muestra se mantuvo a 350 ºC, temperatura de horno de columna a 200 ºC, con una presión de 131,1 kPa y un flujo 
de purga de 3,0 ml.min-1. Las condiciones espectrométricas de masas fueron las siguientes: la temperatura de fuente 
iónica se mantuvo a 260 ºC durante los procesamientos de GC-MS, los espectros de masas se obtuvieron a tensión 15 
de ionización de 70 eV a una corriente de emisión de 60 µA y una temperatura de interfaz de 350 ºC. El modo de 
adquisición fue explorando a una velocidad de 5000, 0,25 s por exploración. Se recogieron picos de cromatografía 
con una relación de masa frente a carga de 45 m/z a 1090 m/z comenzando a los 9 min y terminando a los 25 min. 
 
EJEMPLO 8: oleosinas, caloleosinas y esteroleosinas adicionales modificadas técnicamente para contener restos de 20 
cisteína adicionales en las ramas hidrófilas N y C terminales 
 
Los solicitantes han usado la misma estrategia que para oleosina de semilla de sésamo, número de referencia 
AAD42942, (es decir, sustituyendo restos con carga que se había predicho que estaban en superficie de OB con 
cisteína) para introducir por ingeniería genética cisteínas en las ramas hidrófilas N y C terminal de oleosinas, 25 
caloleosinas y esteroleosinas. En algunos casos ha sido posible sustituir solamente los aminoácidos con carga 
negativa (ácido glutámico y ácido aspártico) que estaban separados de forma relativamente uniforme. En el caso de 
la oleosina de sésamo AAD42942 fue necesario en ocasiones omitir la sustitución de carga. Debería observarse en 
los ejemplos posteriores que dos caleosinas (AAB71227 y AAFl3743) contienen dos cisteínas endógenas en sus 
ramas C terminales. Estas se dejan inalteradas en la modificación técnica. 30 
 
Para determinar la posición de la sustitución de aminoácidos cada proteína se alineó con la oleosina de sésamo 
(AAD42942) en la forma original así como las formas que contenían 1 o 3 cisteínas por rama hidrófila (es decir, 
ole_0,0; ole_1,1; ole_3,1; ole_1,3; ole_3,3). Los ácidos glutámicos y ácidos aspárticos potenciales en el extremo N 
terminal o el extremo C terminal de cada una de las ramas hidrófilas (determinadas por representaciones de 35 
hidrofobicidad) se destacaron después con cajas grises, así como los restos de lisina, arginina y glutamina 
relevantes, que se alteraron todos con éxito en la oleosina de sésamo (AAD42942). La mutación de estos restos a 
cisteína se consideró después junto con su separación entre sí. Las sustituciones finales se muestran después con 
la secuencia peptídica original y la secuencia modificada técnicamente solamente. En este caso solamente se 
introdujeron por ingeniería genética 3 cisteínas en cada rama, sin embargo, el número podría haber sido mayor o 40 
menor. Un enfoque alternativo habría sido trabajar con cada proteína aislada y comenzar simplemente identificando 
las regiones hidrófilas por representación de hidrofobicidad, y después comenzar el proceso de sustitución con el 
aminoácido con carga más apropiado. 
 
La Tabla 6 a continuación muestra oleosinas y caloleosinas adicionales que los solicitantes han modificado para 45 
introducir cisteínas en las partes hidrófilas. 
 

Tabla 6. 
Tipo de proteína Fuente vegetal Número de referencia SEQ ID NO 

Oleosina Brassica oleraceae (oleosina de polen) CAA65272.1 90 

Oleosina Maíz NP_001147032.1 91 

Oleosina Arroz AAL40177.1 92 

Caloleosina Sésamo AAF13743 93 

Caloleosina Soja AAB71227 94 

Caloleosina Maíz NP_001151906 95 

Esteroleosina Sésamo AAL13315 96 

Esteroleosina Brassica napus ACG69522 97 

Esteroleosina Maíz NP_001152614.1 98 

 
50 
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La Tabla 7 a continuación hace referencia a las SEQ ID NO en las oleosinas modificadas 
Tipo de proteína Fuente vegetal Número de referencia SEQ ID NO 

