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DESCRIPCIÓN 
 
Aceite de semilla de algodón mejorado y usos 
 
Campo 5 
 
La presente memoria descriptiva se refiere a la producción de plantas y semillas de algodón y aceite preparado a 
partir de ellas que tienen niveles elevados de ácido oleico y niveles reducidos de ácidos palmítico y linoleico. 
Además, en el presente documento se describen semillas de algodón que tienen niveles bajos de ácidos grasos de 
ciclopropano y/o de ciclopropeno y/o niveles reducidos de gosipol. La memoria descriptiva describe también 10 
secuencias de nucleótidos y de aminoácidos de FatB y CPA-FAS derivadas del algodón de modo que facilita, entre 
otras cosas, la modificación directa del contenido y/o la composición de aceite vegetal. 
 
Antecedentes 
 15 
El algodón es un cultivo de doble propósito, que produce tanto fibra como semillas como productos agrícolas 
primarios valiosos. Normalmente, los productos de semilla de algodón, incluidas las cáscaras (26 %), el línter (9 %), 
el aceite (16 %) y la harina de semilla de algodón (45 %) representan aproximadamente el 15 % del valor de granja 
de la cosecha de algodón (Cherry y Leffler, Seed. En "Cotton, agronomy monograph No. 24" (eds RJ Kohel, CF 
Lewis) pp. 511–569. Crop Science Society of America, Madison, WI, USA, 1984), mientras que la hebra proporciona 20 
la mayor parte del 85 % restante del valor. El aceite de semilla de algodón es el producto más valioso derivado de la 
semilla de algodón. 
 
El aceite de semilla de algodón tiene una larga tradición de uso en la elaboración de alimentos. Dado que el aceite 
de semilla de algodón tiene un sabor blando y neutro que no enmascara el sabor inherente de los alimentos, es un 25 
aceite popular y ampliamente utilizado para frituras en el sector de servicios de alimentos para aperitivos y alimentos 
(Jones y King, Cottonseed Oil. National Cottonseed Products Associations, Inc. and the Cotton Foundation, 
Memphis, TN, USA, 1993). El aceite de semilla de algodón también se utiliza habitualmente como ingrediente en 
adobos, aderezos, pasteles, margarinas y mantecas. 
 30 
El valor nutritivo e industrial del aceite de semilla de algodón, al igual que otros aceites vegetales, se ve afectado por 
la composición de ácidos grasos en el aceite, es decir, el nivel relativo de cada uno de los ácidos grasos en el aceite 
y las propiedades conferidas por la longitud de la cadena de carbono y el nivel de insaturación de cada ácido graso. 
 
El aceite de semilla de algodón aislado y purificado se compone principalmente (> 95 %) de triacilgliceroles (TAG) 35 
que se sintetizan y depositan durante el desarrollo de la semilla. Las moléculas de TAG consisten en tres ácidos 
grasos esterificados con un esqueleto de glicerol, denominadas las posiciones sn-1, sn-2 y sn-3. En pocas palabras, 
la biosíntesis de novo de ácidos grasos en semillas de algodón, como en otras semillas oleaginosas, se produce en 
el estroma de plastos durante el desarrollo y el crecimiento de las semillas, es decir, antes de la maduración. A 
continuación, los ácidos grasos se exportan desde de los plastos en forma de tioésteres de acil-CoA a los sistemas 40 
de endomembrana citoplásmicos (retículo endoplásmico, RE) en los que se produce la modificación de los ácidos 
grasos después de la transferencia de los grupos acilo desde los tioésteres CoA a fosfolípidos mediante 
aciltransferasas. A esto le sigue el ensamblaje de TAG y el almacenamiento en los oleosotas. 
 
La enzima que contiene biotina acetil-CoA carboxilasa (ACCasa) cataliza la primera etapa comprometida en la vía 45 
mediante la activación de acetil-CoA al intermedio de tres carbonos, malonil-CoA, mediante la adición de un grupo 
carboxilo. A continuación, el grupo malonilo se transfiere desde la CoA a una proteína transportadora de acilo (ACP), 
que sirve como transportador para la cadena de ácido graso en crecimiento. La malonil-ACP se hace reaccionar con 
una segunda enzima de condensación de acetil-CoA, cetoacil-ACP sintasa III (KASIII), dando como resultado una 
cadena de cuatro carbonos. El proceso repetido de la adición de unidades de dos carbonos sobre la cadena de 50 
ácidos grasos alargada es catalizado por KASI, lo que conduce a la formación de palmitoil-ACP. La KASII cataliza la 
elongación de palmitoil-ACP a estearoil-ACP. Una estearoil–ACP ∆9–desaturasa introduce el primer doble enlace en 
el estearoil-ACP para convertirlo en oleoil-ACP en el plasto. La cadena de acilo graso saturada, extendida y el oleato 
monoinsaturado se escinden del ACP mediante una enzima tioesterasa específica, FatB o FatA, respectivamente, lo 
que les permite salir del plasto y entrar en el citoplasma. Los ácidos grasos saturados liberados en el citoplasma no 55 
se modifican adicionalmente. Sin embargo, el ácido oleico puede modificarse adicionalmente en las membranas del 
retículo endoplásmico (RE) mediante la acción de las desaturasas unidas a membrana. Las cadenas de acilo unidas 
a fosfatidilcolina (PC) sirven como sustrato para las enzimas modificadoras de lípidos localizadas en el RE, tales 
como ácido graso desaturasa 2 (FAD2), que introduce un doble enlace en el ácido oleico en la posición sn-2 de PC 
para producir ácido linoleico. Todos los grupos acilo grasos modificados y no modificados forman después un grupo 60 
mientras están unidos a la CoA. En el algodón, pero no en otras semillas oleaginosas de zonas templadas, se puede 
utilizar ácido oleico como sustrato para la ciclopropanación catalizada por la ciclopropano ácido graso sintasa para 
producir ácido dihidroestertérmico. A continuación, este ácido graso se desatura para producir ácido estercúlico y, 
luego, se oxida en α para producir ácidos malválicos. Finalmente, los grupos acilo grasos se incorporan a lípidos de 
almacenamiento a través de la vía de Kennedy mediante la esterificación secuencial de glicerol-3-fosfato por la 65 
acción de una serie de enzimas de ensamblaje de TAG. 
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La enzima acil-ACP tioesterasa (FatB) (EC 3,1.2, 14) cataliza la hidrólisis del enlace tioéster entre el resto acilo y 
ACP en la acil-ACP y la liberación de ácido graso libre en el plasto. Después, el ácido graso libre se vuelve a 
esterificar a CoA en la envoltura de plasto a medida que se transporta fuera del plasto. FatB pertenece a una clase 
de enzimas de ácido graso tioesterasa (FAT) solubles codificadas en el núcleo que primero se traducen como 
proteínas precursoras. Por lo tanto, la especificidad del sustrato de las enzimas FAT en el plasto está implicada en la 5 
determinación del espectro de la longitud de cadena y el grado de saturación de los ácidos grasos exportados desde 
el plasto. Las enzimas FAT pueden clasificarse en dos clases basadas en su especificidad de sustrato y las 
secuencias de nucleótidos, FatA y FatB (Jones et al., Plant Cell 7: 359–371, 1995). FatA prefiere oleoil–ACP como 
sustrato, mientras que FatB muestra mayor actividad hacia acil-ACP saturadas de diferentes longitudes de cadena. 
Los genes que codifican la enzima FatB se aislaron primero de especies de plantas que acumulaban ácidos grasos 10 
saturados de longitud de cadena media, tales como ácido láurico (C12:0) del laurel de California (Umbellularia 
californica). La sobreexpresión del gen FatB1 de la U. californica en la canola transgénica condujo a la producción 
de aceite rico en laurato, comprendiendo el laurato un 50 % de los ácidos grasos totales en el aceite (Voelker et al., 
Plant Journal 9: 229–241, 1996). Estudios posteriores demostraron que varios ortólogos de FatB están presentes en 
tejidos de plantas, incluso en semillas, con especificidad de sustrato que varía de C8:0-ACP a C18:0-ACP. 15 
 
El aceite de semilla de algodón producido por el algodón de la altiplanicie (G. hirsutum) convencional (silvestre) 
contiene generalmente aproximadamente 26 % de ácido palmítico (intervalo 22-28 %), 2 % de ácido esteárico, 15 % 
de ácido oleico (intervalo 13-18 %) y 58 % de ácido linoleico (intervalo 52-60 %) (Cherry, J. Am. Oil Chef. Soc. 60: 
360–367, 1983; O'Brien, Cottonseed Oil. En: F.D. Gunstone (Ed.) Vegetable Oils in Food Technology: Composition, 20 
Properties and Uses. Blackwell Publishing, Oxford, pp. 203–230, 2002). Además de estos ácidos grasos que 
también están presentes en la mayoría de los otros cultivos de semillas oleaginosas de zonas templadas, el aceite 
de semilla de algodón no hidrogenado también contiene niveles bajos (0,5-1 %) de ácidos grasos ciclopropano o 
ciclopropeno, principalmente ácidos malválico, estercúlico y dihidroestercúlico (Shenstone y Vickery, Nature 190: 
68–169, 1961; Cherry, 1983 (citado anteriormente); solicitud de patente japonesa JP S57 208957). Los ácidos 25 
grasos de ciclopropano (CPA) y ciclopropeno (CPE) se encuentran en los aceites de semilla de plantas del orden de 
Malvales y algunas gimnospermas, incluido en algodón. Dos especies de Sapindaceae, lichi (Litchi chinensis) y ojo 
de dragón (Euphoria longan) contienen hasta un 40 % de de ácidos grasos de CPA en sus aceites de semilla, 
principalmente como ácido dihidroestercúlico (DHS). El aceite de semilla de Sterculia foetida contiene hasta un 78 % 
de ácidos grasos de CPE, principalmente ácidos estercúlicos (STC) y malválicos (MVL). El aceite de semilla de 30 
algodón no hidrogenado contiene cantidades relativamente pequeñas (0,5-1,0 %) de ácidos grasos de CPE y de 
CPA, principalmente en los ejes de los embriones. Asimismo, se observa que las raíces y los hipocótilos de algodón 
acumula niveles bajos niveles de STC y MVL. CPA y CPE no se encuentran en niveles detectables en los principales 
cultivos de semillas oleaginosas que no sean algodón, incluyendo en el aceite de palma, de soja, de maíz, de 
canola, de mostaza, de girasol, de cártamo, de cacahuete, de lino, otras Brassicas etc. 35 
 
La primera etapa comprometida para producir estos ácidos grasos raros es catalizada por una ciclopropano ácido 
graso sintasa (CPA-FAS) que añade un grupo metileno a través del doble enlace de ácido oleico para producir DHS 
(Figura 2). En el algodón, la enzima CPA desaturasa desatura la mayor parte del DHS para producir STC, la mayor 
parte del cual se modifica adicionalmente mediante α-oxidación para formar MVL (Figura 2). ). El MVL es el ácido 40 
graso ciclopropenoide predominante en el aceite de semilla de algodón silvestre. 
 
El nivel relativamente alto de ácidos grasos saturados, principalmente ácido palmítico, en el aceite de semilla de 
algodón en comparación con los aceites de la mayoría de los otros cultivos de semillas oleaginosas de zonas 
templadas contribuye a la estabilidad oxidativa del aceite de semilla de algodón, de forma que compensa la mayor 45 
inestabilidad de los otros componentes de ácidos grasos insaturados. También imparte el alto punto de fusión 
necesario para fabricar productos tales como margarina y manteca. Por otra parte, los niveles más altos de ácido 
palmítico son menos deseables desde el punto de vista nutricional debido a su propiedad de elevar los niveles de 
colesterol LDL en seres humanos, asociado con un mayor riesgo de cardiopatía cardiovascular (CCV) (Lindsey et 
al., Exp. Biol. Med. 195: 261–269, 1990). A excepción del aceite de palma, la semilla de algodón contiene el nivel 50 
más alto de ácido palmítico (26 %) entre los aceites vegetales básicos principales. Se ha notificado ampliamente que 
el ácido palmítico y otros ácidos grasos saturados de cadena más corta elevan los niveles plasmáticos totales de 
colesterol y de colesterol de lipoproteína de baja densidad (Kris–Etherton et al., Nutrition–today (USA). 28: 30–38, 
1993). El aceite de semilla de algodón también contiene un nivel elevado de ácido linoleico que es oxidativamente 
inestable y, por lo tanto, limita la vida útil del aceite y lo hace inadecuado para algunas aplicaciones de alimentos. 55 
 
Por lo tanto, el aceite de semilla de algodón convencional a menudo se procesa mediante hidrogenación parcial 
durante la cual el ácido linoleico poliinsaturado se transforma en ácidos grasos monoinsaturados (oleico) y saturados 
(esteárico) más estables. La hidrogenación parcial da lugar a una serie de cambios estructurales en una fracción de 
los ácidos grasos, incluyendo el desplazamiento de un doble enlace. Esto puede conducir a la producción de ácidos 60 
grasos trans (TFA) que son isómeros de los ácidos grasos insaturados de origen natural. En la mayoría de los 
ácidos grasos insaturados de origen natural, tales como ácido oleico, los dos átomos de hidrógeno unidos a los 
átomos de carbono de doble enlace están en el mismo lado de los dobles enlaces de la cadena de carbono, y esto 
se denomina un doble enlace cis. Sin embargo, la hidrogenación parcial vuelve a configurar algunos de los dobles 
enlaces de manera que los dos átomos de hidrógeno están en lados opuestos del doble enlace carbono-carbono, ya 65 
que es la forma de energía más baja, y esto se denomina configuración trans. Por tanto, la hidrogenación parcial 
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produce ácidos grasos trans, tales como ácido elaídico a partir de ácido oleico. Los ácidos oleico y elaídico 
contienen el mismo número de átomos (C18:1), con un doble enlace en el mismo lugar, pero es la conformación del 
doble enlace la que los separa. Los TAG que contienen ácido eládico, con la configuración de doble enlace trans, 
tiene un punto de fusión mucho más alto que el ácido oleico. En los últimos años se ha reconocido cada vez más 
que los TFA tienen propiedades a aumento significativo de los niveles de colesterol-LDL y de disminución de los 5 
niveles de colesterol-HDL y, por lo tanto, aumentan el riesgo de enfermedades cardiovasculares basándose en 
pruebas derivadas de estudios epidemiológicos y clínicos (Oomen et al., Lancet 357: 746–751, 2001; Mozaffarian et 
al., N. Engl. J. Med. 354: 1601–1613, 2006). La hidrogenación parcial convierte también los ácidos grasos 
ciclopropanoicos o ciclopropenoicos en ácidos grasos de cadena ramificada abriendo el anillo de ciclopropano, de 
modo que se produce un ácido graso ramificado con un grupo metilo adicional unido al C9 o C10 de la cadena 10 
carbonada del ácido graso. 
 
En comparación con los ácidos grasos poliinsaturados, el ácido oleico es más estable frente a la oxidación tanto a 
temperaturas de almacenamiento ambientales como a temperaturas altas utilizadas en la cocción y fritura de 
alimentos. Los estudios con una serie de aceites vegetales, tales como aceite de cártamo y aceite de soja, indican 15 
que los aceites vegetales con alto contenido de ácido oleico desarrollan rancidez o se descomponen oxidativamente 
más lentamente durante el almacenamiento o durante la fritura u otro uso, en comparación con los aceites que 
contienen cantidades altas de ácidos grasos poliinsaturados (Fuller et al., J. Food Sci. 31: 477–480, 1966; Mounts et 
al., J. Am. Oil Chem. Soc. 65: 624–628, 1998). 
 20 
Como se ha mencionado anteriormente, el aceite de semilla de algodón se caracteriza también por la presencia de 
pequeñas cantidades de ácidos malválicos, estercúlico y dihidroestercúlico, grupo de ácidos grasos de propano 
cíclicos derivado del ácido oleico. Se sabe que los ácidos malválico y estercúlico son potentes inhibidores de la ∆9-
estearoil-CoA desaturasa animal. Aunque los ácidos grasos de CPA y CPE no son estables y se eliminan en su 
mayor parte durante el procesamiento del aceite, en particular mediante hidrogenación, el aceite residual en la 25 
harina y la semilla de algodón completa utilizada en la industria alimentaria podrían tener efectos negativos sobre la 
salud animal. Se piensa que la alimentación de animales de granja con cantidades excesivas de semilla de algodón 
posiblemente cause una serie de problemas de salud para los animales y puede afectar a la calidad de los productos 
animales, tales como la solidificación de las grasas en la yema de huevo y la leche (Johnson et al., Nature 214: 
1244–1245, 1967; Roehm et al., Lipids 5: 80–84, 1970). Se han desarrollado métodos para inactivar los ácidos 30 
grasos ciclopropenoides a través de procesos de hidrogenación parcial especializados. Merker y Mattil, 1965 
informaron sobre un proceso de hidrogenación en el que los ácidos malválico y estercúlico se redujeron de forma 
selectiva en sus derivados dihidro o tetrahidro, mediante un catalizador de níquel, sin reducción significativa de la 
formación de ácido linoleico o de ácido trans. Hutchins et al., Journal of American Oil Chemists Society 45: 397–399, 
1968 mostraron hidrogenación selectiva de los grupos ciclopropenoides en aceite de semilla de algodón por medio 35 
de un reactor de lecho relleno y catalizadores de níquel en condiciones más suaves. Sin embargo, estos procesos 
de hidrogenación añaden costes adicionales para el procesamiento del aceite y no son deseables. 
 
En la década de 1970, el programa de cultivo del algodón de la serie Acala SJ en California (Cherry, 1983 (citado 
anteriormente)) redujo el ácido palmítico de 23,3 a 22,7 %, aumentó el ácido oleico del 16,6 % al 17,3 % y redujo los 40 
ácidos grasos cíclicos totales del 0,9 % al 0,8 % en el aceite de semilla de algodón. Sin embargo, en comparación 
con los logros obtenidos en otros cultivos de semillas oleaginosas, estos cambios fueron menores, lo que refleja la 
estrecha base genética de las variedades de algodón de élite como resultado de la selección persistente de rasgos 
distintos de la calidad del aceite. 
 45 
Se aislaron cuatro ADNc diferentes que codificaban FAD2 a partir de algodón (Liu et al., Australian Journal of Plant 
Physiology 26: 101–106, 1999a; Liu et al., Plant Physiol. 120: 339, 1999b; Pirtle et al., Biochim. Biophys. Acta 1522: 
122–129, 2001), entre los cuales se determinó que ghFAD2–1 desempeña un pape principal en la producción de 
ácido linoleico en el aceite de semilla de algodón. El análisis de la expresión génica sugirió que el gen ghFAD2–1 se 
expresaba específicamente en semillas en desarrollo, con expresión máxima durante la etapa de madurez media del 50 
desarrollo de semillas (Liu et al., 1999a (citado anteriormente)). 
 
La patente de Estados Unidos n.º 6974898 describe la generación de aceite de semilla de algodón que contiene 
hasta un 77 % de ácido oleico mediante regulación por disminución de la ∆12 desaturasa microsomal (FAD2) 
mediante métodos de ARNi. 55 
 
Chapman et al., J. Am. Oil Chem. Soc. 78: 941–947, 2001, transformaron plantas de algodón con una construcción 
que codifica un alelo mutante no funcional de fad2, obtenido a partir de semilla de colza y expresado a partir de un 
promotor de faseolina específico de semilla en orientación de sentido. Aproximadamente la mitad de las 43 líneas 
transgénicas que se generaron mostraron un ligero aumento del contenido de ácido oleico en el aceite de la semilla, 60 
que variaba del 24-30 %. En las generaciones siguientes, se identificaron semillas con niveles más altos de ácido 
oleico hasta el 40 %. 
 
Los mutantes fatB de Arabidopsis que tenían aceite de semilla con niveles reducidos de ácido palmítico mostraron 
un crecimiento vegetativo reducido a temperaturas normales (Bonaventure et al., Plant Cell 15: 1020–1033, 2003). 65 
Sin embargo, en estudios anteriores con construcciones antisentido para regular por disminución AtFatB en 
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Arabidopsis, utilizando el promotor de CaMV35S para expresar el ARN antisentido, se observó una reducción 
sustancial de los niveles de ácido palmítico solo en las flores y las semillas, no en las hojas ni en las raíces, y no 
hubo un fenotipo visual obvio (Dormann et al., Plant Physiol. 123: 637–644, 2000). La regulación por disminución de 
FatB también se ha descrito en soja, cánola o arroz para alterar la composición de ácidos grasos (solicitud de 
patente internacional WO 2004/000871, patente de Estados Unidos n.º5.955.650, solicitud de patente internacional 5 
WO 2008/006171; solicitud de patente de Estados Unidos n.º 2004/0107460 A1). 
 
En el algodón, como en muchas plantas templadas, las enzimas FatB parecen estar codificadas por una familia 
multigénica. Yoder et al., Biochimica et Biophysica Acta 1446: 403–413, 1999, aislaron una secuencia de ADN 
genómico que se pensaba que codificaba una acilACP tioesterasa en el algodón. 10 
 
Wilson et al., J. Am. Oil Chem. Soc. 78: 335–340, 2001 y Buhr et al., Plant J. 30: 155–163, 2002, utilizaron enfoques 
antisentido y de ribozimas, respectivamente, para reducir el ácido palmítico en las semillas de soja. 
 
Recientemente se aisló un gen de CPA–FAS de Sterculia foetida utilizando un abordaje basado en EST (Bao et al., 15 
Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 99: 7172–7177, 2002; Bao et al., J. Biol. Chem. 278(15): 12846–12853, 2003; solicitud 
de patente de Estados Unidos US 2006/0053512). Se identificaron dos secuencias de EST de G. hirsutum que se 
expresaban de forma diferencial mediante la infección de las raíces/hipocótilos de algodón después de la inoculación 
de Fusarium (Dowd et al., Molecular Plant–Microbe Interactions. 17: 654–667, 2004). 
 20 
Por lo tanto, existe la necesidad de aceite de semilla de algodón mejorado. 
 
Sumario 
 
A lo largo de esta memoria descriptiva, a menos que el contexto requiera lo contrario, se entiende que la palabra 25 
"comprenden" o variaciones tales como “comprende” o “que comprende” implica la inclusión de un elemento o 
número entero o grupo de elementos o de números enteros indicados, pero no la exclusión de cualquier otro 
elemento, número entero o grupo de elementos o de números enteros. Cada realización debe aplicarse mutatis 
mutandis a cualquier otra realización a menos que se indique expresamente lo contrario. 
 30 
Como se usa en el presente documento, las formas del singular “un” “uno/una” y “el/la” incluyen los aspectos en 
plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por tanto, por ejemplo, la referencia a "una mutación" 
incluye una única mutación, así como dos o más mutaciones; la referencia a "un agente" incluye un agente, así 
como dos o más agentes; etc. 
 35 
Los detalles bibliográficos de las publicaciones a las que el autor hace referencia en la presente memoria descriptiva 
se recogen al final de la descripción. 
 
La referencia en esta memoria descriptiva a cualquier publicación previa (o información derivada de ella), o a 
cualquier asunto que se conozca, no se toma y no debe tomarse como un reconocimiento o admisión o cualquier 40 
forma de sugerencia de que esa publicación previa (o información derivada de ella) o materia conocida forma parte 
del conocimiento general habitual en el campo de esfuerzo al que se refiere la presente memoria descriptiva. 
 
La expresión "derivado de" indica que el número entero especificado se obtiene de una fuente específica aunque no 
necesariamente directamente de esa fuente. 45 
 
La designación de secuencias de aminoácidos de ejemplo se muestra en la Tabla 5. 
 
Se hace referencia a las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos con un número identificador de secuencia 
(SEQ ID NO:). Las SEQ ID NO: corresponden numéricamente a los identificadores de secuencia 50 
<400> 1 (SEQ ID NO: 1),  <400> 2 (SEQ ID NO: 2), etc. En la tabla 4 se proporciona un resumen de identificadores 
de secuencia. Después de las reivindicaciones se proporciona un listado de secuencias. 
 
En el presente documento, los genes y otro material genético (por ejemplo, ARNm, construcciones de ácidos 
nucleicos, etc.) se representan en cursiva, mientras que sus productos de expresión proteicos no se representan en 55 
cursiva. 
 
En una realización, la presente memoria descriptiva describe un método para producir aceite de semilla de algodón 
modificado, que comprende las etapas de (i) obtener semilla de algodón, (ii) extraer el aceite de la semilla de 
algodón, y (iii) recuperar el aceite de semilla de algodón, en el que el aceite de semilla de algodón tiene una 60 
composición modificada de ácidos grasos tal que del 72 % al 88 % del contenido total de ácidos grasos en el aceite 
de semilla de algodón es ácido oleico, del 4 % al 10 % es ácido palmítico y del 4 % al 15 % es ácido linoleico. En 
algunas realizaciones, del 74 % al 86 % del contenido total de ácidos grasos del aceite de semilla de algodón es 
ácido oleico. En otras realizaciones, del 4 % al 12 % es ácido linoleico. En relación con los ácidos grasos trans, en 
algunas realizaciones, el aceite de semilla de algodón tiene menos del 0,5 %, preferentemente menos del 0,1 %, del 65 
contenido total de ácidos grasos es un ácido graso trans. En algunas realizaciones, el ácido graso trans es ácido 
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elaídico. En algunas realizaciones, del 0,1 % al 0,5 % del contenido total de ácidos grasos en el aceite de semilla de 
algodón es ácido graso de ciclopropano (CPA) o ácido graso de ciclopropeno (CPE). En realizaciones particulares, 
el ácido graso de ciclopropano o de ciclopropeno es ácido malválico, ácido estercúlico, ácido dihidroestertérmico o 
cualquier combinación de dos de estos o los tres de estos. En otras realizaciones, menos del 0,5 %, 
preferentemente menos del 0,1 %, del contenido total de ácidos grasos es un ácido graso ramificado en C9 o C10. 5 
En realizaciones preferentes, el contenido total de ácidos grasos del aceite de semilla tiene la composición de 74 % 
al 86 % de ácido oleico, del 4 % al 10 % de ácido palmítico, del 4 % al 12 % de ácido linoleico y, opcionalmente, del 
0,1 % al 0,5 % en total de ácido graso de ciclopropano (CPA) y de ácido graso de ciclopropeno (CPE), y, 
opcionalmente, menos de 1,0 %, preferentemente menos de 0,5 %, más preferentemente menos de 0,1 %, del 
contenido total de ácidos grasos es un ácido graso trans. 10 
 
En algunas realizaciones, el método de producción comprende además recoger la pelusa que comprende la semilla 
de algodón de una planta de algodón y/o desmotar la semilla de algodón a partir de la pelusa que comprende la 
semilla de algodón. Como alternativa o además de, la etapa (ii) comprende triturar la semilla de algodón y/o extraer 
el disolvente de la semilla de algodón triturada. En una realización adicional, la etapa (iii) comprende purificar el 15 
aceite de semilla de algodón. La purificación del aceite de semilla puede comprender desgomar el aceite, decolorar 
el aceite, desodorizar el aceite, alterar el pH del aceite, hidrolizar el aceite o cualquier combinación de los mismos. 
 
De forma ventajosa, en algunas realizaciones, el método no comprende una etapa de hidrogenación o hidrogenación 
parcial del aceite de semilla de algodón. Sin limitarse a ningún modo particular de acción, el bajo nivel de ácido 20 
linoleico y el nivel relativamente alto de ácido oleico evitan la necesidad de estabilizar los ácidos grasos, evitando de 
este modo la producción de novo de ácidos grasos trans inducida por algunas formas de hidrogenación. 
 
Por consiguiente, en otro aspecto, la memoria descriptiva proporciona aceite de semilla de algodón obtenible 
mediante extracción de la semilla de algodón como se describe en el presente documento, en el que del 72 % al 88 25 
% del contenido total de ácidos grasos en el aceite de semilla de algodón es ácido oleico, del 4 % al 10 % es ácido 
palmítico y del 4 % al 15 % es ácido linoleico, en el que el ácido graso de ciclopropano (CPA) y/o el ácido graso de 
ciclopropeno (CPE) están presentes en dicho aceite de semilla de algodón, y en el que la composición de ácidos 
grasos de dicho aceite no se ha modificado después de la extracción. En algunas realizaciones, del 74 % al 86 % del 
contenido total de ácidos grasos del aceite de semilla de algodón es ácido oleico. En otras realizaciones, del 4 % al 30 
12 % es ácido linoleico. En algunas realizaciones, del 0,1 % al 0,5 % del contenido total de ácidos grasos en el 
aceite de semilla de algodón es ácido graso de ciclopropano (CPA) o ácido graso de ciclopropeno (CPE). En 
realizaciones particulares, el ácido graso de ciclopropano o de ciclopropeno es ácido malválico, ácido estercúlico, 
ácido dihidroestertérmico o cualquier combinación de dos de estos o los tres de estos. En realizaciones preferentes, 
el contenido total de ácidos grasos del aceite de semilla tiene la composición de 74 % al 86 % de ácido oleico, del 4 35 
% al 10 % de ácido palmítico, del 4 % al 12 % de ácido linoleico y, opcionalmente, del 0,1 % al 0,5 % en total de 
ácido graso de ciclopropano (CPA) y de ácido graso de ciclopropeno (CPE), y, opcionalmente, menos de 1,0 %, 
preferentemente menos de 0,5 %, más preferentemente menos de 0,1 %, del contenido total de ácidos grasos es un 
ácido graso trans. 
 40 
En otro aspecto, la presente memoria descriptiva proporciona semilla de algodón que tiene una composición de 
ácido graso modificada en su aceite, en el que del 72 % al 88 % del contenido total de ácidos grasos en el aceite de 
la semilla de algodón es ácido oleico, del 4 % al 10 % es ácido palmítico y del 4 % al 15 % es ácido linoleico. En 
algunas realizaciones, del 74 % al 86 % del contenido total de ácidos grasos del aceite de semilla de algodón es 
ácido oleico. En otras realizaciones, del 4 % al 12 % es ácido linoleico. En todavía otras realizaciones, del 0,1 % al 45 
0,5 % del contenido total de ácidos grasos en el aceite es un ácido graso de ciclopropano (CPA). En todavía otras 
realizaciones adicionales, la semilla de algodón tiene un nivel reducido de gosipol, en el que el nivel de gosipol en la 
semilla de algodón se reduce en al menos un 10 % con respecto al nivel de gosipol en la semilla de algodón de la 
variedad de algodón Coker. En realizaciones preferentes, el contenido total de ácidos grasos del aceite de semilla 
tiene la composición de 74 % al 86 % de ácido oleico, del 4 % al 10 % de ácido palmítico, del 4 % al 12 % de ácido 50 
linoleico y, opcionalmente, del 0,1 % al 0,5 % en total de ácido graso de ciclopropano (CPA) y de ácido graso de 
ciclopropeno (CPE), y, opcionalmente, menos de 1,0 %, preferentemente menos de 0,5 %, más preferentemente 
menos de 0,1 %, del contenido total de ácidos grasos es un ácido graso trans. 
 
La memoria descriptiva proporciona semilla de algodón o aceite de semilla de algodón obtenible mediante extracción 55 
a partir de la misma, en la que del 72 % al 88 % del contenido total de ácidos grasos en el aceite de semilla de 
algodón es ácido oleico, del 4 % al 10 % es ácido palmítico y del 4 % al 15 % es ácido linoleico, y en la que el ácido 
graso de ciclopropano (CPA) y/o el ácido graso de ciclopropeno (CPE) están presentes en dicho aceite de semilla de 
algodón, y en la que la composición de ácidos grasos de dicho aceite no se ha modificado después de la extracción 
y en la que la semilla de algodón tiene una composición de ácidos grasos en su aceite, en la que del 72 % al 88 % 60 
del contenido total de ácidos grasos en el aceite de la semilla de algodón es ácido oleico, del 4 al 10 % es ácido 
palmítico y del 4 al 15 % es ácido linoleico y en la que la semilla de algodón es transgénica para una construcción 
genética que codifica una o más moléculas de ARN que inhiben la expresión de tres genes que son ghFAD2-1, 
ghFatB-2 y ghCPA-FAS-2, en el que el gen ghFATB-2 es una molécula de ácido nucleico que comprende 
nucleótidos que tienen una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la región de codificación de la 65 
secuencia de ADNc mostrada en la SEQ ID NO: 5 y en la que el gen ghCPA-FAS-2 es una molécula de ácido 
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nucleico que comprende nucleótidos que tienen una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la 
región de codificación de secuencia de ADNc mostrada en la SEQ ID NO: 12. En algunas realizaciones, la semilla de 
algodón es transgénica para una construcción genética que codifica una molécula de ARN que inhibe la expresión 
de dos o más genes que se seleccionan del grupo que consiste en FAD2, FatB-2 y CPA-FAS-2. En algunas 
realizaciones los genes son ghFAD2-1, ghFatB-2 y ghCPA-FAS-2. En una realización ilustrativa, la construcción 5 
genética comprende la construcción MonoCott descrita esquemáticamente en la Figura 12. En otra realización, la 
semilla de algodón es transgénica para una construcción genética que codifica una molécula de ARN que inhibe la 
expresión de dos genes que son ghFAD2-1 y ghFatB-2. En otra realización ilustrativa, la semilla de algodón es de la 
especie Gossypium hirsutum o Gossypium barbadense. 
 10 
En otro aspecto, la memoria descriptiva describe un método para producir la semilla de algodón descrita en el 
presente documento, que comprende recoger la pelusa de una planta de algodón y desmotar la pelusa, produciendo 
de este modo la semilla de algodón. En otra realización, el método comprende sembrar la semilla de algodón 
descrita en el presente documento y permitir que la semilla crezca en la planta de algodón. 
 15 
La presente invención proporciona una planta de algodón que es capaz de producir la semilla de algodón descrita en 
el presente documento, en la que la planta de algodón es transgénica para una construcción genética que codifica 
una o más moléculas de ARN que inhiben la expresión de tres genes que son ghFAD2-1, ghFatB-2 y GhCPA-FAS-2 
en la que el gen ghFATB-2 es una molécula de ácido nucleico que comprende nucleótidos que tienen una secuencia 
que tiene al menos un 90 % de identidad con la región de codificación de la proteína de la secuencia de ADNc 20 
mostrada en la SEQ ID NO:5 y en la que el gen ghCPA-FAS-2 es una molécula de ácido nucleico que comprende 
nucleótidos que tienen una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la región de codificación de 
proteína de la secuencia de ADNc mostrada en la SEQ ID NO:12. La presente memoria descriptiva también describe 
pelusa de algodón obtenida de dicha planta de algodón. 
 25 
De acuerdo con la presente invención, la memoria descriptiva proporciona un método para identificar la semilla de 
algodón que tiene una composición de ácido graso modificada en su aceite, que comprende (i) obtener semillas de 
algodón transgénicas, (ii) determinar la composición de ácidos grasos del aceite de la semilla de algodón y (iii) si del 
72 % al 88 % del contenido total de ácidos grasos en el aceite de la semilla de algodón es ácido oleico, del 4 % al 10 
% es ácido palmítico y del 4 % al 15 % es ácido linoleico, seleccionando la semilla de algodón, en la que la semilla 30 
de algodón de la etapa (i) es transgénica para una construcción genética que codifica una o más moléculas de ARN 
que inhiben la expresión de tres genes que son ghFAD2-1, ghFatB-2 y ghCPA-FAS-2, en la que el gen ghFATB-2 es 
una molécula de ácido nucleico que comprende nucleótidos que tienen una secuencia que tiene al menos 90 % de 
identidad con la región de codificación de la proteína de la secuencia de ADNc mostrada en la SEQ ID NO:5 y en la 
que el gen ghCPA-FAS-2 es una molécula de ácido nucleico que comprende nucleótidos que tienen una secuencia 35 
que tiene al menos 90 % de identidad con la región de codificación de la proteína de la secuencia de ADNc 
mostrada en la SEQ ID NO:12. En algunas realizaciones, el método comprende además la transformación de una 
célula de algodón con una construcción genética y la regeneración de una planta de algodón transgénico antes de la 
etapa (i). En algunas realizaciones, la semilla de algodón de la etapa (i) es transgénica para una construcción 
genética que codifica una molécula de ARN que inhibe la expresión de dos o tres genes que son ghFAD2-1 y 40 
ghFatB-2 o ghFAD2-1 y ghFatB-2 y ghCPA- FAS-2. En algunas realizaciones, el método comprende además las 
etapas de producir una planta de algodón a partir de la semilla y cruzar dicha planta de algodón con una segunda 
planta de algodón, preferentemente de un fondo genético diferente. 
 
Por consiguiente, la memoria descriptiva contempla el uso de la semilla de algodón descrita en el presente 45 
documento para producir aceite aislado o harina de semilla de algodón y el uso de la semilla de algodón como 
alimento para animales o en la producción de un producto alimentario o como combustible. La presente invención 
también contempla el uso del aceite de semilla de algodón descrito en el presente documento en la producción de 
un producto alimentario. Se contempla que el aceite se use para aumentar el contenido de ácido oleico o para 
reducir el contenido de ácido palmítico del producto alimentario. Como alternativa o además de, el aceite se usa 50 
para reducir el nivel o la absorción de ácidos grasos saturados o ácidos grasos trans en el producto alimentario o por 
el animal. Se entenderá que esto se refiere al uso de una cantidad igual de una semilla de algodón, aceite o harina 
de semilla de algodón sin modificar. 
 
La memoria descriptiva también describe un producto alimentario que comprende un ingrediente alimentario que es 55 
el aceite de semilla de algodón como se describe en el presente documento. En otro aspecto, la memoria descriptiva 
proporciona un método para preparar un producto alimentario, que comprende mezclar el aceite de semilla de 
algodón tal como se describe en el presente documento con otros ingredientes alimentarios. 
 
En otro aspecto, la invención proporciona un método para preparar un producto alimentario frito, que comprende 60 
freír un producto alimentario en el aceite de semilla de algodón tal como se describe de acuerdo con el presente 
documento. 
 
El producto objeto puede usarse terapéuticamente y la presente memoria descriptiva describe un método para tratar 
o prevenir una enfermedad en un sujeto, que comprende administrar por vía oral al sujeto, el aceite de semilla de 65 
algodón, la semilla de algodón o el producto alimentario como se describe en el presente documento. En algunos 
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aspectos, la enfermedad es obesidad, enfermedad cardíaca, alto contenido sérico de TAG, niveles altos de 
colesterol en suero, niveles altos de LDL en suero, niveles altos de HDL en suero, hipertensión, cáncer, diabetes, o 
cualquier combinación de los mismos. Se abarca cualquier sujeto que pueda beneficiarse de los presentes métodos 
o composiciones. El término "sujeto" incluye, sin limitaciones, seres humanos y primates no humanos, animales de 
ganado, animales de compañía, animales de laboratorio, animales silvestres en cautiverio, reptiles y anfibios, peces, 5 
aves y cualquier otro organismo. Se puede hacer referencia a un sujeto, independientemente de si es un organismo 
humano o no humano, como paciente, individuo, sujeto, animal, huésped o receptor. En un aspecto en concreto, el 
sujeto es un ser humano. 
 
En un aspecto en concreto, la memoria descriptiva describe una molécula de ácido nucleico quimérico que codifica 10 
un ácido nucleico silenciador de genes que reduce la expresión génica de ghFAD2-1, ghFatB-2 y ghCPA-FAS-2 de 
algodón, en el que el gen ghFATB-2 es una molécula de ácido nucleico que comprende nucleótidos que tienen una 
secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la región de codificación de proteínas de la secuencia de 
ADNc mostrada en SEQ ID NO: 5 y en el que el gen ghCPA-FAS-2 es una molécula de ácido nucleico que 
comprende nucleótidos que tienen una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la región de 15 
codificación de proteínas de la secuencia de ADNc mostrada en la SEQ ID NO: 12. En algunas realizaciones, la 
molécula de ácido nucleico comprende: (i)) una secuencia contigua de nucleótidos expuesta en la SEQ ID NO: 17 o 
una forma complementaria de la misma, o una secuencia que tiene un 90 % de identidad con la misma o una 
secuencia que hibrida con un complemento de la misma en condiciones de hibridación de alta rigurosidad o (ii) una 
variante de la molécula de ácido nucleico de (i) que carece de las secuencias que codifican para el polipéptido CPA-20 
FAS-2 o sus formas complementarias. En una realización ilustrativa, la molécula de ácido nucleico silenciadora 
génica es un ARN en horquilla. En algunas realizaciones, la molécula de ácido nucleico se proporciona dentro de 
una construcción genética. 
 
En algunas realizaciones, la construcción génica comprende el ácido nucleico y comprende además la estructura 25 
expuesta en la figura 12 o las secuencias de los fragmentos A, E, F, G y H expuestas en la figura 13 o una variante 
funcional de la misma. En otras realizaciones, la molécula de ácido nucleico se proporciona en una célula huésped. 
En otras realizaciones, se proporciona una planta o tejido o célula de la misma que comprende un ácido nucleico 
sujeto. En algunas realizaciones, se usan las moléculas de ácido nucleico para reducir la expresión de los genes 
FAD2-1 de algodón, FatB-2 de algodón y/o CPA-FAS-2 de algodón en una planta de algodón. La memoria 30 
descriptiva proporciona, por tanto, una planta de algodón o semilla de la misma modificada que comprende un nivel 
reducido de uno o más genes endógenos seleccionados de FAD2 de algodón, FatB de algodón y CPA-FAS de 
algodón, preferentemente dos o más de dichos genes o de los tres genes, en los que el aceite de semilla de algodón 
de la misma muestra niveles elevados de ácido oleico o niveles reducidos de ácido palmítico y ácido linoleico. 
 35 
En una realización adicional, el aceite de semilla de algodón exhibe niveles reducidos de ácidos grasos de 
ciclopropeno y/o de ciclopropano o gosipol. 
 
En otro aspecto, la memoria descriptiva proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene actividad de FatB de algodón o un fragmento 40 
funcional o una variante del mismo, o una forma complementaria del mismo, estando dicha secuencia nucleotídica 
seleccionada del grupo que consiste en: (i) una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 90 % de identidad 
con la secuencia de nucleótidos de la región de codificación proteica de la secuencia de nucleótidos expuesta en la 
SEQ ID NO: 5 o 7; (ii) una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % de 
identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 6 u 8; (iii) una secuencia de 45 
nucleótidos que hibrida en condiciones de hibridación de rigurosidad como mínimo moderada con al menos 30 
nucleótidos contiguos derivados de la SEQ ID NO: 5 o 7; (iv) una secuencia de nucleótidos que es complementaria a 
(i), (ii) o (iii); y (v) una secuencia de nucleótidos que comprende los nucleótidos 548-843 de la SEQ ID NO: 5. En 
algún aspecto, el ácido nucleico, en particular el ARN, o una variante o fragmento funcional del mismo, se 
proporciona como una molécula sentido, antisentido, ribozima, de cosupresión o ARN bicatenario u otro agente 50 
silenciador de genes. Por lo tanto, la memoria descriptiva proporciona una molécula antisentido o de cosupresión 
que comprende un fragmento de uno cualquiera de (i) - (v) anteriores que se expresa y reduce la expresión de un 
gen FatB de algodón. 
 
En otro aspecto, se proporciona una sonda o cebador aislado que comprende al menos 15 nucleótidos contiguos 55 
derivados de la SEQ ID NO: 5 o la SEC ID Nº 7 o una forma complementaria de las mismas. 
 
En otro aspecto, la memoria descriptiva proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene actividad de CPA–FAS de algodón o un fragmento 
funcional o una variante del mismo, o una forma complementaria del mismo, estando dicha secuencia nucleotídica 60 
seleccionada del grupo que consiste en: (i) una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 90 % de identidad 
con la secuencia de nucleótidos de la región de codificación proteica de la secuencia de nucleótidos expuesta en la 
SEQ ID NO: 10, 12 o 14; (ii) una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene al menos un 80 % 
de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos expuesta en la SEQ ID NO: 11, 13 o 15; ; (iii) una 
secuencia de nucleótidos que hibrida en condiciones de hibridación de rigurosidad como mínimo moderada con al 65 
menos 30 nucleótidos contiguos derivados de la SEQ ID NO: 10, 12 o 14; (iv) una secuencia de nucleótidos que es 
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complementaria a (i), (ii) o (iii); y (v) una secuencia de nucleótidos que comprende 442 nucleótidos de las secuencias 
que codifican CPA–FAS–2 expuestas en el fragmento B de la figura 13. En algunos aspectos, el ácido nucleico, en 
particular el ARN o una variante o fragmento funcional del mismo se proporciona como una molécula sentido, 
antisentido, ribozima, de cosupresión o ARN bicatenario u otro agente silenciador de genes. Por lo tanto, la memoria 
descriptiva proporciona una molécula antisentido o de cosupresión que comprende un fragmento de uno cualquiera 5 
de (i) - (v) anteriores que se expresa y reduce la expresión de un gen CPA–FAS–2 de algodón. 
 
En otro aspecto, se proporciona una sonda o cebador aislado que comprende al menos 15 nucleótidos contiguos 
derivados de la SEQ ID NO: 10, la SEC ID Nº 12 o la SEC ID Nº 14 o una forma complementaria de las mismas. 
 10 
El sumario anterior no es ni debe verse de ninguna manera como una lista exhaustiva de todas las realizaciones de 
la presente invención. 
 
Breve descripción de los dibujos 
 15 

La figura 1 es un diagrama esquemático simplificado de la biosíntesis de ácidos grasos en el desarrollo de 
semillas de algodón que muestran importantes etapas enzimáticas: 1. ceto–acil sintasa III (KASIII), 2. ceto–acil 
sintasa I (KASI), 3. ceto–acil sintasa II (KASII), 4. ∆9–estearoil–ACP desaturasa (SAD), 5. oleoil–ACP 
tioesterasa, 6. acil–ACP tioesterasa, 7. ∆12–oleoil–lípido desaturasa (FAD2), 8. ciclopropano ácido graso sintasa 
(CPA–FAS), 9. ciclopropano ácido graso desaturasa (CPA–FAD), 10. α–oxidasa. DHS: ácido dihidroestercúlico; 20 
STC, ácido estercúlico; MVL, ácido malválico. 
 
La Figura 2 es una representación esquemática de la biosíntesis de los ácidos grasos de ciclopropano (CPA) y 
de ciclopropeno (CPE) en semillas de algodón en desarrollo. El ácido oleico es el sustrato de ácido graso para la 
ciclopropano ácido graso sintasa (CPA-FAS). S-adenosil-L-metionina es el donante de metileno y la 25 
ciclopropanación de ácido oleico es catalizada por CPA-FAS, produciendo ácido dihidroestercúlico (DHS). El 
DHS puede modificarse adicionalmente mediante la desaturación a través de la enzima CPA desaturasa para 
producir ácido estercúlico (STC). Posteriormente, el ácido malválico (MVL) se produce mediante α-oxidación de 
STC catalizada por una oxidasa. 
 30 
La Figura 3 es una representación de la secuencia de nucleótidos del ADNc correspondiente al gen ghFAD2-1 y 
la secuencia de aminoácidos predicha del polipéptido de ghFAD2-1 precursor codificado. La región que codifica 
la proteína es desde los nucleótidos 73 a 1227 (codón de terminación TAA). 
 
La Figura 4 es una representación de la secuencia de nucleótidos del ADNc de la acil-ACP tioesterasa (ghFatB-35 
2) de algodón y la secuencia de aminoácidos predicha del polipéptido precursor ghFatB-2 codificado por el 
ADNc. La región que codifica la proteína es desde los nucleótidos 73 a 1472 (codón de terminación TAG). 
 
La Figura 5 es una representación de la secuencia de nucleótidos del ADNc de la acil-ACP tioesterasa (ghFatB-
3) de algodón y la secuencia de aminoácidos predicha del polipéptido precursor ghFatB-3 codificado por el 40 
ADNc. La región que codifica la proteína es desde los nucleótidos 97 a (codón de terminación TAG). 
 
La Figura 6 es una representación de la secuencia de ADN de la secuencia EST CD486555 a la que se hace 
referencia en el Ejemplo 4. 
 45 
La Figura 7 es una representación de la secuencia de ADN de ghCPA–FAS–1 y los polipéptidos putativos que 
codifica. 
 
La Figura 8 es una representación de la secuencia de ADN de ghCPA–FAS-2 y los polipéptidos putativos que 
codifica. 50 
 
La Figura 9 es una representación de la secuencia de ADN de ghCPA–FAS-3 y los polipéptidos putativos que 
codifica. 
 
La Figura 10 es una representación del análisis de transferencia Southern de los genes CPA-FAS en algodón. 55 
Los ADN genómicos totales de varias especies diploides o tetraploides de Gossypium se digirieron con HindIII. 
Calle 1, G. barbadense (genomas A+D); calle 2, G. hirsutum cv. Deltapine–16 (genomas A+D); calle 3, G. 
hirsutum cv Sicala–V4 (genomas A+D); calle 4, G. herbaceum (genoma A); calle 5, G. raimondii (genoma D). 
 
La Figura 11 es una representación del análisis de transferencia Northern de ARN de la expresión de los genes 60 
ghCPA–FAS–1 (A) ghCPA–FAS–2 (B) en algodón. Las muestras de ARN transferidas a la membrana se 
obtuvieron de: calle 1, cotiledón; 2, hipocótilo; 3, hoja; 4, raíz; 5–9, embriones de algodón en desarrollo a los 25, 
30, 35, 40, 45 días después de la antesis, respectivamente; 10, eje embrionario. 
 
La Figura 12 es un diagrama esquemático del transgén quimérico utilizado para generar silenciamiento de tres 65 
genes en algodón (construcción MonoCott). Las secuencias de ADN de los fragmentos marcados en la parte 

E09799857
15-11-2016ES 2 603 530 T3

 



10 

superior de la construcción se detallan en la Figura 11. (Abreviaturas: LB: ADN-T borde izquierdo; LecP: 
promoter de la lectina de soja; ghFAD2–1: ADNc de oleoil ∆12 desaturasa microsomal de algodón; ghCPA–FAS–
2: ciclopropano ácido graso sintasa de algodón; ghFatB–1: palmitoil–ACP tioesterasa de algodón; lec–T: 
terminador de lectina de soja; RB2: borde derecho ADN-T 2; S1: promotor del segmento 1 del virus de la atrofia 
subterránea del trébol; S3: terminador del segmento 3 del virus de la atrofia subterránea del trébol; NPTII: gen de 5 
la fosfotransferasa de la neomicina. Los tamaños del ADNc de longitud completa y los fragmentos seleccionados 
de cada gen diana en la fabricación de la construcción de ARNi también se indicaron). 
 
La Figura 13 es una representación de las secuencias de ADN utilizadas para hacer la construcción del ARNi 
ilustrada en la Figura 12. El fragmento A es el promotor Lec1 específico de la semilla; el fragmento B es el 10 
fragmento quimérico de los tres genes diana, incluyendo ghFAD2–1 (subrayado), ghCPA–FAS–2 (fuente en 
cursiva) y ghFatB–2 (fuente en negrita); el fragmento C es el intrón ghFAD2-1 utilizado para separar las 
repeticiones invertidas. El fragmento D es la repetición invertida del fragmento B; el fragmento E es la secuencia 
de terminación de la transcripción/poliadenilación del gen de la lectina; el fragmento F es el promotor s1 que 
controla la expresión del gen marcador seleccionable (F + G + H); el fragmento G es la región de codificación de 15 
la proteína NPTII que confiere resistencia a la kanamicina y se utiliza como marcador seleccionable; fragmento 
H, la secuencia de terminación de la transcripción/ poliadenilación s3. 
 
La Figura 14 es una representación gráfica de la acumulación de los ácidos palmítico y oleico en semillas 
individuales de tres generaciones de DCS9-34:( Semillas T2 transportadas en la línea transgénica primaria (A); 20 
semillas T3 transportadas en la planta T2 seleccionada (B) y semillas T4 transportadas en una planta T3 
seleccionada (C). 
 
La Figura 15 es una representación gráfica de la acumulación de ácidos grasos cíclicos totales en los ejes de 
embriones extirpados de semillas individuales de algodón. DCS9–34 es la línea MonoCott con rasgos HO, LP y 25 
niveles bajos de ácidos grasos cíclicos; LY–2 es la línea con los rasgos HO y LP; y un incremento de los ácidos 
grasos cíclicos; Coker315 es el algodón convencional o control. 

 
Descripción detallada 
 30 
La presente memoria descriptiva se basa en la producción de plantas de algodón modificadas en las que las plantas 
se modifican usando construcciones silenciadoras de genes de ARN en horquilla quimérico. Las progenies estables 
se caracterizan por comprender aceite que tiene las propiedades altamente deseables, incluyendo niveles 
significativamente más bajos de ácido palmítico y ácido linoleico, y niveles significativamente más altos de ácido 
oleico que los controles, y que los niveles que se encuentran normalmente en aceite de semilla de algodón extraído 35 
de variedades de cultivos de algodón comercialmente útiles. La expresión génica reducida de CPA-FAS-2 facilitó 
una reducción en el nivel de los ácidos grasos ciclopropenoides y la presencia de CPA y/o CPE en el aceite de 
semilla de algodón. Aunque la presente invención se ilustra utilizando construcciones de silenciamiento de genes de 
ARN en horquilla, no está limitada y otros métodos conocidos por los expertos en la técnica, tales como los descritos 
en el presente documento, también se contemplan para su uso en la producción de plantas y productos derivados de 40 
la misma con las ventajas divulgadas en el presente documento. 
 
La referencia en el presente documento al aceite de semilla de algodón se refiere a aceite endógeno de semilla de 
algodón y aceite de semilla de algodón extraído de semillas de algodón derivadas de las plantas de algodón 
modificadas descritas en el presente documento. Por lo tanto, la presente invención no se refiere a la modificación 45 
posterior a la extracción del aceite de semilla de algodón que altera de forma sustancial la composición de ácidos 
grasos. 
 
La presente invención implica la modificación de la actividad génica y la construcción y uso de genes quiméricos. Tal 
como se utiliza en el presente documento, el término "gen" incluye cualquier secuencia de desoxirribonucleótidos 50 
que incluye una región de codificación de proteínas o que se transcribe en una célula pero no se traduce, así como 
las regiones reguladoras no codificantes asociadas. Tales regiones asociadas normalmente están situadas 
adyacentes a la región de codificación o la región transcrita en ambos extremos 5 'y 3' para una distancia de 
aproximadamente 2 kb a cada lado. A este respecto, el gen puede incluir señales de control, tales como promotores, 
potenciadores, señales de terminación y/o poliadenilación que están asociadas de forma natural con un gen dado o 55 
señales de control heterólogas, en cuyo caso el gen se denomina "gen quimérico". Las secuencias que están 
localizadas en 5’ de la región de codificación y que están presentes en el ARNm se denominan secuencias 5’ no 
traducidas. Las secuencias que están localizadas en 3’ o aguas abajo de la región de codificación y que están 
presentes en el ARNm se denominan secuencias 3’ no traducidas. El término “gen" abarca tanto ADNc como las 
formas genómicas de un gen. 60 
 
Un "gen FAD2-1 de algodón", "gen ghFAD2-1" o similar, tal como se utiliza en el presente documento se refiere a 
una secuencia de nucleótidos que codifica la oleoil-A12-desaturasa en algodón, que se expresa en semillas de 
algodón en desarrollo. Un gen ghFAD2–1 se puede distinguir fácilmente de los genes que codifican otras oleoil-A12-
desaturasas u otras proteínas por los expertos en la técnica, en particular de un gen ghFAD2-2, por ejemplo la SEQ 65 
ID NO: 26. Los genes FAD2–1 de algodón incluyen los alelos o variantes de origen natural que existen en el 

E09799857
15-11-2016ES 2 603 530 T3

 



11 

algodón, incluyendo los codificados por los genomas A y D del algodón tetraploide, así como las variantes no 
naturales que pueden producir los expertos en la técnica de la modificación genética. Un ejemplo de una variante de 
origen natural de ghFAD2-1 de algodón es la secuencia mostrada en el presente documento como SEQ ID NO: 24, 
que tiene aproximadamente un 96 % de identidad a lo largo de su longitud completa con la SEQ ID NO: 1. En una 
realización preferente, un gen ghFAD2-1 se refiere a una molécula de ácido nucleico, que puede estar presente en 5 
el algodón o aislada del mismo o derivada del mismo, que comprende nucleótidos que tienen una secuencia que 
tiene al menos un 90 % de identidad con la región de codificación de proteínas de la secuencia de ADNc mostrada 
en la SEQ ID NO: 1. 
 
Un "gen FatB–2 de algodón", "gen ghFatB–2 " o similar, tal como se utiliza en el presente documento se refiere a 10 
una secuencia de nucleótidos que codifica la acil-ADP tioesterasa en algodón, que se expresa en semillas de 
algodón en desarrollo. Un gen ghFatB–2 se puede distinguir fácilmente de los genes que codifican otras acil-ACP 
tioesterasa u otras proteínas por los expertos en la técnica, en particular de un gen ghFatB–1, por ejemplo la SEQ ID 
NO: 3, o de un gen ghFatB–3, por ejemplo la SEQ ID NO: 7. Los genes FatB–2 de algodón incluyen los alelos o 
variantes de origen natural que existen en el algodón, incluyendo los codificados por los genomas A y D del algodón 15 
tetraploide, así como las variantes no naturales que pueden producir los expertos en la técnica de la modificación 
genética. En la presente invención, un gen ghFatB–2 se refiere a una molécula de ácido nucleico, que puede estar 
presente en el algodón o aislada del mismo o derivada del mismo, que comprende nucleótidos que tienen una 
secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la región de codificación de proteínas de la secuencia de 
ADNc mostrada en la SEQ ID NO: 1. 5. 20 
 
Un "gen CPA–FAS–2 de algodón", "gen ghFatB–2 " o similar, tal como se utiliza en el presente documento se refiere 
a una secuencia de nucleótidos que codifica la CPA ácido graso sintasa en algodón, que se expresa en semillas de 
algodón en desarrollo. Un gen ghCPA–FAS–2 se puede distinguir fácilmente de los genes que codifican otras CPA 
ácido graso sintasas u otras proteínas por los expertos en la técnica, en particular de un gen ghCPA–FAS–1, por 25 
ejemplo la SEQ ID NO: 10, o de un gen ghCPA–FAS–3e, por ejemplo la SEQ ID NO: 14. Los genes CPA–FAS de 
algodón incluyen los alelos o variantes de origen natural que existen en el algodón, incluyendo los codificados por 
los genomas A y D del algodón tetraploide, así como las variantes no naturales que pueden producir los expertos en 
la técnica de la modificación genética. En la presente invención, un gen ghCPA–FAS–2 se refiere a una molécula de 
ácido nucleico, que puede estar presente en el algodón o aislada del mismo o derivada del mismo, que comprende 30 
nucleótidos que tienen una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la región de codificación de 
proteínas de la secuencia de ADNc mostrada en la SEQ ID NO: 1. 12. 
 