Oleosina Brassica oleraceae (oleosina de polen) X96409 99 

Oleosina Maíz NP_001147032.1 100 

Oleosina Arroz AAL40177.1 101 

Caloleosina Sésamo AAF13743 102 

Caloleosina Soja AAB71227 103 

Caloleosina Maíz NP_001151906 104 

Esteroleosina Sésamo AAL13315 105 

Esteroleosina Brassica napus ACG69522 106 

Esteroleosina Maíz NP 001152614.1 107 

 
La secuencia modificada puede expresarse como se ha descrito en los ejemplos anteriores para producir cuerpos 
oleosos, emulsiones, células hospedadoras transgénicas, plantas, etc., y para ensayar las propiedades de cada uno. 
 5 
No se pretende limitar el alcance de la invención a los ejemplos anteriormente mencionados solamente. 
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Sumario del listado de secuencias 
SEQ ID 
NO: Tipo Especie Comentarios 

1 Polinucleótido artificial 

Secuencia de nucleótidos de disulfuro de oleosina 0,0, como se 
clona en pET29b  usando sitios de restricción NdeI y XhoI 
(añade sitio de escisión de trombina con marcador S N terminal 
y marcador de His C terminal). 

2 Polinucleótido artificial 

Secuencia de nucleótidos de disulfuro de oleosina 1,1, como se 
clona en pET29b  usando sitios de restricción NdeI y XhoI 
(añade sitio de escisión de trombina con marcador S N terminal 
y marcador de His C terminal). 

3 Polinucleótido artificial 

Secuencia de nucleótidos de disulfuro de oleosina 1,3, como se 
clona en pET29b  usando sitios de restricción NdeI y XhoI 
(añade sitio de escisión de trombina con marcador S N terminal 
y marcador de His C terminal). 
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SEQ ID 
NO: Tipo Especie Comentarios 

4 Polinucleótido artificial 

Secuencia de nucleótidos de disulfuro de oleosina 3,1, como se 
clona en pET29b  usando sitios de restricción NdeI y XhoI 
(añade sitio de escisión de trombina con marcador S N terminal 
y marcador de His C terminal). 

5 Polinucleótido artificial 

Secuencia de nucleótidos de disulfuro de oleosina 3,3, como se 
clona en pET29b  usando sitios de restricción NdeI y XhoI 
(añade sitio de escisión de trombina con marcador S N terminal 
y marcador de His C terminal). 

6 Polipéptido Artificial 

Secuencia peptídica de disulfuro de oleosina 0,0, como se 
clona en pET29b usando sitios de restricción NdeI y XhoI 
(añade sitio de escisión de trombina con marcador S N terminal 
y marcador de His C terminal). 

7 Polipéptido Artificial 

Secuencia peptídica de disulfuro de oleosina 1,1, como se 
clona en pET29b usando sitios de restricción NdeI y XhoI 
(añade sitio de escisión de trombina con marcador S N terminal 
y marcador de His C terminal). 

8 Polipéptido Artificial 

Secuencia peptídica de disulfuro de oleosina 1,3, como se 
clona en pET29b usando sitios de restricción NdeI y XhoI 
(añade sitio de escisión de trombina con marcador S N terminal 
y marcador de His C terminal). 

9 Polipéptido Artificial 

Secuencia peptídica de disulfuro de oleosina 3,1, como se 
clona en pET29b usando sitios de restricción NdeI y XhoI 
(añade sitio de escisión de trombina con marcador S N terminal 
y marcador de His C terminal). 

10 Polipéptido Artificial 

Secuencia peptídica de disulfuro de oleosina 3,3, como se 
clona en pET29b usando sitios de restricción NdeI y XhoI 
(añade sitio de escisión de trombina con marcador S N terminal 
y marcador de His C terminal). 

11 Polinucleótido Artificial 

(Secuencia de nucleótidos de disulfuro de oleosina 0,0 que 
incluye secuencia de Kozac e intrón de UBQ10, como se 
transforma en Arabidopsis thaliana bajo el control del promotor 
CaMV35s.) 

12 Polinucleótido Artificial 

Secuencia de nucleótidos de disulfuro de oleosina 1,1 que 
incluye secuencia de Kozac e intrón de UBQ10, como se 
transforma en Arabidopsis thaliana bajo el control del promotor 
CaMV35s. 

13 Polinucleótido Artificial 

(Secuencia de nucleótidos de disulfuro de oleosina 1,3 que 
incluye secuencia de Kozac e intrón de UBQ10, como se 
transforma en Arabidopsis thaliana bajo el control del promotor 
CaMV35s.) 