Una forma genómica o clon de un gen que contiene la región transcrita puede estar interrumpida con secuencias no 
codificantes denominadas “intrones” o “regiones intermedias” o “secuencias intermedias”. Un intrón, tal como se usa 35 
en el presente documento, es un segmento de un gen que se transcribe como parte de un transcrito de ARN 
primario pero que no está presente en la molécula de ARNm madura. Los intrones se eliminan o “cortan” del 
transcrito nuclear o primario; por tanto, los intrones no están en el de ARN mensajero (ARNm). . Los intrones pueden 
contener elementos reguladores tales como potenciadores. “Exones”, tal como se utilizan en el presente documento, 
se refieren a las regiones de ADN correspondientes a las secuencias de ARN que están presentes en el ARNm 40 
maduro o la molécula de ARN madura en los casos en los que la molécula de ARN no se traduce. Un ARNm 
funciona durante la traducción para especificar la secuencia u ordenar los aminoácidos en un polipéptido naciente. 
El término “gen” incluye una molécula sintética o de fusión que codifica la totalidad o parte de las proteínas de la 
invención descritas en el presente documento y una secuencia de nucleótidos complementaria a una cualquiera de 
las anteriores. Se puede introducir un gen en un vector apropiado para el mantenimiento extracromosómico en una 45 
célula o para su integración en el genoma del huésped. 
 
Como se usa en el presente documento, un "gen quimérico" se refiere a cualquier gen que no es un gen nativo en su 
localización nativa. Normalmente, un gen quimérico comprende secuencias reguladoras y transcritas o de 
codificación de proteínas que no se encuentran juntas en la naturaleza. En consecuencia, un gen quimérico puede 50 
comprender secuencias reguladoras y secuencias de codificación derivadas de diferentes fuentes o secuencias 
reguladoras y secuencias de codificación de la misma fuente, pero dispuestas de un modo distinto a como se 
encuentran en la naturaleza. El término "endógeno" se utiliza en el presente documento para hacer referencia a una 
sustancia que está normalmente presente o se produce en una planta no modificada en la misma etapa de 
desarrollo que la planta bajo investigación. Un “gen endógeno” se refiere a un gen nativo en su localización natural 55 
en el genoma de un organismo. Tal como se usa en el presente documento, "molécula de ácido nucleico 
recombinante" se refiere a una molécula de ácido nucleico que se ha construido o modificada por tecnología de ADN 
recombinante. Los términos "polinucleótido extraño" o "polinucleótido exógeno" o "polinucleótido heterólogo" y 
similares se refieren a cualquier ácido nucleico que se introduce en el genoma de una célula mediante 
manipulaciones experimentales. Estas incluyen secuencias de genes encontradas en esa célula siempre que el gen 60 
introducido contenga alguna modificación (por ejemplo, una mutación, la presencia de un gen marcador 
seleccionable, etc.) en relación con el gen de origen natural. Los genes extraños o exógenos pueden ser genes que 
se insertan en un organismo no nativo, genes nativos introducidos en una nueva localización dentro del huésped 
nativo o genes quiméricos. Un “transgén” es un gen que se ha introducido en el genoma mediante un procedimiento 
de transformación. La expresión "genéticamente modificado" incluye la introducción de genes en las células 65 
mediante transformación o transducción, mutación de genes en células y alteración o modulación de la regulación de 
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un gen en una célula u organismos en los que se han realizado estos actos o su progenie. 
 
Polinucleótidos 
 
La presente invención se refiere a diversos polinucleótidos. Como se usa en el presente documento, un 5 
“polinucleótido" o “molécula de ácido nucleico” significa un polímero de nucleótidos que puede ser ADN o ARN o una 
combinación de los mismos e incluye ARNm, ARNc, ADNc, ARNt, ARNsi, ARNhc y ARNhq. Puede ser ADN o ARN 
de origen celular, genómico o sintético, por ejemplo fabricado en un sintetizador automático y puede combinarse con 
hidratos de carbono, lípidos, proteínas u otros materiales, marcados con grupos fluorescentes o de otros tipos, o 
unidos a un soporte sólido para realizar una actividad particular definida en el presente documento, o comprenden 10 
uno o más nucleótidos modificados no encontrados en la naturaleza, bien conocidos por los expertos en la técnica. 
El polímero puede ser monocatenario, esencialmente bicatenario o parcialmente bicatenario. Un ejemplo de una 
molécula de ARN parcialmente bicatenario es un ARN de horquilla (ARNhq), ARN de horquilla corta (ARNhc) o ARN 
autocomplementario que incluyen un tallo bicatenario formado por un apareamiento de bases entre una secuencia 
de nucleótidos y su complementaria y una secuencia de bucle que se une covalentemente a la secuencia de 15 
nucleótidos y su complementaria. El apareamiento de bases tal como se utiliza en el presente documento se refiere 
al apareamiento de bases entre los nucleótidos, incluyendo los pares de bases G:U. “Complementario” significa que 
dos polinucleótidos que pueden aparear las bases (hibridar) a lo largo de parte de sus longitudes, o a lo largo de 
toda la longitud de uno o de ambos. Un "polinucleótido hibridado" significa que el polinucleótido está realmente 
apareado en sus bases su complementario. El término “polinucleótido” se usa de forma intercambiable en el 20 
presente documento con la expresión “ácido nucleico”. 
 
Por "aislado" se entiende material que está sustancialmente o esencialmente libre de componentes que 
normalmente lo acompañan en su estado nativo. Tal como se utiliza en el presente documento, un “polinucleótido 
aislado” o una molécula de ácido nucleico aislada” significa un polinucleótido que está al menos parcialmente 25 
separado de, preferentemente sustancialmente o esencialmente libre de, las secuencias polinucleotídicas del mismo 
tipo con las que está asociada o unida en su estado nativo. Por ejemplo, un “polinucleótido aislado” incluye un 
polinucleótido que se ha purificado o separado de las secuencias que lo flanquean en un estado natural, por 
ejemplo, un fragmento de ADN que se ha eliminado de las secuencias que normalmente están adyacentes al 
fragmento. Preferentemente, el polinucleótido aislado está también al menos libre del 90 % de otros componentes, 30 
tales como proteínas, hidratos de carbono, lípidos, etc. La expresión "polinucleótido recombinante", tal como se 
utiliza en el presente documento, se refiere a un polinucleótido formado in vitro por la manipulación del ácido 
nucleico en una forma que normalmente no se encuentra en la naturaleza. Por ejemplo, el polinucleótido 
recombinante puede estar en forma de un vector de expresión. Generalmente, tales vectores de expresión incluyen 
ácido nucleico regulador de la transcripción y de la traducción unido operativamente a la secuencia de nucleótidos. 35 
 
La presente invención se refiere al uso de oligonucleótidos. Como se usa en el presente documento, 
"oligonucleótidos" son polinucleótidos de hasta 50 nucleótidos de longitud. Pueden ser ARN, ADN, o combinaciones 
o derivados de cualquiera de ellos. Los oligonucleótidos son, normalmente, moléculas de cadena sencilla 
relativamente corta de 10 a 30 nucleótidos, normalmente de 15 a 25 nucleótidos de longitud. Cuando se utiliza como 40 
sonda o como cebador en una reacción de amplificación, el tamaño mínimo de tal oligonucleótido es el tamaño 
requerido para la formación de un híbrido estable entre el oligonucleótido y una secuencia complementaria sobre 
una molécula de ácido nucleico diana. Preferentemente, los oligonucleótidos tienen una longitud de al menos 15 
nucleótidos, más preferentemente al menos 18 nucleótidos, más preferentemente al menos 19 nucleótidos, más 
preferentemente al menos 20 nucleótidos, incluso más preferentemente al menos 25 nucleótidos. 45 
 
Los polinucleótidos usados como sonda están normalmente conjugados con un marcador detectable, tal como un 
radioisótopo, una enzima, biotina, una molécula fluorescente o una molécula quimioluminiscente. Los 
oligonucleótidos de la invención son útiles en métodos de detección de un alelo de un gen ghFAD2–1, ghFatB–2 y 
ghCPA–FAS–2 u otro gen unido a un rasgo de interés, por ejemplo composición de aceite modificado. Tales 50 
métodos, por ejemplo, emplean hibridación de ácido nucleico y, en muchos casos, incluyen la extensión del cebador 
de oligonucleótidos mediante una polimerasa adecuada (tal como se utiliza en la PCR). 
 
Una variante de un oligonucleótido de la invención incluye moléculas de diversos tamaños y/o son capaces de 
hibridar, por ejemplo, con el genoma del algodón próximo al de las moléculas de oligonucleótidos específicas 55 
definidas en el presente documento. Por ejemplo, las variantes pueden comprender nucleótidos adicionales (tales 
como 1, 2, 3, 4, o más) o menos nucleótidos siempre que sigan hibridando con la región diana. Además, algunos 
nucleótidos pueden estar sustituidos sin influir en la capacidad del oligonucleótido para hibridar con la región diana. 
Además, pueden diseñarse fácilmente variantes que hibriden cerca de, por ejemplo, en 50 nucleótidos, la región del 
genoma de la planta en la que hibridan los oligonucleótidos específicos definidos en el presente documento. 60 
 
Las expresiones "variante polinucleotídica" y "variante" y similares se refieren a polinucleótidos o sus formas 
complementarias que muestran una identidad de secuencia sustancial con una secuencia polinucleotídica de 
referencia. Estos términos también abarcan polinucleótidos que se distinguen de un polinucleótido de referencia por 
la adición, deleción o sustitución de al menos un nucleótido. Por consiguiente, las expresiones "variante de 65 
polinucleótido" y "variante" incluyen polinucleótidos en los que uno o más nucleótidos se han añadido o eliminado o 
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se han sustituido con diferentes nucleótidos. A este respecto, se entiende bien en la técnica que se pueden realizar 
ciertas alteraciones, incluidas mutaciones, adiciones, deleciones y sustituciones, en un polinucleótido de referencia, 
con lo que el polinucleótido alterado retiene la función o la actividad biológica del polinucleótido de referencia. Por 
consiguiente, estos términos abarcan polinucleótidos que codifican polipéptidos que exhiben actividad enzimática u 
otra actividad reguladora, o polinucleótidos capaces de servir como sondas selectivas u otros agentes de 5 
hibridación. En particular, esto incluye polinucleótidos que codifican el mismo polipéptido o secuencia de 
aminoácidos pero que varían en la secuencia de nucleótidos por la redundancia del código genético. Los términos 
"variante de polinucleótido" y "variante" también incluyen variantes alélicas naturales. 
 
Por "corresponde a" o "correspondiente a" se entiende un polinucleótido (a) que tiene una secuencia de nucleótidos 10 
que es sustancialmente idéntica o complementaria a la totalidad o la mayor parte de una secuencia polinucleotídica 
de referencia o (b) que codifica una secuencia de aminoácidos idéntica a una secuencia de aminoácidos en un 
péptido o una proteína. Esta frase también incluye dentro de su alcance un péptido o polipéptido que tiene una 
secuencia de aminoácidos que es sustancialmente idéntica a una secuencia de aminoácidos en un péptido o 
proteína de referencia. Los términos utilizados para describir las relaciones de secuencia entre dos o más 15 
polinucleótidos o polipéptidos incluyen "secuencia de referencia", "ventana de comparación", "identidad de 
secuencia", "porcentaje de identidad de secuencia", "identidad sustancial" e "idénticos" y se definen con respecto a 
un número mínimo de nucleótidos o restos de aminoácidos o en toda su longitud. Las expresiones "identidad de 
secuencia" e "identidad" se usan indistintamente en el presente documento para hacer referencia en la medida en 
que las secuencias son idénticas base a nucleótido por nucleótido o en base a aminoácido por aminoácido sobre 20 
una ventana de comparación. Por tanto, un “porcentaje de identidad de secuencia” se calcula comparando dos 
secuencias alineadas óptimamente sobre la ventana de comparación, determinando el número de posiciones en las 
que la base de ácido nucleico idéntica (por ejemplo, A, T, C, G, U) o el resto de aminoácido idéntico (por ejemplo, 
Ala, Pro, Ser, Thr, Gly, Val, Leu, Ile, Phe, Tyr, Trp, Lys, Arg, His, Asp, Glu, Asn, Gln, Cys y Met) se produce en 
ambas secuencias, para dar el número de posiciones coincidentes, dividiendo el número de las posiciones 25 
coincidentes por el número total de posiciones en la ventana de comparación (es decir, el tamaño de la ventana) y 
multiplicando el resultado por 100 para proporcionar el porcentaje de identidad de secuencia. 
 
El % de identidad de un polinucleótido se puede determinar mediante un análisis GAP (Needleman y Wunsch, J. 
Mol. Biol. 48: 443–453, 1970) (programa GCG) con una penalización por creación de huecos = 5 y una penalización 30 
por extensión de huecos = 0,3. A menos que se indique lo contrario, la secuencia problema tiene al menos 45 
nucleótidos de longitud, y el análisis GAP alinea las dos secuencias sobre una región de al menos 45 nucleótidos. 
Preferentemente, la secuencia problema tiene una longitud de al menos 150 nucleótidos y al análisis GAP alinea las 
dos secuencias sobre una región de al menos 150 nucleótidos. Más preferentemente, la secuencia problema tiene al 
menos 300 nucleótidos de longitud y el análisis GAP alinea las dos secuencias sobre una región de al menos 300 35 
nucleótidos, o al menos 400, al menos 500 o al menos 600 nucleótidos en cada caso. También se puede hacer 
referencia a la familia de programas BLAST, como por ejemplo, divulgan Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25: 3389, 
1997. Una discusión detallada del análisis de secuencias se puede encontrar en la Unidad 19,3 de Ausubel et al., 
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons Inc, 1994–1998, Capítulo 15. 
 40 
Las secuencias de nucleótidos o aminoácidos se indican como "esencialmente similares" cuando tales secuencias 
tienen una identidad de secuencia de al menos 90 %, especialmente al menos 95 %, más especialmente son 
idénticas. Está claro que cuando se describen las secuencias de ARN como esencialmente similares o que 
corresponden a o que tienen un cierto grado de identidad de secuencia con secuencias de ADN, la timina (T) en la 
secuencia de ADN se considera igual a uracilo (U) en la secuencia de ARN. 45 
 
Con respecto a los polinucleótidos definidos, se apreciará que cifras de % de identidad mayores que las 
proporcionadas anteriormente abarcarán realizaciones preferentes. Por lo tanto, cuando sea aplicable, a la luz de las 
cifras de porcentaje de identidad mínima, se prefiere que el polinucleótido comprenda una secuencia polinucleotídica 
que sea al menos 70 %, preferentemente al menos 80 %, más preferentemente al menos 85 %, más 50 
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 98 %, más 
preferentemente al menos 99 %, más preferentemente al menos 99,1 %, más preferentemente al menos 99,2 %, 
más preferentemente al menos 99,3 %, más preferentemente al menos 99,4 %, más preferentemente al menos 99,5 55 
%, más preferentemente al menos 99,6 %, más preferentemente al menos 99,7 %, más preferentemente al menos 
99,8 %, e incluso más preferentemente al menos 99,9 % idéntica a la SEQ ID NO citada relevante. 
 
Preferentemente, un polinucleótido de la invención que codifica un polipéptido con actividad ghFAD2-1, ghFatB-2 o 
ghCPA-FAS-2 es mayor que 800, preferentemente mayor que 900, e incluso más preferentemente mayor que 1.000 60 
nucleótidos de longitud. 
 
Los polinucleótidos de la presente invención pueden poseer, cuando se comparan con moléculas naturales, una o 
más mutaciones que son deleciones, inserciones o sustituciones de residuos nucleotídicos. Los mutantes pueden 
ser naturales (es decir, aislados de una fuente natural) o sintéticos (por ejemplo, realizando mutagénesis dirigida a 65 
sitio sobre el ácido nucleico). 
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La presente invención se refiere a la rigurosidad de las condiciones de hibridación para definir el grado de 
complementariedad de dos polinucleótidos. “Rigurosidad", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a 
las condiciones de temperatura y de fuerza iónica y a la presencia o ausencia de ciertos disolventes orgánicos, 
durante la hibridación y el lavado. Cuanto mayor es la rigurosidad, mayor será el grado de complementariedad entre 
una secuencia de nucleótidos diana y la secuencia polinucleotídica marcada (sonda). “Condiciones rigurosas" hace 5 
referencia a la temperatura y a las condiciones iónicas bajo las cuales solo hibridarán las secuencias de nucleótidos 
que tienen una alta frecuencia de bases complementarias. Como se usa el presente documento, la expresión 
“hibrida en condiciones de rigurosidad baja, media, alta o muy alta” describe las condiciones para la hibridación y el 
lavado. Las directrices para realizar reacciones de hibridación se pueden encontrar en Ausubel et al., (eds.), Current 
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY, 6,3.1–6,3.6., 1989. Los métodos acuosos y no acuosos se 10 
describen en dicha referencia y se puede usar cualquiera de ellos. Condiciones de hibridación específicas 
mencionadas en el presente documento son las siguientes: 1) las condiciones de hibridación de rigurosidad baja son 
para hibridación en 6x cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a 45 ºC, seguido de dos lavados en 0,2 X SSC, 0,1 % 
de SDS a 50 – 55 ºC; 2) las condiciones de hibridación de rigurosidad media son para la hibridación en 6 X SSC a 
aproximadamente 45 ºC, seguido de uno o más lavados en 0,2 X SSC, 0,1 % de SDS a 60 ºC; 3) las condiciones de 15 
hibridación de rigurosidad alta son para hibridación en 6 X SSC a 45 ºC, seguido de uno o más lavados en 0,2 X 
SSC, 0,1 % de SDS a 65 ºC; y 4) condiciones de hibridación muy rigurosas para hibridación en tampón de fosfato de 
sodio 0,5 M, 7 % de SDS a 65 ºC, seguido de uno o más lavados a 0,2 X SSC, 1 % de SDS a 65 ºC. 
 
Polipéptidos 20 
 
Los términos "polipéptido" y "proteína" se usan generalmente de forma intercambiable. Los términos “proteínas” y 
“polipéptidos”, como se usan en el presente documento, también incluyen variantes, mutantes, modificaciones, 
análogos y/o derivados de los polipéptidos de la invención como se ha descrito en el presente documento. Como se 
usa en el presente documento, “polipéptido sustancialmente purificado” hace referencia a un polipéptido que se ha 25 
separado de los lípidos, ácidos nucleicos, otros péptidos y otras moléculas con la que se asocia en su estado nativo. 
Preferentemente, el polipéptido sustancialmente purificado está al menos al 90 % libre de otros componentes con los 
que está naturalmente asociado. Por "polipéptido recombinante" se entiende un polipéptido preparado usando 
técnicas recombinantes, es decir, a través de la expresión de un polinucleótido recombinante en una célula, 
preferentemente una célula vegetal y más preferentemente una célula vegetal de cereal. 30 
 
El % de identidad de un polipéptido con respecto a otro polipéptido puede determinarse mediante un análisis GAP 
(Needleman y Wunsch, 1970 (citado anteriormente)) (programa GCG) con una penalización de creación de huecos = 
5 y una penalización de extensión de hueco = 0,3. La secuencia problema tiene al menos 15 aminoácidos de 
longitud y el análisis GAP alinea las dos secuencias sobre una región de al menos 15 aminoácidos. Más 35 
preferentemente, la secuencia problema tiene una longitud de al menos 50 aminoácidos y al análisis GAP alinea las 
dos secuencias sobre una región de al menos 50 aminoácidos. Más preferentemente, la secuencia problema tiene 
una longitud de al menos 100 aminoácidos y al análisis GAP alinea las dos secuencias sobre una región de al 
menos 100 aminoácidos. Incluso más preferentemente, la secuencia problema tiene una longitud de al menos 250 
aminoácidos y al análisis GAP alinea las dos secuencias sobre una región de al menos 250 aminoácidos. 40 
 
Como se usa en el presente documento, un fragmento "biológicamente activo" de un polipéptido es una porción de 
un polipéptido de la invención, menor que la longitud total, que mantiene una actividad definida del polipéptido de 
longitud completa. Los fragmentos biológicamente activos pueden ser de cualquier tamaño siempre y cuando 
mantengan la actividad definida, pero tienen, preferentemente, al menos 200 o al menos 250 restos de aminoácidos 45 
de longitud. 
 
Con respecto a un polipéptido definido, se apreciará que cifras de % de identidad mayores que las proporcionadas 
anteriormente abarcarán realizaciones preferentes. Por lo tanto, cuando sea aplicable, a la luz de las cifras de % de 
identidad mínima, se prefiere que el polipéptido comprenda una secuencia de aminoácidos que sea al menos 80 %, 50 
más preferentemente al menos 85 %, 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 98 %, más preferentemente al menos 99 %, más preferentemente al menos 99,1 %, 
más preferentemente al menos 99,2 %, más preferentemente al menos 99,3 %, más preferentemente al menos 55 
99,4 %, más preferentemente al menos 99,5 %, más preferentemente al menos 99,6 %, más preferentemente al 
menos 99,7 %, más preferentemente al menos 99,8 %, e incluso más preferentemente al menos 99,9 % idéntica a la 
SEQ ID NO citada relevante e incluso más preferentemente al menos 99,9 % idéntica a la SEQ ID NO citada 
relevante. 
 60 
Los mutantes de la secuencia de aminoácidos de los polipéptidos de la presente invención se pueden preparar 
introduciendo cambios nucleotídicos adecuados en el ácido nucleico de la presente invención o mediante síntesis in 
vitro del polipéptido deseado. Dichos mutantes incluyen, por ejemplo, deleciones, inserciones o sustituciones de 
residuos dentro de la secuencia de aminoácidos. Se puede realizar una combinación de deleción, inserción y 
sustitución para llegar a la construcción final, siempre que el producto peptídico final posea las características 65 
deseadas. 
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Se pueden preparar péptidos mutantes (alterados) usando cualquier técnica conocida en la técnica. Por ejemplo, un 
polinucleótido de la invención se puede someter a mutagénesis in vitro. Dichas técnicas de mutagénesis in vitro 
incluyen a subclonación del polinucleótido en un vector adecuado, transformar el vector en una cepa “mutadora” tal 
como la E. coli XL-1 red (Stratagene) y propagar las bacterias transformadas durante un número adecuado de 
generaciones. En otro ejemplo, los polinucleótidos de la invención se someten a técnicas de barajado de ADN como 5 
describen ampliamente Harayama, Trends Biotechnol. 16: 76–82, 1998. Estas técnicas de barajado de ADN pueden 
incluir genes relacionados con los de la presente invención, tales como genes de especies de plantas distintas del 
algodón, y/o incluyen diferentes genes de la misma planta que codifican proteínas similares. Los productos 
derivados de ADN mutado/alterado pueden someterse fácilmente a detección selectiva usando técnicas descritas en 
el presente documento para determinar si poseen, por ejemplo, actividad FAD2. 10 
 
Al diseñar mutantes de secuencias de aminoácidos, la localización del sitio de la mutación y la naturaleza de la 
mutación dependerán de las características que se van a modificar. Los sitios de la mutación se pueden modificar 
individualmente o en serie, por ejemplo (1) sustituyendo primero con elecciones de aminoácidos conservadores y, 
después, como selecciones más radicales en función de los resultados conseguidos, (2) delecionando el residuo 15 
diana o (3) insertando otros residuos adyacentes al sitio localizado. 
 
Generalmente, las deleciones en la secuencia de aminoácidos varían de aproximadamente 1 a 15 residuos, más 
preferentemente de aproximadamente 1 a 10 residuos y normalmente de aproximadamente 1 a 5 residuos 
contiguos. 20 
 
Los mutantes de sustitución tienen al menos un residuo de aminoácido en la molécula polipeptídica eliminada y un 
residuo diferente insertado en su lugar. Los sitios de mayor interés para mutagénesis sustitucional incluyen sitios 
identificados como el sitio o sitios activos. Otros sitios de interés son aquéllos en los que los residuos concretos 
obtenidos de varias cepas o especies son idénticos. Estas posiciones pueden ser importantes para la actividad 25 
biológica Estos sitios, especialmente los que entran dentro de una secuencia de al menos otros tres sitios 
conservados de forma idéntica, están sustituidos preferentemente de un modo relativamente conservador. Dichas 
sustituciones conservadoras se muestran en la Tabla 5, bajo el encabezado de “sustituciones de ejemplo”. 
 
Los polipéptidos de la presente invención se pueden producir de diversos modos, incluyendo producción y 30 
recuperación de polipéptidos naturales, producción y recuperación de polipéptidos recombinantes. En una 
realización, un polipéptido aislado de la presente invención se produce cultivando una célula capaz de expresar el 
polipéptido en condiciones eficaces para producir el polipéptido y recuperar el polipéptido. Una célula preferente de 
cultivo es una célula recombinante de la presente invención. 
 35 
La presente invención se refiere a elementos que están operativamente conectados o unidos. “Conectados 
operativamente" o "unidos operativamente" y similares se refieren a un enlace de elementos polinucleotídicos en una 
relación funcional. Normalmente, las secuencias de ácido nucleico conectadas operativamente están unidas de 
forma contigua y, cuando es necesario, unirse a dos regiones de codificación de proteína, contiguas y en el marco 
de lectura. Una secuencia de codificación está "conectada operativamente a" otra secuencia de codificación cuando 40 
la ARN polimerasa transcriba las dos secuencias de codificación un único ARN, que si se traduce, se traduce a 
continuación en un único polipéptido que tiene aminoácidos derivados de ambas secuencias de codificación. Las 
secuencias de codificación no tienen que estar contiguas entre sí, siempre que las secuencias expresadas se 
procesen en última instancia para producir la proteína deseada. 
 45 
Como se usa en el presente documento, la expresión "secuencia que actúa en cis", "elemento que actúa en cis" o 
"región reguladora cis" o "región reguladora" o término similar se entenderá como cualquier secuencia de 
nucleótidos que, cuando está colocada apropiadamente y conectada con respecto a una secuencia genética 
expresable, es capaz de regular, al menos en parte, la expresión de la secuencia genética. Los expertos en la 
técnica sabrán que una región reguladora en cis puede ser capaz de activar, silenciar, mejorar, reprimir o alterar de 50 
otro modo el nivel de expresión y/o la especificidad de tipo celular y/o la especificidad de desarrollo de una 
secuencia génica a nivel transcripcional o postranscripcional. En ciertas realizaciones de la presente invención, la 
secuencia que actúa en cis es una secuencia activadora que potencia o estimula la expresión de una secuencia 
genética expresable. 
 55 
“Unir de forma operativa" un promotor o elemento potenciador a un polinucleótido transcrbible significa colocar el 
polinucleótido transcribible (por ejemplo, el polinucleótido que codifica la proteína u otro transcrito) bajo el control 
regulador de un promotor, que controla después la transcripción de ese polinucleótido. En la construcción de 
combinaciones de promotores heterólogos/genes estructurales, generalmente se prefiere posicionar un promotor o 
una variante del mismo a una distancia del sitio de inicio de la transcripción del polinucleótido transcribible que es 60 
aproximadamente igual que la distancia entre ese promotor y la región de codificación de la proteína que controla en 
su entorno natural, es decir, el gen del que deriva el promotor. Como se conoce en la técnica se puede acomodar 
alguna variación en esta distancia sin perder la función. De forma similar, el posicionamiento preferente de un 
elemento de la secuencia reguladora (por ejemplo, un operador, potenciador, etc.) con respecto a un polinucleótido 
transcribible que se coloca bajo su control se define por el posicionamiento del elemento en su entorno natural; es 65 
decir, los genes de los que deriva. 
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Promotor" o "secuencia promotora" tal como se utiliza en el presente documento se refiere a una región de un gen, 
generalmente aguas arriba (5') de la región que codifica el ARN, que controla la iniciación y el nivel de transcripción 
en la célula de interés. Un "promotor" incluye las secuencias reguladoras de la transcripción un gen genómico 
clásico, incluyendo las secuencias de la caja TATA y de la caja CCAAT, así como elementos reguladores 
adicionales (es decir, secuencias activadoras aguas arriba, potenciadores y silenciadores) que alteran la expresión 5 
génica en respuesta a estímulos de desarrollo y/o ambientales, o de una manera específica de tejidos o de tipo 
celular. Un promotor normalmente, aunque no necesariamente (por ejemplo, algunos promotores PolIII), está situado 
aguas arriba de un gen estructural, cuya expresión regula. Además, los elementos reguladores que comprenden un 
promotor normalmente están colocados dentro de los 2 kb del sitio de iniciación de la transcripción del gen. Los 
promotores pueden contener elementos reguladores específicos adicionales situados más distales al sitio de 10 
iniciación para mejorar adicionalmente la expresión en una célula y/o para alterar el tiempo o la inducibilidad de la 
expresión de un gen estructural al que está conectado operativamente. 
 