14 Polinucleótido Artificial 

Secuencia de nucleótidos de disulfuro de oleosina 3,1 que 
incluye secuencia de Kozac e intrón de UBQ10, como se 
transforma en Arabidopsis thaliana bajo el control del promotor 
CaMV35s. 

15 Polinucleótido Artificial 

Secuencia de nucleótidos de disulfuro de oleosina 3,3 que 
incluye secuencia de Kozac e intrón de UBQ10, como se 
transforma en Arabidopsis thaliana bajo el control del promotor 
CaMV35s. 

16 Polipéptido Artificial 
Secuencia peptídica de disulfuro de oleosina 0,0, como se 
transforma en Arabidopsis thaliana bajo el control del promotor 
CaMV35s. 

17 Polipéptido Artificial 
Secuencia peptídica de disulfuro de oleosina 1,1, como se 
transforma en Arabidopsis thaliana bajo el control del promotor 
CaMV35s. 

18 Polipéptido Artificial 
Secuencia peptídica de disulfuro de oleosina 1,3, como se 
transforma en Arabidopsis thaliana bajo el control del promotor 
CaMV35s. 

19 Polipéptido Artificial 
Secuencia peptídica de disulfuro de oleosina 3,1, como se 
transforma en Arabidopsis thaliana bajo el control del promotor 
CaMV35s. 

20 Polipéptido Artificial 
Secuencia peptídica de disulfuro de oleosina 3,3, como se 
transforma en Arabidopsis thaliana bajo el control del promotor 
CaMV35s 
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SEQ ID 
NO: Tipo Especie Comentarios 

21 Polinucleótido Artificial 

Secuencia de nucleótidos de disulfuro de oleosina 5,6 que 
incluye secuencia de Kozac e intrón de UBQ10, como se 
transforma en Arabidopsis thaliana bajo el control del promotor 
CaMV35s. 

22 Polinucleótido Artificial 

Secuencia de nucleótidos de disulfuro de oleosina 6,7 que 
incluye secuencia de Kozac e intrón de UBQ10, como se 
transforma en Arabidopsis thaliana bajo el control del promotor 
CaMV35s. 

23 Polipéptido Artificial 
Secuencia peptídica de disulfuro de oleosina 5,6, como se 
transforma en Arabidopsis thaliana bajo el control del promotor 
CaMV35s 

24 Polipéptido Artificial 
Secuencia peptídica de disulfuro de oleosina 6,7, como se 
transforma en Arabidopsis thaliana bajo el control del promotor 
CaMV35s 

25 Polinucleótido Artificial Oleoaceptor (contiene terminador OCS, promotor CAMV35S, 
DGAT1 (S205A) de Arabidopsis e intrón de UBQ10) 