"Promotor constitutivo" hace referencia a un promotor que dirige la expresión de una secuencia transcrita 
operativamente unida en muchos o todos los tejidos de una planta. El término constitutivo, tal como se usa en el 15 
presente documento, no indica necesariamente que un gen se expresa al mismo nivel en todos los tipos de células, 
sino que el gen se expresa en una amplia gama de tipos de células, aunque algunas variaciones en el nivel son a 
menudo detectables. “Expresión selectiva", tal como se usa en el presente documento, se refiere a la expresión casi 
exclusivamente en órganos específicos de la planta, tales como, por ejemplo, endospermo, embrión, hojas, frutos, 
tubérculos o raíz. En una realización preferente, un promotor se expresa de forma selectiva o preferentemente en 20 
semillas en desarrollo de una planta, preferentemente una planta de algodón. El término también puede referirse a la 
expresión en etapas específicas de desarrollo en un órgano, tal como en la embriogénesis temprana, media o tardía 
o en diferentes etapas de madurez, o a la expresión que es inducible por ciertas condiciones o tratamientos 
ambientales. Por lo tanto, la expresión selectiva puede contrastar con la expresión constitutiva, que se refiere a la 
expresión en muchos o todos los tejidos de una planta en la mayoría o todas las condiciones experimentadas por la 25 
planta. 
 
La expresión selectiva también puede dar lugar a la compartimentación de los productos de expresión génica en 
tejidos, órganos o etapas de desarrollo específicos de la planta. La compartimentación en localizaciones 
subcelulares específicas, tales como el plasto, el citosol, la vacuola o el espacio apoplástico puede conseguirse 30 
mediante la inclusión en la estructura del producto génico de señales apropiadas, por ejemplo, un péptido señal, 
para el transporte al compartimento celular requerido, o en el caso de los orgánulos semiautónomos (plastos y 
mitocondrias) mediante la integración del transgén con secuencias reguladoras apropiadas directamente en el 
genoma del orgánulo. 
 35 
Un “promotor específico de tejido” o “promotor específico de órgano” es un promotor que se expresa, 
preferentemente, en un tejido u órgano en relación con muchos otros tejidos u órganos, preferentemente la mayoría 
si no todos los otros tejidos u órganos de una planta. Normalmente, el promotor se expresa a un nivel 10 veces más 
alto en el tejido u órgano específico que en otros tejidos u órganos. Un promotor especıfico de tejido ilustrativo es el 
promotor de un gen de lectina (SEQ ID NO: 16) que se expresa, preferentemente, en la semilla en desarrollo de 40 
plantas dicotiledóneas, tales como algodón. En la técnica se conocen bien otros promotores específicos de la 
semilla. 
 
Los promotores contemplados por la presente invención pueden ser nativos de la planta huésped que se va a 
transformar o pueden derivar de una fuente alternativa, en la que la región es funcional en la planta huésped. Otras 45 
fuentes incluyen los genes de T-AND de Agrobacterium, tales como los promotores de genes para la biosíntesis de 
nopalina, octapina, manopina u otros promotores de opina, promotores específicos de tejidos (véase, por ejemplo, la 
patente de Estados Unidos n.º 5.459.252 de Conkling et al.; el documento WO 91/13992 de Advanced 
Technologies); promotores de virus (incluyendo virus específicos del huésped), o promotores parcial o totalmente 
sintéticos. Numerosos promotores que son funcionales en plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas son bien 50 
conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Greve, J. Mol. Appl. Genet., 1: 499–511, 1983; Salomon et al., EMBO 
J., 3: 141–146, 1984; Garfinkel et al., Cell, 27: 143–153, 1983; Barker et al., Plant Mol. Biol., 2: 235–350, 1983; 
incluyendo varios promotores aislados de plantas y virus, tal como el promotor del virus del mosaico de la coliflor 
(CaMV 35S, 19S). Se conocen muchas regiones promotoras específicas de tejido. Otras regiones de iniciación de la 
transcripción que proporcionan, preferentemente, la transcripción en ciertos tejidos o en ciertas condiciones de 55 
crecimiento, incluyen las de genes que codifican napina, la semilla ACP, zeína u otras proteínas de almacenamiento 
de semillas. Los métodos no limitantes para evaluar la actividad promotora se divulgan en Medberry et al., Plant Cell, 
4: 185–192, 1992, Medberry et al., Plant J. 3: 619–626, 1993, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual (2ª Ed). Cold Spring Harbour Laboratory, Cold Spring Harbour, N.Y.1989 y McPherson et al., (patente de 
Estados Unidos n.º 5.164.316). 60 
 
Como alternativa o además de, el promotor puede ser un promotor inducible o un promotor regulado por el 
desarrollo que es capaz redirigir la expresión del polinucleótido introducido en una etapa de desarrollo apropiada de 
la planta. Entre otras secuencias que actúan en cis que pueden usarse se incluyen potenciadores de la transcripción 
y/o de la traducción. Las regiones potenciadoras son bien conocidas para los expertos en la técnica y pueden incluir 65 
un codón de iniciación de la traducción ATG y secuencias adyacentes. Cuando está incluido, el codón de iniciación 
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debe estar en fase con el marco de lectura de la secuencia de codificación relativa al polinucleótido extraño o 
exógeno para asegurar la traducción de toda la secuencia si se va a traducir. Las regiones de iniciación de la 
traducción se pueden proporcionar de la fuente de la región de iniciación de la transcripción o de un polinucleótido 
extraño o exógeno. La secuencia también puede derivar de la fuente del promotor seleccionado para dirigir la 
transcripción y puede modificarse específicamente para incrementar la traducción del ARNm. 5 
 
La construcción de ácido nucleico de la presente invención puede comprender una secuencia 3' no traducida de 
aproximadamente 50 a 1.000 pares de bases de nucleótidos que puede incluir una secuencia de terminación de la 
transcripción. Una secuencia 3’ no traducida puede contener una señal de terminación de la transcripción que puede 
o no incluir una señal de poliadenilación y cualquier otra señal reguladora capaz de efectuar el procesamiento del 10 
ARNm. Una señal de poliadenilación funciona para la adición de tractos de ácido poliadenílico al extremo 3' de un 
precursor de ARNm. Las señales de poliadenilación se reconocen habitualmente por la presencia de homología a la 
forma canónica 5' AATAAA–3' aunque las variaciones no son infrecuentes. Las secuencias de terminación de la 
transcripción que no incluyen una señal de poliadenilación incluyen terminadores para la ARN polimerasa Poll o 
PolIII que comprenden una serie de cuatro o más timidinas. Ejemplos de secuencias 3’ no traducidas adecuadas son 15 
las regiones transcritas no traducidas en 3' que contienen una señal de poliadenilación procedente de un gen de 
lectina (SEQ ID NO: 20), el gen S3 del virus de la atrofia subterránea del trébol (SEQ ID NO: 23), o el gen de la 
nopalina sintasa (nos) de Agrobacterium tumefaciens (Bevan et al., Nucl. Acid Res., 11: 369, 1983). Las secuencias 
no traducidas en 3' también pueden derivar de genes vegetales, tales como el extremo 3' de los genes del inhibidor I 
o II de la proteasa de la patata o del tomate, los genes de la proteína de almacenamiento de soja y el gen de la 20 
subunidad pequeña de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa (ssRUBISCO), aunque también pueden usarse otros 
elementos en 3' conocidos por los expertos en la técnica. 
 
Como la secuencia de ADN insertada entre el sitio de iniciación de la transcripción y el inicio de la secuencia de 
codificación, es decir, la secuencia líder no traducida en 5’ (5'UTR), puede influir en la expresión génica si está 25 
traducida y transcrita, también se puede emplear una secuencia líder concreta. Las secuencias líder adecuadas 
incluyen las que comprenden secuencias seleccionadas para dirigir la expresión óptima de la secuencia de ADN 
extraña o endógena. Por ejemplo, tales secuencias líder incluyen una secuencia consenso preferente que puede 
aumentar o mantener la estabilidad del ARNm y evitar el inicio inadecuado de la traducción, como por ejemplo 
describen Joshi, Nucl Acid Res. 15: 6643, 1987. 30 
 
Adicionalmente se pueden usar secuencias diana para apuntar a la enzima codificada por el polinucleótido exógeno 
o extraño a un compartimiento intracelular, por ejemplo al cloroplasto, dentro de las células vegetales o al medio 
extracelular. Por ejemplo, una secuencia de ácido nucleico que codifica una secuencia peptídica señal o de tránsito 
puede estar operativamente unida a una secuencia que codifica una enzima elegida de la presente invención de tal 35 
manera que, cuando se traduce, el péptido de tránsito o señal puede transportar la enzima a un destino intracelular o 
extracelular, y, opcionalmente, se puede eliminar postraduccionalmente. Los péptidos de tránsito o señal actúan 
facilitando el transporte de proteínas a través de membranas intracelulares, por ejemplo, retículo endoplásmico, 
vacuola, vesícula, plasto, membranas mitocondriales y plasmales. Por ejemplo, la secuencia diana puede dirigir una 
proteína deseada a un orgánulo particular, tal como una vacuola o un plasto (por ejemplo, un cloroplasto), en lugar 40 
de al citosol. De este modo, la construcción de ácido nucleico de la invención puede comprender además una 
secuencia de ácido nucleico de codificación de péptido de tránsito de plasto unida operativamente entre una región 
promotora y el polinucleótido exógeno o extraño. Las secuencias que codifican tales péptidos señal se encuentran a 
menudo en genes de origen natural y se pueden emplear, tal como, por ejemplo, en los genes ghFatB descritos en 
el presente documento. 45 
 
Vectores 
 
La presente invención incluye el uso de vectores para la manipulación o transferencia de construcciones genéticas. 
Por “vector” se entiende una molécula de ácido nucleico, preferentemente una molécula de ADN derivada, por 50 
ejemplo, de un plásmido, bacteriófago o virus vegetal, en el que se puede insertar o clonar una secuencia de ácido 
nucleico. Un vector es, preferentemente, ADN de doble cadena y contiene uno o más sitios de restricción únicos y 
puede ser capaz de replicación autónoma en una célula huésped definida que incluye una célula o tejido diana o una 
célula o tejido progenitor de la misma, o capaz de integración en el genoma del huésped definido de manera que la 
secuencia clonada sea reproducible. Por consiguiente, el vector puede ser un vector de replicación autónoma, es 55 
decir, un vector que existe como una entidad extracromosómica, cuya replicación es independiente de la replicación 
cromosómica, por ejemplo, un plásmido circular lineal o cerrado, un elemento extracromosómico, un minicromosoma 
o un cromosoma artificial. El vector puede contener cualquier medio para asegurar la autorreplicación. Como 
alternativa, el vector puede ser uno que, cuando se introduce en una célula, está integrado en el genoma de la célula 
receptora y se replica junto con el cromosoma o cromosomas en el que se ha integrado. Un sistema vectorial puede 60 
comprender un único vector o plásmido, dos o más vectores o plásmidos, que juntos contienen el ADN total que se 
va a introducir en el genoma de la célula huésped, o un transposón. La elección del vector dependerá normalmente 
de la compatibilidad del vector con la célula en la que se va a introducir el vector. El vector también puede incluir un 
marcador de selección tal como un gen de resistencia a antibióticos, un gen de resistencia a herbicidas u otro gen 
que pueda usarse para la selección de transformantes adecuados. Ejemplos de dichos genes son bien conocidos 65 
por los expertos en la técnica. 
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La construcción de ácido nucleico de la invención puede introducirse en un vector, tal como un plásmido. Los 
vectores plasmídicos incluyen normalmente secuencias de ácido nucleico adicionales que proporcionan una 
selección, amplificación y transformación fáciles del casete de expresión en células procariotas y eucariotas, por 
ejemplo, vectores derivados de pUC, vectores derivados de pSK, vectores derivados de pGEM, vectores derivados 
de pSP, vectores derivados de pBS o vectores binarios que contienen una o más regiones de T-ADN. Entre las 5 
secuencias de ácido nucleico adicionales se incluyen orígenes de replicación para proporcionar una replicación 
autónoma del vector, genes marcadores seleccionables, que codifican, preferentemente, resistencia a antibióticos o 
a herbicidas, sitios de clonación múltiple únicos que proporcionan sitios múltiples para insertar secuencias de ácido 
nucleico o genes codificados en la construcción de ácido nucleico, y secuencias que mejoran la transformación de 
células procariotas y eucariotas (especialmente de plantas). 10 
 
Por “marcador génico” se quiere decir un gen que imparte un fenotipo distinto a las células que expresan el gen 
marcador y, por tanto, permite distinguir a dichas células transformadas de las células que no tienen el marcador. Un 
gen marcador seleccionable confiere un rasgo para el que se puede “seleccionar” según la resistencia a un agente 
selectivo (por ejemplo, un herbicida, antibiótico, radiación, calor u otro tratamiento perjudicial para las células no 15 
transformadas). Un gen marcador detectable (o gen indicador) confiere un rasgo que se puede identificar mediante 
observación o análisis (es decir, mediante “detección selectiva” (por ejemplo, β–glucuronidasa, luciferasa, GFP u 
otra actividad enzimática no presente en las células no transformadas). El gen marcador y la secuencia de 
nucleótidos de interés no tienen que estar unidos. Un ejemplo de un gen marcador seleccionable es el gen 
terminador S1-NptII-S3 mostrado esquemáticamente en la Figura 12, que comprende las SEQ ID NOs: 21–23. 20 
 
Para facilitar la identificación de transformantes, la construcción de ácido nucleico comprende, deseablemente, un 
gen marcador seleccionable o detectable como, o además, el polinucleótido extraño o exógeno. La elección real de 
un marcador no es crucial, siempre que sea funcional (es decir, selectivo) en combinación con las células vegetales 
de elección. El gen marcador y el polinucleótido extraño o exógeno de interés no tienen que estar unidos, ya que la 25 
cotransformación de genes no unidos como, por ejemplo, se describe en la patente de Estados Unidos n.º 4.399.216 
también es un proceso eficiente en la transformación de plantas. 
 
Entre los ejemplos de marcadores bacterianos seleccionables se encuentran los marcadores que confieren 
resistencia a antibióticos, tales como resistencia a ampicilina, a eritromicina, a cloranfenicol o a tetraciclina, 30 
preferentemente resistencia a kanamicina. Entre los ejemplos de marcadores seleccionables para la selección de 
transformantes vegetales se incluyen, pero no se limitan a, un gen hyg que codifica la resistencia a la higromicina B; 
un gen de neomicina fosfotransferasa (nptII), que confiere resistencia a kanamicina, paromomicina, G418; un gen de 
la glutatión-S-transferasa de hígado de rata , que confiere resistencia a herbicidas derivados de glutatión como, por 
ejemplo, se describe en el documento EP-A 256223; un gen de la glutamina sintetasa, que confiere, tras 35 
sobreexpresión, resistencia a inhibidores de la glutamina sintetasa, tales como fosfinotricina como, por ejemplo, lo 
descrito en el documento WO87/05327, un gen de la acetiltransferasa de Streptomyces viridochromogenes, que 
confiere resistencia al agente selectivo fosfinotricina como, por ejemplo, se describe en el documento EP-A-275957, 
un gen que codifica una 5-enolshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), que confiere tolerancia a la N-
fosfonometilglicina como, por ejemplo, describen Hinchee et al. Biotech. 6: 915, 1988, un bar, que confiere 40 
resistencia a bialafos, como, por ejemplo, se describe en el documento WO91/02071; un gen de la nitrilasa, tal como 
bxn de Klebsiella ozaenae, que confiere resistencia al bromoxinilo (Stalker et al., Science, 242: 419, 1988); un gen 
de dihidrofolato reductasa (DHFR), que confiere resistencia al metotrexato (Thillet et al., J. Biol. Chem. 263: 12500, 
1988); un gen de la acetolactato sintasa (ALS) mutante, que confiere resistencia a imidazolinona, sulfonilurea u otros 
productos químicos inhibidores de la ALS (documento EP-A-154 204); un gen de la antranilato sintasa mutada que 45 
confiere resistencia a 5-metiltriptófano; o un gen de la dalapon-deshalogenasa, que confiere resistencia al herbicida. 
 
Entre los marcadores detectables preferentes se incluyen, pero no se limitan a, un gen uidA que codifica una enzima 
β-glucuronidasa (GUS) para la cual se conocen varios sustratos cromogénicos, un gen de la β-galactosidasa que 
codifica una enzima para la cual se conocen sustratos cromogénicos, un gen de la aecuorina (Prasher et al., 50 
Biochem. Biophys. Res. Comm. 126: 1259–68, 1985), que puede emplearse en la detección de bioluminiscencia 
sensible al calcio; un gen de la proteína fluorescente verde (Niedz et al., Plant Cell Reports, 14: 403, 1995.) o 
derivados de los mismos; un gen de luciferasa (luc) (Ow et al., Science, 234: 856, 1986), que permite la detección de 
bioluminiscencia, y otros conocidos en la técnica. Por "molécula indicadora”, tal como se utiliza en la presente 
memoria descriptiva, se entiende una molécula que, por su naturaleza química, proporciona una señal 55 
analíticamente identificable que facilita la determinación de la actividad del promotor por referencia al producto 
proteico. 
 
Métodos de modificación de la expresión génica 
 60 
El nivel de una proteína, por ejemplo una enzima implicada en la biosíntesis de aceite en las semillas en desarrollo 
de una planta, puede modularse aumentando el nivel de expresión de una secuencia de nucleótidos que codifica la 
proteína en una célula vegetal o disminuyendo el nivel de expresión de un gen que codifica la proteína en la planta, 
lo que da lugar a una composición de aceite modificado en la semilla madura. El nivel de expresión de un gen puede 
modularse alterando el número de copias por célula, por ejemplo introduciendo una construcción genética sintética 65 
que comprende la secuencia de codificación y un elemento de control transcripcional que está operativamente 
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conectado a la misma y que es funcional en la célula. Se puede seleccionar y detector una pluralidad de 
transformantes para aquellos con un nivel y/o especificidad favorables de expresión de transgenes que surgen de 
las influencias de secuencias endógenas en la proximidad del sitio de integración de los transgenes. Un nivel y un 
patrón favorables de la expresión de los transgenes es uno que da como resultado una modificación sustancial de la 
composición de aceite. Esto puede detectarse mediante pruebas sencillas del aceite de la semilla a partir de los 5 
transformantes. Como alternativa, puede seleccionarse un grano mutagenizado o una población de plantas de un 
programa de cultivos para líneas individuales con un contenido o una composición de aceite alterados. 
 
La reducción de la expresión génica puede lograrse mediante la introducción y la transcripción de un "gen quimérico 
silenciador de genes" introducido en la célula vegetal. El gen quimérico silenciador de genes puede introducirse de 10 
forma estable en el genoma de la célula vegetal, preferentemente en el genoma nuclear, o puede introducirse de 
forma transitoria, por ejemplo, en un vector viral. Tal como se utiliza en el presente documento, "efecto de 
silenciamiento de genes" se refiere a la reducción de la expresión de un ácido nucleico diana en una célula vegetal, 
que puede conseguirse mediante la introducción de un ARN silenciador. Dicha reducción puede ser el resultado de 
la reducción de la transcripción, incluso mediante la metilación de la remodelación de la cromatina o la modificación 15 
postranscripcional de las moléculas de ARN, incluyendo mediante la degradación del ARN, o ambas. El 
silenciamiento genético incluye la abolición de la expresión del ácido nucleico o gen objetivo y un efecto parcial en 
su extensión o duración. Es suficiente que el nivel de expresión del ácido nucleico diana en presencia del ARN 
silenciador sea menor que en ausencia del mismo. El nivel de expresión puede reducirse en al menos 
aproximadamente 40 %, o al menos aproximadamente 50 %, o al menos aproximadamente 60 %, o al menos 20 
aproximadamente 70 %, o al menos aproximadamente 80 %, o al menos aproximadamente 90 %, o al menos 
aproximadamente 95 %, o al menos aproximadamente 99 %. En realizaciones preferentes, la expresión del gen 
ghCPA-FAS-2 de algodón se reduce en la semilla en al menos un 60 %, más preferentemente en al menos un 80 % 
con respecto a una semilla correspondiente que carece del ADN quimérico silenciador del gen. El ácido nucleico 
diana puede ser un gen implicado en la biosíntesis de aceite, la acumulación de aceite, tales como los genes 25 
implicados en el ensamblaje de TAG, incluyendo, pero sin limitarse a, las aciltransferasas u otras enzimas de la vía 
de Kennedey, o el metabolismo del aceite, o puede ser cualquier otro gen endógeno, transgén o gen exógeno, tales 
como genes virales que pueden no estar presentes en la célula vegetal en el momento de la introducción del 
transgén. En algunas realizaciones, la memoria descriptiva proporciona un método para modificar el aceite 
endógeno de una planta de algodón que comprende producir una planta de algodón transgénico que tiene una 30 
construcción génica que comprende una secuencia de nucleótidos de un gen de biosíntesis de ácidos grasos o un 
fragmento génico del mismo, en el que dicho gen o fragmento génico está colocado operativamente en conexión con 
una secuencia promotora capaz de conferir la expresión de dicho gen o fragmento génico en la semilla de una planta 
de algodón, y en el que dicho gen de la biosíntesis de ácidos grasos es dos o más de FAD2 desaturasa, FatB 
tioesterasa y CPA-FAS- 2 sintasa de ácido graso. Como se describe en el presente documento, la reducción de la 35 
expresión génica mejora el contenido de ácidos grasos del aceite endógeno y extraído. 
 
Moléculas de ARN antisentido 
 
Se pueden usar técnicas antisentido para reducir la expresión génica de acuerdo con la invención. Se entenderá que 40 
el término "ARN antisentido" es una molécula de ARN que es complementaria a al menos una porción de una 
molécula de ARNm específica y capaz de reducir la expresión del gen que codifica el ARNm. Dicha reducción 
normalmente se produce de una manera dependiente de la secuencia y se piensa que se produce interfiriendo con 
un acontecimiento postranscripcional, tal como el transporte del ARNm desde el núcleo al citoplasma, la estabilidad 
del ARNm o la inhibición de la traducción. El uso de métodos antisentido es bien conocido en la técnica (véase, por 45 
ejemplo, Hartmann y Endres, Manual of Antisense Methodology, Kluwer, 1999). El uso de técnicas antisentido en 
plantas se ha revisado en Bourque, Plant Science, 105: 125–149, 1995 y Senior, Biotech. Genet. Engin. Revs. 15: 
79–119, 1998. Bourque, 1995 (citado anteriormente) enumera un gran número de ejemplos de cómo se han utilizado 
secuencias antisentido en sistemas vegetales como método de inactivación génica. También afirma que la obtención 
de una inhibición del 100 % de cualquier actividad enzimática puede no ser necesaria, ya que muy probablemente la 50 
inhibición parcial de lugar a un cambio mensurable en el sistema. Senior, 1998 (citado anteriormente) afirma que los 
métodos antisentido son ahora una técnica muy bien establecida para manipular la expresión génica. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "un polinucleótido antisentido que hibrida en condiciones 
fisiológicas" significa que el polinucleótido (que está total o parcialmente monocatenario) es al menos capaz de 55 
formar un polinucleótido bicatenario con un producto de ARN del gen que se va a inhibir, normalmente el ARNm que 
codifica una proteína, tal como las proporcionadas en el presente documento, en condiciones normales en una 
célula. Las moléculas antisentido pueden incluir secuencias que corresponden a los genes estructurales o para 
secuencias que efectúan el control sobre la expresión génica o el acontecimiento de corte y empalme. Por ejemplo, 
la secuencia antisentido puede corresponder a la región de codificación del gen diana o la región 5' no traducida 60 
(UTR) o la 3'-UTR o combinación de estos. Puede ser complementaria en parte con las secuencias intrónicas, que 
pueden sufrir corte y empalme durante o después de la transcripción, pero, preferentemente, es complementaria a 
únicamente las secuencias exónicas del gen diana. En vista de la divergencia generalmente mayor de las UTR, el 
direccionamiento a estas regiones proporciona una mayor especificidad de la inhibición génica. 
 65 

E09799857
15-11-2016ES 2 603 530 T3

 



20 

La longitud de la secuencia antisentido debe ser de al menos 19 nucleótidos contiguos, preferentemente al menos 
25 o 30 o 50 nucleótidos, y, más preferentemente, al menos 100, 200, 500 o 1.000 nucleótidos, hasta un máximo de 
la longitud completa del gen que se va a Inhibir. Se puede usar la secuencia de longitud completa complementaria a 
todo el transcrito génico. La longitud es, lo más preferentemente, 100-2000 nucleótidos. El grado de identidad de la 
secuencia antisentido con el transcrito dirigido debe ser de al menos un 90 % y, más preferentemente, de 95-100 %. 5 
Las secuencias antisentido preferentes comprenden al menos 30 nucleótidos contiguos que son complementarios de 
cualquier secuencia de al menos 30 nucleótidos contiguos de SEQ ID NO: 1, 5, o 12. La molécula de ARN 
antisentido puede comprender, por supuesto, secuencias no relacionadas que pueden funcionar para estabilizar la 
molécula. 
 10 
Las construcciones genéticas para expresar un ARN antisentido se pueden preparar fácilmente uniendo una 
secuencia promotora a una región del gen diana en una orientación "antisentido", que como se usa en el presente 
documento se refiere a la orientación inversa con respecto a la orientación de la transcripción y la traducción (si se 
produce) de la secuencia en el gen diana en la célula vegetal. De acuerdo con ello, la presente invención también 
proporciona una molécula de ácido nucleico, tal como un ADN quimérico que codifica un ARN antisentido de la 15 
invención, incluyendo células, tejidos, órganos, plantas, semillas, particularmente plantas de algodón o semilla de 
algodón y similares, que comprenden la molécula de ácido nucleico. 
 