26 Polinucleótido Artificial Oleosina_0,0 y DGAT1 (S205A) en pRSH1 
27 Polinucleótido Artificial Oleosina_1,1 y DGAT1 (S205A) en pRSH1 
28 Polinucleótido Artificial Oleosina_1,3 y DGAT1 (S205A) en pRSH1 
29 Polinucleótido Artificial Oleosina_3,1 y DGAT1 (S205A) en pRSH1 
30 Polinucleótido Artificial Oleosina_3,3 y DGAT1 (S205A) en pRSH1 
31 Polinucleótido Artificial Oleosina_5,6 y DGAT1 (S205A) en pRSH1 
32  Polinucleótido Artificial Oleosina_6,7 y DGAT1 (S205A) en pRSH1 
33 Polipéptido Artificial DGAT1 (S205A) 
34 Polinucleótido S. indicum Oleosina - AF302807 
35 Polipéptido S. indicum Oleosina - AAG23840 
36 Polinucleótido S. indicum Oleosina - U97700 
37 Polipéptido S. indicum Oleosina - AAB58402 
38 Polinucleótido A. thaliana Oleosina - X62353 
39 Polipéptido A. thaliana Oleosina - CAA44225 
40 Polinucleótido A. thaliana Oleosina - BT023738 
41 Polipéptido A. thaliana Oleosina - AAZ23930 
42 Polinucleótido H. annuus Oleosina - X62352.1 
43 Polipéptido H. annuus Oleosina - CAA44224.1 
44 Polinucleótido B. napus Oleosina - X82020.1 
45 Polipéptido B. napus Oleosina - CAA57545.1 
46 Polinucleótido Z. mays Oleosina - NM_001153560.1 
47 Polipéptido Z. mays Oleosina - NP_001147032.1 
48 Polinucleótido O. sativa Oleosina - L76464 
49 Polipéptido O. sativa Oleosina - AAL40177.1 
50 Polinucleótido B. oleracea Oleosina - AF117126.1 
51 Polipéptido B. oleracea Oleosina - AAD24547.1 
52 Polinucleótido C. arabica Oleosina - AY928084.1 
53 Polipéptido C. arabica Oleosina - AAY14574.1 
54 Polinucleótido S. indicum Esteroleosina - AF421889 
55 Polipéptido S. indicum Esteroleosina - AAL 1.3315 
56 Polinucleótido B. napus Esteroleosina - EU678274 
57 Polipéptido B. napus Esteroleosina - ACG69522 
58 Polinucleótido Z. mays Esteroleosina - NM_001159142.1 
59 Polipéptido Z. mays Esteroleosina - NP_001152614.1 
60 Polinucleótido B. napus Esteroleosina - EF143915.1 
61 Polipéptido B. napus Esteroleosina - ABM30178.1 
62 Polinucleótido S. indicum Caleosina - AF109921 
63 Polipéptido S. indicum Caleosina - AAF13743 
64 Polinucleótido G. max Caleosina - AF004809 
65 Polipéptido G. max Caleosina - AAB71227 
66 Polinucleótido Z: mays Caleosina - NM_001158434.1 
67 Polipéptido Z. mays Caleosina - NP_001151906 
68 Polinucleótido B. napus Caleosina - AY966447.1 
69 Polipéptido B. napus Caleosina - AAY40837.1 
70 Polinucleótido C. revoluta Caleosina - FJ455154.1 
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SEQ ID 
NO: Tipo Especie Comentarios 

71 Polipéptido C. revoluta Caleosina - ACJ70083.1 
72 Polinucleótido C. sativus Caleosina - EU232173.1 
73 Polipéptido C. sativus Caleosina -ABY56103.1 
74 Polinucleótido A. thaliana DGAT1 - NM_127503 
75 Polipéptido A. thaliana DGAT1 - NP_179535 
76 Polinucleótido T. majus DGAT1 - AY084052 
77 Polipéptido T. majus DGAT1 - AAM03340 
78 Polinucleótido Z mays DGAT1 - EU039830.1 
79 Polipéptido Z. mays DGAT1 - ABV91586.1 
80 Polinucleótido A. thaliana DGAT2 - NM_115011 
81 Polipéptido A. thaliana DGAT2 - NP_566952.1 
82 Polinucleótido B. napus DGAT2 - FJ858270 
83 Polipéptido B. napus DGAT2 - AC090187.1 
84 Polinucleótido A. hypogaea DGAT3 (DGAT soluble) - AY875644 
85 Polipéptido A. hypogaea DGAT3 (DGAT soluble) - AAX62735.1 
86 Polinucleótido A. thaliana PDAT - NMJ 21367 
87 Polipéptido A. thaliana PDAT - NPJ96868.1 
88 Polinucleótido R. communis PDAT - XM_002521304. 
89 Polipéptido R. communis PDAT - XP_002521350 
90 Polipéptido B. oleraceae Oleosina-CAA65272.1 
91 Polipéptido Z. mays Oleosina - NP_001147032.1 
92 Polipéptido O. sativa Oleosina -AAL40177.1 
93 Polipéptido S. indicum Caleosina - AAF13743 
94 Polipéptido G. Max Caleosina - AAB71227 
95 Polipéptido Z. mays Caleosina - NP_001151906 
96 Polipéptido S. indicum Esteroleosina - AAL13315 
97 Polipéptido Brassica napus Esteroleosina ACG69522 
98 Polipéptido Z. mays Esteroleosina NP_001152614.1 
99 Polipéptido Brassica oleraceae Oleosina de polen modificada - CAA65272.1 
100 Polipéptido Zea mays Oleosina modificada - NP_001147032.1 
101 Polipéptido Oryza sativa Oleosina modificada - AAL40177.1 
102 Polipéptido S. indicum Caloleosina modificada - AAF13743 
103 Polipéptido G. soja Caloleosina modificada - AAB71227 
104 Polipéptido Z. mays Caloleosina modificada - NP_001151906 
105 Polipéptido S. indicum Esteroleosina modificada - AAL13315 
106 Polipéptido Brassica napus Esteroleosina modificada - ACG69522 
107 Polipéptido Z. mays Esteroleosina modificada - NP_001152614.1 