Ribozimas 
 20 
El término "ribozima", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una molécula de ARN que reconoce 
específicamente un ARN sustrato distinto y cataliza su escisión. Normalmente, la ribozima contiene una región de 
nucleótidos que es complementaria a una región del ARN diana, lo que permite que la ribozima hibride 
específicamente con el ARN diana en condiciones fisiológicas, por ejemplo en la célula en la que actúa la ribozima, y 
una región enzimática a la que en el presente documento se hace referencia como el "dominio catalítico". Los tipos 25 
de ribozimas que son particularmente útiles en la presente invención son la ribozima de cabeza de martillo (Haseloff 
y Gerlach, Nature 334: 585–591, 1988, Perriman et al., Gene, 113: 157–163, 1992) y la ribozima de horquilla (Shippy 
et al., Mol. Biotech. 12: 117–129, 1999). El ADN que codifica las ribozimas se puede sintetizar usando métodos bien 
conocidos en la técnica y puede incorporarse en una construcción genética o vector de expresión para la expresión 
en la célula de interés. De acuerdo con ello, la presente invención también proporciona una molécula de ácido 30 
nucleico, tal como un ADN quimérico que codifica una ribozima de la invención, incluyendo células, tejidos, órganos, 
plantas, granos y similares, que comprenden la molécula de ácido nucleico. Normalmente, el ADN que codifica la 
ribozima se inserta en un casete de expresión bajo el control de un promotor y una señal de terminación de la 
transcripción que funciona en la célula. Los sitios específicos de escisión por ribozima dentro de cualquier potencial 
diana de ARN se pueden identificar mediante barrido de la molécula diana para buscar los sitios de escisión de la 35 
ribozima que incluyen las secuencias de tres nucleótidos GUA, GUU y GUC. Una vez identificadas, las secuencias 
cortas de ARN de entre 5 y 20 ribonucleótidos correspondientes a la región del gen diana 5’ y 3’ del sitio de escisión 
se pueden evaluar para determinar las características estructurales previstas, tal como la estructura secundaria, que 
pueden hacer que la secuencia de oligonucleótidos sea menos adecuada. Cuando se emplean, las ribozimas se 
pueden seleccionar del grupo que consiste en ribozimas de cabeza de martillo, ribozimas de horquilla, ribozimas de 40 
cabeza de hacha, ribozimas satélites newt, ribozimas de Tetrahymena y ribozimas de ARNasa P, y están diseñadas 
según métodos conocidos en la técnica basados en la secuencia del gen diana (por ejemplo, véase la patente de 
Estados Unidos n.º 5.741.679). La idoneidad de los candidatos diana también se puede evaluar mediante el análisis 
de su accesibilidad a la hibridación con oligonucleótidos complementarios usando ensayos de protección de 
ribonucleasa. 45 
 
Como con los polinucleótidos antisentido descritos en el presente documento, las ribozimas de la invención deben 
ser capaces de hibridar con una molécula de ácido nucleico diana (por ejemplo, las SEQ ÍD NO: 1, 5 o 12) en 
“condiciones fisiológicas”, es decir, las condiciones dentro de una célula, especialmente las condiciones en una 
célula vegetal, tal como una célula de trigo o cebada. 50 
 
Interferencia de ARN/ARN dúplex 
 
Como se usa en el presente documento, la "molécula de ARNdc introducida artificialmente" se refiere a la 
introducción de la molécula de ARNdc, que puede producirse en la célula mediante transcripción de un gen 55 
quimérico que codifica dicha molécula de ARNdc, sin embargo no se refiere a la conversión de una molécula de 
ARN de cadena sencilla en un ARNdc dentro de la célula eucariótica o célula vegetal. La interferencia de ARN 
(ARNi) es particularmente útil para reducir específicamente la expresión de un gen o inhibir la producción de una 
proteína particular. Aunque sin desear estar limitados por la teoría, Waterhouse et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA.95: 
13959–13964, 1998 han proporcionado un modelo para el mecanismo mediante el cual se puede usar ARNdc para 60 
reducir la expresión génica o la producción de proteínas. Esta tecnología se basa en la presencia de moléculas de 
ARNdc que contienen una secuencia que es esencialmente idéntica al ARNm del gen de interés o parte del mismo. 
Convenientemente, el ARNdc puede producirse a partir de un único promotor en un vector recombinante o célula 
huésped, en el que las secuencias sentido y antisentido se transcriben para producir un ARN de horquilla en el que 
las secuencias sentido y antisentido hibridan para formar la región de ARNdc con una secuencia intermedia o región 65 
espaciadora que forma una estructura de bucle, de manera que el ARN de horquilla comprende una estructura de 
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tallo-bucle. El diseño y la producción de moléculas de ARNdc adecuadas para la presente invención está dentro de 
la capacidad de un experto en la técnica, particularmente considerando Waterhouse et al., 1998 (citado 
anteriormente), Smith et al., Nature, 407: 319–320, 2000, el documento WO 99/53050, el documento WO 99/49029 y 
el documento WO 01/34815. De acuerdo con ello, la presente invención también proporciona una molécula de ácido 
nucleico, tal como un ADN quimérico que codifica un ARN dúplex, tal como un ARN de horquilla de la invención, 5 
incluyendo células, tejidos, órganos, plantas, semillas, particularmente plantas de algodón o semilla de algodón y 
similares, que comprenden la molécula de ácido nucleico. En una realización preferente, el ADN quimérico tiene la 
estructura mostrada esquemáticamente en la Figura 12, que comprende la secuencia mostrada en la Figura 13, a la 
que se hace referencia en el presente documento como la construcción MonoCott. 
 10 
En un ejemplo, se introduce un ADN que dirige la síntesis de un producto o productos de ARN al menos 
parcialmente bicatenario con homología con el gen diana que se va a inactivar. Por lo tanto, el ADN comprende 
tanto secuencias sentido como antisentido que, cuando se transcriben a ARN, pueden hibridar para formar la región 
de ARN de doble cadena. En una realización preferente, las secuencias sentido y antisentido están separadas por 
una región espaciadora que comprende un intrón que, cuando se transcribe a ARN, se elimina mediante corte y 15 
empalme. Un intrón preferente es un intrón del gen ghFAD2–1, por ejemplo la SEQ ID NO: 18. Se ha demostrado 
que esta disposición da como resultado una mayor eficacia del silenciamiento génico (Smith et al., 2000 (citado 
anteriormente)). La región bicatenaria puede comprender una o dos moléculas de ARN, transcritas desde una región 
de ADN o dos. El ARNdc puede clasificarse como ARNhq largo que tiene regiones largas sentido y antisentido que 
pueden ser en gran parte complementarias, pero no necesitan ser totalmente complementarias (que normalmente 20 
forman una región de pares de bases mayor de aproximadamente 100 pb, que preferentemente varía de 200-1.000 
pb). El ARNhq también puede ser más pequeño, en el que la porción bicatenaria varía de tamaño de 
aproximadamente 30 a aproximadamente 50 pb, o de 30 a aproximadamente 100 pb (véase el documento 
WO04/073390). Se cree que la presencia de la región de ARN de doble cadena desencadena una respuesta de un 
sistema de planta endógeno que procesa el ARN de doble cadena a oligonucleótidos de 21-24 nucleótidos de 25 
longitud, y también usa estos oligonucleótidos para la escisión específica de secuencia del transcrito de ARN 
homólogo del gen de la planta diana, reduciendo o eliminando eficazmente la actividad del gen diana. 
 
La longitud de las secuencias sentido y antisentido que hibridan debe ser de al menos 19 nucleótidos contiguos, 
preferentemente de al menos 27 o 30 o 50 nucleótidos, y, más preferentemente, de al menos 100, 200 o 500 30 
nucleótidos, hasta la secuencia de longitud completa correspondiente a la totalidad del transcrito génico. Las 
longitudes son, lo más preferentemente, 100-2.000 nucleótidos. El grado de identidad de las secuencias sentido y 
antisentido con el transcrito dirigido debe ser de al menos un 85 %, preferentemente de al menos de 90 % y, más 
preferentemente, 95-100 %. Cuanto más larga sea la secuencia, menor será el requisito de identidad de secuencia 
global. La molécula de ARN puede comprender, por supuesto, secuencias no relacionadas que pueden funcionar 35 
para estabilizar la molécula. La molécula de ARN puede ser un híbrido entre diferentes secuencias dirigidas a 
diferentes ARN diana, lo que permite la reducción de la expresión de más de un gen diana, o puede ser una 
secuencia que corresponde a una familia de genes diana relacionados, tales como una familia multigénica. En una 
realización preferente, la molécula de ARN se dirige a al menos tres genes diana diferentes, más preferentemente 
los genes ghFAD2–1, ghFatB–2 y ghCPA–FAS–2 en algodón. Las secuencias utilizadas en el ARNdc corresponden 40 
preferentemente a las secuencias exónicas del gen diana y pueden corresponder a las secuencias 5' y/o 3' no 
traducidas o las secuencias de codificación de proteínas o cualquier combinación de las mismas. El promotor 
utilizado para expresar la construcción que forma el ARNdc puede ser cualquier tipo de promotor si el ARNdc 
resultante es específico para un producto génico en el linaje celular dirigido para la destrucción. Como alternativa, el 
promotor puede ser específico de linaje en cuanto a que solo se expresa en las células de un linaje de desarrollo en 45 
particular. Esto podría ser ventajoso cuando se observa cierta superposición en la homología con un gen que se 
expresa en un linaje celular no diana. El promotor también puede ser inducible por factores controlados 
externamente o por factores ambientales intracelulares. Normalmente, la molécula de ARN se expresa bajo el 
control de un promotor de la ARN polimerasa II o de la ARN polimerasa III. Entre los ejemplos de estas últimas se 
incluyen los promotores de ARNt o ARNsn. 50 
 
En el ejemplo 5 se proporcionan ejemplos de construcciones genéricas que codifican moléculas de ARNdc que 
pueden usarse para regular por disminución la producción de polipéptidos para la modificación de la composición de 
aceite en semilla de algodón. 
 55 
Otro ARN silenciador puede ser "ARN no poliadenilado" que comprende al menos 20 nucleótidos consecutivos que 
tienen al menos un 95 % de identidad de secuencia con la complementaria de una secuencia de nucleótidos de un 
transcrito de ARN del gen diana, tal como se describe en los documentos WO01/12824 o US6423885. Todavía otro 
tipo de ARN silenciador es una molécula de ARN como se describe en el documento WO03/076619 que comprende 
al menos 20 nucleótidos consecutivos que tienen al menos un 95 % de identidad de secuencia con la secuencia del 60 
ácido nucleico diana o la complementaria de la misma y que comprende además una región en su mayor parte 
bicatenaria como se describe en el documento WO03/076619. 
 
La regulación del microARN es una rama especializada de la vía de silenciamiento del ARN que evolucionó hacia la 
regulación génica, divergiendo de los ARNi/PTGS convencionales. Los microARN son una clase específica de ARN 65 
pequeños que están codificados en elementos similares a genes organizados en una repetición invertida parcial 
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característica. Cuando se transcriben, los genes de los microARN dan lugar a ARN precursores tallo-bucle con 
apareamientos parciales de bases, a partir de los cuales se procesan a continuación los microARN. Los microARN 
procesados tienen, normalmente, 21 nucleótidos contiguos de longitud o 21-23 nucleótidos de longitud con una 
secuencia al menos un 95 % idéntica con 21 nucleótidos contiguos de la complementaria del transcrito de ARN del 
gen diana. Los ARNmi liberados se incorporan en complejos similares a RÍSC que contienen un subconjunto 5 
particular de proteínas Argonauta que ejercen una represión génica específica de la secuencia (véase, por ejemplo, 
Millar y Waterhouse, Funct Integr Genomics, 5: 129–135, 2005; Pasquinelli et al., Curr Opin Genet Develop 15: 200–
205, 2005; Almeida y Allshire, Trends Cell Biol. 15: 251–258, 2005). 
 
Cosupresión 10 
 
Otro enfoque biológico molecular que puede usarse para reducir específicamente la expresión génica es la 
cosupresión. El mecanismo de la cosupresión no se entiende bien, pero se piensa que implica silenciamiento génico 
postranscripcional (PTGS) y, en ese sentido, puede ser muy similar a muchos ejemplos de supresión antisentido. 
Implica la introducción de una copia adicional de un gen o un fragmento del mismo en una planta en la "orientación 15 
sentido" con respecto a un promotor para su expresión, que, como se usa en el presente documento, se refiere a la 
misma orientación que la transcripción y la traducción (si se produce) de La secuencia con respecto a la secuencia 
en el gen diana. El tamaño del fragmento sentido, su correspondencia con las regiones génicas diana y su grado de 
homología con el gen diana son los mismos que para las secuencias antisentido descritas anteriormente. En algunos 
casos, la copia adicional de la secuencia del gen interfiere con la expresión del gen de la planta diana. Se hace 20 
referencia a la memoria descriptiva de la patente WO 97/20936 y a la memoria descriptiva de la patente europea 
0465572 para métodos de implementación de enfoques de cosupresión. Las moléculas de ARN antisentido, de 
cosupresión o de doble cadena pueden comprender también una región de ARN en gran parte bicatenaria, que 
comprende, preferentemente, una señal de localización nuclear, como se describe en el documento WO 03/076619. 
 25 
Cualquiera de estas tecnologías para reducir la expresión génica puede utilizarse para reducir de forma coordinada 
la actividad de múltiples genes. Por ejemplo, una molécula de ARN puede ser dirigida a una familia de genes 
relacionados usando como diana una región de los genes que es común. Como alternativa, los genes no 
relacionados pueden utilizarse como dianas a través de la inclusión de múltiples regiones en una molécula de ARN, 
estando cada región dirigida a un gen diferente. Esto se puede hacer fácilmente fusionando las múltiples regiones 30 
bajo el control de un solo promotor, tal como en el Ejemplo 5. 
 
Métodos de introducción de ácidos nucleicos en células vegetales/transformación 
 
Existen varias técnicas para la introducción de moléculas de ácido nucleico en una célula huésped vegetal, bien 35 
conocidas por los trabajadores en la técnica. El término “transformación” significa la alteración del genotipo de un 
organismo, por ejemplo una bacteria o una planta, mediante la introducción de un ácido nucleico extraño o exógeno. 
Por “transformante” se entiende un organismo alterado de este modo. Tal como se utiliza en el presente documento, 
el término “transgénico” se refiere a una planta genéticamente modificada en la que el genoma endógeno se 
complementa o modifica mediante la integración o mantenimiento estable en una forma no replicable de un gen o 40 
secuencia exógena o exógena. Por “transgén” se entiende un gen exógeno o extraño o secuencia exógena o 
extraña que se introduce en el genoma de una planta. La molécula de ácido nucleico puede integrarse de forma 
estable en el genoma de la planta o puede replicarse como un elemento extracromosómico. Por “genoma” se 
entiende el complemento genético total heredado de la célula, planta o parte de la planta, e incluye moléculas de 
ADN cromosómico, ADN plastídico, ADN mitocondrial y de ADN extracromosómico. El término "regeneración", tal 45 
como se usa en el presente documento en relación con materiales vegetales, significa el cultivo de una planta 
completa diferenciada de una célula vegetal, un grupo de células vegetales, una parte de la planta, tal como, por 
ejemplo, de un embrión, un escutelo, un protoplasto, un callo u otro tejido, pero sin incluir el crecimiento de una 
planta a partir de una semilla. 
 50 
La elección particular de una tecnología de transformación estará determinada por su eficiencia para transformar 
ciertas especies vegetales, así como la experiencia y la preferencia de la persona que practica la invención con una 
metodología de elección particular. Será evidente para el experto en la técnica que la elección particular de un 
sistema de transformación para introducir una construcción de ácido nucleico en las células vegetales no es esencial 
ni una limitación de la invención, siempre que logre un nivel aceptable de transferencia de ácido nucleico. La guía en 55 
la implementación práctica de sistemas de transformación para la mejora de las plantas se proporciona en Birch, 
Ann Rev Plant Physiol Plant Mol Biol. 48: 297–326, 1997. 
 
En principio, tanto las plantas dicotiledóneas como las monocotiledóneas que son susceptibles de transformación 
pueden modificarse introduciendo una construcción de ácido nucleico de acuerdo con la invención en una célula 60 
receptora y cultivando una nueva planta que alberga y expresa un polinucleótido de acuerdo con la invención. 
 
Se ha demostrado que la introducción y la expresión de polinucleótidos extraños o exógenos en plantas 
dicotiledóneas, tales como algodón, tabaco, patata y legumbres, o plantas monocotiledóneas, tales como cereales, 
incluyendo trigo, cebada, arroz, maíz, avena, centeno y sorgo, es posible usando el T-AND del plásmido inductor de 65 
tumores (Ti) de Agrobacterium tumefaciens (véase, por ejemplo, Umbeck, patente de Estados Unidos n.º 5.004.863, 
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y la solicitud internacional PCT/US93/02480). Se puede introducir una construcción de la invención en una célula 
vegetal utilizando A. tumefaciens que contiene el plásmido Ti. Al utilizar un cultivo de A. tumefaciens como vehículo 
de transformación, es muy ventajoso utilizar una cepa no oncogénica de Agrobacterium como portador de vectores 
de manera que sea posible la diferenciación normal no oncogénica de los tejidos transformados. Se prefiere que el 
Agrobacterium albergue un sistema de plásmido Ti binario. Dicho sistema binario comprende (1) un primer plásmido 5 
Ti que tiene una región de virulencia esencial para la introducción del ADN de transferencia (T-ADN) en plantas, y 
(2) un plásmido quimérico. El plásmido quimérico contiene al menos una región de borde de la región de T-ADN de 
un plásmido Ti de tipo silvestre que flanquea el ácido nucleico que se va a transferir. Se ha demostrado que los 
sistemas de plásmidos Ti binarios son eficaces para transformar las células vegetales como, por ejemplo, describen 
De Framond, Biotechnology, 1: 262, 1983 y Hoekema et al., Nature, 303: 179, 1983. Dicho sistema binario se 10 
prefiere entre otros porque no requiere la integración en el plásmido Ti en Agrobacterium. 
 
Los métodos que implican el uso de Agrobacterium incluyen, pero no se limitan a, la transformación de células o 
tejidos vegetales con Agrobacterium, tal como la transformación de semillas, ápices o meristemos con 
Agrobacterium, o la inoculación en la planta, tal como el método de inmersión floral descrito por Bechtold et al, CR 15 
Acad. Sci. Paris, 316: 1194, 1993. Este abordaje se basa en la infiltración de una suspensión de células de 
Agrobacterium. Como alternativa, la construcción quimérica puede introducirse usando plásmidos inductores de 
raíces (Ri) de Agrobacterium como vectores. 
 
Los métodos para la transformación de plantas de algodón mediante la introducción de un ácido nucleico exógeno y 20 
para la regeneración de plantas a partir de células mediante embriogénesis somática son bien conocidos en la 
técnica. 
 
Otros métodos para introducir la construcción de ácido nucleico en una célula vegetal son por electroporación, o 
penetración balística a alta velocidad por partículas pequeñas (también conocido como bombardeo de partículas o 25 
bombardeo con microproyectiles) con el ácido nucleico que se va a introduce contenido dentro de la matriz de 
pequeñas perlas o partículas, o en su superficie como, por ejemplo, describen Klein et al., Nature, 327: 70, 1987. 
 
Tal como se utiliza en el presente documento, una "mutación inducida" es una variación genética inducida 
artificialmente que puede ser el resultado de radiación química o mutagénesis basada biológicamente, por ejemplo 30 
transposón o inserción de T-ADN. Las mutaciones preferentes son mutaciones nulas, tales como mutaciones sin 
sentido, mutaciones de cambio de marco, mutaciones de inserción o variantes de sitio de corte y empalme que 
inactivan completamente el gen de interés. Entre los derivados de inserción de nucleótidos se incluyen fusiones en 
los extremos 5' y 3', así como inserciones dentro de la secuencia de uno o más nucleótidos. Las variantes de la 
secuencia de nucleótidos de inserción son aquellas en las que uno o más nucleótidos se introducen en la secuencia 35 
de nucleótidos, que puede obtenerse por inserción aleatoria con una detección selectiva adecuada de los productos 
resultantes. Las variantes de deleción se caracterizan por la eliminación de uno o más nucleótidos de la secuencia. 
Preferentemente, un gen mutante tiene solo una sola inserción o deleción de una secuencia de nucleótidos con 
relación al gen de tipo silvestre. Las variantes por sustitución de nucleótidos son aquellas en las que se ha eliminado 
al menos un nucleótido en la secuencia y se ha insertado un nucleótido diferente en su lugar. El número preferente 40 
de nucleótidos afectados por sustituciones en un gen mutante con relación al gen de tipo Silvestre es un máximo de 
diez nucleótidos, más preferentemente un máximo de 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 o 2, o solo un nucleótido. Dicha sustitución 
puede ser "silenciosa" en el sentido en que la sustitución no cambia el aminoácido definido por el codón. Como 
alternativa, los sustituyentes conservadores están diseñados para alterar un aminoácido para otro aminoácido de 
acción similar. 45 
 
El término "mutación", tal como se utiliza en el presente documento, no incluye sustituciones silenciosas de 
nucleótidos que no afectan a la actividad del gen, y, por lo tanto, incluye solo alteraciones en la secuencia génica 
que afectan a la actividad génica. El término “polimorfismo” se refiere a cualquier cambio en la secuencia de 
nucleótidos que incluye dichas sustituciones de nucleótidos silenciosas. 50 
 
La mutagénesis puede lograrse mediante medios químicos o de radiación, por ejemplo tratamiento de las semillas 
con EMS o azida sódica (Zwar y Chandler, Planta 197: 39–48, 1995), o irradiación gamma, bien conocidos en la 
técnica. El aislamiento de mutantes puede conseguirse mediante detección selectiva de plantas o semillas 
mutagenizadas. En una planta poliploide, tal como algodón, la detección selectiva se realiza, preferentemente, en un 55 
genotipo que ya carece de una de las actividades enzimáticas, de modo que se busca un mutante que carezca 
completamente de la actividad funcional. Como alternativa, la mutación puede identificarse usando técnicas tales 
como "TILLING" en una población mutagenizada con un agente tal como EMS (Slade y Knauf, Transgenic Res. 14: 
109–115, 2005). Dichas mutaciones pueden introducirse después en fondos genéticos deseables cruzando el 
mutante con una planta del fondo genético deseado y realizando un número adecuado de retrocruzamientos para 60 
cruzar el fondo parental originalmente no deseado. La invención se extiende claramente a métodos para producir o 
identificar tales plantas o la semilla producida por tales plantas. 
 
El proceso de producción de plantas de la invención puede incluir etapas de mutagénesis y/o detección selectiva 
tales como TILLING (direccionamiento de lesiones locales inducidas en genomas). En un primer paso, las 65 
mutaciones introducidas, tales como nuevos cambios de pares de bases simples se inducen en una población de 
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plantas tratando las células, semillas, polen u otras partes de plantas con un mutágeno químico o radiación química 
y, después, haciendo avanzar las plantas a una generación en la que se las mutaciones se heredarán de manera 
estable. El ADN se extrae y las semillas se almacenan de todos los miembros de la población para crear un recurso 
al que se puede acceder repetidamente con el tiempo. Para un ensayo de TILLING, los cebadores de PCR están 
diseñados para amplificar específicamente una sola Diana génica de interés. La especificidad es especialmente 5 
importante si una diana es un miembro de una familia de genes o parte de un genoma poliploide. A continuación, se 
pueden usar cebadores marcados con colorante para amplificar productos de PCR a partir de ADN agrupado de 
múltiples individuos. Estos productos de PCR se desnaturalizan y se rehibridan para permitir la formación de pares 
de bases apareados erróneamente. Los apareamientos erróneos, o heterodúplex, representan tanto los 
polimorfismos de nucleótidos individuales (SNP) que ose producen de forma natural (es decir, es probable que 10 
varias plantas de la población porten el mismo polimorfismo) como los SNP inducidos (es decir, solo las plantas 
individuales raras es probable que muestren la mutación). Después de la formación de heterodúplex, el uso de una 
endonucleasa, tal como Cell, que reconoce y escinde el ADN apareado erróneamente, es la clave para descubrir 
nuevos SNP dentro de una población de TILLING. 
 15 
Utilizando este enfoque, se pueden someter a detección selectiva miles de plantas para identificar cualquier 
individuo con un solo cambio de base, así como pequeñas inserciones o deleciones (1-30 pb) en cualquier gen o 
región específica del genoma. Los fragmentos genómicos que se analizan pueden variar de tamaño desde 0,3 hasta 
1,6 kb. En una agrupación multiplicada por 8 veces, los fragmentos de 1,4 kb (descontando los extremos de los 
fragmentos en los que la detección de SNP es problemática debido al ruido) y 96 carriles por ensayo, esta 20 
combinación permite detectar hasta un millón de pares de bases de ADN genómico por ensayo único, lo que 
convierte al TILLING en una técnica de alto rendimiento. El TILLING se describe adicionalmente en Slade y Knauf, 
2005 (citado anteriormente), y Henikoff et al., Plant Physiol. 135: 630–636, 2004. 
 
Además de permitir la detección eficiente de mutaciones, la tecnología de TÍLLÍNG de alto rendimiento es ideal para 25 
la detección de polimorfismos naturales. Por lo tanto, la interrogación de un ADN homólogo desconocido mediante 
formación de heterodúplex a una secuencia conocida revela el número y la posición de sitios polimórficos. Se 
identifican tanto los cambios de nucleótidos como las pequeñas inserciones y deleciones, incluyendo al menos 
algunos polimorfismos de número de repetición. Esto se ha denominado Ecotiling (Comai et al., Plant J. 37: 778–
786, 2004). 30 
 
Tal como se utiliza en el presente documento, la expresión "unido genéticamente" se refiere a un locus marcador y a 
un segundo locus que está suficientemente cerca en un cromosoma que se heredarán juntos en más del 50 % de 
las meiosis, por ejemplo, no aleatoriamente. Esta definición incluye la situación en la que el locus marcador y el 
segundo locus forman parte del mismo gen. Además, esta definición incluye la situación en la que el locus marcador 35 
comprende un polimorfismo que es responsable del rasgo de interés (en otras palabras, el locus marcador está 
directamente "ligado" al fenotipo). Por lo tanto, el porcentaje de recombinación observado entre los loci por 
generación (centimorgans (cM)) será menor que 50. En realizaciones particulares de la invención, los loci unidos 
genéticamente pueden ser 45, 35, 25, 15, 10, 5, 4, 3, 2, o 1 o menos cM aparte en un cromosoma. Preferentemente, 
los marcadores están separados por menos de 5 cM o 2 cM, y lo más preferentemente, separados por 40 
aproximadamente 0 cM. 
 
Como se usa en el presente documento, los "otros marcadores genéticos" pueden ser cualquier molécula que esté 
ligada a un rasgo deseado de una planta de algodón. Dichos marcadores son bien conocidos por los expertos en la 
técnica e incluyen marcadores moleculares ligados a genes que determinan rasgos tales como la resistencia a 45 
enfermedades, el rendimiento, la morfología de la planta, la calidad de la pelusa. Cualquier técnica biológica 
molecular conocida en la técnica que sea capaz de detectar alelos de genes de interés puede usarse en los métodos 
de la presente invención. Tales métodos incluyen, pero no se limitan a, el uso de amplificación de ácidos nucleicos, 
secuenciación de ácidos nucleicos, hibridación de ácidos nucleicos con sondas adecuadamente marcadas, análisis 
conformacional de una sola hebra (SSCA), electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE), análisis 50 
heterodúplex (HET), Análisis de escisión química (CCM), escisión catalítica de ácido nucleico o una combinación de 
los mismos. La invención también incluye el uso de técnicas de marcadores moleculares para detectar polimorfismos 
ligados a alelos de. Tales métodos incluyen la detección o análisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de 
restricción (RFLP), RAPD, polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP) y polimorfismos de 
microsatélites (repetición de secuencia simple, SSR). Los marcadores estrechamente ligados pueden obtenerse 55 
fácilmente por métodos bien conocidos en la técnica, tal como el análisis de segregantes agrupados. 
 
La "reacción en cadena de la polimerasa" ("PCR") es una reacción en la que se hacen copias duplicadas de un 
polinucleótido diana usando un "par de cebadores" o "conjunto de cebadores" que consiste en un cebador "aguas 
arriba" y "aguas abajo", un catalizador de la polimerización, tal como una ADN polimerasa, y, normalmente, una 60 
enzima polimerasa térmicamente estable. Los métodos para la PCR son conocidos en la técnica y se enseñan, por 
ejemplo, en "PCR" (McPherson y Moller (Ed), BÍOS Scientific Publishers Ltd, Oxford, 2000). La PCR puede 
realizarse sobre ADNc obtenido a partir de transcripción inversa del ARNm aislado a partir de células de plantas que 
expresan un gen SSII o sobre ADN genómico aislado de una planta. Un cebador en este contexto es una secuencia 
oligonucleotídica que es capaz de hibridar de una manera específica de la secuencia con la secuencia diana y que 65 
se extiende durante la PCR. Los amplicones o productos de la PCR o fragmentos de PCR o productos de 
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amplificación son productos de extensión que comprenden el cebador y las copias recién sintetizadas de las 
secuencias diana. Los cebadores pueden coincidir perfectamente con la secuencia diana o pueden contener bases 
internas apareadas erróneamente que pueden dar lugar a la introducción de sitios de reconocimiento/escisión de 
enzimas de restricción o de ácido nucleico catalítico en secuencias diana específicas. Los cebadores también 
pueden contener secuencias adicionales y/o contener nucleótidos modificados o marcados para facilitar la captura o 5 
detección de amplicones. Ciclos repetidos de desnaturalización por calor del ADN, hibridación de los cebadores con 
sus secuencias complementarias y extensión de los cebadores hibridados con la polimerasa dan como resultado 
una amplificación exponencial de la secuencia Diana. Los términos objetivo o secuencia diana o molde se refieren a 
secuencias de ácido nucleico que se amplifican. 
 10 
Los métodos para la secuenciación directa de las secuencias de nucleótidos son bien conocidos por los expertos en 
la técnica y pueden encontrarse, por ejemplo, en Ausubel et al. (citado anteriormente) y Sambrook et al., 1989 
(citado anteriormente). La secuenciación puede llevarse a cabo mediante cualquier método adecuado, por ejemplo, 
secuenciación didesoxi, secuenciación química o variaciones de las mismas. La secuenciación directa tiene la 
ventaja de determinar la variación en cualquier par de bases de una secuencia particular. 15 
 
Plantas 
 
El término "planta", tal como se utiliza en el presente documento como sustantivo, se refiere a plantas enteras y se 
refiere a cualquier miembro del Reino Plantae, pero cuando se usa como adjetivo se refiere a cualquier sustancia 20 
que está presente, se obtiene, deriva o está relacionada con una planta, tales como, por ejemplo, órganos de las 
plantas (por ejemplo, hojas, tallos, raíces, flores), células individuales (por ejemplo, polen), semillas, células 
vegetales y similares. Las plántulas y las semillas germinadas de las que han surgido raíces y brotes también se 
incluyen dentro del significado de "planta". La expresión "partes de plantas" tal como se usa en el presente 
documento se refiere a uno o más tejidos u órganos vegetales que se obtienen de una planta y que comprenden 25 
ADN genómico de la planta. Partes de planta incluyen estructuras vegetativas (por ejemplo, hojas, tallos), raíces, 
órganos/estructuras florales, semillas (incluidos embriones, cotiledones y cubierta de la semilla), tejido vegetal (por 
ejemplo, tejido vascular, tejido fundamental y similares), células y progenie de las mismas. El término "célula 
vegetal", tal como se usa en el presente documento, se refiere a una célula obtenida de una planta o en una planta e 
incluye protoplastos u otras células derivadas de plantas, células productoras de gametos y células que se 30 
regeneran en plantas enteras. Las células vegetales pueden ser células en cultivo. Por "tejido vegetal" se entiende 
tejido diferenciado en una planta u obtenido de una planta ( "explante") o tejido indiferenciado derivado de embriones 
inmaduros o maduros, semillas, raíces, brotes, frutos, tubérculos, polen, tejido tumoral tal como agallas de corona y 
varias formas de agregaciones de células vegetales en cultivo, tales como callos. Ejemplos de tejidos vegetales en o 
de las semillas son cotiledón, embrión y eje embrionario. Por consiguiente, la invención incluye plantas y partes de 35 
plantas y productos que las comprenden, particularmente semillas que comprenden la composición de aceite 
modificada. 
 
Tal como se utiliza en el presente documento, el término “semilla” se refiere a la “semilla madura” de una planta, que 
está lista para la recolección o que se ha recolectado de la planta, tal como normalmente se recolecta 40 
comercialmente en el campo o como "semilla en desarrollo" que se produce en una planta después de la fertilización 
y antes de que se establezca la latencia de las semillas y antes de la recolección. 
 