 
LISTADO DE SECUENCIAS 

 
<110> AGRESEARCH LIMITED 
 5 
<120> PROTEÍNAS QUE ENCAPSULAN ACEITES MODIFICADOS Y USOS DE LOS MISMOS 
 
<130> 631138 
 
<150> 61/256.689 10 
<151> 30-10-2009 
 
<160> 107 
 
<170> Patent In versión 3.5 15 
 
<210> 1 
<211> 579 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 20 
 
<220> 
<223> Artificial 
 
<400> 1 25 
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<210> 2 
<211> 531 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 2 

 
 
<210> 3 15 
<211> 531 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Artificial 
 
<400> 3 

 
 25 
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<210> 4 
<211> 531 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Artificial 
 
<400> 4 

 10 
 
<210> 5 
<211> 531 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Artificial 
 
<400> 5 20 

 
 
<210> 6 
<211> 193 
<212> PRT 25 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 30 
<400> 6 
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<210> 7 
<211> 176 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 10 
 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 176 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> Artificial 
 
<400> 8 10 
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<210> 9 
<211> 176 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> Artificial 
 
<400> 9 10 
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<210> 10 
<211> 176 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 766 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 11 

 
 
<210> 12 
<211> 766 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 20 
 
<400> 12 
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<210> 13 
<211> 766 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 13 

 
 
<210> 14 
<211> 766 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 20 
 
<400> 14 
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<210> 15 
<211> 766 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 15 

 

 
 
<210> 16 15 
<211> 145 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Artificial 
 
<400> 16 
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<210> 17 
<211> 145 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 17 
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<210> 18 
<211> 145 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 18 
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<210> 19 
<211> 145 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Artificial 
 
<400> 19 

 10 
 
<210> 20 
<211> 145 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Artificial 
 
<400> 20 20 
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<210> 21 
<211> 810 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 21 

 

 
 
<210> 22 15 
<211> 831 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Artificial 
 
<400> 22 

 5 
 
<210> 23 
<211> 151 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Artificial 
 
<400> 23 15 

 

 
 
<210> 24 
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<211> 158 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> Artificial 
 
<400> 24 

 

 10 
 
<210> 25 
<211> 4104 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Artificial 
 
<400> 25 20 

ES 2 574 082 T3

 



65 
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<210> 26 
<211> 18784 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 26 
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<210> 27 
<211> 18784 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 27 
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<210> 28 
<211> 18784 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 28 
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<210> 29 
<211> 18784 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 29 
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<210> 30 
<211> 18784 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 30 
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<210> 31 
<211> 18802 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 31 
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<210> 32 
<211> 18823 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 32 
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<210> 33 
<211> 520 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 33 
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<210> 34 
<211> 501 
<212> ADN 
<213> S. indicum 
 5 
<400> 34 

 
 
<210> 35 
<211> 166 10 
<212> PRT 
<213> S. indicum 
 
<400> 35 

 15 

 
 
<210> 36 
<211> 559 
<212> ADN 20 
<213> S. indicum 
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<400> 36 

 
 
<210> 37 
<211> 144 5 
<212> PRT 
<213> S. indicum 
 
<400> 37 

 10 

 
 
<210> 38 
<211> 1800 
<212> ADN 15 
<213> A. thaliana 
 
<400> 38 

 

ES 2 574 082 T3

 



137 

 
 

 
 
<210> 39 5 
<211> 173 
<212> PRT 
<213> A. thaliana 
 
<400> 39 10 
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<210> 40 
<211> 450 5 
<212> ADN 
<213> A. thaliana 
 
<400> 40 

 10 
 
<210> 41 
<211> 149 
<212> PRT 
<213> A. thaliana 15 
 
<400> 41 
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<210> 42 
<211> 625 5 
<212> ADN 
<213> H. annuus 
 
<400> 42 

 10 
 
<210> 43 
<211> 181 
<212> PRT 
<213> H. annuus 15 
 
<400> 43 
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<210> 44 5 
<211> 737 
<212> ADN 
<213> B. napus 
 