Una “planta transgénica”, como se usa en el presente documento, se refiere a una planta que contiene una 
construcción génica que no se encuentra en una planta silvestre de la misma especie, variedad o cultivo. Es decir, 45 
las plantas transgénicas (plantas transformadas) contienen material genético (un transgén) que no contenían antes 
de la transformación. El transgén puede incluir secuencias genéticas obtenidas o derivadas de una célula vegetal, u 
otra célula vegetal, o una fuente no vegetal, o una secuencia sintética. Normalmente, el transgén se ha introducido 
en la planta mediante manipulación genética tal como, por ejemplo, mediante transformación, pero se puede usar 
cualquier procedimiento que reconozca un experto en la técnica. El material genético está integrado, 50 
preferentemente, de forma estable en el genoma de la planta. El material genético introducido puede comprender 
secuencias que se producen de forma natural en la misma especie pero en un orden reordenado o en una 
disposición diferente de elementos, por ejemplo una secuencia antisentido. Las plantas que contienen tales 
secuencias se incluyen en el presente documento en "plantas transgénicas". Una "planta no transgénica" es una que 
no se ha modificado genéticamente mediante la introducción de material genético por técnicas de ADN 55 
recombinante. En una realización preferente, las plantas transgénicas son homocigotas para cada gen que se ha 
introducido (transgén) de modo que su progenie no segrega el fenotipo deseado. 
 
Tal como se utiliza en el presente documento, la expresión "planta no transgénica correspondiente" se refiere a una 
planta que es isogénica con relación a la planta transgénica pero sin el transgén de interés. Preferentemente, la 60 
planta no transgénica correspondiente es del mismo cultivo o variedad que el progenitor de la planta transgénica de 
interés, o una línea de plantas hermanas que carece de la construcción, a menudo denominado "segregante", o una 
planta del mismo cultivo o variedad transformado con una construcción de "vector vacío" y puede ser una planta no 
transgénica. "Tipo silvestre", tal como se usa en el presente documento, se refiere a una célula, tejido o planta que 
no se ha modificado de acuerdo con la invención. Se pueden usar células, tejidos o plantas de tipo silvestre como 65 
controles para comparar los niveles de expresión de un ácido nucleico exógeno o la extensión y la naturaleza de la 
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modificación del rasgo con células, tejidos o plantas modificadas como se describe en el presente documento. Una 
planta de tipo silvestre típica con respecto al algodón es de la variedad "Coker". 
 
Las plantas transgénicas, como se definen en el contexto de la presente invención, incluyen la progenie de las 
plantas que se han modificado genéticamente usando técnicas recombinantes, en las que la progenie comprende el 5 
transgén de interés. Dicha progenie puede obtenerse por autofecundación de la planta transgénica primaria o 
mediante cruzamiento de dichas plantas con otra planta de la misma especie. Esto generalmente sería modular la 
producción de al menos una proteína/enzima definida en el presente documento en la planta u órgano de la planta 
deseado. Las partes de plantas transgénicas incluyen todas las partes y células de dichas plantas que comprenden 
el transgén, tal como, por ejemplo, tejidos cultivados, callos y protoplastos. 10 
 
Se puede emplear cualquiera de varios métodos para determinar la presencia de un transgén en una planta 
transformada. Por ejemplo, se puede usar la reacción en cadena de polimerasa (PCR) para amplificar secuencias 
que son únicas para la planta transformada, con detección de los productos amplificados mediante electroforesis en 
gel u otros métodos. El ADN se puede extraer de las plantas usando métodos convencionales y la reacción de PCR 15 
se lleva a cabo utilizando cebadores para amplificar un ADN específico, cuya presencia distinguirá las plantas 
transformadas de las no transformadas. Por ejemplo, se pueden diseñar cebadores que amplifiquen una región de 
ADN desde la lectura del vector de transformación en la construcción y el cebador inverso diseñado a partir del gen 
de interés. Estos cebadores solo amplificarán un fragmento si la planta se ha transformado con éxito. Un método 
alternativo para confirmar un transformante positivo es mediante hibridación de transferencia Southern, bien 20 
conocida en la técnica. Las plantas que se transforman también pueden identificarse, es decir, distinguirse de las 
plantas no transformadas o de tipo silvestre por su fenotipo, por ejemplo conferido por la presencia de un gen 
marcador seleccionable, o conferido por el fenotipo de la composición de aceite modificada de la semilla de la 
planta, o fenotipo relacionado, tal como la actividad enzimática alterada. 
 25 
Como se usa en el presente documento, "germinación" se refiere a la aparición de la punta de la raíz de la cubierta 
de la semilla después de la imbibición. La "tasa de germinación" se refiere al porcentaje de semillas en una 
población que ha germinado durante un período de tiempo, por ejemplo 14 o 21 días, después de la imbibición. Una 
población de semillas puede evaluarse diariamente durante varios días para determinar el porcentaje de 
germinación con el tiempo. Con respecto a las semillas de la presente invención, tal como se usa en el presente 30 
documento, la expresión "tasa de germinación que es sustancialmente el mismo" significa que la tasa de 
germinación de las semillas transgénicas es al menos el 80 % de la de las semillas silvestres isogénicas. 
 
Las plantas proporcionadas o contempladas para su uso en la práctica de la presente invención incluyen 
angiospermas, incluyendo tanto monocotiledóneas como dicotiledóneas. En realizaciones preferentes, las plantas de 35 
la presente invención son plantas de cultivo (por ejemplo, cereales y legumbres, maíz, trigo, patatas, tapioca, arroz, 
sorgo, millo, yuca, cebada o guisantes) u otras legumbres. Las plantas se pueden cultivar para la producción de 
raíces, tubérculos, hojas, tallos, flores o frutos comestibles. Preferentemente, la planta es una planta de algodón. 
Ejemplos de plantas de cereales incluyen, pero no se limitan a, trigo, cebada, arroz, maíz (maíz), sorgo, avena y 
centeno. En una realización, la planta de algodón es una planta progenie de la línea DCS9 (Ejemplo 7) y contiene el 40 
mismo transgén situado en la misma posición en el genoma. 
 
La referencia a una "planta de algodón" se refiere a cualquier planta perteneciente al género Gossypium y a 
cualquier pariente silvestre, especie progenitora, germoplasma, cultivo o variedad de los mismos. Por ejemplo, las 
plantas de algodón incluyen especies tales como: G. anapoides, G. anomalum, G. arboretum, G. areysianum, G. 45 
aridum, G. armourianum, G. australe, G. barbadense, G. barbosanum, G. benadirense, G. bickii, G. briccetti, G. 
capitis–viridis, G. costulatum, G. cunningharnii, G. darwinii, G. davidsonii, G. enthyle, G. exiguum, G. gossypioides, 
G. harknessii, G. herbaceum, G. hirsutum, G. incanum, G. klotzschianum, G. laxum, G. lobatum, G. londonderriense, 
G. longicalyx, G. marchantii, G. mustelinum, G. nandewarense, G. nelsonii, G. nobile, G. pilosum, G. populifoliurn, G. 
pulchellum, G. raimondii, G. robinsonii, G. rotundifoliurn, G. schwendirnaantii, G. somalense, G. soudanense, G. 50 
stocksii, G. sturtianum, G. thurberi, G. timorense, G. tomentosum, G. trilobum, G. triphyllum, y G. vindis. Especies 
concretas son Gossypium hirsutum (gh) y Gossypium barbadense (gb). Como apreciarán los expertos en la técnica, 
una variedad, cultivo o mutante convenientes puede estar modificado genéticamente y el fenotipo producido en 
variedades o especies relacionadas mediante técnicas de reproducción estándar. La referencia a "progenitor" se 
refiere a cualquiera de las especies, variedades, cultivos o germoplasmas, de los cuales deriva una planta. Como 55 
conocerán los expertos en la técnica, el algodón más comercialmente útil es un alotetraploide de origen natural 
derivado mediante hibridación sexual entre padres progenitores diploides antiguos. Basándose en la enseñanza 
proporcionada en el presente documento, los expertos en la técnica pueden realizar fácilmente el método de la 
invención en uno o más algodones diploides o alotetraploides y producir híbridos sexuales entre las plantas 
transgénicas producidas a partir de los mismos. 60 
 
Como se usa en el presente documento, se entenderá que la expresión "especies derivadas, germoplasma o 
variedad" significa cualquier especie vegetal, germoplasma o variedad que se produce usando una especie, 
variedad, cultivo o germoplasma de algodón indicado, utilizando procedimientos estándar de hibridación sexual, 
tecnología de ADN recombinante, cultivo de tejidos, mutagénesis, o una combinación de uno o más de dichos 65 
procedimientos. En particular, se han producido híbridos interespecíficos entre diversas especies importantes de 

E09799857
15-11-2016ES 2 603 530 T3

 



27 

algodón, tales como G. Barbadense Y G. hirsutum, y entre ciertas especies diploides, y la producción de tales 
híbridos interespecíficos es rutinaria para los expertos en la técnica. 
 
Tal como se utiliza en el presente documento, el término "algodón" se refiere a cualquier especie del género 
Gossypium, preferentemente de la especie Gossypium hirsutum o Gossypium barbadense. En algunas 5 
realizaciones, una planta control o de referencia adecuada es una planta de algodón sustancialmente isogénica no 
transformada tratada de la misma manera que la planta de "ensayo”. El aceite de semilla de algodón se puede 
distinguir por la presencia en el mismo de ácidos grasos de CPE y/o de CPA. 
 
Producción de alimentos 10 
 
En otro aspecto, la invención proporciona plantas de algodón y semilla de algodón, y productos obtenidos a partir de 
ellas, que comprenden aceite de la semilla, particularmente aceite de semilla de algodón, que es útil para la 
producción de alimentos o piensos, teniendo la semilla una composición del aceite de la semilla modificada en 
comparación con la semilla de tipo silvestre correspondiente. Preferentemente, la planta a partir de la cual se obtiene 15 
la semilla tiene un nivel reducido de actividades de ghFAD2-1, ghFatB-2 y ghCPA-FAS-2 en la semilla durante el 
desarrollo. El aceite de semilla de algodón de la presente invención es útil para la producción de alimentos y, en 
particular, para la producción comercial de alimentos. Tal producción de alimentos podría incluir la mezcla del aceite 
de semilla de algodón como un ingrediente con otros ingredientes en la producción comercial de alimentos. En 
realizaciones preferentes que son deseables para su uso en la producción de alimentos, el aceite de semilla de 20 
algodón tiene una composición modificada como se especifica en el presente documento. 
 
El aceite se aísla fácilmente a partir de semillas limpias, deshinchadas y descascaradas de la invención usando 
métodos estándar, por ejemplo cocción a altas temperaturas, prensado, triturado usando una prensa de tornillo (alta 
presión) y/o procedimientos para la extracción de aceite usando disolventes, vapor y/o presión alta. El contenido de 25 
aceite de la semilla de algodón, o el contenido de cualquier ácido graso en el aceite de la semilla de algodón se 
determina convenientemente como se describe en el presente documento o es bien entendido en la técnica. Como 
alternativa o además se pueden usar los procedimientos de Folch et al., J. Biol. Chem. 226: 497, 1957 o variaciones 
de los mismos como se describe en otra parte (véase, por ejemplo, Liu et al., 2002 (citado anteriormente). El 
contenido de ácidos grasos y/o la composición del aceite de semilla de algodón pueden determinarse 30 
convenientemente utilizando cromatografía de gases líquidos contra ácidos grasos estándar conocidos, comparando 
los picos del éster metílico de ácidos grasos y los tiempos de retención de los patrones de referencia con la muestra 
que se está analizando y mediante la integración estándar de los picos obtenidos. Sin embargo, la presente 
invención no está limitada por el método para determinar el contenido y/o la composición del aceite de semilla de 
algodón, en particular los medios para determinar los ácidos grasos u otros componentes lipídicos. El aceite está 35 
compuesto casi totalmente por triacilgliceroles (TAG) que comprenden tres ácidos grasos esterificados con una 
cadena principal de glicerol. Para evaluar el contenido de TAG del aceite, el aceite puede purificarse tal como 
mediante extracción en fase sólida (SPE) en cartuchos de gel de sílice. La composición de TAG puede evaluarse 
cualitativamente mediante cromatografía líquida de alta resolución de fase inversa (HPLC) usando un detector del 
índice de refracción y propionitrilo como fase móvil. A partir de aceite purificado, se preparan ésteres metílicos de 40 
ácidos grasos (FAME), tal como mediante metilación con solución fría de KOH en metanol y los ésteres analizados 
por cromatografía de gases capilar (GC) usando columnas polares altas. A partir de la composición de ácidos 
grasos, la composición teórica de TAG se puede calcular mediante un programa informático que emplea una 
distribución típica de ácidos grasos en el triacilglicerol para el aceite de semilla de algodón. Los algoritmos 
matemáticos se pueden calcular a partir de composiciones teóricas y experimentales (HPLC) de triacilglicerol y los 45 
valores resultantes se comparan con los contenidos en una base de datos que comprende conjuntos de datos 
determinados realizando el análisis sobre diferentes patrones de aceites. 
 
Productos alimentarios 
 50 
La memoria descriptiva también describe alimentos, bebidas o preparaciones farmacéuticas producidas con 
productos que comprenden el aceite de semilla de algodón. La planta de la invención o productos derivados de la 
misma que contienen aceite o pelusa se pueden utilizar en diversas aplicaciones para uso o consumo humano. Tal 
como se usa en el presente documento, "seres humanos" hace referencia a Homo sapiens. El aceite de semilla de 
algodón se puede utilizar fácilmente en los procedimientos de procesamiento de alimentos, en particular en la fritura 55 
de productos alimentarios. El aceite puede incorporarse en productos, tales como margarina, manteca, aderezo para 
ensalada, mayonesa, productos lácteos tales como helado, yogur o queso, o añadirse como ingrediente a otros 
alimentos o materiales alimentarios, tales como pan, tartas, galletas, pasteles, cereales de desayuno, pasta, fideos o 
salsas. 
 60 
Otras partes de las plantas de la invención que son comestibles pueden usarse como alimentos para consumo 
humano o como pienso para uso animal. Por ejemplo, pueden utilizarse para consumo humano o animal hojas, 
tallos, raíces, tubérculos, frutos, vainas o extractos o partes de estos que comprenden células, como se describe en 
el presente documento de cualquiera de estos. El contenido y la composición de aceite modificado de las plantas de 
la invención y partes de las mismas pueden proporcionar ventajas para el uso de estos materiales como alimento 65 
animal tal como, por ejemplo, alimento para cerdos, ganado vacuno, caballos, aves de corral, tales como pollos, y 
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otros animales. 
 
El alimento o la bebida o la preparación farmacéutica pueden envasarse listos para la venta o en forma a granel. La 
memoria descriptiva describe también métodos para preparar alimentos, bebidas o preparados farmacéuticos de la 
invención, y recetas o instrucciones para preparar dichos alimentos o bebidas. Los métodos pueden comprender las 5 
etapas de trituración, extracción, molienda, cocción, fritura, enlatado, envasado u otras etapas de procesamiento 
conocidas en la técnica. Los métodos o recetas o instrucciones pueden incluir las etapas de procesar el aceite de la 
invención y/o mezclarlo con otros ingredientes alimentarios, tales como calentar u hornear la mezcla o el producto a, 
por ejemplo, al menos 100 ºC. El método puede incluir la etapa de empaquetar el producto para que esté listo para 
la venta. 10 
 
Métodos 
 
Los productos de la presente invención pueden formularse en composiciones farmacéuticas que se preparan de 
acuerdo con técnicas convencionales de composición farmacéutica. Véase, por ejemplo, "Remington's 15 
Pharmaceutical Sciences", 18ª ed. (1990, Mack Publishing, Company, Easton, PA, EE.UU.). La composición puede 
contener el agente activo o un agente activo derivado farmacéuticamente aceptable. Estas composiciones pueden 
comprender, además de una de las sustancias activas, un excipiente, vehículo, tampón, estabilizante u otros 
materiales farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Tales materiales deben ser no tóxicos y no 
deben interferir con la eficacia del ingrediente activo. El vehículo puede tomar una amplia variedad de formas según 20 
la forma de preparación deseada para la administración. 
 
Para la administración oral, los compuestos se pueden formular en preparaciones líquidas tales como cápsulas. En 
la preparación de las composiciones en forma de dosificación oral, se pueden emplear cualquiera de los medios 
farmacéuticos usuales, tales como, por ejemplo, agua, glicoles, aceites, alcoholes, agentes aromatizantes, 25 
conservantes, agentes colorantes, agentes de suspensión y similares en el caso de preparaciones líquidas orales 
(tales como, por ejemplo, suspensiones, elixires y soluciones); o vehículos tales como almidones, azúcares, 
diluyentes, agentes de granulación, lubricantes, aglutinantes. 
 
El agente activo se administra, preferentemente, en una cantidad terapéuticamente eficaz. La cantidad real 30 
administrada y la velocidad y evolución en el tiempo de la administración dependerán de la naturaleza y la gravedad 
de la afección que se esté tratando. La prescripción del tratamiento, por ejemplo, las decisiones sobre la 
dosificación, el momento, etc., están bajo la responsabilidad de médicos generales o especialistas y, por lo general, 
tienen en cuenta el trastorno a tratar, la afección del paciente individual, el lugar de administración, el método de 
administración y otros factores conocidos por los profesionales. Ejemplos de técnicas y protocolos se pueden 35 
encontrar en Remington's Pharmaceutical Sciences, (citado anteriormente). 
 
Uso industrial 
 
Los productos vegetales, preferentemente aceite, se pueden utilizar en la producción de productos industriales tales 40 
como, por ejemplo, etanol. 
 
La presente invención se describe de forma adicional mediante los siguientes ejemplos no limitantes. 
 
Ejemplo 1: Métodos y materiales ilustrativos 45 
 
Aislamiento de ARN 
 
Se trituraron dos gramos de embriones de algodón o tejido de hojas congelado con nitrógeno líquido hasta obtener 
un polvo fino usando un mortero y una mano de mortero y se transfirieron a un vaso de precipitados que contenía 22 50 
ml de tampón de extracción en frío y se agitaron constantemente. El tampón de extracción contenía Tris-HCl 200 
mM pH 8,5, dodecilsulfato de litio al 1,5 %, LiCl 300 mM, Na2EDTA 10 mM, desoxicolato sódico al 1 %, Nonidet P-40 
al 1 %. A esto le siguió la adición de PVP insoluble al 5 %, mercaptoetanol 90 mM, DTT 10 mM (ditiotreitol), DEPC al 
0,1 %, y se agitó durante 10 minutos antes de transferirse a un tubo Corex. Después se añadieron 18,4 ml de 
acetato de amonio 3 M y se mezclaron bien. Se centrifugó a 6.000 x rpm durante 20 minutos a 4 ºC. El sobrenadante 55 
se transfirió a un nuevo tubo y se precipitó añadiendo 1/10 del volumen de NaAc 3 M, pH 5,2 y 1/2 del volumen final 
de isopropanol frío y se almacenó a -20 ºC durante 1 hora antes de la centrifugación a 6.000 x rpm durante 30 
minutos utilizando un rotor giratorio. El sedimento se resuspendió en 1 ml de dH2O y se transfirió a dos tubos 
Eppendorf (500 µl en cada tubo). La suspensión se extrajo con un volumen igual de solución de 
fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1) y las fases se separaron mediante centrifugación durante 5 minutos a 4 60 
ºC. La capa superior acuosa se transfirió cuidadosamente a un nuevo tubo Eppendorf y se extrajo de nuevo con 
cloroformo como anteriormente. Se añadió medio volumen de LiCl 5M a la muestra acuosa, se mezcló bien y se dejó 
en hielo durante 3 horas antes de la centrifugación a 12.000 x rpm durante 15 minutos a 4 ºC. El sedimento se 
resuspendió en 50 µl de dH2O. Finalmente, la muestra de ARN se precipitó añadiendo 5 µl de NaAc y 138 µl de 
etanol frío y se incubó en hielo seco durante 30 minutos antes de la centrifugación durante 15 minutos a 4 ºC. El 65 
sedimento de ARN se secó al vacío y después se disolvió en 30 µl de H2O libre de ARNasa. 
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Construcción de una biblioteca de ADNc de semilla de algodón 
 
Se aisló ARN poli(A)+ de algodón a partir de ARN total preparado como se ha descrito anteriormente, usando un kit 
de purificación de ARNm (Pharmacia), esencialmente como describe el fabricante. Para preparar el ADNc se utilizó 
un kit de síntesis de ADNc (Pharmacia), esencialmente como describe el fabricante, usando 1-5 µg de ARN poli (A)+ 5 
como material de partida. El producto de ADNc de doble cadena se cortó en extremos romos y se ligó a adaptadores 
de EcoRI/NotI usando procedimientos estándar. Después de la eliminación del exceso de adaptadores no ligados, el 
ADNc se clonó en el vector bacteriófago Lambda ZAPII (Stratagene, EE.UU.) y se empaquetó usando un sistema de 
envasado comercialmente disponible (Stratagene, EE.UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
 10 
Las bibliotecas de ADNc descritas en el presente documento contenían generalmente aproximadamente 92 % de 
partículas de bacteriófago recombinante, en un total de aproximadamente 1,5x 107 unidades formadoras de placas 
(ufp) por ml de biblioteca no amplificada. 
 
Después de la purificación de las placas de placas de hibridación positivas, se utilizó el sistema ExAssist/SOLR 15 
(Stratagene, EE.UU.) para eliminar el fagémido pBluescript SK (-) del vector Lambda ZAPII, según lo descrito por el 
fabricante. 
 
Todos los otros métodos, tales como electroforesis en gel, transferencia de ácidos nucleicos a membranas para 
hibridación, preparación de sondas de ADN marcadas y selección de bibliotecas de ADNc fueron por métodos 20 
estándar (Ausubel et al., (citado anteriormente)). A menos que se indique lo contrario, las condiciones de hibridación 
fueron como las descritas por Khandjian, Bio/Technology, 5: 165–167, 1987) usando Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, NaCl 
1M, formamida al 50 %, 10x solución de Denhardt, sulfato de dextrano al 10 %, SDS al 1 %, pirofosfato sódico al 0,1 
%, 0,1 mg/ml de ADN de esperma de arenque a 42 ºC. Después, se lavaron las membranas se lavaron brevemente 
en 2x SSC, SDS al 0,1 % a 65 ºC, seguido de dos lavados adicionales en SSC 0,2x, SDS al 0,1 % a 65 ºC durante 25 
15 minutos cada uno (alta rigurosidad). 
 
Ejemplo 2: Aislamiento de genes fad2 de algodón 
 
Se aislaron cuatro genes DIFERENTES de FAD2 a partir de algodón, cada uno de los cuales codifica posibles oleoil-30 
∆12-desaturasas microsomales que podrían desaturar el ácido oleico en ácido linoleico (Liu et al., 1999a (citado 
anteriormente), Liu et al., 1999b (citado anteriormente); Kargiotidou et al., Journal of Experimental Botany 2008 
59(8): 2043–2056, 2008). primer gen, designado ghFAD2–1, se expresó específicamente en semillas en desarrollo 
aproximadamente al mismo tiempo que la biosíntesis de aceite activo (Liu et al., 1999a (citado anteriormente)). Dos 
secuencias de nucleótidos para ghFAD2–1 se presentan en el presente documento (SEQ ID Nos: 1 y 24) que son 35 
idénticos al 96 % a lo largo de sus longitudes completas y, por lo tanto, probablemente representan ADNc 
correspondientes a alelos diferentes o, más probablemente, a los genes FAD2-1 homólogos en el algodón 
tetraploide. Un segundo gen, ghFAD2–2, (número de acceso Y10112) tenía una expresión constitutiva de bajo nivel 
y se expresó a un nivel bajo a lo largo del desarrollo de la semilla (Pirtle et al., 2001 (citado anteriormente)). La 
secuencia nucleotídica de ghFAD2–2 (SEQ ID NO: 26) es aproximadamente un 72 % idéntica a la mitad central de 40 
ghFAD2–1 (SEQ ID NO: 1). El tercer y cuarto miembros ghFAD2–3 (número de acceso AF331163) y ghFAD2–4 
(número de acceso AY279314) parecían expresarse más altamente en hojas y otros tejidos de algodón en lugar de 
semillas (Kargiotidou et al., 2008 (citado anteriormente)). ghFAD2–3 y ghFAD2–4 tienen secuencias de nucleótidos 
que son aproximadamente el 72 % idénticas a ghFAD2–1 (SEQ ID NO: 1). 
 45 
Basándose en estas observaciones y en la producción previa de aceite de semilla de algodón con alto contenido de 
ácido oleico mediante la regulación negativa por ARNi de ghFAD2–1 (Liu et al., Plant Physiol. 129: 1732–1743, 
2002; patente de Estados Unidos n.º 6974898), se pensó que este gen codificaba la principal actividad de FAD2 en 
las semillas de algodón. Por lo tanto, se seleccionó una región del gen ghFAD2–1 que tenía la secuencia de 
nucleótidos 5-354 de SEQ ID NO: 1) para fabricar una construcción de ARNi para la regulación por disminución del 50 
gen. Esta era la misma región descrita por Liu et al., 2002 (citado anteriormente) y se esperaba que fuera específica 
para ghFAD2–1. Otras regiones del gen podrían haberse seleccionado igualmente. Por ejemplo, la patente de 
Estados Unidos n.º 6974898 usó una región de 92 pb a partir de la 5'-UTR de ghFAD2–1,y Liu et al., 2002 (citado 
anteriormente)) usaron una región de 540 pb desde el extremo 5' de la parte transcrita del gen. La secuencia de 
nucleótidos y aminoácidos de FAD-2-1 se muestra en la Figura 3. 55 
 
Ejemplo 3: Aislamiento de genes fatb de algodón 
 
Se identificaron dos clones de ADNc que codificaban proteínas con homología con FatB en algodón y se aislaron a 
partir de una biblioteca de ADNc de semilla de algodón en desarrollo (Ejemplo 1) como sigue. Se amplificó un 60 
fragmento de PCR correspondiente a aproximadamente 480 pb del primer exón del gen ghFatB-1 (Yoder et al., 1999 
(citado anteriormente), número de acceso: AF076535) correspondientes en secuencia a los nucleótidos 210 a 713 
de la SEQ ID NO: 3 usando cebadores directo (sentido) e inverso (antisentido): 5'–atggttgctactgctgtgac–3' (SEQ ID 
NO: 29 y 5'–ctgtaaatgattcattagtgt–3' (SEQIDNO: 30) y el ARN molde obtenido de embriones de algodón en 
desarrollo (Ejemplo 1). El fragmento de la PCR se utilizó para sondear la biblioteca de ADNc en condiciones de 65 
rigurosidad alta y se aislaron dos ADNc similares a FatB. Estos se designaron ghFatB–2 y ghFatB–3. Ambas 

E09799857
15-11-2016ES 2 603 530 T3

 



30 

secuencias parecían ser ADNc de longitud completa, ya que tenían regiones no traducidas en ambos extremos 5 'y 
3'. El ADNc de ghFatB–2 tenía 1647 pb de longitud (SEQ ID NO: 5) y codificaba una proteína predicha de 421 
aminoácidos (SEQ ID NO: 6), que incluía la secuencia señal usada para la translocación de la proteína al plasto. El 
ADNc de ghFatB–3 tenía 1498 pb de longitud (SEQ ID NO: 7) y codificaba una proteína predicha de 419 
aminoácidos (SEQ ID NO: 8). 5 
 
Las secuencias de aminoácidos predichas de ghFatB–2, y -3 tuvieron 60-75 % de identidad a lo largo de su longitud 
completa con varias tioesterasas de FatB descritas, tales como las de Arabidopsis y soja (n.º de acceso DQ418764) 
y Brassica juncea (DQ856315), mientras que solo un 30-40 % de homología con la FatA tioesterasa de plantas 
dicotiledóneas, tales como Arabidopsis (AK176105). Los polipéptidos putativos codificados por la región de 10 
codificación de ghFatB–2 y –3 mostraron un 89 % de identidad entre sí. Debido a que sus secuencias 3'UTR eran 
muy diferentes, se pensó que derivaban de dos genes diferentes pertenecientes a una familia de genes de FatB en 
algodón. Un ADNc que codifica FatB y su correspondiente gen estructural fue aislado por Pirtle et al., Plant Cell 
Physiology, 40: 155–163, 1999 (ADNc: N.º de acceso AF034266; gen estructural: AF076535). En comparación con 
el ghFatB–1 previamente aislado (Yoder et al., 1999 (citado anteriormente), número de acceso: AF076535), ghFatB–15 
2 tiene aproximadamente un 87 % de identidad y ghFatB-3 tiene aproximadamente un 84 % de identidad. Como 
todas las acil-ACP tioesterasas caracterizadas hasta la fecha, las FatB tioesterasas de algodón tienen secuencias 
peptídicas de tránsito en el extremo N-terminal para dirigir las proteínas a los plastos. El sitio de escisión exacto del 
péptido de tránsito no se conoce, pero se ha sugerido que está en algún lugar al principio de una región hidrofóbica 
altamente conservada única para las secuencias FatB de la planta (Jones Jones et al., 1995 (citado anteriormente)). 20 
Las Figuras 4 y 5 muestran las secuencias de nucleótidos y polipéptidos putativos de ghFatB–2 y –3 
respectivamente. 
 