<400> 44 10 
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<210> 45 
<211> 165 
<212> PRT 
<213> B. napus 
 5 
<400> 45 

 

 
 
<210> 46 10 
<211> 1153 
<212> ADN 
<213> Z. mays 
 
<400> 46 15 
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<210> 47 
<211> 186 
<212> PRT 5 
<213> Z. mays 
 
<400> 47 

 10 
 
<210> 48 
<211> 447 
<212> ADN 
<213> O. sativa 15 
 
<400> 48 
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<210> 49 
<211> 148 
<212> PRT 5 
<213> O. sativa 
 
<400> 49 
 

10 

 
 
<210> 50 
<211> 709 
<212> ADN 15 
<213> B. oleracea 
 
<400> 50 
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<210> 51 
<211> 216 
<212> PRT 5 
<213> B. oleracea 
 
<400> 51 

 

 10 
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<210> 52 
<211> 447 
<212> ADN 
<213> C. arabica 
 5 
<400> 52 

 
 
<210> 53 
<211> 148 10 
<212> PRT 
<213> C. arabica 
 
<400> 53 

 15 

 
 
<210> 54 
<211> 348 
<212> PRT 20 
<213> S. indicum 
 
<400> 54 
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<210> 55 
<211> 348 
<212> PRT 
<213> S. indicum 
 5 
<400> 55 
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<210> 56 
<211> 1266 
<212> ADN 5 
<213> B. napus 
 
<400> 56 

 10 
<210> 57 
<211> 349 
<212> PRT 
<213> B. napus 
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<400> 57 
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<210> 58 
<211> 1188 
<212> ADN 5 
<213> Z. mays 
 
<400> 58 

 

 10 
 
<210> 59 
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<211> 350 
<212> PRT 
<213> Z. mays 
 
<400> 59 5 
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<210> 60 
<211> 890 
<212> ADN 5 
<213> B. napus 
 
<400> 60 

 

 10 
 
<210> 61 
<211> 244 
<212> PRT 
<213> B. napus 15 
 
<400> 61 
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<210> 62 5 
<211> 1030 
<212> ADN 
<213> S. indicum 
 
<400> 62 10 
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<210> 63 
<211> 245 
<212> PRT 5 
<213> S. indicum 
 
<400> 63 
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<210> 64 
<211> 985 
<212> ADN 5 
<213> G. max 
 
<400> 64 
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<210> 65 
<211> 239 
<212> PRT 5 
<213> G. max 
 
<400> 65 
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<210> 66 
<211> 1326 
<212> ADN 5 
<213> Z. mays 
 
<400> 66 
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<210> 67 
<211> 243 
<212> PRT 5 
<213> Z. mays 
 
<400> 67 
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<210> 68 
<211> 1058 
<212> ADN 5 
<213> B. napus 
 
<400> 68 

 
 10 
<210> 69 
<211> 245 
<212> PRT 
<213> B. napus 
 15 
<400> 69 

ES 2 574 082 T3

 



160 

 
 
<210> 70 
<211> 1013 
<212> ADN 5 
<213> C. revoluta 
 
<400> 70 
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<210> 71 
<211> 235 
<212> PRT 5 
<213> C. revoluta 
 
<400> 71 
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<210> 72 
<211> 720 
<212> ADN 5 
<213> C. sativus 
 
 
<400> 72 
 10 

 
 
<210> 73 
<211> 239 
<212> PRT 15 
<213> C. sativus 
 
<400> 73 
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<210> 74 
<211> 2074 
<212> ADN 5 
<213> A. thaliana 
 
<400> 74 
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<210> 75 
<211> 520 5 
<212> PRT 
<213> A. thaliana 
 
<400> 75 
 10 
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<210> 76 
<211> 2090 5 
<212> ADN 
<213> T. majus 
 
<400> 76 
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<210> 77 
<211> 518 5 
<212> PRT 
<213> T. majus 
 
<400> 77 
 10 
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<210> 78 
<211> 1485 
<212> ADN 5 
<213> Z. mays 
 
<400> 78 

 

 10 
<210> 79 
<211> 494 
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<212> PRT 
<213> Z. mays 
 
<400> 79 

 5 
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<210> 80 
<211> 1330 5 
<212> ADN 
<213> A. thaliana 
 