Se ha sugerido previamente que los genes FatB de la planta se expresan de forma constitutiva (Dormann et al., 
Arch. Biochem. Biophys. 316: 612–618, 1995). En consonancia con esto, el análisis de la expresión mostró que el 25 
gen ghFatB-1 se expresaba en embriones, plántulas y hojas de plantas de algodón maduras (Pirtle et al., 1999 
(citado anteriormente)). Se pensó que tanto ghFatB-2 como -3 se expresaban en semillas en desarrollo, ya que se 
aislaron de la biblioteca de ADNc de semilla de algodón como se ha descrito anteriormente, y posiblemente de otros 
tejidos. El nivel de expresión de ghFatB-2 en las semillas fue mayor que el de ghFatB-3, por lo que se sugirió que el 
primero codificaba la mayor actividad de FatB en semillas de algodón. Sin embargo, para establecer que este gen en 30 
lugar de los otros dos codificaba la actividad principal de FatB en semilla de algodón, era necesario demostrar que 
su inactivación daría como resultado una actividad de tioesterasa reducida y una liberación reducida de ácido 
palmítico del plasto. También era posible que dos o tres de los genes en combinación tuvieran que ser silenciados 
para reducir los niveles de ácido palmítico. Por lo tanto, se hizo una construcción de silenciamiento de genes usando 
una región de ghFatB-2, que tenía la secuencia de nucleótidos 458-843 de SEQ ID NO: 5. 35 
 
Ejemplo 4: Clonación de genes que codifican la ciclopropano ácido graso sintasa (cpa–fas) en algodón 
 
La CPA-FAS cataliza la primera etapa comprometida en la producción de ácidos grasos de ciclopropano, la 
conversión de ácido oleico en DHS. Se identificaron dos secuencias de EST de G. hirsutum que se expresaban de 40 
forma diferencial tras la infección de las raíces e hipocótilos de algodón con Fusarium oxysporeum (Dowd et al., 
2004 (citado anteriormente)). Se utilizó una de las secuencias EST, CD486555, como sonda de ADN para cribar la 
biblioteca de ADNc hecha de semilla de algodón en desarrollo (Ejemplo 1) y una segunda biblioteca de ADNc hecha 
de ARN obtenido a partir de raíces de algodón. La secuencia de ADN del ADN de la sonda se muestra en la Figura 6 
(SEQ ID NO: 9). 45 
 
Después de la hibridación de alta rigurosidad con la sonda, se aislaron dos ADNc de longitud completa diferentes 
con secuencias UTR 5' y 3' únicas a partir de la biblioteca de ADNc hecha de ARN de raíz de algodón. Se aisló un 
tercer clon de ADNc de la biblioteca de ADNc de semilla de algodón. Se designaron como ghCPA–FAS–1, 2 y –3 , 
respectivamente. Las secuencias de ADN y las secuencias de aminoácidos predichas de los polipéptidos codificados 50 
se muestran en las figuras 7-9, (SEC ID Nº: 10–15). 
 
Los polipéptidos de ghCPA-FAS deducidos comprendían cada uno 865-873 aminoácidos y tenían masas 
moleculares calculadas de aproximadamente 99 kDa. Esto probablemente representaba la proteína madura, ya que 
la enzima CPA-FAS, que estaba activa en el RE, no se esperaba que tuviera un péptido señal en 5'. De forma similar 55 
a la CPA-FAS de Sterculia foetida y las proteínas homólogas de Arabidopsis (n.º de acceso AT23510) y arroz 
(AK069115) predichas a partir de secuencias genómicas, las proteínas ghCPA-FAS codificadas tenían un dominio 
en N-terminal de unión a FAD fusionado a un dominio en C-terminal que tenía homología con varias 
metiltransferasas. Esto era consistente con la actividad predicha de CPA-FAS de las proteínas. En el extremo N, los 
primeros 20 aminoácidos de las proteínas ghCPA-FAS parecían ser hidrófobos y se pensaba que estaban 60 
implicados en el anclaje a la membrana. 
 
Cuando se compararon las secuencias de aminoácidos deducidas de los tres ADNc diferentes de ghCPA–FAS con 
secuencias de ADN homólogas de Sterculia foetida, Arabidopsis y arroz, se observó que ghCPA-FAS-1 (AY574036) 
y ghCPA-FAS-2 (AY574037) compartían una identidad de aminoácidos del 97 %, pero solo un 64-65 % de identidad 65 
con ghCPA-FAS-3 (AY574038). Por el contrario, ghCPA-FAS-3 mostró mayor homología de secuencia con cada uno 

E09799857
15-11-2016ES 2 603 530 T3

 



31 

de los genes de Arabidopsis, 74 % de identidad de aminoácidos con At23510, y 75 % de identidad de aminoácidos 
con At23530. Esto sugirió que ghCPA-FAS-3 evolucionaba por separado antes de la especiación del algodón. No se 
sabe si Arabidopsis y arroz acumulan ácidos grasos de CPA o CPE y, por lo tanto, se determina la funcionalidad de 
los genes de CPA-FAS en estas plantas. 
 5 
La organización genómica de los genes CPA-FAS en algodón se investigó mediante análisis de hibridación de 
transferencia Southern utilizando la región codificante de proteínas de ghCPA-FAS-1 como sonda. Se detectaron al 
menos tres bandas de hibridación en ADN digerido con HindIII de algodones diploides, mientras que había dos 
veces más bandas de hibridación en los algodones tetraploides (Figura 10). Se concluyó que cada uno de los tres 
genes ghCPA-FAS estaban representados por un único locus en Gossypium diploide y dos loci homólogos en 10 
algodones tetraploides. Esto demostró que el algodón alotetraploide contenía dos copias de cada uno de los tres 
genes presentes en los progenitores diploides A y D del genoma. 
 
Se analizó la expresión de los genes CPA-FAS de algodón, buscando la expresión diferencial en tejidos de algodón. 
Como se muestra en la Figura 11, el análisis del ARN total extraído de diversos tejidos de algodón, incluyendo 15 
raíces, hipocótilos, hojas y embriones en desarrollo, en varios momentos después de la antesis reveló que el nivel 
del transcrito de ghCPA-FAS-1 era alto en las raíces y los hipocótilos, pero no se detectó en las hojas ni en los 
embriones en desarrollo, mientras que se detectó expresión de ghCPA–FAS–2 en todos los tejidos analizados, a 
excepción de las hojas. En los embriones en desarrollo, los niveles máximos de transcrito de ghCPA-FAS-2 se 
encontraron en los embriones durante la parte media del desarrollo de la semilla, aproximadamente de 20 a 40 días 20 
después de la antesis. Este fue el período de tiempo principal para la producción de aceite en los embriones de 
algodón en desarrollo. Por lo tanto, se predijo que ghCPA-FAS-2 desempeñaba un papel clave en la determinación 
de la biosíntesis de los ácidos grasos ciclopropenoides en la semilla de algodón y, por lo tanto, era un gen diana 
candidato para la regulación por disminución para reducir los ácidos grasos de CPA y CPE en aceite de semilla de 
algodón. 25 
 
Ejemplo 5: Construcción genética para regular por disminución simultáneamente ghfad2–1, ghcpa–fas–2 y 
ghfatb–2 en semilla de algodón 
 
Una construcción genética para expresar una molécula de ARN de horquilla quimérico para la reducción mediada 30 
por ARNi de la expresión génica se realizó como sigue. La construcción de silenciamiento génico de ARNi se diseñó 
para dirigirse simultáneamente a tres genes diferentes con el objetivo de lograr reducciones significativas de los 
niveles de ácido palmítico y ácidos grasos de ciclopropano en combinación con ácido oleico significativamente 
mayor en aceite de semilla de algodón. La construcción se muestra esquemáticamente en la Figura 12 y contenía 
una repetición invertida de una secuencia quimérica hecha de 350 pb de ghFAD2–1, 442 pb de ghCPA–FAS–2 y 35 
358 pb de ghFatB–1 fusionados entre sí. Las unidades repetidas invertidas de esta secuencia quimérica estaban 
separadas por el intrón 1 del gen ghFad2-1, que tenía 1.120 pb de longitud, con límites exón/intrón 5 'y 3' intactos 
(Figura 13, fragmento C). El intrón actuó como espaciador para estabilizar la repetición invertida y, de este modo, 
facilitar la clonación de la repetición invertida en el vector plasmídico en E. coli. Para conseguir la expresión 
específica de la semilla, la secuencia repetida invertida se colocó bajo el control de un promotor de lectina de soja 40 
(Lec-P) y una secuencia de terminación de la transcripción/poliadenilación (Lec-T) (Cho y col., Plant Molecular 
Biology Reporter 13: 255–269, 1995). El gen que expresaba ARN de horquilla se colocó adyacente al extremo 3' de 
un gen marcador seleccionable comprendido por una región codificante de la proteína NPTII dirigida por el promotor 
del virus de la atrofia subterránea del trébol (Sc1-P) y el terminador (Sc3-T). Las secuencias específicas usadas se 
muestran en la Figura 13 (SEQ ID NO: 16–23). Esta construcción genética se denominó construcción MonoCott. 45 
 
También se fabricó una segunda construcción genética, denominada LY-2. Esta era igual que la construcción 
MonoCott, excepto que los segmentos de 442 pb del gen ghCPA-FAS-2 se reemplazaron por una región de un gen 
de algodón que codifica la cadineno hidroxilasa, una enzima requerida para la síntesis de gosipol en semillas en 
desarrollo. Para preparar LY-2, un fragmento de ADN de 401 pb derivado del gen ghCAD-H que codifica (+)-delta-50 
cadineno-8-hidroxilasa (número de acceso: AF332974), correspondiente a nucleótidos que tienen la secuencia 1420 
a 1821 de SEQ ID NO: 28 se amplificaron en reacciones de PCR usando los cebadores: S1: 5'–
cctgagaggttcttgactgatcatg–3' (SEQ ID NO: 31) y A1: 5'–gcttatgatgtataataaacacattat –3' (SEQ ID NO: 32). Este 
fragmento se sustituyó por las porciones de ghCPA-FAS-2 en la construcción MonoCott para producir LY-2. 
 55 
Ejemplo 6: Transformación de algodón con la construcción MonoCott 
 
Las construcciones genéticas MonoCott y LY-2 se insertaron cada una en un vector binario y se introdujeron en la 
cepa AGL1 de Agrobacterium tumefaciens. Las bacterias transformadas se usaron para transformar la variedad de 
algodón Coker315 como describen Liu et al., 2002 (citado anteriormente). En pocas palabras, los cotiledones 60 
escindidos de plántulas de algodón cultivadas asépticamente de 10 días de edad se usaron como explantes y se 
infectaron y cocultivaron con los transformantes de A. tumefaciens durante un período de dos días. A esto siguió un 
período de seis semanas de selección en medio MS (Murashige y Skoog, Physiologia Plantarum. 15: 473–497, 
1962) que contenía 0,1 mg/l de 2,4-D, 0,1 mg/l de cinetina, 50 mg/l de sulfato de canamicina y 25 mg/l de 
cefotaxima. Los callos sanos derivados de los explantes de cotiledón se transfirieron después a medio MS que 65 
contenía 5 mg/l de 6-(γ, γ-dimetilalilamino) -purina (2ip), 0,1 mg/l de ácido naftalenoacético (NAA), 25 mg/l de 
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kanamicina y 250 mg/l de cefotaxima durante un segundo período de seis semanas a 28 ºC. Los embriones 
somáticos comenzaron a formarse después de aproximadamente seis a diez semanas de incubación y se 
transfirieron a placas frescas, pero sin añadir fitohormona o antibióticos, hasta que germinaron. Las plántulas que se 
desarrollaron a partir de los embriones somáticos se transfirieron posteriormente al suelo y se mantuvieron en un 
invernadero una vez que se desarrollaron las hojas y las raíces, con una temperatura de crecimiento de 28/20 ºC 5 
(día/noche). 
 
Seis líneas de algodón independientes transformadas con la construcción de ARNi de MonoCott se regeneraron a 
partir de callos y se dejaron crecer hasta su maduración en el invernadero, floreciendo y produciendo semilla como 
lo normal. No se observaron diferencias fenotípicas evidentes entre las plantas transgénicas y las plantas parentales 10 
no transgénicas (de tipo silvestre) de la variedad Coker315. Diez líneas de algodón independientes transformadas 
con la construcción de ARNi de LY-2 también se regeneraron a partir de callos y se trataron de manera similar. 
 
Ejemplo 7: Análisis fenotípico de los transformantes de algodón 
 15 
Una porción consistente en aproximadamente 1/8 de los cotiledones de las semillas maduras se escindió de las 
semillas T2 obtenidas de las plantas transgénicas primarias T1 y cada porción se sometió a análisis de la 
composición de ácidos grasos mediante FAME y GC-MS. Los lípidos totales se aislaron usando el método de Bligh 
et al., Canadian Journal of Biochemistry and Physiology 37: 911–917, 1959 y se prepararon ésteres metílicos de de 
ácidos grasos (FAME) usando métodos estándar como describen Liu et al., 2002 (citado anteriormente). Los FAME 20 
se separaron posteriormente mediante cromatografía de gases (CG), utilizando un GC Agilent 6890 equipado con 
una columna capilar GC fuerte (30m x 0,25 mm) Los ácidos grasos fueron identificados por referencia a los patrones 
de FAME. 
 
Las semillas de la línea transgénica DCS9-34 tenían una composición de ácido graso que tenía un nivel 25 
marcadamente aumentado de ácido oleico, en combinación con niveles reducidos de ácido palmítico y niveles 
reducidos de ácidos grasos de ciclopropano. Esta línea transgénica se seleccionó y se cultivo hasta homocigosidad. 
Los datos que muestran la herencia de la composición de ácidos grasos en el aceite de semilla de la progenie se 
dan en la Tabla 1. Como se muestra en la Tabla 1, el contenido de ácido oleico en el aceite de la semilla de la línea 
DCS9-34 aumentó a aproximadamente un 75-80 % y el contenido de ácido palmítico se redujo a menos del 10 %. 30 
En las líneas con alto contenido de ácido oleico desarrolladas previamente (Liu et al., 2002 (citado anteriormente)), 
los niveles de ácido palmítico se redujeron a 16 % de los ácidos grasos totales en el aceite de semilla como un 
efecto pleiotrópico de la regulación por disminución mediada por el ARNi de ghFAD2–1 (Liu et al., 2002 (citado 
anteriormente)). Se supuso que la reducción adicional del ácido palmítico hasta el 7 % obtenida con la construcción 
MonoCott se debía al efecto combinado de la regulación por disminución tanto de ghFAD2–1 como de ghFatB–2. Se 35 
observaron fenotipos similares en las otras plantas transformadas con la construcción MonoCott, pero en menor 
grado. 
 
En las semillas T2 obtenidas de las plantas transgénicas DCS9-34 primarias, tres de cada diez semillas eran 
segregantes nulos. Por lo tanto, parece que el transgén se segregaba como un solo gen dominante con patrón de 40 
herencia mendeliana. En las semillas T3 posteriores, tres de las 15 semillas eran nulas/segregantes que carecían del 
transgén. No se encontraron semillas nulas en treinta semillas T4 analizadas; Por lo tanto, éstos representaban una 
población homocigótica. Dado que sólo una porción aproximadamente 1/8 de los cotiledones de las semillas T2 y T3 
se utilizaron en el análisis de ácidos grasos, los ácidos grasos cíclicos no se detectaron debido a su presencia 
predominante en radículas de semillas. Como se muestra también en la Figura 14, la composición de ácidos grasos 45 
a través de cada una de las tres generaciones se caracterizó por un aumento del ácido oleico y unos niveles 
reducidos de ácido palmítico. Estos niveles permanecieron constantes y se heredaron de forma estable en plantas 
que eran heterocigóticas u homocigotas para el transgén como se muestra en la Tabla 2. Esta correlación demostró 
claramente que la herencia estable de la alteración genética de la composición de ácidos grasos se lograba 
mediante expresión transgénica de la construcción de ARNi de MonoCott dirigida simultáneamente a los tres genes 50 
ghFAD2–1, ghCPA–FAS–2 y ghFatB–2. 
 
En la semilla transgénica LY-2, los niveles de ácido oleico también se elevaron, por encima del 80 %, y en algunas 
semillas más del 85 %. El nivel de ácido palmítico en muchas semillas fue de aproximadamente el 7 %, y el nivel de 
ácido linoleico aproximadamente del 6-10 % (Tabla 2). Estos niveles alterados se heredaron de forma estable como 55 
un locus mendeliano junto con el transgén (Tabla 2). 
 
Los ácidos grasos de ciclopropano, incluyendo DHS, STC y MVL, no están presentes a niveles significativos en los 
cotiledones de algodón en la semilla de algodón madura, sino que se concentran en los ejes de embriones de las 
semillas maduras. Con el fin de analizar los niveles de ácidos grasos de ciclopropano en las líneas transgénicas, se 60 
escindieron los ejes embrionarios y se sometieron a un análisis de la composición de ácidos grasos. El perfil 
completo de ácidos grasos de los ejes embrionarios DCS9-34, junto con el control no transformado, Coker315 y una 
línea transgénica transformada con la construcción LY-2 se tabula en la Tabla 3 y se representa en la Figura 15. La 
semilla transformada LY-2 también se analizó. Como se muestra anteriormente, la semilla transformada con LY-2 
mostró niveles modificados de forma similar, niveles bajos de ácido palmítico y altos de ácido, como semilla 65 
transformada con DCS9-34. Como se muestra en la Tabla 3, los ejes de embrión de algodón no transformados, 
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representados por el Coker315 no transformado, contenían ácidos grasos totales de ciclopropano a un nivel de 11,5 
% de ácidos grasos totales (promedio de 23 semillas tomadas al azar). En la semilla LY-2, como resultado del 
aumento sustancial del ácido oleico que es el sustrato para la enzima CPA-FAS, cada uno de los tres ácidos grasos 
de ciclopropano DHS, STC y MVL, así como el porcentaje total de ácidos grasos de ciclopropano se incrementaron 
sustancialmente en comparación con el control no transformado. Esto contrastaba claramente con la línea 5 
MonoCott, DCS9-34, que mostró una reducción sustancial en los tres ácidos grasos de ciclopropano con el nivel 
total de ácidos grasos cíclicos, promediando sólo el 3,8 % en 26 semillas seleccionadas al azar. Esto representó una 
reducción de los ácidos grasos totales de ciclopropano más del 60 % en comparación con el tipo silvestre y más del 
80 % en comparación con la semilla transgénica LY-2.  
 10 

TABLA 1 
Composición de ácidos grasos del aceite de semilla en la semilla de algodón de la línea DCS9–34 trasgénica, 

en tres generaciones. Las semillas con más de 20 % de contenido de ácido palmítico eran segregantes nulos y 
eran esencialmente al nivel de tipo silvestre. 

Generación n.º de semilla % de palmítico 
(16:0) 

% de esteárico 
(18:0) 

% de oleico 
(18:1) 

% de linoleico 
(18:2) 

Total % 
CPFA 

T2 1 24,1 1,8 13,3 58,5 ND 

 2 22,0 1,8 13,4 60,4 ND 

 3 11,8 1,6 63,7 21,6 ND 

 4 9,3 1,6 73,4 14,6 ND 

 5 9,8 1,7 70,6 16,7 ND 

 6 22,5 1,8 17,0 56,6 ND 

 7 11,3 1,6 64,8 20,9 ND 

 8 9,5 1,8 70,0 17,6 ND 

 9 8,5 1,6 75,4 13,3 ND 

 10 10,9 1,6 72,3 14,1 ND 

T3 1 8,6 2,2 76,6 12,0 ND 

 2 9,5 2,2 73,4 14,5 ND 

 3 8,9 2,6 73,6 14,5 ND 

 4 7,4 2,4 80,0 9,8 ND 

 5 22,8 2,4 15,0 58,8 ND 

 6 7,6 2,3 81,0 8,7 ND 

 7 9,3 2,4 73,4 14,4 ND 

 8 8,0 2,5 76,7 12,3 ND 

 9 8,9 2,6 78,7 9,2 ND 

 10 9,0 2,6 74,3 13,7 ND 

 11 7,9 2,9 78,6 10,2 ND 

 12 23,2 2,8 15,6 57,4 ND 

 13 9,0 2,6 74,2 13,7 ND 

 14 7,8 2,2 79,5 10,1 ND 

 15 23,2 2,7 14,9 58,4 ND 

T4 1 8,3 2,3 74,2 12,6 0,2 

 2 8,2 2,5 75,6 11,2 0,4 

 3 8,1 2,5 74,9 11,9 0,2 

 4 8,7 2,3 72,9 13,6 0,2 

 5 8,0 2,5 75,3 11,6 0,3 

 6 8,2 2,3 75,2 11,8 0,2 

 7 7,8 2,6 76,3 10,7 0,3 

 8 7,6 2,4 76,6 11,0 0,2 

 9 8,2 2,7 75,1 11,4 0,3 

 10 8,3 2,5 74,4 12,4 0,2 

 11 8,0 2,5 75,6 11,5 0,2 
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 12 8,2 2,4 75,5 11,2 0,2 

 13 7,4 2,5 76,5 11,3 0,2 

 14 7,8 2,4 76,3 11,3 0,0 

 15 7,8 2,6 75,2 12,1 0,3 

 16 8,3 2,2 74,5 12,4 0,3 

 17 8,2 2,3 74,6 12,3 0,3 

 18 8,3 2,3 74,1 12,8 0,2 

 19 8,5 2,3 73,9 12,6 0,3 

 20 7,8 2,6 75,5 11,7 0,2 

 21 7,7 2,5 76,3 11,1 0,2 

 22 8,3 2,6 74,4 12,2 0,3 

 23 7,9 2,6 73,8 13,2 0,2 

 24 7,5 2,5 76,7 11,0 0,1 

 25 8,0 2,5 75,5 11,5 0,2 

 26 8,2 2,3 74,7 12,0 0,3 

 27 7,9 2,4 75,6 11,6 0,2 

 28 7,9 2,6 74,9 12,0 0,3 

 29 8,1 2,4 75,3 11,8 0,2 

 30 8,2 2,4 73,8 12,9 0,4 

ND: no determinado 

 
TABLA 2 

Composición de ácidos grasos de tres generaciones de algodón transgénico que expresa la construcción de ARNi 
de LY-2 dirigido a tres genes, a saber ghFad2–1, ghCAD–H y ghFatB–2. LY2-1, LY2-8 y LY2-9 parecen mostrar una 
composición de ácidos grasos de tipo silvestre y pueden ser “escapes” no transformados. 
Muestra Mirístico Palmítico Esteárico Oleico Linoleico Linolénico  Araquídico 
Semillas T2               
LY2–1 0,88 21,26 1,47 11,34 65,50 0,00 0,00 
LY2–2 0,13 8,22 0,87 78,27 12,37 0,21 0,00 
LY2–3 0,20 9,65 0,66 74,23 15,21 0,15 0,00 
LY2–4 0,00 9,42 1,46 76,76 12,20 0,16 0,00 
LY2–5 0,00 8,88 0,60 76,82 13,70 0,00 0,00 
LY2–6 0,16 8,10 1,52 80,67 9,36 0,18 0,00 
LY2–7 0,22 8,41 1,68 79,97 9,36 0,23 0,14 
LY2–8 0,85 21,37 1,73 12,22 63,58 0,24 0,00 
LY2–9 0,67 21,45 1,65 11,50 64,45 0,28 0,00 
LY2–10 0,21 8,02 1,46 80,51 9,67 0,13 0,00 
        
Semillas T3               
LY2,2–1 0,35 6,97 2,07 83,35 6,94 0,13 0,19 
LY2,2–2 0,43 6,88 2,03 83,10 7,25 0,14 0,17 
LY2,2–3 0,34 7,16 1,71 83,37 7,15 0,12 0,16 
LY2,2–4 0,12 7,13 2,10 82,05 8,28 0,18 0,14 
LY2,2–5 0,14 7,13 1,91 83,54 7,00 0,12 0,17 
LY2,2–6 0,11 6,82 2,07 83,79 6,87 0,14 0,19 
LY2,2–7 0,12 6,85 1,69 85,53 7,48 0,13 0,20 
LY2,2–8 0,15 7,18 2,03 83,11 7,22 0,16 0,16 
LY2,2–9 0,12 6,69 1,93 84,04 6,87 0,13 0,23 
LY2,2–10 0,32 6,45 1,91 85,02 5,94 0,17 0,19 
LY2,2–11 0,24 7,85 1,74 83,46 6,39 0,11 0,18 
LY2,2–12 0,22 7,38 1,24 85,48 5,39 0,13 0,17 
LY2,2–13 0,35 8,57 1,27 83,34 6,15 0,20 0,12 
LY2,2–14 0,19 6,83 1,68 85,62 5,37 0,13 0,19 
LY2,2–15 0,23 7,47 1,94 83,22 6,79 0,14 0,21 
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Semillas T4               
LY2,2.1–1 0,20 8,96 1,93 77,80 10,41 0,17 0,29 
LY2,2.1–2 0,16 7,88 2,15 81,14 8,06 0,18 0,26 
LY2,2.1–3 0,17 8,08 2,00 81,33 7,87 0,16 0,26 
LY2,2.1–4 0,17 8,96 2,17 78,29 9,61 0,25 0,26 
LY2,2.1–5 0,16 8,34 2,39 79,31 8,94 0,21 0,30 
LY2,2.1–6 0,17 7,81 2,09 81,32 7,96 0,16 0,30 
LY2,2.1–7 0,15 7,77 2,01 81,42 8,00 0,17 0,27 
LY2,2.1–8 0,19 8,66 2,03 79,96 8,61 0,15 0,26 
LY2,2.1–9 0,18 8,31 2,08 80,60 8,21 0,17 0,27 
LY2,2.1–10 0,19 8,77 1,76 80,39 8,28 0,16 0,24 
LY2,2.1–11 0,16 8,26 2,03 80,52 8,41 0,18 0,25 
LY2,2.1–12 0,26 10,60 2,45 74,43 11,41 0,47 0,30 
LY2,2.1–13 0,17 8,02 2,14 81,09 8,01 0,18 0,25 
LY2,2.1–14 0,13 7,28 2,24 82,01 7,72 0,18 0,28 
LY2,2.1–15 0,17 8,16 1,83 81,27 8,03 0,15 0,26 
LY2,2.1–16 0,17 8,04 1,95 81,25 8,03 0,16 0,25 
LY2,2.1–17 0,15 7,19 1,83 83,02 7,31 0,14 0,25 
LY2,2.1–18 0,20 8,88 2,01 79,40 8,89 0,17 0,27 
LY2,2.1–19 0,15 7,70 2,16 81,75 7,69 0,15 0,27 
LY2,2.1–20 0,19 8,64 1,89 79,62 9,04 0,16 0,26 
LY2,2.1–21 0,18 8,19 2,01 81,25 7,84 0,15 0,25 
LY2,2.1–22 0,19 8,56 2,06 80,19 8,35 0,16 0,27 
LY2,2.1–23 0,18 8,67 2,03 80,45 8,00 0,20 0,25 
LY2,2.1–24 0,16 7,95 1,95 81,53 7,89 0,15 0,26 
LY2,2.1–25 0,16 7,92 2,33 81,02 8,02 0,17 0,27 
LY2,2.1–26 0,18 8,49 2,08 80,43 8,15 0,17 0,27 
LY2,2.1–27 0,18 8,58 2,05 80,19 8,32 0,18 0,27 
LY2,2.1–28 0,17 8,26 2,04 80,08 8,88 0,18 0,26 
LY2,2.1–29 0,16 7,77 2,04 81,44 7,99 0,17 0,27 
LY2,2.1–30 0,18 8,14 1,76 81,16 8,16 0,19 0,24 
         
Semillas T4               
LY2,2.4–1 0,17 9,14 2,76 79,72 7,65 0,13 0,31 
LY2,2.4–2 0,18 9,57 2,82 78,68 8,08 0,17 0,31 
LY2,2.4–3 0,15 9,16 3,18 78,75 8,05 0,17 0,31 
LY2,2.4–4 0,17 9,28 2,97 79,31 7,62 0,15 0,32 
LY2,2.4–5 0,17 9,33 2,56 79,58 7,79 0,15 0,28 
LY2,2.4–6 0,17 9,29 2,79 79,09 8,03 0,16 0,29 
LY2,2.4–7 0,16 9,42 2,66 78,09 9,00 0,17 0,29 
LY2,2.4–8 0,21 9,82 2,59 77,69 9,03 0,18 0,30 
LY2,2.4–9 0,19 9,15 2,43 80,02 7,66 0,14 0,28 
LY2,2.4–10 0,18 9,00 2,72 79,48 8,10 0,13 0,31 
LY2,2.4–11 0,18 9,63 2,99 78,71 7,84 0,17 0,30 
LY2,2.4–12 0,22 9,88 2,42 78,79 8,05 0,15 0,31 
LY2,2.4–13 0,21 9,62 2,37 79,01 8,22 0,13 0,30 
LY2,2.4–14 0,16 9,01 2,92 79,82 7,53 0,15 0,30 
LY2,2.4–15 0,18 9,52 2,76 79,06 7,85 0,16 0,29 
LY2,2.4–16 0,19 9,75 2,76 78,63 8,05 0,16 0,29 
LY2,2.4–17 0,18 9,24 2,38 80,03 7,62 0,14 0,27 
LY2,2.4–18 0,20 9,82 2,73 77,41 9,15 0,18 0,31 
LY2,2.4–19 0,23 10,18 2,16 78,61 8,36 0,13 0,25 
LY2,2.4–20 0,16 9,06 2,74 80,11 7,43 0,14 0,27 
LY2,2.4–21 0,17 9,31 2,77 79,66 7,47 0,15 0,31 
LY2,2.4–22 0,18 9,26 2,73 79,77 7,44 0,18 0,28 
LY2,2.4–23 0,19 8,94 2,38 79,98 7,99 0,13 0,27 
LY2,2.4–24 0,19 9,41 2,38 79,71 7,70 0,17 0,27 
LY2,2.4–25 0,19 9,47 2,43 79,60 7,74 0,14 0,28 
LY2,2.4–26 0,20 10,08 2,84 76,62 9,54 0,17 0,31 
LY2,2.4–27 0,21 9,90 2,49 77,69 9,06 0,17 0,29 
LY2,2.4–28 0,20 9,84 2,65 78,72 7,91 0,19 0,30 
LY2,2.4–29 0,18 9,08 2,90 79,08 8,19 0,14 0,32 
LY2,2.4–30 0,16 8,89 2,65 79,82 7,91 0,15 0,27 
Reducción de los ácidos grasos de ciclopropano en los ejes de embriones de algodón de la semilla DCS9-34 
homocigota T4 
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TABLA 3 