<400> 80 
 10 
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<210> 81 
<211> 314 
<212> PRT 5 
<213> A. thaliana 
 
<400> 81 
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<210> 82 
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175 

<211> 954 
<212> ADN 
<213> B. napus 
 
<400> 82 5 

 
 
<210> 83 
<211> 317 
<212> PRT 10 
<213> B. napus 
 
<400> 83 
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<210> 84 
<211> 1637 
<212> ADN 5 
<213> A. hypogaea 
 
<400> 84 
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<210> 85 
<211> 345 
<212> PRT 5 
<213> A. hypogaea 
 
<400> 85 
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ES 2 574 082 T3

 



179 

 
<210> 86 
<211> 2811 
<212> ADN 
<213> A. thaliana 5 
 
<400> 86 
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<210> 87 
<211> 671 
<212> PRT 5 
<213> A. thaliana 
 
<400> 87 
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<210> 88 
<211> 2473 
<212> ADN 5 
<213> R. communis 
 
<400> 88 

 

ES 2 574 082 T3

 



184 

 
 
<210> 89 
<211> 685 
<212> PRT 5 
<213> R. communis 
 
<400> 89 
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<210> 90 
<211> 380 
<212> PRT 5 
<213> B. oleraceae 
 
<400> 90 
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<210> 91 
<211> 186 
<212> PRT 5 
<213> Z. mays 
 
<400> 91 

 
 10 
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<210> 92 
<211> 148 
<212> PRT 5 
<213> O. sativa 
 
<400> 92 
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<210> 93 
<211> 245 
<212> PRT 5 
<213> S. indicum 
 
<400> 93 
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<210> 94 
<211> 239 
<212> PRT 5 
<213> G. max 
 
<400> 94 
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<210> 95 
<211> 243 
<212> PRT 5 
<213> Z. mays 
 
<400> 95 
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<210> 96 
<211> 348 
<212> PRT 5 
<213> S. indicum 
 
<400> 96 
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<210> 97 
<211> 349 
<212> PRT 5 
<213> Brassica napus 
 
<400> 97 
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<210> 98 
<211> 350 
<212> PRT 
<213> Zea mays 
 5 
<400> 98 
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<210> 99 
<211> 380 
<212> PRT 5 
<213> Brassica oleracea 
 
<400> 99 
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<210> 100 
<211> 186 5 
<212> PRT 
<213> Zea mays 
 
<400> 100 
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<210> 101 
<211> 148 5 
<212> PRT 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 101 
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<210> 102 
<211> 245 
<212> PRT 5 
<213> S. indicum 
 
<400> 102 
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<210> 103 
<211> 239 
<212> PRT 5 
<213> G. soja 
 
<400> 103 
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<210> 104 
<211> 243 
<212> PRT 5 
<213> Z. mays 
 
<400> 104 
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<210> 105 
<211> 348 
<212> PRT - 5 
<213> S. indicum 
 
<400> 105 
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<210> 106 
<211> 349 5 
<212> PRT 
<213> Brassica napus 
<400> 106 
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<210> 107 
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<211> 349 
<212> PRT 
<213> Z. mays 
 
<400> 107 5 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un polinucleótido que codifica una oleosina modificada que incluye al menos una cisteína introducida 
artificialmente, en el que la cisteína se introduce en al menos uno de: 
 5 
a) la región hidrófila N terminal de la oleosina, y 
b) la región hidrófila C terminal de la oleosina. 
 
2. El polinucleótido de la reivindicación 1 en el que el polinucleótido codifica una proteína de fusión que incluye la 
oleosina modificada fusionada con una proteína de interés. 10 
 
3. Una construcción genética, construcción de expresión, célula hospedadora, célula vegetal o planta, en la que la 
construcción, célula o planta comprende el polinucleótido de la reivindicación 1 o 2. 
 
4. La célula hospedadora, célula vegetal o planta de la reivindicación 3 que también se modifica genéticamente para 15 
expresar una enzima de síntesis de triacilglicerol (TAG). 
 
5. Una oleosina modificada que: 
 
a) está codificada por el polinucleótido de la reivindicación 1, o 20 
b) incluye al menos una cisteína introducida artificialmente, en la que la cisteína se introduce en al menos una de: 
 
a) la región hidrófila N terminal de la oleosina, y 
b) la región hidrófila C terminal de la oleosina. 
 25 
6. Una proteína de fusión que comprende la oleosina modificada de la reivindicación 5 y una proteína de interés. 
 