Composición de ácidos grasos de los ejes de embriones en tres tipos de algodón, incluyendo DCS9-34 (MonoCott) 
con rasgos combinados de HO, LP y niveles bajos de ácidos grasos cíclicos, LY-2 con rasgos HO y LP, pero con 
niveles altos de ácidos grasos cíclicos y Coker315 como el control convencional del algodón. 
Ejes embrionarios de DCS9 CPFA 

N.º de 
semilla 

14: 0 16: 0 16: 1 18: 0 18: 1 
n = -9 

18: 1 
n–7 

18: 2 18: 3 DHS MVA STC Total de 
CPF A 

1 0,5 16,6 0,8 2,5 48,5 1,0 25,8 0,8 0,3 2,1 0,5 3,0 
2 0,5 15,1 0,8 2,2 47,4 1,0 27,7 0,9 0,4 2,8 0,7 4,0 
3 0,6 16,0 0,8 1,5 43,8 1,1 29,3 1,2 0,4 4,1 0,8 5,3 
4 0,5 14,7 0,8 2,1 49,0 1,0 26,7 0,8 0,4 2,9 0,7 4,0 
5 0,4 13,0 0,8 2,2 54,5 1,0 25,0 0,7 0,2 1,4 0,4 2,1 
6 0,6 16,3 0,8 1,5 42,0 1,1 31,5 1,1 0,4 3,4 0,8 4,6 
7 0,6 17,3 0,9 1,4 39,5 1,1 32,6 1,1 0,5 3,8 0,9 5,1 
8 0,5 14,6 0,8 1,7 47,9 1,0 28,8 0,8 0,2 2,5 0,6 3,4 
9 0,5 14,0 0,8 2,3 51,3 1,0 25,5 0,9 0,3 2,4 0,5 3,3 

10 0,6 16,0 0,8 1,5 43,7 1,1 30,4 1,0 0,4 3,2 0,7 4,4 
11 0,4 14,1 0,7 2,2 49,4 1,0 27,0 0,8 0,3 2,8 0,7 3,8 
12 0,4 14,5 0,8 1,7 48,9 1,0 28,3 0,9 0,2 2,2 0,6 3,0 
13 0,4 14,8 0,8 2,0 48,5 1,1 27,6 0,7 0,3 2,5 0,7 3,6 
14 0,6 16,8 0,9 1,3 40,6 1,1 32,7 1,2 0,3 3,2 0,7 4,2 
15 0,6 16,9 0,8 1,5 40,3 1,0 31,2 1,2 0,6 4,3 1,1 5,9 
16 0,4 12,4 0,8 2,1 57,5 1,0 23,4 0,6 0,2 0,8 0,3 1,3 
17 0,5 15,8 0,8 2,1 43,9 1,0 29,7 0,9 0,5 3,3 0,9 4,7 
18 0,6 16,1 0,9 1,4 43,5 1,1 30,7 1,1 0,3 3,1 0,7 4,2 
19 0,4 13,1 0,7 2,4 54,6 0,9 23,9 0,8 0,2 2,0 0,5 2,7 
20 0,5 15,2 0,9 1,3 45,4 1,2 30,9 1,1 0,2 2,3 0,5 2,9 
21 0,6 16,0 0,9 1,4 43,1 1,1 31,1 1,1 0,4 3,2 0,8 4,3 
22 0,5 15,2 0,7 1,7 46,8 1,0 28,6 0,9 0,4 2,9 0,7 4,0 
23 0,5 14,7 0,9 1,4 46,5 1,2 29,8 1,2 0,2 2,6 0,5 3,3 
24 0,5 16,6 0,8 1,7 43,9 1,0 29,1 0,9 0,6 3,5 0,9 5,0 
25 0,6 16,8 0,9 1,5 41,0 1,1 31,4 1,2 0,4 3,8 0,9 5,1 
26 0,5 15,2 0,8 1,8 47,9 1,1 28,0 1,0 0,2 2,3 0,5 3,0 
Promedio        0,3 2,8 0,7 3,8 

 
Ejes embrionarios de LY2 

N.º de 
semilla 

14: 0 16: 0 16: 1 18: 0 18: 1 
n–9 

18: 1 
n–7 

18: 2 18: 3 DHS MVA STC Total de 
CPF A 

1 0,4 18,1 0,6 5,0 27,5 0,6 20,9 0,8 9,2 9,5 6,3 25,0 
2 0,4 18,6 0,5 5,1 22,2 0,5 20,5 1,1 10,3 12,9 6,8 30,0 
3 0,4 17,1 0,7 3,6 41,3 0,7 20,0 0,9 4,4 6,2 4,0 14,6 
4 0,4 16,8 0,7 4,3 34,2 0,7 19,3 1,1 6,9 8,7 6,0 21,6 
5 0,3 14,7 0,6 4,5 42,4 0,6 15,6 0,8 7,1 7,4 5,1 19,6 
6 0,3 15,5 0,6 4,3 37,4 0,6 18,4 0,6 7,8 7,8 5,7 21,3 
7 0,3 14,3 0,6 4,1 46,1 0,6 17,2 0,7 4,9 5,8 4,5 15,2 
8 0,5 18,5 0,6 4,1 29,2 0,7 21,9 1,0 7,0 9,0 6,6 22,6 
9 0,3 16,4 0,6 4,5 33,3 0,6 18,6 1,2 7,5 9,5 6,5 23,5 

10 0,3 13,4 0,6 4,5 44,9 0,6 15,2 0,7 6,9 7,1 5,0 19,0 
11 0,4 15,5 0,6 4,6 42,0 0,6 17,0 0,7 6,9 5,9 5,0 17,7 
12 0,4 16,5 0,6 4,9 32,6 0,6 18,7 1,1 8,4 9,2 5,9 23,5 
13 0,4 16,1 0,7 3,9 33,0 0,7 20,3 1,0 7,3 9,3 6,4 23,1 
14 0,4 16,1 0,6 4,5 43,0 0,6 17,2 0,7 5,6 6,2 4,1 15,9 
15 0,4 16,7 0,6 4,2 38,9 0,6 19,0 0,8 5,7 7,1 5,0 17,8 
16 0,4 18,1 0,5 4,7 37,4 0,6 18,7 0,8 6,5 6,6 4,6 17,6 
17 0,3 14,3 0,6 4,4 46,0 0,6 15,2 0,6 6,7 6,3 4,2 17,1 
18 0,3 16,2 0,6 5,1 35,7 0,6 18,0 0,8 8,6 7,2 5,8 21,6 
19 0,3 14,0 0,6 4,2 44,6 0,6 15,5 0,7 6,4 7,2 5,1 18,7 
20 0,7 21,7 0,6 4,2 19,9 0,6 26,1 1,2 7,0 11,4 5,6 24,1 
21 0,3 13,7 0,6 4,3 47,3 0,6 15,4 0,7 5,5 6,3 4,4 16,1 
22 0,3 13,5 0,6 3,8 49,0 0,6 16,3 0,6 5,1 5,2 4,2 14,4 
23 0,3 14,2 0,6 4,1 45,5 0,6 16,4 0,7 5,8 6,5 4,4 16,7 

24 25 0,3 
0,5 

15,8 
19,5 

0,7 
0,6 

4,3 4,5 37,1 
25,5 

0,6 18,5 
21,8 

0,8 
1,2 

7,4 
7,9 

7,0 
10,6 

6,6 
6,4 

20,9 24,9 

Promedio        6,9 7,8 5,4 20,1 
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Ejes embrionarios de Coker 

N.º de 
semilla 

14: 0 16: 0 16: 1 18: 0 18: 1 
n–9 

18: 1 
n–7 

18: 2 18: 3 DHS MVA STC Total de 
CPFA 

B.1 0,6 25,1 0,5 3,4 12,0 0,6 44,5 0,7 2,2 7,0 3,0 12,2 
B.2 0,6 26,3 0,5 3,5 11,2 0,6 44,3 0,6 2,4 6,5 2,7 11,6 
B.3 0,7 26,1 0,4 4,0 10,6 0,6 41,6 0,7 3,1 8,1 3,2 14,4 
B.4 0,7 26,7 0,4 3,9 11,5 0,6 42,0 0,6 2,8 7,1 3,0 12,9 
B.5 0,6 27,2 0,5 3,7 12,0 0,6 45,0 0,4 2,2 4,4 2,7 9,3 
B.6 0,6 27,3 0,5 3,6 11,4 0,6 42,4 0,6 2,7 6,7 2,9 12,3 
B.7 0,7 27,2 0,5 3,5 11,6 0,6 43,9 0,6 2,4 5,7 2,7 10,8 
B.8 0,6 26,6 0,4 4,1 11,5 0,6 42,8 0,5 2,7 6,4 2,9 12,0 
B.9 0,7 26,2 0,4 3,8 11,3 0,6 44,6 0,5 2,4 6,0 2,7 11,2 
B.10 0,7 26,8 0,5 3,8 11,6 0,6 42,4 0,6 2,7 6,6 3,0 12,3 
B.11 0,7 26,4 0,5 3,3 10,8 0,7 42,8 0,8 2,4 7,9 3,1 13,4 
B.12 0,7 27,0 0,4 3,9 11,5 0,6 43,1 0,6 2,4 6,3 2,7 11,4 
B.13 0,7 26,5 0,5 3,9 12,0 0,6 42,9 0,6 2,6 6,3 2,8 11,6 
B.14 0,7 26,5 0,5 3,7 11,7 0,6 43,7 0,6 2,5 6,1 2,7 11,3 
B.15 0,6 26,9 0,5 3,5 12,2 0,6 44,1 0,5 2,3 5,5 2,6 10,3 
B.16 0,6 26,4 0,5 3,3 12,2 0,6 48,0 0,4 1,8 4,2 1,9 8,0 
B.17 0,6 26,6 0,5 3,7 11,5 0,6 43,4 0,6 2,6 6,4 2,7 11,8 
B.18 0,6 28,8 0,5 4,1 11,2 0,7 39,2 0,7 2,3 7,9 3,2 13,5 
B.19 0,7 26,0 0,5 3,2 11,2 0,7 45,3 0,7 2,0 6,5 2,7 11,1 
B.20 0,6 26,8 0,5 3,8 10,7 0,6 43,0 0,7 2,1 7,6 3,0 12,7 
B.21 0,7 27,2 0,5 3,6 11,3 0,6 40,7 0,7 3,0 7,3 3,6 13,9 
B.22 0,7 26,4 0,5 3,2 11,8 0,7 44,5 0,6 2,0 6,2 2,6 10,9 
B.23 0,5 24,6 0,5 2,9 12,7 0,6 51,4 0,4 1,0 3,3 1,5 5,8 

Promedio         2,4 6,3 2,8 11,5 
 

TABLA 4 
Resumen de los identificadores de secuencia 

SEQ 
ID 
NO: 

DESCRIPCIÓN 

1 Secuencia de ADNc que codifica FAD2 de algodón del gen ghFAD2 – 1. 1362 nucleótidos, región 
codificante de proteína: nucleótidos 73–1227 

2 Secuencia de aminoácidos codificada por SEQ ID NO: 1: 384 aminoácidos 
3 Secuencia de nucleótidos del ADN genómico de ghFatB-1 que codifica la tioesterasa de la proteína 

transportadora de acilo-acilo (FatB-1) de Gossypium hirsutum (Yoder et al., 1999 (citado anteriormente)), 
n.º de acceso AF076535, 5201 pb. La secuencia completa del ADNc corresponde a los nucleótidos 915-

1397, 1530-1663, 2352-2465, 2716-2887, 3001-3069 y 3322-3591, todos unidos entre sí 
4 Secuencia de aminoácidos codificada por SEQ ID NO: 3: 413 aminoácidos 
5 Secuencia de ADNc del gen ghFatB - 2, 1647 nucleótidos, La región que codifica la proteína es de los 

nucleótidos 210 a 1472 (codón de terminación TAG) 
6 Secuencia de aminoácidos codificada por SEQ ID NO: 5: 420 aminoácidos 
7 Secuencia de ADNc del gen ghFatB–3, 1498 nt 
8 Secuencia de aminoácidos codificada por SEQ ID NO: 7: 418 aminoácidos 
9 Secuencia EST de G. hirsutum (Dowd et al., 2004 (citado anteriormente)). N.º de acceso CD486555 
10 Secuencia de nucleótidos de ghCPA–FAS–1 que codifica la ciclopropano ácido graso sintasa (CPA-FAS-

1), de Gossypium hirsutum, número de acceso AY574036, secuencia completa de ADNc, 2884 pb, región 
codificante de proteína: nucleótidos 33-2654 

11 Secuencia de aminoácidos codificada por SEQ ID NO: 10: 873 aminoácidos 
12 Secuencia de nucleótidos de ghCPA–FAS-2 que codifica la ciclopropano ácido graso sintasa (CPA-FAS-

2), de Gossypium hirsutum, número de acceso AY574037, secuencia completa de ADNc, 2827 pb, región 
codificante de proteína: nucleótidos 16-2613 

13 Secuencia de aminoácidos codificada por SEQ ID NO: 12: 865 aminoácidos 
14 Secuencia de nucleótidos de ghCPA–FAS-3 que codifica la ciclopropano ácido graso sintasa (CPA-FAS-

3), de Gossypium hirsutum, número de acceso AY574038, secuencia completa de ADNc, 2912 pb, región 
codificante de proteína: nucleótidos 109-2706 

15 Secuencia de aminoácidos codificada por SEQ ID NO: 4: 865 aminoácidos 
16 Fragmento A de MonoCot, que comprende el promotor de lectina específico de la semilla derivado del gen 

lec1 de la soja: 1771 nucleótidos 
17 Fragmento B de MonoCot, ADN quimérico de tres fragmentos del gen diana 
18 Fragmento C de MonoCot: Intrón de ghFAD2–1 
19 Fragmento D de MonoCot, complementario del ADN quimérico 
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Resumen de los identificadores de secuencia 
SEQ 
ID 
NO: 

DESCRIPCIÓN 

20 Fragmento E de MonoCot, región de terminación de la transcripción/ poliadenilación del gen de la lectina 
21 Fragmento F de MonoCot, promotor S1 
22 Fragmento G de MonoCot, gen NPTII 
23 Fragmento H de MonoCot, región de terminación de la transcripción/ poliadenilación del gen S3 
24 ARNm de Gossypium hirsutum para la omega-6 desaturasa (FAD2-1) también conocida como oleoil-delta 

12 desaturasa. N.º. de acceso X97016 región codificante de la proteína 1386 pb: nucleótidos 54–1211. 
Homología con la SEQ ID NO: 1 fue del 96 % a lo largo de toda la longitud de los ADNc 

25 Secuencia de aminoácidos codificada por SEQ ID NO: 24: 385 aminoácidos 
26 Secuencia de ADNc del gen ghFAD2 - 2, N.º de acceso Y10112 (Liu et al., 1999), 1422 nucleótidos, 

región codificante de proteína: nucleótidos 98-1249 
27 Secuencia de aminoácidos codificada por SEQ ID NO: 26: 383 aminoácidos 
28 Secuencia completa del ADNc del gen de la monooxigenasa P450 de Gossypium arboreum, N.º de 

acceso AF332974, 1933 nt, nucleótidos de la región codificante de proteína 91-1701 
29 cebador sentido para la amplificación de los nucleótidos 210 a 713 de la SEQ ID NO: 3 
30 cebador antisentido para la amplificación de los nucleótidos 210 a 713 de la SEQ ID NO: 3 
31 cebador sentido para la amplificación de los nucleótidos 1420 a 1821 de la SEQ ID NO: 28 
32 cebador antisentido para la amplificación de los nucleótidos 1420 a 1821 de la SEQ ID NO: 28 

 
TABLA 5 

Sustituciones de aminoácidos de ejemplo preferentes 
Resto original SUSTITUCIONES DE EJEMPLO SUSTITUCIONES 

PREFERENTES 
Ala Val, Leu, He Val 
Arg Lys, Gln, Asn Lys 
Asn Gln, His, Lys, Arg Gln 
Asp Glu Glu 
Cys Ser Ser 
Gln Asn, His, Lys, Asn 
Glu Asp, Lys Asp 
Gly Pro Pro 
His Asn, Gln, Lys, Arg Arg 
Ile Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleu Leu 

Leu Norleu, He, Val, Met, Ala, Phe Ile 
Lys Arg, Gln, Asn Arg 
Met Leu, He, Phe Leu 
Phe Leu, Val, He, Ala Leu 
Pro Gly Gly 
Ser Thr Thr 
Thr Ser Ser 
Trp Tyr Tyr 
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe 
Val He, Leu, Met, Phe, Ala, Norleu Leu 
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LISTADO DE SECUENCIAS 

 
<110> Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation 5 
 
<120> Aceite de semilla de algodón mejorado y usos 
 
<130> 30812011/JEH/DXT 
 10 
<160> 32 
 
<170> PatentIn versión 3.5 
 
<210> 1 15 
<211> 1362 
<212> ADN 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<400> 1 20 
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<210> 2 
<211> 384 
<212> PRT 5 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<400> 2 
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<210> 3 
<211> 5201 
<212> ADN 5 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<400> 3 
 

 10 
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<210> 4 
<211> 413 
<212> PRT 5 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<400> 4 
 

 10 
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<210> 5 
<211> 1647 
<212> ADN 5 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<400> 5 
 

 10 
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<210> 6 
<211> 420 
<212> PRT 5 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<400> 6 
 

 10 
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<210> 7 
<211> 1498 
<212> ADN 5 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<400> 7 
 

 10 
 

E09799857
15-11-2016ES 2 603 530 T3

 



52 

<210> 8 
<211> 418 
<212> PRT 
<213> Gossypium hirsutum 
 5 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 743 
<212> ADN 5 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (571)..(571) 10 
<223> n es a, c, g o t 
 
<400> 9 
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<210> 10 
<211> 2884 
<212> ADN 5 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<400> 10 
 

 10 
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<210> 11 
<211> 873 
<212> PRT 5 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (370)..(370) 10 
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural 
 
<400> 11 
 

 15 
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<210> 12 
<211> 2827 
<212> ADN 5 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<400> 12 
 

 10 
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<210> 13 
<211> 865 
<212> PRT 5 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<400> 13 
 

 10 
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<210> 14 
<211> 2912 
<212> ADN 5 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<400> 14 
 

 10 
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<210> 15 
<211> 865 
<212> PRT 5 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (641)..(641) 10 
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural 
 
<400> 15 
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<210> 16 
<211> 1771 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 16 
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<210> 17 
<211> 1188 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 17 
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<210> 18 
<211> 1110 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 18 
 

 

ES 2 603 530 T3

 



73 

 
 
<210> 19 
<211> 1188 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 19 
 

 
 
<210> 20 15 
<211> 358 
<212> ADN 
<213> Artificial 
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<220> 
<223> Artificial 
 
<400> 20 
 5 

 
 
<210> 21 
<211> 620 
<212> ADN 10 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 15 
<400> 21 
 

 
 
<210> 22 20 
<211> 709 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 25 
<223> Artificial 
 
<400> 22 
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<210> 23 
<211> 549 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 10 
<400> 23 
 

 
 
<210> 24 15 
<211> 1386 
<212> ADN 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<400> 24 20 
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<210> 25 
<211> 385 
<212> PRT 5 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<400> 25 
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<210> 26 
<211> 1422 
<212> ADN 5 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<400> 26 
 

 10 
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<210> 27 
<211> 383 
<212> PRT 5 
<213> Gossypium hirsutum 
 
<400> 27 
 

 10 
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<210> 28 
<211> 1933 
<212> ADN 5 
<213> Gossypium arboreum 
 
<400> 28 
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<210> 29 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Artificial 
 
<400> 29 
atggttgcta ctgctgtgac  20 10 
 
<210> 30 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> Artificial 
 
<400> 30 20 
ctgtaaatga ttcattagtg t  21 
 
<210> 31 
<211> 25 
<212> ADN 25 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 
 30 
<400> 31 
cctgagaggt tcttgactga tcatg  25 
 
<210> 32 
<211> 27 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Artificial 40 
 
<400> 32 
gcttatgatg tataataaac acattat 27 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Semilla de algodón que tiene una composición de ácido graso en su aceite, en la que del 72 % al 88 % del 
contenido total de ácidos grasos en el aceite de la semilla de algodón es ácido oleico, del 4 al 10 % es ácido 
palmítico y del 4 % al 15 % es ácido linoleico, y en la que la semilla de algodón es transgénica para una construcción 5 
genética que codifica una o más moléculas de ARN que inhiben la expresión de tres genes que son ghFAD2-1, 
ghFatB-2 y ghCPA-FAS-2, en donde el gen ghFATB-2 es una molécula de ácido nucleico que comprende 
nucleótidos que tienen una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la región codificante de la 
proteína de la secuencia de ADNc mostrada en la SEQ ID NO: 5 y en donde el gen ghCPA-FAS-2 es una molécula 
de ácido nucleico que comprende nucleótidos que tienen una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad 10 
con la región codificante de la proteína de la secuencia de ADNc mostrada en la SEQ ID NO: 12. 
 
2. La semilla de algodón de la reivindicación 1, en la que del 74 % al 86 % del contenido total de ácidos grasos en el 
aceite de la semilla de algodón es ácido oleico o en la que del 4 % al 12 % es ácido linoleico. 
 15 
3. La semilla de algodón de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en la que del 0,1 % al 0,5 % del contenido total 
de ácidos grasos en el aceite de semilla de algodón es ácido graso de ciclopropano (CPA) o ácido graso de 
ciclopropeno (CPE) o una combinación de estos. 
 
4. La semilla de algodón de la reivindicación 3, en la que el ácido graso de ciclopropano o de ciclopropeno es ácido 20 
malválico, ácido estercúlico, ácido dihidroestercúlico o cualquier combinación de dos de estos o de los tres.  
 
5. Un método para producir aceite de semilla de algodón, que comprende las etapas de (i) obtener semilla de 
algodón de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, (ii) extraer el aceite de la semilla de algodón, y 
(iii) recuperar el aceite de semilla de algodón, en donde el aceite de semilla de algodón tiene una composición 25 
modificada de ácidos grasos tal que del 72 % al 88 % del contenido total de ácidos grasos en el aceite de semilla de 
algodón es ácido oleico, del 4 % al 10 % es ácido palmítico y del 4 % al 15 % es ácido linoleico. 
 
6. El método de la reivindicación 5, en el que la etapa (i) comprende además recoger la pelusa que comprende la 
semilla de algodón de una planta de algodón y/o desmotar la semilla de algodón de la pelusa que comprende la 30 
semilla de algodón, y/o en el que la etapa (ii) comprende triturar la semilla de algodón y en el que la etapa (iii) 
comprende purificar el aceite de semilla de algodón, y/o en donde el método no comprende una etapa de 
hidrogenación del aceite de semilla de algodón. 
 
7. El método de la reivindicación 6, en el que la purificación del aceite comprende desgomar el aceite, decolorar el 35 
aceite, desodorizar el aceite, alterar el pH del aceite, hidrolizar el aceite o cualquier combinación de los mismos. 
 
8. Aceite de semilla de algodón obtenible mediante extracción de la semilla de algodón de una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4, en el que del 72 % al 88 % del contenido total de ácidos grasos en el aceite de semilla de 
algodón es ácido oleico, del 4 % al 10 % es ácido palmítico y del 4 % al 15 % es ácido linoleico, en donde el ácido 40 
graso de ciclopropano (CPA) y/o el ácido graso de ciclopropeno (CPE) están presentes en dicho aceite de semilla de 
algodón y en donde la composición de ácidos grasos de dicho aceite no se ha modificado después de la extracción. 
 
9. El aceite de semilla de algodón de la reivindicación 8, en el que menos del 0,5 % del contenido total de ácidos 
grasos es un ácido graso trans o en el que menos de 0,5 % del contenido total de ácidos grasos es un ácido graso 45 
ramificado en C9 o C10. 
 
10. Una planta de algodón que es capaz de producir la semilla de algodón de una cualquiera de las reivindicaciones 
1 a 4, en donde la planta de algodón es transgénica para una construcción genética que codifica una o más 
moléculas de ARN que inhiben la expresión de tres genes que son ghFAD2-1, ghFatB-2 y GhCPA-FAS-2 en donde 50 
el gen ghFATB-2 es una molécula de ácido nucleico que comprende nucleótidos que tienen una secuencia que tiene 
al menos un 90 % de identidad con la región de codificación de la proteína de la secuencia de ADNc mostrada en la 
SEQ ID NO:5 y en donde el gen ghCPA-FAS-2 es una molécula de ácido nucleico que comprende nucleótidos que 
tienen una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la región de codificación de proteína de la 
secuencia de ADNc mostrada en la SEQ ID NO:12.  55 
 
11. Un método para producir la semilla de algodón de un cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende 
recolectar la pelusa de una planta de algodón de acuerdo con la reivindicación 10 y desmotar la pelusa, produciendo 
de este modo la semilla de algodón. 
 60 
12. Un método para identificar la semilla de algodón que tiene una composición de ácido graso modificada en su 
aceite, que comprende (i) obtener semillas de algodón transgénicas, (ii) determinar la composición de ácidos grasos 
del aceite de la semilla de algodón y (iii) si del 72 % al 88 % del contenido total de ácidos grasos en el aceite de la 
semilla de algodón es ácido oleico, del 4 % al 10 % es ácido palmítico y del 4 % al 15 % es ácido linoleico, 
seleccionando la semilla de algodón, en donde la semilla de algodón de la etapa (i) es transgénica para una 65 
construcción genética que codifica una o más moléculas de ARN que inhiben la expresión de tres genes que son 
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ghFAD2-1, ghFatB-2 y ghCPA-FAS-2, en donde el gen ghFATB-2 es una molécula de ácido nucleico que 
comprende nucleótidos que tienen una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la región de 
codificación de la proteína de la secuencia de ADNc mostrada en la SEQ ID NO:5 y en donde el gen ghCPA-FAS-2 
es una molécula de ácido nucleico que comprende nucleótidos que tienen una secuencia que tiene al menos un 90 
% de identidad con la región de codificación de la proteína de la secuencia de ADNc mostrada en la SEQ ID NO:12.  5 
 
13. Uso de la semilla de algodón de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para producir aceite aislado o 
harina de semilla de algodón o pienso para animales. 
 
14. Uso del aceite de semilla de algodón de las reivindicaciones 8 o 9 en la producción de un producto alimentario, 10 
preferentemente, para aumentar el contenido de ácido oleico o para reducir el contenido de ácido palmítico del 
producto alimentario o como combustible. 
 
15. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 14 para aumentar el nivel o la absorción de ácidos grasos 
monoinsaturados o reducir el nivel o la absorción de ácidos grasos saturados o ácidos grasos trans en el producto 15 
alimentario o por el animal. 
 
16. Un método para preparar un producto alimentario, que comprende mezclar el aceite de semilla de algodón de las 
reivindicaciones 8 o 9 con otros ingredientes alimentarios. 
 20 
17. Un método para preparar un producto alimentario frito, que comprende freír un producto alimentario en el aceite 
de semilla de algodón de las reivindicaciones 8 o 9. 
 
18. Una molécula de ácido nucleico quimérico que codifica un ácido nucleico silenciador de genes que reduce la 
expresión génica de ghFAD2-1, ghFatB-2 y ghCPA-FAS-2 de algodón, en donde el gen ghFATB-2 es una molécula 25 
de ácido nucleico que comprende nucleótidos que tienen una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad 
con la región de codificación de proteínas de la secuencia de ADNc mostrada en SEQ ID NO: 5 y en donde el gen 
ghCPA-FAS-2 es una molécula de ácido nucleico que comprende nucleótidos que tienen una secuencia que tiene al 
menos un 90 % de identidad con la región de codificación de proteína de la secuencia de ADNc mostrada en la SEQ 
ID NO: 12. 30 
 
19. Una célula huésped, una planta o un tejido o una célula de la misma que comprende la molécula de ácido 
nucleico quimérico de la reivindicación 18. 
 

35 
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