7. Un cuerpo oleoso, emulsión, composición, o composición con un vehículo, en el que el cuerpo oleoso, la emulsión 
o la composición comprende al menos una de: 
 30 
i) una oleosina modificada de la reivindicación 5, y 
ii) una proteína de fusión de la reivindicación 6. 
 
8. Una emulsión, composición, composición con vehículo, planta o parte de la misma, tejido vegetativo de una 
planta, semilla de una planta, pienso animal, pienso animal que comprende una planta o un tejido de la misma, en el 35 
que la composición, planta, parte de la planta, tejido, semilla o pienso animal comprende un cuerpo oleoso de la 
reivindicación 7. 
 
9. Un método para producir un cuerpo oleoso, comprendiendo el método la etapa de combinar: 
 40 
a) al menos dos de las oleosinas modificadas de la reivindicación 5, 
b) triacilglicerol, y 
c) fosfolípido. 
 
10. El método de la reivindicación 9 en el que los componentes de a), b) y c) se combinan como se especifica en al 45 
menos uno de: 
 
i) dentro de una célula hospedadora; 
ii) dentro de una célula hospedadora en la que se expresan las oleosinas modificadas; 
iii) dentro de la célula hospedadora de i) o ii) que también se modifica genéticamente para expresar una enzima de 50 
síntesis de triacilglicerol (TAG); 
iv) dentro de la célula hospedadora de una cualquiera de i) - iii) que forma parte de un organismo; 
v) dentro de la célula hospedadora de una cualquiera de i) - iii) que forma parte de una planta; 
vi) dentro de la célula hospedadora de una cualquiera de i) - iii) que forma parte de una planta que acumula de 
aproximadamente 50 % a aproximadamente 400 % más lípido que una planta de control adecuada; y 55 
vii) in vitro; 
 
en el que el método incluye opcionalmente la etapa adicional de purificar los cuerpos oleosos de la célula o el 
organismo. 
 60 
11. Un método para producir una planta que acumula más aceite que una planta de control adecuada, 
comprendiendo el método proporcionar una planta transformada con un polinucleótido de la reivindicación 1, en el 
que la planta expresa una oleosina modificada codificada por el polinucleótido. 
 
12. El método de la reivindicación 11 en el que la planta se transforma también con un polinucleótido que codifica 65 
una enzima que sintetiza TAG para expresar la enzima que sintetiza TAG y por lo tanto sintetizar TAG. 

ES 2 574 082 T3

 



209 

13. El método de la reivindicación 11 o 12 en el que la planta acumula de aproximadamente 50 % a 
aproximadamente 400 % más lípido que una planta de control adecuada. 
 
14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13 en el que la planta se procesa en al menos uno de: 
 5 
i) un pienso animal; y 
ii) una materia prima de biocombustible. 
 
15. Un método para producir un cuerpo oleoso en una célula hospedadora, comprendiendo el método: 
 10 
a) introducir en una célula hospedadora al menos un polinucleótido de la reivindicación 1 y una molécula de ácido 
nucleico que codifica una enzima de síntesis de TAG; y 
b) cultivar la célula hospedadora para expresar la oleosina modificada y la enzima de síntesis de TAG, 
 
en el que el método comprende opcionalmente al menos una de las etapas adicionales: 15 
 
i) procesar la célula hospedadora en una fracción oleosa; y 
ii) procesar el aceite en al menos uno de: 
 
A) un combustible, 20 
B) un producto oleoquímico; 
C) un aceite nutricional; 
D) un aceite cosmético; 
E) un ácido graso poliinsaturado (PUFA); y 
F) una combinación de uno cualquiera de A) a E). 25 
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Figura 1 

 

ES 2 574 082 T3

 



211 

 

ES 2 574 082 T3

 



212 

 

ES 2 574 082 T3

 



213 

 

ES 2 574 082 T3

 



214 

 

ES 2 574 082 T3

 



215 

 

ES 2 574 082 T3

 



216 

 

ES 2 574 082 T3

 



217 

 

ES 2 574 082 T3

 



218 

Figura 2 
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Figura 3 
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Figura 4 
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Figura 5 
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